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Resumo

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria diazotrofica que tem a capacidade de
se associar endofiticamente a raizes de plantas sem que ocorra a formacao de
nodulos radiculares. A anotagdo do genoma pelo Programa GENOPAR
identificou a presenga do gene nodD, sendo este o Unico gene de nodulagéo
encontrado em H. seropedicae. Este gene codifica para a proteina NodD, que é
a principal proteina regulatéria do processo de nodulagdo em rizébios, e
pertence a familia LysR de reguladores de transcricdo. Em H. seropedicae esta
proteina € denominada HsNodD e ativa a transcricdo de um operon a montante
e divergente a nodD, que contém 10 orfs, e foi chamado operon fde (Flavonoid
Degradation). Uma vez que este operon ainda ndo tem a sua fungéo descrita em
outros microrganismos, o presente estudo teve como objetivo principal
esclarecer sua funcdo. Estudos de bioinformatica mostraram que as proteinas
codificadas por este operon contém dominios conservados relacionados com a
quebra de anéis fendlicos. Uma estirpe mutante na 12 orf do operon fde,
denominada Orf1Km foi obtida e testada quanto ao seu crescimento em meio
contendo fontes alternativas de carbono contendo anéis fendlicos, como
naringenina, quercetina, acido salicilico, salicilato de sodio, acido benzoico,
resorcinol, tirosina, fenilalanina e triptofano. Também foram testadas as estirpes
selvagem (SmR1) e a estirpe mutante nodD™ (DR2), mas nenhuma diferenca de
crescimento foi observada n&do sendo possivel a determinacdo do fendtipo da
estirpe Orf1Km. A regido intergénica entre nodD e fdeA foi clonada em ambas as
orientacbes a jusante do gene repdrter lacZ. Ensaios de B-galactosidase
mostraram que a proteina HsNodD n&o ativou a expressao da fusdo nodD::lacZ,
e mesmo na presenga de naringenina nado houve alteragado., indicando que
HsNodD n&o se autoregula, como acontece com outras NodDs ja descritas. Em
relacdo a expressao da fusao orfl::\lacZ a HsNodD ativa a sua expressao, e na
presenca de naringenina, apigenina e crisina ocorre um aumento na expressao
desta fusdo. As estirpes SmR1, DR2 e OrfiKm foram cultivadas em meio
contendo naringenina por 30 horas, e a cada 6 horas foram coletadas amostras
e estas foram injetadas em HPLC. Os resultados obtidos mostraram que a
estirpe SmR1 com 24 horas de cultivo degrada a naringenina, porém as estirpes
DR2 e Orf1fKm nao, indicando que estes genes estdo envolvidos na degradacgéo
de naringenina. Assim, os resultados obtidos indicam que a naringenina € uma
molécula sinalizadora, que desencadeia a sua propria degradagcdo. HsNodD é
sensivel a naringenina, e na presenga deste composto aumenta a ativagéo do
operon fde, que por sua vez esta envolvido na degradagao de naringenina em H.
seropedicae.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae; NodD; flavondéides; degradagéo.



Abstract

Herbaspirillum seropedicae is a nitrogen fixing bacterium found in association
with plants of the Poales Order. Unlike rhizobium and leguminosae interaction,
where bacteria are found in nodules, H. seropedicae are endophytic, colonizing
intercellular spaces and vascular tissues of Poales plants. GENOPAR Program
identified a nodD gene, which is the unique nodulation gene found in the H.
seropedicae genome. This gene codifies the NodD protein, that is the main
regulatory protein in the nodulation process, belonging to the LysR transcriptional
regulators family. In H. seropedicae this protein is called HsNodD and actives the
transcription of an operon, which contain 10 orfs and was called fde (Flavonoid
Degradation) operon. Bioinformatic studies showed that the proteins codified by
this operon contain conserved domains involved with phenolics ring degradation.
A mutant strain in the first orf of the fde operon was obtained, and named
Orf1Km. The ability of the wild strain (SmR1), nodD" strain (DR2) and orfl strain
(Orf1Km) to growth in medium containing alternative carbon source, like,
naringenin, quercetin, salicylic acid, benzoic acid, sodium salicylate, resorcinol,
tyrosine, phenylalanine, tryptofane were tested, but no growth differences were
observed. The intergenic region of nodD and fdeA was cloned in both
orientations upstream the lacZ gene reporter. B-galactosidase assays showed
that the HsNodD protein did not activate the nodD:lacZ expression in the
presence or in the absence of naringenin. The HsNodD activates orfl::lacZ
expression, and in the presence of naringenin, apigenin and chrysin occurred an
increased in the expression. The SmR1, DR2 e Orf1Km strains were cultivated in
medium containig naringenin for 30 hours, and aliquots were removed at each 6
hours and analysed by HPLC. The results showed that SmR1 strain was able to
degradate naringenin with 24 hours, but DR2 and Orf1Km strains did not,
indicating that orfl and nodD are involved in the degradation of naringenin. The
results obtained showed that naringenin is a signal molecule, which induces its
own degradation. HsNod is sensible to naringenin, and in the presence of this
compound increased the fde operon transcription activation, whose the function
seems to degrade naringenin in H. seropedicae.

Keywords: Herbaspirillum seropedicae; NodD; flavonoids, degradation.
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1 INTRODUGAO

O processo da fixagao biolégica de nitrogénio, realizado por algumas bactérias, é
essencial para a manutencdo da vida, e somente estes organismos possuem a
capacidade de realiza-lo. Este processo gera aménio (NH4"), a partir do nitrogénio
atmosférico (N2), que € entdo utilizado pelos demais seres vivos na sintese de
biomoléculas como, por exemplo, proteinas e acidos nucléicos. O microrganismo
capaz de realizar a redugdo do nitrogénio atmosférico a aménio é chamado de
diazotrofo e pode ser utilizado como inoculante na agricultura, o que colabora para a
diminuicdo da poluigdo causada pelos adubos nitrogenados, e também diminui o
custo para o produtor. Dessa maneira, torna-se importante o estudo dos varios
aspectos que envolvem todo o processo da fixagao bioldgica de nitrogénio.

As bactérias diazotroficas podem estabelecer uma relacdo simbidtica ou
associativa com o hospedeiro, sendo que esta relagdo pode ocorrer através de pelo
menos duas formas: a primeira, e melhor estudada, é a interagao simbidtica, que é o
caso da associagao leguminosa-rizobio; a segunda, € a interagéo endofitica, que é o
caso da associagao graminea-Herbaspirillum/Azospirillum. A diferenca basica entre os
dois tipos de processos € que na interacdo simbidtica ha a formacdo do nodulo
radicular, onde ocorre a fixagdo de nitrogénio, enquanto que na associagao endofitica
graminea Herbaspirillum/Azospirillum nao ha formagdo de nédulo radicular, sendo as
bactérias encontradas nos espacgos intercelulares, onde realizam a fixagcdo de
nitrogénio.

Em rizébios, a formacao do nddulo radicular depende da expressao dos genes
nod, cuja transcricdo é ativada pela proteina NodD, codificada pelo gene nodD. Esta
proteina € uma reguladora de transcricdo da familia LysR, e, em muitos casos, tem
sua atividade controlada por interagcdo com flavondides. Quando ativa, a NodD altera
a transcricdo dos demais genes nod envolvidos no processo de nodulagido. Esta
alteragdo, na maioria dos casos, € a indugédo da transcricdo dos demais genes nod
como, por exemplo, o operon nodABC, que é responsavel pela sintese do esqueleto
central dos fatores Nod, lipoquitooligosacarideos essenciais no processo de

nodulagdo. Contudo, em alguns casos, a proteina NodD pode reprimir a expressao
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génica, em especial se houver mais de uma coépia deste gene no genoma do
microrganismo.

Em Herbaspirillum seropedicae, uma bactéria diazotrofica endofitica encontrada
em certas plantas da ordem Poales, foi identificado um gene (Programa GENOPAR)
semelhante ao gene nodD (46% de identidade com o gene nodD de Bradyrhizobium
Japonicum). Uma vez que esta bactéria ndo induz a formagéo de nodulos na planta
com a qual se associa, a fungdo deste gene em H. seropedicae permanece
desconhecida. Ensaios de interagdo entre uma estirpe nodD™ de H. seropedicae e
milho sugerem que este gene ndo esta envolvido no processo inicial de interacéo
planta-bactéria (MARIN, 2006b). Outros resultados indicam que a proteina NodD esta
envolvida na regulacdo de um operon divergente ao gene nodD, uma vez que a
expressao deste operon, em E. coli, é diminuida na presenga de NodD (MARIN,
2006a).

Uma vez que a proteina NodD de H. seropedicae pode ter a sua atividade
regulada por flavondides e que o operon divergente ao gene nodD parece estar
envolvido com o metabolismo de compostos fendlicos, este trabalho visa esclarecer a

funcao deste operon.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotrofica, ou seja, fixadora de
nitrogénio, pertencente a classe Beta das Proteobactérias. Possui de 0,6 a 0,7 ym de
diametro e 1,5 a 5 ym de comprimento, é gram-negativa, vibridide, e com dois
(ocasionalmente, um ou trés) flagelos em um ou ambos os pélos. H. seropedicae fixa
nitrogénio em condigdes microaerdbicas, tem a capacidade de usar muitos agucares
como fonte de carbono e coloniza, endofiticamente, membros da familia Poaceae
(BALDANI et al., 1986), como milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum
bicolor) e cana-de-agucar (Saccharum officinrum) (BALDANI et al., 1984; PIMENTEL
et al., 1991; BODDEY et al., 1995); Musaceae (Musa sp) e Bromeliaceae (Ananas sp)
(WEBER et al., 1999).

Estudos de microscopia mostraram que H. seropedicae Z67 é capaz de penetrar
através de rachaduras das raizes laterais, colonizar os espacgos intercelulares,
aerénquima e xilema, tanto de raizes quanto de partes aéreas de plantulas de arroz
(JAMES et al., 2002). Outros estudos mostraram que H. seropedicae coloniza vasos
do xilema de folhas de cana-de-agucar (OLIVARES et al., 1997). A partir da
inoculagdo de diversas estirpes de H. seropedicae foi possivel mostrar o grande
potencial biofertilizante desta bactéria, uma vez que na interagao arroz-Herbaspirillum
a estirpe Z94 contribuiu com até 54% do nitrogénio total acumulado pela planta e as
outras estirpes também contribuiram com aproximadamente 30% do nitrogénio
(BALDANI et al., 1995). Além disto, H. seropedicae também €& capaz de produzir
fitohormoénios que estimulam o crescimento vegetal (OLIVARES et al., 1997).

O genoma de H. seropedicae foi sequenciado pelo Programa GENOPAR, e
agora os genes envolvidos nos processos de fixacdo de nitrogénio e de colonizagao
estdo sendo estudados para entender o processo de interacao planta-bactéria.

Apesar de H. seropedicae n&o induzir a formagdo de nodulos radiculares, o
Programa GENOPAR encontrou no genoma deste microrganismo uma sequéncia
similar ao gene nodD de rizébios. Este gene codifica a proteina NodD, que € chamada

de HsNodD. Anadlise da sequéncia desta proteina revela que a HsNodD possui dois
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motivos estruturais caracteristicos de proteinas da familia LysR de reguladores
transcricionais. O motivo hélice-volta-hélice, formado na regido N-terminal é
responsavel pela ligacdo da proteina ao DNA, enquanto a regido C-terminal esta

relacionada com a ligacéo da proteina a um possivel indutor (SECCON, 2004).

2.1.1 Proteina NodD e gene nodD de Herbaspirillum seropedicae

A proteina HsNodD contém 309 residuos de aminoacidos, e foi anotada pelo
Programa GENOPAR como sendo uma proteina reguladora de transcricdo com
similaridade de 66% a proteina NodD de Bradyrhizobium japonicum USDA110.
Quando submetida ao programa blastx, a similaridade € maior (74%) a NodD de
Burkholderia vietnamiensis.

Através de analises de bioinformatica da sequéncia de aminoacidos da proteina
HsNodD, foi encontrado dois motivos estruturais comuns de proteinas da familia LysR
de reguladores transcricionais. O motivo hélice-volta-hélice de ligagdo ao DNA
encontra-se na regidao N-terminal, e o outro motivo, de ligacdo a indutores, encontra-

se na regiao C-terminal (Figura 1).

i i i i i i i i i i i 1 i i i 1 i i i i | i i i i i
HTH_1

Lysik

http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi
FONTE: SECCON, 2005

FIGURA 1 — MOTIVOS CONSERVADOS ENCONTRADOS NA PROTEINA HsNodD. O motivo HTH
(Helix-Turn-Helix) na regidao N-terminal encontra-se em azul, e o motivo LysR, de ligagdo a
indutores na regidao C-terminal encontra-se em vermelho.

A mesma sequéncia de aminoacidos foi submetida ao programa Helix-Turn-
Helix Motif Prediction (DODD & EGAN, 1990), que indica onde se encontra o motivo
hélice-volta-hélice. Segundo este programa o motivo de ligacdo ao DNA, se estende
do residuo 21 ao residuo 42 (figura 2), que como revisto por SCHELL, 1993, é o

chamado HTH-classico.
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FONTE: http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_hth.html

FIGURA 2 — MOTIVO HELICE-VOLTA-HELICE DA PROTEINA HsNodD. Em vermelho esta a
sequéncia que o programa encontrou como sendo o motivo hélice-volta-hélice.

Estudos anteriores mostraram que quando superexpressa em E. coli a proteina
HsNodD é capaz de reprimir a sua prépria expressao, assim como a transcricado do
operon divergente a ela. Contudo, ensaios de [(-galactosidase na presenga dos
flavondides naringenina e quercetina mostraram que em relagado ao operon divergente
a nodD estes compostos foram capazes de reverter a repressdo causada pela
proteina HsNodD, porém, em relacdo a sua propria expressao, tais compostos nao
reverteram a repressao (MARIN, 2006a).

A proteina HsNodD parece ndo estar envolvida nos processos iniciais da
interacdo planta-bactéria, uma vez que ensaios de adesao e colonizagéo interna n&o
mostraram diferenca quando as estirpes selvagem (SmR1) e a estirpe nodD™ (DR2) de
H. seropedicae foram comparadas (MARIN, 2006b).

Na regido intergénica entre nodD e o 1° gene do operon vizinho (denominado
orf1) ha duas seqiiéncias promotoras dependentes do fator 6’°, que tem como
caracteristica uma regido consenso nas regides -35 e -10 anterior ao inicio do gene. A
sequéncia consenso responsavel pela regulagdo da transcricdo do gene nodD, do

gene orf1, bem como a homologia com o promotor -35/-10 de E. coli estdo na figura 3.

E.coli TTGACA (N;;) TATAAT
HsnodD TTGATA (N;;) TTTGAT
Hsorfl TGGTCA (N;g) TATCAT

* ok * *x k Kx %

FONTE: MARIN, 2006a

FIGURA 3 — ALINHAMENTO DOS PROMOTORES DEPENDENTES DE FATOR c’° ENCONTRADOS
NA REGIAO PROMOTORA DOS GENES nodD E orf1 DE H. seropedicae A SEQUENCIA CONSENSO
DE E. coli.

* bases conservadas
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Como mostrado na figura 3, as sequéncias promotoras de nodD e orf1 tém
identidade a sequéncia de E. coli, e como nesta regido intergénica ndo foram
encontradas outras sequéncias promotoras candidatas, essas, provavelmente, séo as
reais sequéncias promotoras dos genes em questao.

Estudos de footprinting (WASSEM - ndo publicado) revelaram que ha uma
sequéncia de nucleotideos similar a sequéncia consenso de ligagdo para proteinas
NodD, que é a sequéncia que o motivo LysR reconhece, similar ao encontrado em
rizobios.

Uma vez que Herbaspirillum seropedicae nao induz a formacédo de nédulos nas
plantas com que se associa, mas possui um gene de nodulagéo, este projeto vem a
auxiliar no esclarecimento sobre a presenga deste gene no genoma deste
microrganismo. Além disto, este projeto tenta esclarecer a fungdo do operon
divergente e a montante do gene nodD que é regulado pela proteina HsNodD, uma
vez que os genes presentes neste operon tém homologia com genes, cujos produtos
estdo envolvidos na abertura e degradagdo de compostos aromaticos, que podem
estar envolvidos na sinalizagédo entre a planta e a bactéria, durante o estagio inicial do

processo de interagao planta-bactéria.

2.2 FAMILIA LysR DE REGULADORES DE TRANSCRICAO

A familia LysR forma um grupo de proteinas que possui mais de 100
representantes e € considerada a maior familia de reguladores de transcrigdo de
procariotos, responsaveis pela regulacdo da expressdo de genes pertencentes a
diferentes processos metabdlicos. LTTRs (LysR Type Transcriptional Regulators)
compartilham um ancestral comum dentro dos procariotos e sdo amplamente
distribuidas, principalmente nas classes a e y de Proteobactérias, sendo poucas
encontradas na classe 3 e nenhuma na & (revisto por SCHELL, 1993).

A grande maioria destes reguladores é sensivel a indutores, que podem ser
substratos, metabdlitos intermediarios ou produtos finais das vias nas quais os genes
alvo estdo envolvidos. Como caracteristicas estruturais principais as LTTRs

apresentam: um dominio de ligagdo ao DNA, chamado de motivo conservado Hélice-
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Volta-Hélice (HTH) e um motivo menos conservado, denominado motivo LysR (revisto
por SCHELL, 1993). O motivo HTH & encontrado do residuo 1 a 65. Do residuo 66
até o final da proteina, encontra-se o motivo LysR que é subdividido em 3 dominios: 2
dominios na regido central envolvidos com o reconhecimento e/ou resposta ao indutor
(residuos 95-173 e 196-206) e um dominio envolvido na multimerizagao (residuos 227
a 253) (revisto por TROPEL & van der MEER, 2004). Muraoka, et al., 2003 elucidaram
a estrutura tri-dimensional de CbnR, uma LTTR ativadora da expressdo do operon
cbnABCD de Ralstonia eutropha NH9, responsavel pela degradacdo do composto 3-
clorobenzoato. CbnR foi cristalizada na forma de um tetrdmero, sendo que cada
mondmero contém dois dominios: HTH do residuo 1-58, e um dominio regulatério do
residuo 88-294, sendo que a ligagao entre estes dois dominios é feita por uma hélice
que vai dos residuos 59-87. Apesar de as 4 subunidades serem idénticas, elas
assumem conformacdes diferentes; duas delas (A e P) adotam uma forma compacta,
enquanto as outras duas (B e Q) adotam uma forma extendida, e por isso, um
tetramero pode ser chamado de um dimero de dimeros (MURAOKA et al., 2003). A
ligacdo do efetor e subsequente ativagdo da transcrigdo resultam da modificacédo da
dobra no DNA provocada pela ligagéo da LTTR sob condi¢des ndo-indutoras (PEREZ-
MARTIN, et al., 1994). Algumas outras caracteristicas que as proteinas dessa familia
apresentam em comum sdo: tamanho variando de 276 a 324 residuos; se ligam a
sequéncias regulatérias do DNA com posicdo e motivos similares; séo
divergentemente transcritos de um promotor que é muito préximo ou até mesmo se
sobrepde ao promotor do gene que regula, e essa sobreposicdo permite controle
simultdneo e bidirecional da transcricdo, e assim, muitas LTTRs reprimem a sua
prépria transcricdo para manter seus niveis constantes. LTTRs permanecem ligadas a
regiao proximal do promotor do gene alvo, independente da presenga de indutores.
Estudos mostram que, na auséncia de indutores, estas proteinas se ligam perto da
regido —65, e, a presenga do indutor causa interagdo da proteina com a regidao —35,
que é o sitio de ligacdo da RNA polimerase, fazendo uma dobra no DNA, e, assim
ativando a transcrigao (revisto por SCHELL, 1993).

Algumas das LTTRs melhor conhecidas, bem como a fung¢ao de seus genes alvo

sdo: Nac (resposta a variagbes nos niveis de nitrogénio), e CysB (envolvida na
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biossintese de cisteina) sdo reguladas negativamente em relacdo a sua prépria
expressao; MleR (enzima malolactica) e AlsR (sintese de acetoina) parecem nao
estar envolvidos na sua propria expressao; SpvR (sintese de fatores de viruléncia),
alguns NodDs (regulagdo dos genes nod envolvidos na interagao planta-bactéria), e
PhcA (reguladores de fatores de viruléncia) apresentam regulagcdo positiva onde a
expressao € aumentada em cerca de 6 vezes na presenga das mesmas. Nem todas
as LTTRs necessitam de indutores, como é o caso de NodD3 (gene envolvido no
processo de nodulagdo em leguminosas) e CatM (genes alvo envolvidos no
catabolismo de catecdis), AmpR (genes alvo envolvidos com a B-lactamase) e ICiA
(genes alvo envolvidos na inibigdo da iniciagdo da replicagdo de DNA in vitro) que
agem como repressoras (revisto por SCHELL, 1993).

A proteina Nac ativa a expressao de operons envolvidos no catabolismo de
fontes alternativas de nitrogénio, como a histidina (genes hut), prolina (genes put) e
urease (genes ure). Ensaios in vitro com o operon hutUH mostram que a presenca
apenas de Nac é suficiente para que ocorra transcrigdo, e que esta proteina protege
um fragmento de 26 pb, que se encontra a 64 pb a jusante do inicio de transcri¢ao na
regiao promotora de hutU (GOSS & BENDER, 1995).

CysB é um regulador positivo da expressdo do regulon de biossintese de
cisteina, e 0 gene que o codifica cysB nao esta ligado a nenhum dos genes alvo de
CysB, perdendo a tipica divergéncia de promotores da familia LysR. Ensaios de
transcricdo in vitro com CysB purificada mostram que esta se autoregula
negativamente na auséncia dos indutores N-acetilserina e O-acetilserina, enquanto
que na presenca de N-acetilserina CysB estimula a transcricdo dos genes cysJIH,
cysK, e cysP (OSTROWSKI & KREDICH, 1991). A ligacdo de CysB ao promotor de
cysK induz uma dobra no DNA que é relaxada na presenga do indutor (MONROE et
al., 1990).

CatM em Acinetobacter calcoaceticus regula os genes cat envolvidos na
degradacao de catecol (intermediario da degradagéo de benzoato) via B-cetoadipato
(NEIDLE et al., 1989). CatM ativa a expresséo de catA, cujo produto é a enzima 1,2-
catecol dioxigenase, que converte o catecol a cis-cis muconato (CCM); e do operon

catBCIJFD, que codifica enzimas envolvidas na formacéo de intermediarios do ciclo
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dos acidos tricarboxilicos em resposta ao indutor cis-cis muconato (ROMERO-
ARROYO et al., 1995).

No plasmideo NAH7 de Pseudomonas putida € encontrado o gene nahR que
codifica para NahR reguladora dos operons nah e sal, envolvidos no metabolismo de
naftaleno e salicilato como fonte de carbono, respectivamente. Para que a transcrigao
destes operons ocorra é necessaria a presenga de salicilato e de NahR. O gene nahR
€ divergentemente transcrito em relagao ao operon sal, e sua expressao € inibida pela
proteina NahR (SCHELL, 1993).

SyrM é uma proteina regulatéria envolvida na expressdo do gene nodD3 e dos
genes exo (genes envolvidos com a sintese de polissacarideos extracelulares),
envolvidos com a invasao da planta pelo rizébio. NodD3 ativa a expressédo de nodC-
lacZ de maneira independente de flavonoides. SyrM afeta a regulagdo dos genes nod
e também dos genes exo, necessarios para a invasao pela raiz da planta, e assim tem
um papel central na simbiose (MULLIGAN & LONG, 1989; SWANSON et. al., 1993).

Apesar de quase todas as LTTRs serem citoplasmaticas, a proteina NodD de
Rhizobium leguminosarum esta associada com a membrana citoplasmatica,
facilitando a interacdo com seus indutores hidrofébicos (flavondides), mais
abundantes na membrana. Aparentemente, além das NodDs, somente a NhaR
(envolvido com o transporte antiporte Na*- H*) é encontrada associada & membrana,
sendo as demais LTTRs proteinas citoplasmaticas (revisto por SCHELL, 1993).

LTTRs possuem regides conservadas e a substituicdo de determinados residuos
de aminoacidos proporcionam um melhor entendimento sobre quais sdo os
aminoacidos envolvidos na ligacdo ao DNA ou na ligagado a indutores. A regido de
maior identidade entre as LTTRs encontra-se entre os residuos 6-66 da regido N-
terminal, sendo que na porgao central (residuos 23-42), idéntica em 40% das LTTRs,
esta o motivo de ligacdo ao DNA do tipo hélice-volta-hélice (HTH — Helix-Turn-Helix).
Mutagdes nestes 20 aminoacidos mostram que o HTH encontrado em LTTRs é
diferente dos HTH classicos, principalmente em relagcdo a pouca conservacédo do
residuo da Gly na posi¢do 9 do HTH e da Pro na posigédo 13 (posigdes consideradas a
partir do residuo 23 da LTTR, que no caso do HTH é considerado o 1° residuo).

Contudo, outros aminoacidos sdo altamente conservados, sendo idénticos em 70%
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das LTTRs, como Ala27, Thr(Ser)22, GIn34, Pro35, Ser(Thr)38, Leu44, e Glu45
(posicdes consideradas a partir do aminoacido 1 da LTTR). Apesar da presenga do
HTH, outras regides das LTTRs também s&o importantes na ligagdo ao DNA. Em
NahR, substituicbes unicas em aminoacidos situados entre as posi¢cdes 26 e 56,
retirando Ala27 ou a Thr26 acabam com a habilidade desta proteina em se ligar
especificamente aos seus genes-alvos e transcrevé-los. Na proteina NodD, a
substituicdo de Ala40 ou Ser42 causa perda da habilidade de ligacdo ao DNA, e com
isso uma diminuicdo em 15 vezes na ativagcdo da transcricdo estimulada por
indutores. Assim, as substituicbes que afetam a ligacdo de LTTRs ao DNA sao
encontradas entre os residuos 23 e 62, que se encontram préximas ou inseridas no
motivo HTH (revisto por SCHELL, 1993).

O motivo LysR, como ja mencionado acima, possui menor conservagao de
sequéncia, e isso pode ser explicado pela grande variedade de indutores aos quais
essas proteinas se ligam. Mesmo entre as mesmas proteinas, encontradas em
diferentes microrganismos, como € o caso das proteinas NodDs, é possivel identificar
uma grande variabilidade nos residuos de aminoacidos encontrados nesta regiéo,
uma vez que estas proteinas reconhecem diferentes indutores (flavondides). Alguns
tipos de substituicdes podem alterar a conformacao da proteina de maneira que esta
fique parecida com a proteina selvagem ligada ao indutor. Isso pode ser observado
em relagcdo a substituicbes nas posicoes 95, 123 ou 154 de nodD em R.
leguminosarum que causam um aumento na ativagéo da transcrigao de genes alvo de
aproximadamente 15 vezes, na auséncia do indutor. Em NahR, substituicées nos
aminoacidos 116 ou 154, e em CysB, nos aminoacidos 149 e 165 também resultam
em um fendtipo independente de indutores. Talvez seja essa a regido (do residuo
102-154) envolvida com a ligagao ao indutor (revisto por SCHELL, 1993).

Dentro do motivo LysR, a regido com maior similaridade de sequéncia encontra-
se entre os residuos 236-246, e mutagcdes nestes aminoacidos causam perda da
capacidade destas proteinas em se ligarem ao DNA ou perda da capacidade de

ligagao a indutores (revisto por SCHELL, 1993).
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2.3 PROTEINA NodD DE RIZOBIOS

A proteina NodD pertence a familia LysR de reguladores de transcricdo, e em
rizobios ativa a transcricdo de genes envolvidos no processo de nodulagdo nos
estagios iniciais do processo de simbiose com leguminosas. Esta proteina se liga a
uma sequéncia de DNA chamada nod-box encontrada na regido promotora, mas
geralmente s6 é capaz de ativar a expressao na presenga de flavondides (FISHER et
al., 1988). Apresenta conservagcdo de sequéncia na regidao N-terminal, mas perde
similaridade de sequéncia na regiao C-terminal (HENIKOFF et al., 1988; GOETHALS
et al., 1992; revisto por SCHLAMAN et al., 1992a). Estas proteinas possuem
caracteristicas comuns de proteinas LysR. Normalmente tem um tamanho médio de
32 a 36 kDa; possuem um motivo de ligacdo ao DNA do tipo hélice-volta-hélice (HTH)
altamente conservado na regido N-terminal (HENNIKOF et al., 1988; revisto por
SCHLAMAN et al., 1992a), perdendo homologia de sequéncia na regidao C-terminal;
frequentemente inibem a sua proépria transcricdo. Além disso, estudos com proteinas
NodD mutantes indicam que a ligagdo ao indutor muda a estrutura tridimensional da
proteina, uma vez que alguns tipos de mutagées causam a ativagdo da transcrigéo
dos genes-alvo mesmo na auséncia de indutores (revisto por SCHLAMAN et al., 1992;
GOETHALS et al., 1992).

NodD usualmente ndo se liga a sequéncias longas de DNA, e estas geralmente
contém dois subsitios de ligacdo de proteina. Devido ao ancoramento nos dois
subsitios, estas proteinas podem causar uma dobra no DNA-alvo que estaria
envolvido com a maneira de regulagcéo das proteinas reguladoras de transcricdo da
familia LysR (FENG et al., 2003).

A proteina NodD de R. leguminosarum parece ser tetramérica e se liga aos dois
subsitios nod-box causando uma dobra no DNA, tanto na presengca como na auséncia
de indutores, impedindo que a RNA polimerase forme um complexo transcricional
aberto ativo (Figura 4A). Além disso, na regido promotora dos genes nod ha uma
proteina repressora que mantém a expressao destes genes reprimidos. Porém, na
presenca de naringenina a NodD aumenta a dobra no DNA, permitindo o inicio da

transcricdo pela RNA polimerase, uma vez que libera o repressor de seu sitio,
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permitindo a formagcdo de um complexo transcricional ativo (Figura 4B). Contudo, a
identidade do repressor e o sitio onde se liga na regido promotora ainda ndo sao
conhecidos (CHEN et al., 2005). Segundo HU et al., 2000, em R. leguminosarum, a
NodD age como repressora da sua propria transcricdo competindo com a RNA
polimerase pela ligagdo na regido promotora do gene nodD. Assim, a autorregulagao
negativa ocorre devido ao bloqueio do acesso da RNA polimerase a regido promotora
de nodD pela propria proteina NodD, sendo que esse bloqueio ocorre na auséncia de
flavonoides. Para que a proteina NodD deixe de ser repressora de sua proépria
transcricdo é necessaria a presenca de um flavondide. Em relagdo a transcrigao de
outros genes nod, em R. leguminosarum a NodD ativa a transcricdo de tais genes na
presenca de flavondides.

Em R. leguminosarum foi proposto que a proteina NodD esta associada a
monocamada interna da membrana citoplasmatica, auxiliando na resposta a indutores
hidrofébicos presentes na membrana, como os flavondides (SCHLAMAN et. al.,
1989). Em R. meliloti a proteina NodD migra para a membrana citoplasmatica apenas
na presenca de um determinado indutor, permanecendo livre no citoplasma quando o
indutor esta ausente (SCHLAMAN et al., 1992). Contudo, ainda n&o se conhece
totalmente o mecanismo de como a proteina NodD responde aos indutores para

iniciar a transcri¢gdo dos genes nod (CHEN et al., 2005).

A RNA polimerase

NodD T
"\Repress‘)ra

* Repressora

B Narinaenina -

4 NodD

RNA polimerase
— Inicio da transcrigao

FONTE: CHEN et al., 2005
FIGURA 4 - MODELO PROPOSTO PARA A ATIVAGAO DA TRANSCRIGAO DE GENES nod.
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O numero de sequéncias de proteinas NodD encontrados em rizébios varia de
espécie para espécie. R. leguminosarum bv. trifolli possui apenas uma proteina NodD,
enquanto Bradirhyzobium japonicum, Rhizobium sp. NGR234, R. meliloti e R. tropici
possuem de 2 a 4 proteinas NodDs (van RHIJIN et al., 1993). A vantagem em ter mais

de uma proteina NodD esta na variedade de moléculas indutoras reconheciveis.

Em Rhizobium sp. BR816 foram encontradas 4 proteinas NodD sendo todas
funcionais, porém de maneiras diferentes em relacdo a nodulagdo. A ativagdo do
promotor nodABC na presenca de flavonoides é feita por NodD1 e NodD2, enquanto
NodD3 e NodD4 n&o ativaram a expressdo de outros genes nod na presenga dos
flavonodides testados. A apigenina foi quem apresentou maior indugéo da atividade de
NodD1 e NodD2, sendo que NodD2 é a que apresenta maior atividade (van RHIJIN et
al., 1994).

Em Rhizobium sp. NGR234 ha duas proteinas NodD. NodD1 é ativada por varios
flavonoides, e isso explica a grande variedade de plantas-hospedeiras com que
NGR234 ¢é capaz de se associar, uma vez que mutantes nodD17perdem
completamente a capacidade de induzir a formacdo de ndédulos radiculares. NodD2
esta envolvida na repressdo do operon nodABC, uma vez que na estirpe mutante
nodDZ2 ha aumento, em cerca de 5 vezes, na produgéo de fatores Nod, em relagao a
estirpe selvagem. Isso acarreta na formagao de nddulos Fix* e ndédulos vazios em
Vigna unguiculata e Tephrosia vogelii, respectivamente. Porém em Leucaena
leucocephala a mutacdo em nodD2 de NGR234 nao afeta a nodulacéo, indicando que
esta NodD2 esta envolvida com a especificidade de hospedeiro, inibindo a produgéo
de fatores Nod, e, assim, permitindo o estabelecimento do bacteréide (FELLAY et al.,
1998).

R. meliloti possui 3 genes nodD localizados no seu megaplasmideo, chamadas
nodD1, nodD2, nodD3. Dentre as proteinas codificadas por esses genes, NodD1 e
NodD2 ativam a expressao de outros genes nod na presencga de flavonoides (HONMA
& AUSUBEL, 1987). Contudo, NodD3 precisa de SyrM para que se torne ativadora
(item 2.1)
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2.3.1 nod-box

O sitio de ligagdo especifico da proteina NodD, denominado nod-box esta
presente na regido promotora dos genes nod, e contém, aproximadamente 37 pb. O
alinhamento entre os nod-box de varios genes nod de R. leguminosarum biovares
viciae e trifolli, R. galagae, e S. meliloti mostra a alta conservagédo destas sequéncias
(SUOMINEM et al., 1999), sendo que a regiao central do nod-box € a que apresenta
maior conservagdo (GOETHALS et al., 1992). A presenga de um nod-box sugere a
presenca de genes regulados por flavondides na regido (SUOMINEM et al., 1999).

A organizagdo dos nucleotideos de um nod-box ocorre em sequéncias
palindrémicas ATC-Ng-GAT, e foi proposto que cada nod-box possui duas sequéncias
ATC-Ng-GAT, uma distal e outra proximal em relagdo ao 1° nucleotideo do gene,
separadas por 7 pb. Assim, os 25 pb da regido central conservada sao encontrados
entre o GAT do subsitio distal do nod-box até o GAT do subsitio proximal. Cada NodD
dimérica se liga a um subsitio do nod-box (GOETHALS et al., 1992) o que auxilia na
explicacéo da hipotese de que a proteina NodD se liga ao nod-box na forma de um
tetramero (SCHLAMAN et al., 1992; GOETHALS et al., 1992; CHEN et al., 2005).
Dentro da sequéncia ATC-Ng-GAT esta a sequéncia reconhecida pelo motivo LysR, T-
N11-A, que é a sequéncia reconhecida pela proteina NodD, isto é, onde a proteina se
liga ao DNA (GOETHALS et al., 1992; SCHLAMAN et al., 1992). No subsitio distal o
motivo LysR esta localizado entre -75 e -50 pb a montante do inicio de transcri¢ao,
sendo que neste subsitio do nodD-box de A. caulinodans se um T ou A for trocado por
G ou T, respectivamente, na sequéncia T-N11-A, a proteina NodD perde a capacidade
de ativar a transcricdo (GOETHALS et al., 1992). O subsitio proximal ATC-Ng-GAT (50
a -25 pb) é sobreposto ao sitio distal (-35pb) da RNA polimerase, e por isso € este
sitio nem sempre é tdo conservado quanto o subsitio distal (FENG et al., 2003).

De uma maneira geral, a regiao de um nod-box protegida pela proteina NodD ¢ a
mesma tanto na presenca quanto na auséncia de indutores, porém foi observado que
em R. meliloti AK41 e em A. caulinodans a proteina NodD tem maior afinidade pelo
nod-box na presenga de indutores (SCHLAMAN et al., 1992).
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2.3.2 Genes nod e sua regulagao em rizobios

Os genes tipo nod podem ser classificados em estruturais (ou comuns), que sao
os genes nodABC e especificos como o gene nodS e nodEF (DENARIE et al., 1992).
Além dos genes nod, os genes nol e noe também sao necessarios para a nodulagao,
estando envolvidos na biossintese dos Fatores Nod. A expressdo destes genes
também é regulada pela proteina NodD (FENG et al., 2003; SCHLAMAN et al., 1992).
A expressao destes genes se inicia ainda na rizosfera, antes da entrada do rizébio na
raiz (SCHLAMAN et al.; 1992), e com excegao do gene nodD nos casos em que sua
expressao € constitutiva, os demais genes de nodulagdo ndo sao expressos
continuamente durante o processo de nodulagédo (MYLONA et al., 1995).

Os genes comuns nodABC sao encontrados em todos os rizobios e, quando
delecdo, as estirpes mutantes perdem a habilidade de induzir o enrolamento dos
pélos radiculares, em formar o cordao de infecgédo, e em induzir a divisdo das células
corticais, que sd0 os processos que originam os nédulos radiculares (DENARIE et al.,
1992). Os produtos dos genes nodABC sdo necessarios para a sintese da cadeia
central do lipo-chito-oligossacarideo, e parecem ser funcionalmente semelhantes em
varias espécies (ROCHE et al., 1996).

Os fatores Nod tém uma estrutura basica similar, composta por um chito-
oligossacarideo, que é uma cadeia linear de 3 ou 5 moléculas de N-acetilglucosamina
com ligagdes B-1,4, e possui um radical acil ligado no residuo de agucar nao-redutor
(Figura 2). O gene nodC codifica a enzima NodC, uma N-acetilglucosamiltransferase,
que sintetiza o oligbmero de quitina; NodB, produto do gene nodB, € uma chito-
oligossacarideo desacetilase que remove a porgao N-acetil da N-acetilglucosamina da
extremidade ndo-redutora do oligossacarideo; e NodA é uma acil-transferase que liga
uma cadeia acil ao carbono 2 da extremidade nao-redutora do oligossacarideo
(revisto por PERRET et al., 2000). Modificagdes na estrutura basica sdo decorrentes
da atividade de genes nod especificos, cuja presencga varia amplamente nos diversos
rizobios (MYLONA et al., 1995).

Os genes nod especificos estdo envolvidos na especificidade pelo hospedeiro,

sendo essenciais para a nodulagdo de certas plantas, mas nao para outras (LONG,
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1996). Mutagcdes em genes nod especificos ndo bloqueiam a nodulagdo, mas tornam
demoradas a formagao ou diminuem o numero de nodulos formados, e ainda podem
alterar o numero de plantas-hospedeiras da estirpe (DENARIE et al., 1992). O produto
de nodEF é responsavel pela adicdao de acidos graxos N-ligados ao terminal nao
redutor da porcao acucar. O produto de nodZ é responsavel pela fucosilacdo do fator
Nod, e o produto do gene nodH adiciona um grupamento fosfato ao fator Nod. Estas
modificagdes, dentre outras mostradas na figura 5, na estrutura basica do fator Nod

sdo responsaveis pela especificidade (revisto por PERRET, 2000).

i H:NCO  NodU CH:CO  NodX
AU CHACO NodL O-R4 50:H NodH
&L

NolO CH ModC Lis
L He-OH HeOH Fucose NodZ

R\ o) 2-0-methyl  Noel
} IT. 0 I=O-sulfate NoeE
NodS CH: MRi R5-0 OH |a_
N ! CHsCONH i \ e or 4-C-acetyl NolL
T~ NodE, NodF and NodA N *NoeC

FONTE: PERRET et al., 2000

FIGURA 5 — ESTRUTURA BASICA DE UM FATOR NOD. A figura mostra possiveis substituicdes (R)
e os dgenes responsaveis pela substituicio, sendo estas substituicoes responsaveis pela
especificidade; sdo os genes nod especificos.

n- numero de N-acetilglucosaminas

2.4 FLAVONOIDES

Para que ocorra a ativagado da expressao dos genes nod, via NodD, é necessaria
a presencga de flavondides presentes em exudatos de raizes de plantas. A natureza
quimica e quantidade de flavondides liberados pela planta dependem da planta e de
seu estagio de desenvolvimento. Os flavondides séo liberados como agliconas ou
conjugados glicosidicos de baixa atividade e alta solubilidade, sendo convertidos a
forma ativa por glicosidases presentes na bactéria (DENARIE et al., 1992).

Flavondides s&o metabdlitos secundarios, extremamente diversos, sendo
encontrados em plantas vasculares e alguns musgos, e contém mais de 9000
estruturas descritas (MITHOFER & MARTENS, 2005). Sdo formados por 2 anéis

benzénicos (A e B) conectados por um anel pirano contendo um atomo de oxigénio
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(figura 6) (WILLIAMS et al., 1986), apresentando um total de 15 atomos de carbono.
As diferentes classes de flavondides se devem ao nivel de oxidagdo do anel C,
enquanto que as diferengas entre os compostos dentro de uma mesma classe, se
devem a diferengas nas configuragbes dos substituintes nos anéis A e B (REDDY et
al., 2007). Nas plantas, os flavondéides sdo encontrados como glicosideos, e ao menos
8 diferentes monossacarideos podem se ligar aos grupos hidroxila da forma aglicona
(que perdeu a porcédo acgucar) do flavondide, resultando nos inumeros tipos de
flavonodides descritos. As unidades glicosidicas mais comuns, encontradas nos
flavonoides, sdo a D-glucose e a L-ramnose (WILLIAMS et al., 1986). A principal
reagdo da via de biossintese de flavondides (figura 7) € a condensagdao de uma
molécula de p-cumaril-CoA a 3 moléculas de malonil-CoA, originando uma chalcona
intermediaria (tetrahidroxi-chalcona). A partir desta chalcona é que as demais classes
de flavonoides se originam (REDDY et al., 2007).

.
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FIGURA 6 — ESTRUTURA BASICA DE UM FLAVONOIDE. Os flavonéides contém os anéis A, B e C,
sendo que os carbonos do anel B levam um apodstrofe para diferenciar dos carbonos dos anéis A
e C (WILLIAMS, 1986).
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FIGURA 7 — VIA DE BIOSSINTESE DOS FLAVONOIDES. As principais classes de flavonéides e
outros produtos estao nas caixas vermelhas. PAL, fenilalanina aménia-liase; 4CL, 4-cumarato-CoA
ligase; C4H, acido 4-hidroxilase cindmico; CHI, chalcona isomerase, CHR, chalcona redutase;
CHS, chalcona sintase; DFR, dihidroflavonol 4-redutase; F3H, flavona 3-hidroxilase; FLS, flavonol
sintase; FNR, flavona 4-redutase; FNS, flavona sintase; IFS, isoflavona sintase; LCR,
leucoantocianidina redutase; PAL, fenilalanina aménia liase.

A estrutura quimica das classes de flavonoides, bem como as estruturas dos

flavonoides utilizados neste trabalho estao na figura 8.
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FIGURA 8 - ESTRUTURAS BASICAS DE CADA CLASSE DE FLAVONOIDES. Dentro de cada classe
sao mostradas as estruturas dos compostos que foram utilizados no decorrer deste trabalho.

As diversas proteinas NodD de diferentes rizobios reconhecem flavondides
especificos, com um estrutura distinta. Proteinas NodD de rizébios que possuem
pouca variedade de hospedeiros, como R. meliloti, R. leguminosarum, e R. trifolii
respondem a poucos flavondides. Por outro lado proteinas NodD de rizébios com
grande variedade de hospedeiros, como é o caso de Rhizobium sp. NGR234,
respondem a varios flavonéides (BASSAM et al., 1988).

Usualmente, as flavonas e flavononas sdo os indutores de NodD de rizdbios,
poréem a NodD de Bradyrhizobium spp. € geralmente ativada pelas isoflavonas.
Contudo, as plantas também podem liberar flavondides que agem como anti-indutores
(SCHLAMAN et al., 1992). Geralmente estes anti-indutores apresentam estruturas
similares a dos indutores e a inibicdo pode ser superada com um aumento na
concentracdo do indutor (DENARIE et al., 1992). Uma caracteristica relevante

encontrada em flavonoides indutores de genes nod é o radical hidroxil em dois dos
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carbonos que formam a estrutura basica de um flavondide (C-7 e C-4) (BRENCIC &
WINANS, 2005). Peters & Long, 1988, observaram que a luteolina é o flavondide que
apresenta maior indugdo em relagcdo aos genes nod em R. meliloti. Ao adicionar
certos flavondides na presencga de luteolina, esta indugédo é diminuida, ou seja, estes
flavonoides agem como anti-indutores da luteolina. Analisando estruturalmente estes
compostos, foi proposto que qualquer modificacdo na estrutura da luteolina causa
essa diminuicdo da atividade. A adi¢cado de grupos hidroxila na posi¢ao 2’ (morina) ou
3’ (quercetina), a remogao de grupos hidroxila na posigdo 3’ (apigenina) e/ou 4’
(crisina), ou saturagao da ligagao entre C2-C3 (eriodictiol) diminuem ou eliminam por
completo a atividade da molécula. A producdo de compostos indutores ou de anti-
indutores de genes nod esta intimamente relacionada com o estagio de
desenvolvimento da raiz, sendo que evidéncias apontam para o fato de que a
produgao de indutores esta localizada na parte de elongacao da raiz que é a parte
mais sujeita a infecgao pelos rizébios (REDDY et al., 2007).

A naringenina (flavonona) €&, preferencialmente, o indutor dos genes nod de R.
leguminosarum, sendo encontrada na membrana citoplasmatica (membrana interna)
onde a proteina NodD esta localizada (DENARIE et al, 1992). Apesar de sua
hidrofobicidade natural, estudos mostraram que a naringenina tem maior afinidade
pela membrana citoplasmatica interna em um pH de aproximadamente 5,7
(RECOURT et al., 1989).

Em varias espécies de rizobios foi observado que o catabolismo de flavonoides
se inicia pela quebra de ligagbes no anel C, liberando os anéis A e B, que, entéo,
formam outros compostos. O mesmo foi observado na bactéria Pseudomonas putida,
e esta cliva o flavonoide no anel A (RAO & COOPER, 1994), mostrando, assim, que a
bactéria é responsavel pela especificidade em relagdo ao mecanismo de clivagem. O
mecanismo de clivagem pode ser visto como o oposto do mecanismo de biossintese
realizado pelas plantas, onde ocorre a condensagao de 3 moléculas de malonil-CoA
(compdem anel A) com 1 molécula de p-cumaril-CoA (componentes dos anéis B e C),
para formar a estrutura basica dos flavonoides (RAO & COOPER, 1994).

P. putida PML2 foi descrita como uma estirpe capaz de utilizar varios

flavonoides, como flavondis, flavononas, flavonas e isoflavononas como fonte de
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carbono, sendo a quercetina (flavanol) um dos mais rapidamente metabolizados por
este microrganismo. A via proposta para o catabolismo da quercetina em P. putida é
mostrada na figura 9 (PILLAI & SWARUP, 2002).
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FIGURA 9 - VIA DE DEGRADAGAO DA QUERCITINA EM P. putida PML2. (l) Quercetina (3,3’,4°,5,7-
pentahidroxi flavona); (ll) Naringenina (4’,5,7-trihidroxi flavonona); (lll) intermediario instavel; (IVa)
Phloroglucinol; (IVb) 3,4-dihidroxi acido cinamico; (V) 3,4-dihidroxi estireno; (VI) aldeido
protocatecuico; (VIl) acido protocatecuico. Todos os compostos foram encontrados na estirpe
selvagem PML2, mas nao na estirpe mutante Flav 1-9.
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Os resultados sugerem que a quercetina € dehidroxilada a naringenina antes de
ser convertida em compostos menores. A via acima apresentada parece o oposto da
via de biossintese realizada pelas plantas, onde a hidroxilagdo da naringenina origina
a quercetina (PILLAI & SWARUP, 2002). O acido protocatecuico originado pela
degradacao da quercetina, entra na via meta de clivagem de anéis aromaticos, e por
varias clivagens origina os intermediarios succinil-CoA e acetil-CoA que entram na via
dos acidos tricarboxilicos (HARWOOD & PARALES, 1996).

Alguns trabalhos mostram que os flavondides podem agir como reguladores de
crescimento em algumas espécies de rizobios (REDDY et al., 2007). Em relagédo ao
crescimento de R. meliloti foi observado que os flavondides contendo hidroxilas nas
posi¢cdes C5 e C7 (ex. luteolina e quercetina) aumentam a taxa de crescimento deste
microrganismo, e este efeito provavelmente ndo envolve a proteina NodD, uma vez
que mesmo uma estirpe, de R. meliloti, mutada em todos os genes nodD mantém a
resposta ao crescimento na presenca de luteolina e quercetina (HARTWIG et al.,
1991; REDDY et al., 2007). Contudo, estudos mostram que o flavondide que induz o
crescimento pode ndo ser o mesmo que induz a ativagdo dos genes nod via NodD,
como € o caso da quercetina que aumenta o crescimento mas nao induz a expressao
da fusao nodC::lacZ por NodD1 em R. meliloti (HARTWIG et al., 1991; PETERS &
LONG, 1988). Em Bradyhizobium japonicum a luteolina é o flavondide que aumenta a
taxa de crescimento (REDDY et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este projeto tem como objetivo estudar a fungdo do gene nodD encontrado no
genoma de H. seropedicae, assim como determinar a fun¢gdo do operon localizado a

montante deste gene, cuja expressao é regulada pela proteina HsNodD.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter uma estirpe mutante de H. seropedicae, no gene orf1, primeiro gene
do operon a montante e com transcricdo divergente ao gene nodD;

e Finalizar o sequenciamento do operon entre os contig 186 e 232, dentro
da orf6 do operon em estudo;

e Caracterizar através de ferramentas de bioinformatica todo o operon a
montante do gene nodD,;

e Determinar quais compostos fendlicos sdo degradados por H.

seropedicae.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS

As bactérias e plasmideos utilizados neste trabalho estdo descritos na tabela 1.

TABELA 1 - BACTERIAS E PLASMIDEOS

Estirpes Caracteristicas Referéncia
Herbaspirillum
seropedicae
SmR1 Estirpe selvagem, SmR MACHADO et al,
1996
DR2 Inativacdo cromossomal do CORAL, 2005
gene nodD através da dupla
recombinagdo homodloga e
insercdo do cassete de
canamicina , Sm~, Km~
AMM1 Inativagdo cromossomal do Este trabalho

Escherichia coli

gene fdeA através da simples
recombinagdo homodloga e
insergao do gene de
resisténcia a canamicina, SmR,
KmR

S17.1 SmR SIMON et al., 1983
DH10B SmR INVITROGEN
Plasmideos
pGEM-T Easy ApR PROMEGA
pCR 2.1 ApR INVITROGEN
pORF1 ApR, fragmento de 512 pb da Este trabalho
regido codificadora do gene
orfl (fdeA) do operon a
montante do gene nodD de H.
seropedicae  SmR1, clonado
em pCR 2.1
pGAP ApR, fragmento de 900 pb da Este trabalho

regido codificadora da orf6 do
operon a montante do gene
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PMP-NB8

pSU11

pSUI

HS23-RN-00-000-094-
C11

HS25-EG-00-000-146-
GO01

nodD de H. seropedicae
SmR1, clonado em pGEM-T
Easy

TcR, fragmento de 300 pb
Kpnl/Xbal, contendo a regiao
promotora do operon nodABC
de Rhizobium sp. NGR234,
clonado em pMP220

TcR, fragmento de 820 pb
EcoRI/Pstl, contendo a regiao
promotora do gene nodD de H.
seropedicae  clonado em
pPW452

TcR, fragmento de 820 pb
EcoRI/Pstl, contendo a regiao
promotora do gene orf1 (fdeA)
de H. seropedicae clonado em
pMP220

AmpR, orf6 (fdeF) do operon a
montante do gene nodD de H.
seropedicae. Clone que liga os
contigs 186 e 232.

Amp~, orf6 (fdeF) do operon a
montante do gene nodD de H.
seropedicae. Contig 186.

FELLAY et al., 1998

KARP, 2004

MARIN, 2006a

Programa GENOPAR

Programa GENOPAR

FONTE: O autor (2008)

4.2 MEIOS DE CULTURA E CONDIGCOES DE CRESCIMENTO

4.2.1 Cultivo de E. coli

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB a 37°C (SAMBROOK et al.,

1989), sob agitacao a 150 rpm. A composi¢cao do meio LB esta descrita abaixo:

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NaCl 10 g/L
Agua destilada q.s.q. 1L
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O meio LA, utilizado para o cultivo das estirpes de E. coli em meio solido foi

obtido pela adicdo de agar (15 g/L) ao meio liquido LB.

Para o preparo de células eletrocompetentes o meio utilizado foi o SOB

(HANAHAN et al., 1983), cuja composigao esta descrita abaixo:

Bacto triptona
Extrato de levedura
Cloreto de sédio

Cloreto de potassio

20 g/L
5g/L
0,5¢g/L
0,186 g/L

O meio SOC foi obtido pela adicdo de 20 mmol/L de glucose, e 5 mL/L de

cloreto de magnésio, e 2,4 g/L de sulfato de magnésio ao meio SOB.

4.2.2 Cultivo de Herbaspirillum seropedicae

Para o cultivo das estirpes de H. seropedicae foi utilizado o meio NFb-malato
(KLASSEN et al., 1997) acrescido de 50 mL/L de mistura de fosfatos (K;HPO,4 17,8
g/L; KH,PO4 159,5 g/L; pH 5,8), que foi denominado NFbHP-malato. Foi utilizado 20
mmol/L de cloreto de aménio como fonte de nitrogéno (onde n&o foi utilizado fonte de

nitrogénio esta indicado) e o meio foi denominado NFbHPN-malato. A cultura foi

incubada a 30°C em agitador rotatorio a 120 rpm. A composig¢ao de sais do meio NFb-

malato segue abaixo:

MgS0O4.7H,0

NaCl

CaCl,

Acido nitrilo-triacético (NTA)
FeS0O,4.7H,0

Biotina

Solucao de microelementos

Malato de potassio

2x 10" g/L
1x 10" g/L
2x 102 g/L
5,6 x 102 g/L
2x 102 g/L
1x 10* g/L
10 mL/L
5g/L
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Solucao de microelementos:

Na,Mo0O4.2H,0 1g/L
MnSO,4.H,0 1,175 g/L
H3BO3 1,4 g/L
CuS04.5H,0 4x102 g/L
ZnS04.7H,0 1,2x 10" g/L

Os meios NFbHPN-malato sélido e semi-sélido foram obtidos apds adi¢cao de
15¢g/L e 1,75 g/L de agar, respectivamente, ao meio liquido.

Para determinar a capacidade de crescimento das estirpes de H. seropedicae em
fontes alternativas de carbono foi utilizado o meio NFbHP, mas sem adicdo de malato

de potassio e a fonte de carbono esta indicada.

4.2.3 Antibidticos utilizados
A tabela 2 abaixo mostra os antibiéticos utilizados e suas concentracdes para o
cultivo de E. coli e H. seropedicae.

TABELA 2 — ANTIBIOTICOS UTILIZADOS PARA O CULTIVO DE E. coli E DE H. seropedicae
antibiotico E. coli H. seropedicae

Estreptomicina (Sm) 10 pg/mL 80 ug/mL
Tetraciclina (Tc) 10 pg/mL 10 pg/mL
Canamicina (Km) 50 pg/mL 500 pg/mL
Ampicilina (Ap) 250 pg/mL *

* este antibidtico ndo foi utilizado para o crescimento desta bactéria

4.3 PURIFICACAO DE DNA EM PEQUENA ESCALA

A extracdo de plasmideos de células de E. coli foi realizado segundo o método
de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989), com modificagdes.
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Estirpes de E. coli, contendo os plasmideos de interesse foram crescidas por
aproximadamente 16 horas em meio LB, contendo os antibidticos adequados. As
culturas crescidas foram transferidas para tubos plasticos de 1,5 mL, centrifugadas a
13.400 rpm (centrifuga mini-spin EPPENDORF) por 2 minutos e o precipitado
ressuspenso em 200 pl de tampao GET (Tris.HCI 25 mmol/L, pH 8,0; glucose 50
mmol/L e EDTA 10 mmol/L). A lise das células ocorreu apés a adicdo de 200 pl de
solugao de lise (NaOH 0,2 mol/L e SDS 1% (v/v). Em seguida foram adicionados 200
Ml de acetado de potassio 3 mol/L e acido formico 1,8 mol/L pH 5,3, e a mistura foi
centrifugada por 10 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado 200 pl de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), a amostra foi agitada, e centrifugada por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o DNA plasmidial foi precipitado pela
adicao de 1 volume de isopropanol, e centrifugado por 20 minutos. O precipitado foi
lavado com 500 pl de etanol 80% e centrifugado por 5 minutos. O sobrenadante foi
dispensado, e o precipitado foi seco a vacuo e dissolvido em 20 pl de agua ultra pura
estéril.

Os plasmideos purificados foram analisados por eletroforese em gel de agar 1%
corado com brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta (SAMBROOK et al.,
1989).

4.4 PURIFICACAO DO DNA GENOMICO DE Herbaspirillum seropedicae

A purificagdo do DNA gendmico foi realizada a partir de 10 mL de cultura,
crescida em meio NFb malato liquido, contendo os antibi6ticos necessarios. Dez mL
de cultura foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos, o precipitado lavado em
10 mL de tampéo GET (Tris.HCI 25 mmol/L, pH 8,0; glucose 50 mmol/L e EDTA 10
mmol/L), e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos. As células foram ressuspensas
em 500 ul de GET, e foram lisadas pela adi¢ao de SDS 1% e incubagao a 55°C por 30
minutos. A degradagao das proteinas foi feita pela adicao de pronase e incubacgéo a
37°C por aproximadamente 16 horas. A extracdo de proteinas foi realizada uma vez
com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), e uma vez com cloroférmio:alcool

isoamilico (24:1). Apos a extracao, o DNA foi precipitado com a adigédo de um volume
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de isopropanol, lavado com etanol 80%, seco a vacuo e ressuspenso em 100 ul de

agua ultra pura estéril. O DNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%.

4.5 ELETROFORESE DE DNA

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agar ou agarose em cuba
horizontal (SAMBROOK et al., 1989). Para a corrida eletroforética, foi utilizado o
tampao TBE 1X, e o gel foi tratado com brometo de etideo (0,5 ug/mL) e visualizado
sob luz ultravioleta a 312 nm em transluminador EC; System - UVP Biolmaging
Systems (UVP, Inc. Upland, CAIUSA).

4.6 DIGESTAO DE DNA COM ENDONUCLEASES DE RESTRICAO

A digestdo de DNA foi feita de acordo com o fabricante da enzima de restrigdo

Invitrogen, GE Healthcare e Fermentas.

4.7 PREPARO DE VETORES

Os vetores foram incubados para a digestdo com endonucleases de interesse, e
ap6s o periodo de 3 horas as enzimas foram inativadas por aquecimento ou pela
adigéo de 40% (v/v) de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), dependendo da
recomendacado do fabricante. Apds este tratamento o DNA foi precipitado com a
adicado de 1 volume de isopropanol, lavado com etanol, seco a vacuo, e dissolvido em

agua.

4.8 LIGACAO DE DNA AOS VETORES

Para a ligacao, foram utilizados de 5 a 20 ng do DNA vetor digerido (item 4.7), e

3 a 5x mais de DNA inserto em relacdo ao DNA vetor. Ao sistema foi adicionado
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tampéo de ligacao (1x) e 0,5 a 1U de enzima T4 DNA ligase. O sistema foi incubado a
16°C por aproximadamente 24 horas.

A ligacéo dos produtos de PCR aos vetores pCR 2.1 e pGEM-T Easy foi feita de
acordo com a indicagao dos fabricantes. O fabricante do pCR 2.1 recomenda que seja
feito um sistema de 20 pL, contendo 2 uL do vetor (5ng/ pL), 3U de T4 DNA ligase e
1 pyL de tampédo de ligase (presentes no kit), além de 10 ng de DNA inserto. O
fabricante do pGEM-T easy recomenda um sistema de 10 pL, dos quais 0,2 uL de
vetor (10 ng), 4U de T4 DNA ligase, 5 yL de tampao de ligase (presentes no kit), e 10
ng de DNA inserto (produto de PCR).

4.9 SEQUENCIAMENTO DE DNA

O DNA sequienciado foi purificado como descrito no item 4.3. e tratado com 0,1
mg/pL de RNase a 37°C por 3 horas. A RNase foi inativada e extraida pelo tratamento
com 0,4 volume de fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1). O DNA foi
precipitado apés a adi¢ao de 2/3 (v/v) de acetado de amdnio (7,5 mol/L) e 2,5 volumes
(v/v) de etanol absoluto, seco e ressuspenso em 10 uL de agua estéril.

Para a reacado de sequenciamento foram utilizados de 200 a 500 ng de DNA, 5
pmol do oligonucleotideo (reverso ou universal), 3 yL de ET terminator (DYEnamic™
ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences) e 7,5 uL de agua
estéril para 10 yL de volume final de reagdo. Os parametros do programa, utilizado no
termocilador, foram: 95°C por 1 minuto; e 35 ciclos de 94°C por 20 segundos, e 60°C
por 1 minuto e 30 segundos.

Ao produto da reacdo de sequenciamento foram adicionados 12,5 pyL de agua
estéril, 2 yL de acetato de aménio 7,5 mol/L, 65 uL de etanol 96%, e posteriormente,
lavado com 150 pL de etanol 80%, e seco. A amostra foi dissolvida em 4 pL de
Formamide Loading Dye (Applied Biosystems) e desnaturado a 96°C e submetida a

eletroforese em sequenciador automatico (ABI-PRISM 377 — Applied Biosystems).
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4.10 PREPARO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES E TRANSFORMAGCAO POR
ELETROPORACAO

4.10.1 Preparo de células eletrocompetentes de E. coli

Para o preparo de células eletrocompetentes, as estirpes S17.1 e DH10B de E.
coli foram crescidas em meio SOB a 37°C sob agitagao de 150rpm até atingir uma
D.O.g00 de 0,6. A cultura foi entédo resfriada em banho de gelo por 30 minutos, lavada
por 2 vezes com agua ultra pura estéril gelada, intercalada por centrifugagdo a 5000
rpm por 5 min. Em seguida as células foram lavadas em glicerol 15%, centrifugadas a
5000 rpm por 5 min, e ressuspensas em glicerol 15%.

A eletroporacao foi realizada com 35 pyL de células onde foram adicionados 50
ng de DNA plasmidial, e no caso de ligagdes 1 uL da reagdo. A mistura de células e
DNA foi transferida para cubas de eletroporacédo e submetida a um choque elétrico de
330-400 pF, 200 Q e 4 KV/cm por cerca de 6-10 ms (eletroporador Cell-porator —
Gibco BRL). Apdés o choque, as células foram ressuspensas em meio SOC sem
antibiético e incubadas a 37°C por 30 minutos a 1 hora. Apds recuperacao as células
foram plaqueadas em meio LA contendo os antibiéticos adequados. Coldnias isoladas

foram visualizadas nas placas apés incubagao a 37°C.

4.10.2 Preparo de células eletrocompetentes de H. seropedicae

Para o preparo de células eletrocompetentes de H. seropedicae, as estirpes
foram cultivadas em meio NFb malato suplementado com 20mmol/L de NH4CI e,
apenas 1/10 do volume da mistura de fosfatos para facilitar a remocao de sais durante
as lavagens. A cultura foi crescida até atingir uma D.O.gpo de 0,6, e, entédo resfriada
em banho de gelo por 30 minutos, lavada por 2 vezes em agua ultra pura estéril
gelada intercaladas por centrifugagao a 5000 rpm por 5 min. Em seguida as células
foram lavadas 1X em glicerol 15%, centrifugadas a 5000 rpm, e ressuspensas em de

glicerol 15%.
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O procedimento de eletroporacao foi realizado da mesma maneira descrita no
item 4.10.1. Apds eletroporadas, as células foram ressuspensas em meio NFb malato
sem antibidticos, para a recuperagao. Apos 3 a 4 horas de recuperagao, a cultura foi
plagueada em meio NFb malato solido contendo os antibidticos seletivos. Colbnias

foram visualizadas nas placas apés incubagéo a 30°C por 48 horas.

4.11 CONJUGACAO BACTERIANA

A estirpe S17.1 de E. coli (doadora) e as estripes SmR1, DR2 e AMM1 de H.
seropedicae (receptoras) foram cultivadas em meio LB a 37°C por 3 horas (E. coli), e
em meio NFb malato a 30°C por 6 horas (H. seropedicae), ambos sem antibidtico.
Apés o tempo de crescimento, 100 pL das culturas de S17.1 foram misturadas a 1000
uL das culturas de H. seropedicae, incubadas a 30°C por 30 minutos, e centrifugadas
por 30 segundos a 13.400 rpm. O precipitado de células foi ressuspenso e transferida
como uma gota para meio sélido, contendo uma relagdo de 3:1 entre o meio NFb
malato sdélido e LA. As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas.

Apos este periodo de incubagdo, a biomassa de células foi coletada e
ressuspensa em 1 mL de meio NFb malato liquido, 100 uL desta suspensao foram
plaqueados em meio NFb malato sélido, contendo os antibiéticos adequados. Estas

placas foram incubadas a 30°C por 48 horas.

4.12 ARMAZENAMENTO DAS ESTIRPES BACTERIANAS

As estirpes de E. coli foram armazenadas em glicerol 50% a —20°C, enquanto
que as estirpes de H. seropedicae foram armazenadas em meio NFb malato sélido e

semi-soélido, e repicadas periodicamente.
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4.13 OBTENCAO DA ESTIRPE MUTANTE NO GENE fdeA DE H. seropedicae

A mutagénese de fdeA foi realizada através de inativagdo cromossomal por
recombinagdo com uma coépia truncada do gene, presente em plasmideo suicida. A
copia truncada foi obtida por PCR, amplificando-se um fragmento de 512 pb da orf1.
Os oligonucleotideos orf1for e orfirev (5 TTCTTCCAACGGTCTCTA 3’ (orf1for) Tn =
52°C, e 5 CGGTTACGCCAAACTTCC 3’ (orfirev) T, = 56°C) foram utilizados para a
amplificagdo, utilizando-se os seguintes parametros: desnaturagao inicial a 95°C por 5
minutos; seguido por 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por 1 minuto, e 72°C
por 1 minuto; seguidos de uma ultima extensao a 72°C por 2 minutos.

O produto de PCR obtido foi ligado ao vetor comercial pCR 2.1 (item 4.8) e a
mistura de ligacao inserida por transformacéo em células DH10B eletrocompetentes
(item 4.10.1).

Apos a confirmagdo da clonagem através de restricdo, o plasmideo, entdo
denominado pORF1, foi transformado em células eletrocompetentes da estirpe SmR1
(item 4.10.2), e a selegéao feita com a adigdo do antibiético canamicina (500 pg/mL) ao
meio NFb malato sdélido. Algumas colbnias resistentes a canamicina foram submetidas
a PCR para a confirmagdo da insercdo e de sua orientagcdo no genoma. O DNA
genOmico de algumas estirpes mutantes foi extraido, digerido e submetido a

hibridizag&o para a confirmagao da mutagéo.

4.14 HIBRIDI;AQAO DO DNA GENOMICO DAS ESTIRPES MUTANTES PARA
CONFIRMACAO DA MUTACAO DE H. seropedicae

4.14.1 Transferéncia do DNA

O DNA cromossomal da estirpe SmR1 e dos provaveis mutantes foi extraido,
digerido com as enzimas adequadas, e os fragmentos separados por eletroforese em
gel de agarose 0,7%. Antes da transferéncia o gel foi tratado com 4 solugdes: solugao
de depurinagdo (HCI 125 mmol/L) por 7 minutos; solugdo de desnaturagdo (NaOH 0,4

mol/L, NaCl 1,5 mol/L) por 30 minutos; solu¢gado de neutralizacéo (Tris-HCI pH 7,5 0,7



47

mol/L, NaCl 1,5 mol/L) por 20 minutos; e com solug¢ao de transferéncia (SSC 20X) por
10 minutos. O gel foi lavado com agua destilada entre os tratamentos descritos acima.
A transferéncia foi feita por capilaridade, através do sistema de Southern Blotting
(SAMBROOK et. al., 1989), para uma membrana de nailon (Hibond-N*, Amersham
Biosciences). Apos a transferéncia a membrana foi seca em camara de fluxo laminar

e o DNA fixado por luz ultravioleta (312 nm) em transiluminador por 3 minutos.

4.14.2 Preparo da sonda

O DNA utilizado como sonda foi um fragmento de 512 pb do gene orf1, obtido
por PCR utilizando como molde o plasmideo pORF1. Cerca de 50 ng desse DNA foi
fervido por 5 minutos, resfriado em gelo, e marcado com a[*P]dCTP (GE Healthcare).
Os demais componentes do sistema foram: tampédo OLB (1X), 1 yL de BSA (10
mg/mL), 1 uL de Klenow (1-2 unidades), agua em q.s.p. para 25 pL, e 2uL de
a[*?P]dCTP. O sistema foi incubado por 24 horas a temperatura ambiente.

4.14.3 Hibridizacao

A membrana foi pré-hibridizada em tampdo de hibridizagdo (Na,HPO, 0,5
mmol/L pH 8,0; SDS 2%) por 1 hora a 65°C. Em seguida foi adicionado 20 ug/mL de
DNA de timo desnaturado por fervura e o sistema mantido nas mesmas condi¢des por
mais 3 horas. A sonda marcada foram adicionados 100 uL de agua e a mistura foi
fervida por 5 minutos, sendo entdo resfriada em gelo. Esta foi transferida para o
sistema contendo a membrana pré-hibridizada e incubada por mais 24 horas nas
mesmas condi¢cdes. Apds a incubagao, a membrana foi lavada 3 vezes em solugao de
alta estringéncia (SSC 0,1X; SDS 0,1%). As lavagens foram feitas por 15 minutos
cada, a 65°C sob agitagao.

A membrana foi seca na capela e colocada em contato com placa sensivel a
radiagdo (Molecular Dynamics — GE Healthcare) e as imagens foram capturadas em

Phosporlmager Storm (Molecular Dynamics — GE Healthcare).
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4.15 SEQUENCIAMENTO DO GENE fdeF DO OPERON A MONTANTE DO GENE
nodD DE H. seropedicae

Para o sequenciamento completo de fdeF foi construido um par de
oligonucleotideos especificos para esta regiao, bem como foram encontrados
plasmideos da biblioteca de H. seropedicae que contém esta regido.

A sequéncia dos oligonucleotideos é: 5> CTGTTCTATCTCTTTGCC 3’ (gapfor) e
5 CGTGCTGTTGGTAGGTGA 3’(gaprev) e permitiu a amplificacdo da regido néao
sequenciada. O produto de PCR foi ligado em vetor pGEM-T easy, como descrito no
item 4.8, e transformado na estirpe DH10B eletrocompetente. A confirmacédo dos
possiveis clones foi feita através da digestdo com as enzimas de restricao Pstl e Sphl.
Apés esta confirmagao, foi realizada a reagéo de sequenciamento (item 4.9), e para
verificar se a regido foi completamente sequenciada foi utilizado o programa PHRED-
PHRAP-CONSED.

A amplificagcéo utilizando o par de oligonucleotideos gapfor e gaprev seguiu os
seguintes parametros: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C
por 45 segundos, 55°C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto; e uma ultima extenséo a
72°C por 2 minutos.

Os produtos de PCR, de ambos os pares de oligonucleotideos, foram analisados

em gel de agarose 1%, como descrito no item 4.5, antes da ligagcéo aos vetores.

4.16 CARACTERIZAGAO DO FENOTIPO DO MUTANTE AMM1 DE H. seropedicae

A caracterizagdo do fendtipo do mutante foi feita testando a viabilidade das
estirpes SmR1, DR2 e AMM1 frente a diversos compostos fendlicos, uma vez que o
produto do gene fdeA, assim como o restante do operon, parece estar envolvido na
via de degradacao destes compostos. A escolha dos compostos foi feita com base na

literatura e na analise da provavel fungédo dos genes do operon em estudo.
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4.16.1 Crescimento em meio NFbHPN e NFbHPN-malato solido variando as fontes de
carbono

O crescimento e viabilidade das estirpes SmR1, DR2 e AMM1 foi testado frente a
diversos compostos fendlicos, em meio NFbHPN e NFbHPN-malato soélido. As
estirpes SmR1, DR2 e AMM1 foram crescidas em meio NFbHPN-malato por 18 horas,
quando entdo a DOgoonmn das culturas foi determinada e ajustada para 1,7. Diluigdes
107, 10®, 107 foram plaqueadas em triplicatas de 5 pL, em meio NFbHPN-malato e
NFbHPN contendo as diferentes fontes de carbono. As placas foram incubadas por 48
horas a 30°C, e as UFC foram contadas. Os compostos e as concentragdes utilizadas

estao descritos na tabela 3.

TABELA 3 — COMPOSTOS UTILIZADOS NO SCREENING EM MEIO SOLIDO
Compostos Concentragao final (mmol/L)
Malato 37 mmol/L
Salicilato de sodio 0,12

0,31

0,62

1,2

2,0

3,1

50

6,2
Acido benzéico 0,8

5,0
Resorcinol 5,0
Naringenina 1,0

2,0

3,0

4,0

5,0
Quercetina 1,0

2,0

3,0
Quercetina 4,0

5,0
Tirosina 1,0
Triptofano 1,0
Fenilalanina 1,0
Etanol 500 uL (equivalente ao volume

maximo utilizado dos

compostos )
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4.16.2 Crescimento em meio NFbHPN e NFbHPN-malato liquido variando as fontes de

carbono

Para a observacédo de crescimento em meio liquido, foi utilizado a metodologia

descrita em BOCHNER et al., 2008. Esta metodologia € baseada na oxidagado do

NADH a NAD*, com mudanca na coloragdo do meio de incolor para purpura na devido

a presencga do composto tetrazélio violeta. Se o microrganismo nao esta utilizando o

composto testado como fonte de carbono, ndo ha crescimento, logo néo ha formagéao

de NADH e o meio permanece incolor. Neste trabalho foi utilizado o cloreto de 2,3,5-

trifenil tetrazdlio (figura 10), que é reduzido, passando de incolor a purpura, da mesma

maneira que o tetrazolio violeta.

Originado da

Clorato de 2,3, 54rfenil
tet@zalio

incolor

fl

redutaze

= = 2 _ —

1 4 4+ NaDH ——= 7 N7 E F N + MADF
% o W 4
LJ rezpirazdo

celular

o

plrpura

FONTE: O AUTOR (2008)

FIGURA 10 - REAGAO DE OXIDAGAO QUE OCORRE NO INTERIOR DA CELULA NA PRESENGA
DO COMPOSTO CLORETO DE 2,3,5-TRIFENIL TETRAZOLIO.

As fontes de carbono utilizadas neste ensaio estdo descritas na tabela 4.

TABELA 4 — CONDIGOES UTILIZADAS NO EXPERIMENTO DE DETERMINAGAO DO FENOTIPO

DA ESTIRPE AMM1 EM MEIO LIQUIDO; pH 6,9

Condicao

Concentragao final da fonte
de carbono (mmol/L)

NFbHPN

NFbHPN-malato

NFbHPN glucose

NFbHPN sacarose
NFbHPN trealose

NFbHPN manose

NFbHPN ramnose
NFbHPN acido benzdico
NFbHPN salicilato de sédio

37 mmol/L
50 mmol/L
50 mmol/L
50 mmol/L
50 mmol/L
50 mmol/L
1 mmol/L

1 mmol/L
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NFbHPN Tirosina (Tyr como fonte 1 mmol/L

de carbono)

NFbHP malato+tirosina (Tyr como 37mM malato; 1TmM Tyr
fonte de nitrogénio)

NFbHPN fenilalanina (Phe como  1mM

fonte de carbono)

NFbHP malato+fenilalanina (Phe  37mM malato; 1mM Phe
como fonte de nitrogénio)

NFbHPN fenol TmM

NFbHPN malato+fenol 37mM malato; 1mM fenol
NFbHPN naringenina 0,2mM

NFbHPN resorcinol TmM

NFbHPN etanol 32 pL (equivalente ao volume de

naringenina utilizado)

As estirpes SmR1, DR2 e AMM1 foram riscadas em meio NFbHPN malato
solido, e todas as coldnias crescidas na placa apés 2 dias de incubacgao a 30°C foram
coletadas com o auxilio de um palito estéril, e ressuspensas em 5 mL de meio NFb
liquido. A DOeoonm das culturas foi determinada, ajustadas para 1,0 em 1 mL de meio,
e entdo 10uL foram inoculados em cada pogo do bloco, que foi incubado a 30°C por 2
dias, sob agitacdo a 120 rpm. Apés este periodo de incubacéo, foi adicionado 0,1% de
cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazélio, e uma nova incubacgao de 2 horas foi feita para que a

coloragao purpura fosse visualizada.

4.16.3 Caracterizagao do fenoétipo da estirpe AMM1 por HPLC

Para a andlise da capacidade de H. seropedicae em degradar naringenina
utilizando o HPLC, as estirpes SmR1, DR2 e AMM1 foram cultivadas em meio
NFbHPN e NFbHPN-malato contendo 2 mmol/L de naringenina. Para cada estirpe o
crescimento foi feito em duplicata biolégica, ou seja, foram utilizadas 2 colbénias
diferentes de cada estirpe. A DOgoonm das células do pré-inoculo, que foi feito em meio
NFbHPN-malato, foram ajustadas para 1,0, em 1 mL, e as células lavadas através de
uma centrifugacéo por 2 minutos a 13.400 rpm, e ressuspensas em 1 mL da mistura
de sais do meio NFb. A partir desta suspensao foram feitos os inéculos, com uma
DOegoonm inicial de 0,01 nas condi¢gdes acima mencionadas. O controle foi feito em
meio NFbHPN ambos contendo apenas 2 mmol/L de naringenina, e sem inoculo. As

culturas foram incubadas a 30°C, 120 rpm por 30 horas, e foram coletadas amostras
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de 1 mL no tempo (horas) 0, 6, 12, 24 e 30. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 13.400 rpm e o sobrenadante filtrado, sendo ent&do adicionado como padré&o
interno o flavonaoide crisina, na concentragao final de 10 ug/mL.

Foram injetados 5 yL de cada amostra em HPLC Shimadzu (LC10A), e a
deteccao realizada utilizando o detector SPA-UV/Vis, em 280 nm. A temperatura foi
mantida a 60°C, e a separagdo realizada com um fluxo de 1,2 mL.min™" em coluna
Synergy Fusion-RP (Phenomenex), de 150 X 2,0 (4 uM de tamanho de particula).
Duas fases moveis foram utilizadas. Solvente A: 1% de acido acético em agua (v/v), e
solvente B: 1% de acido acético em acetonitrila (v/v).

Foi utilizado um gradiente linear: inicial com 10% B, 10-40% B em 6 minutos, que
foi mantido em 40% até os 7 minutos, retornando para 10% B em 9 minutos, e

mantido por mais 5 minutos em 10% B para a estabilizagao.

4.17 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASE

A determinacao da atividade de 3-galactosidase foi feita segundo MILLER, 1972.

As estirpes SmR1, DR2 e AMM1 de H. seropedicae contendo as fusdes pNB8
(em AMM1 este plasmideo nao foi inserido), pSU11 e pSUI foram inoculadas em meio
NFbHPN-malato e incubadas por 16 horas. Apos este periodo, as células foram
centrifugadas, ressuspensas nas condigdes a serem testadas (a partir de uma
DOgoonm de 0,2), e incubadas a 30°C por 6 ou 18 horas (conforme indicado nas
legendas das figuras em resultados) a 120 rpm, quando entdo foi realizado o ensaio
de B-galactosidase.

O sistema de reagéo continha 100 pl de cultura, 900 ul de tampéo Z (SDS 0,27%
e B-mercaptoetanol 0,39% em Na;HPO,4.7H,O 60 mmol/L, NaH,PO4.H,O 40 mmol/L,
KCI 10 mmol/L, MgS0O4.7H2,0 1 mmol/L, pH 7,0), e 25 ul de cloroformio. Esta mistura
foi agitada por 10 segundos, e incubada a 30°C por 5 minutos. Foram adicionados
200 pl do o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo — ONPG (4 mg/mL) — em cada tubo de
ensaio, incubados por 30 minutos, ou até que fosse observada a coloragdo amarela. A

reacao foi interrompida apds adicdo de 500 ul de Na,CO3; 1M. Os tubos de reagao
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foram centrifugados por 2 minutos a 13.400 rpm (centrifuga mini-spin Eppendorf) para
que o cloroférmio e as células lisadas ficassem no fundo do tubo e n&o interferissem
na leitura da absorbancia. Apds centrifugagao, 200 uL da reagédo foram transferidos
para placa de 96 pogos e a absorbancia foi determinada a 415 nm e 550 nm em leitor
de microplacas (ELX-800 BioTek Instuments, Inc.).

A atividade especifica de B-galactosidase (WASSEM et al., 2002; SCHWAB et
al., 2007) foi obtida em nanomoles de ONP formado por minuto por miligrama de
proteina total (nmol ONP/min/mg proteina).

Para a determinagdo da concentragdo de proteinas o método utilizado foi o
descrito por BRADFORD (1976), utilizando solugéo de albumina de soro bovino (BSA)
como padréo. A lise das células foi feita com a adi¢gao de 1 volume de NaOH 0,2 mol/L
e incubacao por no minimo 1 hora, a temperatura ambiente.

Os flavondides utilizados como possiveis indutores foram: naringenina,
quercetina, apigenina, crisina, luteolina, kaempferol, flavona, catequina, genisteina e
daidzeina. Alguns compostos intermediarios da via de degradagdo de compostos
aromaticos, como acido benzdico, acido salicilico, salicilato de sédio e resorcinol, e os
aminoacidos aromaticos tirosina, fenilalanina e triptofano também foram testados
como possiveis indutores. Porém, s6 houve resposta com os flavonoides e, assim
sendo, neste trabalho serdo mostrados apenas os resultados referentes a estes

compostos.

4.18 SOLUBILIZAGAO DOS COMPOSTOS

Todos os compostos e solventes utilizados neste trabalho estdo descritos na
tabela 5:

TABELA 5 - COMPOSTOS UTILIZADOS NO DECORRER DESTE TRABALHO

Composto Solvente Concentragao do estoque
Naringenina Etanol absoluto 125 mmol/L
Quercetina DMSO 200 mmol/L
Resorcinol Etanol absoluto 500 mmol/L
Fenol Agua 500 mmol/L

Salicilato de sédio Agua 500 mmol/L
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Acido salicilico Etanol absoluto 500 mmol/L
Acido benzadico Etanol absoluto 500 mmol/L
Tirosina Agua+HCI concentrado (37%) 125 mmol/L
Fenilalanina Agua 125 mmol/L
Triptofano Agua+HCI concentrado (37%) 125 mmol/L
Malato Agua 20%
Glucose Agua 20%
Ramnose Agua 20%
Manose Agua 20%
Trealose Agua 500 mmol/L
Sacarose Agua 10%

4.20 CURVA DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES SMR1, DR2 E AMM1 NA
PRESENGA E NA AUSENCIA DE NARINGENINA

Para a realizagdo das curvas de crescimento as estirpes SmR1, DR2 e AMM1
foram cultivadas em meio NFbHPN-malato por aproximadamente 12 horas. As células
foram entdo centrifugadas e lavadas uma vez em meio NFb, e a DOgoonm ajustada
para 0,1 em 50 mL de meio liquido, em erlenmeyers de 250 mL respeitando a
proporcao de 1:5 (meio:ar). As condicdes testadas foram: controle (NFbHPN-malato),
controle etanol (NFbHPN-malato + etanol), e naringenina (NFbHPN-malato + 0,2
mmol/L de naringenina), sendo que foi feito apenas uma repeticdo para cada
condigc&do. O volume de etanol utilizado foi o mesmo volume de naringenina utilizado.
A DOgoonm foi determinada no tempo zero e a cada hora, retirando-se 1 mL de cultura.
O espectrofotdmetro utilizado para as leituras de absorbancia foi o Beckman.

Para o calculo do tempo de geracgao foi utilizado o valor de inclinagdo da reta,
que é o coeficiente angular da equacgao da reta, sendo que o grafico foi construido a
partir do logip das DOgoonm COM 0s pontos que mais se ajustaram a reta. A taxa de
crescimento (M) € igual a constante 2,303%inclinagdo, e o tempo de geracédo foi

calculado a partir da seguinte férmula: tempo de geragao (g)=log,/pu.
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4.21 ANALISE DE BIOINFORMATICA

As ferramentas de bioinformatica utilizadas neste trabalho foram: FramePlot
(ISHIKAWA & HOTTA, 1999), Blast (ALTSCHUL, 1997), String (von MERING, 2007),
e SignalP (BENDTSEN, 2004).

O programa FramePlot é utilizado para identificar ORFs (Open Read Frames) em
genomas de procariotos ricos em G+C, o que resulta em uma alta distribuicdo dos
nucleotideos G e C na 32 letra dos codons, permitindo uma predigdo do cédon de
inicio de cada regiao codificadora (ORF). A sequéncia de nucleotideos da regido a
montante do gene nodD, presente no contig 186, bem como a sequéncia de
nucleotideos do contig 232 foram submetidos a este programa para identificar quantas
ORFs fazem parte do operon. Apds esta etapa, as sequéncias foram submetidas ao
blastx que traduz a sequéncia de nucleotideos em aminoacidos e compara com o
banco de dados de proteinas ja depositadas no NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

O String € um programa que, a partir da sequéncia de aminoacidos submetida,
faz a comparagao com as proteinas encontradas em microrganismos que ja tenham o
genoma sequenciado, cujas sequéncias estejam depositadas no banco de dados.
Apés esta comparagao ele fornece os microrganismos onde a proteina € encontrada
assim como as proteinas vizinhas.

Para procurar por possiveis peptideos sinais foi utilizado o programa SignalP,

que prediz um sitio de clivagem na regidao N-terminal das proteinas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de bioinformatica da regido a montante do gene nodD de H. seropedicae

Em 2006, Marin e colaboradores utilizaram o plasmideo pVAN1, que contém o
gene nodD de H. seropedicae SmR1 clonado no vetor pDK7 para avaliar a expressao
da proteina HsNodD em E. coli. Também foi utilizada a fusdo pSU11 (KARP, 2004),
que contém a regido promotora do gene nodD de H. seropedicae fusionado ao gene
lacZ. Nesta mesma regiao intergénica se encontra o promotor do gene fdeA (12 orf do
operon em estudo, como sera descrito logo abaixo) porém em orientagdo oposta em
relacdo ao promotor de nodD, que também foi clonado fusionado ao gene lacZ,
originado o plasmideo pSUlI (MARIN, 2006). Assim, temos a mesma regido
intergénica clonada em ambas as orientagées para estudar a possivel regulagcdo da
proteina HsNodD na transcirgdo do gene nodD assim como do operon encontrado a
montante deste gene. Para isto foi utilizada a estirpe MC1061 (/ac’) de Escherichia
coli, sendo observado que em E. coli a proteina HsNodD reprime a sua propria
transcricdo assim como a do gene orff, porém na presengca de flavondides a
repressado, em relagdo ao gene orf1, é revertida, ocorrendo a indugado da expressao
do mesmo. Em relacdo a expressao de nodD, a presencga de flavondides n&o alterou a
repressdo de HsNodD sobre a sua propria expressdo, observada na auséncia de
flavondides (controle).

Através de analises de bioinformatica, foi possivel observar que a orf1 é a
primeira orf de um operon que contém 10 orfs (figura 12), uma vez que a Unica regido
promotora encontrada esta na regiao intergénica entre os genes nodD e orf1, e que
apo6s as 10 orfs ha uma grande regiao, aparentemente, ndo codificadora, observado
no programa FramePlot. Uma vez que a principal hipotese € que este operon seja
responsavel pela degradacao de flavondides, ele sera chamado de operon fde, e os
genes nomeados fdeA, fdeB, fdeC, fdeD, fdeE, fdeF, fdeG, fdeH, fdel e fded. Durante
a analise de bioinformatica foi encontrada uma regido ndo sequenciada dentro da

fdeF (quadrado verde — figura 11).
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FIGURA 11 - ESQUEMA DA DISPOSIGAO DO GENE nodD E DO OPERON fde DE H. seropedicae. A
regidao em azul mostra os genes encontrados no operon, sendo que a regido de fdeA até a regido
ndo seqlienciada de fdeF (em verde) encontra-se no contig 186, e a regiao do final da fdeF até a
fdeJ encontra-se no operon 232 (anotagdo de 18/08/2003). A seta azul indica a posi¢ao do
promotor dependente de o’ do operon, e a seta vermelha indica o promotor o"® de nodD.

Uma vez que o contig 186 (Programa GENOPAR - anotacado de 18/08/2003)
termina na regi&o inicial do gene fdeF, foi necessario encontrar o restante deste gene
dentre os demais contigs montados durante o sequenciamento do genoma de H.
seropedicae. Para isto, foi realizada uma busca por plasmideos na biblioteca
gendmica cuja sequéncia estivesse na ponta do contig 186. Assim, foi encontrado o
plasmideo HS23-RN-00-000-094-C11 que possui 0 gene fdeF e anela nos contigs 186
e 232, que contém o restante do operon. Este gene foi completamente sequlenciado e
a estratégia utilizada esta descrita no item 5.1.1. O gene fdeA é o primeiro gene de
um operon que contém 10 orfs, cujos produtos podem estar envolvidos na
metabolizacdo de compostos fendlicos. Antes do codon de inicio de transcricdo de
fdeA, foi identificado um sitio de ligagao para ribossomo, que fica 6 pb a montante do
inicio de tradugao. Além disso, foi encontrada uma regiao promotora -35/-10, presente
na regiao intergénica entre nodD e fdeA. Esta foi a Unica regido que apresentou
promotor. Entre o final e comego das demais orfs ndao foram identificadas sequéncias
promotoras, o que indica que as 10 orfs em questdo formam um operon, sendo co-
transcritas (ANEXO — operon todo).

Para tentar encontrar a possivel fungao do operon em estudo, as sequéncias das
proteinas codificadas pelos genes presentes no operon foram comparadas com a
sequéncia de outras proteinas encontradas no banco de dados com o objetivo de
encontrar dominios estruturais conservados de proteinas encontradas em outros

organismos. A tabela 6 mostra o que foi encontrado por esta analise.
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TABELA 6 - OPERON A MONTANTE E DIVERGENTE AO GENE nodD em H. seropedicae

Gene Tamanho Hit de maior similaridade no Tamanho do Dominios
(pb) blastx (%) polipeptideo
fdeA 939 pb 77% proteina hipotética 312 aa COG4313
conservada de Burkholderia sp. Proteina envolvida na via meta
H160 de degradacao de fenol
fdeB 1161 pb 88% com BII6428 de 386 aa superfamilia das esterases e
Bradyrhizobium japonicum lipases; COG1073
USDA110
fdeC 927 pb 81% glioxalase/ proteina de 309 aa pfam 00913 —
resisténcia a glioxalase/proteina de
bleomicina/dioxigenase de resisténcia a bleomicina/
Burkholderia ambifaria MC40-6 superfamilia das dioxigenases
fdeD 339 pb 71% proteina Rieske (2Fe-2S) 113 aa ¢cd03467 — dominio Rieske
de Burkholderia vietnamiensis
G4
fdeE 1131 pb 75% monooxigenase ligadora 376 aa pRK05868
de FAD de Xanthobacter pRK06847
autotrophicus Py2 proteina hipotética
fdeF 1116 pb 76% superfamilia MSF-1 de 372 aa Superfamilia dos
Bradyrhizobium sp. BTAIi1 transportadores MFS-1
fdeG 813 pb 96% provavel ciclase de 270 aa pfam04199
Comamonas testosteroni KF-1 familia de provaveis ciclases
fdeH 552 pb 86% com o dominio cupina 2 198 aa pfam07883
de Burkholderia ambifaria representa o dominio em barril
MC40-6 conservado da superfamilia
cupina
fdel 985 pb 78% com fumaril-acetoacetato 344 aa pfam01557
hidrolase de Burkholderia familia fumarilacetoacetato
ambifaria MC40-6. hidrolase
COG0179
MhpD — via do catecol
fded 963 pb 65% proteina hipotética 328 aa pfam01063

PP_3206 de Pseudomonas
putida KT2440

familia 3-beta hidroxiesteroide
dehidrogenase/isomerase
COG0451 WcaG

epimerase

A proteina FdeA encontra-se agrupada ao COG4313, que € um grupo de

proteinas ortdlogas que atuam na via meta de degradacédo de fenol. Essa proteina

também é encontrada em outros microrganismos como Bradyrhizobium japonicum
USDA110 (numero de acesso: NC _004463.1), Yersinia frederiksenii ATCC 33641
(numero de acesso: NZ_AALE01000026.1), Magnetospirillum magnetotacticum MS-1

(numero de acesso: NZ_AAAP01001463.1) e Ralstonia solanacearum MolK2 (numero

de acesso: NW_002196568.1), entre outros, que possuem sequéncias depositadas no

banco NCBI. Porém ainda nao ha trabalhos que mostrem a real fungcao desta proteina

(NCBI — Conserved Domains).
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A FdeB pertence a superfamilia das esterases/lipases e ao COG1073. Esterases
e lipases agem em ésteres carboxilicos, cujo sitio catalitico contém 3 residuos de
aminoacidos (triade catalitica): serina, glutamato ou aspartato, e histidina. Estes
residuos sao responsaveis pelo ataque nucleofilico ao carbono da carbonila da
ligacdo éster. O COG1073 contém proteinas da superfamilia de hidrolases a/p, de
funcdo ainda desconhecida (NCBI — Conserved Domains).

A FdeC contém um dominio conservado da familia das glioxalases, sendo que
este dominio também é encontrado em proteinas de resisténcia a bleomicina e em
dioxigenases, que sao enzimas importantes na clivagem do anel de compostos
aromaticos. Ha dois grupos de dioxigenases que clivam anéis aromaticos, sendo
classificadas de acordo com o modo de cisdo do anel. Intradiol dioxigenases séo
enzimas que contém Fe(lll) para clivar o anel aromatico entre dois carbonos
hidroxilados adjacentes (clivagem orto) (OHLENDORF et al.; 1988), enquanto
extradiol dioxigenases usam Fe(ll) para clivar o anel entre um carbono hidroxilado
adjacente a um n&o-hidroxilado (clivagem meta) (ASTURIAS et al., 1994). Os ions de
ferro férrico (Fe**) e ferroso (Fe*?) ndo sao ligados & grupamentos heme.

A FdeD apresenta um dominio Rieske, contendo um cluster 2Fe-2S comumente
encontrado em proteinas Rieske oxigenases que nao contém grupamentos heme,
como as naftaleno e bifenil dioxigenases. O cluster 2Fe-2S esta envolvido na
transferéncia de elétrons e esta ligado a dois residuos de cisteina e dois residuos de
histidina presentes em uma sequéncia conservada, denominada motivo Rieske (NCBI
— Conserved Domains).

A FdeE possui um dominio pertencente a familia das piridinas nucleotideo-
dissulfito oxidorredutases, que inclui as oxidorredutases de classe | e Il, NADH
oxidases e NADH peroxidases. Através de estudos de fingerprinting foram
encontrados sitios de ligagdo pra ADP, FAD e NAD ou NADP. A regido N-terminal
possui um sitio de ligacao pra ADP que esta envolvido com a ligagédo ao FAD; na
regido central encontra-se um sitio de ligagdo para NAD ou NADP; e na regido C-
terminal ha um sitio de ligagdo ao grupamento flavina do FAD (EGGINK et al., 1990).
As flavoproteinas FAD, pertencentes a esta familia de oxidorredutases (glutationa

redutase, tripanotiona redutase, lipoamida desidrogenase, mercurio redutase, e
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tioredoxinas redutase, entre outras) compartilham similaridade de seqUéncia com
outras flavoproteinas oxidoredutases, em particular com as redutases ferredoxina
NAD" envolvidas no metabolismo oxidativo de varios hidrocarbonetos (ferredoxina-
NAD+ redutase encontrada nas enzimas benzeno 1,2-dioxigenase, tolueno 1,2-
dioxigenase, clorobenzeno dioxigenase, bifenil dioxigenase) (EMBL-EBI IPR001327).

A FdeF possui um dominio MFS-1(Major Facilitator Superfamily) também
conhecida como familia uniporte/simporte/antiporte, e as proteinas que possuem tal
dominio sdo capazes de transportar pequenos solutos em resposta a um gradiente
quimiosmotico. Ha varias familias de MFS descritas na literatura, sendo uma delas
relevante para este trabalho que é a familia de simporte de &cidos aromaticos:H".
Alguns dos substratos deste transporte sdo: muconato, benzoato; 4-hidroxibenzoato;
2,4-diclorofenoxiacetate, protocatecuato, e 3-hidroxipropionato (PAO et al., 1998).

A FdeG possui um dominio da superfamilia das ciclases, sendo encontradas
principalmente em proteinas envolvidas na biossintese de antibiéticos, catalizando a
formagao de anéis aromaticos (NCBI — Conserved Domains).

A FdeH possui um dominio conservado pertencente a superfamilia das cupinas
2, que tem como caracteristica a presenca da estrutura secundaria do tipo barril 3.
Uma das enzimas que contém esse tipo de estrutura é a quercetina 2,3-dioxigenase
(também conhecida como quercetinase ou flavonol 2,4-dioxigenase; EC 1.13.11.24),
que € expressa por Aspergillus flavus apés o crescimento deste fungo em meio
contendo rutina (forma glicosilada da quercetina). Esta enzima, oxidativamente, cliva o
anel heterociclico da quercetina (anel C) liberando mondxido de carbono e o acido
carboxilico 2-protocatecuilfloroglucinol, e contém um ion cobre (Cu®) em seu sitio ativo
(OKA & SIMPSON, 1971).

A Fdel possui o dominio pertencente a familia fumarilacetoacetato hidrolase
(FAA), que também é encontrado na enzima bifuncional HHDD (acido 2-hidroxihept-
2,4-diene-1,7-didico) isomerase/OPET (acido 5-oxo-pent-3-eno-1,2,5-tricarboxilico)
decarboxilase. A FAA é a ultima enzima a atuar no catabolismo da tirosina e da
fenilalanina, clivando a molécula de fumarilacetoacetato em fumarato e acetoacetato,
que entram no ciclo dos acidos tricarboxilicos. Um exemplo de enzima bifuncional

contendo este dominio é a HpcE, responsavel pela degradagdo do 4-
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hidroxifenilacetato, que é um produto do catabolismo da tirosina e da fenilalanina
(IPR002529 Fumarylacetoacetase).

A Fded contém um dominio S-adenosil-L-homocisteina hidrolase, que catalisa a
hidrolise do S-adenosil-L-homocisteina (AdoHyc) para formar adenosina (Ado) e
homocisteina (Hcy), reacdo que faz parte da via de degradacdo da metionina. Em
Bradyrhizobium japonicum USDA110 esta proteina contém estes mesmos dominios e
codifica para UDP-glucose 4-epimerase. Esta enzima interconverte UDP-glucose e
UDP-galactose que sdo precursores das moléculas de glucose e galactose,
encontradas em exopolissacarideos (IPR005886 UDP-glucose 4-epimerase).

Devido a presenga de proteinas cuja estrutura sugere um envolvimento na
degradagcdo de compostos aromaticos, este operon parece estar envolvido no
metabolismo de tais compostos, como benzoato, salicilato, aminoacidos aromaticos,
resorcinol, fenol, e flavondides.

Utilizando o programa String — Protein and their interactions (von MERING et al.,
2007), foi possivel observar que em Bradyrhizobium japonicum USDA110 ha um
operon semelhante a este de H. seropedicae SmR1 (figura 12). A partir de uma
sequéncia polipeptidica ja depositada no banco de dados, o programa String compara
a sequéncia submetida com a sequéncia depositada, procurando pela sua vizinhanga

em outros organismos que possuem genomas sequenciados.
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FIGURA 12 — COMPARAGCAO ENTRE A REGIAO DO GENE nodD DE H. seropedicae E A REGIAO
SEMELHANTE ENCONTRADA EM B. japonicum.

Os 2 microrganismos possuem esta regido gendmica bastante semelhante,
porém ainda nao ha indicios da fungcdo deste operon, uma vez que ele esta descrito
estruturalmente, mas néo funcionalmente. Varias a-Proteobactérias, além de B.

Japonicum USDA110, como R. leguminosarum bv. viciae 3841, Sinorhizobium meliloti
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1021, Agrobacterium tumefaciens str. C58, Gluconobacter oxydans 621H,
Magnetospirillum magneticum AMB-1, algumas [(-Proteobactérias como Burkholderia
sp., Azoarcus sp., Bordetella sp., e Ralstonia sp., e algumas y-Proteobactérias, como
Pseudomonas sp., e Marinomonas sp. também possuem parte deste operon,
lembrando que o Unico microrganismo que contém este operon inteiro € o B.
Japonicum USDA110. Em rizdbios a ciclase codificada pela fdeG de H. seropedicae
SmR1 é encontrada fora do operon ou depois de bll6421.

A tabela 7 mostra a equivaléncia entre os genes de H. seropedicae e B.
Japonicum. Contudo, a sequéncia da fdeG de H. seropedicae nao foi encontrada nesta

regido do genoma de B. japonicum.

TABELA 7 —- COMPARACAO ENTRE H. seropedicae SmR1 E B. japonicum USDA110
B. japonicum H. seropedicae

blr6429 nodD
bll6430 fdeA
bll6428 fdeB
bll6427 fdeC
bll6426 fdeD
bll6425 fdeF
bll6424 fdeG
bll6423 fdeH
bll6422 fdel
bll6421 fded

Além de programas que comparam sequéncias, também foi utilizado o programa
SignalP 3.0 (BENDTSEN et al., 2004), que prediz a presencga e a localizagdo de um
peptideo sinal, através de um sitio de clivagem na cadeia polipeptidica. Assim, foi
possivel identificar que a FdeA apresenta um peptideo sinal que se estende do 1° ao
28° residuo da regido N-terminal. Os 28 primeiros aminoacidos sao:
VKRGFVPACRLATCALLTMAAGPAAYA (figura 13). A presenca deste peptideo sinal
sugere que esta proteina seja transportada. Nenhuma outra ORF deste operon

apresentou score alto para a presenga de peptideo sinal.
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FIGURA 13 — PEPTIDEO SINAL ENCONTRADO NA PROTEINA FdeA. Grafico obtido apés submeter
a seqiiéncia de aminoacidos da proteina FdeA ao programa SignalP 3.0, mostrando a predigao
para o sitio de clivagem AYA-FE (regido destacada em vermelho).

5.1.1 Sequenciamento da fdeF

O algoritmo blastx (ALTSCHUL et al., 1997) foi utilizado para determinar o
numero aproximado de nucleotideos ndo sequenciados. Para tal, a sequéncia de
nucleotideos da fdeF, a jusante (contig 186 da anotacéo de 23/08/2003 do genoma de
H. seropedicae) e a montante (contig 232 da anotagédo de 23/08/2003 do genoma de
H. seropedicae) da regido n&o sequenciada, foram submetidos ao blastx,
separadamente. O alinhamento, utilizando o blastx, da regido do contig 186 mostrou
que a sequéncia de aminoacidos termina no aminoacido de numero 195, e quando a
regiao inicial do contig 232 foi submetida a mesma ferramenta mostrou que a
sequéncia de aminoacidos comega no aminoacido 271, ou seja, ha 76 aminoacidos
faltando nessa regido. Logo, sdo 228 nucleotideos ndo sequenciados. No caso do
oligonucleotideo que anela no contig 232, nao foi possivel planeja-lo muito proximo da
extremidade, uma vez que a sequéncia desta regido nédo apresenta alta qualidade.
Assim, o fragmento esperado, obtido pela amplificacgo com o par de
oligonucleotideos € de 847 nucleotideos.

O produto de PCR obtido foi clonado no vetor pGEM-T Easy, confirmado por
restricdo e denominado pGAP (figura 14). Os plasmideos que contém as regides a

montante e a jusante a regido ndo sequenciada da fdeF também foram sequenciados.
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Os plasmideos escolhidos foram: HS23-RN-00-000-094-C11, e HS25-EG-00-000-146-
GO1.

genama
H.EWDPEITI'I:EE SmR1 oF ]
—
— .
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gapir raas
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FIGURA 14 - CONSTRUGAO DO PLASMIDEO pGAP. A) gene fdeF de H. seropedicae, onde se situa
o GAP, e onde os oligonucleotideos gapfor e gaprev se anelam; B) vetor pGEM-T Easy; C)
plasmideo pGAP.

As sequéncias obtidas foram submetidas ao pacote de programas PHRED-
PHRAP-CONSED que faz a analise quanto a qualidade das bases, montagem das
sequéncias e exibigao das sequéncias em interface linux. Apés a montagem foi obtido
um unico contig para esta regido, ou seja, os contigs 186 e 232, agora, fazem parte de

um unico contig, e o gene fdeF esta completamente sequenciado (figura 15).
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ATCGCGCTEGGCGTCTTCGCCATCC TG TTTC TG AGTGCGCCGCCGUTGGTCGUTCACCTTGGTGGCR
GTACGCTGTTC TATC TCTTTGCCGGCGTGATGGCGE TG TG G TGGCCAGCGCCTTGGCICTTTCCGCG
TGCCGAGACCGATGGCCTGCCGCGCGTGTCCACCGTGCGTCCACCGETGCCGCGTCAGSTCTGETACGEC
ATCGCCGEGATCGCCTRCATGG G TG TR CAGTCGATGACCTTCAGC TTCCTCGARCGCGTCGGCAGTG
ATCGTGGCTTCGGCCTGCARGCCGTCACCGGCGTGCTCATCGCCCTGGGTTTCGTCAATCTCCTGCCCGC
TCCACTGGCGGCTC TGO TGGARARGCGCCTGCCGGCCCGCARCGTGCTCATGGCCGECCCGCTEGTHCAG
GCGC TG TG TGC TG TGATCATGTCC TCGGUGCGCTTCGCACCCTATGCCGC CGCCGCGTCGGTATTTG
CoGCGGTGATGATC TTCACGCATACC TTTGCCTTC GG TC TCATGGCCCGGC TCGACCGZAGTGECCGHCGC
CATGGCCGICACGCCCGCCATGCTGATGACCGGCGCGECCATCGECCCCATTC TGOS ACGCTHGTR
CAGGGCTGEGGCTATGGC AGCCTGEGACC AGTGGCGC TG TGO CTGACGGCATCGTTCTGTTTCT
CGCGGCTECCGCGCGCCGCCGFCCGTTCARCC TCAGGAGGC CCTGGCATEAC CGCATCCTTGC AAGCACGT
CGCCGEC ATCGC T TG T GAC TG TCCATC TATC TOGARRACGACGTGC TCTCCGATCCGZCGCCACTGG
COCCCAAGATC A TACC ARCAGCACGCCGACACCTTGCCCGAATTCATGGCCATGCTGCCCGECACCCG
GCCCGAAGACTATCCCGACGRCGAAGC CGUCGCCGCTGAATGHGTCR

FIGURA 15 — SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS COMPLETA DO GENE fdeF (em verde). Os
oligonucleotideos utilizados para a construgao do pGAP estiao marcados em rosa.

5.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA ESTIRPE MUTANTE fdeA” DE H.
seropedicae

5.2.1 Construcé&o do mutante fdeA™ de H. seropedicae

Para a obtencado da estirpe mutante fdeA” de H. seropedicae foi construido o
plasmideo chamado pORF1 (figura 16), a partir da amplificagdo de um fragmento
central de 512pb do gene fdeA. Este plasmideo foi transferido para a estirpe SmR1
através de eletroporacdo e coldnias resistentes a canamicina foram obtidas,
resultantes da integracdo do plasmideo no genoma de H. seropedicae SmR1 por
recombinagdo homologa simples, e este mutante deve apresentar alteracdo na
expressao de todo o operon, sendo esperado que a via toda deixe de funcionar na

estirpe mutante.
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FIGURA 16 — CONSTRUGCAO DO PLASMIDEO pORF1. A) DNA gendmico da estirpe selvagem
SmR1, mostrando o fragmento de 512pb da orf1 obtido da amplificacdo por PCR; B) Vetor pCR2.1;
C) plasmideo pORF1 obtido pela ligagdo do produto de PCR de 512pb ao vetor pCR2.1.

Para a confirmacéo da inser¢do do plasmideo no genoma de H. seropedicae foi
realizada a hibridizagdo do DNA gendmico de 5 possiveis mutantes e também da
estirpe SmR1. O DNA gendémico foi extraido e submetido a digestdo com a enzima
Smal, que libera o gene todo, e hibridizado com o produto de PCR do plasmideo
pORF1 para a confirmag&o da mutagao. Os perfis de hibridizagao da estirpe selvagem
e das estirpes mutantes podem ser observados na figura 17. Quando o DNA
gendmico da estirpe SmR1 foi hibridizado ao produto de PCR do plasmideo pORF1,
foi possivel observar uma banda de hibridizacdo de aproximadamente 2 kb, que se
refere ao gene fdeA selvagem. Por outro lado, a hibridizacdo do DNA gendmico da
estirpe AMM1 ao produto de PCR apresentou uma banda de aproximadamente 6,4

kb, referente a inser¢éo de todo o plasmideo pORF1 no genoma.
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FIGURA 17 — HIBRIDIZAGAO DO DNA GENOMICO DAS ESTIRPES SmR1 E AMM1 DE H.
seropedicae COM O PRODUTO DE PCR DO PLASMIDEO pORF1. As linhas de 1 a 8 mostram a
imagem do gel de eletroforese de DNA em agarose 0,7% tratado com brometo de etideo e
processado pela inversao de cores, e as linhas 9 a mostram a autoradiografia da hibridizagao do
DNA gendémico com a sonda (produto de PCR do pORF1), obtidas pelo Phosphorimager Storm 820
(Molecular Dynamics). A linha 1 mostra o marcador de peso molecular 1kb ladder diluido (2ng). As
linhas 2 e 9 mostram o DNA gendémico da estirpe SmR1, e a sua hibridizagao, respectivamente,
mostrando um fragmento de aproximadamente 2 kb. As linhas 3 a 7 mostram o DNA gendmico das
estirpes AMM1, e suas hibridizagao nas linhas 10 a 14, respectivamente, mostrando um fragmento
de aproximadamente 5,9 kb. A linha 8 e a linha 15 referem-se a sonda, e sua autoradiografia,
respectivamente, com tamanho de aproximadamente 0,5 kb.

A estirpe mutante obtida foi chamada de AMM1, e um esquema da

recombinagao ocorrida esta na figura 18.
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FIGURA 18 - ESQUEMA DA RECOMBINAGAO HOMOLOGA SIMPLES OCORRIDA PARA ORIGINAR
A ESTIRPE MUTANTE AMM1 DE H. seropedicae. O plasmideo pORF1 tem tamanho de 4,4 kb

5.3 DETERMINACAO DO FENOTIPO DO MUTANTE AMM1

5.3.1 Crescimento em meio NFbHPN e NFbHPN-malato sélido variando as fontes de
carbono

Uma vez que o operon fde de H. seropedicae parece estar envolvido no
catabolismo de compostos aromaticos, o crescimento das estirpes SmR1, DR2 e
AMM1 foi testado frente a diferentes compostos aromaticos, em especial os fendlicos
(tabela 8). O meio escolhido para este teste foi o NFb que € o meio preferencial para o
crescimento de H. seropedicae. O experimento foi realizado neste meio na presenca
de malato e do composto a ser testado, para determinar uma concentracido toxica
para o microrganismo, bem como apenas na presen¢a do composto para observar se
as estirpes testadas conseguiriam catabolizar tais moléculas, utilizando-as como
fontes alternativas de carbono. Se a mutacdo em fdeA estivesse relacionada com o
catabolismo de tais compostos, seria esperado que a estirpe AMM1 n&o crescesse na
presenca destes compostos. A quantidade de malato utilizado para os experimentos

foi de 37 mmol/L, que é a concentracdo padrao utilizada. Salicilato de sddio e acido
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benzdico foram utilizados por serem compostos ja descritos na literatura como sendo
fontes alternativas de carbono para algumas bactérias, como € o caso de
Streptomyces sp. WA46 (ISHYIAMA et al., 2004) e Pseudomonas putida (MORENO &
ROJO, 2008). Os flavonoides naringenina e quercetina foram utilizados, pois além de
serem compostos fendlicos, sdo compostos que foram encontrados como tendo a
capacidade de induzir a expressao do operon em estudo (MARIN, 2006a), e também
ha estudos na literatura que mostram que certas bactérias tem a capacidade de clivar
estes compostos, utilizando-os como fontes de carbono. Pillai & Swarup, 2002
observaram que P. putida PML2 é capaz de utilizar quercetina como fonte de carbono,
e Rao & Cooper, 1994, observaram que Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli é
capaz de catabolisar quercetina, e R. leguminosarum bv. viciae € capaz de utilizar
naringenina como fonte de carbono. Visando isto, uma das hipoteses € que os
flavonodides sirvam como sinal para a sua propria degradagdo, uma vez que, como
sera visto posteriormente, a narigenina induz a expressdao do operon em estudo.
Resorcinol € uma molécula que foi encontrada como sendo resultante da clivagem da
7,4’-dihidroxiflavona por R. leguminosarum buv. trifolii, e seria o resultado da clivagem
do anel C, liberando os anéis A (resorcinol) e B (acido p-hidroxibenzéico) (RAO &
COOPER, 1994). Os aminoacidos aromaticos foram testados, pois também podem

ser utilizados como fontes de carbono.

TABELA 8 —- TESTE DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES SmR1, DR2 E AMM1 EM MEIO NFbHPN E
NFbHPN-MALATOQO. (-) significa que ndo houve crescimento e (+) significa que houve crescimento.
Composto NFbHPN NFbHPN-
[final] malato

Salicilato de sédio 6,2mM -
Salicilato de sédio 5mM -
Salicilato de sbédio 3,1mM -
Salicilato de sédio 2mM -
Salicilato de sbédio 1,2mM -
Salicilato de soddio 0,62mM -
Salicilato de sodio 0,31mM -
Salicilato de sodio 0,12mM -
Acido benzdico 0,8mM -
Acido benzéico 5mM -
Resorcinol 5mM +
Naringenina TmM +
Naringenina 2mM +

N

+ + +
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Naringenina 3mM +
Naringenina 4mM +
Naringenina 5mM -
Quercetina 1mM
Quercetina 2mM
Quercetina 3mM
Quercetina 4mM
Quercetina 5mM -
Tirosina 1mM -
Triptofano 1mM -
Fenilalanina 1mM -

+ 4+ + 4+ +F+F+ o+

Como mostra a tabela 8, os unicos compostos utilizados como fonte de carbono
foram o resorcinol, a naringenina e a quercetina, porém a estirpe mutante AMM1
também foi capaz de utiliza-las. O crescimento em meio contendo malato foi feito para
observar uma possivel dose téxica dos compostos testados, sendo que o salicilato de
sodio na concentracédo de 6,2 mmol/L e o acido benzdico parece ser toxicos, uma vez

que nesta concentracdo nao houve crescimento de nenhuma das 3 estirpes testadas.

5.3.2 Crescimento em meio NFbHPN e NFbHPN-malato liquido variando as fontes de
carbono

Apos o teste em meio soélido (item 5.3.1) foi realizado também um teste
semelhante em meio liquido, utilizando a metodologia de BOCHNER et al., 2008, que
€ um método simples, uma vez que a deteccdo do crescimento € feita através da
presenga da coloragao purpura (item 4.16.2). Como controles positivos foram testados
0s monossacarideos glucose, manose e ramnose, € o acido carboxilico malato. Como
controles negativos foram utilizados os dissacarideos sacarose e trealose, uma vez
que ja é conhecida a incapacidade de H. seropedicae utilizar dissacarideos como
fonte de carbono. Os compostos aromaticos testados com esta técnica foram
naringenina, resorcinol, acido benzdico, salicilato de sddio e fenol. O etanol foi
utilizado também como controle uma vez que a naringenina e o acido benzdico séo
diluidos em etanol. O volume utilizado foi de 1,6 uL, que € o mesmo volume da

solugéo de naringenina utilizada.
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Na presenca dos monossacarideos houve crescimento das 3 estirpes e das 2

colbnias da cada estirpe, assim como na presenca tabla 9.

H. seropedicae foi capaz de crescer em meio contendo acido benzdico,

naringenina, resorcinol e etanol como fontes de carbono, como € possivel observar na

tabela 9.

TABELA 9 — LOCALIZACAO POR POCO DAS CONDICOES TESTADAS. (+) significa crescimento e (-)
significa auséncia de crescimento.

Posicao Condigao SmR1 DR2 AMM1
A1/C5 NFbHPN sem bactéria - - -
A2/C6 NFbHPN com bactéria - - -
A3/C7 NFbHPN-malato sem bactéria - - -
A4/C8 NFbHPN-malato com bactéria + + +
B1/D5 NFbHPN Glucose + + +
B2/D6 NFbHPN Glucose sem bactéria - - -
B3/D7 NFbHPN Sacarose - - -
B4/D8 NFbHPN Sacarose sem bactéria - - -
C1/ES NFbHPN Manose + + +
C2/E6 NFbHPN Manose sem bactéria - - -
C3/E7 NFbHPN Trealose - - -
C4/ES8 NFbHPN Trealose sem bactéria - - -
D1/F5 NFbHPN Ramnose + + +
D2/F6 NFbHPN Ramnose sem bactéria - - -
D3/F7 NFbHPN Acido benzbico + + +
D4/F8 NFbHPN Acido benzbico sem bactéria - - -
E1/G5 NFbHPN Salicilato de sédio - - -
E2/G6 NFbHPN Salicilato de sédio sem - - -
bactéria
E3/G7 NFbHPN Tirosina (fonte de C) - - -
E4/G8 NFbHPN Tirosina (fonte de C) sem - - -
bactéria
F1/H5 NFbHP Tirosina (fonte de N) - - -
F2/H6 NFbHP Tirosina (fonte de N) sem - - -
bactéria
F3/H7 NFbHPN Fenialanina (fonte de C) - - -
F4/H8 NFbHPN Fenilalanina (fonte de C) sem - - -
bactéria
G1/A9 NFbHP Fenilalanina (fonte de N) + + +
G2/A10 NFbHP Fenilalanina (fonte de N) sem - - -
bactéria
G3/A11 NFbHPN 0,5mmol/L fenol + malato + + +
G4/A12 NFbHPN 0,5mmol/L fenol + malato sem - - -
bactéria
H1/B9 NFbHPN 1 mmolL fenol + malato + + +
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H2/B10 NFbHPN 1 mmolL fenol + malato sem - - -
bactéria

H3/B11 NFbHPN 1 mmolL fenol - - -

H4/B12 NFbHPN 1 mmolL fenol sem bactéria - - -

A5/C9 NFbHPN Naringenina em pé6 + + +

A6/C10 NFbHPN Naringenina em p6 sem - - -
bactéria

A7/C11 NFbHPN Naringenina solugéo + + +

A8/C12 NFbHPN Naringenina solugéo sem - - -
bactéria

B5/D9 NFbHPN Etanol + + +

B6/D10 NFbHPN Etanol sem bactéria - - -

B7/D11 NFbHPN Resorcinol + + +

B8/D12 NFbHPN Resorcinol sem bactéria - - -

Como mostra a tabela 9, H. seropedicae é capaz de utilizar resorcinol, etanol e
naringenina como fontes alternativas de carbono, que foi o observado no crescimento
em placa, mas como a estirpe mutante AMM1 também cresceu nao foi possivel

determinar o seu fendtipo utilizando este teste.

5.3.5 Analise do fendtipo da estirpe AMM1 em HPLC

Com a finalidade de verificar se H. seropedicae SmR1 é capaz de degradar
naringenina e as estirpes mutantes nodD" e fdeA™ apresentam um fendtipo diferente,
foram feitas analises em HPLC, onde foram testadas 2 colbnias diferentes das
estirpes SmR1, DR2 e AMM1, que foram cultivadas a 30°C, sob agitacédo a 120 rpm
por 30 horas. Foi coletado 1 mL de cultura nos tempos (horas) 0, 6, 12, 24 e 30. As
duplicatas biolégicas foram reprodutivas, e por isso sera mostrado apenas um
cromatograma de cada estirpe, condigdo e tempo. Os padrdes de naringenina 1
mg/mL e crisina 1 pg/mL foram injetados no HPLC pra conhecer o tempo de retenc&o
destes compostos na coluna, e os cromatogramas referentes a estes padrdes estdo

na figura 19.
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FIGURA 19 - CROMATOGRAMAS REFERENTES AOS PADROES. A naringenina e a crisina foram
pesadas e diluidas em metanol, filtradas e 5 uL destas solugoes foram injetadas separadamente.
— Naringenina;:---- » Crisina.

O tempo total de corrida desta coluna foi de 14 minutos, mas depois dos 10
minutos ndo aparecem mais picos, e por isso as figuras apresentadas acabam em 10
minutos. Como mostra a figura 19, a naringenina € eluida da coluna por volta de 6
minutos de corrida, enquanto que a crisina é eluida em aproximadamente 8 minutos,
sendo possivel distinguir bem os 2 picos, e sendo assim, a crisina pode ser utilizada
como padréo interno de corrida.

Os controles foram feitos em meio NFbHPN-malato e NFbHPN contendo 2

mmol/L de naringenina, e podem ser vistos na figura 20.
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FIGURA 20 - CROMATOGRAMAS REFERENTES AOS CONTROLES NO TEMPO 0 HORAS.
NFbHPN-malato sem adi¢cdo de naringenina, e NFbHPN-malato contendo 2 mmol/L de naringenina.
As amostras foram filtradas antes da injegcado, sendo que o volume injetado foi de 5uL.

— Naringenina.

Como mostra a figura 20, o meio NFbHPN-malato ndo absorve em 280nm,
confirmando que o pico visto no meio NFbHPN-malato contendo 2 mmol/L de
naringenina € realmente a naringenina e ndo algum outro composto do préprio meio
de cultura. Além disto, a naringenina é eluida no mesmo tempo que mostra a injegao
da solugéo padrao (figura 19).

O ponto inicial da curva foi em 0 hora (figura 21) e apresenta o pico de

naringenina e o pico de crisina conforme o padrao.
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FIGURA 21 — CROMATOGRAMAS REFERENTES A INJECAO DAS AMOSTRAS NO TEMPO 0
HORAS. Os cromatogramas da esquerda sao das estirpes SmR1, DR2 e AMM1 cultivadas em meio
NFbHPN contendo 2 mmol/L de naringenina, e os cromatogramas da direita sdo dessas mesmas
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estirpes cultivadas em meio NFbHPN-malato contendo 2 mmol/L de naringenina. 1 mL das
culturas foi centrifugado a 13400 rpm, filtrado, e adicionado a solugao padrao de crisina, que ficou
com concentracéo final de 10 yg/mL. — Naringenina; ------ » Crisina.

Como é possivel observar na figura 21 tanto os cromatogramas das culturas em
meio NFbHPN contendo naringenina quanto os cromatogramas das culturas em meio
NFbHPN-malato contendo naringenina mostram o mesmo perfil. A naringenina é
eluida por volta dos 6 minutos e a intensidade do pico esta proxima aos 200 mAbs,
mostrando que a naringenina esta presente nas culturas de maneira semelhante.

Apos 6 horas de cultivo o perfil ndo se alterou como mostra a figura 22.
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FIGURA 22 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A INJEGAO DAS AMOSTRAS NO TEMPO 6
HORAS. Os cromatogramas da esquerda sao das estirpes SmR1, DR2 e AMM1 cultivadas em meio
NFbHPN contendo 2 mmol/L de naringenina, e os cromatogramas da direita sdo dessas mesmas
estirpes cultivadas em meio NFbHPN-malato contendo 2 mmol/L de naringenina. 1 mL das
culturas foi centrifugado a 13400 rpm, filtrado, e adicionado a solugao padrao de crisina, que ficou
com concentracgao final de 10 pyg/mL. — Naringenina; ---...- » Crisina.

Até as 12 horas de cultivo também nao houve alteragdo no perfil cromatografico

seja em relagao as estirpes ou em relagdo aos meios utilizados (figura 23).
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FIGURA 23 — CROMATOGRAMAS REFERENTES A INJEGAO DAS AMOSTRAS NO TEMPO 12
HORAS. Os cromatogramas da esquerda sao das estirpes SmR1, DR2 e AMM1 cultivadas em meio
NFbHPN contendo 2 mmol/L de naringenina, e os cromatogramas da direita sdo dessas mesmas
estirpes cultivadas em meio NFbHPN-malato contendo 2 mmol/L de naringenina. 1 mL das
culturas foi centrifugado a 13400 rpm, filtrado, e adicionado a solugdo padrao de crisina, que ficou
com concentracéo final de 10 yg/mL. — Naringenina; ------ » Crisina.

Com 24 horas de cultivo a estirpe SmR1 mostrou um perfil diferente, tanto em
meio NFbHPN contendo naringenina, quanto em meio NFbHPN-malato contendo

naringenina (figura 24).
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FIGURA 24 — CROMATOGRAMAS REFERENTES A INJEGAO DAS AMOSTRAS NO TEMPO 24
HORAS. Os cromatogramas da esquerda sao das estirpes SmR1, DR2 e AMM1 cultivadas em meio
NFbHPN contendo 2 mmol/L de naringenina, e os cromatogramas da direita sao dessas mesmas
estirpes cultivadas em meio NFbHPN-malato contendo 2 mmol/L de naringenina. 1 mL das
culturas foi centrifugado a 13400 rpm, filtrado, e adicionado a solugao padrao de crisina, que ficou
com concentragao final de 10 pg/mL. —>» Naringenina; - » Crisina. Os picos novos,
orininados da degradacao da naringenina estdo nas caixas vermelhas.

Apos 24 horas de cultivo é possivel observar que a intensidade do pico de

naringenina diminuiu e novos picos, eluidos anteriormente a naringenina, apareceram
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na injecao referente a estirpe SmR1, tanto em meio com malato e naringenina quanto
em meio contendo apenas naringenina. Isto mostra que a naringenina é degradada
pela estirpe selvagem SmR1 e que estd sendo metabolizada de maneira semelhante
mesmo quando ha malato no meio de cultura, ou seja, ela é degradada independente
da sua utilizacdo como fonte alternativa de carbono. Assim como Pseudomonas
putida PML2 (PILLAI & SWARUP, 2002) e Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli,
que clivam quercetina, R. leguminosarum bv. viciae que cliva naringenina, R.
leguminosarum bv. trifolii que cliva 7,4’-dihidroxiflavona, R. meliloti que cliva luteolina,
R, fredii, que cliva genesteina e Rhizobium sp. NGR234 que cliva daidzeina e
apigenina (RAO & COOPER, 1994), H. seropedicae SmR1 também tem a capacidade
de clivar flavondides, sendo o unico testado até o momento a naringenina. Contudo, o
mecanismo de clivagem realizado por H. seropedicae ainda nao foi esclarecido, uma
vez que os produtos da clivagem da naringenina nao foram identificados.

As estirpes DR2 e AMM1 parecem né&o terem clivado a naringenina, indicando
que a proteina HsNodD, que é a proteina ativadora da expressao da via, assim como
o operon fde estdo envolvidos no metabolismo deste composto. Porém no
crescimento em placa (item 5.3.1) as 3 estirpes testadas cresceram na presencga
deste composto. O que pode ter acontecido é que as estirpes mutantes ainda clivem a
naringenina, mas em menor quantidade e por isso nao foi possivel observar uma
mudanc¢a nos cromatogramas destas estirpes.

O ultimo ponto de coleta foi com 30 horas de cultivo, e os cromatogramas obtidos
apresentam um perfil semelhante ao observado em 24 horas, porém em 30 horas

houve o consumo quase completo da naringenina (figura 25).
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FIGURA 25 — CROMATOGRAMAS REFERENTES A INJEGAO DAS AMOSTRAS NO TEMPO 30
HORAS. Os cromatogramas da esquerda sao das estirpes SmR1, DR2 e AMM1 cultivadas em meio
NFbHPN contendo 2 mmol/L de naringenina, e os cromatogramas da direita sdo dessas mesmas
estirpes cultivadas em meio NFbHPN-malato contendo 2 mmol/L de naringenina. 1 mL das
culturas foi centrifugado a 13400 rpm, filtrado, e adicionado a solug¢ao padrao de crisina, que ficou
com concentragao final de 10 uyg/mL. — Naringenina; .- » Crisina. Os picos novos,
orininados da degradagao da naringenina estao nas caixas vermelhas.
Com 30 horas de cultivo o pico de naringenina desapareceu quase por completo,
ou seja, ainda neste tempo a estirpe SmR1 continua degradando esta molécula.
Apos este experimento foi possivel concluir que a via mutada neste trabalho
(estirpe AMM1) esta envolvida na degradacao de naringenina, pois a estirpe mutante
nao foi capaz de degrada-la. Contudo, 0 mecanismo de clivagem ainda nao pode ser

proposto.

5.4 REGULACAO DA EXPRESSAO DOS GENES nodD E fdeA DE H. seropedicae E
DO OPERON nodABC EM H. seropedicae

Para avaliar a regulacdo da expressao dos genes nodD e fdeA de H.
seropedicae as fusdes pSU11 (nodD::lacZ) e pSUI (fdeA::lacZ), que contém o mesmo
fragmento da regido intergénica entre esses 2 genes clonados em ambas as diregdes
(figura 26; item 4.1), foram conjugadas nas estirpes SmR1, DR2 e AMM1 (item 4.1) de
H. seropedicae, e testados quanto ao seus niveis de expressao normais e na

presenca de alguns compostos.
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GETGAGGAACGGCGAGACGLC GOCCT CHALG GLATAGE GCCCCE
CBECCATGGTCAGCAGE GO G ALGTT GCCAG COGGCATGOC GECAC GAAT
CCTCTCTTCACGTCTGT CTCC TIGTC TCCTA CCCTGCCTGGCGEEGTHTE

BCCGCTATCGGE GOGTT GTCATGGCC AGGLT CAACA GLGGE GCATC CAGT
BCGAGTGCGCCGCCGEC TTHL CG0GE CAGLE CTTTC TEGTG GRG0 ATGE
AGCGGATGAGTGAAGCTTAAGAGTGAGCTTG ATATTGATCAMLTGGATTS  -35/-10 nodld
TTTTGATTCATGATATGGACG GCATC AATAC ATTGACCACCCCATCCOTE  -35110 foad
GTCTATC CGAGGGTCGG CAAGAACAL GCACAACAAC GEAGACCAGE GLCA
TGCGTTTCALCAAGCTC GACCTCAATCTTCOT GETCGCCCTG GATGE ACTG
CTCACGGAGATGAGCAT CAGL CGCGC CGOCGALLAGATCCATCTGAGLCA
GTCGECCATGAGCAATG COCTRGCGE GECTECECGAGTATTTORATGATS  foad
ARTTGCTGATCCAGGETG GECCGGCGC ATGRAGCCCACGOCGCECECCGAG  pad /)
GTGCTCAAGGATGCGGT GCATGATGT GCTGE GGCGTATCGATGGCT CLAT e
CBCGGCGCTGOC GECCT T GTHCCGE CCGAGTCCAC GLGCGAGTTT CGCA
TCTCGGTTTCGGACTTTACGC TCTCC GTCCT CATCC COCGG GTGCTGECG
CBCGCGCACGOC GAGGG CAAGCACAT CCGCTTTGCC CTGATGCCGCAGGT
GCAAGAC CCGAC CCGCTCGCTGGATE GGGCC GAGGT GEACC TGCTG GTCT
TGCCGCAGGAATTCTGC ACGE CCGATCATOC TECCGAAGAGGTCTTCOGE EcoRI

FIGURA 26 — REGIAO CLONADA EM pMP220 E EM pPW452, ORIGINANDO AS FUSOES nodD::lacZ
(pSU11) E fdeA::lacZ (pSUl). A regiao de estudo foi digerida com as enzimas Pstl e EcoRl,
liberando um fragmento de 0,82 kb. Em roxo esta a sequencia de nucleotideos do gene fdeA, e
também a regido promotora -35/-10 dependente do fator o’’. Em vermelho esta a sequencia de
nucleotideos do gene nodD, e também a regiao promotora -35/-10 dependente do fator o™ Na
regiao em azul estdo os nucleotideos da regiao intergenica entre os genes nodD e fdeA.

Uma vez que o principal alvo de regulagéo das proteinas NodD em rizébios é o
promotor do operon nodABC, a fusdo pNB8 (nodABC::lacZ de Rhizobium sp.
NGR234; FELLAY et al., 1998) também foi conjugada nas estirpes SmR1 e DR2 de H.
seropedicae testadas neste trabalho. Esta fusdo foi utilizada como controle para
observar uma possivel regulacdo deste promotor pela HsNodD, devido a sua
semelhanca com NodDs de rizobios. Além disto, a HsNodD reconhece o nod-box do
operon nodABC de Rhizobium sp. NGR234, mostrado em ensaios in vitro (WASSEM,
comunicagao pessoal).

Neste trabalho foram testados alguns compostos fendlicos como possiveis
moduladores da expressdo desses genes. Os compostos utilizados foram: os
flavondides naringenina, quercetina, apigenina, luteolina, kaempferol, crisina,
genisteina, daidzeina e catequina, e alguns intermediarios da via de degradagao de
compostos fendlicos, como acido benzdico, acido salicilico, salicilato de so6dio e
resorcinol, e os aminoacidos aromaticos tirosina, fenilalanina e triptofano. Contudo, os
unicos compostos que apresentaram resposta como indutores foram a naringenina,
apigenina e crisina. Quercetina, kaempferol e luteolina ndo ativaram a expressao do

operon fde. Os resultados referentes aos intermediarios do metabolismo de
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compostos fendlicos ndo serdao mostrados, pois ndo houve diferenca em relagdo ao

controle. Serdo mostrados apenas os resultados obtidos em relagao aos flavondides.

5.4.1 Efeito da proteina HsNodD sobre a expressdo dos genes fdeA e nodD de H.
seropedicae e sobre o operon nodABC de Rhizobium sp. NGR234

Para conhecer o nivel basal de expressao dos promotores testados, foram
realizados 3 ensaios de B-galactosidase na auséncia de qualquer flavondide. Cada
um destes ensaios foi realizado com 3 colbnias de cada transconjugante em duplicata

de cultura, e o padréao de expressao pode ser visto na figura 27.
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FIGURA 27 — ATIVIDADE ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASE EM nmol/min.mg ptn CONTROLE
(SEM FLAVONOIDES). A fusidao pNB8 (nodABC::lacZ) nao foi conjugada na estirpe AMM1. Para os
transconjugantes com as fusées pSU11 (nodD::lacZ) e pSUl (fdeA::lacZ) foram realizados 3
ensaios independentes, sendo que para cada um deles foram utilizadas 3 coldnias diferentes de
cada transconjugante, em duplicata de cultura. Para os transconjugantes com a fusao pNB8 foi
realizado apenas 1 ensaio, que continha 5 col6nias diferentes em duplicata de cultura. Para todos
os ensaios e todos os transconjugantes, o tempo de crescimento das culturas foi de 6 horas, a
30°C e 120 rpm, assim como o modo de inoculagao foi o mesmo.

Em relagdo a expressao de fdeA a diferenca observada entre as estirpes SmR1
e DR2 (figura 27) nao sera considerada devido ao desvio padrdo, ou seja ndo ha
diferenca de expressdo. O mesmo foi observado em relacédo as fusées nodD::lacZ e
nodABC::lacZ a proteina HsNodD parece ndo regular a expressao destes promotores,
uma vez que nao ha diferenca entre as estirpes. A fusdo nodABC::lacZ é expressa

tanto na estirpe selvagem quanto na estirpe mutante DR2, mostrando que o operon
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nodABC de Rhizobium sp. NGR234 é expresso por H. seropedicae e, provavelmente,

a sua expressao independe de HsNodD.

5.4.2 Efeito do flavondide naringenina sobre a atividade da proteina HsNodD

A proteina NodD de rizébios tem sua atividade modificada na presenca de
determinados flavondides, devido as mudangas conformacionais em sua estrutura
tridimensional ocasionadas pela ligagao do flavondide. Marin e colaboradores (2005a)
mostraram que o gene fdeA de H. seropedicae, em E. coli, tem a sua expresséo
regulada pela proteina HsNodD em resposta aos flavondides naringenina e
quercetina. Assim, neste trabalho estes compostos foram utilizados para determinar o
seu efeito sobre a atividade da proteina HsNodD frente as fusdes nodD::lacZ e
fdeA::lacZ de H. seropedicae e nodABC::lacZ de Rhizobium sp. NGR234, em H.
seropedicae estirpes SmR1, DR2 e AMM1.

A concentragdo de naringenina utilizada para os ensaios foi de 200 pmol/L.
Tendo os transconjugantes (SmR1 pSUI, DR2 pSUIl e AMM1 pSUlI), foram realizados
3 ensaios de B-galactosidase, sendo que em cada um foram utilizadas as culturas de
3 colbénias de cada transconjugante em duplicata de cultura. O controle foi feito com

etanol (figura 28).
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FIGURA 28 — ATIVIDADE ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASE EM nmol/min.mg ptn DA FUSAO
fdeA:::lacZ. Média de 3 ensaios utilizando a fusao fdeA::lacZ, sendo que para cada ensaio foram
utilizadas 3 colonias de cada transconjugante em duplicata de cultura. Para os ensaios, os
transconjugantes foram cultivados em meio NFbHPN-malato contendo 0,2 mmol/L de naringenina
e como controle os transconjugantes foram cultivados em meio NFbHPN-malato contendo etanol
(mesmo volume da solucdo de naringenina utilizada. O crescimento foi feito durante 6 horas, a
30°C e 120 rpm, antes dos ensaios.

A figura 28 mostra que a expressao de fdeA é aumentada cerca de 50 vezes na
presenca de naringenina, tanto na estirpe selvagem SmR1 quanto na estirpe mutante
AMM1, indicando que a naringenina € indutora da expressdo deste operon. Além
disto, também pode ser visto que a expressao deste operon é dependente da proteina
HsNodD, uma vez que na estirpe nodD  (DR2) ndo ha aumento de expressao na
presenca de naringenina. Contudo, este resultado contraria o que foi observado em E.
coli onde a HsNodD era repressora e para que a repressao deixasse de ocorrer fazia-
se necessaria a presenga de naringenina ou quercetina.

A fusdo pSU11 (nodD::lacZ) também teve a sua expressao testada na presenga

de naringenina, e o resultado esta na figura 29.
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FIGURA 29 — ATIVIDADE ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASE EM nmol/min.mg ptn DA FUSAO
nodD::lacZ. Média de 3 ensaios utilizando a fusdo nodD::lacZ, sendo que para cada ensaio foram
utilizadas 3 coldnias de cada transconjugante em duplicata de cultura. Para os ensaios, os
transconjugantes foram cultivados em meio NFbHPN-malato contendo 0,2 mmol/L de naringenina
e como controle os transconjugantes foram cultivados em meio NFbHPN-malato contendo etanol
(mesmo volume da solucdo de naringenina utilizada. O crescimento foi feito durante 6 horas, a
30°C e 120 rpm, antes dos ensaios.

A figura 29 mostra que a expressao do gene nodD responde a naringenina
somente nas estirpes mutantes DR2 e AMM1. Este efeito ndo € observado na estirpe
selvagem SmR1, indicando que as mutagdes nos genes nodD e fdeA podem estar
relacionadas com um sistema que responde a naringenina e que regula a expressao
do gene nodD. Estes resultados também indicam que a HsNodD nao esta envolvida
na expressao do gene nodD de H. seropedicae, mesmo na presenca de naringenina.

A expressao da fusdo nodABC::lacZ foi utilizada como controle, e como mostra a
figura 30 este operon é expresso em ambas as estirpes SmR1 e DR2, indicando
novamente que a proteina HsNodD n&o esta envolvida neste processo. No entanto, a
presenga de naringenina inibe a expressao deste operon sugerindo que uma outra
proteina de H. seropedicae que responde a naringenina pode ser a ativadora da

expressao desses genes.
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FIGURA 30 — ATIVIDADE ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASE EM nmol/min.mg ptn DA FUSAO
nodABC::lacZ DE Rhizobium sp. NGR234. Média de 1 ensaio que foi realizado com 5 coldnias de
cada transconjugante em duplicata de cultura. Para os ensaios, os transconjugantes foram
cultivados em meio NFbHPN-malato contendo 0,2 mmol/L de naringenina e como controle os
transconjugantes foram cultivados em meio NFbHPN-malato contendo etanol (mesmo volume da
solugao de naringenina utilizada. O crescimento foi feito durante 6 horas, a 30°C e 120 rpm, antes
dos ensaios.

5.4.3 Efeito de diversos flavondides sobre a expressdo do gene fdeA em H.

seropedicae

Uma vez que o promotor que apresentou indugao na presencga de naringenina foi
o promotor do gene fdeA, a fusao contendo este promotor (pSUI) foi utilizada testando
outros flavonoides que também ativassem a sua expressédo na presenca da proteina
HsNodD em H. seropedicae. Foram testados flavondides de algumas classes, como
as flavonas apigenina, luteolina e crisina, os flavondis kaempferol e quercetina (figura
31), e as isoflavonas genisteina e daidzeina, e a flavana catequina (figura 32). A
naringenina foi utilizada como controle positivo do ensaio, pois ja é conhecida a

resposta deste flavondide na expressdo do promotor fdeA (figura 28).
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FIGURA 31 - ATIVIDADE ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASE, UTILIZANDO O
TRANSCONJUGANTE SmR1 fdeA::lacZ, VARIANDO A CONCENTRAGAO DE APIGENINA,
LUTEOLINA, KAEMPFEROL E CRISINA NO MEIO. A naringenina foi utilizada como controle
positivo. Foram realizados 2 ensaios com o transconjugante, que foi deixado crescer por 18 horas,
a 30°C e 120 rpm, com os flavondéices no meio de cultura, para que entao fosse realizado o ensaio
de B-galactosidase. O valor controle mostrado é referente a cultura controle sem a adi¢ao de
qualquer composto, contudo, também foram realizados ensaios a partir de culturas crescidas com
a adicao de etanol, metanol e isopropanol (solventes onde se encontram diluidos os flavonodides)
e nao houve diferenga em relagao ao controle mostrado aqui.

Dentre os flavondides testados, os que apresentam atividade indutora sdo a
apigenina e a crisina, indicando que a proteina HsNodD responde a estes flavonadides.
Assim, temos que a proteina HsNodD é ativadora da expressédo do operon fde de H.
seropedicae SmR1, na presenga desses flavondides, ou seja, HsNodD tem sua
atividade aumentada na presenca destes compostos, ativando ainda mais a

expressao do operon.
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FIGURA 32 - ATIVIDADE ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASE UTILIZANDO 200 umol/L DE
FLAVONA, CATEQUINA, GENISTEINA E DAIDZEINA COMO POSSIVEIS INDUTORES DA FUSAO
fdeA:::lacZ. A naringenina foi utilizada como controle positivo. Foi realizado 1 ensaio nestas
condicdes com o transconjugante, que foi deixado crescer por 18 horas, a 30°C e 120 rpm, com os
flavondéices no meio de cultura, para que entdo fosse realizado o ensaio de B-galactosidase. Foi
feito um controle com DMSO, uma vez que a flavona e a catequina tém como solventes este
composto, porém nao houve diferenga de indugao em relagao ao controle (sem flavondides), e por
isso ndo esta mostrado no grafico.

Como é possivel observar na figura 32, nenhum dos flavondides testados neste
experimento mostrou indugdo sobre a atividade da proteina HsNodD em relagédo a
ativacao da fusao fdeA::lacZ.

Quando certos flavondides foram adicionados ao meio de cultura, a ativagcéo da
expressao da fusdo fdeA::lacZ pela proteina HsNodD tornou-se evidente, pois os
niveis de expressdo aumentaram mais de 200 vezes quando a naringenina era o
indutor, e mais de 400 vezes quando a apigenina ou crisina estavam presentes no
meio de cultura. Estes resultados indicam que esta proteina é dependente de uma
molécula sinal, neste caso um flavondide, que se ligue a ela e torne-a mais ativa
diante da regulagdo do promotor fdeA. Contudo, outros flavondides como quercetina,
kaempferol, luteolina, catequina, daidzeina, genisteina e flavona nao foram capazes
de aumentar a ativacado causada pela proteina HsNodD na fusdo pSUI. Isto indica que
ha alguma mudanga na estrutura basica do flavonodide que esta proteina é capaz de

reconhecer, como ja descrito por Peters & Long, 1988 para Rhizobium meliloti, onde
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qualquer alteracdo na estrutura da luteolina leva a diminuicdo dos niveis de expressao

dos genes nod.

5.5 EFEITO DA NARINGENINA SOBRE O CRESCIMENTO DE H. seropedicae

Alguns trabalhos (REDDY et al. 2007; HARTWIG et al., 1991; PETERS & LONG,
1988) com rizobios mostram que certos flavondides exercem efeito sobre o
crescimento destes microrganismos, e por essa razdo foi realizada uma curva de
crescimento com as estirpes SmR1, DR2, e AMM1 na auséncia e na presenca de
naringenina. O controle foi feito com e sem etanol (solvente da solugdo de naringenina
estoque utilizada), e com 0,2 mmol/L de naringenina. A DOgoonm inicial das culturas foi
de 0,1. O tempo de geragao calculado esta na tabela 10.

TABELA 10 — Calculo do tempo de geragao obtido a partir de uma curva de crescimento das estirpes
SmR1, DR2 e AMM1.

Condigao SmR1 | DR2 | AMMA1
NFbHPN-malato 2,12 1,59 | 1,43
NFbHPN-malato + 0,2 mmol/L naringenina | 1,23 | 0,9 |0,9
NFBHPN-malato + etanol 2,07 1,63 | 1,15

As estirpes mutantes DR2 e AMM1 mostraram um tempo de geragédo menor do
que a estirpe selvagem SmR1 em meio NFbHPN-malato. A presencga de etanol nao
alterou o tempo de geragado das estirpes testadas em relagdo a condigdo preferencial
que é na presenga apenas de malato. Contudo, quando a naringenina foi adicionada ao
meio de cultura foi possivel observar uma diminuicdo no tempo de geragdo das 3
estirpes, indicando que este composto interfere no crescimento de H. seropedicae, mas
que esta alteragao nao esta ligada as mutagdes, uma vez que a estirpe SmR1 também
teve o seu tempo de geracéo diminuido na presenga de naringenina.

A curva de crescimento na presenga de naringenina mostrou que este composto
atua como um regulador positivo do crescimento em H. seropedicae, uma vez que na
presenca deste composto houve diminuigdo no tempo de geragdo da estirpe SmR1
assim como das estirpes mutantes DR2 e AMM1, de maneira semelhante a observada
para R. meliloti (HARTWIG et al., 1991) e Bradyrhizobium japonicum (REDDY et al.,
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2007), onde a luteolina é o flavondide que aumenta a taxa de crescimento dos
microrganismos citados.

Assim temos que H. seropedicae é capaz de crescer na presenga de naringenina,
e, apesar da naringenina diminuir o tempo de geragéo, isto foi observado também na
estirpe selvagem, indicando que esta diminuicdo n&o esta ligada as mutagbes nos
genes nodD e fdeA. Além disto, a naringenina € a molécula que quando presente no
meio de cultura torna a proteina HsNodD ativa em relacdo a expressao do operon fde,
como foi possivel observar nos ensaios de [B-galactosidase (figura 28). Logo, a
presenca de naringenina é sentida pela HsNodD, que por sua vez ativa a transcri¢do do
operon fde , cuja a principal possivel funcdo atribuida a ele seria a degradacao de
flavonoides. Esta degradacédo foi observada nos ensaios em HPLC, onde o perfil
cromatografico da estirpe SmR1 em comparagdo com as estirpes DR2 e AMM1 apés 24
horas de cultivo apresentou diferencas. Com 24 horas de cultivo, a estirpe SmR1
mostrou diminuicdo da intensidade do pico de naringenina e o surgimento de novos
picos que foram eluidos em um tempo anterior a naringenina, enquanto que nos
cromatogramas das estirpes DR2 e AMM1 foi observado o pico de naringenina com alta
intensidade, e nenhum outro pico anterior ao da naringenina, indicando que estas
estirpes ndo tém a capacidade de metabolizar este composto, e estas mutacdes estédo
relacionadas com a degradacao de flavondides, sendo a naringenina, até o momento, o
unico testado. A mutagao na proteina regulatéria da via (estirpe DR2) faz com que esta
nao seja expressa e assim nao ocorra a degradagdo da naringenina. Logo, a
naringenina € a molécula sinal para a sua propria degradag¢ao, uma vez que HsNodD é
sensivel a ela e ativa a expressdo do operon fde que, por resultados de HPLC, se

mostrou a via responsavel pela degradagao da naringenina.
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6 CONCLUSOES

<\

A mutagdo no gene orf1 (fdeA) de H. seropedicae foi obtida, originando a
estirpe mutante AMM1,

Resultados obtidos por HPLC mostram que a mutagcdo em AMM1 altera a
capacidade de H. seropedicae em metabolizar naringenina, que deixa de ser
degradada, indicando que esta € a via responsavel pela degradagdo de
flavondides em H. seropedicae;

HsNodD né&o autoregula a sua expressao;

HsNodD é ativadora da expressao do operon fde ;

Na presenga dos flavondides naringenina, crisina e apigenina ha maior
ativacdo da transcrigdo do promotor fdeA na presenga da proteina HsNodD,
indicando que estes compostos se ligam a ela;

Naringenina nao interfere no crescimento de H. seropedicae.
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Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos das orfs encontradas no operon fde de H.

GTCTGTCTCCTTGTCTCCTACCCTGCCTGGCGGGGTGTGGCCGCTATCGGCGCGTTGTC
ATGGCCAGGCTCAACAGCGGCGCATCCAGTGCGAGTGCGCCGCCGGCTTGCCGCGCCAG

-35 pnodD

CCCTTTCTGGTGGGGCCATGCAGCGGATGAGTGAAGCTTAAGAGTGAGCTTGATATTGA
-10 pfdeA
TCAAATGGATTGTITTGATTCATGATATGGACGGCATCAATACATTGACCACCCCATCC
GTCGTCTATCCGAGGGTCGGCAAGAACAAGCACAACAACGGAGACCAGCGCCATG CGT

CTC

ATC

AGC

CTG

GTG

TCC

GAG

Cccc

TTT

CGG

Cccc

GTG

GAA

GCC

seropedicae
nodD

<«— fdeA
1
60
119

-10 pnodD

178
237
1
296 TTC AAC AAG CTC GAC
3 F N K L D
316 CTC ACG GAG ATG AGC
16 L T E M S
361 AGC CAG TCG GCC ATG
31 S Q S A M
406 TTC GAT GAT GAA TTG
46 F D D B L
451 ACG CCG CGC GCC GAG
61 T P R A B
496 CGG CGT ATC GAT GGC
76 R R I D G
551 GCC GAG TCC ACG CGC
91 A E S T R
596 CTC TCC GTC CTC ATC
106 L S \ L I
641 GGC AAG CAC ATC CGC
121 G K H I R
686 ACC CGC TCG CTG GAT
136 T R S L D
731 CAG GAA TTC TGC ACG
151 Q E F C T
776 GAA CGG CAT GTC TGC
166 E R H \ ¢}
821 GGC GAG CTG ACG CTG
181 G E L T L
866 ATG GTG CCG CCT GGG
196 M \Y P P G

AAT

AGC

AAT

ATC

CTC

ATC

TTT

CGG

GCC

GCC

GAT

GTC

CGC

AAT

CTT

CGC

GCC

CAG

AAG

GCG

CGC

GTG

CTG

GAG

CAT

TGG

TAC

GCG

-35 pfdeA

CTG GTC GCC CTG GAT

L

GCC

CTG

GTG

GAT

GCG

ATC

CTG

ATG

GTG

CCT

CGC

ATG

TCG

\%

GCC

A

GCG

GGC

GCG

CTG

TCG

GCG

CCG

GAC

GCC

GAC

GCC

TCG

A

GAA

E

CGG

CGG

GTG

CCG

GTT

CGC

CAG

CTG

GAA

AGT

TCA

GTG

L

AAG

K

CTG

CGC

CAT

GCC

TCG

GCG

GTG

CTG

GAG

GCG

GGC

GAG

D

ATC

CGC

ATG

GAT

TTC

GAC

CAC

CAA

GTC

GTC

CTG

CAT

GCG

M

GCA

CAT

GAG

GAG

GTG

GTG

TTT

GCC

GAC

TTG

TTC

GCG

GTG

TGG

R

CTG

CTG

TAT

CCC

CTG

CCG

ACG

GAG

CCG

CCG

CGC

CAA

GTG

ATG

59
118

177

236

295

340

15

360
30

405
45

450
60

495
75

550
90

595
105

640
120

685
135

730
150

775
165

820
180

865
195

930
310



931 GCC AGG AAG CTG GGC TTT GCG CGC CGG GTG GAA GTG ACC AGC TTC 975
311 A R K L G F A R R \ B \% T S F 325
976 AGC TTC GCT TCT GCG CTG GCG CTG GTA CAG GGG ACG GAC CGC ATC 1020
326 S F A S A L A L v Q G T D R I 340
1021 GCC ACG GTG CAT GCC CGG CTG GCG CAG CTG CTG GCT CCG CAA TGG 1065
341 A T v H A R L A Q L L A P Q W 355
1066 CCG GTG GTG ATC AAG GAG AGT CCG CTG TCG CTG GGC GAG ATG CGG 1110
356 P \ v I K B S P L S L G E M R 370
1111 CAG ATG ATG CAG TGG CAT CGC TAC CGC AGC AAT GAT CCT GGC ATC 1155
371 Q9 M M QQ W H R Y R S N D P G I 385
1156 CAG TGG CTG CGT CGG GTG TTT CTG GAG AGT GCG CAG GAG ATG GAT 1200
386 Q9 W L R R V F L E s A Q E M D 400
1201 GCG GCG CTG CCA GGC ATC TGC TGA CGTGGCGGATCAACGCTGGGGATCGGG 1245
401 A A L P G I C * 407
fdeA
“— nodD
1 GGCGCTGGTCTCCGTTGTTGTGCTTGTTCTTGCCGACCCTCGGATAGACGACGGATGGG 59
-35 pfdeA -10 pfdeA -10 pnodD -35 pnodD
60 GTGGTCAATGTATTGATGCCGTCCATATCATGAATCAAAACAATCCATTTGATCAATAT 118
119 CAAGCTCACTCTTAAGCTTCACTCATCCGCTGCATGGCCCCACCAGAAAGGGCTGGCGC 177
178 GGCAAGCCGGCGGCGCACTCGCACTGGATGCGCCGCTGTTGAGCCTGGCCATGACAACG 236
237 CGCCGATAGCGGCCACACCCCGCCAGGCAGGGTAGGAGACAAGGAGACAGACGTG AAG 294
1 \ K 2
295 AGA GGA TTC GTG CCG GCA TGC CGG CTG GCA ACT TGC GCG CTG CTG 339
3 R G F v P A C R L A T C A L L 17
340 ACC ATG GCC GCG GGG CCT GCA GCC TAT GCC TTC GAG GGC GGC GTC 384
18 T M A A G P A A Y A F E G G \ 32
385 TCG CCG TTC CTC ACC GGT TCC ACC AGC GAG TAC ATC GCG GCG CTG 429
33 S P F L T G S T S E Y I A A L 47
430 CCG CCC ATC CCC GGC CTG TTT GCG GTG GAA CAG TTC AAC TAC AGT 474
48 P P I P G L F A \Y% E Q F N Y S 62
475 TCT TCC AAC GGT CTC TAC GAC AAC AAT GGC AAC AAG CTG CCC ATC 519
63 S S N G L Y D N N G N K L P I 77
520 CCC TTC AAG TCG TCG GCC TAC TCG GCC ACG ACC CGC TTG CTG GCC 564
78 P F K S S A Y S A T T R L L A 92
565 TCC TAT GGC GTG CAA TGG CTG GGC GCC AAG GTG TAT TCG CAG CTG 609
93 S Y G \Y Q W L G A K \Y% Y S Q L 107
610 GTG CTG CCG GTG GTG TCG CTG CAT ACC GAA GTG GCG GGC CAC AGC 654
108 \Y% L P \Y \% S L H T E \Y% A G H S 122
655 GAA ACG CAC AAC GGC CTC TCC AAC GTC ACC GCC ACA CCG GTG CTG 699
123 E T H N G L S N \Y% T A T P \Y% L 137
700 CTG CGC TGG GAC GTG GCC GCC CAC ACC AAT GTC ACG TTC GGA TTC 744
138 L R W D \% A A H T N \Y% T F G F 152

99
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790
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835
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880
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925
213

970
258
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273

1060
288
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1150
318
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fdeB
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AAC

AAC

GTG

GGC

AAC

GGA
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M
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D
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GGC
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GGC

TTG

GGC
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GGC
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ATC

TGA

TTC
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TGC

ACG

TGC
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AAG
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GAG

TAC
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CGC

GAT

ACC

GCC

ACC

CAG

TGG
W

ACC

ACC

GGA

AAC

TTC

GGT

GAC

GTG

CGC

ATC
I

GGC

TCC

CTC

AGC

ATC

TCT

ATC

GCC

GGC

G

AAC
N

TCC

TGG

GAC

AGC

GGC

TAC

ACC

TAC

CTG

TTC
F

TAC

CAG

CTG

ACC

GGC

CTT

GGC

AAC

TAC

GCC
A

AGC

CCG

GGC

AAC

TGG

AAC

AAC

GCC

GCC

ATG
M

CCG

GTG

ATC

TAT

AAC

CAG

CGC

GGT

GCC

CCG
P

ACC

CTG

TCC

CGT

GTC

TTC

GCC

CCC

AAT

CTG
L

CGG

GCC

AAC

TCC

GGC

ACC

CGC

TTC

ACC

TGG
W

GCAAGCGCTCGTCATCATAGGAGTCACACCATG

CGT

GCC

GCG

GCG

AGC

GGC

CGC

CGC

AAC

TAC

ATC

Cccc

GCC

CTG

GAG

CTG

TTC

TGC

TTC

GAG

TTG

TTT

GCC

AAA

CAG

CTG

GAA

CCG

ATG

CAG

CGC

GCC

TAC

GGC

GAA

CGG

ACG

GGC

GAG

GCC

GAG

AAG

CAT

GTG

GTC

AAC

GCG

GCC

ACC

GAT

CGC

GGC

TTC

GAG

TAT

CGC

GCC

TGG

GAG

GCC

GCA

CAG

ATT

GTC

ATC

AGG

GCG

ATG

GCC

CCG

CGC

GCC

TGG

GGT

CAG

GAC

CGC

AGC

GGC

GGT

TAC

ccc

GTG

CGC

GGC

AAA

GAT

AGC

AGC

GCC

ATG

AAT

GAA

CCT

ATG

GGC

TAC

CGT

ATC

GAA

AGC

CGT

CTG

ACG

TGG

GAC

CTG

ATC

AAG

GGC

CTT

ATC

GAC

GCT

CGC

CTG

CTG

GCG

GGC

789
167

834
182

879
197

924
212

969
257

1014
272

1059
287

1104
302

1149
317

1194
332

1239
335

47
13

92
28

137
43

182
58

2217
73

272
88

317
103

362
118

407
133

100



408
134

453
149

498
164

543
179

588
194

633
209

678
224

723
239

768
254

813
269

858
284

903
299

948
314

993
329

1038
344

1083
359

1128
374

1173

CGG

CCG

GAG

GGT

CTG

GCG

ccc

TGC

GTG

CTG

GTC

ATC

GTG

CTC

AAG

CAC

GAC
D

GTC

GCC

ATG

GTC

CGC

CGT

ACC

CCcC

TGG

GAG

TGC

GCC

CCT

AAG

CGC

GCC

TGG
W

ATC

CCG

AAA

GCG

CTG

CAT

CGC

CGT

GGC

AAG

TGG

GAG

TTC

TGG

GAA

AGC

GTC
v

TCG

GTC

TAC

TCG

CAC

GTG

ATC

GTG

GCC

GAG

GTC

GAC

CTG

GCG

TTG

TTC

GCC
A

GGT

CTG

CTG

CTG

GGC

GTG

GGC

GTG

AAT

GGC

TGG

GTC

GTC

CAT

AAG

GAC

GAA
E

CTC

GTG

GTA

GTG

TTG

GAC

TGT

GCC

CAC

GAT

GGC

CAC

ACC

CGC

GTC

AAC

ACC
T

TAT

CAG

GGC

ATC

ACG

TGG

GAA

ATG

GAT

TTC

GCC

CTG

CAT

ACC

TTC

TCC

CTG
L

ACC

CTC

CTG

GAC

GCA

CTG

GGG

GAG

TGG

CCT

AAG

GAC

GGC

TAC

ACC

ATC

GGC
G

TCGACTGCCAACCTAAGGAATACGCATGAA

CGG

AAT

ccc

CAG

CGC

GAG

GTC

CCG

CGC

GTG

GAT

GGC

GAG

GAA

GAC

AAC

GGC
G

GCC

GGA

GGC

CCT

TTC

CAG

TCG

CGC

GAT

CCG

ATC

GTG

AAG

CAA

CGC

GCC

CGC
R

AGG

CTG

TGG

GGC

GAT

CGC

CTG

TTT

GTG

CAT

GAC

GTC

GAC

CTG

GAA

GGC

ACC
T

AAC

GAC

CTG

ACC

GCC

GAG

GGC

GCC

CAG

TAC

GAC

GAG

AGC

GTC

GGC

CAC

AAG
K

GTG

TCG

GCC

GGC

GAG

GAC

GGG

TGC

AAA

TGG

TTC

AAG

CAG

AAC

GGC

TAC

CGC
R

CAG

ACC

GAG

GAA

CAC

GTC

TAC

GGC

CGG

CAG

ATG

ATC

ATT

AGC

GTG

ATC

TGA

GGG

AAA

CGC

GCC

TGG

GAT

TAC

GTG

CGT

CAC

CGC

CGC

CCG

CCC

CAG

GCC

ACA

CTGAACATCGACTGCCAACCTAAGGAATACGCATG AAC ATC ATT GGA CCT GAC

M

N

I

I

G

P

D

GCC CTG GTA TTT GGC GTG GAT GAT CTG CCC GCC TGC CGC CAG TAC

A

L

v

F

G

v

D

D

L

P

A

C

R

Q

Y

452
148

497
163

542
178

587
193

632
208

677
223

722
238

767
253

812
268

857
283

902
298

947
313

992
328

1037
343

1082
358

1127
373

1172
387

1202

99
22
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100
23

145
38

190
53

235
68

280
83

316
98

370
113

415
128

460
143

505
158

586
173

630
188

675
203

720
218

765
233

810
248

855
263

900
278

945
293

990
308

CTG

GCC

AGT

GTC

GAA

CGC

GTG

GGC

TTG

CCG

GTC

GCA

CccC

CCG

TAC

TGG

GAC

GTT

CGC

CAC

CTG

CTG

CTT

TAT

CTG

AGC

CGC

CAC

CCG

GAC

TGC

GGC

TTC

ACC

CAG

TTC

GCC

CCC

GAG

TGA

GAC TAT GGC

GAC GGC ACA

CCG CCA GCC

GGC GTG GCC

CGC CGC GAC

GTC GAT GAC

CGC CCC CTG

GCC CAG CGC

GCC TTG CCG

GCG GCC AAG

ACC GAC CGC

ACC CTG GAC

ATG AAA GGC

GAA CTG CTG

AGC TTC TGG

TGG TAT TTC

GAC ATG GAC

ATG GGC GCC

AAG TGG GCG
K W A

GTACGAGGACGAATACAAAGACGAATACGACAGCGGAGACAGCCATGT

CTC

GCC

ATG

GAC

CGC

ATG

ACG

GCG

CGC

GCC

TTC

CAT

TGC

CTG

GGA

AAT

CTG

GAT

CCG
P

AAG

GTC

GGC

AGC

GAA

GGC

CTG

CCC

ACG

GAG

ACC

CAC

GAG

GCC

CCC

TCC

CAC

GCC

AGC
S

GAC

GTG

ACT

GCC

GTC

TTT

CccC

AAC

CTC

GCC

GGC

ACC

CAT

GGC

GGC

CCG

GAC

TCG

GGC
G

GCC

CTG

GCC

ACG

AGC

GCG

GCT

GAA

TCG

TTC

GTC

CTG

TTC

ACC

CGC

CTG

CAA

CAG

CCG
P

GGC

CGC

AGC

CTG

CGC

CTG

GAA

CTG

CAT

TAT

GGC

TTC

ACC

CGC

CAT

GGC

AGC

CTG

CCG
P

GGC

GCC

CTG

GAC

CGC

GCC

CGC

GGT

GTG

CAT

CccC

ATG

TTC

TTC

CGT

TGC

TGG

TTC

CCG
P

GAC

AAG

CTG

GCC

GAT

TTC

GTC

CTG

GTG

CGC

TTC

ATC

CAT

GTG

TTC

CAC

GCC

CTG

ccc
P

CGC

GAC

CGC

ATC

GGC

CAG

AAT

CCG

TAT

CTG

CTG

CAG

ATG

GAA

GGC

GTC

GCG

TTC

GGC
G

TTC

GAC

GAG

GAG

GTC

CTC

GGC

CCG

TTC

GGC

CGC

ACC

GGC

AAG

AGC

GAG

CGC

CAG

GCG
A

GAA

GCC

ACC

ACC

GTA

ACC

CCT

GAA

GTG

TTC

CCT

CCG

GGT

GGC

AAC

TAC

GAA

TAC

GCG
A

144
37

189
52

234
67

279
82

324
97

369
112

414
127

459
142

504
157

585
172

629
187

674
202

719
217

764
232

809
247

854
262

899
2717

944
292

989
307

1043
309
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103

fdeD

1 CTGAGTACGAGGACGAATACAAAGACGAATACGACAGCGGAGACAGCCATG TAC CTG 57
1 M Y L 3
58 TGC CAC ATC ACG CAA CTG CCG GAG AAC GGC GCA CGC GGT TTC GAT 102
4 C H I T Q L P E N G A R G F D 18

103 ACC GAA TCG GCA GGG CAG GCC ACC ATC TTC GTC TTG CGC CGG GGC 147
19 T E S A G o] A T I F v L R R G 33

148 GAC CAG GTC CGT GCC TGG CGC GAC AGC TGT CCG CAC CAC GGC ACG 192
34 D Q v R A W R D S C P H H G T 48

193 CCG CTG CCG TGG CGG CGC GAC GCC TAT TTC GAC GGC ACC GGC CAG 237
49 P L P W R R D A Y F D G T G Q 63

238 CAC CTG GTC TGT GCC GCC CAT GGC GCG CTG TTC GAT CCC CTC ACA 282
64 H L v C A A H G A L F D P L T 78

283 GGC GTC TGT ACG CTC GGT CCC TGC CAG GGC GAC ACG CTC ACG GCA 327
79 G v C T L G p C Q G D T L T A 93

328 GTA CCG CTA CGC ATC GAT GAC GAC GGC GGC CTG CAT GTG GAC GCC 372

94 \Y4 P L R I D D D G G L H \Y D A 108
373 GGC GAT CCG CTT TAA CTCTTTCAAGAAAAACATCCAGGAGACTCACCATGA 422
109 G D P L * 112
fdeE

1 TTAACTCTTTCAAGAAAAACATCCAGGAGACTCACCATG ACA CTC GCA GCC CAA 54
1 M T L A A Q 6
55 CGC ATC CTC ATC ATC GGC GGC GGT TTT TCC GGC ATG TCG GCC GCC 99
7 R I L I I G G G F S G M S A A 21

100 ATC GAC CTG CGC CGC CGC GGC GCC CAG GTC GAT CTG GTG GAG CTC 144
22 I D L R R R G A Q v D L Y% E L 36

145 GAT GCC CAG TGG CGC AAC TAT GGC GCT GGC ATC AGC CTG GGG CCG 189
37 D A Q W R N Y G A G I S L G P 51

190 GCC ACC CTG CGC GCC TTG AAG CAG CTG GGT GTG CTG GAG GCC TTC 234
52 A T L R A L K Q L G v L E A F 66

235 CTG CGC GAA GGG GCG GCC GGC GAT GGT GTG CGC CTG TGC CTG CCG 279
67 L R E G A A G D G v R L C L P 81

271 CAT GGT CCG CAA GTG GCC GAA CTG CCT ACA CCG CGC CTG GCC AGT 324
91 H G P Q v A E L P T P R L A S 96

325 CCC GAT GTG CCG GGC GGC GGC GCC ATC CTG CGT CCG GTG CTG GCG 369
97 P D v P G G G A I L R P v L A 111

370 CGC ATC CTG GCC GAC GCC ACC CGC GCG GCC GGC GCC GAT GTA CGC 414
112 R I L A D A T R A A G A D v R 126

415 CTG GGT TGC ACC TTC AGC GCA GTG CGC GAA GTC GGG CAC AAG GTC 459
127 L G C T F S A v R E v G H K Y 141



460
142

505
157

550
172

595
187

640
202

685
217

730
241

775
247

820
262

865
2717

910
292

955
307

1000
322

1045
337

1090
352

1126
367

1180
1239

fdeF

119

164
15

GAA GTG GAC TTC ACC GAT GGC CAG ACC CGC CGC TAC GAC CTG GTG

ATC GGC GCC GAT GGT CTC TAT TCC AAG CTG CGC ATG CAT CTC TTC

CCC CAT GCC CCC AAG CCG CGC TAC AGC GGT CAG GCG GTG TGG CGC

GCC GTA CTG CCG CGT CCG CAA GAG ATC GTC ACC TGC ACC ATG TGG

ATG GGG CCG CGC ATC AAG CCT GGC GTC AAT CCG GTG TCC AAG GAT

GAG ATG TAC CTG TTT GTC ACC GAA CCG CGC CCG GTC AAC GAG CAC

GTC GAT CCG ACC ACC TTT GTC TCG CAC CTG CGC GGT TTG CTG GAA

GAG TTC AGC GCC CCC GTG CTC AAG ACC ATC CGC GAG CAG CTC GAT

GAC AAT GCA CGC ATC ATC TTC CGT CCG CTG GAA GGC CTG CTG TTG

CCA CGT CCG TGG TAC CAG GGA CGC GTG GTG CTG ATC GGC GAC GCC

GTC CAT GCC ACC ACG CCA CAC CTG GCC TCG GGC GCT TGC ATC GGC

ATC GAG GAT GCG CTG GTG CTG GCC GAT GAG CTG GAA CGC CAC GGC

ACG GTG CCG CAA GCC CTG GCG GCC TTC GAG GAG CGG CGC TGG GAG

CGC TGC CGC ATG GTG GTG GAA AAC TCC GCG CGC CTG GGT GAG ATC

R C R M Y% Y% E N S A R L G E I

GAG GTT GAA GGC GGC GAC AAG GAC GAG CAT TCG CGC ATC ATG CGC
E \ E G G D K D E H S R I M R

GCC TCG CAT GCG GCG CTG GTG CAA CCC ATC TGA ATGCGCAATGCAGAA
A S H A A L \ Q P I *

GAGCACGTAAAAAATATAAATCATTAACAGTTCTTGACCTGCGCACAACGCGAGGAGAC
GACATGATCACGAGCTATTCCAAGCGCGGCCTGGCTGCGCTGATGC

TCTGAATGCGCAATGCAGAAGAGCACGTAAAAAATATAAATCATTAACAGTTCTTGACC
TGCGCACAACGCGAGGAGACGACATGATCACGAGCTATTCCAAGCGCGGCCTGGCTGCG

CTG

504
156

549
171

594
186

639
201

684
216

729
231

774
246

819
261

864
276

909
291

954
306

999
321

1044
336

1089
351

1134
366

1179
376

1238
1284

59
118

163
14

208
29
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209
30

254
45

299
60

344
75

389
90

434
105

479
120

524
135

569
150

614
165

659
180

704
195

749
210

794
225

839
240

884
255

929
270

974
285

1019
300

1064
315

1109
330

CGC

CTG

CGC

ACC

CAT

CAT

CTG

AGT

TAT

TTG

ACC

GGG

CTC

ACC

CCA

CTC

ATG

TTT

ATG

GCC

ACG
T

CAG

GCC

TGG

GTG

GCC

GGC

GTC

GCG

CTC

GCC

GTG

ATC

GAA

GGC

CTG

ATG

TCC

GCC

GCC

ATG

CTG

GCC

AGC

AAG

GCG

GTC

ACC

GGG

CCG

TTT

TTT

CGT

GCC

CGC

GTG

GCG

GCC

TCG

GCG

CGG

CTG

GTA

GGC

GCC

GCC

GCG

TGC

ATC

ATC

CCG

GCC

CCG

CCA

TGC

GTC

CTC

GCT

GGC

GCG

GTG

CTC

ATG

CAG

CTG

ATG

GCC

CAG

GGC

GCC

GCG

CTG

GGC

CGT

CCG

ATG

GGC

ATC

CTG

CCG

CGC

ATG

GAC

ACC

GGC

CTG

CTG

ATC

ACC

ATC

CGT

CTG

GTC

GTG

GCC

GTG

GGG

AGT

GCC

CTG

CTG

TTC

ATC

CGC

GGC

TGG

GCC

GCG

GGC

CAT

ACG

GGC

GGC

GCT

ATG

GAG

CCG

CTG

GAT

CTG

GAA

GTG

GCA

TTC

AGT

GCG

GGC

TCG

CCG

TTC

CAC

ACC

AGC

GTC

CAC

GCG

ACC

CGT

GTG

CGT

GGT

AAG

CAG

CCC

ACG

GGC

GCC

TAT

CTC

CGC

GCC

TAC

GGG

AAT

TTC

CTT

GTG

GAT

CAG

CAG

GGC

TTC

CGC

GCG

TAT

CAT

CGC

ATC

GGC

TTT

TTC

CTG

CTC

CTG

CCG

GCC

GGT

GGT

GGC

GTC

TCG

TTC

GTC

CTG

CTG

GCC

ACC

GCC

GGC

AGC

CTC

GAT

TCG

CTG

TCC

CAT

ATC

GGC

GCG

CTG

TGG

ATG

GGC

AAT

CCG

CTG

GCC

TTT

ATG

CCC

CTG

GGT

ccc

GCG

CTG

TTG

CGC

CTG

AGT

CTG

CCG

TAC

ACC

CTG

CTC

GCC

GTG

GCC

GCC

GCC

ATT

GGA

GGC

GAG

CTC

GCC

AGC

GGC

TTT

ACG

GCC

CGC

GGC

TTC

CAA

CTG

CGC

CTG

GCG

TTC

GCC

CTC

CCA

GCC

ACG

TTG

CTG

GTC

TTT

CTC

CTG

AGC

GTG

ATC

AGC

GCC

CCC

AAC

GTG

TCG

GGT

ACG

GGC

GTG

GTG

GCG

TTC

TTG

ACG

GCC

GGC

TTC

GCC

TCC

GCC

TTC

GTC

GCT

GTG

ATC

GTA

CTC

ccc

GGC

GCG

253
44

298
59

343
74

388
89

433
104

478
119

523
134

568
149

613
164

658
179

703
194

748
209

793
224

838
239

883
254

928
269

973
284

1018
299

1063
314

1108
329

1153
344
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1154
345

1199 CCGCATC
360

1245 CTTGCAAGCACGTCGCCGGCATCGCTTCGTCGACTTGTCCATCTATCTCGAAAACGACG
1304 TGCTCTCCGATCCGCCGCCACTGGCGCCCAAGATCACCTACCAACAGCACGCCGACACC
1363 TTGCCCGAATTCATGGCCATGCTGCCCGGCACCCGGCCCGAAGACTATCCCGACGGCGA
1422 AGCCGCCGCCGCTGAATGGGTCACCCTGACCA

fdeG

1 CATGACCGCATCCTTGCAAGCACGTCGCCGGCATCGCTTCGTCGACTTGTCCATCTATCT
118 CGAAAACGACGTGCTCTCCGATCCGCCGCCACTGGCGCCCAAGATCACCTACCAACAGCA
178 CGCCGACACCTTGCCCGAATTCATGGCCATGCTGCCCGGCACCCGGCCCGAAGACTATCC
237 CGACGGCGAAGCCGCCGCCGCTGAATGGGTCACCCTGACC ACG CAC AAC GGC ACC
1 T T H N G T

292 CAT CTC GAT GCG CCC TGG CAT TTC CAT TCC ACC CAG GAC GCC AAG
7 H L D A P W H F H S T Q D A K

337 AAC GGC GGC GCA CGC CCC TCC ATC ACC ATC GAT GAA GTC CCG CTG
22 N G G A R P S I T I D E v P L

382 GAG TGG TGC TTC CAG CCC GGC GTG AAA CTG GAC TTC CGC CAC TTC
37 E W C F Q P G \Y% K L D F R H F

427 CCC GAT GGC TAC GTC GCC ACT GCC GCC GAC GTG GAA GCC GAA TTG
52 P D G Y \ A T A A D v E A E L

472 AAG CGC ATC GGC CAT GTA CTG GAG CCA CTC GAT ATC GTC GTG GTC
67 K R I G H v L E P L D I v v v

517 AAC ACC CGC GCC GGC TCC CGC TAT GGT CAC CGC GAC TAT CTC GGC
82 N T R A G S R Y G H R D Y L G

562 GCC GGT TGC GGC ATG GGT TAT GAA GCG ACC ATG TAC CTG CTC GAA
97 A G C G M G Y E A T M Y L L E

607 CGC GGC GTA CGC CTG ACC GGC ACC GAC GCC TGG AGC TGG GAT GCA
112 R G v R L T G T D A W S W D A

652 CCC TTT TCC TAT ACC GCC CAG CGT GTG GCC GAG ACC GGC AAC AAG
127 P F S Y T A Q R v A E T G N K

697 GCT CTG ATC TGG GAA GGC CAC AAG GCC GGC CGC GAC ATC GGC TAC
142 A L I W E G H K A G R D I G Y

742 TGC CAT CTG GAA AAA CTG CAC AAC CTC GAA GCC CTG CCA GCG CAT
157 C H L E K L H N L E A L P A H

787 GGC TTC ATG ATC AGC TGC TTC CCG CAC AAG ATC CGC GGC GCC AGC
172 G F M I S C F P H K I R G A S

832 GCC GGA TGG ACG CGC GCC GTG GCG ATC TTC GAC GCC GCC TGA ACC
187 A G W T R A v A I F D A A *

8717 TGCTTGCCACTGGAGTCATCATGAGCT

1198
359

1244
371

1303
1362
1421
1453

59

177
236
291

336

21

381
36

426
51

471
66

516
81

561
96

606
111

651
126

696
141

741
156

786
171

831
186

876
199
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107

fdeH

1 GCCTGAACCTGCTTGCCACTGGAGTCATCATGAGC TTT CCC CCC ATC CAT CGC 53
1 S F P P I H R 7
54 GTG GTC ACC GGC CAC GAC GCC CAA GGC CGT TCC ATC GTC AGC AGC 98
8 v v T G H D A Q G R S I v S S 22
99 AAC GGG CCG CTG CCG ACC GTC GTG GAA ATC GCT GCT ATC CCC GGC 143
23 N G P L P T v v E I A A I P G 37

144 ACC GTG TTC CAC GAA GTC TGG AGT ACC TTC AGC ACG CCC GGC ACG 188
38 T v F H E v W S T F S T P G T 52

189 CCA GTG CAA GTG GAC AAC GGC GCT GAT CCC ACC GTG GGA GCG CTG 233
61 P \ Q \ D N G A D P T v G A L 67

234 GTG CTG TCT CCG CCA GCC CAC GGC ACG CGC ATG CGC TTC GTC GAT 278
68 v L S P P A H G T R M R F v D 82

279 ATC CCG CCC GAT ACC GAC GAG TTC CTC GCC CAT GGC CAT CAC AAG 323
83 I P P D T D E F L A H G H H K 97

324 ATG CAG GAT GCC TTT ACA CAG ATC GGC GAA GCC CAG GCC TCC ACG 368
98 M Q D A F T Q I G E A Q A S T 112

369 GTG CAG GCC GAC TCA CCG CAT CCG CTG ATG CAC CGC ACC GAG TCG 413
113 v Q A D S P H P L M H R T E S 127

414 GTG GAC TAT GGC GTC GTC ATC GAA GGC GAG ATG ACC CTG GTG CTC 458
128 v D Y G v v I E G E M T L v L 142

459 GAC CAG GGC GAA GTC GCG CTC AAG CCG GGC AGC GTG GTG GTA CAG 503
143 D Q G E v A L K P G S v v v Q 157

504 CGC GGC ACC AAC CAC GCC TGG GCC AAT CGC TCG GGC CGG CCC TGC 548
158 R G T N H A W A N R S G R P C 172

549 CGC ATG CTC TTC ATC CTG GTC GAT GGC CGT TAT GAG GCC GAC ATC 593

1873 R M L F I L v D G R Y E A D I 187
594 GCC GCC CAA CTG CGC AAG GAG GGC TGA GCCATGAAA 629
188 A A Q L R K E G * 195
fdel

1 CGTTATGAGGCCGACATCGCCGCCCAACTGCGCAAGGAGGGCTGAGCCATG AAA CTG 57
1 M K L 3
58 GCC ACG CTC CCC GAT GGC AGC CTG GAT GGC GCC TTG CTG CTG GTC 102

4 A T L P D G S L D G A L L L v 18
103 TCC CGC GAC CAG CGC CAT GCC GTG CCG GTG CCG CAG ATC GCC GCC 147
19 S R D Q R H A \ P 4 P Q I A A 33

148 AGC CTG CTG GAC GCC GTG CAG CGC TGG GAC CAG GTA CAG CCC TTG 192
34 S L L D A v Q R W D Q \4 Q P L 48

193 CTG CAA GAA CGT TAC GAA GCC CTC AAC CAG GGC GGT CTC ACT GAG 237
49 L Q E R Y E A L N Q G G L T E 63
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