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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria fixadora de nitrogénio endofitica, membro
da classe 3-Proteobacteria. Recentemente, duas novas proteinas do sistema Ntr
foram identificadas neste microrganismo: NtrX e NtrY, as quais sdo membros da
familia do sistema de dois componentes. NtrY é uma histidina quinase que fosforila o
seu par regulador NtrX em resposta a um sinal metabdlico. A proteina NtrX de H.
seropedicae apresenta 27,1 kDa e contém dois dominios principais: o regulador de
resposta, que recebe o sinal de NtrY, e o que contém o motivo hélice-volta-hélice
associado com ligacdo ao DNA, mas ndo apresenta o dominio de interagdo com o
fator 0°* (AAA), comum em proteinas homoélogas de outros organismos. NtrX ativa a
transcricao de genes envolvidos com o metabolismo de nitrato, mas o mecanismo de
ativagédo e sitio de interacdo ao DNA n&o séo conhecidos. Ensaios de footprinting
com DNAse | utilizando fragmentos de DNA contendo a regido promotora do operon
narXL marcada com fluor6foros revelaram que a regidao entre 100 a 180 pares de
base da origem de traducédo de narX foi protegida pela proteina NtrX. Além disso,
algumas bandas desta regiao foram hiper-reativas sugerindo uma distor¢cdo do DNA
e maior exposicao a digestdo por DNAse. Ensaios de footprinting com DNAse |
utilizando a regido promotora de narXL marcada com *?P confirmaram os resultados
anteriores. Ensaios de retardamento de banda em gel mostraram que a regiao
promotora do operon narXL apresenta um sitio de ligacéo ao fator o”°.

Palavras chave: Herbaspirillum seropedicae. NtrX. Footprinting.



ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is an endofitic nitrogen fixing bacteria, member of the (3-
Proteobacteria class. Recently, two new proteins of the Ntr system were identified in
this microorganism: NtrX and NtrY, which are members of the two components
system family. NtrY is a histidin kinase that fosforilates its regulator partner NtrX in
response to environmental conditions. H. seropedicae NtrX protein has 27,1 kDa and
contains two major domains: the response regulator, which receives the signal from
NtrY, and the helix-turn-helix containing DNA binding domain. NtrX activates
transcription of genes involved with nitrate metabolism, but the activation mechanism
and DNA binding site are not known. DNAse | footprinting with DNA fragments
containing the narXL promoter region, labeled with fluorophores, revealed that the
region between 100 and 180 bases from the narX translation start was protected by
the NtrX protein. Besides, some bands of this region were hyper-reactive, suggesting
DNA distortion and more exposition to DNAse digestion. DNAse | footprinting with
2P labeled narXL template confirmed the results above. Mobility shift assay showed
that the promoter region of narXL operon contains a putative o’°-dependent
promoter.

Key words: Herbaspirillum seropedicae. NtrX. Footprinting.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio é um fator limitante na produtividade agricola, criando forte
demanda no uso de fertilizantes nitrogenados. Contudo, fertilizantes quimicos
causam sérios problemas ambientais, como aumento na emissao de Oxidos de
nitrogénio, acidificacéo do solo e eutrofizacdo da agua. Com isso, a fixacéo biolégica
do nitrogénio, conversdo de nitrogénio atmosférico a amodnia por bactérias
diazotroficas (capazes de fixar nitrogénio), € um processo de grande importancia
para o ambiente e para a agricultura. Nas ultimas décadas, estudos em genética e
bioquimica da fixacdo bioldgica do nitrogénio fizeram grandes progressos, contudo,
mais estudos sobre o processo SA0 necessarios para que este possa ser mais
amplamente aplicado (DIXON; KAHN, 2004; CHENG, 2008).

Eucariotos ndo apresentam a capacidade de fixar nitrogénio. Por outro lado
organismos fixadores de nitrogénio sdo encontrados em varios grupos filogenéticos
do dominio Bacteria e Archaea (DIXON; KAHN, 2004). Herbaspirillum seropedicae é
uma bactéria fixadora de nitrogénio endofitica que se associa com muitas
gramineas, como milho, sorgo, cana de acucar e arroz (BALDANI et al., 1986;
OLIVARES et al., 1996).

A fixacdo biolégica do nitrogénio requer grande quantidade de energia e,
consequentemente, é fortemente regulada, tanto a nivel transcricional quanto pos-
traducional. Nas enterobactérias, o sistema regulatério de nitrogénio (ntr), que
controla a expressao de genes envolvidos com a fixacdo de nitrogénio, € composto
por sete proteinas: o sistema de dois componentes, NtrC e NtrB; as proteinas PII,
GInB e GInK; e as enzimas GInD, GInE e glutamina sintetase. Posteriormente, foram
identificados mais dois membros deste sistema, NtrY e NtrX, que foram parcialmente
caracterizados em Azorhizobium caulinodans, Azospirillum brasilense e
Herbaspillum seropedicae (PAWLOWSKI; KLOSSE; BRUIJN, 1991; ISHIDA et al.,
2002; GENOPAR).

O operon ntrYX de H. seropedicae néo esta envolvido com a regulacdo da
fixacdo de nitrogénio, como em A. caulinodans, mas esta relacionado com a
regulacdo do metabolismo de nitrato (PAWLOWSKI; KLOSSE; BRUIJN, 1991;

ALVES, 2006). O nitrato presente no meio pode ser metabolizado pelas bactérias



por trés vias diferentes: a respiratoria, onde o nitrato € aceptor final de elétrons, a
assimilatéria, na qual nitrato é reduzido a amonio, e dissimilatoria, onde nitrato atua
no balango redox (RICHARDSON et al., 2001). H. seropedicae apresenta a via
respiratoria, codificada pelos genes nar, e a assimilatoria, codificada pelos genes
nas (GENOPAR).

As proteinas NtrX e NtrY de H. seropedicae foram recentemente
caracterizadas. NtrY € uma proteina sensora que sinaliza a ocorréncia de alteracbes
via fosforilacdo ao seu par sensor, NtrX, que regula a transcricdo de genes alvo.
NtrY € uma proteina de membrana que apresenta trés dominios principais: o N-
terminal, com quatro hélices transmembrana, o central que engloba as regides
HAMP, PAS e HisKa e o dominio C-terminal, com a regido HATPaseC responsavel
por atividade de fosfotransferéncia e de ATPase. A regido HAMP é um motivo
estrutural encontrado em proteinas transmembrana, geralmente conectando o
dominio sensor externo com o interno, transdutor de sinal (ARAVIND; PONTIG,
1999). A regido PAS é frequentemente observada em proteinas sensoras de
oxigénio, luz, potencial redox e age através de interagcdo com cofatores ou proteinas
alvo (TAYLOR; ZHULIN, 1999). A regido HisKA é fosfoaceptora e também esta
envolvida com dimerizacdo da proteina que o contém (SZURMANT; WHITE; HOCK,
2007). NtrX, por outro lado, apresenta apenas dois dominios: N-terminal e C-
terminal. No N-terminal, ha presenca da regido REC que recebe o sinal de seu par
sensor através de fosforilagdo, e no C-terminal, NtrX possui o motivo hélice-volta-
hélice (HTH), envolvido com ligacdo ao DNA (ALVES, 2004).

Osaki (2009) demonstrou que NtrX de H. seropedicae esta envolvida na
regulacédo da expressao de trés operons, que incluem genes envolvidos com o
metabolismo do nitrato: narXL, narKnirBDC e narK1K2GHJI. Neste trabalho ensaios
de footprinting foram conduzidos com o objetivo de elucidar os sitios de interacdo da
proteina regulatéria NtrX na regido promotora dos operons narXL, narKnirBDC e
narK1K2GHJI, permitindo um melhor entendimento do mecanismo de ativagao de
NtrX.



1.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o sitio de interacdo da proteina NtrX nas regiées promotoras dos
operons narXL, narKnirBDC e narK1K2GHJI.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eRealizar ensaio de footprinting com DNAse | utilizando como sonda os
fragmentos das regides promotoras marcadas com fluoréforos e a proteina NtrX
purificada.

eldentificar as regides protegidas pela proteina NtrX nestas regides

promotoras.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae, bactéria gram-negativa, membro da classe [3-
Proteobacteria, € um diazotrofo e endofitico obrigatério que se associa nao
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 (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, Falk e colaboradores (1986) através de experimentos de hibridizacéo
RNA-RNA mostraram que estes isolados ndo tém relacdo proxima com os géneros
Azospirillum ou Aquaspirillum. Com isso, Baldani e colaboradores (1986) definiram a
primeira espécie do novo género: Herbaspirillum seropedicae.

As células deste microrganismo sdo vibridides (bastonetes curvos) e, na
presenca de oxigénio, moveis. Em geral, apresentam dois flagelos polares. A
temperatura 6tima para crescimento dependente de nitrogénio gasoso é de 34°C e a
faixa de pH entre 5,3 e 8,0 (BALDANI et al., 1986; KLASSEN et al., 1997).

H. seropedicae invade seus hospedeiros através de fendas nas juncfes das
raizes laterais com a raiz principal. ApGs sua entrada, a bactéria coloniza os espacos
intercelulares das raizes e se distribui para o cértex, células endodérmicas e vasos
de xilema, através dos quais se difunde para toda a planta, inclusive para as partes
aéreas. No interior dos tecidos vegetais H. seropedicae também é capaz de fixar
nitrogénio (RONCATO-MACCARI et al., 2003).
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2.2 METABOLISMO DO NITROGENIO

2.2.1 Ciclo do nitrogénio

O nitrogénio é um dos elementos quimicos mais importantes para vida, ja
que é necesséario para a producdo de aminoacidos e nucleotideos, dentre outras
moléculas.

Os principais processos do ciclo global do nitrogénio sdo realizados por
bactérias e envolvem varias reagfes de Oxido reducdo. Na fixacdo bioldgica,
nitrogénio gasoso € convertido a amobnia, através do complexo enzimatico
nitrogenase. Os organismos que tem esta capacidade sdo chamados de diazotrofos,
0S quais sao capazes de crescer tendo como Unica fonte o nitrogénio atmosférico
(DIXON; KAHN, 2004). A amdnia produzida pela fixacdo biolégica do nitrogénio é
convertida a amonio, o qual € incorporado a outras biomoléculas através de duas
vias principais.

Em enterobactérias, a via mais importante para a incorporacao de nitrogénio
€ a glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT). A glutamina sintase (GS),
codificada pelo gene gInA, é uma enzima multimérica composta por 12 subunidades
idénticas, que catalisa a conversdo de glutamato e amdnia em glutamina. Ja a
enzima GOGAT converte uma glutamina em duas moléculas de glutamato, através
de adicdo de um grupo amina em a-cetoglutarato. O produto do gene gInE (GInE)
regula a atividade de GS atraveés de adenililacdo, adicionando um grupo AMP em
cada subunidade, o que torna a enzima inativa. Isto ocorre em resposta a altas
concentracfes de amonio intracelular (MERRICK; EDWARDS, 1995).

O amobnio pode ser ainda convertido a nitrato durante o processo de
nitrificacdo, enquanto que na denitrificagdo o nitrogénio gasoso retorna ao ambiente
através da conversao de nitrato a nitrito e oxidos de nitrito (KLOTZ; STEIN, 2008)
(FIGURA 1).

2.2.2 Regulacao genética geral da fixacao de nitrogénio
Como a reducdo de nitrogénio atmosférico a amdnia requer alto gasto

energeético, a fixacao biologica de nitrogénio é altamente regulada, principalmente a

nivel transcricional, tanto em resposta ao nivel de nitrogénio fixado disponivel, como
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ao nivel de oxigénio, o qual causa danos ao funcionamento da nitrogenase (DIXON;
KAHN, 2004).

-3 -1 +1 +3 +5
[ I [ I [ I I [ |
N, &« N;O «—
NO3
Nitrogen fixation Denitrification

assimilatory and dissimilatory
nitrate reduction

NH; <€ NO; «<—NO;3

nitrification NO;

| electron donor required >
< electron acceptor required |

FIGURA 1 - CICLO BIOGEOQUI'MICO DO NITROGENIO
Os estados de oxidacdo dos intermediarios do ciclo do nitrogénio estdo indicados na parte superior
da figura. FONTE: Morozkina e Zvyagilskaya (2007).

A transcricdo dos genes envolvidos no metabolismo do nitrogénio, ou genes
nif, &€ dependente do fator sigma alternativo 6>* e da proteina NifA (DIXON; KAHN,
2004), cuja transcricdo, por sua vez, é dependente de uma cascata de proteinas
regulatérias, conhecida como sistema regulatério de nitrogénio ou ntr. Em
enterobactérias, o sistema ntr € composto por sete proteinas: o sistema de dois
componentes, NtrC e NtrB; as proteinas PIl, GInB e GInK; e as enzimas GInD, GInE
e glutamina sintetase (GS) (MERRICK; EDWARDS, 1995). Posteriormente, mais
duas proteinas deste sistema foram identificadas: NtrX e NtrY, as quais, como NtrC
e NtrB, também sdo membros do sistema de dois componentes (PAWLOWSKI,;
KLOSSE; BRUIJN, 1991).

As proteinas PIl, GInB e GInK, sédo sujeitas a modificacdo covalente
catalisada por uma uridililtransferase, codificada pelo gene ginD. Sob condi¢gbes de
limitacdo de nitrogénio, a uridililtransferase uridilla GInB e GInK, as quais nesta
forma se ligam na proteina NtrB ativando sua atividade quinase, que fosforila a

proteina reguladora de resposta, NtrC. Na forma fosforilada, NtrC interage com a
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RNA polimerase ¢, estimulando a transcricdo de varios genes envolvidos com a
fixacdo de nitrogénio e metabolismo de fontes alternativas de nitrogénio. Em altas
concentracbes de nitrogénio, GInB e GInK sdo de-uridililadas estimulando a
atividade fosfatase de NtrB, inativando NtrC pela remog¢do do fosfato (DIXON;
KAHN, 2004).

2.2.3 Metabolismo do nitrato

Muitos organismos utilizam nitrato como fonte de nitrogénio. A primeira fase
desse processo de assimilacdo envolve a reducdo de nitrato a nitrito catalisada pela
enzima nitrato redutase (RICHARDSON et al., 2001), conforme a reagéo a seguir:

NO3z + 2H" + 2e” > NO; + H,0O

Em bactérias ha trés diferentes classes de sistemas de reducéo de nitrato,
que variam quanto a localizacdo celular, estrutura, propriedades bioquimicas,
regulacdo e organizacdo de genes. A nitrato redutase assimilatéria citoplasmatica
(NAS) permite a utilizagdo de nitrato como fonte de nitrogénio para crescimento
(assimilacdo de nitrato). A nitrato redutase respiratoria ligada a membrana (NAR)
produz energia metabdlica através da utilizacdo do nitrato como aceptor final de
elétrons e geracdo de gradiente de prétons através da membrana, o que dirige a
formacdo de ATP (respiracdo de nitrato). JA a nitrato redutase dissimilatoria
periplasmatica (NAP) dissipa 0 excesso de energia redutora para manter o balanco
redox (dissimilacdo de nitrato) (MOROZKINA; ZVYAGILSKAYA, 2007; MORENO-
VIVIAN et al., 1999).

Andlises de genomas de procariotos mostram que as trés diferentes nitrato
redutases sao filogeneticamente muito difundidas (RICHARDSON et al., 2001).
Entretanto, todas as nitrato redutases bacterianas estudadas pertencem a familia do
dimetil sulfoxido (DMSO) redutase. O sitio ativo das enzimas desta familia contém
como cofator, dois grupos molibdopterina guanina dinucleotideo (MGD) coordenados

a um atomo de molibdénio.
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2.2.3.1 Nitrato redutase respiratéria (NAR)

A nitrato redutase respiratéria € bem difundida entre as enterobactérias e
muito estudada em Escherichia coli. A enzima, codificada pelo operon narGHJI, &
heterotrimérica, consistindo das subunidades a, B e y. A subunidade B (58 kDa),
codificada pelo gene narH, € uma proteina globular capaz de transferir elétrons para
a subunidade catalitica a (139 kDa), produto do gene narG, que apresenta o centro
[4Fe-4S] e um cofator molibdénio, sitio da reducdo de nitrato. A subunidade y (26
kDa), codificada pelo gene narl, € uma proteina transmembrana com um grupo
heme, que ancora as subunidades a e B no lado citoplasmatico da membrana celular
(BLASCO et al., 2001) (FIGURA 2). O produto do gene narJ (NarJ) € uma chaperona
envolvida na montagem do complexo da nitrato redutase na membrana, através de
insercdo do cofator molibdénio em NarG (LIU; DEMOSS, 1997; BLASCO et al.,
1998).

A subunidade y recebe elétrons da ubiquinona e os transfere para a
subunidade B através do grupo heme. A oxidagdo de ubiquinona no lado
periplasmatico da membrana interna e o0 lancamento de dois prétons no
compartimento periplasmético leva a formacdo de um gradiente de proton
transmembrana, que dirige a formacéo de ATP (revisto por PHILIPPOT; HOJBERG,
1999).

Como o sitio ativo de NarGHI (subunidade a) esta localizado no citoplasma,
0 nitrato deve ser transportado para dentro da célula para ser reduzido. Esta funcéo
€ desempenhada por NarK, proteina transmembrana membro da superfamilia dos
facilitadores principais (MFS). Os membros desta familia sdo subdivididos em dois
tipos. O tipo 1 realiza simporte nitrato/proton e o tipo 2 antiporte nitrato/nitrito
(MARGER; SAIER, 1993; MOIR; WOOD, 2001).

Em E. coli, o gene narK esta situado a montante dos genes que codificam
para a nitrato redutase respiratéria (narKGHJI). Sua expressdao € induzida por
nitrato, nitrito, Fnr (ativa na auséncia de oxigénio) e NarL (NOJI et al., 1989; SELF et
al., 1999). A montante de narK sdo encontrados os genes que codificam para o
sistema de dois componentes NarXL (narXL), que regulam o operon narKGHJI e o
proprio operon. A expressao do operon narXL é induzida pela proteina ModE

(sensora de molibdénio), por nitrato e nitrito. Outro par regulatorio da familia de dois
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componentes, NarQP, também esta envolvido na inducdo dos operons narXL e
narK. Os sensores NarX e NarQ interagem diretamente com nitrato ou nitrito, se
autofosforilam e transferem o fosfato para as proteinas NarP e NarL, ativando-as. A
diferente organizacdo de sitios de ligagcdo de NarL e NarP nos genes alvo, bem
como diferente atividade dos sensores permite a discriminagéo entre nitrito e nitrato
e promove uma resposta especifica (RABIN; STEWART, 1993; DARWIN;
STEWART, 1995).

E. coli

-

L X K G HJ'I

P. aeruginosa

NO3

L X K1K2 G HJ I
_ 2H*
NG; /\/ Periplasm
cyth
Narl -
= NarK
cytbh
Narl |~ a[4re-4s]
NO3 3Fe-4S
NO3 + 2H"
NarX 4
- I NO; + H,0
Cytoplasm
DNA ]

FIGURA 2 - ESTRUTURA DA NITRATO REDUTASE RESPIRATORIA DE E. coli

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

A regido intergénica entre narK e narXL contém as regifes controladoras
dos dois operons, as quais podem se sobrepor, especialmente porque o padréao de
regulacdo de ambos é muito semelhante. Os niveis de expressdo basais de narK
sdo semelhantes nas condigdes aerdbica e anaerobica, entretanto, a indugao por
nitrato é reduzida de modo significativo durante a aerobiose. Fnr liga-se na regiao
intergénica de narK e narX, mas parece ativar apenas 0 promotor de narK
(DARWIN; STEWART, 1995).

Pseudomonas aeruginosa apresenta dois genes narK, ambos a montante

dos genes estruturais de NarGHJI (narK1K2GHJI). Entretanto, apenas um deles esta
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envolvido com o metabolismo de nitrato/nitrito em condigbes denitrificantes
(SHARMA; NORIEGA; ROWE, 2006).

H. seropedicae, diferente de E. coli e de P. aeruginosa, contém trés genes
narK em seu genoma (narK, narK1 e narK2), e ndo apresenta os genes narQ e narP.
Entretanto, de forma geral, os genes estruturais e regulatérios da nitrato redutase
respiratoria das trés espécies sdo muito semelhantes em estrutura e organizacao
(FIGURA 2). Em H. seropedicae estes genes estdo distribuidos em trés operons:
operon narK1K2GHJI, o terceiro narK a montante do operon da nitrito redutase
respiratoria (narknirBDC) e o operon narXL (ALVES, 2006).

2.2.3.2 Nitrato redutase assimilatéria (NAS)

Baseado na estrutura do cofator, que atua como doador de elétrons, é
possivel distinguir dois tipos de nitrato redutase assimilatoria: NAS dependente de
ferredoxina/flavodoxina e NAS dependente de NADH. Ambos os tipos contém um
cluster ferro-enxofre N-terminal, mas n&o possuem grupos heme (MORENO-VIVIAN
et al., 1999; MOROZKINA; ZVYAGILSKAYA, 2007).

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). As nitrato redutases de Azotobacter vinelandii e
Plectonema boryanum consistem em uma subunidade Unica com um centro [4Fe-
4S] e utilizam flavodoxina como doadora de elétrons (MIKAMI; IDA, 1984) (FIGURA
3).

H. seropedicae apresenta uma nitrato redutase dependente de NADH
(GENOPAR) muito semelhante a de Klebsiella oxytoca. Neste membro da familia
Enterobacteriaceae, a nitrato redutase é codificada pelos genes nasCBA e consiste
em duas subunidades. A subunidade catalitica NasA (92kDa) liga-se a bis-MGD e
apresenta um dominio N-terminal [4Fe4S] e um dominio C-terminal [2Fe2S]. A
segunda subunidade, NasC (45kDa), contém o cofator FAD e transfere elétrons de
NAD(P)H para NasA. NasB (104kDa) codifica para uma nitrito redutase com dominio
siro-heme (LIN; GOLDMAN; STEWART, 1993; 1994) (FIGURA 3).

Os genes nasFED de K. oxytoca codificam para um transportador

periplasmatico de nitrato e nitrito, membro da familia de transportadores ABC, o0s
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quais sao dependentes da energia da hidrolise de ATP. NasF é uma proteina
periplasmatica, Nas € um homodimero que se estende através da membrana e
NasD é uma ATPase associada a membrana (WU; STEWART, 1998) (FIGURA 3).

Klebsiella oxytoca Synechococcus sp. PCC4972
R FEDC B ntsB nirB nirA nrtaDCD  narB
NO; . NO;
| periplasm I
N1 N
NasFED NrtABCI
ATP cytoplasm ATP

NO;3

NH;

FIGURA 3 - ESTRUTURA DAS NITRATO REDUTASES ASSIMILATORIAS

A nitrato redutase de K. oxytoca é dependente de NADH e a de PCC4972, é dependente de
flavodoxina. Na parte superior da figura sdo mostrados esquemas da organizacdo dos genes da
nitrato redutase assimilatéria de ambos microrganismos. FONTE: Morozkina e Zvyagilskaya (2007).

A organizacdo dos genes de transporte de nitrato de H. seropedicae é
semelhante & de K. oxytoca: em ambas as bactérias eles formam um operon a
montante dos genes estruturais da nitrato redutase assimilatéria (nasFEDCBA)
(GENOPAR).

O nitrato deve ser transportado para dentro da célula através de NasFED e é
reduzido a nitrito, o qual, por sua vez, é reduzido a amoénio, por NasBA e NasC,
respectivamente. Aménio é convertido em formas metabolizaveis pela célula através
das enzimas glutamina sintetase e GOGAT (MORENO-VIVIAN et al., 1999;
RICHARDSON et al., 2001).

Em enterobactérias, o nivel de transcricdo dos genes nas esta sob controle
duplo: repressdo por aménio via sistema geral de regulacdo de nitrogénio (Ntr) e
inducé&o por nitrato e nitrito (LIN; STEWART, 1996; WU et al., 1999). Na auséncia de

nitrato/nitrito, um terminador de transcricAio a montante de nasF previne a
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transcricdo dos genes do operon nasFEDCBA. Quando nitrato e nitrito estéo
presentes, NasR promove a antiterminacéo de transcricdo, aumentando a expressao
do operon (GOLDMAN, LIN e STEWART, 1994; LIN; STEWART, 1996).

Na bactéria gram-positiva Bacillus subtilis os genes que codificam para os
componentes da nitrato redutase assimilatoria estdo organizados no operon
nasABCDEF. O gene nasB codifica para a subunidade de transferéncia de elétrons
e 0 nasC para a subunidade catalitica. O gene nasA codifica para um transportador
de nitrato. Ja os genes nasDE codificam para a nitrito redutase e nasF para uma
metiltransferase (OGAWA et al., 1995). A expressdo de nasBC é regulada pelo
controle de nitrogénio global, sendo pouco expressos em células crescidas em meio
de cultura com amoénio ou glutamina como fonte de nitrogénio (NAKANO et al.,
1995). A transcricao de nasDE é induzida sob condi¢cdes de excesso de nitrogénio e
em limitacbes de oxigénio através do sistema de dois componentes ResDE
(NAKANO et al., 1998).

2.2.3.3 Nitrato redutase dissimilatoria (NAP)

A nitrato redutase dissimilatoria, localizada no periplasma na forma de
heterodimeros, é codificada pelo operon napFEAGHBC. Acredita-se que a reducéo
de nitrato através desta enzima tem um papel importante na denitrificacdo aerébia
em Pseudomonas sp. e Paracoccus pantotrophus, na adaptacdo ao crescimento sob
condicbes de anaerobiose em Ralstonia eutropha, na manutencdo do equilibrio
redox sob uso de nitrato como aceptor de elétrons para remocéao de energia redutora
em Thiosphaeravou, dentre outras funcdes (revisto por MOROZKINA;
ZVYAGILSKAYA, 2007).

O nitrito gerado pela Nap pode ser utilizado como fonte de nitrogénio ou
como substrato para respiragdo anaerobica de acordo com o organismo, embora a
enzima néo pareca estar primariamente envolvida em nenhuma destas fungdes
(MORENO-VIVIAN et al., 1999).

Esta nitrato redutase € amplamente difundida entre as bactérias gram-

negativas, mas nao esta presente em H. seropedicae (GENOPAR).
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2.2.4 NtrY e NtrX: membros da familia de dois componentes

Para um microrganismo explorar com sucesso as mudancas ambientais &
fundamental que reconheca sinais de variacdo para que possa rapidamente adaptar
o seu perfil de expressdo génica. Sistemas de transdugdo de sinais s&o
responsaveis por sensoriar sinais e transmitir a informacao, permitindo respostas
adaptativas especificas (STOCK; ROBINSON; GOUDREAU, 2000; WEST; STOCK,
2001; SZURMANT; WHITE; HOCH, 2007).

Um dos maiores grupos de proteinas transdutoras de sinais é composto por
pares de proteinas, denominado sistemas de dois componentes, onde um dos
membros € sensor e o0 outro, efetor. Os sistemas de dois componentes sao
encontrados em organismos de todos os dominios (Eubacteria, Archaea e Eucarya),
mas € nas eubactérias, onde constituem cerca de 1% das proteinas codificadas, que
atingem a maioria das principais vias de sinalizacdo, atuando na regulacdo de
diversos processos como quimiotaxia, osmoregulacdo, metabolismo e transporte
(STOCK; ROBINSON; GOUDREAU, 2000; WEST; STOCK, 2001).

Os sistemas de dois componentes tipicos sdo compostos por duas
proteinas: uma histidina quinase sensora (HK), que monitora estimulos externos e
transmite esta informacdo ao seu par, a proteina reguladora de resposta (RR)
atraves de fosforilagdo. A reagéo de fosfotransferéncia ocorre em trés etapas: (1) um
grupo fosforil é transferido a partir de ATP a um residuo de histidina conservado de
HK. (2) A HK catalisa a transferéncia deste grupo fosforil para um residuo aspartato
conservado no dominio regulatério da RR. (3) O grupo fosforil é removido do residuo
fosfo-aspartato através de uma reacdo de hidrélise catalisada pela HK (STOCK;
ROBINSON; GOUDREAU, 2000).

A maioria das histidinas quinases sdo transmembrana, 0 que permite a
deteccdo direta de sinais extracelulares. O dominio sensor & altamente variavel,
enquanto que o dominio catalitico da proteina na porcdo C-terminal, que é
responsavel pela ligacdo ao ATP, e o dominio contendo a histidina fosforilavel séo
altamente conservados em sequéncia e estrutura (WEST; STOCK, 2001;
SZURMANT; WHITE; HOCH, 2007).

As proteinas reguladoras de resposta normalmente apresentam dois

dominios: um dominio N-terminal regulatério e um dominio C-terminal efetor que
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apresenta sequéncia variavel e, em geral, tem atividade de ligagdo ao DNA, ativando
e reprimindo a transcricao de genes especificos (STOCK; ROBINSON; GOUDREAU,
2000).

As proteinas NtrY e NtrX s@o pertencentes a familia de proteinas de dois
componentes: NtrY € a proteina sensora e NtrX, a reguladora de resposta. Elas
foram identificadas em algumas bactérias fixadoras de nitrogénio, como
Azorhizobium caulinodans (PAWLOWSKI; KLOSSE; BRUIJN, 1991), Mesorhizobium
loti (KANEKO et al.,, 2000), Sinorhizobium meliloti (CAPELA et al., 2001),
Azospirillum brasilense (ISHIDA et al., 2002) e Herbaspirillum seropedicae
(GENOPAR), e em outras bactérias, como Caulobacter crescentus (NIERMAN et al.,
2001) e Neisseria meningitidis (TETTELIN et al., 2000).

Em Azorhizobium caulinodans, as proteinas NtrY e NtrX estdo
aparentemente envolvidas na fixacdo de nitrogénio ja que mutantes ntrYX
apresentam reducdo de 20 a 50% na atividade de nitrogenase. Mutantes ntrYX
apresentam crescimento diminuido na presenca de nitrato como Unica fonte de
nitrogénio indicando que estas proteinas também estdo envolvidas no metabolismo
de nitrato. NtrY (84,26kDa) contém duas possiveis regides transmembrana enquanto
qgue NtrX (50,2kDa) apresenta alta similaridade com proteinas NtrC de diversos
organismos. E possivel que o par NtrY/X interaja com o par NtrB/C para ativar a
transcricdo de promotores dependentes do sistema ntr. A montante de ntrYX h& um
promotor do tipo % (PAWLOWSKI; KLOSSE; BRUIJN, 1991).

NtrY de Azospirillum brasilense apresenta quatro regides hidrofébicas na
regido N-terminal que provavelmente sdo regibes transmembrana. Ja a proteina
NtrX desta espécie possui trés dominios: o dominio catalitico, o de interacdo com a
RNA polimerase 0> (AAA) e o motivo de ligacdo ao DNA, hélice-volta-hélice.
Possivelmente é um ativador transcricional de vias de assimilagdo de nitrato em A.
brasilense. A montante do operon ntrYX ha um promotor do tipo 6 (ISHIDA et al.,
2002).

As proteinas NtrY e NtrX de H. seropedicae ndo estdo envolvidas com a
fixacdo de nitrogénio, mas séo essenciais para 0 metabolismo de nitrato (ALVES,
2004; 2006). A proteina NtrY desta espécie, com massa molecular aproximada de
79,7kDa (sem o peptidio sinal de 26 aminoacidos) apresenta trés regides. A regiao

N-terminal, com quatro possiveis regides transmembrana, a central com trés
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dominios: HAMP, PAS e HisKA e a C-terminal que possui o dominio HATPaseC
(ALVES, 2004), responsavel pela fosfotransferéncia e com atividade ATPase
(SZURMANT; WHITE; HOCK, 2007). Dominios HAMP sdo comuns em proteinas
sinalizadoras de procariotos onde parecem atuar como sensores de mudancas
conformacionais e inibidores de sinalizacao histidina quinase constitutiva (ARAVIND;
PONTIG, 1999). Dominios PAS estdo envolvidos em perceber oxigénio, potencial
redox, luz dentre outros estimulos, associado a cofatores (TAYLOR; ZHULIN, 1999),
e é no dominio Hiska (His quinase A) onde ocorre autofosforilagdo de proteinas
sensoras (SZURMANT; WHITE; HOCK, 2007).

J& a proteina NtrX de H. seropedicae, com massa molecular aproximada de
27,1kDa, contém duas regides: a N-terminal, com o dominio regulador de resposta
(REC) que recebe o sinal de seu par sensor (NtrY) e a C-terminal, com o motivo
hélice-volta-hélice, relacionado com ligacdo ao DNA. Ao contrario de NtrX de A.
brasilense (ISHIDA et al., 2002), ndo apresenta o dominio AAA (ATPase associada a
atividades celulares), que interage com o fator 0°* da RNA polimerase. Isso sugere
que NtrX é ativador de outro fator sigma (ALVES, 2004). Na posi¢do 52, apresenta
um aminoacido aspartato conservado que é provavelmente fosforilado por NtrY
(OSAKI, 2009).

A montante de ntrYX de H. seropedicae existem duas possiveis regides
promotoras. A mais provavel delas é a mais proxima de ntrY, com dois sitios para o
fator 0>*, por apresentar expressao significativa. Nitrato e NtrC ativam a transcricdo
desta regido, enquanto que molibdénio e oxigénio ndo parecem afetar diretamente a
sua expressao (ALVES, 2006).

Ensaios de B-galactosidase realizados por Alves (2006) mostraram que NtrY
€ requerida para total expressdo do operon envolvido com a assimilacao de nitrato,
nasFEDCBA, e de dois operons relacionados a respiracdo de nitrato, narXL e
narKnirBDC de H. seropedicae. A montante tanto de nasFEDCBA como de narXL foi
encontrado um sitio de ligacdo para a proteina NtrC. Molibdénio e oxigénio nao
exercem efeito direto sobre a expresséo destes operons. Além disso, a montante de
narXL também ha um sitio de ligacdo para NarL. J& a expressao de narKnirBDC
atinge nivel maximo de expressdo em microaerofilia e na presenca de molibdénio.
Em sua regido regulatéria foram encontrados sitios de ligacdo para as proteinas
NtrC, Fnr e ModE.
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Osaki (2009) demonstrou através de ensaios de retardamento em gel que
NtrX esta envolvida na regulacdo da expressdo dos trés operons envolvidos com o
metabolismo do nitrato de H. seropedicae: narXL, narKnirBDC e narK1K2GHJI.
Quando fosforilada, NtrX apresenta maior afinidade a essas regioes. Possivelmente,
a fosforilagdo de NtrX leva a uma mudancga conformacional que expde o dominio
HTH, aumentando a ligacdo de NtrX ao DNA (OSAKI, 2009).

Estes resultados de Osaki (2009) e Alves (2006) levaram a proposicédo de
um modelo da cascata regulatéria dos genes do metabolismo de nitrato em H.
seropedicae (FIGURA 4).

P QIHA> ntrB > ntrC>

p I/ ntrY > ner>

FIGURA 4 - MODELO DA CASCATA REGULATORIA DO METABOLISMO DE

NITRATO EM H. seropedicae

NtrC esta no inicio da cascata regulatéria, ativando NtrY que, por sua vez, ativa a transcricdo de
genes do metabolismo de nitrato. Linhas sélidas indicam que a interacdo foi confirmada através de
experimentos in vitro e/ou in vivo; linhas tracejadas, informacéo baseada em analise de sequéncia.
Adaptado de Alves (2006) e Osaki (2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTIRPE BACTERIANA E PLASMIDEOS

A estirpe de bactéria e os plasmideos utilizados estéo listados na tabela 1.

TABELA 1 - ESTIRPE BACTERIANA E PLASMIDEOS

Estirpe Caracteristicas Referéncia
F mcr A A (mrr-hsdRMS-crBC)
Escherichia coli ®80dlacZAM15AlacX74deoR recAl Life
DH10B endAlaraD139 A (ara, leu) 7697 galU galK rpsL | Technologies
nupG
Plasmideos Caracteristicas Referéncia

Contém a regido promotora do operon narXL de
pCR2.1-narX | H. seropedicae clonado no vetor pCR2.1-TOPO | OSAKI (2009)

(Amp®, Km®)
0CR2.1- Contém a regido promotora do operon
narKlKé (int) narK1K2GHJI de H. seropedicae clonado no OSAKI (2009)
vetor pCR2.1-TOPO (Amp~®, KmF)

Contém a regido promotora do operon
pCR2.1-narK | narKnirBDC de H. seropedicae clonado no vetor | OSAKI (2009)
pCR2.1-TOPO (Amp~, Km"®)

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 agitacdo. Estes meios foram esterilizados por autoclavacédo (a 120°C, a

uma atmosfera de presséao, durante 20 minutos).

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

Composicao gramasl/litro
extrato de levedura 50
NacCl 10,0

triptona 10,0
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Para o preparo do meio LA (Luria-agar) foi adicionado 1,5% de agar no meio
LB.

3.2.2 Antibidticos

Os antibidticos utilizados estédo listados na tabela 2. As solucdes estoque
foram preparadas conforme Sambrook e colaboradores (1989) e armazenados a -
20°C.

TABELA 2 - ANTIBIOTICOS

Antibiético | Abreviacéo Concentracao estoque | Concentracao final
(mg/mL) (ug/mL)

Ampicilina Amp 250 250

Canamicina Km 100 50

3.2.3 Estoque

As estirpes de E. coli foram mantidas em glicerol 50% a uma temperatura de
-20°C.

3.3 MANIPULACAO DE DNA

3.3.1 Extracao de DNA plasmidial

Aliquotas de 1,5mL de células de E. coli saturadas foram coletadas e
centrifugadas a 1000 g por um minuto. O pellet foi ressuspenso com a adicdo de
150puL de GET (glucose 50 mM, EDTA 10 mM; Tris HCI pH 8,0 25 mM). Para lise
das células, foi acrescentado 150uL de solucédo de lise (SDS 1%, NaOH 0,18M), e,
para neutralizacdo do pH, 150uL de KacF (acetato de Potassio 3M, acido férmico
1,8M, pH 4,8). Apos a incubacdo das células por 5 minutos no gelo, foi adicionado
50uL de fenol:cloroférmio:isoamilico (25:24:1). A mistura foi homogeneizada e
centrifugada por cinco minutos a 14000 g. Foi coletado 450uL do sobrenadante, que
foi transferido para um novo tubo. O DNA foi precipitado com etanol, seco e

ressuspenso em 20uL de agua ultra pura.
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3.3.2 Eletroforese em gel de agarose

Para andalise de DNA foram utilizados géis de agarose (0,7 ou 1%) em
tampdo TBE 1x (Tris 89mM, &cido bérico 89mM, EDTA 2mM). Os géis foram
corados com brometo de etidio 0,5ug/mL e visualizados em transluminador de luz

ultravioleta.

3.3.3 Marcacao radioativa dos primers

O sistema de reacdo para marcacéo dos primers com *?P, foi composto de
tampéo de reacdo, 1pmol de primer, 10U de polinucleotideo quinase, 10uCi [y-*P]
ATP e agua ultra pura estéril para completar o volume final de 10uL. A reacao foi
incubada por cerca de 15 horas em temperatura ambiente. A enzima foi inativada a
70°C por 10 minutos.

3.3.4 AMPLIFICACAO DE DNA POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
(PCR)

Para amplificar as regifes regulatérias dos operons narXL, narkKnirBDC e
narK1K2GHJI foram utilizados como molde os trés plasmideos descritos na tabela 1
e os primers complementares as extremidades do sitio de clonagem de pCR2.1,

descritos abaixo:

Primer Universal 5 GTTGTAAAACGACGGCCAGT 3’ (FAM (azul))
Primer Reverso 5 TTCACACAGGAAACAGCTATGAC 3’ (VIC (verde))

O sistema de reacédo foi composto por 10 a 30ng/uL de DNA molde, 0,2uM
de cada primer (ambos, apenas um ou nenhum deles marcado com fluoroforo),
0,3mM de dNTP, tampéo de reagcao com KCl, 1,5U de Taq DNA polimerase, 1,5mM
de cloreto de magnésio (Fermentas) e agua ultra pura para completar o volume final
de 50pL.
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Os parametros utilizados para amplificar as regides promotoras foram: um
ciclo de trés minutos a 94°C; 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C
e 60 segundos a 72°C; e um ultimo ciclo de trés minutos a 72°C.

Os produtos de PCR obtidos foram purificados com kit de extracdo de DNA
(Fermentas), conforme recomendacdes do fabricante e, posteriormente, utilizados
para 0 ensaio de retardamento de banda em gel, curva de DNAse | e ensaio de

footprinting.

3.4 DOSAGEM DE PROTEINA

Para estimar a concentracdo de proteina foi realizada dosagem de proteina
conforme Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao. A

concentracéo foi estimada considerando a proteina como um mondémero.

3.5 ENSAIO DE RETARDAMENTO DE BANDA EM GEL

Amostras da proteina NtrX-His, purificadas por Osaki (2009) e armazenadas
em tampdo HEPES (HEPES 50mM pH8,0, NaCl 250mM, glicerol 50%), foram
incubadas com os fragmentos de PCR marcados com fluoréforo (em ambas as fitas)
ou com *P, durante 30 minutos, no gelo, em tampdo TAP 1x (Tris acetato 50mM
pH8,0, acetato de sbédio 100mM, acetato de magnésio 8mM, acetato de amébnio
27mM, DTT 1mM) com BSA 0,05ug/pL. Em seguida, as amostras foram misturadas
com tampao de amostra (glicerol 50% e azul de bromofenol 0,001%) e aplicadas em
gel de acrilamida ndo desnaturante 4%. O tampao de corrida utilizado foi 0 tampéao
nativo (Tris HCI 50mM, glicina 400mM, EDTA 2mM, sulfato de magnésio 8mM). O
gel foi visualizado em transluminador de luz ultravioleta, no caso de DNA marcado
com fluoréforo ou secado, exposto a um filme de raio X e escaneado no caso de

DNA marcado radioativamente.
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3.6 CURVA DE CONCENTRACAO DE DNASE |

Para estabelecer a concentracdo de DNAse | (Invitrogen) a ser utilizada no
ensaio de footprinting, foi realizada uma curva de concentracdo, onde os fragmentos
marcados com fluoréforo foram incubados em tampdo TAP 1x com diferentes
concentracbes de DNAse | (1:20, 1:50 e 1:100), previamente diluida em tampéao de
diluicdo (acetato de sédio pH 6,5 20mM, CaCl, 5mM, PMSF 0,1mM, glicerol 50%).
ApOs dois minutos de reacdo a 30°C, as amostras foram tratadas com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e incubadas a 70°C por cinco minutos para
inativacdo da enzima. Posteriormente, as amostras foram precipitadas com tRNA
10ug/mL, acetato de aménio 0,5 M e etanol.

A andlise foi realizada no sequenciador de DNA ABI377 para averiguar a
condicéo ideal de reacdo. A concentracdo de acrilamida do gel foi de 6%, com 7M

de ureia. A temperatura de corrida foi de 50°C.

3.7 ENSAIO DE FOOTPRINTING COM DNASE |

NtrX-His foi incubada com carbamoil fosfato 10mM durante 10 minutos no
gelo. Em seguida, a proteina foi misturada com os fragmentos marcados com
fluor6foro em tampédo TAP 1x durante 20 minutos, no gelo. Tampé&o HEPES também
foi adicionado a reacdo para compensar seu efeito inibitério sobre a atividade da
nuclease. DNAse | foi adicionada na concentracdo estabelecida conforme item 3.6.
As etapas de reacdo, precipitacdo e andlise também foram realizadas de acordo
com o item 3.6.

3.8 REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE DNA (USB)

As reacdes de seglenciamento para marcacdo do sitio de ligacdo da NtrX
foram realizadas de acordo com as recomendacbes do fabricante (USB).
Aproximadamente 0,5ug do plasmideo pCR2.1-narX foi incubado durante 10
minutos a 37°C com 2ul de NaOH 1M e 1pmol de primer universal FAM. Apés
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incubacao rapida da reacao no gelo, foi adicionado 2ul de HCI 1M para neutralizacéo
do pH, e 2ul de tampéao “plasmid reaction buffer’ e a reacéo foi novamente incubada
a 37°C por 10 minutos, para anelamento do primer. A reagdo foi novamente
resfriada no gelo. Apés adicdo de DTT e sequenase, a reacao foi dividida em quatro
partes e transferida para tubos pré-aquecidos contendo misturas de A, G, Ce T. A
reacao foi incubada por cerca de 8 minutos e interrompida com solucéo de parada.

As amostras foram analisadas no sequenciador de DNA ABI377.
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAIOS IN VITRO DE LIGAQAO DE NtrX NAS REGIOES PROMOTORAS
narXL, narKnirBDC e narK1K2GHJI de H. seropedicae

NtrX € uma proteina reguladora de resposta, da familia de reguladores do
sistema de dois componentes, que ativa a transcricdo de varios genes do
metabolismo do nitrato em conjunto com seu par sensor NtrY. NtrX de H.
seropedicae apresenta massa molecular de 27,1 kDa e contém o dominio regulador
de resposta na regido N-terminal e o motivo hélice-volta-hélice no C-terminal. As
proteinas NtrX e NtrY de H. seropedicae estdo envolvidas com o metabolismo de
nitrato, mas ao contrario de NtrX e NtrY de A. caulinodans, ndo regulam a fixacéo de
nitrogénio (ALVES, 2006). O mecanismo de ativagdo da proteina NtrX ndo é
conhecido, assim como o seu sitio de ligagdo ao DNA. Neste trabalho, foram
realizados experimentos para identificar o sitio de ligacdo desta proteina ao DNA.

Para verificar a atividade de NtrX-His purificada por Osaki (2009) e
armazenada em nitrogénio liquido, foram realizados ensaios de retardamento em
gel, os quais mostram que a proteina estava ativa e, portanto, pdde ser utilizada
para 0s demais ensaios in vitro. Além disso, foi possivel confirmar que esta € capaz
de se ligar as regiées promotoras dos operons narXL (FIGURA 5), narK1K2GHJI
(FIGURA 6) e narKnirBDC (FIGURA 7), confirmando os dados de Osaki (2009).
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FIGURA 5 - ENSAIO DE RETARDAMENTO DE BANDA EM GEL DA REGIAO

PROMOTORA DO OPERON narXL DE H. seropedicae.

Concentracfes crescentes de NtrX foram incubadas com fragmentos de DNA de 627pb contendo a
regido promotora do operon narXL marcada com fluoréforo nas duas extremidades, durante 20
minutos. As amostras foram resolvidas em gel de acrilamida ndo desnaturante 4%. FONTE: O autor.
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FIGURA 6 - ENSAIO DE RETARDAMENTO DE BANDA EM GEL DA REGIAO
PROMOTORA DO OPERON narK1K2GHJI DE H. seropedicae

Concentragfes crescentes de NtrX foram incubadas com fragmentos de DNA de 932pb contendo a
regido promotora do operon narK1K2GHJI marcada com fluoréforo nas duas extremidades, durante
20 minutos. As amostras foram resolvidas em gel de acrilamida ndo desnaturante 4%. FONTE: O
autor.
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FIGURA 7 - ENSAIO DE RETARDAMENTO DE BANDA EM GEL DA REGIAO

PROMOTORA DO OPERON narKnirBDC DE H. seropedicae

Concentragfes crescentes de NtrX foram incubadas com fragmentos de DNA de 540pb contendo a
regido promotora do operon narkKnirBDC marcada com fluor6foro nas duas extremidades, durante 20
minutos. As amostras foram resolvidas em gel de acrilamida ndo desnaturante 4%. FONTE: O autor.
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4.2 FOOTPRINTING COM DNASE |

A técnica de footprinting permite a identificacdo de sitios de ligagdo de
proteinas a sequéncias especificas de DNA. O método mais comum utiliza
radioatividade para marcagdo do DNA. Entretanto, devido a dificuldades de
obtencédo e manipulacéo de isétopos radioativos, um dos objetivos deste trabalho foi
estabelecer condicdes para realizar ensaios de footprinting com DNAse | utilizando
DNA marcado com fluoréforo.

As regibes promotoras dos operons narXL, narK1K2GHJI e narKnirBDC
foram amplificadas a partir dos plasmideos descritos na secdo Material e Métodos,
utilizando primers com sonda marcada com fluoréforo (FAM e VIC).

Inicialmente, os produtos de PCR das regifes promotoras foram analisados
no sequenciador de DNA para verificacdo da sensibilidade do equipamento. Foi
necessario aumentar consideravelmente as quantidades de DNA para que ele
pudesse ser detectado. Apds determinacdo da quantidade de DNA a ser utilizada
nas reacdes, a quantidade de DNAse | necesséaria para produzir um padréo de
clivagem do fragmento molde também foi definida através de curva de concentracao
de DNAse I. A quantidade ideal de DNAse | foi determinada em 0,05U por reacgéao.

Em footprinting radioativos, apenas uma das fitas de DNA é marcada. O
footprinting fluorescente permite a marcacao das duas fitas simultaneamente através
da utilizacdo de um fluoréforo ligado a cada primer (ZIANNI et a.l, 2006). Entretanto,
neste caso a visualizacdo do padrdo de bandas ficou prejudicada devido a
sobreposicdo de espectro de emissdo dos fluoréforos utilizados (imagem néo
mostrada). Outra abordagem foi a realizacdo do footprinting com marcacao
individual de cada fita de DNA dos moldes e com a proteina NtrX-His purificada por
Osaki (2009). A figura 8 mostra os resultados obtidos com os moldes amplificados
com o primer universal marcado com o fluor6foro FAM (azul). E possivel visualizar
bandas protegidas e hiper-reativas (circulos abertos e fechados, respectivamente)

apenas nas reagdes com o molde narX.
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FIGURA 8 - FOOTPRINTIN

i

i

G COM DNASE | DE NtrX COM OS MOLDES narXL,
narK1K2GHJI E narKnirBDC DE H. seropedicae UTILIZANDO O PRIMER
UNIVERSAL COM SONDA MARCADA COM FLUOROFORO (FAM-AZUL)

Fragmentos de PCR foram digeridos com DNAse | em diferentes concentragbes de NtrX. Apds

purificac@o, os fragmentos de DNA foram separados em sequenciador de DNA Circulos brancos e
azuis indicam bandas protegidas e hiper-reativas, respectivamente. FONTE: O autor.
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FIGURA 9 - FOOTPRINTING COM DNASE | DE NtrX COM OS MOLDES narXL,
narK1K2GHJI E narKnirBDC DE H. seropedicae COM O PRIMER REVERSO COM
SONDA MARCADA COM FLUOROFORO (VIC-VERDE)

Fragmentos de PCR foram digeridos com DNAse | em diferentes concentragbes de NtrX. Apoés
purificagdo, os fragmentos de DNA foram separados em sequenciador de DNA. FONTE: O autor.
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Para identificar quais bandas sdo protegidas ou hiper-reativas é essencial a
comparacao com reagdo de sequenciamento. Entretanto, neste caso, esta deve ser
realizada com o mesmo primer marcado com fluoréforo utilizado para produzir os
moldes. Com este objetivo, foi realizada uma reacdo de sequenciamento com a
regido promotora do operon narXL utilizando o primer universal FAM e o mesmo
DNA molde. Contudo, nao foi possivel visualizar as bandas esperadas na reacao de
sequenciamento provavelmente devido a baixa sensibilidade e/ou eficacia na reacéo
de sequenciamento. Com isso, apenas a posi¢cao aproximada do sitio de ligacdo ao
DNA de NtrX foi avaliado com base no padrdo de bandas do marcador de DNA
“Gene Scan 1000 ROX size standard”. A regido protegida do promotor de narXL esta
localizada entre as posic¢des -150 pb e -100 pb do inicio de traducdo do gene narX.

Os resultados obtidos para o footprinting com os moldes amplificados com
primers reversos marcados com o fluoréforo VIC (verde) estdo na figura 9. Nao é
possivel observar footprinting em nenhum dos moldes, o que pode indicar que NtrX

nao protege esta fita de DNA.

4.3 FOOTPRINTING COM DNASE | UTILIZANDO MARCACAO RADIOATIVA

Para confirmar os resultados obtidos com fluorescéncia, o molde narXL foi
utilizado para reacGes de footprinting nas mesmas condi¢cdes utilizadas no
footprinting com fluorescéncia, exceto pela utilizacado dos primers NARX-for e NARX-
rev (OSAKI, 2009) marcados com *?P ao invés do reverso e universal com sonda
marcada com fluoréforo.

Os resultados (FIGURA 10) confirmam os dados obtidos com fluorescéncia,
onde NtrX protege apenas uma das fitas. O padrdo de footprinting é mais evidente,
mostrando que a marcacdo com P é mais sensivel que a marcacdo com
fluordforos. Para identificagéo correta das bases do DNA nas quais NtrX se liga, foi
realizada uma reacédo de sequenciamento utilizando o primer NARX-for marcado
com *2P. Entretanto, conforme ocorreu anteriormente, a reacéo de sequenciamento
ficou com uma qualidade baixa, ndo sendo possivel identificar com precisdo as

bandas protegidas por NtrX.
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FIGURA 10 - FOOTPRINTING COM DNASE | DE NtrX COM O MOLDE narXL DE
H. seropedicae, AMPLIFICADO COM OS PRIMERS NARX-FOR E NARX-REV

MARCADOS COM *?p

Fragmentos de PCR foram digeridos com DNAse | em diferentes concentragdes de NtrX. Apds
purificacdo, os fragmentos de DNA foram separados em sequenciador de DNA. H.: 10nM RNA
polimerase holoenzima de E. coli (6°). FONTE: O autor.
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4.4 INTERACAO DE FATORES SIGMA COM A REGIAO PROMOTORA DE narXL

A proteina NtrX de H. seropedicae, ao contrario de A. caulinodans e A.
brasilense, néo apresenta o dominio AAA de interacdo com a RNA polimerase-0**,
muito comum em proteinas que regulam a transcricdo através desse fator sigma.
Isso sugere que NtrX de H. seropedicae ativa a transcricdo através de outro fator
sigma, mais provavelmente o’°. Entretanto, andlises da regido regulatéria n&o
permitiram a identificacdo de uma boa sequéncia candidata a promotor dependente
de 0. Uma sequéncia candidata foi escolhida, mas apresenta baixa similaridade
com o0 consenso proposto para E. coli (TTGACA-Ni17-TATAAT) (HAWLEY;
MCCLURE, 1983) (FIGURA 11). Para testar se a RNA polimerase ¢’° é capaz de se
ligar a esta regido foram realizados ensaios de retardamento de banda em gel.
Nestes ensaios foram utilizados os fatores sigma c°* e 0’° de E. coli e 0’ de
Rhizobium sp. NGR234 (SigA), o qual € capaz de reconhecer eficientemente
promotores de H. seropedicae (WASSEM, R.).

ccctgctgcecgcgceccgggatcgacgatgeccggectggagagcgeccatccgegcagecga
catgaattcaacgaggcgccacagaagatcgtgcgtttcatgtcaca
gacgggtggctagccggactgcctgttgecagtttcccaggectttctgectgettttttaagaa
acattgacttggcttccatacatgctggcaacgatgggcatagactgcctgtcgttccecgece
ccgagtaccctcatggaccctgccgecgctcececttegegeccttgececececgcacaagcecgect
gaccttccgcatcctgctgatgaccctcatcggecctgggectgaccatgacggeccatcecgget

ataccctgctgctgtcctggcaattggaaggcggcggcaccgtcatcaatgaagcgggcagce

NarX

ctgcgcatgcgctcctaccag gcaccagcgggacagtgcggt
gctgccggagatcgaacgtttcgaccagatcctgecgtagecctgcataccggccaaggcgacce

NARX for 5’ tcgaactgaagccggaacgc 3’
NARX rev 5’ atttccagcgccagtcccag 3’

FIGURA 11 - SEQUENCIA DE DNA DA REGIAO REGULATORIA DO OPERON
narXL DE H. seropedicae

Em verde: possivel sitio de ligacdo de 0>*. Em amarelo: possivel sitio de ligagéo de o’°. Em vermelho:
regido codificadora de narX. Em laranja: primers NARX for e NARX rev. Em azul: regido codificadora
de proteina hipotética conservada. FONTE: GENOPAR.
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Apesar de nao ter sido possivel identificar um sitio de ligacdo para o fator
sigma vegetativo na regido promotora de narXL (ALVES, 2004), a RNA polimerase
holoenzima ¢”® de E. coli foi capaz de se ligar a esse molde, indicando que deve
haver um sitio de ligagdo para este fator sigma (FIGURA 12). A analise de
sequéncia da regido regulatoria permitiu a proposicdo de um promotor candidato
que, apesar da baixa similaridade com o consenso, deve ser a sequéncia ativa
(FIGURA 11). A RNA polimerase sem fator sigma ligou apenas fracamente ao
molde, conforme esperado. O fator sigma ¢’° de NGR234 (na auséncia ou na
presenca de RNA polimerase) e o fator °* de E. coli também se ligaram apenas
fracamente ao molde. Como previsto, a RNA polimerase associada ao fator sigma
o>* foi capaz de interagir com a regido promotora de narXL, j& que ha um sitio de
ligacdo a esse fator sigma. Na concentracdo testada, NtrX ndo se ligou ao molde.
Para avaliar se a ligacdo das proteinas testadas a regido promotora de narXL é
especifica foi realizado um ensaio nas mesmas condicfes descritas, exceto pela
adicdo de DNA competidor heterélogo (0,5ug de DNA de timo bovino). O resultado
(FIGURA 12) mostra que o DNA competidor ndo desestabilizou a ligagao, indicando
que a ligacdo de RNA polimerase e fatores sigma testados é especifica.
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FIGURA 12 - ENSAIO DE RETARDAMENTO DE BANDA EM GEL DE narXL DE H.

seropedicae INTERAGINDO COM FATORES SIGMA

Fragmentos de DNA com 419bp marcados com ¥p e contendo a regido promotora do operon narXL,
foram incubados com a RNA polimerase de E. coli e os fatores sigma 0> e 0’° de E. coli ou 6" de
Rhizobium sp. NGR234, durante 20 minutos. Nas Ultimas reacdes foi utilizado DNA competidor
heter6logo (0,5ug de DNA de timo). As amostras foram resolvidas em gel de acrilamida 4%. FONTE:
O autor.
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5 DISCUSSAO

A técnica de footprinting comecou a ser desenvolvida em 1978.
Sequenciadores de DNA fluorescentes foram introduzidos em 1986 e oito anos
depois foram utilizados para a visualizacdo de bandas de DNA protegidas com uma
nuclease. No ano 2000, um analisador de DNA por eletroforese em capilar foi
empregado para identificacdo de regibes de DNA protegidas e hiper-reativas. Em
2006, foi proposto um método que permite a identificacdo precisa das bases
protegidas na digestdo de DNA (revisto por ZIANNI et al., 2006).

O footprinting fluorescente tem duas vantagens principais. A primeira delas é
a corrida realizada em sequenciadores de DNA automatizados, nos quais o
resultado pode ser visualizado com maior rapidez. Outras vantagens sao a
disponibilidade de primers fluorescentes, a manipulagdo mais facil e menores riscos
durante a manipulacdo. A principal desvantagem € que o método fluorescente é
menos sensivel que a marcacéao radioativa (ZIANNI et al., 2006).

No presente trabalho utilizamos a técnica de footprinting com DNAse |,
utilizando DNA molde com sonda marcada com fluoréforo para avaliar a capacidade
da proteina NtrX de H. seropedicae de se ligar a regides promotoras alvo.

A visualizacdo de footprinting nos moldes narK1K2GHJI e narKnirBDC nao
foi possivel e pode ter sido dificultada devido a posi¢cdo do sitio em relacdo ao
primer. Outra possibilidade é que, devido ao arraste de fundo (background) do DNA
molde, as regides protegidas ficaram mascaradas. Parte do DNA que nao foi bem
desnaturada também pode interferir na visualizacdo das bandas. Este problema foi
encontrado em reacdes de footprinting anteriores e mesmo a incubacéo das reacées
por 10 minutos a 99°C nao foi capaz de desnaturar por completo o DNA,
provavelmente devido a alta concentracdo deste nas reagoes.

As reacOes de footprinting obtidas com a regido promotora de narXL
sugerem que NtrX é capaz de se ligar ao DNA, entre -150pb a -100pb do inicio da
regido codificadora de narX. As reacfes de footprinting com material radioativo
confirmaram os dados obtidos com fluorescéncia. Entretanto uma analise mais
precisa sobre o sitio de interacdo de NtrX a seus sitios alvo nédo foi possivel devido a

baixa qualidade obtida nas reacfes de sequenciamento. Para que a técnica de
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footprinting fluorescente possa ser aplicada, devem ser testadas outras condicdes
de reacdo de sequenciamento, que produzam uma quantidade muito maior de DNA,
o qual deve ser visivel no sequenciador.

Como NtrX ndo apresenta o dominio de interacdo com o>, foi sugerido que
NtrX possa ativar a transcricdo de seus promotores alvo através de o’° (ALVES,
2004). Os ensaios de retardamento em gel confirmam que narXL apresenta sitio de
ligagdo ao fator sigma 0°*, conforme previsto por Alves (2006) e indicam que o fator
sigma 0’® também se liga a esta regi&o, apesar de ndo haver um promotor candidato
com alta similaridade ao consenso. Estes dados permitem a proposi¢cao de que NtrX
pode interagir com a RNA polimerase-o’° para ativar a transcricdo de narXL.

Os dados in vivo, utlizando fusbes com o gene lacZ, mostram que a
transcricdo de narXL € dependente de NtrC (ALVES, 2006). Entretanto, ndo ha
evidéncias de que NtrC ativa diretamente este operon, uma vez que NtrYX,
ativadores do operon narXL, sdo ativados por NtrC. Dessa forma, o efeito de NtrC
pode ser indireto, mediado por NtrX. NtrC ativa transcricdo através de interacdo com
a RNA polimerase-0®, e seu sitio de ligacdo ao DNA pode estar distante do
promotor, como € o0 caso de narX, que se encontra na posicdo -414 a -379 a
montante da regido codificadora (ALVES, 2006). Os ensaios de footprinting
(FIGURAS 8, 9 e 10) mostraram que o sitio de ligacdo ao DNA de NtrX esta muito
proximo ao sitio de fator o’°, caracteristica muito comum em ativadores de
transcricdo dependentes deste fator sigma (BROWNING; BUSBY, 2004). Além
disso, o sitio de ligacdo ao DNA de NtrX parece se sobrepor, pelo menos
parcialmente, ao promotor dependente de ¢*. Com isso, quando NtrX esta ligada
em seu sitio na regido promotora de narXL, impede a ativacdo deste operon por
NtrC, criando um modelo onde NtrX ou NtrC ativam a transcricdo de narXL, mas nao
ambas simultaneamente. A ativacdo por NtrC tera que ser confirmada
experimentalmente. Se néo for confirmada, outro ativador pode regular esta regiao,

uma vez que esta contém um promotor dependente de o°* funcional.
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6 CONCLUSOES

¢ O sitio de interagdo de NtrX em narXL localiza-se entre as bases -150 pb e -100
pb a partir do inicio da regido codificadora de narX.

e Ndo foi possivel identificar o sitio de ligacdo de NtrX em narK1K2GHJI e
narKnirBDC.

e O footprinting utilizando DNA marcado com fluor6foro € um bom método para
andlise de sitios de ligacdo de proteinas ao DNA, mas requer maiores quantidades
de DNA molde.

e A regido promotora de narXL contém um provavel sitio de interacdo com RNA
polimerase o’°, 0 que sugere que NtrX possa ativar a transcricdo do operon através

desse fator sigma.

e A sequéncia promotora dependente de o> observada na regido promotora de

narXL é reconhecida pela RNA polimerase-c>*.
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