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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae, membro do grupo B-proteobactérias, € uma bactéria
fixadora de nitrogénio e endofitica que se associa com gramineas de interesse
comercial. Além de apresentar genes envolvidos com a fixacao de nitrogénio, este
microrganismo também apresenta varios genes envolvidos com o metabolismo de
nitrato. Entre estes Ultimos, estdo os genes que codificam para provaveis nitrato
redutase assimilatéria (nasA e Hsero_2899) e nitrato redutase respiratoria (narGHJI).
Entretanto, o papel desta ultima enzima em H. seropedicae ndo € conhecido, uma
vez que este microrganismo ndo é capaz de crescer em anaerobiose utilizando
nitrato como fonte Unica de nitrogénio. Além de conter genes que codificam para
provaveis nitrato redutases, H. seropedicae também contém genes que codificam
para provaveis transportadores de nitrato (narK, narkK;U e nasFED) e proteinas
regulatdrias (nasR e narXL). A regulacdo transcricional de varios destes genes ja foi
estudada anteriormente, no entanto, ela ainda ndo € completamente entendida.
Desse modo, com o intuito de melhor compreender a regulacdo de genes envolvidos
com o metabolismo de nitrato em H. seropedicae e entender quais sdo 0s papéis
das nitrato redutases deste microrganismo, neste trabalho foram utilizadas trés
abordagens. Primeiramente, RNA total a partir de H. seropedicae estirpe SmR1
crescido em nitrato como fonte Gnica de nitrogénio foi extraido, depletado de rRNA e
usado para analise transcricional através de RNAseq, em plataforma SOLID. O
transcriptoma de células crescidas em nitrato foi comparado com transcriptoma de
H. seropedicae crescido na presenca de amonio. De um total de 4804 genes, 1619
estavam diferencialmente expressos, 377 dos quais estavam induzidos e 1242
reprimidos. Os genes narGHI estéo entre os genes mais induzidos em nitrato. Os
genes que codificam para a provavel nitrato redutase assimilatéria também estavam
induzidos. Na segunda abordagem, ensaios de -galactosidase foram utilizados para
estudar a regulacédo dos operons narXL, narK;UGHJImoaA e nasFED. A expresséo
dos operons narXL e narK;UGHJImoaA foi induzida em baixo nivel de oxigenacéo
por Fnr. A expresséao do ultimo operon também foi induzida por nitrato. A expressao
do operon nasFED foi induzida por nitrato e em condic¢des limitantes de nitrogénio
através das proteinas membros do sistemas de dois componentes NtrB/NtrC e
NtrY/NtrX. Finalmente, na terceira abordagem, estirpes mutantes nasA e narG de H.
seropedicae foram construidas e caracterizadas. Quando estas estirpes foram
cultivadas em nitrato como fonte de nitrogénio, o0 mutante narG" mostrou um
crescimento mais lento em relacéo a estirpe selvagem, enquanto que o mutante
nasA™ ndo foi capaz de crescer. Os resultados sugerem que a nitrato redutase
assimilatéria é essencial para assimilacao de nitrato, mas o papel da nitrato redutase
respiratéria ainda néo é conhecido.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae. Metabolismo de nitrato.



ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is an endophytic nitrogen-fixing bacterium that
associates with gramineous plants of economic importance. In addition to genes
involved with nitrogen fixation, this microorganism also contains some genes
involved with nitrate metabolism, including genes encoding a putative assimilatory
(nasA e Hsero_2899) and a respiratory nitrate reductase (narGHJI). However, the
role of the latter enzyme in H. seropedicae is unknown because this microrganism is
not capable to grow in anaerobiosis using nitrate as the only nitrogen source. In
addition to the nitrate reductases, this organism also contains genes that encode to
putative nitrate transporters (narK, narkK;U e nasFED) and regulatory proteins (nasR
e narXL). Some of these genes were studied before; however, the regulation and
function of them in H. seropedicae are not completely understood. In order to
understand how some of the genes related to nitrate metabolism are regulated and
the roles of the nitrate reductases, it was used three approaches. First, total RNA
from the H. seropedicae strain SmR1 grown on nitrate as the sole nitrogen source
was extracted, depleted of rRNA and used for RNAseq transcriptional profiling on a
plataform SOLID 4. The transcriptome of nitrate-grown cells was compared to that of
H. seropedicae grown in the presence of ammonium. Out of 4804 genes, 1619 were
differentially expressed, 377 of which were induced and 1242 repressed. The
putative narGHJI operon were amongst the most upregulated genes. Genes
encoding the putative assimilatory nitrate reductase were also induced. In the second
approach, B-galactosidase assays were used to study the regulation of the narXL,
narK;UGHJImoaA and nasFED operons. The expression of narXL and
narK;UGHJImoaA operons was induced in low level of oxygen by Fnr, but the latter
operon is also induced on nitrate. The expression of nasFED operon was induced on
nitrate and on nitrogen-limiting condition by NtrB/NtrC and NtrY/NtrX. Finally, in the
third approach, knockout strains containing in-frame mutant nasA and narG of H.
seropedicae were constructed and characterized. When these strains were grown on
nitrate as nitrogen source, the narG™ mutant showed a delay in growth whereas the
nasA” mutant was not able to grow. The results suggest that the assimilatory nitrate
reductase is essential for assimilation of nitrate, but the role of the respiratory nitrate
reductase is still unclear.

Key words: Herbaspirillum seropedicae. Nitrate metabolism.
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1 INTRODUCAO

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria fixadora de nitrogénio endofitica
gue se associa com muitas gramineas de interesse comercial, como milho, sorgo,
cana de aclucar e arroz (BALDANI et al., 1986; OLIVARES et al.,, 1996). O
metabolismo de nitrogénio de H. seropedicae, em particular a regulagéo da fixacao
de nitrogénio, tem sido alvo de varios estudos (revisto por CHUBATSU et al., 2011).
Contudo, o metabolismo de nitrato deste microrganismo ainda nédo foi bem
explorado. Nitrato, que esta presente em varios ambientes, é uma importante fonte
de nitrogénio para muitas bactérias. Além disso, em varios microrganismos este
composto € o aceptor final de elétrons preferido na auséncia de oxigénio.

H. seropedicae apresenta varios genes envolvidos com o metabolismo de
nitrato (PEDROSA et al., 2011). Entre eles, encontram-se os genes nasFED, narkK,
narK; e narU, que sdao homdlogos a sistemas transportadores de nitrato. Desse
modo, nitrato provavelmente entra na célula através destes transportadores para ser
reduzido a nitrito por uma de duas nitrato redutases: a assimilatoria ou a respiratoria.
Os genes nasA e Hsero 2899 codificam para uma provavel nitrato redutase
assimilatéria, que possivelmente reduz nitrato a nitrito no citoplasma. Os genes
narGHI codificam para uma provavel nitrato redutase respiratoria. No entanto, H.
seropedicae ndo é capaz de crescer em nitrato como fonte Unica de nitrogénio, em
anaerobiose (BALDANI et al., 1986). Com isso, o0 papel deste complexo enzimatico
neste microrganismo ndo é bem entendido. H. seropedicae também apresenta os
genes nasR e narXL, cujos provaveis produtos apresentam similaridade com
proteinas que, em outras bactérias, estdo envolvidas com a regulacdo da nitrato
redutase assimilatéria e respiratéria, respectivamente. O nitrito gerado por estas
nitrato redutases pode entdo ser reduzido a aménio por uma provavel nitrito
redutase codificada pelos genes nirBD.

Ja foi mostrado em estudos anteriores que varios destes genes de H.
seropedicae sdo regulados pelas proteinas NtrC, NtrY e NarL (PERSUHN et al.,
2000; ALVES, 2006; OLIVEIRA, 2008). Apesar disso, a regulacéo deles ainda nao é
completamente entendida. Adicionalmente, o papel das nitrato redutases deste

microrganismo também néo € totalmente conhecido.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estudar a regulacdo de genes envolvidos com o metabolismo do nitrato em
H. seropedicae e melhor compreender os papéis dos genes que codificam para as

provaveis nitrato redutases assimilatoria e respiratéria deste microrganismo.

1.1.2 Obijetivos especificos

— Analisar o perfil global de transcricdo de H. seropedicae na presenca de
nitrato.

— Estudar a regulacdo da regido promotora dos provaveis operons narXL,
narK;UGHJImoaA e nasFED através de ensaios de [(B-galactosidase em
H. seropedicae e estirpes mutantes (Fnr’, ntrC’, ntrY™ e narL).

— Obter estirpes de H. seropedicae mutantes para 0os genes narG e nasA
gue codificam para as subunidades cataliticas das nitratos redutases
respiratoria e assimilatoria, respectivamente. Avaliar o fenoétipo das
estirpes narG’, nasA" e duplo mutante (narGnasA’) quanto a alteracdes no

metabolismo de nitrogénio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae, bactéria gram-negativa membro da classe B-
Proteobacteria, ¢ um diazotrofo endofitico obrigatério que se associa nhao
patogenicamente com a raiz e as partes aéreas de muitas gramineas, como milho,
sorgo, cana de acucar e arroz (BALDANI et al., 1986; OLIVARES et al., 1996). Além
disso, ja foi isolado de plantas tropicais como bananeira e abacaxizeiro
(MAGALHAES CRUZ et al., 2001).

Os primeiros isolados do género Herbaspirillum foram inicialmente descritos
como sendo uma quarta espécie do género Azospirilum (BALDANI et al., 1984).
Entretanto, experimentos de hibridizacgdo RNA-RNA mostraram que estes isolados
nao tém relagdo proxima com os géneros Azospirillum ou Aquaspirillum (FALK et al.,
1986). Com isso, foi definido a primeira espécie do novo género: Herbaspirillum
seropedicae (BALDANI et al., 1986).

As células deste microrganismo sao vibridides e, na presenca de oxigénio,
moéveis. Em geral, apresentam dois flagelos polares. A temperatura e faixa de pH
otimos para crescimento dependente de nitrogénio gasoso é de 34°C e entre 5,3 e
8,0, respectivamente (BALDANI et al., 1986; KLASSEN et al., 1997).

H. seropedicae invade seus hospedeiros através de fendas nas juncdes das
raizes laterais com a raiz principal. Apds sua entrada, a bactéria coloniza os espacos
intercelulares das raizes e se distribui para o cortex, células endodérmicas e vasos
de xilema, através dos quais se difunde para toda a planta, inclusive para as partes
aéreas (RONCATO-MACCARI et al., 2003).

2.2 METABOLISMO DO NITROGENIO
2.2.1 Ciclo do nitrogénio

O nitrogénio, um dos elementos quimicos mais abundantes, € necessario
para sintese de acidos nucléicos e proteinas, dentre outras biomoléculas

(CANFIELD et al., 2010). Os principais processos do ciclo global do nitrogénio sao

realizados por bactérias e envolvem varias reagfes de oxido-reducéo.
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O ciclo do nitrogénio se inicia com a fixagdo do nitrogénio, onde nitrogénio
gasoso (N;) é reduzido a amdnia, através do complexo enzimético da nitrogenase.
Os organismos que apresentam esta capacidade sao chamados de diazotrofos, os
quais se caracterizam pela sua capacidade de crescer tendo como Unica fonte o
nitrogénio atmosférico (DIXON; KAHN, 2004). A aménia produzida pela fixacdo
biolégica do nitrogénio é convertida a amonio, o qual € incorporado a outras
biomoléculas.

O amodnio pode ser ainda convertido a nitrato durante o processo de
nitrificacdo. Por outro lado, no processo de denitrificacdo, nitrato e nitrito sao
reduzidos via 6xidos de nitrogénio a nitrogénio gasoso, o qual retorna a atmosfera
(FIGURA 1) (RICHARDSON; WATMOUGH, 1999).

Os organismos que nao sao capazes de fixar nitrogénio incorporam
nitrogénio diretamente do ambiente na forma de amonio ou através de reducéo de
nitrato a amonio via reducédo assimilatéria. Além disso, na auséncia de oxigénio, 0
nitrato também pode ser usado como aceptor de elétrons na cadeia respiratoria
(CANFIELD et al., 2010).

NO;
Fixacdo de nitrogénio Dentrficagéo\
NH; < NO; €«—— NOg3

Reducao de nitrato
assimilatoria e dissimilatoria

NO;

Nitrificacao

FIGURA 1 - CICLO BIOGEOQUiMICO DO NITROGENIO
FONTE: Morozkina e Zvyagilskaya (2007).
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2.2.2 Regulacao genética da fixacao de nitrogénio

Como a reducdo de nitrogénio atmosférico a aménia requer alto gasto
energético, a fixacao bioldgica de nitrogénio € fortemente regulada. Esta regulacdo
ocorre principalmente a nivel transcricional, tanto em resposta ao nivel de oxigénio,
o qual induz a inativagdo da nitrogenase, quanto ao nivel de nitrogénio fixado
disponivel (DIXON; KAHN, 2004).

A transcricdo dos genes responsaveis pela fixacdo de nitrogénio, genes nif,
é dependente do fator sigma alternativo 6> e da proteina NifA (DIXON; KAHN,
2004). A transcricdo do gene nifA é geralmente dependente de uma cascata de
proteinas regulatérias, conhecida como sistema regulatorio de nitrogénio ou ntr. Em
E. coli, o sistema ntr foi inicialmente descrito contendo seis proteinas: o sistema de
dois componentes, NtrC e NtrB; a proteina PIl, GInB; e as enzimas GInD, GInE e
glutamina sintetase (GS) (MERRICK; EDWARDS, 1995). Posteriormente, uma
segunda proteina PIl (GInK) foi identificada em E. coli e outros microrganismos.
Além disso, também foram identificadas em outras bactérias as proteinas NtrX e
NtrY, as quais, como NtrC e NtrB, também sdo membros do sistema de dois
componentes (PAWLOWSKI et al., 1991).

Em E. coli, as proteinas PIl (GInB e GInK) sdo sujeitas a modificacédo
covalente catalisada por uma uridililtransferase, codificada pelo gene ginD. Sob
condicBes de limitacdo de nitrogénio, a uridililtransferase uridilila GInB e GInK, as
guais nesta forma ndo se ligam na proteina NtrB deixando-a livre para fosforilar a
proteina reguladora de resposta, NtrC. Na forma fosforilada, NtrC interage com a
RNA polimerase ¢, ativando a transcricdo de varios genes envolvidos com a
fixacdo de nitrogénio e metabolismo de fontes alternativas de nitrogénio. Em altas
concentracbes de amoénio, GInB e GInK sdo de-uridilladas, interagem com NtrB
estimulando sua atividade de fosfatase e inativando NtrC pela remoc¢édo do fosfato
(revisto por DIXON; KAHN, 2004).

Apés a etapa de fixacdo biologica de nitrogénio, este deve ser incorporado
em biomoléculas. Em enterobactérias, a via mais importante para a incorporacao de
nitrogénio é a glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT). A glutamina
sintetase (GS), codificada pelo gene gInA, € uma enzima multimérica composta por
12 subunidades idénticas, que catalisa a conversdo de glutamato e ambnia em

glutamina. Ja a enzima glutamato sintase (GOGAT) converte uma glutamina em
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duas moléculas de glutamato, através de adigdo de um grupo amina em a-
cetoglutarato (MERRICK; EDWARDS, 1995).

A atividade da enzima glutamina sintetase € regulada através de adicédo de
um grupo AMP em cada subunidade, o que torna a enzima inativa. Isto ocorre em
resposta a altas concentracdes de amonio intracelular (MERRICK; EDWARDS,
1995).

2.2.3 Metabolismo do nitrato

7z

Como o nitrogénio € um fator limitante para o crescimento de plantas, é
crescente o uso de fertilizantes nitrogenados na agricultura, especialmente na forma
de nitratos. Entretanto, as consequéncias negativas da maior disponibilidade de
nitrato e seus derivados no ambiente sdo muitas, desde eutrofizacdo de sistemas
aquaticos e terrestres, aumento do efeito estufa e reducdo na camada de ozonio.
Com isso, 0 metabolismo de nitrato tem sido importante objeto de estudo nos ultimos
anos (ZUMFT, 1997; GRUBER; GALLOWAY, 2008). A principal forma de remocéao
do excesso de nitrogénio do ambiente, principalmente na forma de nitrato, € atraves
das bactérias denitrificantes. O processo de denitrificacdo envolve a reducao
sucessiva de nitrato a nitrito e oxidos de nitrogénio (NO e N,O), os quais séao
dissipados na atmosfera.

O primeiro passo para utilizacdo de nitrato por organismos € sua reducao a
nitrito através das nitrato redutases. Quatro tipos de nitrato redutases catalizam a
reducdo de dois elétrons de nitrato a nitrito (NOz” + 2H" + 2e” = NO; + H,0): a
assimilatéria eucariética e trés enzimas procariéticas (MORENO-VIVIAN et al.,
1999).

Em plantas, o nitrato tem varios destinos dentro da célula: (1) estocagem no
vacuolo, (2) transporte para fora da célula ou (3) transporte para outros 6rgaos
através do xilema. Posteriormente, o nitrato pode ser assimilado através de reducédo
a nitrito, pela nitrato redutase assimilatéria eucaridtica, e sucessiva (4) conversao
para a amoénio para ser incorporado em aminoacidos (CRAWFORD; GLASS, 1998).

Os procariotos, por outro lado, podem metabolizar o nitrato de trés diferentes
formas dependendo do tipo de nitrato redutase que cada espécie possui. Estas
variam tanto em relagdo a localizacdo celular, estrutura quimica e propriedades

bioquimicas como também na organizacdo e regulacdo génica. A nitrato redutase
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respiratoria (NAR), associada & membrana, esta envolvida na producdo de energia
metabdlica. Esta enzima utiliza nitrato como aceptor final de elétrons, o que leva a
geracao de gradiente de prétons através da membrana e dirige a formacdo de ATP
(respiragéo de nitrato). O nitrito originado pode ser reduzido tanto a aménio como a
oxido nitrico, dependendo da espécie bacteriana. A nitrato redutase assimilatoria
citoplasmatica (NAS) permite a utilizacdo de nitrato como fonte de nitrogénio para
crescimento (assimilacdo de nitrato), pois o nitrito gerado € posteriormente
convertido a aménio. Ja& a nitrato redutase dissimilatoria periplasmética (NAP)
dissipa 0 excesso de energia redutora para manter o balanco redox (dissimilacéo de
nitrato) (MORENO-VIVIAN et al., 1999; MOROZKINA; ZVYAGILSKAYA, 2007).

Em comum, as trés diferentes nitrato redutases contém como cofator dois
grupos molibdopterina guanina dinucleotideo (MGD) coordenados a um atomo de
molibdénio (RICHARDSON et al., 2001). Analises de genomas de procariotos
mostram que essas trés enzimas séo filogeneticamente muito difundidas. Entretanto,
nem sempre as trés nitrato redutases estdo presentes em uma mesma bactéria. O
endofitico H. seropedicae, por exemplo, apresenta em seu genoma provaveis genes
gue codificam para duas delas: a nitrato redutases respiratoria e a nitrato redutase
assimilatéria (PEDROSA et al., 2011). Além disso, quando presentes de forma
simultanea, a reducado de nitrato tanto através da nitrato redutase respiratéria como
da nitrato redutase assimilatéria sao totalmente independentes tanto na regulacao
como em funcdo (BONNEFOY; DEMOSS, 1994).

2.2.3.1 Nitrato redutase respiratoria

A reducado de nitrato através da nitrato redutase respiratéria, associada a
membrana plasmatica, esta acoplada com a geracdo de um gradiente de prétons
através da membrana, o que dirige a formacdo de ATP através da ATPase FiFo
(PHILIPPOT; HOJBERG, 1999).

A nitrato redutase NarGHI € bem difundida entre as enterobactérias e foi
bem caracterizada, principalmente em Escherichia coli. A estrutura desta enzima
consiste em um heterotrimero composto pelas subunidades citoplasmaticas a e B e
pela subunidade transmembrana, y. A subunidade catalitica a (139kDa), codificada
pelo gene narG, contém um cluster [4S-4Fe] e um cofator molibdopterina (Mo-

bisMGD) que € o sitio de reducdo de nitrato. O gene narH codifica para a
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subunidade B (58 kDa), uma proteina globular que contém trés clusters [4Fe-4S] e
um cluster [3Fe-4S]. Ja& a subunidade y (26 kDa), codificada pelo gene narl,
apresenta cinco hélices transmembrana, dois grupos hemes (bp € bp) e 0 ‘sitio-Q’,
onde quinol se liga e é oxidado. Narl ancora NarGH no lado citoplasmético da
membrana celular (FIGURA 2) (BLASCO et al., 2001; BERTERO et al., 2003). O
produto do gene narJ (NarJ) atua como uma chaperona especifica requerida para
insercdo do cofator Mo-bisMGD em NarG (LIU; DEMOSS, 1997; BLASCO et al.,
1998).

E. coli
L X K G HJ'I

P. aeruginosa

NO3

L. X% K1K2 G HJ I
) 2H"
e Periplasma
cytbh
; UQH,
NarL =
NarK

3[4Fe-4S]
3Fe-4S

NarH

NO3 + H,0

‘ Citoplasma
DNA —]
FIGURA 2 — DESENHO ESQUEMATICO DA NITRATO REDUTASE

RESPIRATORIA DE E. coli

A parte superior da figura ilustra a organizacdo dos genes estruturais e regulatérios das nitrato
redutase respiratdrias de E. coli e P. aeruginosa. FONTE: Morozkina e Zvyagilskaya (2007).

Tanto ubiquinol como menaquinol podem ser utilizados como doadores
fisiolégicos de elétrons para NarGHI. Apdés a oxidacdo do quinol no sitio-Q, os
elétrons sdo transferidos dos grupos heme da subunidade y para os grupos Fe-S da
subunidade . Esta, por sua vez, transfere os elétrons para o sitio catalitico da
subunidade a, onde nitrato sera reduzido. A oxidacdo do quinol no lado
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periplasmatico da membrana interna e o lancamento de dois protons no
compartimento periplasmatico leva a formagdo de um gradiente de prétons
transmembrana, que dirige a formagdo de ATP (PHILIPPOT; HOJBERG, 1999;
BERTERO et al., 2003).

Como o sitio ativo de NarGHI (subunidade a) esta localizado no citoplasma,
o nitrato deve ser transportado para dentro da célula para ser reduzido. Esta funcéo
€ desempenhada por NarK, uma proteina transmembrana membro da superfamilia
dos facilitadores principais (MFS). Os membros desta familia caracterizam-se por
serem polipeptideos Unicos, 0s quais transportam pequenas moléculas em resposta
ao gradiente quimiosmotico. Andalises genéticas e fisioldgicas revelam que as
proteinas NarK podem ser divididas em dois tipos. Os membros do tipo 1 realizam
antiporte nitrato/nitrito e simporte nitrato/préton e os do tipo 2 estdo envolvidos no
transporte de nitrito (MARGER; SAIER, 1993; PAO et al., 1998; MOIR; WOOD,
2001).

De modo geral, os genes relacionados com a nitrato redutase respiratoria
sdo: narGHJI, narK, narXL, narP e narQ. Em E. coli, o gene narK esta situado a
montante dos genes que codificam para a nitrato redutase respiratoria (narkKGHJI). A
montante de narK sdo encontrados 0s genes que codificam para o sistema de dois
componentes NarXL (narXL). Em duas outras regibées do genoma, também estéao
presentes 0os genes narP e narQ, outro par regulatério da familia de dois
componentes.

A regulacao por nitrato e nitrito é realizada pelas proteinas sensoras NarX e
NarQ, e as proteinas de resposta, NarL e NarP. A proteina NarQ, é estimulada tanto
por nitrito quanto por nitrato e fosforila tanto NarL como NarP. Ja a proteina NarX é
estimulada apenas por nitrato e fosforila preferencialmente NarL. Com isso, NarX
parece ser requerida para discriminar entre nitrato e nitrito (STEWART; BLEDSOE,
2003; NORIEGA et al., 2010). As proteinas NarP e NarL reconhecem os mesmos
sitios de ligacdo ao DNA, mas interagem com este com afinidades diferentes. Além
disso, NarL é capaz de se ligar em sitios adicionais, que ndo séao reconhecidos por
NarP (DARWIN et al., 1997). Este sistema de cross-talk permite uma regulagéo fina
em resposta aos niveis de nitrato intracelulares.

Em E. coli, a regido intergénica entre narK e narXL (FIGURA 2) com cerca
de 300 pares de base, contém as regides controladoras dos dois operons, as quais

podem se sobrepor, especialmente porque o padrdo de regulagdo de ambos é muito
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semelhante. Tanto o gene narK como narX sdo fortemente induzidos em resposta a
nitrato/nitrito e anaerobiose. Por outro lado, tanto molibdato, via proteina ModE,
guanto as proteinas NarL e NarP sdo requeridos para inducao por nitrato/nitrito do
operon narXL. J4 a proteina FNR, que atua na regulacédo de genes alvo em resposta
a oxigénio, parece ativar apenas o promotor de narK (DARWIN; STEWART 1995;
SELF et al., 1999). A montante de narG, também h& um promotor, cuja expresséo
ocorre em niveis maximos na presenca de nitrato e baixa oxigenacgdo. A atividade
dele é dependente de Fnr, NarXL e IHF (SCHRODER et al., 1993).

E. coli apresenta outra nitrato redutase ligada a membrana: a NarZYV, que
apresenta propriedades muito semelhantes a NarGHI. Entretanto, NarzZYV é
expressa em niveis muito baixos e de modo independente de oxigénio (FNR) e
nitrato/nitrito, estando presente nas células apenas em niveis basais. Essa
expressao constitutiva sugere que NarZYV poderia auxiliar a bactéria na transicao
do metabolismo aerdbio para o anaerébio (IOBBI et al., 1987; MORENO-VIVIAN, et
al., 1999; PHILIPPOT; HOJBERG, 1999).

Diferente de E. coli, Pseudomonas aeruginosa apresenta dois genes narK
(FIGURA 2), narK; e narK,;, ambos a montante dos genes estruturais de NarGHI
constituindo o operon narK;K,GHJI. A expressao deste operon é induzida por Anr
(proteina homéloga a Fnr de E. coli) e NarXL em resposta a anaerobiose e nitrato,
respectivamente. O operon narXL € levemente induzido por nitrato e anaerobiose,
mas nao sofre autoregulacéo. A transcricdo deste operon é induzida por Anr, mas é
influenciada pela proteina IHF (SCHREIBER et al., 2007)

2.2.3.2 Nitrato redutase assimilatoria

Ao contrario da reducdo dissimilatéria de nitrato, que apenas ocorre em
bactérias, a reducao assimilatéria ocorre em varios eucariotos (plantas e fungos) e
procariotos (BONNEFOY; DEMOSS, 1994).

O nitrato deve ser transportado para dentro da célula através de
transportadores especificos para entdo ser reduzido a aménio por enzimas
citoplasmaticas. O aménio € convertido em formas metabolizaveis pela célula
através das enzimas glutamina sintetase e glutamato sintase (MORENO-VIVIAN et
al., 1999; RICHARDSON et al., 2001).
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Baseado na estrutura do cofator que atua como doador de elétrons é
possivel distinguir dois tipos de nitrato redutase assimilatoria: NAS dependente de
NADH e NAS dependente de ferredoxina/flavodoxina. Ambos os tipos contém um
cluster ferro-enxofre N-terminal, mas ndo possuem grupos heme (MORENO-VIVIAN
et al., 1999; MOROZKINA; ZVYAGILSKAYA, 2007).

NAS dependente do cofator NADH
Em K. oxytoca (K. pneumoniae Mb5al), membro da familia

Enterobacteriaceae, os genes estruturais da nitrato redutase responsavel pela
assimilacdo de nitrato sé&o codificados pelos genes nasCBA. A nitrato redutase
assimilatoria € um heterodimero constituido pelo produto dos genes nasA (NasA) e
nasC (NasC). Presume-se que NasA (92 kDa) contém o sitio catalitico (Mo-bisMGD),
um cluster [4Fe-4S] na extremidade N-terminal e um cluster [2Fe-2S]. A proteina
NasC (43kDa) parece ligar-se ao cofator FAD e transferir elétrons de NAD(P)H para
a subunidade catalitica, NasA. Ja NasB (104kDa) é uma nitrito redutase siro-heme
(FIGURA 3) (LIN et al., 1993; 1994). Dessa forma, a acado conjunta de NasABC

converte nitrato em amonio, que pode ser incorporado nas biomoléculas.

Klebsiella oxytoca Synechococcus sp. PCC4972
= Eﬁd:):IKD e 2 0
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FIGURA 3 - DESENHO ESQUEMATICO DAS NITRATO REDUTASES

ASSIMILATORIAS

A nitrato redutase de K. oxytoca € dependente de NADH e a de PCC4972, é dependente de
flavodoxina. Na parte superior da figura sdo mostrados esquemas da organizagdo dos genes da
nitrato redutase assimilatoria destes dois microrganismos. FONTE: Morozkina e Zvyagilskaya (2007).
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Em K. pneumoniae, os genes nasCBA fazem parte do operon nasFEDCBA
que localiza-se a jusante do gene nasR. O gene nasR, que nao faz parte deste
mesmo operon, codifica para uma proteina que regula transcricdo através de anti-
terminacdo (GOLDMAN et al., 1994). Os genes nasFED codificam para um
transportador de nitrato e de nitrito, membro do sistema de transportadores do tipo
ABC (ATP-binding cassete), os quais acoplam a energia liberada pela hidrélise do
ATP para catalisar o transporte de compostos para dentro ou para fora de organelas
e células (DAVIDSON; CHEN, 2004). NasF (46 kDa) é uma proteina periplasmatica,
enquanto que Nask (32 kDa) parece ser acoplada a membrana uma vez que possui
dominios transmembrana. Provavelmente esta proteina se estende através da
membrana plasmatica, na forma de homodimero. NasD (29 kDa) € uma ATPase
associada a membrana (WU; STEWART, 1998).

O operon nasFEDCBA de K. pneumoniae esta sujeito a dois niveis de
regulacdo: inducdo na auséncia de amonio, via sistema geral de regulacdo de
nitrogénio (Ntr) e inducéo por nitrato e nitrito (FIGURA 4). Na auséncia destes dois
ultimos compostos, um grampo terminador de transcricdo presente na regiao lider do
transcrito do gene nasF previne a transcricdo dos genes do operon. Quando nitrato e
nitrito estdo presentes, NasR interage com estes e liga-se ao RNA nascente de
nasF, interrompendo a formacao do grampo terminador e, desta forma, aumentando
a expressao do operon (LIN; STEWART, 1996; CHAI; STEWART, 1998; 1999; WU
et al.,, 1999). Por outro lado, o sistema Ntr controla a expressdo de nasFEDCBA
através da proteina NtrC, tanto diretamente, quanto indiretamente, via NasR. A
regido promotora deste operon apresenta dois sitios de ligacdo funcionais para NtrC
e um para o fator 0°* (LIN; STEWART, 1996). No controle indireto, o gene nasR, que
estd localizado imediatamente a montante de nasF, apresenta em sua regido
regulatéria, um provavel sitio de ligacdo para 0>, mas sitios para NtrC ndo sdo
aparentes. Apesar disso, foi demonstrado in vitro que NtrC é o ativador da
expressdo de nasR (GOLDMAN et al., 1994; WU et al., 1999).
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FIGURA 4 — MODELO DE REGULACAO DE EXPRESSAO DOS GENES

ENVOLVIDOS COM A ASSIMILACAO DE NITRATO DE K. pneumoniae

Os retangulos em preto representam os sitios reconhecidos pela RNA polimerase 6°* (Ec"). Os sitios
de ligacdo para NtrC estdo indicados por retangulos sombreados. As setas indicam o inicio de
transcricdo. FONTE: Wu e colaboradores (1999).

NAS dependente do cofator ferredoxina/flavodoxina
As nitrato redutases assimilatorias dependentes de ferredoxina/flavodoxina

apresentam em seu nucleo ativo centros [Fe-S], mas sdo desprovidas de FAD e
citocromos (RUBIO et al., 1999). Elas apresentam algumas diferencas em relagcao as
NAS dependentes de NADH de outras bactérias. Em Azotobacter vinelandii e
Plectonema boryanum, NAS consiste em uma subunidade Unica com um centro
[4Fe-4S] e utiliza flavodoxina como doadora de elétrons (MIKAMI; IDA, 1984). Em
cianobactérias, as nitrato redutases atuam como monémeros, apresentam cerca de
80kDa, sdo parcialmente associadas a membrana do tilacoide e podem utilizar
ferredoxina ou flavodoxina reduzidas através da fotossintese como doadores de
elétrons. As nitrito redutases de cianobactérias também utilizam ferredoxina ou
flavodoxinas fotossintéticas como doadoras de elétrons (FLORES et al., 2005).

Na cianobactéria Synechococcus sp. PCC7942, os genes envolvidos na
assimilacdo de nitrato estdo contidos no operon nirAnrtABCDnarB. NirA codifica
para a nitrito redutase, enquanto que NarB funciona como nitrato redutase. O
transporte de nitrato e nitrito é realizado pelo sistema de transporte de
multicomponentes do tipo ABC codificado pelos genes nrtABCD (NrtABCD). NrtA é
uma lipoproteina ancorada a membrana plasmatica que liga-se a nitrato/nitrito com
alta afinidade. NrtB apresenta pelo menos cinco segmentos hidrofébicos que
possivelmente atravessam a membrana, indicando que é uma proteina integral. NrtD
apresenta dominio de ligacdo a ATP, tipico dos transportadores do tipo ABC. NrtC

parece ser uma fusdo de NtrA e NtrD; no dominio N-terminal, com 58% de
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identidade com NtrD, apresenta motivos de ligacdo a ATP enquanto que o C-
terminal é similar a NrtA (OMATA, 1995; FLORES et al., 2005).

Na cianobactérias ja estudadas ndo foram encontradas sequéncias de DNA
homologas aos genes ntrB ou ntrC. Ao invés disso, a proteina NtcA, componente da
familia CRP (CAP) de reguladores transcricionais, regula os genes envolvidos com a
assimilacdo de nitrogénio através de ligacdo a sequéncia consenso GTA-Ng-TAC
(LUQUE et al., 1994).

A regido promotora do operon nirAnrtABCDnarB apresenta varios sitios de
ligacdo para NtcA e também para NtcB, outro regulador de transcricdo, porém
membro da familia LysR de reguladores transcricionais. NtcB ativa a transcri¢cdo do
operon na presenca de nitrito. Além disso, a proteina NirB, a qual ndo apresenta
similaridade com proteinas conhecidas, parece ser requerida para expressao
maxima da nitrito redutase (SUZUKI et al., 1995). A proteinas NtcB e NirB séo
codificadas pelos genes contidos no operon nirBntcB, localizado a montante do
operon nirAnrtABCDnarB, mas transcrito na direcdo oposta a este (LUQUE et al.,
1994).

2.2.3.3 Nitrato redutase periplasmatica

Localizada no periplasma na forma de heterodimeros, a nitrato redutase
periplasmatica de Escherichia coli € codificada pelo operon napFEAGHBC. O nitrito
gerado pela NAP pode ser utilizado como fonte de nitrogénio ou como substrato
para respiracdo anaerdbica de acordo com o organismo, embora essas fun¢cdes néo
parecam ser a sua funcéo primaria (MORENO-VIVIAN et al., 1999).

Acredita-se que a reducdo de nitrato através desta enzima tem um papel
importante na denitrificacdo aerébia em Pseudomonas sp. e Paracoccus
pantotrophus, na adaptacdo ao crescimento sob condicdes de anaerobiose em
Ralstonia eutropha, na manutencdo do equilibrio redox sob uso de nitrato como
aceptor de elétrons para remocao de energia redutora em Thiosphaeravou, dentre
outras funcdes (MOROZKINA; ZVYAGILSKAYA, 2007). Outros organismos que
também apresentam genes nap sao Azoarcus sp. BH72, Sinorhizobium meliloti, e

Rhodobacter sphaeroides.
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2.2.3.4 Genes de H. seropedicae envolvidos com o metabolismo de nitrato

Em H. seropedicae, foram identificados 18 genes que provavelmente
codificam para proteinas estruturais ou regulatérias envolvidas no metabolismo de
nitrato, os quais estéo distribuidos em quatro regides diferentes do genoma deste
microrganismo (FIGURA 5). Destes genes, dez estdo relacionados com uma
provavel nitrato redutase respiratoria, seis com uma provavel nitrato redutase

assimilatoria e dois com uma provavel nitrito redutase (PEDROSA et al., 2011).

nasR

Genoma de

narK,UGHJImoaA narXL )
H. seropedicae

nasFED

narKnirBDHsero_2899nasA

FIGURA 5 — GENES DE H. seropedicae ENVOLVIDOS COM O METABOLISMO DE
NITRATO
(A) Em verde, os genes relacionados a nitrato redutase assimilatéria e nitrito redutase; em vermelho,

os relacionados a nitrato redutase respiratoria. (B) Representagéo esquematica da localizagéo destes
genes no genoma de H. seropedicae. FONTE: O Autor.

Dois genes para provaveis transportadores de nitrato (narK; e narU) estéo
localizados a montante dos genes estruturais da provavel nitrato redutase
respiratoria (narGHJI). A jusante de narl, é encontrado o gene moaA, que
possivelmente codifica para uma enzima que sintetiza o cofator MGD, cofator das
nitrato redutases, constituindo o provavel operon narK;UGHJImoaA. Os genes do
provavel operon narXL, localizado a jusante de moaA, apresentam similaridade com

proteinas regulatérias, membros do sistema de dois componentes. Apesar de H.
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seropedicae apresentar genes com alta similaridade a nitrato redutase respiratoria,
esta bactéria ndo é capaz de crescer em anaerobiose em nitrato como Unica fonte
de nitrogénio (BALDANI et al., 1986).

O gene para o terceiro transportador de nitrato (narK) estd situado a
montante de nirB e nirD, os quais apresentam alta identidade com nitrito redutases.
A justante de nirD sdo encontrados outros dois genes: Hsero 2899 e nasA.
Provavelmente, o gene nasA codifica para a subunidade maior da nitrato redutase
assimilatéria, enquanto que Hsero_ 2899 apresenta similaridade com o gene nasC,
que em organismos relacionados codifica para a subunidade menor desta enzima. E
provavel que em H. seropedicae, o nitrato seja principalmente metabolizado através
da nitrato redutase assimilatoria. Os genes nasA e Hsero_2899, em conjunto com 0s
genes que codificam para NarK e para as nitrito redutases, possivelmente
constituem o operon narKnirBDHsero_2899nasA.

H. seropedicae apresenta também um quarto sistema de transporte de
nitrato, codificado pelos genes do operon nasFED. Além disso, em uma quarta
regido do genoma, este organismo apresenta o gene nasR, que codifica para uma
proteina anti-terminadora de transcricao.

A regulacéo da expressado de alguns destes operons de H. seropedicae ja foi
estudada. A expressdo do operon narXL ndo € influenciada por oxigénio ou
molibdénio, enquanto que a expressdo de narKnirBDHsero 2899nasA € induzida
por nitrato. As proteinas NtrY e NtrC s&o requeridas para total atividade destes dois
operons (ALVES, 2006; MIGUEL, 2011). Analises de quantificacdo de expressao por
RT-PCR mostraram que os genes narU e narG sao induzidos mais de 100 vezes por
nitrato. J4 os genes narK, nirD, nasA e nasF tém sua expressao induzida em mais
de 40 vezes em DOgoo de 0,5, mas esses niveis caem para cerca de trés vezes em
DOeoo de 1,0. J& a expressao dos genes narX e nasR sao levemente induzidos em
DOeoo 0,5, mas 0s niveis aumentam para maior que cinco vezes em DOgo 1,0
(GUIMARAES, 2011).

Foi observado que mutantes ntrC’, ntrY" e narL™ de H. seropedicae ndo séo
capazes de crescer em nitrato como Unica fonte de nitrogénio (PERSUHN et al.,
2000; ALVES, 2004; 2006; OLIVEIRA, 2008). Isso sugere que as proteinas
regulatérias membros do sistema de dois componentes NtrB/NtrC, NtrY/NtrX e

NarX/NarL devem desempenhar um papel chave na regulagcédo de genes envolvidos
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com o metabolismo de nitrato, o que ja foi previamente observado nos ensaios de [3-
galactosidase citados anteriormente.

Ao contrério de E. coli, H. seropedicae ndo apresenta em seu genoma 0S
genes que codificam para as proteinas membro do sistema de dois componentes,
NarP e NarQ. Além disso, 0s genes estruturais da nitrato redutase NarZYV também
nao estdo presentes. Assim como o0s procariotos Azorhizobium caulinodans,
Rhizobium leguminosarum bv. viciae, Burkholderia pseudomallei e Pantoea
ananatis, H. seropedicae também ndo apresenta 0s genes nap, que estdo

envolvidos com a nitrato redutase periplasmatica.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS E PLASMIDEOS
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As estirpes de bactérias e os plasmideos utilizados neste trabalho estdo

listados nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

TABELA 1 — ESTIRPES DE BACTERIAS

Estirpe Genatipo Referéncia
Escherichia coli F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
sche ac AlacX74 recAl endAl araD139 A (ara, leu)7697 Invitrogen
DH10B ;
galU galK A" rpsL nupG
Escherichia coli + R (SIMON et al.,
S17.1 Tra’, (Sm) 1983)
Escherichia coli F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
TOP10 AlacX74 recAl araD139 A(araleu) 7697 galU Invitrogen
galK rpsL (Sm®) endA1 nupG
Herbaspirillum : - R (SOUZA et al.,
seropedicae SmR1 Estirpe selvagem, Nif", (Sm") 2000)
Herbaspirillum
seropedicae fnry, fr, e firg (SmF) (ngllsl;'A,

MBFNR2/3/1 (Fnr)

Herbaspirillum
seropedicae
DCP286A (ntrC)

ntrC’, Nif, (Sm®, KmF)

(PERSUHN et
al., 2000)

Herbaspirillum
seropedicae

ntrY", Nif*, (Sm®, KmF)

(ALVES, 2004;

AOL (ntrY?) 2006)
Herbaspirillum
seropedicae LT78 narL", Nif*, (SmR, KmR) (O|-2|(\)/0ES|;?A,

(narL))

Herbaspirillum

seropedicae narG™ (SmX) Este trabalho
(narG)
Herbaspirillum
seropedicae nasA” (Sm®) Este trabalho

(nasA)

Herbaspirillum
seropedicae
(narGnasA")

narG’, nasA” (SmX)

Este trabalho



TABELA 2 — PLASMIDEOS

Plasmideos

Caracteristicas
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Referéncia

pCR2.1-TOPO

Vetor de clonagem (Amp"®, KmF)

Invitrogen

pCR2.1-narK;K;

Fragmento de 724 pb contendo a regido promotora
do operon narK;U de H. seropedicae clonado no

(OSAKI, 2009)

(inf) vetor pCR2.1-TOPO (Amp®, Km®)
pMH1701 Contém o cassete sacB-Km (KmF) (HYNES etal.,
1989)
pMP220 Contém o gene repoérter lacZ (TcY) (SPAINK, Okker

et al., 1987)

pMP-narKinarU

Fragmento Bglll/Pstl de 711 pb contendo a regiao
promotora do operon narK;U de H. seropedicae
clonado no vetor pMP220 entre os sitios de
restricdo Bglll e Pstl (TcY)

Este trabalho

. . R (WOODLEY et
pPW452 Contém o gene reporter lacZ (Tc") al., 1996)
Fragmento Pstl/Bglll de 721 pb contendo a regido
: promotora do operon narXL de H. seropedicae
pPPW-B08 P/B clonado no vetor pPW452 entre os sitios de Este trabalho
restricdo Pstl/Bglll
R R R (SIMON et al.,
pSUP202 (Amp~, Cm~, Tc) 1983)
Fragmento BamHI/Sall de 1,1 Kb, que contém a
) regido narG UP fusionada & narG DOWN, clonado
pSUP-narG no vetor pSUP202 entre os sitios de restricdo Este trabalho
BamHI/Sall
pSUP-narG- Fragmento BamHI de sacB-Km clonado no Este trabalho
sacB plasmideo pSUP-narG digerido com BamHI
Fragmento BamHI/Sall de 1,2 Kb, que contém a
i regido nasA UP fusionada a nasA DOWN, clonado
pSUP-nasA no vetor pSUP202 entre os sitios de restricao Este trabalho
BamHI/Sall
pSUP-nasA- Fragmento BamHI de sacB-Km clonado no Este trabalho
sacB plasmideo pSUP-nasA digerido com BamHI
pTZ57R/T Vetor de clonagem (Amp~) Fermentas

pTZ-B0O8 revirev

Fragmento de 943 pb originado a partir do
plasmideo pUC18-HS05099B08 contendo a regido
promotora do operon narXL de H. seropedicae
clonado no vetor pTZ57R/T

Este trabalho

puUC18-
HS05099B08

Clone da biblioteca aleatdria de DNA de H.
seropedicae contendo a regido promotora do operon
narXL clonado no vetor pUC18

GENOPAR



3.2 CONDICOES DE CULTIVO

3.2.1 Meios de cultura

As estirpes de E. coli foram cultivadas nos meios de cultura descritos abaixo,

a 37°C, sob agitacéao.

e LB (Luria Bertani) (SAMBROOK et al., 1989)

Composicao

gramas/litro

extrato de levedura
NacCl
triptona

5,0
10,0
10,0

Para o preparo do meio LA (Luria-agar) foi adicionado 1,5% de agar no meio

LB.
¢« SOB (GIBCO-BRL)

Composicao

gramas/litro

triptona
extrato de levedura
NacCl
KCI

20,0
5,0
0,584
0,186

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas no meio NFb-malato (pH 6,5)

descrito abaixo, a 30°C e sob agitacao de 120 rpm.

eNFb-malato (KLASSEN et al., 1997)

Composicao gramas/litro
MgSO, 2x10*
NaCl 1x10*
CaCl, 2 x 107
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 102
FeSO, 2 x 107
Malato de sodio 5
Biotina 1x10*
Na,MoO, 2x10%
MnSO, 2,35 x10°
H3;BO; 2,8x10°3
CuSO, 8 x 10°
ZnSO, 2,4x 10"
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A mistura de fosfatos (159,5 g/L de KH2POs e 17,8 g/L de K,HPOa4) foi
autoclavada e adicionada separadamente ao meio em uma propor¢gdo de 50 mL
para 1 litro volume final. Como fonte de nitrogénio foi utilizado NH4,CI 20 mM. Para o
preparo de NFb-malato sdélido ou semi-sdlido foi adicionado 1,5% ou 0,175% de &gar
no meio NFb-malato liquido, respectivamente. Além disso, aos meios sélido e semi-
sélido foi adicionado 10% da mistura de fosfatos com o intuito de tamponar o pH do
meio NFb, para evitar a hidrélise do agar durante a autoclavacéo.

Todos os meios de cultura listados acima foram esterilizados por
autoclavacéo (a 120°C, a uma atmosfera de presséao, durante 20 minutos).

3.2.2 Antibidticos

Os antibioticos utilizados estéo listados na tabela 3. As solucdes estoque
foram preparadas conforme Sambrook e colaboradores (1989) e armazenados a
-20°C.

TABELA 3 — ANTIBIOTICOS

Concentracéo Concentracéo Concentracéo
Antibidtico estoque final (ug/mL) final (ug/mL)
(mg/mL) E. coli H. seropedicae
Acido Nalidixico (Nal) 10 - 5
Ampicilina (Amp) 250 250 -
Canamicina (Km) 100 50 500
Cloranfenicol (Cm) 30 30 -
Streptomicina (Sm) 80 10 80
Tetraciclina (Tc) 10 10 10
3.3 ESTOQUE

As estirpes de E. coli foram mantidas em glicerol 50% a uma temperatura de
-20°C. Ja as estirpes de H. seropedicae foram estocadas em meio NFb-malato semi-

sélido, a temperatura ambiente.
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3.4 MANIPULACAO DE DNA

3.4.1 Extracdo de DNA plasmidial

Aliquotas de 1,5 mL de células de E. coli saturadas foram coletadas e
centrifugadas a 14000 x g por um minuto. O sedimento foi ressuspenso com a
adicédo de 150 pL de GET (glucose 50 mM, EDTA 10 mM; Tris HCI pH 8,0 25 mM).
Para lise das células, foi acrescentado 150 pL de solugéo de lise (SDS 1%, NaOH
0,18 M), e, para neutralizacdo do pH, 150 pL de KacF (acetato de Potassio 3 M,
acido férmico 1,8 M, pH 4,8). ApGs a incubacao das células por 5 minutos no gelo,
foi adicionado 50 pL de fenol:cloroférmio:isoamilico (25:24:1). A mistura foi
homogeneizada e centrifugada por sete minutos a 14000 x g. Em seguida, foi
coletado 450 pL do sobrenadante, que foi transferido para um novo tubo. O DNA foi
precipitado com etanol, seco e ressuspenso em 20 pL de &agua ultra pura

autoclavada.

3.4.2 Eletroforese em gel de agarose

Para analise dos fragmentos de DNA foram utilizados géis de agarose em
concentragfes variando de 1 a 2%, em tampao TBE 1x (Tris 89 mM, acido boérico 89
mM, EDTA 2 mM) ou TAE (Tris-acetato pH 8,3 40 mM, EDTA 1 mM) Os géis foram
corados com brometo de etidio 0,5 pg/mL e visualizados em transluminador de luz

ultravioleta.

3.5 TRANSFORMACAO BACTERIANA POR ELETROPORACAQO
3.5.1 Células eletrocompetentes

Estirpes de E. coli foram cultivadas em meio SOB, a 37°C, sob agitacéo.
Quando atingido D.O.go0 entre 0,4 e 0,6 (Espectrofotbmetro Pharmacia LKB
Ultrospec Ill) a cultura foi centrifugada a 14000 x g, por cinco minutos, a 4°C. Em
seguida, as células foram lavadas com agua ultrapura estéril gelada e novamente
centrifugadas a 14000 x g, por cinco minutos, a 4°C. Este procedimento de lavagem

foi repetido mais duas vezes, uma delas com agua e uma ultima com glicerol 15%
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estéril gelado. Foram feitas aliquotas de 150 a 200 uL de células, as quais foram

mantidas a -20°C.

3.5.2 Transformacéo por eletroporacao

Aliquotas de células eletrocompetentes foram misturadas com 1 pL de
plasmideos intactos ou reacdes de ligacdo. Em seguida, estas células foram
transferidas para cubetas de eletroporacao e submetidas a um pulso elétrico (4 KQ,
330 pF). Apds recuperagdgo em meio SOC por uma hora, as células foram

plagueadas em meio LA contendo os devidos antibiéticos.

3.6 CONJUGACAO BACTERIANA

Estirpes de E. coli S17.1 contendo os plasmideos a serem conjugados e
estirpes de H. seropedicae (SmR1, Fnr’, ntrC, ntrY" e narl) foram incubadas
durante cerca de 16 horas, sob agitacdo, a uma temperatura de 37 e 30°C,
respectivamente. Em seguida, as células foram misturadas em uma proporcéo E.
coli:H. seropedicae de 1:20 (50 pL de E. coli + 1 mL de H. seropedicae),
centrifugadas por 15 segundos a 14000 x g. O excesso de meio foi retirado, e 0
sedimento foi ressuspenso e plaqueado em meio sélido LA/NFb-malato 1:3, sem
antibidticos. Apds 24 horas de crescimento, a massa de células foi plagueada em
meio sélido NFb-malato contendo os devidos antibioticos e novamente incubada a
30°C por 48 horas.

3.7 TRANSCRIPTOMA POR RNA-seq

3.7.1 Condicao de cultivo e extracdo de RNA

Pré-indculos de H. seropedicae SmR1 crescendo em nitrato de potassio 10
mM com D.O.g00 proxima a 1,0 (Espectrofotdbmetro Pharmacia) foram re-inoculados a
DOeoo inicial correspondente a 0,2 em meio contendo NFb-malato e nitrato de
potassio 10 mM a 30°C e agitacdo de 120 rpm. Quando as culturas atingiram DOgoo

de aproximadamente 0,7 (cerca de seis horas de cultivo), as células foram coletadas
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e 0o RNA total foi extraido com o kit RiboPure™-Bacteria (Ambion) segundo
orientacdes do fabricante.

O RNA extraido foi precipitado com acetato de sodio 10%, glicogénio 2% e
trés volumes de etanol absoluto. O sedimento resultante foi lavado com etanol 70%
gelado e ressuspendido em 15 pL de &gua ultra pura livre de RNAse.

3.7.2 Construgao da biblioteca de cDNA e sequenciamento

O RNA total extraido conforme o item 3.7.1 foi submetido a uma etapa de
eliminagcdo de RNA ribossomal (rRNA), que foi realizada com o kit
MICROBExpress™ (Applied Biosystems) segundo instru¢cdes do fabricante. Em
seguida, 500 ng do RNA foi utilizado para construcdo da biblioteca de cDNA,
utilizando o kit SOLID Whole transcriptome Analysis, conforme as orientacbes do
fabricante. Depois disso, as bibliotecas foram sequenciadas na plataforma SOLID 4
(Applied Biosystems). A partir do sequenciamento sdo obtidas leituras (ou reads)

com tamanho de 50 pares de base (pb).

3.7.3 Mapeamento e analise dos dados

Os reads obtidos através do sequenciamento foram mapeados utilizando o
genoma de H. seropedicae como referéncia com o auxilio do programa CLC
Genomics Workbench 4.8. Como parametros para o mapeamento, foram
considerados reads Unicos, ou seja, que mapearam em apenas um local do genoma
de H. seropedicae, e que apresentaram erro em até dois pares de base (2

mismatchs). Além disso, os valores de fracdo de comprimento minimo e de fracdo de

similaridade_minima utilizados foram de 0,9 e 0,8 respectivamente. Esses valores

significam que pelo menos 90% das bases dos reads devem alinhar com 80% de
similaridade contra o genoma de H. seropedicae.

As andlises foram realizadas nos softwares CLC Genomics Workbench 4.8,
Microsoft Excel e Artemis. Foram considerados apenas o0s reads que mapearam nha
diregcdo 5’-3’ do gene, ou seja, na direcdo em que o gene é transcrito. Além disso,
foram analisados somente os reads que foram mapeados dentro da provavel regido
codificadora do gene. Os reads que mapearam contra tRNAs e rRNAs foram

excluidos.
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Foram construidas quatro bibliotecas, as quais apresentaram tamanhos
(numero total de reads) diferentes. Com isso, para normalizacdo do tamanho delas,
o0 numero de reads obtido para cada gene (C) foi convertido em RPKM (reads por
Kilobase do gene por milhdo de reads mapeados) (MORTAZAVI et al., 2008),
considerando o tamanho da biblioteca em reads (N) e o tamanho do gene em pares

de base (L), utilizando a equagéo 1.

C x 10°
Lx N
Equacéo 1

3.8 ANALISES DE SEQUENCIA in silico

As regibes promotoras dos operons narXL, narKiU e nasFED foram
analisadas manualmente e através do programa virtual Footprint (MUNCH et al.,
2005), a procura de sitios consenso para as proteinas e sitios de ligacao de fatores
sigma listados abaixo:

e Fnr (E. coli): TTGAT N4 ATCAA (SPIRO; GUEST, 1990)

e NtrC (Salmonella Typhimurium): GCAC N5 TGGTGCA (FERRO-LUZZI AMES;
NIKAIDO, 1985)

e NarL (E. coli): TACYYMT (onde Y =T ou C; M =A ou C) (DONG et al., 1992;
LI; STEWART, 1992; TYSON et al., 1993; DARWIN et al., 1996)

e 0'°(E. coli): TTGACA Nis.17 TATAAT (HAWLEY; MCCLURE, 1983)

e 0>*(Vérios organismos): YTGGCACG N, TTGCW (onde Y =T ou C; W = A ou
T) (BARRIOS et al., 1999).

A regiao 5’ nao codificadora do gene nasF foi analisada quanto a presenca
de estruturas em grampo, as quais podem representar provaveis estruturas de anti-
terminacdo ou terminadoras de transcricdo. Elas foram identificadas através do
programa RNA-fold (GRUBER et al., 2008), considerando RNAs estaveis a uma
temperatura de 90°C.

Os inicios de transcricdo dos genes narK; e nasF foram previstos utilizando
os dados referentes ao transcriptoma, através de andlise de distribuicdo e
guantidade de reads presentes na regido a montante do gene em estudo utilizando o
programa Artemis (FIGURA 6).
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ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACK
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACK
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGAC
CCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACK
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGAC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
GATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACK
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGAC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACK
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTACGAC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACK
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACC
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGACK
ATCGATCAACATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGAC
ATCGATCMCATCCGCAGGAGGCTCCATGTCCGAC
ATCGATC CAT GGAGGC CCATGTCCGACE

ATC CCATGTCCGACC)
TC GATCAACATCC GCAGG)\GGCTC CATGTCCGAC(

P R L TD G P I WP ATCUPUDIRTGS¥AEATIDU QQHT?PU QEA ATPT CTZPT
S P A S PTDRYG.GP P AILTIAXKIKILIKD?P?PSTIU NTIRRRILHEBYRE

PPPHRRTDMNARTLTEP®*SILS*sHRSTSAaG6c 6 shisDp
narKl

FIGURA 6 — ANALISE DE INICIO DE TRANSCRICAO

Os inicios de transcricdo foram previstos através de analise dos reads localizados a montante do
gene em estudo utilizando o programa Artemis. Na figura, a sequéncia de DNA correspondente a
regido a montante de narK; e os primeiros nucleotideos deste gene séo apresentados como exemplo.
A regido realcada em rosa corresponde a regido codificadora de narK;, enquanto que os nucleotideos
anteriores a esta regido, correspondem a regido de RNA que é transcrita, mas ndo é traduzida. O
provavel inicio de transcricdo esté indicado pela seta vermelha, enquanto que o inicio de traducéo
esta indicado pela seta verde.

3.9 AMPLIFICACAO DA REGIAO PROMOTORA DE nasFED POR REACAO EM
CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para amplificar a regido regulatoria do operon nasFED foi utilizado como
molde culturas de H. seropedicae SmR1 diluidas 10x e os primers descritos abaixo:
NASF FOR
(5') CTTGGGCGTATCGTCGGCTT (3’)
NASF REV
(5') GCCTTGTTGTGAGCCTTGAAT (3')

O sistema de reacdo foi composto por 0,2 yM de cada primer, 0,3 mM de
dNTP, tampéo de reacdo com KCI (nasF), 1,5 U de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de
cloreto de magnésio (Fermentas) e agua ultra pura para completar o volume final
para 50 pL.

Os parametros utilizados para amplificar as regiées promotoras foram: um

ciclo de quatro minutos a 94°C; 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
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55°C (temperatura de anelamento) e 1 e 30 segundos a 72°C; e um ultimo ciclo de
trés minutos a 72°C.
Os produtos de PCR foram clonados no vetor pTZ57R/T.

3.10 ENSAIO DE ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE

A estirpe selvagem de H. seropedicae e as estirpes mutantes (Fnr’, ntrC’,
ntrY” ou narL’) foram conjugadas com plasmideos contendo as regides promotoras a
serem avaliadas (pPW-narXL P/B; pMP-narK;U ou pMP-nasFED). Pré-inGculos
destas estirpes transconjugantes crescidas em NFb-malato e cloreto de aménio 20
mM com DOggp proxima a 1,0 (Espectrofotdbmetro Pharmacia) foram centrifugadas a
14000 x g por quatro minutos. O sobrenadante foi retirado e foi adicionado meio de
cultura para igualar a DOgy a 1,0. Em seguida, foi inoculado 1% (v/v) (volume de
bactéria/volume de meio) desta mistura em meio malato e em diferentes fontes de
nitrogénio: cloreto de aménio 20 mM (alta concentracdo de nitrogénio), glutamato 5
mM (baixa concentracdo de nitrogénio), nitrato de potassio 10 mM e nitrato de
potassio 10 mM adicionado de cloreto de aménio 1 mM ou glutamato 1 mM.

Além de variar a fonte de nitrogénio, em alguns ensaios a condicdo de
oxigenacao das culturas também foi variada, principalmente pela proporcao de meio

de cultura:capacidade do frasco. Na condicdo aerobiose foi utilizada propor¢cdo de

volume de meio de cultura:volume do frasco de aproximadamente 1:10. A condi¢éo
microaerobiose foi obtida de duas formas. Em uma delas (denominada condicdo

microaerobiose ((5% de oxigénio inicial)) foi utilizada proporcéo cultura:capacidade

do frasco de 1:10. Além disso, foi realizada troca de oxigénio da fase gasosa por
nitrogénio ou argénio durante 40 minutos. ApGs este tempo, provavelmente todo o
oxigénio contido dentro do frasco foi substituido por nitrogénio ou argdnio. Em

seguida, foi injetado ar contendo 5% de oxigénio. Na outra condicdo de

microaerobiose (denominada condicdo microaerobiose (1:2)), a propor¢cdo de
volume de meio:volume do frasco foi de 1:2. As culturas foram incubadas por 24
horas para o estudo dos perfis de expressdo ao longo do tempo e por seis horas nos
ensaios de ponto final.

O nivel de inducdo das regifes promotoras analisadas foi verificado através
de ensaios de atividade de [(-galactosidade (MILLER, 1992). Foram realizados no

minimo trés experimentos independentes, em triplicata bioldgica.
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Nos perfis de expressao ao longo do tempo, o nivel de inducdo das regides
promotoras foi expresso em Unidades Miller. Ja nos ensaios de ponto final (seis
horas), o nivel de indugéo foi dado em atividade especifica, expressa em nmol de o-

nitrofenol produzido por minuto e por miligrama de proteina no ensaio.

3.11 DOSAGEM DE PROTEINA

As culturas foram lisadas com NaOH 0,1 M por pelo menos trés horas, a
temperatura ambiente. A concentracdo de proteinas foi determinada segundo
(BRADFORD, 1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

3.12 MUTAGENESE DOS GENES nasA E narG DE H. seropedicae

A estratégia de mutagénese utilizada esta esquematizada na figura 7.
Fragmentos entre 500 e 600 pares de base localizados a montante e a jusante dos
genes narG e nasA foram amplificados utilizando os primers descritos abaixo. As
reacdes de PCR foram realizadas como descrito no item 3.9, mas utilizando
temperatura de anelamento de 50°C e tampé&o sulfato de aménio ao inves de cloreto
de potéssio.

Primers para a regido de nasA:
NASA UP FOR (BamHl)
(5’) TCAAGGATCCCAGCAGCAT (3))
NASA UP REV (Xbal)
(5') AGCGGAGTCTAGAAAAGATTC (3)

NASA DOWN FOR (Xbal)
(5') GAGGTCAGACTCTAGAACGC (3')
NASA DOWN REV (Sall)
(5') CAACATTGTCGACCGAATCC (3')

Primers para a regido de narG :
NARG UP FOR (BamHIl)
(5’) GCTCTTCCTGGATCCCTTC (3)
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NARG UP REV (Xbal)
(5') ATGAATTTCTAGAGGTCCAGA (3))

NARG DOWN FOR (Xbal)
(5') CGTCCTGCTCTAGATGAACA (3)
NARG DOWN REV (Sall)

(5") GTGCTGTCGACTTCCTTCTG (3)

Os produtos de PCR gerados foram digeridos com a enzima de restricdo
Xbal. Em seguida, o fragmento narG UP foi ligado ao narG DOWN e nasA UP foi
ligado ao nasA DOWN. Uma nova PCR utilizando os primers NARG UP FOR/NARG
DOWN REV ou NASA UP FOR/NASA DOWN REYV permitiu a selecédo e amplificacao
dos fragmentos ligados (narG UP-DOWN ou nasA UP-DOWN, respectivamente). Em
seguida, os fragmentos ligados foram digeridos com as enzimas BamHI e Sall e
ligados no vetor pSUP202, gerando os plasmideos pSUP-narG e pSUP-nasA. O
vetor pMH1701 foi digerido com a enzima de restricdo BamHl, liberando o fragmento
de DNA sacB-Km. Este fragmento foi entdo ligado nos plasmideos pSUP-narG e
pSUP-nasA digeridos com BamHI, originando os novos plasmideos pSUP-narG-
sacB e pSUP-nasA-sacB, respectivamente.

Os plasmideos pSUP-narG-sacB e pSUP-nasA-sacB foram conjugados em
H. seropedicae. A selecdo dos transconjugantes foi feita através do antibiético
canamicina, resisténcia conferida pelo fragmento sacB-Km. Neste momento,

esperava-se que tivesse ocorrido o primeiro_evento de recombinacdo, onde o

plasmideo integra-se ao genoma através de recombinacdo homologa entre o gene

selvagem e o fragmento UP ou DOWN contido no plasmideo.
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I I Regiao codificadora do gene (narG ou nasA) I I
I | I |

BamHI Xbal Xbal Sall
1. Amplificagéo por PCR l
Fragmento UP 2. Digest&o com Xbal | Fragmento DOWN

|
I | r |
Xbal Xbal
3. Ligagao dos fragmentos
| | ]
L | 1

4. Amplificagao
5. Digestao com BamHl e Sall

6. Ligagao no pSUP202
sacB

7. Insercao do cassete que contém sacB \

8. Conjugacao em H. seropedicae

FIGURA 7 — ESTRATEGIA UTILIZADA PARA OBTENCAO DOS MUTANTES narG’
E nasA” DE H. seropedicae

Em seguida, as estirpes de H. seropedicae contendo o plasmideo foram
inoculadas em meio liquido sem antibidtico para selecionar estirpes que sofreram o

sequndo _evento de recombinacdo. Este se caracteriza pela saida do plasmideo do

genoma, carregando parte do gene a ser deletado. A regido deletada foi substituida
pelo fragmento narG UP-DOWN ou nasA UP-DOWN, que foi denominada de “cépia
deletada”. A selecao das col6nias que sofreram o segundo evento de recombinacéo
foi feita através de plagueamento em meio NFb-malato sélido contendo sacarose
10%. O gene sacB codifica uma enzima que converte sacarose em frutose, a qual é
acumulada no espaco periplasmatico na forma de polimeros de frutose, levando a
lise das células (STEINMETZ et al.,, 1983). Consequentemente, somente haveria
selecdo das colbnias que ndo continham o plasmideo pSUP-narG-sacB ou pSUP-
nasA-sacB, ou seja, que sofreram o segundo evento de recombinacéo.

A confirmacdo dos mutantes foi realizada através de duas PCRs. Em uma
delas a presenca da “copia deletada” do gene foi confirmada utilizando os primers
NARG UP FOR e NARG DOWN REV para o mutante narG™ ou primers NASA UP
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FOR e NASA DOWN REV para o mutante nasA". A segunda PCR foi realizada para
confirmar que as estirpes mutantes ndo continham uma copia intacta dos genes a
serem deletados. Para isso, foi utilizado um primer que anela dentro da regido que
foi deletada. Dessa maneira, deveria haver amplificacdo apenas na estirpe selvagem
e ndo nas estirpes mutantes construidas. A seguir, estdo listados os primers

utilizados para confirmar as delecdes dos genes narG e nasA:

Primers para a regiao de narG:
NARG UP FOR (BamHl)
(5') GCTCTTCCTGGATCCCTTC (3))
NarG REV (Xbal) (Miguel, 2011)
(5’) gaattcATTGACCACCGCC (3)

Primers para a regiao de nasA:
NasA REV (Miguel, 2011)
(5’) agatctCCTGGATGCCGAT (3’)
NasA reverse (RT) (Guimaraes, 2011)
(5') CGTGAATTGGTGTCGATGTTG (3’)

3.13 CURVAS DE CRESCIMENTO DE ESTIRPE SELVAGEM E ESTIRPES
MUTANTES

Pré-indculos em meio NFb contendo glutamato 10 mM, de estirpe selvagem
e estirpes mutantes com DOggo proxima de 1,0 (Espectrofotdmetro Pharmacia) foram
centrifugadas a 5000 x g por quatro minutos. O sobrenadante foi retirado, e foi
adicionado volume de cultura para igualar a DOgoo a 2,0. Foram inoculados 300 pL

desta mistura, em 6 mL de meio NFb, na condicdo aerobiose ou 1,25 mL em 25 mL

de meio na condicdo microaerobiose. Desse modo, a DOgyo foi igualada a 0,1

(Espectrofotdbmetro Pharmacia), que equivale a DOgyp de 0,04 no leitor de
microplacas Biotek (ELx800). A curva foi realizada em duas fontes de nitrogénio:
cloreto de amdnio 20 mM ou nitrato de potassio 10 mM.

As culturas foram incubadas a 30°C a 120 rpm. Na condicao aerobiose,

foram retiradas aliquotas para leitura de DOgoo No leitor de microplacas Biotek nos
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tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 h. Além disso, foram retiradas aliquotas nos tempos
de 4, 8, 10 e 24 h para dosagem de nitrito.

Na condicdo microaerobiose foram retiradas aliquotas para leitura de DOggo
no leitor de microplacas Berthold (TriStar LB 941) e para dosagem de proteina nos
tempos de 0 a 14, 16, 24, 30 e 36 horas. Aliquotas para dosagem de nitrito foram
retiradas a cada duas horas, dentro dos tempos indicados. Além disso, nos tempos
de 0, 4, 8, 12, 16, 24, 30 e 36 horas foram retiradas aliquotas para contagem de
células viaveis (item 3.15).

3.14 DOSAGEM DE NITRITO

O nitrito no sobrenadante das culturas foi dosado conforme XU e
colaboradores (2000). Em placa de Elisa foi adicionado 20 pL da amostra ou padrao.
Em seguida, foi adicionado 100 pL de sulfanilamida 1% em HCI 3M, seguido de
adicdo de 100 pL de dicloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamida 0,02%. ApOs cerca de
10 minutos, a absorbancia foi avaliada em leitor de microplacas (Biotek) no
comprimento de onda de 540 nm. Nitrito de sodio foi utilizado como padréo, nas
concentracbes entre 0,2 e 1,0 mg N/L. A concentracdo de nitrito no meio foi

convertida em mM.

3.15 CONTAGEM DE BACTERIAS POR PLAQUEAMENTO

O numero de bactérias viaveis em meio liquido foi estimado através de
diluicho seriada das culturas em salina estéril (NaCl 0,9%), seguido de
plagueamento em meio NFb-malato. Os resultados foram expressos em unidades

formadoras de colénia por 1 mL de cultura (UFC/mL).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PERFIL GLOBAL DE EXPRESSAO DE H. seropedicae NA PRESENCA DE
NITRATO ATRAVES DE TRANSCRIPTOMA POR RNA-seq

Microrganismos estdo sujeitos a varias alteracdes ambientais, tais como
disponibilidade de diferentes fontes de nitrogénio ou mudanca na taxa de oxigénio
disponivel. Desse modo, eles devem responder de forma apropriada a essas
modificacbes através da regulacdo da expressdo génica, seja transcricional,
traducional ou pés-traducionalmente. Desde 2009 (PASSALACQUA et al., 2009), o
transcriptoma utilizando novas plataformas de sequenciamento (RNA-seq) tem sido
utilizado para analisar perfis globais de expressdo em bactérias, em resposta a
fatores ambientais. Alguns exemplos sédo a resposta a anaerobiose em Neisseria
gonorrhoeae (ISABELLA; CLARK, 2011) e a resposta a diferentes condicdes de
fixacdo de nitrogénio em Azotobacter vinelandii (HAMILTON et al., 2011).

Com isso, no presente trabalho foi avaliada a resposta de H. seropedicae a
variacao da fonte de nitrogénio ao nivel transcricional: nitrato, fonte mais comum no
solo, em relacdo a amoénio, a fonte de nitrogénio mais facilmente assimilada. Para
isso, H. seropedicae foi cultivado na presenca de nitrato como fonte Unica de
nitrogénio e RNA total foi extraido para construcao de bibliotecas de cDNA, as quais
foram sequenciadas em plataforma SOLID. Essas bibliotecas foram comparadas
com bibliotecas obtidas a partir de H. seropedicae crescendo em amdnio como fonte
Unica de nitrogénio (TADRA-SFEIR, 2011).

4.1.1 Extracdo de RNA, construcdo da biblioteca de cDNA e andlise dos dados

O RNA total foi extraido de duas culturas independentes de H. seropedicae
crescido em nitrato de potassio 10 mM, a 30°C e 120 rpm até DOggo de 0,7. Foram
obtidos aproximadamente 600 ng/uL de RNA para cada uma das duas amostras
(FIGURA 8A). Apés precipitacdo do RNA, 7 ug de RNA de cada amostra foi
submetido a duas etapas de deplecéo de rRNA. Na primeira deplecao, restaram por
volta de 1,5 pg de RNA para cada amostra. Como ainda era possivel visualizar
bandas correspondentes ao rRNA no gel (FIGURA 8B), uma segunda deplecao de

rRNA foi realizada. Para cada replicata biolégica, foram recuperadas por volta de
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700 ng de RNA depletado. As demais etapas foram realizadas conforme descrito na

secdo 3.7 de Material e Métodos.

SIS NO; (1) NO; (2)

o o ] ]

e 2 12 22 g2 oa
N

on

A B

FIGURA 8 — RNA TOTAL DE H. seropedicae SmR1 ANTES E APOS DEPLECAO

DE rRNA

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TBE 1x. A) RNA total extraido de H. seropedicae SmR1
crescido em nitrato até D.O.g0 0,7; B) RNA apdés primeira e segunda deplecdo de rRNA, conforme
indicado. NO3™ (1) e NOs ™ (2) referem-se a duplicata bioldgica. O rRNA esté indicado pelas setas.

Foram construidas e sequenciadas quatro bibliotecas de cDNA: duas
replicatas biolégicas (Nitrato 1 e Nitrato 2) e duas replicatas técnicas (Nitrato A e
Nitrato B) (Tabela 4), atingindo um total de aproximadamente 160 milhdes de reads.
Estes reads foram mapeados contra o genoma de H. seropedicae e a quantidade de
reads obtida para cada gene foi expressa em RPKM. Conforme os parametros
utilizados no mapeamento, somente foram aceitos reads que alinharam pelo menos
43 pb (de 50 pb) no genoma de H. seropedicae (Secao 3.7.3). Para as analises
seguintes, foram considerados apenas reads unicos, mapeados dentro da regido
codificadora de cada gene e na diregéo 5-3'. Além disso, foram excluidos os reads

que correspondem a RNA transportador (tRNA). Somando as quatro bibliotecas
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Nitrato, foram obtidos aproximadamente 10 milhdes de reads Unicos, que
corresponde a uma cobertura de 91,1 vezes o tamanho do genoma de H.
seropedicae (o qual apresenta cerca de 5,5 milhdes de pares de base) (PEDROSA
et al., 2011).

TABELA 4 - BIBLIOTECAS DE cDNA CONSTRUIDAS DE H. seropedicae
CRESCIDO EM NITRATO E AMONIO

- NUmero de Total de reads Porcentagem
Biblioteca , . o de reads
reads Unicos da biblioteca L,
Unicos

Nitrato 1A 3.327.416 44.171.342 7,5% Este trabalho
Nitrato 1B 1.943.547 36.607.151 5,3% Este trabalho
Nitrato 2A 2.189.974 48.595.533 4 5% Este trabalho
Nitrato 2B 2.711.726 28.649.324 9,5% Este trabalho
Amonio 1 1.241.545 35.440.472 3,5% (TADRA-SFEIR, 2011)
Amonio 2 1.113.660 31.217.824 3,6% (TADRA-SFEIR, 2011)

Para avaliar a reprodutibilidade dos dados, os valores de RPKM das
replicatas técnicas foram comparados entre si (Nitrato 1A x Nitrato 1B ou Nitrato 2A
x Nitrato 2B) (FIGURAS 9A e 9B). O valor do coeficiente de determinacéo (R?) acima
de 0,99 obtido para estas amostras mostra que elas sdo muito semelhantes entre si.
Com isso, elas foram unidas, constituindo as replicatas biolégicas Nitrato 1 e Nitrato
2. Comparando estas duas ultimas bibliotecas uma contra outra, percebe-se que
elas apresentam um grau de semelhanca satisfatério (R* = 0,864) (FIGURA 9C).

O efeito do nitrato sobre a expressdo génica foi avaliado através da
comparacdo com a biblioteca construida nas mesmas condicbes descritas
anteriormente, exceto pela fonte de nitrogénio, aménio ao invés de nitrato (Biblioteca
Amobnio) (TADRA-SFEIR, 2011) (Tabela 4). Além disso, a biblioteca Aménio foi
submetida a apenas um procedimento de eliminacdo de rRNA, o que explica as
menores porcentagens de reads Unicos obtidas para esta biblioteca em relacédo a
biblioteca Nitrato, a qual foi depletada duas vezes de rRNA. As bibliotecas Aménio
foram construidas em replicata biolégica (Ambénio 1 e Amodnio 2) e analisadas da
mesma forma que as bibliotecas Nitrato 1 e 2.

Na comparagdo entre os valores de RPKM da Biblioteca Aménio e da

Biblioteca Nitrato, verificou-se que as duas bibliotecas sdo bem diferentes entre si
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(R? = 0,159) (FIGURA 9D). Este resultado, como esperado, mostra que alterando a

fonte de nitrogénio, ha grandes alteragbes no perfil de expressédo global de uma
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FIGURA 9 - COMPARACAO ENTRE DIFERENTES BIBLIOTECAS DE cDNA
CONSTRUIDAS

Os valores de RPKM de cada gene e de diferentes bibliotecas de cDNA foram comparados entre si.
O valor de coeficiente de determinagéo (R? foi obtido utilizando o programa Microsoft Excel. A)
Comparacéo entre a replicata técnica Nitrato 1A e Nitrato 1B; B) comparacao entre a replicata técnica
Nitrato 2A e Nitrato 2B; C) comparacdo entre as replicatas biologicas Nitrato 1 e Nitrato 2; D)
comparacao entre Biblioteca Amdnio e Biblioteca Nitrato.

A variacdo do nivel de transcricdo de um dado gene em nitrato foi calculado
através da divisdo do valor de RPKM da biblioteca Nitrato pelo RPKM da biblioteca
Aménio. Foram considerados como candidatos a expressao diferencial, os genes
gue tiveram quantidade de reads suficiente para cobrir o tamanho da sequéncia do

gene em cinco vezes (cobertura de cinco vezes) em pelo menos uma das bibliotecas
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e p-valor menor que 0,05, o qual foi calculado através do programa CLC Genomics

Workbench 4.8. Genes foram considerados como diferencialmente transcritos em

nitrato se apresentassem diferenca de pelo menos duas vezes na razao do valor de
RPKM da biblioteca Nitrato pelo valor de RPKM da Biblioteca Aménio.

4.1.2 Efeito do nitrato sobre o metabolismo global de H. seropedicae

Dos 4804 genes de H. seropedicae, foram encontrados 1619 genes
diferencialmente transcritos em nitrato, sendo 377 genes induzidos (7,8%) e 1242
reprimidos (25,8%) (ANEXOS 1 e 2). A maioria destes genes apresenta nivel de
transcricdo diferencial em nitrato entre dois a trés, tanto os induzidos como 0s
reprimidos (FIGURA 10). Entretanto, € possivel encontrar genes cujo nivel de

inducao/repressao ultrapassa 100 vezes.
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FIGURA 10 — DISTRIBUICAO DE GENES COM TRANSCRICAO DIFERENCIAL EM

NITRATO EM RELACAO A MAGNITUDE DE EXPRESSAO

Genes diferencialmente transcritos em nitrato foram agrupados em relacdo a magnitude de expressao
diferencial: 2-3 corresponde a genes de duas a trés vezes regulados (induzidos ou reprimidos), 3-5,
5-10, 10-20 e 20-100 correspondem a genes de trés a cinco vezes, de cinco a dez vezes, de dez a 20
vezes e de 20 a 100 vezes regulados, respectivamente; >100 corresponde a genes regulados em
mais de 100 vezes.

A figura 11 mostra a distribuicho dos genes regulados (induzidos e
reprimidos) em relacdo a categoria funcional segundo classificacdo do COG
(Clusters of Orthologous Groups of Proteins). A maioria dos genes regulados tem

Funcdo desconhecida (S), o que mostra que muitos genes de H. seropedicae que
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respondem a nitrato ainda ndo sao bem conhecidos. Genes envolvidos com
Mecanismos de transducédo de sinal (T), Controle do ciclo celular, divisdo celular e
particdo do cromossomo (D), e Motilidade celular (N) também estdo entre as
categorias mais reguladas.
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FIGURA 11 — DISTRIBUICAO DE GENES COM TRANSCRICAO DIFERENCIAL EM
NITRATO EM RELACAO A CATEGORIA (COG)

Os valores no eixo Y correspondem a porcentagem de genes regulados em cada categoria, a qual foi
obtida pela razéo percentual de genes regulados (induzidos ou reprimidos) em uma dada categoria
pelo total de genes de cada categoria funcional baseada no COG. C) Producédo e conversédo de
energia; D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e particdo do cromossomo; E) Transporte e
metabolismo de aminodacidos; F) Transporte e metabolismo de nucleotidios; G) Transporte e
metabolismo de carboidratos; H) Transporte e metabolismo de coenzimas; 1) Transporte e
metabolismo de lipidios; J) Traducdo, estrutura e biogénese ribossomal; K) Transcricdo; L)
Replicacéo, recombinacgédo e reparo de DNA; M) Parede celular; N) Motilidade celular; O) Modificagédo
pés-traducional, enovelamento de proteinas, chaperonas; P) Transporte e metabolismo de ions
inorganicos; Q) Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundérios; R) Funcdo geral
predita apenas; S) Funcdo desconhecida; T) Mecanismos de transducdo de sinal; U) Trafego
intracelular, secrecdo e transporte de vesiculas e V) Mecanismos de defesa.

4.1.3 Efeito do nitrato sobre a transcricdo de genes envolvidos com o metabolismo

do nitrato em H. seropedicae

Dentre os genes com maior nivel de transcricdo diferencial em nitrato
destacam-se 0s genes que constituem o provavel operon narK;UGHJImoaA (Tabela
5). E possivel dizer que estes genes ndo Sdo expressos em aménio, ja que

pouquissimos reads correspondentes a estes genes foram detectados nesta
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condicdo. Com isso, o0 valor de RPKM deles € muito baixo (entre 0,2 e 6,0). Em
nitrato, por outro lado, os valores de RPKM destes genes sdo muito altos
comparando com os demais genes do genoma de H. seropedicae.

TABELA 5 — NIVEL DE TRANSCRICAO DIFERENCIAL EM NITRATO DOS GENES
RELACIONADOS COM A NITRATO REDUTASE RESPIRATORIA

Nivel de transcricao
Gene . . . p-valor
diferencial em nitrato
nark, 2.660,0 0,00000
narU 10.623,0 0,00000
narG 2.897,5 0,00000
narH 1.152,6 0,00000
narJ 719,3 0,00000
narl 886,2 0,00000
moaA 391,3 0,00000
narX 6,0 0,00000
narL 13,5 0,00002

O p-valor para cada gene foi calculado através do software CLC Genomics Workbench 4.8, através
do teste de Baggerly e colaboradores (BAGGERLY et al., 2003).

Houve uma diferenca de quase duas vezes entre os valores de RPKM de
narK; ou narU em comparacdo com narG (valores de RPKM de narKy, narU e narG
correspondentes a 2636, 3093 e 5920, respectivamente) (FIGURA 12). Essa
diferenca sugere a existéncia de um promotor entre os genes narU e narG. Dados
preliminares de ensaios de B-galactosidase com a fus&o transcricional narG-lacZ
sugerem que ha uma regido promotora funcional nesta regido (MIGUEL, 2011). O
gene narH apresentou valor de RPKM muito proximo ao de narG (valores de RPKM
de narH e narG correspondentes a 5685 e 5920, respectivamente), o que € um
indicio de que estes genes sao co-transcritos. Por outro lado, os genes narJ, narl e
moaA apresentaram uma queda progressiva no valor de RPKM em comparacao
com o0s genes a montante deles (narG, narH). Esta observacéo é consistente com o
fato de serem os Ultimos genes operon, pois € sabido que a RNA polimerase para de
forma inespecifica e prematura enquanto transcreve longas sequéncias de RNA.

A jusante do operon narK;UGHJImoaA est&o localizados os genes narXL, os
quais em E. coli e P. aeruginosa também estédo relacionados com a regulagdo da

nitrato redutase respiratoria e de outros genes envolvidos com o metabolismo de
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nitrato. Os niveis de transcricdo em nitrato destes genes foram entre 6 e 13 vezes

mais altos que em amoénio, respectivamente (TABELA 5).
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FIGURA 12 — VALORES DE RPKM DOS GENES DO OPERON narK;UGHJImoaA

Além do agrupamento de genes que codificam para a nitrato redutase
respiratéria, uma segunda regido do genoma de H. seropedicae contém genes
relacionados com a nitrato redutase assimilatéria (Hsero 2899 e nasA), nitrito
redutase (nirBD) e transportador de nitrato/nitrito (narK). Além disso, em duas outras
regides do genoma deste microrganismo também se encontram genes relacionados
com transporte de nitrato/nitrito e um regulador transcricional (nasFED e nasR).
Todos estes genes, exceto nasR, estdo induzidos na presenca de nitrato (TABELA
6). Entretanto, com excecdo de narK, estes genes apresentaram p-valor acima do
corte estabelecido (p<0,05).

Os genes que possivelmente sdo co-transcritos no provavel operon
narKnirBDHsero 2899nasA apresentam nivel de inducdo da transcricdo entre 4,9 e
17 vezes (Tabela 6). Os genes nasFE também estdo induzidos em resposta a nitrato
(4,4 a 2,6 vezes). O nivel de transcricdo de nasD, terceiro gene do operon nasFED,
estd apenas levemente induzido (1,7 vezes), abaixo do valor de corte escolhido
(2,0). Finalmente, o gene nasR, que codifica para um anti-terminador de transcri¢ao,

encontra-se constitutivo.
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Como comentado anteriormente, as replicatas biologicas da biblioteca
Nitrato s&o muito préximas (R? = 0,864) (FIGURA 9C). Apesar disso, o p-valor para a
maioria dos genes representados na tabela 6 sdo maiores que 0,05. Por isso, na
tabela 6 também sdo apresentados os niveis de transcricdo diferencial em nitrato,
considerando as replicatas biolégicas de Aménio e Nitrato de forma separada, nas
quatro combinac¢des possiveis: Nitrato 1 x Aménio 1; Nitrato 1 x Amonio 2; Nitrato 2 x
Amonio 1 e Nitrato 2 x Amonio 2. Como resultado, observa-se que o p-valor maior
gue 0,05 encontrado para estes genes é principalmente devido a diferencas entre as
duas replicatas biologicas da Biblioteca Nitrato. Em geral os niveis de inducédo
calculados a partir da Biblioteca Nitrato 2 foram maiores.

TABELA 6 — NIVEL DE TRANSCRICAO DIFERENCIAL EM NITRATO DOS GENES
RELACIONADOS COM A NITRATO REDUTASE ASSIMILATORIA

Gene Nivel dg transcrigéol p- N1/ | N1/ | N2/ N2/
diferencial em nitrato valor Al A2 Al A2

narK 11,3 0,025 | 5,4 94 | 123 | 22,2
nirB 16,0 0,064 | 8,1 79 | 241 | 241
nirD 17,1 0,081 | -? 4,0 2 | 131
Hsero 2899 5,7 0,091 | 2,0 6,0 5,6 17,0
nasA 4.9 0,076 | 2,4 3,1 6,3 8,2
nasF 4.4 0,249 | 2,0 1,1 | 10,0 | 5,7
nask 2,6 0,282 | -1,3 | 2,7 2,6 9,2
nasD 1,7 0,289 | 1,3 | -11 2,9 2,0
nasR -1,1 0,787 | -1,2 | -1,4 1,1 1,0

O p-valor para cada gene foi calculado através do software CLC Genomics Workbench 4.8, através
do teste de Baggerly e colaboradores (BAGGERLY et al., 2003). 'O nivel de transcricéo diferencial
em nitrato representa a razao da média do RPKM das Bibliotecas Nitrato 1 e 2 pela média do RPKM
das Bibliotecas Amdnio 1 e 2. Os demais niveis de transcri¢do diferencial em nitrato representam a
razdo do RPKM de uma dada biblioteca Nitrato, pelo RPKM de uma dada biblioteca Aménio, em
guatro combinacdes diferentes conforme indicado: Nitrato 1 vs. Aménio 1 (N1/Al); Nitrato 1 vs.
Ambdnio 2 (N1/A2); Nitrato 2 vs. Amonio 1 (N2/Al) e Nitrato 2 vs. Amonio 2 (N2/A2). N&o foi possivel
calcular o nivel de transcri¢do diferencial porque o nimero de reads da Biblioteca amdnio foi igual a
zero.

Os resultados encontrados a partir do transcriptoma de H. seropedicae
crescendo em nitrato mostram que a expressao do operon narK;UGHJImoaA, que
contém os genes que codificam para a provavel nitrato redutase respiratoria, é
fortemente induzida. A transcricdo destes genes, como sera discutido na sec¢éo 4.2.2

e visualizado na Figura 12, é fortemente regulada e induzida apenas na presenca de
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nitrato e em niveis mais baixos de oxigenacdo das culturas. Esta ultima condicgéo,
durante o cultivo para a construcdo das bibliotecas do transcriptoma provavelmente
foi obtida através de uma DOgoo das culturas mais alta (0,7) e baixa agitagédo (120
rpm).

Os niveis de transcricao diferencial em nitrato obtidos para os genes do
operon narK;UGHJImoaA (de 391,3 a 10.623,0) sdo bem superiores a resultados
anteriores obtidos por quantificacdo por PCR em tempo real. Estas Ultimas anélises
mostraram que a transcricdo dos genes narU e narG foi induzida de 150 a 250 vezes
em culturas de H. seropedicae crescendo em nitrato e DOgyp de 0,5 e 1,0
(GUIMARAES, 2011). Entretanto, essas diferencas entre quantificacio de expressao
de um gene por RNA-seq e PCR em tempo real podem acontecer porque a analise
de transcricdo diferencial por RNA-seq néo apresenta limites maximo ou minimo de
guantificacdo. Com isso, esta Ultima técnica permite a quantificacdo de nivel de
transcricdo em uma amplitude maior, em relacdo ao PCR em tempo real (WANG et
al., 2009).

O nivel de transcricdo diferencial de narX observado neste trabalho foi
proximo ao obtido anteriormente em DOgg de 1,0 (GUIMARAES, 2011). Esses
resultados mostram que os genes relacionados com a nitrato redutase respiratéria
sdo importantes para o metabolismo de nitrato de H. seropedicae entre DOggo de 0,7
a 1,0, provavelmente devido a uma menor oxigenacdo das culturas nestas
condicodes.

Os genes relacionados com a nitrato redutase assimilatoria apresentam-se
em geral induzidos por nitrato, mas em um nivel bem inferior do que o observado
para genes envolvidos com a nitrato redutase respiratoria. Entretanto s&o
observadas diferencas no nivel de transcricdo diferencial dependendo da replicata
biologica da biblioteca Nitrato analisada. Os genes dos provaveis operons
narKnirBDHsero 2899nasA e nasFED apresentaram maior nivel de inducdo na
biblioteca Nitrato 2 quando comparado com a biblioteca Nitrato 1. Ja foi mostrado
por PCR em tempo real que os genes narK, nirD, nasA e nasF sdo induzidos de
cerca de 40 a 200 vezes em DOggp 0,5. J& em DOggp 1,0 0s niveis de inducao destes
genes caem para cerca de trés e 15 vezes (GUIMARAES, 2011). Isso mostra que a
transcricdo destes genes varia muito entre os dois periodos analisados. Com isso,

pequenas diferencas nas densidades Opticas das replicatas biologicas utilizadas
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para a analise do transcriptoma resultaram em diferencas significativas no nivel de
inducdo dos genes relacionados com assimilagao de nitrato.

O p-valor acima de 0,05 encontrado para o gene nasR provavelmente esta
relacionado ao seu baixo nivel de indugdo. Como o valor de transcricdo diferencial
em nitrato de nasR é préximo de 1,0, pode-se dizer que ele apresenta expressao
constitutiva nas condigdes testadas. Comparando com os dados de PCR em tempo
real para este gene, este resultado esta mais proximo ao valor obtido para DOggo de
0,5 (cerca de 2x) em rela¢do a DOggo 1,0 (cerca de 8x) (GUIMARAES, 2011).

4.1.4 Efeito do nitrato sobre a transcricdo de genes ndo diretamente envolvidos com
0 metabolismo do nitrato em H. seropedicae

Além de afetar genes que estéo diretamente envolvidos com o metabolismo
de nitrato, o nitrato também induziu a expressao de genes relacionados a outras vias
de H. seropedicae (TABELA 7). Entre eles, destaca-se o gene Hsero_ 2508 que
codifica para uma provavel oxido nitrico dioxigenase. Além disso, genes que
codificam para proteinas relacionadas com estresse universal (uspA e cspD) e
proteinas relacionadas ao metabolismo de polibetahidroxibutirato (PHB) também séao
induzidos por nitrato. Os genes que codificam para subunidades da enzima
glutamato sintase também estdo induzidos (gitBD). Apesar disso, o0 gene glnA que
codifica para a glutamina sintase apresenta expressao constitutiva.

O produto do gene Hsero 2508 esta relacionado com o metabolismo de
nitrogénio e esta anotado como Oxido nitrico dioxigenase. Em E. coli, esta enzima
converte oxido nitrico a nitrato em aerobiose e a Oxido nitroso em anaerobiose
(POOLE; HUGHES 2000). A forte inducéo do gene Hsero_2508 ndo era esperada ja
gue H. seropedicae ndo apresenta enzimas que diretamente produzam oxido nitrico.
Contudo, estudos recentes tém mostrado que o complexo enzimatico NarGHI de E.
coli e Salmonella enterica reduz nitrito a 6xido nitrico em baixos niveis de nitrato
(VINE; COLE 2011). Em H. seropedicae, mais que converter nitrato a nitrito, NarGHI
pode ser importante na detoxificacdo de nitrito, através da conversdo de nitrito a
oxido nitrico. Desse modo, o éxido nitrico poderia ser removido da célula através do
produto do gene Hsero 2508. Foi proposto que o produto do gene Hsero 2508 de
H. seropedicae pode detoxificar o éxido nitrico que é produzido pela planta durante a

interacdo planta-bactéria (PEDROSA et al.,, 2011). Além de ter esta funcéo, o
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produto do gene Hsero 2508 também poderia ser importante na detoxificacdo do

oxido nitrico produzido pela prépria bactéria através de NarGHI.

TABELA 7 — NIVEL DE TRANSCRICAO DIFERENCIAL EM NITRATO DE GENES
NAO DIRETAMENTE ENVOLVIDOS COM O METABOLISMO DE NITRATO

Gene Nivel de. transcr.igéo p-valor Funcéo geral
diferencial em nitrato
Hsero_2508 852,9 0,00000 Oxido nitrico dioxigenase
gitB 2,8 0,00000 Glutamato sintase
gltD 3,4 0,00000 Glutamato sintase
cspD 14,4 0,00000 Estresse ambiental
cspD 11,9 0,00000 Estresse ambiental
UspA 4,6 0,00000 Estresse ambiental
phaC 3,1 0,04716 Metabolismo de PHB
phaz 2,1 0,02168 Metabolismo de PHB
phbA 3.4 0,00000 Metabolismo de PHB
phbA, 5,5 0,03074 Metabolismo de PHB
phbB 2,0 0,00000 Metabolismo de PHB
phbF 8,5 0,00000 Metabolismo de PHB

O p-valor para cada gene foi calculado através do software CLC Genomics Workbench 4.8, através
do teste de Baggerly e colaboradores (BAGGERLY et al., 2003).

O nitrito produzido pelas nitrato redutases em H. seropedicae €
possivelmente utilizado como substrato pela provavel nitrito redutase codificada
pelos genes nirBD e convertido a amonio. Este, por sua vez, é entdo incorporado em
biomoléculas provavelmente através da via que utiliza a enzima glutamato sintase, ja
gue os genes que codificam para este complexo enzimatico estédo induzidos.

Além do metabolismo de nitrogénio, os genes phbAA;BF e phaCZ, os quais
estdo envolvidos com o metabolismo de PHB, também estdo induzidos.
Provavelmente a inducdo destes genes em nitrato ocorreu em resposta aos menores
niveis de nitrogénio na condicao nitrato (10mM) em comparacdo com a condicdo
amonio (20mM). Muitas bactérias acumulam polihidroxialcanoatos, entre eles PHB,
em resposta a excesso de carbono ou em condicdes em que um nutriente,
nitrogénio neste caso, esta limitante (HERVAS et al., 2008).

Os genes uspA e cspD, relacionados ao estresse ambiental, provavelmente
estdo induzidos como resultado de ser o aménio e ndo o nitrato a fonte preferida de

nitrogénio para H. seropedicae.
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4.2 ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS COM
METABOLISMO DE NITRATO DE H. seropedicae ATRAVES DE ENSAIOS DE B-
GALACTOSIDASE

O transcriptoma realizado neste trabalho mostrou como o nitrato influencia a
expressdo de muitos genes de H. seropedicae, em particular aqueles envolvidos
com metabolismo de nitrato. Depois de ter essa visdo global, a regulacéo da regido
promotora dos operons narXL, narK;UGHJImoaA e nasFED foi submetida a andlises
mais minuciosas. Primeiramente foram realizadas andlises in silico, as quais
complementaram analises realizadas em trabalhos anteriores (ALVES, 2006;
BONATO, 2009; GUIMARAES, 2011). Além disso, foram realizados ensaios de B-
galactosidase na estirpe selvagem com o objetivo de avaliar como as regides
promotoras desses operons sao reguladas em resposta a diferentes fontes de
nitrogénio e sob diferentes condicbes de aeracdo das culturas. Depois de
estabelecer as condi¢cdes do experimento, 0os ensaios de [-galactosidase também
foram realizados em estirpes mutantes de H. seropedicae as quais contem as
proteinas regulatorias Fnr, NtrC, NtrY e NarL deletadas ou truncadas. O objetivo
deste ultimo experimento foi o de avaliar o papel dessas proteinas regulatorias sobre
a expressao das regibes promotoras de narXL, narK;UGHJImoaA e nasFED. As
estirpes mutantes ntrC’, ntrY” e narL”™ foram selecionadas porque elas ndo séo
capazes de crescer em nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Por outro lado, a
estirpe que contém o gene fnr mutado foi selecionada porque foi observado que a
expressdo dos operons narXL e narK;UGHJImoaA é induzida em baixos niveis de
oxigénio. Esta estirpe mutante selecionada contém delecdo nos trés genes fnr (fnry,

fnr, e fnrs) e sera referida como Fnr.

4.2.1 Operon narXL

As proteinas NarX e NarL, membros da familia do sistema de dois
componentes, estdo envolvidas na regulacdo de varios genes relacionados com o
metabolismo de nitrato (MORENO-VIVIAN et al., 1999). A regulacdo de expressio
dos genes que codificam estas proteinas € bem conhecida em E. coli e P.
aeruginosa. Em H. seropedicae sabe-se que estes genes constituem o operon narXL
e que as proteinas NtrC e NtrX podem estar envolvidas na regulacdo deste operon
(ALVES, 2006; OSAKI, 2009).
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Com o intuito de estudar a regulacdo deste operon em H. seropedicae, a
regiao promotora de narXL foi analisada in silico e o perfil de expressdo desse
operon foi avaliado através de ensaios de [3-galactosidase.

Na regido promotora de narXL, sdo encontrados possiveis sitios de ligacao
para as proteinas NtrC e NarL, além de sitios de ligacdo para os fatores c** e o°
(QC@ACT@-N4-TTGCA1; TTCCCA-N1g-TAAGAA, respectivamente) (FIGURA 13).
N&o foi identificada uma boa sequéncia candidata para sitio de ligacao para a
proteina Fnr. Além disso, ndo foi possivel determinar o inicio de transcri¢cdo do gene
narX através do transcriptoma devido a sobreposi¢cédo dos reads correspondentes ao

gene a montante do inicio do gene narX (moaA).

| primer REVERSO | moaA

GGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTA
CCCTGCTGCGACGCGGCCTAGCGACGCTGGCCGCGCAACTGTCGGCCTTGCCGGGTGT
GGATGAGCTGTCGCTGTCCACCAACGCCACCCAATTGCACAAGCATGCCGCCAGCCTG

CGCGCGGCGGGCGTGCAGCGCATCAACGTCAGTCTGGACAGCCTGGACCGLCGC
CGCAAGCATCACCGGACGCGACAGCCTGGCCAGCGTGATGAGCGGCTTAGAAGCGGC
CAAGGCCGCCGGCTTTGCGCCCATCAAGATCAACATGGTGCTGCTGCGCGGCGTCAAC
GAGCAGGAAGTCCCGCAGATGGCGCAGTTCTGCTTCGAGCATGGATTCATCCTGCGCC
TGATCGAAACCATGCCCATGGGCGCGACCGGACGCAGCAGTCCGGCGCTGGAACTGGG
TCCGCTGCGCGAGGCCCTGGTGGCGCGCTTCGGCCTGCGTCCGCTGGCCGCCGAGCTG

GGCGGCGGGCCC T T2 CGCCCGATGGGCGCAGCACGATAGGCTTCA
TCTCACCCATCAGCCAGCACTTCTGCGCCACCTGCAACCGCGTGCGCCTGTCCGTGGA

TGGCACGCTClGCCTGGGGCAGGAAGAGCGATTCGAACTGCGTCCCCTGCTG
CGCGCCGGGATCGACGATGCCGGCCTGGAGAGCGCCATCCGCGCAGCGATCGAACTGA
AGCCGGAACGCCATGAATTCAACGAGGCGCCACAGAAGATCGTGCGTTTCATGTCACA
o’
GACGGGTCGCTACHcct ot ttcccaggetttctgetgetttttta
agaaacattgacttggcttccatacatgctggcaacgatgggcatagactgectgteg

ttcececgececcgagtacectecATAGATCTITCGCCGCCGCTCCCTTCGCGCCCTTGCCCCC
| primer NARX REV BGL | narX

FIGURA 13 — REGIAO REGULATORIA DO OPERON narXL DE H. seropedicae,

CONTIDA NO PLASMIDEO pUC18-HS05099B08

Em letras mailsculas e em preto: sequéncia correspondente ao vetor pUC18; em letras mailsculas e
em verde e rosa: sequéncias correspondentes a regido codificadora dos genes moaA e narX,
respectivamente. Regides sombreadas: em cinza: primers reverso e NARX REV BGL,
respectivamente (em italico, sitio de restricdo de Bglll); em roxo e vermelho: possiveis sitios de
ligacéo reconhecidos pelas proteinas NtrC e NarL, respectivamente; em azul: possivel sitio de ligagao
de 0°*; em amarelo: possivel sitio de ligagao de o’

! As bases em negrito e sublinhado correspondem a bases conservadas de acordo com os sitios consenso
apresentados na secao 3.8.
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Para realizacdo dos ensaios de [-galactosidase, fragmento de DNA
contendo a regiao promotora do operon narXL foi clonado no vetor pPW452. Para
obter este plasmideo, a regido regulatéria do operon foi amplificada a partir do
plasmideo pUC18-HS05099B08 (GENOPAR) através dos primers reverso, que
anela no vetor pUC18, e NARX REV BGL, que insere o sitio de restricdo
reconhecido pela enzima Bglll (FIGURA 13). O produto de PCR foi clonado no vetor
pTZ57R/T, dando origem ao plasmideo pTZ-B08 rev/rev. A regido clonada foi
sequenciada e nenhuma mutacéo foi identificada. Em seguida, o plasmideo pTZ-B08
rev/rev foi digerido com as enzimas de restricdo Pstl e Bglll. O produto com 721
pares de bases foi clonado no vetor pPW452 digerido com as mesmas enzimas,
dando origem ao plasmideo denominado pPW-narXL P/B. A clonagem foi
confirmada por digestdo do plasmideo pPW-narXL P/B com as enzimas Pstl e Bglll
(FIGURA 14), que liberou um fragmento com tamanho esperado (721 pares de
base). Esse plasmideo foi transferido por conjugacdo para H. seropedicae e nas
estirpes mutantes Fnr, ntrC’, ntrY" e narL’ para realizagdo de ensaios de [-

galactosidase.

MM

10 Kb — ‘

750 pb <«
500 pb

FIGURA 14 - CONFIRMAQAO DA CONSTRUQAO DO PLASMIDEO pPW-narXL
P/B

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1x. MM: marcador molecular (Fermentas); linha 1:
plasmideo pPW-B08 P/B digerido com as enzimas de restricdo Pstl e Bglll. A seta indica o fragmento
de inserto liberado. A banda com aproximadamente 10 mil pares de base (Kb) corresponde ao vetor
pPW452.
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Os primeiros ensaios de [3-galactosidase foram realizados com o objetivo de
estabelecer o perfil de expressdo da regido promotora de narXL ao longo do tempo.
A estirpe selvagem SmR1 contendo o plasmideo pPW-narXL P/B, foi cultivada
durante 24 horas em diferentes fontes de nitrogénio e em aerobiose. Ao longo do
tempo, foram retiradas aliquotas para realizacdo de ensaios de B-galactosidase (O,
2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas) (FIGURA 15A). Como resultado, foi observado até seis
horas de ensaio e em todas as condi¢cOes, apenas expressado basal (cerca de 200
unidades Miller). Nas condigbes com glutamato 5 mM ou com nitrito a expressao
basal foi mantida ao longo das 24 horas de experimento. Entretanto, na condic&o
com alto nitrogénio (aménio 20 mM) e as trés condicbes contendo nitrato foi
observado aumento de expressao a partir de seis horas, atingindo até cerca de
1000 unidades Miller. Esse aumento de expressdo tardio possivelmente foi
estimulado pela diminuicdo na oxigenacao das culturas devido ao crescimento, a
gual pode atingir um nivel critico para inducao de expresséo do promotor de narX.

Para investigar o efeito de baixa oxigenacao das culturas sobre a expressao
do promotor de narX ao longo do tempo, um novo ensaio de [B-galactosidase foi
realizado conforme descrito anteriormente, mas em condi¢cdo com nivel de oxigénio
mais baixo. Para tanto, a fase gasosa do frasco foi substituida por nitrogénio
contendo uma concentracdo inicial de oxigénio de 5% (Item 3.10, condicéo
microaerobiose (5% de oxigénio inicial)) (FIGURA 15B). Conforme esperado, a
expressdo de narXL foi induzida na condicdo com baixo nivel de oxigénio ja a partir
de 2h. Entretanto, essa inducao de expressao ndo parece ser dependente da fonte
de nitrogénio, jA que o perfil de expressdo é semelhante em todas as condicoes,
mesmo em nitrito adicionado de glutamato e glutamato apenas.

Considerando os ensaios apresentados na figura 15, foi escolhido o tempo
de seis horas para realizacdo dos demais ensaios com estirpes mutantes e a DOggo
inicial foi diminuida para 0,05 para evitar o efeito de baixo oxigénio na condicdo

aerobiose.
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FIGURA 15 — PERFIL DE EXPRESSAO DO OPERON narXL DE H. seropedicae

SmR1 AO LONGO DO TEMPO

A estirpe SmR1 contendo o plasmideo pPW-B08 P/B foi inoculada a D.O.¢ inicial de 0,1 e mantida a
30°C sob agitacdo durante 24 horas. Foram feitos in6culos em meio NFb-malato, em seis fontes de
nitrogénio diferentes: aménio 20 mM, nitrato 10 mM, glutamato 5 mM, nitrato 10 mM + aménio 1 mM,
nitrato 10 mM + glutamato 1 mM e nitrito 1 mM + glutamato 5 mM. Nos tempos indicados foram
retiradas aliquotas para o ensaio de [B-galactosidase. As barras de erro correspondem ao desvio
padrdo das médias de quatro experimentos independentes. A) condi¢do aerobiose; B) condicao
microaerobiose (5% de oxigénio inicial) (conforme item 3.10).
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Apo6s determinacdo das condi¢cdes dos ensaios as estirpes selvagem, Fnr’,
ntrC’, ntrY™ e narL’, contendo o plasmideo pPW-narXL P/B foram cultivadas por seis
horas em condicdo aerobiose e em microaerobiose (5% de oxigénio inicial). Além
disso, foram utilizadas apenas trés fontes de nitrogénio diferentes: (1) amodnio 20
mM; (2) glutamato 5 mM e (3) nitrato 10 mM + ambnio 1 mM. Esta ultima condigao,
ao inves de nitrato apenas, foi escolhida para avaliar o efeito do nitrato sobre a
expressdo de narXL, j& que os mutantes ntrC’, ntrY” e narL” ndo sdo capazes de
crescer em nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Nas estirpes selvagem e Fnr’, os
ensaios também foram realizados em nitrato apenas. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas em relacdo a condi¢cdo nitrato suplementada
com amonio (FIGURA 16A).

Como resultado, verificou-se que o nivel de expressdo de narXL € maior
guando o nivel de oxigenacdo na célula € menor (FIGURA 16), como observado
anteriormente (FIGURA 15B). Entretanto, em glutamato e baixo oxigénio, 0 promotor
de narXL é cerca de duas vezes mais induzido em relacdo a aménio ou nitrato +
amonio, também em baixa oxigenacdo. Este efeito ndo tinha sido observado
anteriormente. E importante ressaltar que as atividades mostradas na figura 16
foram reportadas como atividade especifica e ndo em Unidades Miller, como na
Figura 15.

A proteina Fnr parece ser o principal ativador do operon narXL, jA que no
mutante Fnr' ndo houve expressao significativa (FIGURA 16A). Como se sabe que
Fnr regula a expressdo de diversos genes em resposta a baixa concentracdo de
oxigénio (SPIRO; GUEST, 1990), esta proteina era a candidata mais provavel a
ativador do operon narXL. Entretanto, como ndo foi encontrado um bom sitio
consenso reconhecido por Fnr na regido promotora de narXL, seu efeito ativador
provavelmente é indireto.

O perfil de expressdao de narXL nos mutantes ntrC’, ntrY" e narL” é
semelhante ao selvagem (FIGURAS 16B, 16C e 16D), exceto que a inducdo em
glutamato e baixo oxigénio ndo € observado em nenhum deles. Como a proteina
NtrC tem capacidade de ativar a transcricdo de genes alvo em condi¢cdes de
limitacdo de nitrogénio, é possivel esta proteina atue como ativador de expressao do
operon narXL nesta condicdo. O efeito ativador de NtrY/NtrX e NarL pode ser
indireto, via proteina NtrC, ou seja, NtrC ativaria a transcricdo de ntrY (ALVES,

2006) e narL, e o produto destes genes ativaria a transcricdo de narXL. Além disso,
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as proteinas NtrY/NtrX parece exercer um efeito repressor sobre narXL na presenca

de nitrato, independente do nivel de oxigenacdo do meio (FIGURA 16C).
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FIGURA 16 — PERFIL DE EXPRESSAO DO OPERON narXL NA ESTIRPE

SELVAGEM H. seropedicae SmR1 E ESTIRPES MUTANTES

Estirpe SmR1 e estirpes mutantes Fnr’, ntrC’, ntrY™ e narL” contendo o plasmideo pPW-narXL foram
inoculadas a D.O.g inicial de 0,1 e mantida a 30°C sob agitacéo durante 6 horas. As estirpes foram
cultivadas em meio NFb-malato, em trés fontes de nitrogénio diferentes: amdnio 20 mM, glutamato 5
mM e nitrato 10 mM + aménio 1 mM. Os ensaios foram realizados em condi¢do microaerobiose (5%
de oxigénio inicial) (-O,) ou aerobiose (+0;), conforme indicado. As figuras mostram comparacao de
estirpe selvagem com (A) Fnr’, (B) ntrC’, (C) ntrY" e (D) narL". A atividade especifica foi expressa em
nmol de o-nitrofenol produzido por minuto por miligrama de proteina. Os desvios padrdes
correspondem a média de trés experimentos independentes, realizados em triplicata biologica.

Juntos, estes resultados mostram que a regulacdo de expresséo da regido
promotora de narXL é complexa. Apesar de ter sido demonstrado anteriormente que

a expressao do operon de narXL nao é afetada por oxigénio (ALVES, 2006), varios
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resultados apresentados neste trabalho sugerem fortemente que a expressao dele é
induzida em condicdo limitante de oxigénio e de forma dependente de Fnr.
Entretanto, como nado foi possivel encontrar um bom candidato a consenso de
ligacdo para Fnr na regido promotora de narX, provavelmente essa inducdo é
indireta ou o consenso de Fnr de E. coli é diferente do consenso de Fnr de H.
seropedicae.

Anteriormente também foi demonstrado que a expressao de narX € induzida
por NtrC e NtrY/NtrX na presenca de nitrato (ALVES, 2006). Entretanto, neste
trabalho foi encontrado que estas duas proteinas tém papel ativador, mas em
resposta a baixa concentracdo de nitrogénio (glutamato 5 mM) (FIGURAS 16B e
16C). Na presenca de nitrato, NtrC ndo parece ser importante para regulacédo de
narX, enquanto que NtrY parece ter papel repressor. Entretanto, no experimento
conduzido neste trabalho a condic&o nitrato € suplementada por amonio, o que pode
ter interferido no resultado do experimento. Para uma melhor averiguacéo do papel
de NtrC, NtrY e também de NarL sobre a regulacdo de narX, em experimentos
futuros, os ensaios de -galactosidase devem ser conduzidos na presenca de nitrato
apenas.

Tanto em E. coli como em P. aeruginosa, o promotor de narXL é induzido
por nitrato e anaerobiose (DARWIN; STEWART, 1995; SCHREIBER et al., 2007).
Em H. seropedicae, conforme discutido anteriormente, os ensaios de J-
galactosidase mostram que a transcricdo de narXL é induzida por baixa aeracdo. Em
relacdo a nitrato, tanto dados de RT-PCR (GUIMARAES, 2011) como do
transcriptoma (Tabela 5) mostraram que a transcricdo de narX é induzida por este
composto. Entretanto, os dados de [(-galactosidase mostraram que, em relacdo a
condicdo com aménio, o operon narXL é induzido por glutamato, mas nao por nitrato
(FIGURAS 15 e 16).

Em E. coli, a expressao de narXL ndo depende de Fnr, ao contrario do que
ocorre em P. aeruginosa. Neste Ultimo organismo, assim como ocorre em H.
seropedicae (FIGURA 16A), Anr, homdlogo de Fnr, é requerido para expressao
maxima de narXL. Por outro lado, em E. coli, a expressdo de narXL sofre auto-
regulacdo, ao contrario do que ocorre em P. aeruginosa e H. seropedicae (DARWIN;
STEWART, 1995; SCHREIBER et al., 2007). De modo geral, percebe-se que a
regulacdo de narXL de H. seropedicae € muito semelhante ao observado para P.

aeruginosa.
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4.2.2 Operon narK;UGHJImoaA

Os genes narK; e narU codificam para proteinas transmembrana que
provavelmente realizam transporte de nitrato e/ou nitrito. Em H. seropedicae, estes
genes estdo localizados a montante dos genes que codificam para a nitrato redutase
respiratéria, possivelmente constituindo o operon narK;UGHJImoaA. Como a
regulacao deste operon ndo é conhecida neste organismo, a regido a montante de
narK,U foi analisada in silico. Além disso, a regulacdo deste promotor foi analisada
através de ensaios de -galactosidase.

Nas analises in silico da regido a montante de narK; foram identificados
sitios de ligac&o pouco conservados reconhecidos pelas proteinas regulatérias NtrC
e Fnr, aléem de sitios reconhecidos por NarL (FIGURA 17). O provavel inicio de
transcricdo deste gene foi identificado e esta localizado a 26 pares de base do inicio
de traducéo proposto de narK1. Através do inicio de transcricao, foi identificado um
provavel sitio de ligacdo do fator o’° (ATIGGCC-N1-TAAGCT). Nenhuma sequéncia
reconhecida pelo fator o>* foi identificada.

Para realizacdo dos ensaios de B-galactosidase, a sequéncia
correspondente a regido promotora de narK;U foi clonada no vetor pMP220. O
plasmideo pCR2.1-narK;K; (int), que contém a regido promotora destes genes, foi
digerido com as enzimas Bglll e Pstl. O fragmento correspondente a regido
promotora do operon, com 711 pares de base, foi purificado do gel e clonado no
vetor pMP220 digerido com as mesmas enzimas. A obtencdo do plasmideo,
denominado de pMP-narK;U, foi confirmada através de digestdo com as enzimas
Bglll e Pstl (FIGURA 18), que liberou um fragmento do tamanho esperado (711
pares de base), e através de reacdo de sequenciamento. Esse plasmideo construido
foi conjugado em H. seropedicae e nas estirpes mutantes, Fnr’, ntrC’, ntrY" e narL’

para realizacédo dos ensaios de B-galactosidase.
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Bglll
AGATCT

NtrC
GCAG
Fr

aaagcgcgatgaagccggac-agtg-ccatttccttgctcttgtc
cctcccgttcggactgagtaggcccaaagggccgtatcgaaggcctgactcccg-

tcgatacgcggctatgccgc tccgaacggtagtgtcagcgcecctctceccece
ttagccaaaagaactagtccttccggcagcectcececectectecttetececcttecceegece

G70 = +1
tcaccgacggaccgatatggeccgcctgccectgatcgectaagectgaagecdtcegatcea
acatccgcaggaggctccATGTCCGACCCGCGCAAGGCCAACGGGGTGCTGGCGTCCA
GTACGCTGGCCTTCACTGTCTGCTTCACCATCTGGATGATGTTTGGCGTGATCGGCAT

Pstl
CCCGATCAAGAACGCCCTGCAGCTCAACGAAACCGAATTCGGCCTGCTCACCGCCATG

FIGURA 17 — REGIAO REGULATORIA DO OPERON narK;UGHJImoaA DE H.

seropedicae

Em letras mailsculas, regido codificadora dos genes. Em laranja e verde: sequéncias
correspondentes aos genes Hsero 3647 e narK1l, respectivamente; em azul claro: sitio de restricao
de Bglll; em azul escuro: sitio de restricdo de Pstl. Regides realcadas em roxo, verde e vermelho:
possiveis sitios de ligacdo reconhecidos pelas proteinas NtrC, Fnr e NarL, respectivamente; em
amarelo: possivel sitio de ligacédo de 0. O provével inicio de transcricéo esta indicado pela seta.
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FIGURA 18 — CONFIRMACAO DA CONSTRUCAO DO PLASMIDEO pMP-narK;U
Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1x. MM: marcador molecular (Fermentas); linha 1:
plasmideo pMP-narK;U digerido com as enzimas de restricdo Bglll e Pstl. A seta indica o fragmento
de inserto liberado que contém 711 pb. A banda com aproximadamente 10 Kb corresponde ao vetor
pMP220.
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Primeiramente os ensaios de [3-galactosidase foram realizados com estirpe
selvagem contendo o plasmideo pMP-narK;U. Foi observado nivel de expressao
significativo apenas em condi¢cdes com baixo nivel de oxigenacdo das culturas
(dados ndo mostrados). Com isso, o perfil de expressao deste promotor foi avaliado
ao longo do tempo em condicdo de microaeragcédo (1:2), ou seja, com volume de
cultura correspondente & metade da capacidade do frasco (ver secdo 3.10) (FIGURA
19). Foi observada expressao do promotor apenas nas condicbes que continham
nitrato. Maxima expressdo € atingida entre seis e oito horas, com queda a partir
deste ponto. Com isso, foi escolhido um tempo de seis horas para realizacdo dos

demais ensaios.
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FIGURA 19 — PERFIL DE EXPRESSAO DO OPERON narK;UGHJImoaA DE H.

seropedicae SmR1 AO LONGO DO TEMPO

A estirpe SmR1 contendo o plasmideo pMP-narK;U foi inoculada a D.O.gq inicial de 0,1 e mantida a
30°C sob agitacao durante 24 horas. Foram feitos in6culos em meio NFb-malato em cinco fontes de
nitrogénio diferentes: aménio 20 mM, nitrato 10 mM, glutamato 5 mM, nitrato 10 mM + aménio 1 mM e
nitrato 10 mM + glutamato 1 mM. Nos tempos indicados foram retiradas aliquotas para o ensaio de [3-
galactosidase. O ensaio foi realizado em condicdo microaeragdo (1:2). As barras de erro
correspondem ao desvio padrdo das médias de trés experimentos independentes.

Em seguida, foram realizados ensaios de [-galactosidase em vérias
concentragfes iniciais de oxigénio (FIGURA 20) utilizando nitrato como fonte de
nitrogénio. Este ensaio também foi realizado em nitrato adicionado de glutamato 1
mM, condi¢cdo onde o perfil de expressdo de narK;U se assemelha a condi¢cdo que

contém apenas nitrato. Como resultado, em aerobiose néo foi observado atividade
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do promotor, enquanto que nas condi¢cdes nas quais a aeracdo € diminuida, é
observado um aumento da expressao. Em concentragéo de oxigénio inicial de 15%,
verificou-se uma maior atividade na condicdo com nitrato suplementado com
glutamato 1 mM em relagao a nitrato apenas. Provavelmente, essa maior atividade
na primeira condicdo é resultante da maior densidade Optica na cultura, promovida
pela presenca de duas fontes de nitrogénio, o que contribuiu para diminuir ainda

mais a concentracao de oxigénio no meio.
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FIGURA 20 — PERFIL DE EXPRESSAO DO OPERON narK;UGHImoaA DE H.

seropedicae SmR1 EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE OXIGENIO INICIAL
A estirpe SmR1 contendo o plasmideo pMP-narK;U foi inoculada a D.O.gq inicial de 0,1 e mantida a
30°C sob agitacdo durante 6 horas. Foram feitos indculos em meio NFb-malato em duas fontes de
nitrogénio diferentes: nitrato 10 mM e nitrato 10 mM + glutamato 1 mM. O ensaio foi realizado em
diferentes concentracdes de oxigénio iniciais (1, 5 e 15%). Como controle foi utilizado cultura mantida
sob oxigenacao constante (20%). As barras de erros correspondem ao desvio padrdo das médias de
dois experimentos independentes.

A atividade do promotor € maxima entre 1% e 5% de oxigénio inicial e ndo
houve diferencas significativas entre as fontes de nitrogénio utilizadas nestas
condi¢cbes. Como o crescimento das culturas foi muito baixo em concentracdo de
oxigénio de 1%, para realizacdo dos demais ensaios foi escolhida concentracéo
inicial de 5% de oxigénio.

Depois de estabelecer as condicbes do ensaio, estirpes selvagem e

mutantes Fnr’, ntrC’, ntrY" e narL™ foram cultivadas por seis horas, em condi¢cao
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microaerobiose (5% de oxigénio inicial) ou aerobiose e em trés fontes de nitrogénio:
(1) ambénio 20 mM, (2) glutamato 5 mM e (3) nitrato 10 mM + glutamato 1 mM. Como
realizado para 0s ensaios com a regidao promotora de narXL, a condi¢do nitrato +
glutamato foi utilizada ao invés de nitrato apenas, porque 0os mutantes ntrC’, ntrY" e
narL™ ndo sdo capazes de crescer em nitrato como Unica fonte de nitrogénio.

Como observado anteriormente (FIGURAS 19 e 20), os resultados
apresentados na figura 21 mostraram que a expressao da regido promotora de
narK;U foi induzida apenas em baixo oxigénio e na presenca de nitrato. Essa
inducdo de expressdo ndo € visualizada quando o ensaio foi realizado na estirpe
mutante Fnr' (FIGURA 21A). Este é um forte indicio de que a indugcdo de expressao
de narK;U em resposta a nitrato e baixo oxigénio é dependente de Fnr.

No ensaio realizado com o mutante ntrC" (FIGURA 21B) ocorreu um
aumento de expressdo de cerca de 2x na condi¢cdo nitrato e baixo oxigénio, indicio
de que a proteina NtrC pode estar envolvida com a repressdo de narK;U nesta
condicdo. J4 no ensaio realizado com o mutante ntrY" (FIGURA 21C), ndo ha
diferenca significativa com o selvagem, o que sugere que o sistema de dois
componentes NtrY/NtrX néo regula esse operon. Por outro lado, a proteina NarL
parece reprimir esse operon em baixo oxigénio independente da fonte de nitrogénio.
Isso foi observado pela maior atividade do promotor nessas condi¢des, no mutante
narL” (FIGURA 21D).
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FIGURA 21 — PERFIL DE EXPRESSAO DO OPERON narK;UGHJImoaA DE H.

seropedicae SmR1 EM ESTIRPE SELVAGEM E ESTIRPES MUTANTES

Estirpe SmR1 e estirpes mutantes Fnr’, ntrC’, ntrY™ e narL” contendo o plasmideo pMP-narK;U foram
inoculadas a D.O.g inicial de 0,1 e mantida a 30°C sob agitacdo durante 6 horas. Foram feitos
in6culos em meio NFb-malato em trés fontes de nitrogénio diferentes: aménio 20 mM, glutamato 5
mM e nitrato 10 mM + glutamato 1 mM. O ensaio foi realizado em condigdo microaerobiose (5% de
oxigénio inicial) (-O,) ou aerobiose (+0O,), conforme indicado. As figuras mostram comparacdo de
estirpe selvagem com (A) Fnr’, (B) ntrC’, (C) ntrY e (D) narL". A atividade especifica foi expressa em
nmol de o-nitrofenol produzido por minuto por miligrama de proteina. As barras de erro correspondem
ao desvio padrdo das médias de quatro experimentos independentes, realizados em triplicata
biolégica.

Em conjunto, os dados indicam que a expressao da regido promotora de
narK;UGHJImoaA de H. seropedicae € induzida por baixo oxigénio, via Fnr, e na
presenca de nitrato. Entretanto, o efeito de nitrato sobre a expressdo do promotor a
montante de narK; envolve uma proteina regulatoria ndo identificada (FIGURA 21).

Em baixa oxigenag¢do das culturas, o nivel de inducdo deste operon em nitrato
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adicionado de glutamato em relagdo a amonio € de quase 26 vezes. A organizacao
e regulacdo desses genes em H. seropedicae € semelhante ao observado em P.
aeruginosa (narkK;K,GHJI) e E. coli (narKGHJI). Nas duas ultimas bactérias, a
expressao de narK é induzida em resposta a baixo nivel de oxigénio e na presenca
de nitrato. A proteina Fnr (ou Anr, homologo de Fnr, no caso de P. aeruginosa) ativa
esse promotor em baixo oxigénio (KOLESNIKOW et al., 1992; SCHREIBER et al.,
2007). Entretanto, nestas bactérias, o efeito ativador do nitrato é efetuado por NarL,
ao contrario do que foi observado para H. seropedicae, onde observa-se que esta
proteina parece reprimir a expressado do operon narkK;U em baixo oxigénio.

A regido regulatéria de narK/narK; tanto de P. aeruginosa quanto de E. coli,
apresenta sitio conservado para Fnr (ou Anr no caso de P. aeruginosa)
(KOLESNIKOW et al., 1992; SCHREIBER et al., 2007). Por outro lado, a regiédo
correspondente em H. seropedicae, apresenta um sitio para Fnr mal conservado e
distante do sitio de ligacdo para o fator o’°. Com isso, é possivel que o efeito de Fnr
sobre a expresédo de narK;UGHJImoaA seja indireto ou entdo que o consenso de
Fnr de E. coli seja diferente de H. seropedicae.

Em H. seropedicae, as proteinas NtrY/NtrX ndo parecem ter influéncia sobre
a expressdo de narK;U. Por outro lado, NtrC parece exercer um efeito repressor

sobre essa regido promotora.

4.2.3 Operon nasFED

Os genes do operon nasFED codificam para um transportador de
nitrato/nitrito do tipo ABC. A regulacdo deste operon foi bem estudada em K.
pneumoniae. Neste organismo, 0 operon esta sujeito a regulacdo negativa por
amonio, via sistema Ntr, e a regulacdo positiva por nitrato/nitrito, via proteina NasR
(LIN; STEWART, 1996; WU et al., 1999). Em H. seropedicae, a organizacdo destes
genes é semelhante a de K. pneumoniae. Em H. seropedicae, tem-se indicios de
gue a expressao desses genes € induzida por NtrC e NtrY/NtrX e também por nitrato
(ALVES, 2006).

Foram identificados através das analises in silico, sequéncias bem
conservadas de ligacdo a proteina NtrC, & proteina NarL e ao fator o™
(CTGGCACG-N4-TTGCT) (FIGURA 22). Nao foi encontrado sitio de ligagédo para o

fator 0’°. Com base no sitio para o fator 6> e nos dados de transcriptoma, foi
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possivel identificar o provavel inicio de transcri¢do, localizado a 147 pares de base
do inicio de traducdo proposto. Foram encontradas nessa longa regido de RNA duas
regides que formam grampos estaveis (FIGURA 23), os quais podem ter um papel
importante na regulacéo do operon nasFED.

NASF FOR

cgccttgggcgtatcgtcggecttggtaccagecgtgceca gggctagcctgaggc
gtatcagcagcgtggaccgcagctgtgctggagaggcccagcgtggccaggcaggaca
agaggaccggggcgaggagctttttattcatctgcttgggactccattcacgttacgg
aaacggcatccctgcaggatgcccaaaaagaacacggcgcggacggtgaccaggcacce
gtgcgcgccgtgctceccecccecgcaacccecggatgttatcaggecttgegeggtcacgggea
ggattgatcctgcctatatcttceccctagcaacagcaggatcagcaggatgatgacgat

ggtgccagcga‘gggaccatagccccagttgcggctgtgcggccaggctggg
atcacgcccagcaggatcaggataaggacgatgagcaggatggtgccgagggtcatgg
acgttctcctttgttattgatgggtacgttggctcgccaggcgagcgatagtgctgaa
gcatcataggtccggcaggcccaccgccacgatcagecgtgcatcgcaagatgcectgtag

gagaacgcggcaagtgcaggtaggcgggcggcgcgggcaataccgggggacg-ca

tct tg aaatg_cagcacgcccgcgcagagcgcgcgcaccac
gcgggcgcggccccgcecgccaatttectgecgaaccecctgecgageccactgecgggecgeggce
™+l
tttgcgccggtcecgtcecggceta ctct-gaaaggtggtc@gagcgcag
atagtgcgcagcaggtgtgaccaacggeggtegegeegt ccaagacaaaggegteette
eggeaagaggtectecatgetggaacacgecttttttcattgttggecttccgataattce
EcoRlI
gacacgcatggggaaggttgctATGGAATTCAAGGCTCACAACAAGGCTCACGACGAA

NASF REV nasFED

FIGURA 22 — REGIAO REGULATORIA DO OPERON nasFED DE H. seropedicae
Em vermelho: regido codificadora de nasF; em laranja: sitio de restricdo de BamHI; em azul claro:
sitio de restricdo de EcoRIl. Regibes sombreadas: em cinza: primers NASF FOR e REV; em roxo e
vermelho: possiveis sitios de liga¢@o reconhecidos pelas proteinas NtrC e NarL, respectivamente; em
azul, sitio reconhecido pelo fator 6>*. O provéavel inicio de transcricdo esta indicado pela seta.
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/ H\\ Grampo 2 (grampo terminador)
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FIGURA 23 — ESTRUTURA EM GRAMPO FORMADA PELO RNA DA REGIAO

PROMOTORA DO OPERON nasFED DE H. seropedicae
A estrutura em grampo corresponde a regido sublinhada na figura 22.
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Como néo foi identificado nenhum gene logo a montante do gene nasF, uma
regido longa contendo 973 pares de base foi amplificada através de PCR (FIGURA
22) e clonada no vetor pTZ57R/T. O inserto contido no plasmideo construido foi
sequenciado para confirmar auséncia de mutagdes. O fragmento foi entdo digerido
com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI. O produto de digestdo, com 916 pares
de base, foi clonado entre os sitios Bglll e EcoRl de pMP220. A clonagem foi
confirmada por digestdo do plasmideo pMP-nasFED com as enzimas de restricdo
Bglll e EcoRIl (FIGURA 24). Em seguida, este plasmideo foi conjugado em H.
seropedicae e estirpes mutantes para realizacdo de ensaios de (B-galactosidase.

=
= -

10 Kb—E s

[

1 Kb -
750 pb

FIGURA 24 — CONFIRMACAO DA CONSTRUCAO DO PLASMIDEO pMP-nasFED

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1x. MM: marcador molecular (Fermentas); linha 1:
plasmideo pMP-nasFED digerido com as enzimas de restricdo Bglll e EcoRIl. A seta indica o
fragmento de inserto liberado. A banda com aproximadamente 10 Kb corresponde ao vetor pMP220.

Assim como realizado para as regides promotoras narXL e narK;U, o perfil
de expresséao de nasFED foi avaliado ao longo do tempo utilizando estirpe selvagem
contendo o plasmideo pMP-nasFED (FIGURA 25). De modo geral, os niveis de
expressao deste promotor foram baixos, atingindo cerca de 200 unidades de Miller.
Os maiores niveis de expressao foram observados nas trés condicbes que contém
nitrato entre quatro e oito horas. Também houve aumento de expressdo em baixo
nitrogénio (glutamato 5 mM), mas em menor escala quando comparado com nitrato.
Entretanto, apds 24 horas, a regido promotora de nasFED atingiu valor maximo. Ja

em alto nitrogénio (ambnio 20 mM), ndo houve expressao significativa da regido
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promotora de nasFED. Com isso, foi escolhido tempo de seis horas para a
realizacdo dos demais ensaios. Como as estirpes mutantes ntrC’, ntrY" e narL" n&o
crescem em nitrato com Unica fonte de nitrogénio, o efeito do nitrato sobre a
expressao de nasFED foi avaliado através de cultivo das estirpes em nitrato 10 mM

suplementado com amdnio 1 mM.
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FIGURA 25 — PERFIL DE EXPRESSAO DO OPERON nasFED DE H. seropedicae

SmR1 AO LONGO DO TEMPO

A estirpe SmR1 contendo o plasmideo pMP-nasFED foi inoculada a D.O.gqg inicial de 0,1 e mantida a
30°C sob agitacdo durante 24 horas. Foram feitos indculos em meio NFb-malato em cinco fontes de
nitrogénio diferentes: aménio 20 mM, nitrato 10 mM, glutamato 5 mM, nitrato 10 mM + aménio 1 mM e
nitrato 10 mM + glutamato 1 mM. Nos tempos indicados foram retiradas aliquotas para o ensaio de [3-
galactosidase. O ensaio foi realizado em condi¢édo aerobiose. As barras de erros correspondem ao
desvio padrdo das médias de trés experimentos independentes.

A figura 26 mostra os dados obtidos para os ensaios de B-galactosidase nas
estirpes mutantes, comparando com estirpe selvagem. As proteinas NtrC e
NtrY/NtrX muito provavelmente exercem efeito de ativador de expressédo do operon
nasFED, ja que tanto em baixo nitrogénio (glutamato) e em nitrato, houve queda de
atividade do promotor nas estirpes ntrC™ e ntrY” (FIGURAS 26A e 26B). Por outro
lado, na estirpe narL" ha aumento nos niveis de expressdo em baixo nitrogénio, o
que sugere que a proteina NarL atua como repressor desta regido promotora nesta
condicdo (FIGURA 26C). Em nitrato, NarL ndo tem efeito sobre a expressao de
nasFED.
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FIGURA 26 — PERFIL DE EXPRESSAO DO OPERON nasFED DE H. seropedicae

SmR1 EM ESTIRPE SELVAGEM E ESTIRPES MUTANTES

Estirpe SmR1 e estirpes mutantes ntrC’, ntrY” e narL” contendo o plasmideo pMP-nasFED foram
inoculadas a D.O.g inicial de 0,1 e mantida a 30°C sob agitacdo durante 6 horas. Foram feitos
inéculos em meio NFb-malato em trés fontes de nitrogénio diferentes: amonio 20 mM, glutamato 5
mM e nitrato 10 mM + aménio 1 mM. O ensaio foi realizado em condicdo aerobiose. As figuras
mostram comparacao de estirpe selvagem com (A) ntrC’, (B) ntrY™ e (C) narL". A atividade especifica
foi expressa em nmol de o-nitrofenol produzido por minuto por miligrama de proteina. As barras de
erros correspondem ao desvio padréo das médias de quatro experimentos independentes, realizados
em triplicata bioldgica.

Os experimentos realizados neste trabalho permitem concluir que o nitrato é
o principal sinal ativador para expressao do operon nasFED em H. seropedicae e
gue essa ativacdo depende de NtrY/NtrX e NtrC e auséncia de amoénio (FIGURAS
25 e 26). O nivel de inducéo de nitrato em relacdo a amonio € de quase 38 vezes.

Em K. pneumoniae, onde a regulacdo deste operon é bem entendida, a
expressdo de nasF € induzida por nitrato através da proteina NasR, por um
mecanismo de anti-terminacdo, e também pela proteina NtrC (FIGURA 4). H.
seropedicae também apresenta um gene nasR, com 56% de similaridade do gene
nask de K. pneumoniae. O produto deste gene em H. seropedicae poderia atuar na

ativacdo de expressao de nasFED, assim como descrito para K. pneumoniae. A
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presenca de um grampo terminador na regido promotora de nasF (grampo 2
representado na FIGURA 23) indica que ele pode estar envolvido na ativacido de
transcricdo deste gene. Como ocorre em K. pneumoniae, a possivel ligacdo da
proteina NasR no grampo 1 (FIGURA 23) poderia impedir a formacdo do grampo
terminador (grampo 2), levando a transcricdo dos genes do operon nasFED (CHAI;
STEWART, 1998; 1999).

As proteinas NtrC e NtrY/NtrX sdo os principais ativadores de expressao do
operon nasFED em H. seropedicae. Esses dados sao consistentes com o que foi
observado em K. pneumoniae. Neste organismo, a expressao do operon nasFED é
induzida de forma direta pela proteina NtrC, via fator o>* (LIN; STEWART, 1996).
Como foram encontrados possiveis sitios de ligacédo para NtrC e fator 0> na regi&o
promotora de nasF de H. seropedicae, é possivel que o efeito de NtrC na ativacao
desta regido promotora também seja direto (FIGURA 22). Por outro lado, K.
pneumoniae ndo apresenta genes que codificam para as proteinas NtrY e NtrX. O
efeito ativador de NtrX e NtrY sobre a regido do operon nasFED nunca tinha sido
mostrado em outros organismos.

Em limitacdo de nitrogénio (glutamato 5 mM) também houve inducédo de
expressdo do operon nasFED de H. seropedicae, mas em menor escala quando
comparado com a condicdo contendo nitrato (FIGURAS 25 e 26). De forma
semelhante, em K. pneumoniae, nasF também apresenta leve inducdo por baixa
concentracdo de nitrogénio. Neste organismo, foi proposto que essa inducdo pode
ser mediada por NasR, ja que o gene que codifica para esta proteina, nasR, esta
sob controle do Sistema Ntr (qQue esta ativo em baixo nitrogénio) (LIN; STEWART,
1996; WU et al., 1999). Em H. seropedicae, na regido a montante de nasR, provavel
regido regulatoria deste gene, sdo encontrados possiveis sitios de ligacao para NtrC
e 0. Este é um indicio que neste organismo, assim como ocorre em K.
pneumoniae, nasR é regulado pelo sistema Ntr.

A proteina NarL ndo afetou a expressdao de nasFED de H. seropedicae na
presenca de nitrato (FIGURA 26), o que é consistente com dados para K.
pneumoniae. Neste organismo, foi demonstrado que NarL ndo € importante para a
atividade da nitrato redutase assimilatdria o que sugere gue esta proteina néo regula
genes envolvidos com a assimilagéo de nitrato, como exemplo, hasFED (STEWART,
1982).
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4.3 ANALISE FUNCIONAL DE NarG E NasA ATRAVES DE MUTAGENESE

No genoma de H. seropedicae sao encontrados genes que codificam para
duas provaveis nitrato redutases: a nitrato redutase assimilatéria (genes nasA e
Hsero _2899) e a nitrato redutase respiratéria (genes narGHI) (PEDROSA et al.,
2011). Em condi¢cdes normais de aeracao, este organismo é capaz de crescer em
meio contendo nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Desse modo, € provavel que o
nitrato seja assimilado por H. seropedicae através da nitrato redutase assimilatoria.
O nitrito gerado por esta enzima provavelmente é convertido a aménio através da
provavel nitrito redutase codificada pelos genes nirBD.

Por outro lado, na auséncia de oxigénio H. seropedicae ndo é capaz de
crescer na presenca de nitrato como unica fonte de nitrogénio (BALDANI et al.,
1986). Com isso, € intrigante que esta bactéria apresente genes cujos produtos
estdo envolvidos com a utilizagdo de nitrato como aceptor final de elétrons (genes
narGHI). Além disso, em meio semi-sélido contendo nitrato ndo foi possivel detectar
guantidades significativas de N,O, o0 que sugere que este organismo nao € capaz de
denitrificar nitrato em anaerobiose (BALDANI et al., 1986). Esta observacdo é
coerente com a auséncia no genoma de H. seropedicae de genes que codificam
para nitrito redutase dissimilatéria, éxido nitrico redutase e Oxido nitroso redutase,
enzimas que estao relacionadas com a denitrificacédo de nitrato.

Com base nisso, um dos objetivos deste estudo foi investigar o papel das
duas provaveis nitrato redutases de H. seropedicae. Para isso, 0s genes nasA e
narG, que codificam para as subunidades cataliticas da nitrato redutase assimilatoria
e nitrato redutase respiratoria, respectivamente, foram deletados. Foram construidos
mutantes simples (nasA” e narG’) e mutante duplo (harGnasA’). O fendtipo dos trés
mutantes foi avaliado quanto a capacidade de crescer em amoénio e nitrato em

aerobiose e microaerobiose e quanto a capacidade de produzir nitrito.

4.3.1 Construcéo e confirmacédo dos mutantes narG’, nasA™ e narGnasA

Para construcdo dos mutantes simples narG™ e nasA’, foram deletados 3651
pb e 2715 pb destes genes, respectivamente, conforme estratégia descrita ha secao
3.12. Primeiramente, foram construidos os plasmideos pSUP-narG-sacB e pSUP-

nasA-sacB. A identidade deles foi confirmada através de digestdo destes com as
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enzimas de restricio BamHI e Sall (FIGURA 27). Os fragmentos liberados
correspondem ao vetor pSUP202 (cerca de 7,7 Kb), ao fragmento sacB-Km (cerca
de 5 Kb) e as regibes UP-DOWN de narG (1,1 Kb) (FIGURA 27A) ou nasA (1,2 Kb)
(FIGURA 27B). Em seguida, estes dois plasmideos construidos foram transferidos
por conjugacao para H. seropedicae e as colonias que sofreram os dois eventos de

recombinacédo foram selecionadas.
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FIGURA 27 — CONFIRMACAO DA CONSTRUCAO DOS PLASMIDEOS pSUP-

narG-sacB E pSUP-nasA-sacB

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1x. A) MM: marcador molecular (Fermentas); linha
1: plasmideo pSUP-narG-sacB digerido com as enzimas de restricdo BamHI e Sall. B) MM: marcador
molecular (Fermentas); linha 1: plasmideo pSUP-nasA-sacB digerido com as enzimas de restricdo
BamHI e Sall.

A confirmacdo do mutante narG™ foi realizada através de PCR.
Primeiramente foi realizada uma PCR com os primers NARG UP FOR e NARG
DOWN REV para confirmar que esse mutante contém a “copia deletada”,
correspondente aos fragmentos UP-DOWN ligados (FIGURA 28A). Apenas na PCR
realizada com o mutante narG™ houve amplificacdo de uma banda com cerca de 1,1

Kb que corresponde a “copia deletada”. Como o gene narG € muito grande (3,7 Kb)
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ndo foi possivel visualizar a amplificacdo da banda correspondente a “copia
selvagem” na estirpe selvagem. Em funcéo disso, uma segunda PCR foi realizada
com um dos primers anelando dentro da regido que deveria estar deletada. A banda
correspondente a este fragmento foi amplificada apenas na PCR realizada com a
estirpe selvagem, o que confirma que a estirpe narG™ ndo possui uma copia intacta
do gene narG (FIGURA 28B).

ﬁ 1 eI ﬁ 613 pble 1 ]
I UP  DOWN ©UP l “Copia selvagem” " DOWN
“Copia deletada” (~1,1 Kb)
X x O
= % E 3
O~ 0 c
1,5 Kb
" (€= ~11Kb
1 Kb| s 700 Pb\_&
L - €613 pb
600 pb™ |
\\
A B L )

FIGURA 28 — CONFIRMACAO DO MUTANTE narG’

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1x. A) PCR realizada com os primers NARG UP
FOR e NARG DOWN REV. SmR1: estirpe selvagem, narG": mutante narG". O fragmento amplificado
de aproximadamente 1,1 Kb corresponde a “cépia deletada”, que esta indicada no esquema acima do
gel. B) PCR realizada com os primers NARG UP FOR e NARG REV. SmR1: estirpe selvagem, narG’:
mutante narG". O fragmento amplificado de 613 pares de base corresponde a regido indicada no
esguema localizado acima do gel.

O mutante nasA" também foi confirmado da mesma forma que o mutante
narG’. A figura 29A mostra que o mutante apresenta a “cépia deletada” do gene,
enquanto que a figura 29B mostra que ndo ha uma coépia intacta de nasA no
mutante. Assim como narG, o gene nasA é muito grande (2,7Kb) e, desse modo,
nao foi possivel visualizar a amplificagdo de banda correspondente a “coépia

selvagem” na PCR realizada a estirpe selvagem.
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FIGURA 29 — CONFIRMACAO DO MUTANTE nasA

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1x. A) PCR realizada com os primers NASA UP
FOR e NASA DOWN REV. SmR1.: estirpe selvagem, nasA": mutante nasA’. O fragmento amplificado
de aproximadamente 1,2 Kb corresponde a “cépia deletada” que esté indicada no esquema acima do
gel. B) PCR realizada com os primers NASA REV e NasA reverse (RT). SmR1: estirpe selvagem,
nasA": mutante nasA". O fragmento amplificado de 671 pares de base corresponde a regido indicada
no esquema localizado acima do gel.

O duplo mutante foi construido a partir do mutante narG’, no qual foi
introduzido o plasmideo pSUP-nasA-sacB. Na figura 30A e 30C estdo indicadas a
confirmacdo da delecdo do gene narG, enquanto que na figura 30B e 30D, a

confirmacado de que o gene nasA foi realmente deletado.
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FIGURA 30 — CONFIRMACAO DO DUPLO MUTANTE narGnasA

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1x. A) PCR realizada com os primers NARG UP
FOR e NARG DOWN REV. SmR1: estirpe selvagem, narGnasA duplo mutante. O fragmento
amplificado de aproximadamente 1,1 Kb corresponde a “cépia deletada”. B) PCR realizada com os
primers NASA UP FOR e NASA DOWN REV. SmR1: estirpe selvagem, narGnasA™: duplo mutante. O
fragmento amplificado de aproximadamente 1,2 Kb corresponde a “copia deletada”. C) PCR realizada
com os primers NARG UP FOR e NARG REV. SmR1: estirpe selvagem, narGnasA™: duplo mutante. O
fragmento amplificado de 613 pares de base corresponde a regido indicada no esquema localizado
acima do gel. D) PCR realizada com os primers NASA REV e NasA reverse (RT). SmR1: estirpe
selvagem, narGnasA": duplo mutante. O fragmento amplificado de 671 pares de base corresponde a
regido indicada no esquema localizado acima do gel.

4.3.2 Perfil de crescimento dos mutantes narG’, nasA” e narGnasA’

Apo6s confirmacéo da identidade das estirpes mutantes, o fendtipo delas foi
avaliado e comparado com a estirpe selvagem quanto a capacidade de crescimento
em diferentes fontes de nitrogénio (amoénio e nitrato), diferentes formas de aeracéo
(aerobiose e microaerobiose) e quanto a capacidade de produzir nitrito. Para isso,
primeiramente foram realizadas curvas de crescimento com as trés estirpes
mutantes e a selvagem em condicdo de aeracdo normal (aerobiose). A capacidade
de crescimento destas estirpes em amoénio e nitrato como Unicas fontes de
nitrogénio foi avaliada através da determinacdo da DOgg. A producao de nitrito foi
avaliada apenas na condi¢cdo com nitrato.

Em seguida, o perfil de crescimento das estirpes em amdnio e nitrato foi
avaliado em condicdes de baixa aeracdo (microaerobiose). O crescimento das
culturas foi acompanhado através de DOggo, dosagem de proteinas e viabilidade de
células. A producao de nitrito foi avaliada tanto na condi¢do com amdnio, como com

nitrato.
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Nas figuras 31A e 31B estdo representadas as curvas de crescimento em
aerobiose utilizando amobnio ou nitrato, como Unicas fontes de nitrogénio,
respectivamente. Em amoénio e aerobiose ndo houve diferenca significativa entre o
perfil de crescimento de estirpes mutantes e estirpe selvagem (FIGURA 31A).
Entretanto, em meio contendo nitrato como fonte Unica de nitrogénio o mutante
narG™ apresentou crescimento um pouco mais lento em relacéo a estirpe selvagem,
mas ao longo das 24 horas ambas as estirpes atingiram DOgo mMuito proximas
(FIGURA 31B). Neste ultimo caso, provavelmente a nitrato redutase assimilatoria
esta assimilando o nitrato, permitindo o crescimento do mutante narG™. O atraso no
crescimento desta Ultima estirpe sugere que a nitrato redutase respiratoria pode ter
fungéo complementar na assimilagao de nitrato. Por outro lado, 0 mutante nasA™ nao
foi capaz de crescer em nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Neste caso, a nitrato
redutase respiratéria ndo foi capaz de substituir a nitrato redutase assimilatoria. O
duplo mutante, como esperado, ndo foi capaz de crescer em nitrato. Estes
resultados mostram que a nitrato redutase assimilatéria € essencial para o consumo
de nitrato de H. seropedicae.

Na condicdo de aerobiose e nitrato, a producdo de nitrito pela estirpe
selvagem e pelo mutante narG™ também foi avaliada, mas ndo foram encontradas
diferencas importantes entre as duas estirpes. A baixa concentracdo de nitrito
detectada nessas duas estirpes deve ser decorrente de sua rapida conversdo em
amonio, catalisado pela nitrito redutase, e incorporacdo em biomoléculas, permitindo
seu crescimento. Na condicdo com amoénio e nos mutantes nasA e narGnasA™ 0
nitrito ndo foi quantificado, pois nestas condi¢des o nitrito esta presente apenas em
concentragbes muito pequenas.

Apés avaliar o efeito da oxigenacdo sobre o crescimento das estirpes
mutantes narG’, nasA" e narGnasA’, o crescimento destas e a producdo de nitrito
foram avaliados em condi¢cdes de microaerobiose (segundo item 3.13 de Material e
Métodos).

Conforme esperado, em meio contendo amoénio como Unica fonte de
nitrogénio, nenhuma das estirpes avaliadas apresentou producao significativa de
nitrito (FIGURA 33A). Por outro lado, as estirpes nasA™ e narGnasA™ apresentaram
crescimento ligeiramente maior que as estirpes selvagem e narG’. Com o intuito de
averiguar se essas diferencas foram resultado de diferencas na coloragcdo de

células, neste mesmo experimento foram retiradas aliquotas para dosagem de



83

proteinas. Entretanto, como observado na figura 33A, o perfil de concentracdo de
proteinas e de DOgoo € bastante semelhante. Além disso, a viabilidade das células
também foi avaliada através de contagem de col6nias em placa (conforme item 1.15
de Material e Métodos) (FIGURA 34A). Novamente, o mesmo perfil observado
anteriormente foi visualizado: as estirpes nasA” e narGnasA apresentam
crescimento maior em relacao as estirpes selvagem e narG™. Além disso, esta figura
mostra que o numero de células presentes no tempo Oh das estirpes nasA e
narGnasA” é maior em relacdo as duas outras estirpes. O tempo de geracao das
guatro estirpes em amoénio e microaerobiose é muito semelhante (cerca de seis
horas).

Por outro lado, em experimentos anteriores, realizados nas mesmas
condicBes do que os descritos na figura 32A (dados ndo mostrados) foi observado
gue as trés estirpes mutantes apresentaram crescimento maior que a estirpe
selvagem.

Juntos, os resultados mostrados acima indicam que o crescimento maior das
estirpes nasA” e narGnasA” sobre as estirpes selvagem e narG™ provavelmente é
explicado pelo in6culo maior das duas primeiras estirpes em relacdo as duas
Ultimas. Isso é claramente observado através da figura 34A. Apesar de a DOggo dos
inéculos correspondentes ao tempo Oh de todas as estirpes ter sido averiguada,
ainda foram observadas diferencas nos indculos iniciais.

O crescimento de estirpe selvagem e estirpes mutantes também foi avaliado
em microaerobiose e na presenca de nitrato como Unica fonte de nitrogénio. De
forma inesperada, o mutante narG" foi capaz de crescer mais que a estirpe selvagem
(FIGURA 32B). Até aproximadamente dez horas, o perfil de crescimento das duas
estirpes foi semelhante. Entretanto, a partir deste tempo, o mutante narG™ continuou
crescendo, enquanto que a estirpe selvagem parou de crescer. Além disso, a
concentragdo de nitrito variou bastante entre as duas estirpes. Na estirpe selvagem,
a concentracdo de nitrito chega a quase 4 mM em 10 horas, e atinge pico maximo
de 8,3 mM no tempo de 24 horas. No mutante narG’, a concentracdo maxima de
nitrito atingida ndo passa de 0,5 mM.

Como descrito anteriormente, na condigdo microaerobiose e nitrato também
foi realizada dosagem de proteinas para as quatro estirpes avaliadas (FIGURA 33B).
Para o mutante narG’, foi constatado um aumento na concentracéo de proteinas ao

longo do tempo, 0 que é coerente o0 crescimento desta estirpe observado através da
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DOeoo. Entretanto, o resultado das dosagens efetuadas com a estirpe selvagem
guando em concentracdo alta de nitrito ndo sdo confidveis, pois quando em contato
com Bradford, as amostras apresentaram coloragdo esverdeada. Os resultados de
viabilidade celular mostram que os perfis de crescimento de SmR1 e narG™ sdo muito
semelhantes (FIGURA 34B).

Como observado anteriormente na condicdo de aerobiose, em
microaerobiose, as estirpes nasA” e narGnasA ndo foram capazes de crescer em
nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Esse efeito é constatado tanto por DOsgoo,

como por dosagem de proteina e por viabilidade celular.
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FIGURA 31 — CURVA DE CRESCIMENTO DE ESTIRPE SELVAGEM E ESTIRPES

MUTANTES narG’, nasA" e narGnasA" EM AEROBIOSE

Estirpes de H. seropedicae foram inoculadas a DOg inicial de 0,04 (leitor de microplacas Biotek) e
mantidas a 30°C sob agitacdo, em condi¢cdo de aera¢do normal, durante 24 horas. Foram feitos
in6culos em meio NFb-malato em (A) amoénio 20 mM ou (B) nitrato 10 mM como Unicas fontes de
nitrogénio. As linhas preenchidas correspondem a DOgy, enquanto que as linhas pontilhadas
correspondem a concentracdo de nitrito no sobrenadante. As barras de erros correspondem ao

desvio padrao da média de dois experimentos.



86

0’3_- oly
,..f §

A —m—SmR1
1’0 - —@— nafG-
] hasA-
0,9 1 —wv— harG-/nasA- /v/V 48
0,8 v
] «——" =)
0,7 - £
1 ./l ] 6 :
0,6 _ ./ E
) / =
8 0,5 )
2 : o . 4o
0,4 /v/ G
v /m cg
e
(0]
o
c
o
(@]

0,1 r. 'J v

010 B 0
0 5 10 15 20 25 30 35

tempo (h)
B —m— SmRA1

1,09 | —®—narG-
- nasA- L EEUR

099 | —w— narG-/nasA- W s 18

0,8 L

0,7 4
0,6- /0—\—\_0

0,4 -
0,3 - /
0 2_- o® ./ 42

DOGOO
(]
(8]
1
. .
1
S
Concentragéo de nitrito (mM)

tempo (h)

FIGURA 32 — CURVA DE CRESCIMENTO DE ESTIRPE SELVAGEM E ESTIRPES

MUTANTES narG’, nasA" E narGnasA" EM MICROAEROBIOSE

Estirpes de H. seropedicae foram inoculadas a DOgq inicial por volta de 0,04 (leitor de microplacas
Berthold) e mantidas a 30°C sob agitacdo, em condi¢ées de microaerobiose (item 3.13), durante 36
horas. Foram feitos inéculos em meio NFb-malato em (A) aménio 20 mM ou (B) nitrato 10 mM como
Unicas fontes de nitrogénio. As linhas preenchidas correspondem a DOggo, €nquanto que as linhas
pontilhadas correspondem a concentragdo de nitrito no sobrenadante.
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FIGURA 33 — CURVA DE CONCENTRACAO DE PROTEINA DE ESTIRPE
SELVAGEM E ESTIRPES MUTANTES narG, nasA" E narGnasA" EM

MICROAEROBIOSE

Estirpes de H. seropedicae foram inoculadas a DOgqg inicial por volta de 0,04 (leitor de microplacas
Berthold) e mantidas a 30°C sob agitacdo em condi¢cdes de microaerobiose (item 3.13), durante 36
horas. Foram feitos in6culos em meio NFb-malato em (A) amdnio 20 mM ou (B) nitrato 10 mM, como
Unicas fontes de nitrogénio. Nos tempos indicados foram retiradas aliquotas para dosagem de
proteinas conforme item 3.11 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 34 — CURVA DE VIABILIDADE DE CELULAS DE ESTIRPE SELVAGEM E

ESTIRPES MUTANTES narG’, nasA" E narGnasA" EM MICROAEROBIOSE

Estirpes de H. seropedicae foram inoculadas a DOgqg inicial por volta de 0,04 (leitor de microplacas
Berthold) e mantidas a 30°C sob agitacdo em condi¢cdes de microaerobiose (item 3.13), durante 36
horas. Foram feitos in6culos em meio NFb-malato em (A) aménio 20 mM ou (B) nitrato 10 mM. Nos
tempos indicados foram retiradas aliquotas para contagem de células conforme item 3.15 de
Materiais e Métodos.
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Os resultados encontrados neste trabalho mostram que os genes nasA e
narG de H. seropedicae s&o importantes para o metabolismo de nitrato neste
organismo e que provavelmente eles codificam as subunidades cataliticas das
nitrato redutases assimilatoria e respiratéria, respectivamente.

O gene nasA de H. seropedicae € indispensavel para o consumo de nitrato,
pois o mutante nasA™ ndo foi capaz de crescer em aerobiose ou baixos niveis de
oxigenagcdo em nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Situacdo semelhante foi
observada em K. pneumoniae. Neste organismo, que como H. seropedicae
apresenta genes que codificam para nitrato redutases assimilatéria e respiratéria, o
mutante nasA” também néo foi capaz de crescer em nitrato (LIN et al., 1993).

Por outro lado, o gene narG pode ser importante para assimilacdo de nitrato
em H. seropedicae, pois apesar de o mutante narG" ter sido capaz de crescer em
nitrato e em aerobiose, esse crescimento foi mais lento. Ja foi reportada funcao de
assimilacdo de nitrato para a nitrato redutase respiratéria em Mycobacterium
tuberculosis. Entretanto neste microrganismo, o mutante narG" nao foi capaz de
crescer em nitrato como Unica fonte de nitrogénio (MALM et al., 2009).

Em nitrato e microaerobiose, é observado um aumento na concentracédo de
nitrito no meio ao longo do tempo na estirpe selvagem, o que nao ocorre no mutante
narG’. Isso sugere que o produto do gene narG esta relacionado com alta producéo
de nitrito, o que tem um efeito téxico para a célula, ja que a estirpe selvagem nao é
mais capaz de crescer em nitrato, quando os niveis de nitrito no sobrenadante estédo
maiores que 4 mM (FIGURA 32B). E possivel que nesta condi¢édo os genes nirBD
NAo Sejam expressos ou sejam expressos em niveis muito baixos. Guimaraes (2011)
mostrou por PCR em tempo real que o gene nirD é reprimido em cerca de 40 vezes
em DOgoo 1,0, condicdo com baixa aeracdo da cultura, em relacdo a DOegyo 0,5.
Desse modo, a quantidade da nitrito redutase NirBD presente na célula pode nao ser
suficiente para metabolizar todo o nitrito produzido por NarGHI. Como consequéncia,
h& excesso de producao de nitrito, o qual € exportado para o meio e € toxico para a
célula.

Apesar de a estirpe narG™ apresentar crescimento maior que a selvagem em
nitrato e microaerobiose (FIGURA 32B), ambas as estirpes apresentam viabilidade
celular semelhantes entre si (FIGURA 34B). Isso sugere que o mutante narG™ é

menos viavel que SmR1.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A nitrato redutase assimilatéria de H. seropedicae é essencial para o
consumo de nitrato neste organismo, pois 0 mutante nasA" nao foi capaz de crescer
em meio contendo nitrato como Unica fonte de nitrogénio (FIGURAS 31B E 32B). Em
trabalhos anteriores foi mostrado que os mutantes ntrC’, ntrY" e narL" ndo séo
capazes de crescer em nitrato como Unica fonte de nitrogénio (PERSUHN et al.,
2000; ALVES, 2004; OLIVEIRA, 2008). Além disso, as proteinas mutadas nestes
trés ultimos mutantes (NtrC, NtrY e NarL) sdo indispensaveis para a expressao do
operon narKnirBDHsero_2899nasA, que contém varios genes que codificam para a
nitrato redutase assimilatoria (Hsero_2899 e nasA) e provavel nitrito redutase (nirBD)
(ALVES, 2006; MIGUEL, 2011). Desse modo, provavelmente a auséncia de
crescimento em nitrato apenas, verificada para os mutantes ntrC, ntrY e narL é
resultado do requerimento das proteinas NtrC, NtrY/NtrX e NarL para ativacdo do
operon gque contém os genes que codificam para a nitrato redutase assimilatoria.
Além disso, as proteinas NtrC e NtrY/NtrX também séo requeridas para a ativacéo
de expressdo dos genes contidos no operon nasFED, que codificam para
transportadores de nitrato do tipo ABC (FIGURAS 26A e 26B). Dentre todos os
genes envolvidos com assimilacdo de nitrato em H. seropedicae, apenas a

regulacdo do gene nasR nao é conhecida (FIGURA 35).

?
Fr w
NtrB/NtrC

NtrY/NtrX

NarX/NarL 2 )

FIGURA 35 — REGULACAO DOS GENES ENVOLVIDOS COM METABOLISMO DE

NITRATO EM H. seropedicae
Os pontos de interrogacédo referem-se a regides promotoras cuja regulacdo ainda néo foi estudada.

Em relacdo a regulacdo dos genes envolvidos com a nitrato redutase
respiratéria, neste trabalho foi mostrado que os provaveis operons narkK;UGHJImoaA
e narXL sdo ativados em resposta a baixos niveis de oxigénio, através da proteina
Fnr (FIGURAS 16A e 21A). Entretanto, a regulacdo do provavel promotor a

montante do gene narG ainda nédo é conhecida (FIGURA 35).
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Essa forte regulagé@o por oxigénio observada nos promotores a montante de
narX e narK;, em conjunto com a forte inducéo de transcri¢do dos genes do provavel
operon narK;UGHJImoaA que foi observada no transcriptoma (FIGURA 12 e
TABELA 5), sdo um indicio de que H. seropedicae é capaz de utilizar nitrato como
aceptor final de elétrons. Entretanto, este microrganismo nédo € capaz de crescer em
anaerobiose utilizando nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Situacdo semelhante
foi observada para a bactéria gram-positiva Corynebacterium glutamicum, a qual
apesar de conter os genes narGHI, acreditava-se que nédo era capaz de utilizar
nitrato como aceptor final na cadeia de elétrons (BOTT; NIEBISCH, 2003).
Entretanto, foi demonstrado que esta bactéria € capaz de respirar nitrato, mas pela
auséncia de uma nitrito redutase, todo o nitrito produzido € exportado para fora da
célula (NISHIMURA et al., 2007). Desse modo, C. glutamicum é capaz de crescer
em anaerobiose utilizando nitrato como aceptor final na cadeia de elétrons, mas em
meio suplementado com outra fonte de nitrogénio, que é utilizada para crescimento.

H. seropedicae apresenta os genes nirBD, que codificam para uma possivel
nitrito redutase. Em E. coli, esta enzima é expressa em baixa concentracado de
oxigénio e esta relacionada com a detoxificacdo de nitrito acumulado a partir da
respiracdo de nitrato (MORENO-VIVIAN et al., 1999). Entretanto, como discutido na
secado 4.3.3, como ha acumulo de nitrito na estirpe selvagem crescida em nitrato e
microaerobiose, € possivel que nestas condicdes 0s genes da nitrito redutase
(nirBD) de H. seropedicae estejam com transcricdo reprimida ou ndo sejam
expressos. Com base nisso, o nitrito que seria produzido pelo complexo enzimatico
NarGHI em condi¢cdes de baixa aeracdo ndo seria convertido a amonio através de
NirBD e a bactéria ndo cresceria por auséncia de fonte de nitrogénio para
crescimento. Com isso, de forma semelhante a C. glutamicum, € possivel que H.
seropedicae seja capaz de respirar nitrato, mas ndo de assimilar este composto em
baixa concentracéo de oxigénio.

A figura 36 mostra um resumo do papel proposto para as nitrato redutases,
nitrito redutase e produto do gene Hsero_2508 no metabolismo de nitrato em H.
seropedicae. A nitrato redutase assimilatoria NasAHsero 2899 é a principal forma
de H. seropedicae assimilar nitrato. Apesar de a nitrato redutase respiratoria NarGHI
também poder apresentar capacidade de assimilacdo de nitrato, sua principal funcao
em H. seropedicae ainda ndo é conhecida. O nitrito gerado pode entdo ser

convertido a aménio pela nitrito redutase, e entdo ser incorporado em biomoléculas,
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ou ainda ser convertido a 6xido nitrico por NarGHI, como proposto na se¢do 4.1.3. O
oxido nitrico gerado seria poderia ser utilizado como substrado pelo produto do gene
Hsero 2508, e como observado em E. coli, convertido a nitrato em aerobiose e a
oxido nitroso em baixos niveis de oxigénio (POOLE; HUGHES, 2000).

NasAHsero_2899 NirBD

C N

NO,- NO, NH,

U NarGHI
NarGHI o, NO ‘0,
Hsero_250\

N,O NO,

FIGURA 36 — MODELO PROPOSTO PARA O PAPEL DAS NITRATO REDUTASES,
NITRITO REDUTASE E PRODUTO DO GENE Hsero_2508 NO METABOLISMO DE
NITRATO DE H. seropedicae
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6 CONCLUSOES

Através do transcriptoma realizado de H. seropedicae crescido em nitrato, foi
observado que os genes do provavel operon narK;UGHJImoaA, o qual contém
genes que codificam a nitrato redutase respiratoria, estdo entre 0s genes mais
induzidos na presenca de nitrato. Os genes que codificam a nitrato redutase
assimilatoria também se encontram induzidos (Hsero_2899 e nasA).

Os ensaios de B-galactosidase mostraram que a expressao do operon narXL é
induzida em baixo oxigénio, via proteina Fnr. Além disso, a expressdao do
operon narK;UGHJImoaA é induzida por nitrato, e também por baixo oxigénio,
via proteina Fnr. Por outro lado, a expressao do operon nasFED é induzida por
nitrato e em condicdo limitante de nitrogénio, via proteinas membros do
sistema de dois componentes NtrB/NtrC e NtrY/NtrX.

Os ensaios realizados com o mutante nasA” mostraram que a nitrato redutase
assimilatéria NasAHsero 2899 é indispensavel para a assimilacdo de nitrato
em H. seropedicae. Por outro lado, experimentos realizados com o mutante
narG™ mostraram que a nitrato redutase respiratoria NarGHI pode ser capaz de

assimilar nitrato de forma secundaria.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Nivel de transcricdo diferencial em nitrato dos genes induzidos na
presenca de nitrato
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Hsero_0532
Hsero_4221
adhA
Hsero_2207
dut
Hsero_3487
livG (NC_014323
186255..187023)
Hsero_0963
Hsero_0920
Hsero_0721
trpG
trxB (NC_014323
2159395..2160352)
Hsero_0507
Hsero_4060
Hsero_ 1391
Hsero_0395
Hsero_ 3847
nuoM
cysW
Hsero_0352

3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
29
29
29
2,9
29
2,9
29
29
2,9
29
2,9
2,8
2,8
2,8

2,8

2,8

2,8
2,8
2,8
2,8
2,7
2,7
2,7
2,7
2,7
2,7
2,7
2,7

2,7

2,7
2,7
2,7
2,7

2,7

2,7
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
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Hsero_1916
acnA (NC_014323
2580904..2583526)

fixO

Hsero 3979

Hsero_0497

leuD

Hsero_0913

Hsero 3512

Hsero_3995

Hsero_0006

fecl (NC_014323
5125856..5126366)
Hsero_0474
gst (NC_014323
4900832..4901534)

Hsero_4041
fabG (NC_014323
4253684..4254422)

Hsero_2441

Hsero_ 3284

Hsero_0499

Hsero_2808

pyrB

Hsero_4340

rplQ
fixP
livH (NC_014323
1884854..1885781)

Hsero_0517

Hsero_3810

Hsero_1615

ivC (NC_014323
1965924..1966941)
atoA
pntB

Hsero_0874

Hsero_3593

Hsero_3857

Hsero_3134

CyoA
fdxB
dapD

Hsero_3479

gst (NC_014323
3429758..3430451)
Hsero_0564

hydH

asnB (NC_014323

4820787..4822671)
engB
fixG

Hsero 2916

Hsero_4795

Hsero 3717

Hsero 2353

2,6
2,6

2,6
2,6
2,6
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4

2,4

2,4
2,4
24

2,4

24
2,4
24
2,4
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3

2,3

2,3
2,3

2,3

2,3
2,3
2,3
2,3
2,3
2,3

rfbD
trxAl
tsr (NC_014323
4031424..4032999)
rfaG
catA
Hsero 2909
argC (NC_014323
3190662..3191592)
Hsero 0392
Hsero_3679
nitR
Hsero_4341
Hsero_3811
Hsero_3495
phoH (NC_014323
2341075..2342776)
Hsero_1366
paaF
Hsero_1338
era
Hsero_0073
Hsero_0516
Hsero_4243
Hsero_3590
Hsero_4211
phaz (NC_014323
1846522..1847758)
hisH (NC_014323
4809111..4809720)
Hsero_0591
CUtA
Hsero_3376
Hsero_3174
Hsero_0574
Hsero_0144
Hsero_0500
btuk
fliE
Hsero_4792
Hsero_4105
Hsero_3592
ureC
Hsero_1782
Hsero_1631
Hsero_4643
ubiX
Hsero_1288
Hsero_0246
Hsero_4593
aceE
livM (NC_014323
185025..186240)
Hsero_3375
Hsero_0529

2,2
2,2

2,2

2,2
2,2
2,2

2,2

2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2

2,2

2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,1
2,1

2,1

2,1

2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
21
2,1
21
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
21
2,1
21
2,1
2,1
2,1

2,1

2,1
2,1
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Hsero_3680 2,0 ilvl 2,0
Hsero_1204 2,0 fdx (NC_014323 20
Hsero_0754 2,0 2163911..2164250) '
Hsero_3909 2,0 phbB 2,0
Hsero 2412 2,0 Hsero_ 4359 2,0
piﬁ- 2.0 gltk (NC_014323 20
Hsero 4777 2.0 4412648..4413344) ’

'O nivel de transcricdo diferencial em nitrato representa a razdo da média ponderada do RPKM das
Bibliotecas Nitrato 1 e 2 pela média ponderada do RPKM das Bibliotecas Aménio 1 e 2. Foram
considerados apenas 0s genes que apresentaram diferenca de pelo menos duas vezes na razéo do
valor de RPKM da biblioteca Nitrato pelo valor de RPKM da Biblioteca Amoénio, p-valor < 0,05 e
cobertura maior que 5x (se¢éo 4.1).
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ANEXO 2 - Nivel de transcricdo diferencial em nitrato dos genes reprimidos na
presenca de nitrato

Hsero_2690 -33,3
Nivel de Hsero_4579 -32,6
Nome do gene trgnscrig.ao Hsero_4620 -32,5
diferencial Hsero 2559 -32,1
em nitrato’ Hsero_3724 31,6
Hsero_1234 -30,8
Hsero_ 2473 -772,2 Hsero_2787 -30,7
Hsero_2362 -420,2 Hsero_1232 -30,5
Hsero_ 2565 -188,9 Hsero_2363 -30,4
Hsero_2563 -171.5 Hsero_3725 -30,4
Hsero_4702 -133,1 otsB -30,0
Hsero_2228 -106,0 Hsero_0585 -29,0
Hsero_ 2799 -105,8 Hsero_1457 -28,6
Hsero 3748 -99,3 Hsero_4015 -27,7
Hsero_1986 -93,7 Hsero 4578 -27,6
cheB (NC_014323 -86.9 Hsero_4621 -27,5
1926121..1927183) ’ livH (NC_014323 271
cheA (NC_014323 -80.0 4586115..4586982) ’
2807639..2810066) ! mmsB (NC_014323 6.6
Hsero 2740 -77,8 3522281..3523175) '
Hsero_2369 -77,2 cheR (NC_014323 256
paaK (NC_014323 76.2 1927819..1928662) '
2919595..2920867) ' Hsero_3746 -25,3
Hsero_0440 -71,0 wza -25,0
Hsero_2361 -69,7 Hsero_3381 -24,9
Hsero_2564 -68,0 Hsero_1985 -24,2
Hsero_2359 -67,4 Hsero_3503 -24,2
cheW (NC_014323 -65.7 Hsero 1613 -23,8
1924545..1926096) ’ Hsero 4056 -23,6
Hsero_2562 -65,4 Hsero_1034 -23,5
Hsero_1701 -64,0 Hsero_0066 231
Hsero_0490 -62,6 Hsero_3190 22,9
Hsero_3185 -60,2 modA1 227
Hsero_2155 -58,8 Hsero_2566 -22,5
Hsero_1698 -58,0 cheD4 -22.3
Hsero_1043 -55,8 Hsero_0908 -22,2
mgtA -55,7 Hsero_1706 -22,1
Hsero_0443 -55,7 tolC (NC_014323 213
Hsero_0941 -46,2 3740252..3741800) '
Hsero 3544 -45,8 did -21,0
fadD (NC_014323 434 Hsero 4626 -20,9
2926487..2928449) ’ Hsero 3749 -20,9
Hsero_2368 -41,8 Hsero_4730 -20,2
Hsero 1361 -41,4 speB (NC_014323 19.6
Hsero_0528 -41,3 1948439..1949393) ’
Hsero_1999 -40,8 cheA (NC_014323 19.5
Hsero_1363 _39,5 19290261931540) !
Hsero_3068 -38,8 opuBC -19,3
Hsero_2367 -38,1 Hsero_2316 -18,9
Hsero_2370 -35,1 Hsero_1690 -18,8
Hsero_2739 -34,3 Hsero_3744 -18,8
Hsero_2365 -34,0 mmsA -18,8
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Hsero_0503 -18,6
Hsero_3732 -18,4
Hsero_0404 -18,3
epsP -18,0
Hsero_3333 -17,9
Hsero_0080 -17,9
Hsero_1033 -17,7
Hsero_1708 -17,6
Hsero_0441 -17,6
Hsero_1054 -17,6
Hsero_3525 -17,3
Hsero_ 2357 -17,3
Hsero_3734 -17,2
Hsero_3054 -16,9
dctP (NC_014323 169
3065119..3065986) '

Hsero_1233 -16,6
prsA -16,4

tctC -16,3

dadA (NC_014323 16,3

1907187..1908489)
Hsero_0444 -16,0
htpX (NC_014323

2223187..2224066) -15,9
Hsero_2764 -15,8
Hsero_4531 -15,8
Hsero_1037 -15,7
Hsero_1046 -15,5

rplS -15,4
Hsero_2104 -15,4
iSpA -15,3
Hsero_3630 -15,2
Hsero_0761 -15,2
Hsero_1372 -15,0
Hsero_1302 -14,9
Hsero_2658 -14,8
livH (NC_014323 148

2536057..2536993) ’

Hsero_3074 -14,7
Hsero_4385 -14,7
Hsero_3735 -14,7
Hsero_3750 -14,5
Hsero_0442 -14,5
opuBB1 -14,4
Hsero_4674 -14,2
sua5 (NC_014323 142

3756827..3757463) ’

calA (NC_014323 141

2902801..2903962) '
Hsero_0942 -13,9
Hsero_1908 -13,9

rosB -13,7
ftsL -13,6
Hsero_1048 -13,5
Hsero 0918 -13,4

Hsero_2145
IIdD (NC_014323
2960701..2961844)
Hsero_3347
Hsero_4594
rpoE (NC_014323
3530079..3530667)
Hsero_3753
Hsero_4255
Hsero_4011
Hsero_2588
Hsero_1015
Hsero_0759
pcaK
mhpD (NC_014323
3841190..3841934)
tsr (NC_014323
5198859..5200653)
Hsero_1019
Hsero_1467
Hsero_0979
penP
mdcG
Hsero_1364
Hsero_0850
pgiA (NC_014323
3932918..3933629)
Hsero_0740
Hsero_1271
htpX (NC_014323
3757559..3758435)
greA (NC_014323
1578501..1578978)
Hsero_4704
truB
Hsero_3731
Hsero_2534
Hsero_1068
sseB
Hsero_1533
pgiA (NC_014323
3933625..3934255)
Hsero_4635
Hsero_2469
nifR3
Hsero_2293
Hsero_1058
Hsero_0452
Hsero_4681
Hsero_0277
phrB (NC_014323
452143..453463)
eutC
rbsD
Hsero_ 1675
Hsero 1381

-13,4
-13,4

-13,3
-13,2

-13,1

-13,1
-13,0
-13,0
-13,0
-13,0
-12,9
-12,6

-12,6

-12,6

-12,6
-12,5
-12,2
-12,2
-12,1
-12,1
-12,0

-12,0

-11,9
-11,9

-11,9

-11,8

-11,8
-11,8
-11,7
-11,7
-11,7
-11,5
-11,5

-11,4

-11,3
-11,3
-11,3
-11,3
-11,3
-11,3
-11,2
-11,0

-11,0
-10,9
-10,9

-10,9
-10,9
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cdh
Hsero_0267
nifA
Hsero_3332
Hsero_2667
Hsero_2008
Hsero_1038
ugd
rpsu
Hsero_1047
Hsero_0306
xseB
groEL
ompC (NC_014323
4591136..4592234)
Hsero_3011
cheY (NC_014323
1931916..1932297)
Hsero_0763
Hsero_1059
Hsero_2673
tar (NC_014323
2282874..2284536)
Hsero_2926
Hsero_2790
paalJ (NC_014323
4597085..4598339)
Hsero_2294
Hsero_1317
Hsero_0621
tsaA
Hsero_2281
fabG (NC_014323
4006385..4007141)
Hsero_1225
Hsero_1331
Hsero_1055
Hsero_1709
livG (NC_014323
4584332..4585106)
Hsero_3132
Hsero_ 2697
accD (NC_014323
3060287..3061184)
Hsero_0361
Hsero_4023
Hsero_2523
Hsero_1676
Hsero_2372
Hsero_ 4278
Hsero_3304
fabD (NC_014323
3056950..3057895)
Hsero 3000
Hsero_4024
cheY (NC_014323

-10,8
-10,8
-10,8
-10,5
-10,5
-10,5
-10,5
-10,4
-10,4
-10,3
-10,3
-10,3
-10,3

-10,2
-10,1
-10,0

-9,9
-9,9
-9,8

-9,7

-9,7
-9,7

-9,7

-9,7
-9,6
-9,6
-9,6
95

-9,5

-9,5
-9,5
-9,5
-9,4

-9,4

-9,3
)8

-9,3

)8
-9,2
-9,2
-9,2
-9,1
-9,1
-9,1

-9,0

-9,0
-9,0
-8,9

1928658..1929030)
Hsero 4451
Hsero_ 2577
Hsero_1738
Hsero_0198
Hsero_2783
Hsero_0521
Hsero_1642
Hsero_3927
Hsero_4294
Hsero_4337
Hsero_1041
Hsero_0042
Hsero_3010
Hsero_4022

cheD (NC_014323

3105826..3107566)

livM (NC_014323

4585102..4586119)
Hsero_2360

livF (NC_014323

4583638..4584340)

exbD (NC_014323

1378349..1378784)
Hsero_4630

glcD
Hsero_0737
Hsero_1552
Hsero_4156
Hsero_1707
Hsero_4083
trmB
rsuA (NC_014323
4136880..4138563)
ribF
Hsero_0760

tsr (NC_014323 785664..787308)

Hsero_1268
Hsero_0741
Hsero_0917
Hsero_3736
Hsero_3823
ZntA
mdcA
Hsero_2212
Hsero_4252
Hsero_3002
Hsero_1800
rimMm
Hsero_3726
pldA
Hsero_ 3562
Hsero_0322
cyaY
Hsero_3031

-8,8
-8,8
-8,8
-8,7
-8,6
-8,6
-8,6
-8,6
-8,6
-8,6
-8,5
-8,5
-8,5
-8,5

-8,5

8,5
8,4
8,3

-8,3

-8,2
-8,1
-8,1
-8,1
-8,1
-8,0
-8,0
-8,0

-7,9

-7,9
-7,9
-7,9
-7,8
-7,8
-7,8
-7,8
-7,7
-7,7
-7,7
-7,6
-7,6
-7,6
-7,6
-7,6
-7,6
-7,6
-7,5
-7,5
-7,5
-7,5
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Hsero_0416 -7,5 Hsero 4634 -6,3
lolE -7,5 Hsero_0738 -6,3
Hsero_0746 -7,4 Hsero 1241 -6,3
creA -7,4 Hsero_3754 -6,3
Hsero_3733 -7,4 Hsero 0764 -6,3
Hsero_0855 -7,4 glcF -6,3
Hsero_3548 -7,3 sua5 (NC_014323 6.2
tolQ 73 739828..740872) '
xylF 7,2 Hsero_3980 -6,2
Hsero_3309 7,2 Hsero_2371 -6,2
Hsero_3214 7,2 Hsero_1053 -6,2
Hsero_3727 7,2 Hsero_2717 -6,2
Hsero_1040 7,2 glcE -6,2
Hsero_0944 71 Hsero_3819 -6,2
Hsero_2478 71 Hsero_0169 -6,2
Hsero_4224 7.1 Hsero_1325 -6,1
Hsero_4763 7.1 Hsero_2465 -6,1
Hsero_4007 7.1 Hsero_2553 -6,1
infA (NC_014323 70 phd -6,1
395921..396185) ’ Hsero_3751 -6,0
qgor (NC_014323 20 Hsero_1539 -6,0
19954581996436) ! Hsero 1333 _6,0
modE2 -7,0 pheT -6,0
Hsero_1920 6,9 Hsero_2091 -6,0
Hsero_0755 -6,9 Hsero_1443 -6,0
Hsero_2373 -6,8 Hsero_2689 -6,0
rhtB (NC_014323 68 livG (NC_014323
2127073..2127733) ’ 2019164..2021132) a0
Hsero_1441 -6,7 Hsero_2903 6,0
rpsP -6,7 gst (NC_014323 £l
galE (NC_014323 6.7 1775062..1775692) >
2272849..2273881) ' potA (NC_014323 59
Hsero_3541 -6,7 5191041..5192130) !
Hsero_4627 -6,6 Hsero_1276 -5,9
Hsero_4600 -6,6 Hsero_1510 -5,9
crtB -6,6 xylB (NC_014323 o
Hsero_3799 -6,6 484957..486430) '
rpoH -6,5 rpsO -5,9
wzxC -6,5 Hsero_0731 -5,9
Hsero_ 4223 -6,5 Hsero_4575 -5,8
Hsero_3720 -6,5 ruC -5,8
Hsero_2257 -6,4 Hsero_0981 -5,8
Hsero_1013 -6,4 Hsero_0297 -5,8
Hsero_3467 -6,4 Hsero_2002 -5,8
Hsero_2424 6.4 Hsero_1323 5.8
Hsero_1039 6.4 Hsero_3271 -5,8
livF (NC_014323 6.4 Hsero_3608 -5,8
5340123..5340828) ’ Hsero_2007 -5,8
araJ (NC_014323 63 cheD (NC_014323 2
3673987..3675145) ! 1418863..1420588) ’
Hsero 0344 -6,3 Hsero_1465 -5,8
Hsero_2252 -6,3 tar (NC_014323 57
Hsero 0045 -6,3 4271793..4273509) ’
Hsero 3668 6.3 Hsero_1057 -5,7
cdsA (NC_014323 6.3 Hsero_1614 -5,7
2458026..2458854) ’ Hsero_ 2292 -5,7
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Hsero_1045
Hsero 1733
Hsero_1840
Hsero 4026
Hsero_0371
Hsero 1879
Hsero_2426
Hsero 4388
Hsero_1044
proC
eutB
dctQ (NC_014323
3064544..3065123)
dctM (NC_014323
3063198..3064548)
Hsero_4253
Hsero_0618
xylG
Hsero_2466
Hsero_1029
Hsero_1262
dadA (NC_014323
5267392..5268679)
Hsero_4644
xyIR
Hsero_3869
Hsero_0271
Hsero_0298
Hsero_0309
serA (NC_014323
3825846..3826806)
Hsero_2548
hemF
acrA
Hsero_2514
cfa (NC_014323
1169669..1170881)
Hsero_ 1955
Hsero_3491
Hsero 1318
Hsero_2415
Hsero_4510
Hsero_3508
rpoE (NC_014323
3072077..3072569)
gltP
Hsero_0945
Hsero_ 2939
Hsero 2210
Hsero_ 2622
Hsero 1337
Hsero 1637
Hsero 1693
ttuC
opuBB2

-5,7
-5,7
-5,7
-5,7
-5,7
-5,6
-5,6
-5,6
-5,6
-5,6
-5,5

-5,5

-5,5

-5,4
-5,4
-5,4
-5,4
-5,4
-5,4

-5,4

5,4
-5,4
5,3
-5,3
5,3
-5,3

-5,3

-5,3
-5,3
-5,3
-5,3

-5,2

-5,2
-5,2
-5,2
-5,2
-5,2
-5,2

-5,2

-5,1
5,1
-5,1
5,1
-5,1
5,1
-5,1
-5,1
-5,1
-5,1

Hsero_ 3368
Hsero_1536
Hsero_ 1200
clpB (NC_014323
2371224..2373810)
Hsero 3380
Hsero_2204
rplO
Hsero 2573
Hsero 0994
Hsero_3606
Hsero_1900
Hsero_2760
nadD
obgE
Hsero_3632
rhlE (NC_014323
3928680..3930213)
entB (NC_014323
1509769..1510393)
Hsero_4567
cheB (NC_014323
3871515..3872151)
epsQ
Hsero_0727
Hsero_4229
Hsero_0307
Hsero_3702
Hsero_3367
Hsero_2987
Hsero_3329
Hsero_1152
Hsero_0627
napH
Hsero_2285
Hsero_3338
Hsero_0653
Hsero_3507

speB (NC_014323 75470..76379)

caiD (NC_014323
2902000..2902783)
CorR
livH (NC_014323
2018269..2019160)
Hsero_ 2991
Hsero_4740
Hsero_3578
cybB (NC_014323
749024..749549)
Hsero_1496
Hsero_0295
Hsero_0424
Hsero_ 1888
ugpQ (NC_014323
4148916..4149660)
Hsero_ 1362

-5,0
-5,0
-5,0

-5,0

-5,0
-5,0
-5,0
-5,0
-5,0
-5,0
-5,0
-5,0
-4,9
-4,9
-4,9

-4,9

4,9
4,9
4,9

-4,8
4.8
-4.8
4.8
-4.8
-4.8
-4,8
-4,8
-4.8
-4,8
-4.8
-4.8
-4.8
-4,7
-4,7
-4,7

-4,7
-4,7
-4,7

-4,7
-4,7
-4,7
-4,7
-4,7
-4.6
-4.6
-4.6
-4.6

4,6
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umuC
dctA (NC_014323
5203957..5205295)
ilvD
prmA
Hsero_2490
Hsero_4074
Hsero_0632
Hsero_4618
Hsero_0222
Hsero_4256
Hsero_1155
VSrA
Hsero_1456
mdcC
OpuA
Hsero_0308
Hsero_0378
Hsero_3834
Hsero_1804
Hsero_0092
bglIX
arnT (NC_014323
946527..948252)
mopl
arsC (NC_014323
535481..535835)
Hsero_3352
aro8
Hsero_2904
xthA (NC_014323
5365062..5365839)
Hsero_4162
Hsero_4731
rpmF
rpll
Hsero_0526
dctD1
putP
rpmA
Hsero_0851
Hsero_3627
rph
chll
Hsero_1739
Hsero_ 3232
epsJ
rplC
Hsero_0489
Hsero 1110
Hsero_ 0824
azlC
cheD (NC_014323
4834674..4835286)
iolC

4,6
-4,6

-4,6
4,6
-4,6
-4,6
-4,6
4,6
-4,6
4,5
-4,5
4,5
-4,5
4,5
-4,5
-4,5
-4,5
-4,5
-4,5
-4,5
-4,5

-4,4
-4,4
-4,4

-4,4
-4,4
-4,4

-4,4

-4,4
-4,4
-4,4
-4,4
-4,4
-4,4
-4,4
-4,4
-4,4
4,3
-4,3
4,3
-4,3
4,3
-4,3
4,3
-4,3
4,2
-4,2
4,2

-4.2
-4.2

Hsero 0159
Hsero_1848
Hsero_0742
ginQ (NC_014323
2586979..2587753)
Hsero_1984
Hsero_1825
Hsero_2414
Hsero_4006
Hsero_4403
Hsero_1551
kaiC
ftsK2
Hsero_1743
Hsero_2004
pobB
Hsero_3522
Hsero_1460
Hsero_2905
Hsero_3728
Hsero_2539
ygjT
cheB (NC_014323
3434057..3435086)
Hsero_1830
flgA
rpsD
Hsero_4491
hemO
Hsero_3785
Hsero_4266
Hsero_1749
ndh
Hsero_0299
Hsero_0758
Hsero_2321
Hsero_0766
Hsero_0648
Hsero_0182
rluA
Hsero_0695
Hsero_1553
Hsero_1694
cysk (NC_014323
2115187..2115940)
gloA (NC_014323
5167247..5167625)
Hsero_1534
Hsero_ 2011
Hsero_ 2623
Hsero 0734
Hsero_0739
Hsero_3344
Hsero_ 2453
Hsero_0967

-4,2
-4,2
-4,2

-4,2

-4,2
-4,2
-4,2
-4,2
-4,2
-4,2
-4,2
4.1
4,1
4.1
-4,1
41
41
41
41
41
4,1

41

4.1
41
4.1
41
4.1
41
41
41
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0

-4,0

-4,0

-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
-4,0
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livK (NC_014323
2016947..2018099)
Hsero 2955
Hsero_3803
Hsero 1500
hipB
deoC
Hsero_3963
Hsero 1906
Hsero_4654
Hsero_3339
Hsero_2318
Hsero_2708
glinB
moaC
aceA
OtsA
thiF
terC
Hsero_3870
tdcF
acs (NC_014323
1006545..1008216)
Hsero_1014
Hsero_3340
Hsero_0030
Hsero_2621
metX (NC_014323
106755..107895)
tctE
Hsero_0515
carA
Hsero_3540
Hsero_2393
IytB
tar (NC_014323
2429485..2431297)
Hsero_0067
nahD (NC_014323
1443457..1444078)
Hsero_3631
Hsero_0268
mdoH
ycaO
Hsero_ 2695
gspG
Hsero_ 2479
rpml
Hsero 2146
Hsero_1027
Hsero 2148
folB
cobT
Hsero_ 1464
Hsero 1712

-4,0

-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,9
-3,8
-3,8
-3,8
-3,8

-3,8

-3,8
-3,8
-3,8
-3,8

-3,8

-3,8
-3,8
-3,8
-3,8
-3,8
-3,8

-3,8
-3,8
-3,8

-3,8
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7
-3,7

marR (NC_014323
3517433..3517910)
Hsero 2417
Hsero_0046
aer (NC_014323
486953..488516)
nodD
Hsero 3436
Hsero_1468
flgN
mreC
Hsero_0622
osmY
pilA
Hsero_0835
Hsero_0420
gst (NC_014323
1274255..1274903)
ibpA
phaC (NC_014323
2994000..2996499)

plsC (NC_014323 90890..91511)

purK
Hsero_3910
flio
flgl
zwf
Hsero_1784
Hsero_3835
Hsero_2540
Hsero_4710
phnA
Hsero_1483
dadA (NC_014323
355621..356887)
livF (NC_014323
2021134..2021863)
holC
Hsero_1829
Hsero_2716
Hsero_3382
htpX (NC_014323
3781674..3782496)
Hsero_0040
Hsero_2127
dctM (NC_014323
933843..935124)
Hsero_0619
Hsero_1221
lipB
Hsero_4774
rumT
Hsero_ 3244
Hsero_0312
Hsero 2142
hemK (NC_014323

-3,7

-3,7
-3,7

-3,7

-3,7
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6

-3,6
-3,6
-3,6

-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
-3,6
=85
-3,5
=85

-3,5

-3,5

-3,5
-3,5
-3,5
-3,5

-3,5

-3,5
-3,5

-3,5

-35
-35
-35
-35
-3,4
3.4
-3,4
3.4
-3,4
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4891778..4892612)
Hsero 4711
Hsero_0279

nfnB (NC_014323

4316043..4316697)

glk
Hsero_2794
afuA
Hsero_0377
Hsero_3953
aer (NC_014323
561015..562680)
gpmB (NC_014323
445019..445664)
umuD
ftsX
hpcH
Hsero_3574
Hsero_0984
arnT (NC_014323
2349675..2351394)
folK
Hsero_2531
Hsero_1858
Hsero_3582
tesA
Hsero_3789
Hsero_1042
vsrB
Hsero_4078
clpB (NC_014323
816026..818708)
purD
Hsero_0647
atoB
pinR
typA
Hsero_0435
Hsero_ 2214
Hsero_4020
nhaP
kdpE
Hsero_1051
Hsero_1419
degQ (NC_014323

2188162..2189641)
Hsero_2280
Hsero_ 1180

rpix

hmgA
Hsero 0744
Hsero_3968

czcR (NC_014323 23341..24049)

Hsero 0487
ggt (NC_014323
4335108..4336692)

-3,4
-3,4

3,4

3,4
3,4
3,4
3,4
3,4

3,4

3,4

-3,4
-3,4
-3,4
-3,4
-3,4

-3,3

-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3

-3,3

=88
-3,3
=88
-3,3
=8},8)
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3

-3,3

-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3
-3,3

nadE (NC_014323
5247733..5249431)
mdoG (NC_014323
5488038..5489592)
Hsero_1634
aceEl
hipA (NC_014323
446068..447436)
deoR
Hsero_1022
rpsT
hemB
pncB (NC_014323
5249459..5250662)
dctQ (NC_014323
933286..933847)
rpIN
slpA
Hsero_1556
Hsero_2659
ubiA
fhaC (NC_014323
3716537..3718292)
edd
pcal
Hsero_0972
Hsero_0195
tufB (NC_014323
110425..111616)
Hsero_2518
Hsero_0423
Hsero_1128
pcaD
Hsero_0197
mutS
chiG
acs (NC_014323
1779610..1781593)
Hsero_2254
dalR
pild
Hsero_3108
cheB (NC_014323
685076..686222)
Hsero_0679
yibP
ndeD (NC_014323
1980405..1981896)
Hsero_3875
ipk
Hsero_ 3331
Hsero 2196
Hsero_ 3969
ilvC (NC_014323
4358634..4359651)
prpC (NC_014323
1440634..1441930)
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ddpAl
ureD
Hsero 3743
rseA
Hsero 3434
hppA
Hsero 4326
Hsero_0495
marR (NC_014323
2100759..2101221)
Hsero_4549
Hsero_2384
Hsero_ 1842
rpoZ
prfB
panB
Hsero_1328
Hsero_1880
rfaC
Hsero_2555
nipD (NC_014323
4354501..4355266)
Hsero_2246
Hsero_1952
gltxX (NC_014323
4102167..4103052)
Hsero_3330
Hsero_1173
lexA
comFC
Hsero_0991
rpsA
lasT
Hsero_0645
Hsero_2546
Hsero_3877
Hsero_1049
chez (NC_014323
2287916..2288567)
cobH
copA (NC_014323
1834222..1836457)
pyrD
Hsero_1438
glpD2
Hsero_1898
Hsero 0732
Hsero_4286
wcaG (NC_014323
5044313..5045303)
Hsero_ 3907
ndk
murG
argC (NC_014323
4406578..4407616)
vgr (NC_014323

-3,1
-3,1
-3,1
-3,1
-3,1
-3,1
-3,1
-3,1

-3,1

-3,1
-3,1
-3,1
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0

-3,0

-3,0
-3,0

-3,0

-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0
-3,0

-3,0
-3,0
-3,0

-3,0
-3,0
-2,9
-2,9
-2,9
-2,9

-2,9

-2,9
-2,9
-2,9

-2,9
-2,9

818819..821654)
vsrD
Hsero 1481
dctD
Hsero 3435
CVpA
Hsero 4425
livK (NC_014323
5336048..5337242)
Hsero 3377
argH
Hsero_1224
papC
Hsero_2263
serS
Hsero_0260
guaB
flik (NC_014323
2185157..2185658)
Hsero_1550
thiL
uup (NC_014323
2493204..2494803)
rcsB
Hsero_3780
Hsero_0623
Hsero_1499
Hsero_1636
CpdA
Hsero_3773
Hsero_2092
Hsero_2551
Hsero_0971
dadX
Hsero_3130
Hsero_0943
Hsero_0321
adhP
Hsero_3967
Hsero_1076
cheD (NC_014323
4550119..4551790)
Hsero_3383
trpD (NC_014323
940345..941356)
Hsero_0709
fabG (NC_014323
4439891..4440656)
htrB (NC_014323
4909734..4910583)
Hsero 2108
Hsero_2099
SMpA
pcal
Hsero_ 4302
dtd

-2,9
-2,9
-2,9
-2,9
-2,9
-2,9

-2,9

-2,9
-2,9
-2,9
-2,9
-2,9
-2,9
-2,9
-2,9

-2,9

-2,9
-2,9

-2,9

-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8

-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8

-2,8

-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
-2,8
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Hsero_2954
Hsero_1296
Hsero_2233
Hsero_0018
gcp
cyaA
fmt (NC_014323
4981097..4982051)
Hsero_4527
Hsero_2699
Hsero_2570
uppS
Hsero_2103
asmA
cheR (NC_014323
3872147..3872999)
hutH (NC_014323
5200854..5202483)
Hsero_2492
Hsero_0970
Hsero_2694
pssA
Hsero_0756
dnal
coxB (NC_014323
4760997..4762158)
arokE (NC_014323
436238..437054)
Hsero_0610
mreB
rnpA
nadA
ardA
Hsero_4027
cheR (NC_014323
684246..685080)
exbB (NC_014323
3214244..3214976)
Hsero_2131
cheY (NC_014323
678818..679187)
Hsero_1617
Hsero_ 1853
Irp (NC_014323
3655128..3655590)
Hsero_ 1915
Hsero_4010
Hsero 1710
Hsero_1679
Hsero_ 1071
Hsero_2963
Hsero 2144
Hsero 2591
aroC
atpC
Hsero_ 4009

-2,8
-2,8
-2,7
-2,7
-2,7
-2,7

-2,7

-2,7
-2,7
-2,7
-2,7
-2,7
-2,7

-2,7

-2,7

-2,7
-2,7
-2,7
-2,7
-2,7
-2,7

-2,7

-2,7

-2,7
-2,7
-2,7
-2,7
-2,7
-2,7

-2,7

-2,7
-2,7
-2,7

-2,7
-2,6

-2,6

-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6

ghd
leuC
Hsero 4791
flid
mdoG (NC_014323
3956888..3958514)
Hsero_3807
Hsero_0940
Hsero_2385
mdIB
Hsero_3701
Hsero_2878
tsf
Hsero_0865
Hsero_4345
Hsero_0425
Hsero_2709
Hsero_3546
Hsero_1677
cheW (NC_014323
683656..684241)
gInQ (NC_014323 78253..78976)
lig
rpsL
Hsero_1726
rbskK
fliL
sbcB
pcaR (NC_014323
4590199..4590982)
Hsero_2702
ftsw (NC_014323
369758..371024)
Hsero_3626
pgm
Hsero_0644
Hsero_3509
dnaA
Hsero_0162
Hsero_4447
Hsero_0397
IdcA
fabG (NC_014323
1435201..1435954)
aroQ
rpomH
cheD (NC_014323
1071080..1072958)
sodC
rsuA (NC_014323
2448890..2449637)
crp (NC_014323
2928718..2929396)
ubiD
Hsero_2489
Hsero 2147

-2,6
-2,6
-2,6
-2,6

-2,6

-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6

-2,6

-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6
-2,6

-2,6
-2,6
-2,6

-2,6
-2,6
-2,6
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5

-2,5

-2,5
-2,5

-2,5
-2,5
-2,5

-2,5

-2,5
-2,5
-2,5




117

Hsero_2435
Hsero_4079
Hsero_4391
Hsero_1154
phoB (NC_014323
1585066..1585759)
purN
Hsero_4389
pyrG
Hsero_0071
tas
fabz
Hsero_0270
rluD
tolA
Hsero_0148
rpsG
Hsero_2556
Hsero_3489
Hsero_4392
acpD (NC_014323
3410112..3410739)
rhtB (NC_014323
5491643..5492276)
mhpD (NC_014323
1272873..1274220)
Hsero_3800
flhnB (NC_014323
2288841..2290017)
Hsero_1111
Hsero_2442
gor
Hsero_1535
ntrx
Hsero_1727
Hsero_0083
tynA
suhB
Hsero_4268
Hsero_2422
Hsero 2774
Hsero_2560
cheR (NC_014323
3438069..3439371)
Hsero_0916
Hsero 3281
blc
ach
phaB
adiA
Hsero 2714
def (NC_014323
5371044..5371563)
Hsero 2775
ptxS
cspC

-2,5
-2,5
-2,5
-2,5

-2,5

-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5
-2,5

-2,5
-2,4

2.4
-2,4
2.4

-2,4
2.4
-2,4
2.4
2,4
2.4
2,4
2.4
-2,4
2.4
-2,4
2.4
-2,4

-2,4

-2,4
2.4
2,4
2.4
-2,4
2.4
-2,4

2.4

2,4
2,4
2,4

infB

dacC (NC_014323
1866083..1867184)

Hsero_2295
Hsero_0266
Hsero_3673
Hsero_4625
Hsero_1969
nusA
Hsero_0728
dxs
Hsero_2935
Hsero_3427
Hsero_4687
PykA
Hsero_0867
Hsero_2914
Hsero_2552

livK (NC_014323
1883634..1884756)

Hsero_3014
cysM
Hsero_4264
Hsero_4167
Hsero_3016
Hsero_4758
dppA
mscS
Hsero_0729
Hsero_3274
chiL
Hsero_4760
purU
nrdA
Hsero_4240
Hsero_3218

fhaB (NC_014323
1103336..1108043)

Hsero_4319
ctaA

galE (NC_014323
5040211..5041222)

Hsero_1097
prfA
folD
cysS

Hsero_3700

Hsero_ 1131

cdsA (NC_014323 89931..90873)

prhA
Hsero 4192
Hsero_ 1933

mntH
Hsero_3288
Hsero_ 4604

2,4
2,4

2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4

2,4

2,4
-2,4
2,4
-2,4
2,4
-2,4
2,4
-2,4
2,4
-2,4
2,4
-2,4
2,3
-2,3
2,3
-2,3

-2,3

-2,3
-2,3

-2,3

-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3




tsr (NC_014323
3452633..3454244)
Hsero_ 2767
nusG
fdx (NC_014323
5506991..5507294)
valS
Hsero_1158
pill
osmC
mraY
Hsero_2166
Hsero_4370
hisC (NC_014323
5392919..5394002)
rpoE (NC_014323
3695163..3695793)
ctaB
Hsero_4547
Hsero_0510
dadA (NC_014323
1293989..1295315)
cheW (NC_014323
3437409..3438045)
Hsero_3443
Hsero_0014
fix|
Hsero_0915
nfnB (NC_014323
4959819..4960413)
Hsero_2780
ftsQ
Hsero_0768
Hsero_3152
Hsero_2984
Hsero_0300
Hsero_4513
yhiH
eda
Hsero_3012
ftsE
htpG
comJ
mhpC
Hsero 3921
pcm (NC_014323
533594..534260)
Hsero_2700
Hsero_0927
ppXx
Hsero_0409
map (NC_014323
1134458..1135256)

czcS (NC_014323 24045..25449)

Hsero 2495
rfal

-2,3

-2,3
-2,3

-2,3

-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,3

-2,3

-2,3

-2,3
-2,3
-2,3

-2,3

-2,3

-2,3
-2,3
-2,3
-2,3

-2,3

-2,3
-2,3
-2,3
-2,3
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2

-2,2
-2,2
-2,2

-2,2
-2,2

-2,2

-2,2
-2,2
-2,2

Hsero_ 1828
Hsero 0382
Hsero_3555
Hsero_0745
metK
paiB
Hsero_ 1495
uraA
Hsero 2313
Hsero_3622
Hsero_3366
Hsero_4344
Hsero_1901
Hsero_1103
Hsero_4562
Hsero_4639
recA

pyrH
pgk
Hsero_3817
rrf
Hsero_0925
Hsero_0743
Hsero_4387
murB
Hsero_1890
Hsero_2572
recG
motA
Hsero_4080
Igt
rfbB
Hsero_3107
livK (NC_014323
4577012..4578200)
nuoC
Hsero_4615
tpiA
rnc
Hsero_0602
doc
Hsero_2648
Hsero_3762
Hsero_ 2596
pheS
uspA (NC_014323
2589570..2590008)
Hsero_3572
Hsero 2813
kdsA
Hsero 0311
Hsero_ 2627
Hsero_ 3633
Hsero_4498
fadD (NC_014323

-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2

-2,2

-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2
-2,2

-2,2

-2,2
-2,1
-2,1
-2,1
-2,1
-2,1
-2,1
-2,1
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4375882..4377553) Hsero 2992 -2,1
fabG (NC_014323 21 grxC 2,1
2027043..2027799) ' hflK 2.1
Hsero_1711 -2,1 livd (NC_014323 21
pstS -2,1 4073769..4074921) '
moeA (NC_014323 21 Hsero_4467 -2,1
2134054..2135341) ’ corA (NC_014323 21
tIdE -2,1 438008..438974) '
cpsG -2,1 Hsero 4517 -2,1
Hsero_0581 -2,1 Hsero_2298 -2,1
Hsero_4390 -2,1 rseB -2,1
Hsero 4712 2,1 ubiH 21
Hsero_ 0079 2,1 alkA -2,1
rpe -2,1 Hsero_3561 -2,1
murD -2,1 Hsero_0538 -2,0
Hsero_4548 -2,1 Hsero_1418 -2,0
Hsero 2776 -2,1 Hsero 1854 -2,0
Hsero_3055 -2,1 Hsero_3447 -2,0
thrB (NC_014323 21 exbB (NC_014323 20
1649225..1650236) ’ 662468..663164) ’
Hsero 4117 -2,1 metX (NC_014323 20
Hsero_ 3337 2,1 1182028..1183108) '
Hsero_3446 2,1 rfbG -2,0
Hsero_3153 i rpsH -2,0
Hsero_ 3575 2,1 maeB (NC_014323 20
catR 21 3851421..3853734) '
' fadR -2,0
Hsero_2933 2.1 trxB (NC_014323
parA 2.1 1848042..1849116) 2.0
Hsero_1802 -2,1 Hsero 0345 2.0
Hsero._2766 2,1 EEEE 20
ppiD -2,1 feoB -2,0
hl=CIERIT) ik Hsero_4782 -2,0
Hsero_2773 -2,1 Hsero 2157 2.0
Hsero_4155 -2,1 fabE1 20
tar (NC_014323 496318..498010) -2,1 Hsero_0082 2.0
Hsero_1803 2,1 ampD 20
upgC 2,1 glmS (NC_014323
ahpF 2.1 5056592..5058410) 2.0
murF -2,1 gabD1 -2,0
lon 2L Hsero_1618 -2,0
fleN -2,1 ribA -2,0
fis -2,1 guaA -2,0
fdsC -2,1 Hsero 3147 -2,0
aspC Rl Hsero_0666 -2,0
Hsero_ 1501 -2,1
sspB -2,1
adk -2,1
Hsero_2289 -2,1
Hsero_4543 -2,1

'O nivel de transcricdo diferencial em nitrato representa a razdo da média ponderada do RPKM das
Bibliotecas Nitrato 1 e 2 pela média ponderada do RPKM das Bibliotecas Amdnio 1 e 2. Foram
considerados apenas 0s genes que apresentaram diferenca de pelo menos duas vezes na razdo do
valor de RPKM da biblioteca Nitrato pelo valor de RPKM da Biblioteca Amoénio, p-valor < 0,05 e
cobertura maior que 5x (secéo 4.1).



