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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotrofica, endofitica, pertencente
a classe das [B-proteobactérias que se associa com gramineas de interesse
econdbmico como arroz, sorgo e cana-de-agucar. As proteinas NtrYX s&o
membros do sistema regulatério de dois componentes onde NtrY € a proteina
sensora e NtrX é uma proteina reguladora de resposta. A proteina NtrX de H.
seropedicae é composta por apenas dois dominios, o receptor de sinal e o de
ligagdo ao DNA (HTH), diferentemente do que ocorre em organismos
pertencentes a classe a-proteobactéria como por exemplo Azorhizobium
caulinodans e Azospirillum brasilense nos quais NtrX possui trés dominios: o
receptor de sinal, AAA+ (envolvido com a hidrélise de ATP, formagdo do
complexo aberto, interagdo com o fator sigma 54 da RNA polimerase e
oligomerizacdo) e HTH. Em estudos anteriores ALVES (2006) constatou que
em mutantes NtrY de H. seropedicae ha uma diminuicdo na expressido de
genes envolvidos no metabolismo de nitrato e nitrito, langando a hipétese do
envolvimento das proteinas NtrYX na regulacdo da expressao desses genes.
Para um melhor entendimento do papel do sistema NtrYX em H. seropedicae,
foram realizados ensaios in vitro de atividade da proteina NtrX. A proteina
recombinante "S'NtrX foi superexpressa e purificada por cromatografia de
afinidade com 94% de pureza e na concentragéo de 3,24 mg/mL. Essa proteina
purificada foi utilizada nos ensaios de interagdo com as regidées promotoras dos
operons narXL, narKnirBDCnasA, narK1KGHJI de H. seropedicae e em
experimentos de retardamento de banda em gel. A proteina HIS"NitrX foi capaz
de se ligar de forma especifica as regides promotoras e a fosforilagcdo da
proteina provavelmente aumenta a sua afinidade pelo DNA. Este resultado
confirma o envolvimento da proteina NtrX na regulacdo da expressdo dos
operons narXL, narKnirBDCnasA e narK1KGHJI e assim consequentemente no
metabolismo de nitrato e nitrito em H. seropedicae.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae, proteina NtrX, ensaios de
retardamento de banda em gel.



ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is a diazotrophic, endophytic, pB-proteobacterium
that associates with grasses of economic interest such sorghum, rice and
sugarcane. The NtrYX proteins are members of a two-component regulatory
system, NtrY is a sensor protein and NtrX is a response regulator protein. The
NtrX protein of H. seropedicae contains only two domains, the signal receiver
domain and the DNA binding domain (HTH), unlike what occurs in organisms
belong to the group a-proteobacterium such as Azorhizobium caulinodans and
Azospirillum brasilense that have three domains: the signal receiver, AAA+
(involved in the hydrolysis of ATP, open complex formation, sigma 54
interaction and oligomerization) and HTH. In previous studies ALVES (2006)
has reported the construction of NtrY mutant of H. seropedicae and has showed
that this mutation affected the expression of genes involved in the metabolism
of nitrate and nitrite, suggesting the involvement of NtrYX in the regulation of
the expression of these genes. In order to contribute to a better understanding
of the role of NtrYX system in H. seropedicae, the NtrX protein was assayed in
vitro for DNA-binding activities. The recombinant protein "SNtrX was
overexpressed and purified by affinity chromatography. The purified protein was
used in interaction assays to the promoter regions of operons narXL,
narKnirBDCnasA, narK1KGHJI and using electrophoretic mobility shift assays.
The band-shift assays showed that the HISNitrX protein bound specifically to
these promoter regions and the protein phosphorylation probably increases
their affinity for DNA. This result confirms the involvement of NtrX protein in the
regulation of the operons narXL, narKniBDCnasA, and narK1KGHJI
expression.

Key words: Herbaspirilum seropedicae, NtrX protein, electrophoretic mobility
shift assays.
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1 INTRODUGAO

1.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotréfica (capaz de fixar
nitrogénio atmosférico), endofitica obrigatéria e gram-negativa. As células
podem possuir de um a trés flagelos em um ou em ambos os pdlos. O

comprimento varia de 1,5 a 5 um conforme o meio de cultivo utilizado, possui

didametro entre 0,6 a 0,7um, apresenta a capacidade de oxidar diversas fontes
de carbono e fixar nitrogénio atmosférico em condi¢des microaerdbicas
(BALDANI et al.,1986).

A bactéria H. seropedicae pertence a classe § das Proteobactérias e se
associa nao patogenicamente com diversas gramineas como arroz, sorgo,
milho, trigo e cana-de-agucar (BALDANI et al.,1986), também foi isolada de
plantas como bananeira e abacaxizeiro (CRUZ et al., 2001).

Foi inicialmente descrita como uma espécie do género Azospirillum,
porém H. seropedicae possui tamanho menor e apresenta tolerancia a uma
ampla faixa de pH (5,3 a 8,0). A atividade de nitrogenase € mais tolerante a
altos niveis de pO, e possui conteudo de G+C inferior em comparacdo com as
bactérias do género Azospirillum (BALDANI et al.,1986).

H. seropedicae pode atuar como um potencial biofertilizante
disponibilizando amébnia para planta, ja que tem a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico a aménia e associar-se a plantas de grande interesse
econdmico, dispensando a utilizagcdo de adubos nitrogenados resultando em
economia para os produtores e também beneficios para o meio ambiente
(PEDROSA, 2005). Além disso, a bactéria possui a capacidade de produzir
fitohormbnios, que sdo compostos que promovem o crescimento vegetal
(BASTIAN et al.,1998).
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1.2 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio € um dos principais componentes das biomoléculas,
fazendo parte da estrutura de acidos nucléicos, aminoacidos e proteinas, que o
torna essencial a sobrevivéncia e crescimento das plantas, microrganismos e
animais.

Embora constitua aproximadamente 78% da atmosfera terrestre, o
nitrogénio gasoso (N2) € quimicamente inerte a temperatura ambiente e
diferentemente de outros elementos que ocorrem na natureza, suas reservas
minerais sao raras levando a necessidade de transformar o nitrogénio
atmosférico em aménia e/ou nitrato, que sao formas assimilaveis de nitrogénio
pela maioria dos organismos.

A reducdo de nitrogénio atmosférico (fixacdo de nitrogénio) € um
processo importante para a manutengao do ciclo do nitrogénio, pois devolve
para o solo o nitrogénio perdido durante processo de denitrificagdo, o qual
libera o nitrogénio fixado para a atmosfera (POSTGATE, 1998).

A reacdo de redugdo de nitrogénio atmosférico a amébnia requer uma
energia de ativagdo extremamente alta, ndo ocorrendo espontaneamente sem
a presenca de catalisadores adequados. Na industria, por exemplo, o0 processo
de fixagcdo do nitrogénio desenvolvido por Haber-Bosch emprega altas
temperaturas (entre 300°C e 500°C) e pressdes acima de 300 atm, sendo
utilizados catalisadores a base de ferro que combinam o nitrogénio e
hidrogénio para formar compostos quimicos nitrogenados que constituem
fertilizantes e até explosivos (KIM e REES, 1994).

No entanto, alguns procariotos chamados de diazotréficos ou fixadores
de nitrogénio, possuem a habilidade de reduzir nitrogénio atmosférico (N;) a
aménio (NH;") e esse processo € chamado de fixagdo bioldgica do nitrogénio
(FBN) sendo catalisado pelo complexo enzimatico da nitrogenase. A amodnia
resultante da FBN é disponibilizada para as plantas, muitas vezes por meio de
associacdes entre a bactéria fixadora e a planta (BURRIS, 1991).

O complexo da nitrogenase é formado pela proteina Ferro e pela
proteina FeMo. A sequéncia de transferéncia de elétrons através da
nitrogenase € iniciada pela redugdo da proteina ferro pela ferredoxina ou

flavodoxina. Os elétrons entdo sao transferidos para a proteina MoFe e esta
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transferéncia € dependente da hidrélise de MgATP. Somente um elétron é
transferido para cada 2MgATP hidrolisados e um elétron ndo & capaz de
reduzir N,, desta forma o ciclo tem que se repetir para que a proteina MoFe
tenha acumulado elétrons suficientes para reduzir N, (BURRIS, 1991).

A estequiometria da reagao catalisada pela nitrogenase é representada
a seguir (BURRIS, 1991):

N, + 8H" + 8¢ + 16MgATP — 2NH;"+ H, + 16MgADP + 16Pi

O uso desenfreado de fertilizantes quimicos nitrogenados utilizados nas
lavouras resulta em grandes niveis de poluicdo ambiental (eutrofizagao de rios,
lagos e da agua potavel), desta maneira o processo de FBN surge como
alternativa ao uso desses fertilizantes quimicos, como uma forma renovavel e
nao poluente de disponibilizagdo de nitrogénio para agricultura (ZAHRAN,
1999).

1.3 METABOLISMO DE NITRATO

O nitrato faz parte do ciclo biolégico do nitrogénio, € um composto
inorganico que em excesso, contamina o lencgol freatico de rios e lagos. Em
humanos o nitrato € convertido em compostos carcinogénicos pelas bactérias
do trato digestivo e pode causar também o aparecimento de
metahemoglobinemia em criangas. Entretanto o nitrato também possui
potencial terapéutico em condicdes como infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral, hipertensao arterial sistémica e pulmonar, e ulceragao
gastrica (MORENO-VIVIAN et al, 1999; revisado por LUNDBERG,
WEITZBERG E GLADWIN, 2008).

As bactérias, algas, fungos e plantas sao capazes de utilizar o nitrato
como fonte alternativa de nitrogénio. Desta maneira o processo de redugao do
nitrato, que € de grande importancia bioldgica, tem se tornado foco de diversos
estudos (MORENO-VIVIAN et al, 1999).

O nitrato presente no meio pode ser metabolizado pelas bactérias

através de trés vias: respiratéria, assimilatoria e dissimilatéria. Na via
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respiratoria, o nitrato € utilizado pelas bactérias como sendo o aceptor final de
elétrons em condi¢des limitantes de oxigénio. Na via assimilatéria, como fonte
alternativa de nitrogénio onde o nitrato é reduzido a amdnio visando propdositos
biossintéticos e na via dissimilatéria na qual o nitrato pode atuar no balanco
redox, devido a sua capacidade redutora (COLE, 1996; MORENO-VIVIAN et al,
1999).

1.3.1 Nitrato redutase respiratéria

Na via respiratoria o nitrato € reduzido a nitrito através do complexo
enzimatico da nitrato redutase respiratoria, também conhecida como NAR. O
complexo enzimatico NAR estd ancorado na membrana plasmatica e o sitio
catalitico esta voltado para o citoplasma. NAR ¢é composto por trés
subunidades a, B e vy, essas proteinas sdo codificadas pelo operon narGHJI. A
subunidade a é formada pela proteina NarG e a J pela proteina NarH, estas
proteinas estdo localizadas no lado interno da membrana voltado para o
citoplasma. A subunidade y é formada por Narl que é uma proteina
transmembrana e faz a ancoragem de todo o complexo na membrana. A
proteina NarJ € necessaria para que ocorra a montagem de todo complexo
(Figura 1) (MacGREGOR, SCHNAITMAN e NORMANSELL, 1974;
SODERGREN, HSU, DeMOSS, 1988).
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Figura 1- ORGANIZAGAO DAS PROTEINAS QUE FAZEM PARTE DA VIA
RESPIRATORIA DE NITRATO

NO,-

—NO, + 2H*
" 2

DNA 1

FONTE: RICHARDSON et al., 2001

[4Fe-4
3Fe-45]

Organizagao das proteinas que compdem a via assimilatoria de nitrato, codificadas por
genes presentes em E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis e M. turbeculosis. Em amarelo
as proteinas que compdem o complexo NAS; em azul proteina transportadora NarK;
em preto proteina sensora NarX e em cinza proteina reguladora de resposta NarL.

Além do operon narGHJI outros genes conhecidos como genes nar,
fazem parte desta via respiratéria como o narK e narXL os quais codificam para
proteinas com os respectivos nomes NarK e NarXL (Figura 1).

O transporte de nitrato e nitrito é realizado pela proteina transmembrana
NarK. Essa proteina transportadora pertence a superfamilia dos facilitadores
principais (MFS), na qual o transporte € dependente do gradiente ibnico ndo
necessitando da hidrélise de ATP. Dentro da familia MFS as proteinas NarK
sao divididas em duas subfamilias: tipo 1 e tipo 2. Na subfamilia NarK tipo 1
estdo as transportadoras nitrato/préton simporte, enquanto nas tipo 2 estao as
nitrato/nitrito antiporte (MARGER e SAIER, 1993; MOIR e WOOD, 2001).

A proteina NarK foi identificada primeiramente em E. coli e esta
localizada a montante dos genes estruturais do complexo enzimatico da nitrato
redutase, os genes narGHJI, com os quais formam um operon. Estudos

demonstraram que em mutante narK, a taxa de transporte de nitrato nao foi



15

significativa em comparagado com a estirpe selvagem em E. coli, indicando o
envolvimento da proteina NarK no transporte de nitrato em E. coli (NOJI et al,
1989).

Em Pseudomonas aeruginosa existem duas proteinas transportadoras
do tipo NarK que sédo classificadas como NarK1 e NarK2, os genes que
codificam essas proteinas estdo localizados a montante dos genes narGHJI,
formando um operon. Em ensaios de complementacao, os mutantes nark2 e o
duplo mutante narK1K2, foram complementados pela proteina NarK de E. coli
indicando que funcionalmente as proteinas NarK2 de P. aeruginosa e NarK de
E. coli séo similares (SHARMA, NORIEGA e ROWE, 2006).

A bactéria causadora da tuberculose Mycobacterium tuberculosis,
também possui genes que codificam para possiveis proteinas transportadoras
de nitrato e nitrito sdo elas: NarK1, NarK2 e NarK3. Dessas proteinas apenas a
NarK2 foi analisada, e observou-se que a proteina esta envolvida no transporte
de nitrato e nitrito, uma vez que foi capaz de complementar o mutante narK em
E. coli (SOHASKEY e WAYNE, 2003).

Os genes narXL fazem parte do sistema regulatério de dois
componentes, no qual a proteina NarX é uma proteina sensora e NarL € uma
proteina reguladora de resposta que € capaz de se ligar ao DNA. As proteinas
NarXL respondem a presenca de nitrato e sdo responsaveis pelo controle dos
genes da via respiratoria anaerobica em E. coli inclusive da nitrato redutase
(narGHJI) e do transportador NarK (STEWART, PARALES e MERKEL, 1989).

A proteina transmembrana NarX detecta a presenca de nitrato e nitrito
no periplasma e transmite essa informacédo por meio de fosforilagdo para o
regulador de resposta Narl, que por sua vez vai desencadear a resposta
ativando ou reprimindo a transcricdo de genes da via anaerdbica. NarX em
presenca de nitrito, atua como regulador negativo de NarL fosforilado
(STEWART, PARALES e MERKEL, 1989; SCHRODER et al., 1994).

H. seropedicae possui em seu genoma os genes nar que codificam para
as proteinas que fazem parte da via da nitrato redutase respiratéria. Os genes
que codificam as proteinas transportadoras de nitrato e/ ou nitrito, NarK1 e
NarK, estdo a montante dos genes estruturais da enzima NarGHJI. O terceiro
gene narK esta a montante dos genes que codificam para uma provavel

enzima nitrito redutase (nirBDC). H. seropedicae também possui 0s genes
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narXL, cujos produtos sdo responsaveis pela regulacdo dos genes do
metabolismo de nitrato (ALVES, 2006).

1.3.2 Nitrato redutase periplasmatica

A via dissimilatéria é formada pelo complexo enzimatico da nitrato
redutase periplasmatica (NAP), foi identificado inicialmente na bactéria
fotossintética Rhodobacter sphaeroides e esta localizado na regido
periplasmatica. O operon nap contém quatro genes em comum, napDABC
(MORENO-VIVIAN et al., 1999).

A nitrato redutase periplasmatica é encontrada em uma grande
variedade de bactérias isoladas dos mais diversos ambientes, desempenhando
diferentes papéis fisioldgicos e sendo expressa sob diferentes condicdes
(PHILIPPOT E HGJBERG, 1999; GAVIRA et al., 2002). Em E. coli o operon
napFDAGHBC é regulado por Fnr e por nitrato. A maxima expressao do operon
ocorre em baixa concentracdo de nitrato e sob condi¢gdes anaerdbicas. A
proteina NarP ativa a expressao do operon napF e a proteina NarL possui um
efeito negativo na expressdo (STEWART et al.,, 2002). Em R. sphaeroides a
expressdao do operon napKEFDABC é ativada sob condi¢cbes aerdbicas, o
nitrato atua como um ativador direto do complexo enzimatico da NAP e né&o
esta envolvido na regulagao dos genes nap (GAVIRA et al., 2002).

O complexo da NAP, presente em bactérias, € composto por apenas
duas subunidades NapA e NapB. A proteina NapA forma a subunidade
catalitica que contém o cofator bis-molibdopterina guanina dinucleotideo (bis-
MGD) e um cluster [4Fe-4S]. A proteina NapB é um citocromo ¢ que recebe
elétrons da proteina NapC ligada a membrana (SALOH, 1981; MORENO-
VIVIAN et al., 1999).

A proteina NapD é citoplasmatica e provavelmente esta envolvida com o
processamento de NapA antes de ser exportada para o periplasma (REYES et
al., 1998). Ha outros genes nap que sé&o encontrados em diferentes
organizacgdes nos organismos. As proteinas NapE e NapK s&o transmembrana,
com provavel funcdo de mediar interacbes entre NapC e a quinol oxidase.

NapF é citoplasmatica e possui 4 cisteinas que ligam ao centro [4Fe-4S], NapG
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liga ao centro [4Fe-4S] e esta voltada para o periplasma, NapH € uma proteina
integral de membrana provavel quinol desidrogenase (Figura 2) (REYES et al.,
1998).

A bactéria H. seropedicae nao possui os genes que codificam as

proteinas pertencentes a via dissimilatéria de nitrato.

Figura 2- ORGANIZACAO DAS PROTEINAS QUE FAZEM PARTE DA
NITRATO REDUTASE PERIPLASMATICA

Nap A periplasm

NapC

NOy +2H"

NO; +H,0

4xoyte

cytoplasm

FONTE: RICHARDSON et al., 2001

Organizacao das proteinas que compdem a via dissimilatéria de nitrato, codificadas
por genes presentes em Paracoccus denitrificans, E. coli, Vibrio cholerae,
Rhodobacter sphaeroides, Rhizobium sp.G179 e Shewanella putrefaciens.
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1.3.3 Nitrato redutase assimilatoria

A nitrato redutase assimilatdria (NAS) faz parte da via assimilatoria de
nitrogénio. NAS é um complexo enzimatico citoplasmatico que catalisa duas
reducdes, a do nitrato a nitrito e do nitrito a aménio que sera incorporado ao
metabolismo do organismo. NAS é dividida em duas classes de acordo com o
doador de elétrons: a flavodoxina ou ferredoxina-dependente (enzimas
monomericas) e NADH-dependente (enzimas heterodiméricas). Ambas as
classes possuem cofator bis-MGD e cluster ferro-enxofre (MORENO-VIVIAN et
al, 1999; RICHARDSON et al., 2001).

Em Klebsiella oxytoca os produtos dos genes nasFEDCBA fazem o
transporte, a reducao de nitrato e de nitrito. Os genes nasFED codificam um
sistema de proteinas transportadoras de nitrato e nitrito, os genes nasCA
formam duas subunidades do complexo enzimatico da NAS, da classe NADH-
dependente e nasB a nitrito redutase assimilatéria (Figura 3) (LIN et al., 1994).

A subunidade catalitica da NAS de K. oxytoca é formada pela proteina
NasA, que possui cluster Fe-S e cofator molibdopterina, a segunda subunidade
do complexo é formada pela NasC, que liga ao cofator FAD e faz a
transferéncia de elétrons do NAD(P)H para NasA (LIN et al., 1994).

Os produtos dos genes nasFED de K. oxytoca formam um tipico
transportador do tipo ABC (ATP-dependente), composto pela proteina
periplasmatica NasF, proteina integral de membrana NaskE e pela proteina
NasD que é uma ATPase e esta voltada para o citoplasma (LIN et al., 1994).

A bactéria H. seropedicae também possui os genes nasFED que
codificam para um tipico transportador de nitrato do tipo ABC, dependente de
ATP e o gene nasA que codifica para enzima NADH-nitrato redutase
assimilatéria (ALVES,2006). O gene nasA de H. seropedicae esta localizado a
jusante dos genes estruturais da nitrito redutase (nirBDC), formando o operon
narKnirBDCnasA (GENOPAR).

Em Synechococcus sp., o complexo enzimatico da nitrato redutase
assimilatéria é mais simples do que em K. oxyfoca e pertence a classe das
ferredoxina-dependentes. Os genes que codificam para NAS estéo
organizados em um operon nirAnrtABCDnarB. Os produtos dos genes nrtABCD

formam um transportador de nitrato ATP-dependente (tipo ABC), a proteina
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NarB forma a enzima nitrato redutase assimilatéria e NirA forma a nitrito
redutase. A nitrato redutase de Synechococcus sp. € um polipeptidio que
contém cofator molibdopiterina e centro ferro-enxofre, a ferredoxina é o doador
de elétrons os quais sao gerados pelo fotossistema | (Figura 3) (RUBIO,
HERRERO E FLORES, 1996).

Em Bacillus subtilis os genes nasBC codificam para NADH-nitrato
redutase: NasB é uma flavoproteina doadora de elétrons e NasC é a
subunidade catalitica, nasDE codificam para NADH-nitrito redutase: o produto
de nasD forma a subunidade catalitica e nasE codifica a regido C-terminal da
nitrito redutase, pois aparentemente € transcrita separadamente. A proteina
transportadora de nitrato (NasA) € homodloga a NarK, sendo o transporte
independente de ATP (Figura 3) (OGAWA et al., 1995). Como B. subtilis possui
apenas uma nitrito redutase e duas nitrato redutase, a assimilatéria (NasBC) e
a respiratoria (NarGHI), as enzimas Nar podem atuar juntas com a NADH-nitrito

redutase durante o crescimento anaerdbico (NAKANO et al., 1998).
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Figura 3 - ORGANIZAGAO DAS PROTEINAS DA VIA DA NITRATO
REDUTASE ASSIMILATORIA

Klebsiella oxytoca Bacillus subtilis Synechococcus sp. PCCT942
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FONTE: RICHARDSON et al., 2001

Organizagao das proteinas que compdem a via assimilatéria de nitrato; em vermelho
proteina transportadora de nitrato; cinza e preto complexo NAS; azul complexo da
nitrito redutase.

1.4 SISTEMA REGULADOR DE DOIS COMPONENTES

Uma eficiente cascata de sinalizacdo é necessaria para que um
organismo sobreviva frente as mais variadas condicdes ambientais e
intracelulares. Desse modo, esses organismos desenvolveram um sistema de
monitoramento que € conhecido como sistema regulador de dois componentes,
que atua como um mecanismo de estimulo-resposta, o qual permite aos
organismos perceber, interpretar e responder os mais diversos estimulos
(STOCK, ROBINSON e GOUDREAU, 2000; FOUSSARD et al.,, 2001;
GALPERIN, 2004).

Esse sofisticado sistema possui como caracteristica importante, a
organizacdo modular de seus componentes, 0os quais integram uma ampla
variedade de circuitos de sinalizagao celular. Muitas proteinas transdutoras de

sinal sao constituidas por dois ou mais dominios, que s&o conservados
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individualmente durante a evolugdo, o que torna possivel determinar a
atividade de cada dominio isoladamente (Figura 4) (CHANG e STEWART,
1998; STOCK, ROBINSON e GOUDREAU, 2000; FOUSSARD et al., 2001;
GALPERIN, 2004).

O sistema regulador de dois componentes é formado por duas grandes
familias de sinalizadores modulares, a proteina sensora (proteina quinase),
contendo o dominio quinase conservado e a proteina reguladora de resposta,
contendo o dominio regulatério conservado (CHANG e STEWART, 1998;
WEST e STOCK, 2001).

A proteina sensora também conhecida como proteina quinase, possui
funcdo quinase/fosfatase, que comunica ao seu par regulador de resposta
através de fosforilagdo a ocorréncia de alguma alteracdo. A proteina reguladora
de resposta atuara ativando ou reprimindo a transcricdo de um determinado
gene ou de um grupo de genes desencadeando a resposta (STOCK,
ROBINSON e GOUDREAU, 2000; WEST e STOCK, 2001).

A transferéncia de sinal, envolvendo uma proteina sensora histidina
quinase e uma proteina reguladora de resposta, ocorre basicamente em trés
etapas (WEST e STOCK, 2001). Primeiramente ocorre a autofosforilagdo, o
dominio sensor localizado na regido C-terminal da proteina quinase detecta um
estimulo, o qual faz com que ocorra a autofofosrilagdo da proteina, com a
transferéncia do grupo gama-fosfato do ATP para a cadeia lateral do residuo
de histidina da proteina sensora. A segunda etapa é a transferéncia do grupo
fosfato, que estava ligado a histidina, para um residuo de aspartato presente no
dominio receptor localizado na regido N-terminal da proteina reguladora. Essa
fosforilagdo ativa o dominio efetor presente na regido C-terminal da proteina,
levando a ativagao ou repressao da transcricdo de genes. Por fim ocorre a
defosforilagao, por hidrolise o grupo fosfato é retirado do residuo de aspartato
da proteina reguladora, reestruturando a proteina para que possa participar de
outras reagdes e finalizando a reagdo de resposta ao estimulo (STOCK,
ROBINSON e GOUDREAU, 2000; WEST e STOCK, 2001).

A maioria dos sistemas de dois componentes possui um mecanismo
basico de reacao, ou seja, uma proteina quinase fosforila o seu unico par
regulador de resposta (His-Asp). Porém, ha variagdes mais complexas como

multiplas proteinas quinase que fosforilam apenas uma reguladora de resposta
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ou o inverso, uma proteina quinase fosforila varias reguladoras de resposta,
por exemplo, as proteinas sensoras NarX e NarQ interagem com a proteina
reguladora NarL em Escherichia coli K-12 (RABIN e STEWART, 1993; STOCK,
ROBINSON e GOUDREAU, 2000; ).

Figura 4-REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ORGANIZAGCAO MODULAR
DO SISTEMA REGULADOR DE DOIS COMPONENTES
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Proteina sensora resposta
D
Py
H i
| ST receiver
- O aw] domain
input transmitter 5
Pe = e
L e S oy =
H e b s d DNA-binding
L T e Emj omen domain
k. iy D
input transmitter receiver HPt
domain
P —— receiver eneymatic
s - = ~a domain domain
H T D H D
Sl s o— 1l =
input transmitte receiver HPt e % —
=k " tl‘oma‘m receiver ATPase DNA-binding
domain domain domain
P4 S
. D N
H S~
0 -
HPt . s receiver receiver regulatory
resp. reg regulatory domain domain domain
binding domain domain

Fonte: FOUSSARD et al., 2001

Organizacdo modular da proteina sensora e da proteina reguladora de resposta.
Proteina sensora: (input) dominio sensor em alguns casos possui regides
transmembranas; (transmitter) possui a sequéncia conservada entre as proteinas
histidinas quinases; (receiver domain) dominio receptor; (HPt) unidade de
fosfotransferéncia. Proteina reguladora de resposta: (receiver domain) dominio
receptor; a proteina reguladora de resposta pode carregar médulos com fungdes
adicionais cuja atividade é regulada pelo dominio receptor.
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1.5 PROTEINAS NtrY E NtrX

As proteinas NtrY e NtrX fazem parte de um sistema regulatério de dois
componentes, no qual a proteina NtrY € a proteina sensora e NirX é a
reguladora de resposta. NtrY e NtrX foram identificadas e caracterizadas em
Azorhizobium caulinodans ORS571, em Azospirillum brasilense e em
Rhodobacter capsulatus (PAWLOWSKI, KLOSSE e BRUIJN, 1991; ISHIDA et
al, 2002; GREGOR et al 2007).

As proteinas NirY/X de A. caulinodans participam da regulacdo da
fixacdo de nitrogénio e em A. brasilense estdao envolvidas na regulagdo da
assimilagcéo de nitrato (PAWLOWSKI, KLOSSE e BRUIJN, 1991; ISHIDA et al,
2002).

O sistema de dois componentes NtrY/X foi descrito inicialmente por
Pawlowski et al. (1991) em A. caulinodans. Com o objetivo de avaliar o papel
dos genes ntrY/X de A. caulinodans quanto a capacidade de utilizagdo de
nitrogénio, Pawlowski et al. (1991) inocularam estirpes mutantes ntrY/X em
meio de cultura contendo nitrato como unica fonte de nitrogénio. Essas estirpes
mutantes apresentaram um crescimento muito reduzido, em relagao a estirpe
selvagem. A estirpe duplo mutante ntrC/ntrY nao cresceu neste meio contendo
nitrato, indicando que a expressdao dos genes nfrYX pode ser parcialmente
controlada por NtrC. A proteina NtrX esta envolvida no controle da expresséao
do gene nifA em A. caulinodans, pois houve uma menor expressao da fuséo
promotor nifA::lacZ quando introduzida em estirpe mutante ntrX, indicando que
ha um envolvimento do produto do gene ntrX no controle da expressao do gene
nifA (PAWLOWSKI, KLOSSE e BRUIJN, 1991).

Ishida et al. (2002), através de estudos de complementagao, verificaram
que mutantes nfrBC de A. brasilense, 0os quais ndo crescem na presencga de
nitrato, foram complementados pelos genes ntrYX, sugerindo que pode existir
uma substituicdo entre os pares ntrYX e ntrBC, em relagdo ao crescimento na
presencga de nitrato. O produto do gene ntrX de A. brasilense, nao tem efeito
sob a expressao da fusdo promotor nifA::lacZ, sugerindo que ao contrario do
que ocorre em A. caulinodans as proteinas NtrY/X nao estdo envolvidas na
expressao do gene nifA (ISHIDA et al, 2002).
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Na bactéria fotossintética facultativa R. capsulatus, a proteina NtrX
fosforilada interage com a proteina RegA, a qual € uma reguladora de resposta
do sistema de dois componentes RegB/RegA, que esta envolvida na regulagao
redox dependente dos genes que codificam proteinas envolvidas com a
fotossintese e também com outros sistemas redox-dependentes. Ensaios
utilizando a estirpe mutante ntrX de R. capsulatus e ensaios in vitro de
interagcéo proteina-DNA, revelaram que a proteina NtrX regula negativamente a
formacdo do complexo fotossintético através da interacdo com a regido
promotora do operon puf, o qual codifica para proteinas que ligam ao pigmento
do complexo coletor de luz (LH) I. Este resultado foi confirmado pelo ensaio de
footprint, onde o DNA foi protegido da digestdo enzimatica na regidao que
corresponde ao sitio de inicio de transcricdo do operon puf (GREGOR et al,
2007).

Sob altos niveis de oxigénio e presenga de amoénio, as proteinas NtrX
fosforilada (NtrX~P), RegA e IHF se ligam ao DNA. Com o auxilio da proteina
IHF, NtrX~P interage com RegA levando a repressao da transcrigao do operon
puf. Em baixos niveis de oxigénio e presenca de amoénio, a proteina RegA esta
fosforilada (RegA~P) e se liga ao DNA juntamente com NtrX~P e IHF, a
RegA~P impede que ocorra da dobra do DNA evitando a interagao de NtrX~P e
RegA~P. Nesta situagdo a repressédo da transcricdo pela NtrX~P é fraca. Na
presencga de baixos niveis de oxigénio e amonio, NtrX defosforilada se desliga

do DNA ocorrendo assim a transcricdo do operon puf (Figura 5).
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Figura 5 - MODELO DA REGULACAO DA TRANSCRICAO DO OPERON puf
PELA PROTEINA NtrX EM Rhodobacter capsulatus
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FONTE: GREGOR, 2002.
Representagdo esquematica da regulagao da transcricao do operon puf pela proteina
NtrX em R. capsulatus (GREGOR, 2002). Painel 1: regido promotora do operon puf,
em azul sitio de ligagcéo para proteina RegA, em verde sitio de ligagdo para IHF e em
vermelho sitio de ligagdo para NtrX. Inicio de transcricdo representado pela seta
START; painel 2a: interagdo entre a proteina NtrX~P e RegA com auxilio de IHF
inibindo a transcri¢cdo; painel 2b: inibicdo da transcricdo por RegA~P e NitrX~P sem
interacdo entre NirX e RegA; painel 2c: ativacdo da transcrigdo pelo desligamento da

proteina NtrX.
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A proteina sensora quinase NitrY de R. capsulatus pode ativar por
fosforilagdo a proteina reguladora de resposta NtrC, a qual regula os genes
envolvidos na fixagdo e assimilagdo de nitrogénio e também regula os genes
da utilizacdo de uréia. Uma vez que, a estirpe mutante nirB cresceu na
presenga de uréia e N, como unica fonte de nitrogénio e a estirpe duplo
mutante nfrB/ntrY nao foi capaz de crescer na presenca destes compostos
(DREPPER et al, 2006).

Em H. seropedicae o operon ntrYX foi identificado durante o projeto
GENOPAR (Programa Genoma do Parana). Analises da sequéncia de DNA
demonstraram que os genes ntrYX estédo localizados a jusante de duas orfs
transcritas na mesma dire¢do. A primeira codifica a proteina SUN uma possivel
RNA metil transferase e a segunda orf denominada orfP codifica um produto
similar a um peptideo rico em prolina com fungdo desconhecida (Figura 6)
(ALVES, 2004).

A montante do gene sun ha uma provavel regido promotora dependente
do fator 6’ da RNA polimerase. Andlises indicaram que o gene sun é
constitutivamente expresso e sua regido promotora possivelmente influencia a
expressao de nirYX. Na regido codificadora de orfP ha duas provaveis regides
promotoras dependentes do fator 6> da RNA polimerase e trés provaveis sitios
de ligacado para proteina NtrC. Analises de expressao contendo esta regido
codificadora indicaram ser a provavel regido promotora dos genes ntrYX
(Figura 6) (ALVES, 2006).

Figura 6 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO OPERON ntrYX DE H.

seropedicae

B

H_J
o> | NtrC

Em azul: regido promotora dependente do fator 0’°; Gene sun: codifica para uma
possivel RNA metil transferase; Gene orfP: codifica para um peptideo rico em prolina;
Gene ntrY: codifica para uma proteina sensora transmembrana; Gene ntrX: codifica
para uma proteina sensora; em azul claro: regido terminadora.
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A proteina sensora NtrY produto do gene ntrY, possui trés dominios: N-
terminal, central e C-terminal. O dominio N-terminal possui 4 regides
transmembrana; o dominio central possui 3 regides: HAMP presente em varias
proteinas sensoras (Histidina quinases, Adenilil ciclases, proteinas de ligagcao
Metil, Fosfatases), PAS (regido sensora) e HisKA dominio fosfoaceptor (His
quinase A) e o dominio C-terminal apresenta o dominio HATPaseC
responsavel pela fosfotransferéncia e com atividade ATPase (Histidina
quinase-type ATPases).

A proteina reguladora NtrX produto do gene ntrX, possui dois dominios:
N-terminal e C-terminal. O dominio N-terminal possui a regido REC ou
“‘Response Regulator” (fosfoaceptor) que recebe o sinal do seu par sensor
através de fosforilagado do residuo de aspartato, ja o dominio C-terminal possui
o motivo HTH ou hélice-volta-hélice que esta relacionada com a ligagdo ao
DNA para a regulagao da transcri¢ao (ALVES, 2004).

O gene nitrY em H. seropedicae, ndo esta envolvido com fixagdo de
nitrogénio, pois em ensaios de reducao de acetileno a estirpe mutante ntrY,
apresentou valores da atividade de nitrogenase similares a estirpe selvagem
(ALVES, 2006).

O mutante ntrY de H. seropedicae foi analisado quanto a capacidade de
utilizar nitrato como unica fonte de nitrogénio e demonstrou ser incapaz de
crescer. O fendtipo mutante foi complementado pela cépia selvagem dos genes
ntrYX, indicando um possivel envolvimento destes genes no metabolismo de
nitrato (ALVES, 2006).

Uma vez que a deteccao de nitrato no ambiente é feita pelo sistema de
dois componentes NarXL em E. coli, onde NarX é a proteina sensora e NarL é
a reguladora de resposta, Alves (2006) analisou a regidao promotora dos genes
narXL de H. seropedicae através de fusdo do promotor narX:lacZ. Na
presencga de nitrato houve expressado da fusdo narX::lacZ na estirpe mutante
ntrY de H. seropedicae, no entanto a expressao foi trés vezes menor quando
comparado a estirpe selvagem. Essa expressdao da fusdo no mutante ntrY
sugere que além de NtrY, provavelmente a proteina NarL regula a expressao

do seu proprio operon narXL, ja que em outros organismos como por exemplo
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E. coli a proteina NarL regula seu préprio operon (STEWAT e PARALES,1988;
DARWIN e STEWART, 1995; ALVES, 2006).

A expressao da regidao promotora do operon narKnirBDCnasA de H.
seropedicae, o qual codifica para a proteina transportadora de nitrato NarK e
para o complexo enzimatico da nitrito redutase respiratoria, proteinas NirBDC,
também foi testada no mutante nirY na presenca de nitrato ou nitrito. Nao
houve expressao desta fusdo narK::lacZ, indicando que o gene ntrY é essencial
para a expressdao do operon narKnirBDCnasA. Na estirpe selvagem houve
expressao maxima da fusdao na presenga de nitrato, molibdénio e em
microaerofilia. Ainda na estirpe selvagem a expressao de narK::lacZ, quando
em presencga de nitrito, foi 1,5 vezes menor em comparagao com nitrato. Ja na
estirpe mutante ntrC a expressao da fusao narK::lacZ, foi duas vezes menor do
que na estirpe selvagem, indicando que a proteina NtrC possa estar regulando
a expressao de ntrY/X em H. seropedicae (ALVES, 2006).

A regido promotora dos genes nasFED de H. seropedicae, envolvidos na
via de assimilagao de nitrato, foi analisada. Nao houve a expresséo da fuséo do
promotor nasF::lacZ na estirpe mutante ntrY, quando em presenca de nitrato,
indicando o envolvimento de ntrY na regulagao de nasFED (ALVES, 2006).

As proteinas NtrY e NtrX estdo presentes em varios organismos, no
entanto ha poucos estudos sobre as fungdes dessas proteinas. Desta forma,
surge a necessidade de mais pesquisas, para caracteriza-las e compreender
melhor o papel das proteinas NtrY/NtrX no contexto do metabolismo de nitrato

e nitrito em H. seropedicae.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar funcionalmente a proteina NtrX de H. seropedicae, através
de ensaios de ligacdo da proteina NtrX a regides promotoras dos genes

envolvidos no metabolismo de nitrato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a sequéncia de aminoacidos da proteina NtrX utilizando

programas de bioinformatica;

e Estabelecer melhores condigbes de superexpressao e purificagao da

proteina NtrX de H. seropedicae;

o Determinar a capacidade de ligacdo da proteina "'NtrX as regides
promotoras dos operons narXL, narKnirBDCnasA e narK1K de H.

seropedicae;



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS
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As estirpes de bactérias e os plasmideos utilizados neste trabalho estao

listados na tabela 1.

Tabela 1 - Estirpes de bactérias e plasmideos

Estirpe

Gendtipo ou Caracteristicas relevantes

Fonte/

Referéncia

Escherichia coli

F* mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ¢80/lacZAM15

TOP10 AlacX74 recA1 araD139 gall galK A(ara-|INVITROGEN Inc.
leu)7697 rpsL (StrR) endA1 nupG
BL21(DE3) F~ ompT hsdSg(rg” mg~) gal dcm (DE3) STUDIER e

MOFFAT, 1983

H. seropedicae

SmR1 SmR, nift SOUZA et al,
1995
Plasmideo Genétipo ou Caracteristicas relevantes Fonte/
Referéncia
pET28a Promotor T7, lacl, Km~, sequéncia codificadora | NOVAGEN Inc.
para cauda de histidinas.
pJHO?2 Fragmento Ndel - BamHI contendo o gene ntrX| OSAKI, 2007

de H. seropedicae em vetor pET28a.
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3.2 MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO
As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio Luria-Bertani Broth (LB),
SOB e SOC (INVITROGEN) sob agitagao (120 rpm) a 37°C e para cultivo em

meio solido foi utilizado meio Luria-Bertani Agar (LA) (SAMBROOK et al.,1989).

O meio LB (SAMBROOK et al., 1989) possui a seguinte composic¢ao:

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NaCl 10 g/L

O meio LA sélido é composto de meio LB acrescido de 15 g/L de agar
antes de autoclavar.

O meio SOB possui a seguinte composigao:

Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 54g/L
Cloreto de potassio 0,186 g/L
Cloreto de sddio 0,584 g/L

O meio SOC (Invitrogen) possui a seguinte composic¢ao:

Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 5g/L
Cloreto de potassio 0,19 g/L
Cloreto de sodio 0,5g/L
Cloreto de magnésio 0,94 g/L
Sulfato de magnésio 1,2 g/L
Glucose 3,6 g/L
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As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFbHPN, utilizando
malato como fonte de carbono a 30°C sob agitacéo (120 rpm) (KLASSEN et al.,
1997).

O meio NFb-malato apresenta a seguinte composicao:

MgS0,.7H,0 2x10" g/L
NaCl 1x 10" g/L
CaCl, 2x 107 g/L
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 107 g/L
FeSO,. 7H.0 2x 107 g/L
Malato de sodio 5g/L

Biotina 1x10% g/L
Na;Mo04.2 H,0 2x 107 g/L
MnSOy. H,0 2,35x 107 g/L
HsBO3 2,8x10° g/L
CuS04.5 H,0 8 x 10™ g/L
ZnS0,.7 H,0 2,4 x10% g/L

A mistura de fosfatos (7,975 g/L de KH,PO4 e 0,89 g/L de K,HPO,) foi
autoclavada separadamente e adicionada fria ao meio em um volume de 50

mL/L. Foi adicionado também 20 mmol/L de cloreto de amoénio 1 mol/L.
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3.3 ANTIBIOTICOS

As solucdes estoque dos antibidticos utilizados foram preparadas
segundo SAMBROOK et al., 1989 e estao listadas na tabela 3.

Tabela 3 - Antibidticos utilizados neste trabalho

Antibidticos Concentracao Final

Ampicilina (Amp) 250 pg/mL

Canamicina (Km) 50 ug/mL

Estreptomicina (Sm) 20 ug/mL

3.4 MANIPULACAO DE DNA

3.4.1 Mini-preparagao de plasmideos

Aliquotas de 1,5 mL de culturas de E. coli cultivadas em meio LB a 37°C
sob agitagcdo constante (120 rpm) por aproximadamente 16 horas, foram
coletadas por centrifugagdo a 11.300 g por 1 minuto.

O precipitado de células foi ressuspenso em 150 uL de solugéo gelada
GET (glucose 50 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tris-HCI 25 mmol/L) e lisado com
a adigao de 150 pL de solucgao de lise (NaOH 0,2 mol/L e SDS 1%), a amostra
foi homogeneizada por inversao até a ocorréncia da lise.

O lisado foi neutralizado pela adicado de 150 uL de 3,0 mol/L de acetato
de potassio e 1,8 mol/L de acido féormico, a mistura foi homogeneizada e
incubada em banho de gelo por 15 minutos. Apés centrifugagdo de 5 minutos a
11.300 g, ao sobrenadante foi adicionado 50 yL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 11.300 g e a fase aquosa foi
coletada em tubo novo. A esta fase aquosa foi adicionado 1 volume de
isopropanol seguido de incubagcdo por 15 minutos, para que ocorra a
precipitagdo do DNA. Apdés 5 minutos de centrifugacédo a 11.300 g, o DNA

precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado por 5 minutos a
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11.300 g. O sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco e dissolvido em

agua ultrapura esteéril.

3.4.2 Extracéao e purificacdo de DNA genémico de H. seropedicae

Dez mililitros de cultura de células de H. seropedicae, cultivadas em
meio NFbHP contendo 20 mmol/L de NH4ClI, foram coletadas por centrifugacao
a 5000 rpm por 10 minutos. As células foram ressuspensas em 10 mL de
tampao GET (50 mmol/L glicose, 25 mmol/L Tris-HCI pH 8,8, 10 mmol/L EDTA
pH8,0) e centrifugadas por 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado, ao precipitado foi adicionado 500 uL de
tampado GET e foi adicionado 10 pL de lisozima (20 ug/mL) seguido de
incubagao a 30°C por 6 horas. Apds esse periodo foi adicionado 1% de SDS e
a suspensado foi incubada por 5 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi incubado com 20 uL de proteinase K 200 ug/mL a 50°C
por 12 horas. Apods esse periodo foi adicionado 500 uL de fenol equilibrado pH
8,0 agitando lentamente até obter uma mistura homogénea e a amostra foi
centrifugada a 11.300 g por 15 minutos.

O sobrenadante foi extraido 2 vezes com 500 uL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). ApGs a extracdo ao sobrenadante foi adicionado um volume
de isopropanol e centrifugado a 11.300 g por 10 minutos. O precipitado foi
lavado com 1 volume de etanol 80% e centrifugado a 11.300 g por 10 minutos.

O precipitado foi seco e dissolvido em 100 uL de agua ultrapura estéril.

3.4.3 Eletroforese em gel de agar

As eletroreses em gel de agar foram realizadas segundo SAMBROOK et
al., (1989). Os géis foram preparados na concentragdo desejada, em tampéo
TBE 1x (89 mmol/L de Tris base, 89 mmol/L de acido bérico e 2 mmol/L de
EDTA pH 8,0). Para a corrida eletroforética foi utilizado o mesmo tampao em

que o gel foi preparado.
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As amostras foram misturadas em tampao FSUDS (azul de bromofenol
0,025%; xileno cianol 0,025%, SDS 0,1%, Ficoll 20% em tamp&o (10 mmol/L de
Tris-HCI pH 8,0 e 1 mmol/L de EDTA pH 8,0) na propor¢cao de 4 partes de
corante para 1 de amostra.

As corridas eletroforéticas foram realizadas a 60V durante um periodo
variavel de acordo com a concentragado de agar e o tamanho do fragmento de
DNA. Apés a corrida, o DNA foi tratado com uma solugédo de brometo de etidio
(0,5 pg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (312 nm) em transiluminador. Os
perfis eletroforéticos foram registrados por cadmera CCD (sistema Biochemi,
UVP).

3.4.4 Preparo de células eletrocompetentes e transformacgao por eletroporagao

Para o preparo de células eletrocompetentes, primeiramente foi
preparado um pré-indéculo com a inoculagéo de uma colénia de bactéria E. coli
estirpe Top10, em 5 mL de meio LB seguido de incubagéo a 37°C por 12 horas
sob agitagao constante (120 rpm). Apds esse periodo 500 uL deste pré-indculo
foram reinoculados em 50 mL de meio SOB e incubado a 37°C sob agitagéo
constante até atingir D.O.gpo entre 0,5 a 0,8.

A cultura foi resfriada em banho de gelo por 30 minutos e as células
foram coletadas por centrifugagao (2.500 g, 4°C por 5 minutos) e lavadas duas
vezes com agua ultrapura estéril gelada. As células eletrocompetentes foram
ressuspensas em glicerol 15% e centrifugadas (2.500 g, 4°C por 5 minutos) o
precipitado foi ressuspenso no glicerol remanescente, aliquotadas e estocadas
em freezer a -70°C.

Para a eletroporacao, foram adicionados 2,0 uL de ligacao as aliquotas
de 40 pL de células eletrocompetentes. As amostras foram transferidas para
cubetas de eletroporacao e submetidas a uma corrente elétrica de 400 mV.

Apés a eletroporacdo, as células foram recuperadas em 1 mL de meio
SOC por 30 minutos a 37°C, plaqueadas em meio LA contendo os antibioticos

adequados e incubadas a 37°C.
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3.4.5 Marcacgao radioativa dos oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) foram marcados com y*?P, o
sistema de reagao continha tampao de reacido para concentragao final de 1X,
1pmol de oligonucleotideo reverso, 10U Polinucleotideo kinase, 20 uCi [y32P]
ATP e agua ultrapura estéril em quantidade suficiente para volume final de 10
ML. A reacédo foi incubada durante 14 a 18 horas em temperatura ambiente. A
enzima foi inativada a 70°C por 10 minutos, os primers marcados
radioativamente foram utilizados em reag¢des de amplificagdo por PCR gerando

produtos que foram utilizados nos experimentos de interacdo DNA-proteina.
3.4.6 Amplificacdo de DNA por reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando iniciadores marcados radioativamente

O DNA genbmico de H.seropedicae estirpe SmR1 foi utilizado como
molde para reagcdo de PCR. Oligonucleotideos iniciadores (primers)
complementares as regides promotoras dos operons narXL, narKnirBDC e
narK1 foram construidos e as sequéncias estao representadas abaixo:
Primers para regido promotora do gene narX:

NARX-for 5 TCGAACTGAAGCCGGAACGC 3

NARX-rev 5 ATTTCCAGCGCCAGTCCCAG 3’
Primers para regiao promotora do gene narK:

NARK-for 5 AATGGGCATCATCGCCTTCCA 3

NARK-rev 5 TGCCTCGGTTCAAGCGGACG 3

Primers para regido promotora do gene narKT:
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NARK1-for 5 GGAGCAGATCTTGAGCCACZ’
NARK1-rev 5 GTTGAGCTGCAGGGCGTT 3

O sistema de reacado foi composto por cerca de 1-5 ng/mL de DNA
molde, 0,4 pmol de cada primer (primer reverso marcado com 32P), 0,25
mmol/L de dNTP, tampao de reacao para concentracao final de 1X, 2,5 U de
Taq DNA Polimerase, 3,75 mmol/L de MgCl, e quantidade de agua ultrapura
estéril suficiente para 20 uL.

O programa para amplificagao utlizado foi: um ciclo de 5 minutos a 95°C,
30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 53°C (para narK1) ou 61°C
(para narX e narKnirBDC) e um ciclo de 1 minuto e 30 segundos a 72°C, 5
minutos a 72 °C.

Apés o término da amplificacdo os produtos resultantes da amplificagao
foram purificados com auxilio do Kit de purificagdo GFX PCR DNA and gel
band purification Kit (GE Healthcare) e utilizados em ensaios de interagéo

DNA-proteina.

3.5 ELETROFORESE DE PROTEINAS (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas sob condi¢gdes desnaturantes foi segundo
LAEMMLI, 1970. O gel de poliacrilamida possuia 0,75 mm de espessura, a
concentragédo de acrilamida no gel de empilhamento era de 4% e no gel
separador de 12% e a relacao acrilamida:bis-acrilamida de 20:1. As corridas
eletroforéticas foram realizadas em voltagem constante de 150 V e a proteina
foi corada com Coomassie Brilliant Blue R-250.

As andlises densitométricas foram realizadas utilizando Personal
Densitometrer Sl, Molecular Dynamics.

Os ensaios de retardamento de banda em gel foram realizados em gel
ndao desnaturante de poliacrilamida 4,5% e com relacdo de acrilamida:bis-

acrilamida de 29:1. O gel foi preparado em tampao Tris-glicina (25 mmol/L Tris-
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HCI pH 8,3 e 192 mmol/L Glicina) as corridas foram mantidas em voltagem

constante de 70V por aproximadamente 2 horas a 4°C.
3.6 PURIFICACAO DA PROTEINA HNtrX

Colbnias de bactérias E. coli estirpe BL21(DE3) foram transformadas
com o plasmideo pJHO2 (que contém o gene nirX), inoculadas em 5 mL de
meio LB e incubadas por 12 horas a 37°C sob agitagédo constante (200 rpm).

Um volume de 3 mL dessa cultura foi re-inoculado em 300 mL de meio
LB e mantido a 37°C sob agitagdo constante, até atingir uma D.O.gq de
aproximadamente 0,5. A essa cultura, foi adicionado 0,5 mmol/L do agente
indutor de expressdo IPTG (isopropil B-D tiogalactosideo) seguido de
incubacao a 20°C por 16 horas. Apds inducdo as células foram recuperadas
por centrifugagdo durante 15 minutos a 2.000 g a 4°C. O precipitado foi
ressuspenso em tampao de sonicagao (Tris-HCI 50 mmol/L pH8,0, Imidazol 20
mmol/L, NaCl 250 mmol/L, glicerol 10%).

As células ressuspendidas foram lisadas através de sonicagcdo em 6
ciclos de 20 segundos com intervalos de 30 segundos. ApoOs a lise o material
foi centrifugado por 30 minutos a 27.000 g a 4°C e as fragbes soluvel e
insoluvel foram separadas.

A proteina "S'NtrX foi purificada em coluna de afinidade HiTrap Chelating
(5 mL) carregada com niquel (Ni*?) (GE Healthcare), preparada como descrito
pelo fabricante e acoplada ao sistema de purificacdo Akta (GE Healthcare).

A eluicdo da proteina foi feita em gradiente segmentado de imidazol em
tampao (Tris-HCI 50 mmol/L pH 8,0; NaCl 250 mmol/L; glicerol 10%). Apds a
injecdo da amostra na coluna de purificacdo, foram injetados 5 volumes de
coluna de tampao contendo 20 mmol/L de imidazol, em seguida foi feito um
gradiente linear de 20 a 300 mmol/L de imidazol equivalentes a 5 volumes de
coluna. Fracdes de 1,5 mL contendo a proteina purificada foram reunidas e
dializadas em tampao de dialise (HEPES 50 mmol/L pH 8,0; NaCl 250 mml/L;
glicerol 50%) sob agitagdo constante durante 14 a 18 horas em geladeira, apés

dialise a proteina foi aliquotada e armazenada em nitrogénio liquido
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3.7 ENSAIO DE RETARDAMENTO DE BANDA EM GEL

Os fragmentos de DNA utilizados nas reagdes foram obtidos através de
amplificagdo por PCR, utilizando oligonucleotideo iniciador reverso marcado
radioativamente (item 3.4.7).

A proteina "'NtrX purificada e os fragmentos de DNA foram incubados
em tampao TAP (50 mmol/L Tris acetato pH8,0; 100 mmol/L de acetato de
sédio; 8 mmol/L de acetato de magnésio; 27 mmol/L de acetato de amobnio; 1
mmol/L de ditiotreitol e 3,5% de PEG) (POPHAM et al., 1989), por 10 minutos a
30°C. Apods o periodo de incubacéao foi adicionado tampao de amostra (glicerol
50% e 0,001% de azul de bromofenol) e aplicado em gel de poliacrilamida néo
desnaturante 4,5% (25 mmol/L Tris-HCI pH 8,3; 192 mmol/L Glicina) a 70V por
aproximadamente 2 horas a 4°C. O gel foi seco e analisado em Storm scanner

(Molecular Dynamics).

3.8 FOSFORILACAO in vitro DA PROTEINA "*'NtrX

A proteina "'NtrX purificada foi fosforilada utilizando Carbamoil Fosfato.
O sistema de reacdo contendo a proteina "'NtrX, tampao TAP (50 mmol/L Tris
acetato pH8,0; 100 mmol/L de acetato de sodio; 8 mmol/L de acetato de
magnésio; 27 mmol/L de acetato de aménio; 1 mmol/L de ditiotreitol e 3,5% de
PEG) (POPHAM et al 1989), 10mmol/L de Carbamoil Fosfato, foi incubada por
15 minutos a 30°C.

Em seguida, o DNA marcado radioativamente foi adicionado na reagéo e
incubada por 10 minutos a 30°C. Apds este periodo de incubacao, foi
adicionado a mistura, tampao de amostra (glicerol 10% e 0,001% de azul de
bromofenol) e aplicada em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4,5% (25
mmol/L Tris-HCI pH 8,3; 192 mmol/L Glicina) a 70V por aproximadamente 2
horas a 4°C. O gel foi secado e analisado no Storm scanner (Molecular

Dynamics).
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3.9 DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas foi feita segundo Bradford (1976), baseada na
ligacdo de proteinas ao Comassie Brilliant Blue G-250. Albumina de soro

bovino (BSA) foi utilizada com padréo.

3.10 ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA EM MALDI-TOF

Os ensaios para investigar a formacao de dimeros da proteina NtrX
foram realizados em MALDI-TOF. Para as analises em MALDI-TOF foi utilizada
a proteina "' NtrX purificada. O sistema de reacgdo continha 2 ug de proteina
HISNtrX, 50 mmol/L tampao HEPES pH 8,0, NaCl 250 mmol/L e 1,5% de
glutaraldeido. O sistema foi incubado por 15 minutos a 37°C, entdo um 1 pL da
reagao foi misturada em 9 pL de solugdo de matriz (acetonitrila 50%, acido
trifluoroacético 0,1% saturada com matriz HCCA (acido sinapinico)). Em
seguida, 2 pL desta mistura foram aplicados em placa de espectrometria de
massa (MTP 384 massive MS target T - Bruker Daltonics) os espectros de
massa foram coletados em espectrémetro de massa tipo MALDI-TOF/MS
“Autoflex” (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) utilizando modo linear positivo
com voltagem de 20 kV e tempo de espera de 330ns. A lista de picos foi criada
com algoritmo SNAP (Sphisticated Numerical Annotation Procedure) utilizando

o software Flex Analysis 2.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

3.11 ANALISE DE BIOINFORMATICA DA PROTEINA NtrX DE H. seropedicae

A sequéncia do gene nirX de H. seropedicae foi traduzida utilizando o
programa Transeq (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/index.html).
Para a analise da sequéncia de aminoacidos da proteina NtrX, foi utilizado o
programa Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. cgi) e os aminoacidos
conservados foram identificados pelo programa ClustalWw2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

O dominio HTH de ligagdo ao DNA da proteina NtrX de H. seropedicae,

foi identificado utilizado o programa Helix-turn-helix motif prediction (http://npsa-
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pbil.ibcp.fr/cgi-in/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_ hth.html) e para a
regido N-terminal o programa ScanProsite (http://www.expasy.ch/prosite/).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA NtrX DE H.

seropedicae

NtrX é uma proteina ativadora de transcrigdo que juntamente com a
proteina NtrY, faz parte de um sistema regulatério de dois componentes. A
proteina NtrX pode apresentar trés dominios: o receptor de sinal (regido que
possui o residuo de aspartato que é fosforilado pelo seu par sensor), o dominio
AAA+ (envolvido com a hidrolise de ATP, formacao do complexo aberto,
interagdo com o fator sigma 54 da RNA polimerase e oligomerizagéo) e hélice-
volta-hélice (ligacdo ao DNA), ou apenas dois dominios: o receptor de sinal e o
hélice-volta-hélice, como ocorre com a proteina NtrX de H. seropedicae.

A sequéncia de DNA do gene ntrX de H. seropedicae foi cedida pelo
programa GENOPAR, essa sequéncia foi traduzida utilizando o programa
Transeq. Analise do dominio regulador de resposta da proteina NtrX de H.
seropedicae utilizando o programa Prosite, revelou que a proteina possui um
aminoacido aspartato (D) localizado na posigdo 52. Provavelmente é a
fosforilacdo desse aspartato pelo seu par sensor que induz a uma mudanca
conformacional da proteina, levando a regulagdo da expressédo de genes alvo
(Figura 7) (STOCK, ROBINSON e GOUDREAU, 2000). A regiao de ligacao ao
DNA foi determinada pelo programa Helix-turn-helix Motif Prediction, o qual
apresentou aproximadamente 100% de probabilidade de que na posicao 214 a

235 ha o motivo hélice-volta-hélice (Figura 8).
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Figura 7 - ANALISE DO DOMINIO REGULADOR DE RESPOSTA DA
PROTEINA NtrX DE H. seropedice

MANILVVDDEMGIRELLSEILGDEGHVVTTAENAQQOARELRQAGVPDLVLLD IWMPDTDGVTLL
KEWQRDGLLTMPVIMMSGHATIDTAVEATRIGALNFLEKPIALQKLLKAVQQGLSHSREAVRPA
GYRPAPVAAVVNGAADGLHTPEHAAPVAAYAPALGGEPLHHGTTASTPFGOQVADNAANISEDLP
LREARDAFERAYFEYHLVRENGSMTRVAERTGLERTHLYRKLKQLGVEPGKLARKNH

Fonte: Prosite.http://www.expasy.ch/prosite/

Andlise da proteina NirX de H. seropedicae utilizando o programa Prosite. Em
amarelo, regido que corresponde ao dominio regulador de resposta; em verde
aminoacido aspartato (D) na posigao 52.

Figura 8 - DOMINIO DE LIGAGAO AO DNA DA PROTEINA NtrX DE H.

seropedicae

10 20 30 40 50 60

| | | | | |

MANILVVDDEMGIRELLSEILGDEGHVVTTAENAQQARELRQAGVPDLVLLDIWMPDTDG

VTLLKEWQRDGLLTMPVIMMSGHATIDTAVEATRIGALNFLEKPIALQKLLKAVQOQGLSH

SREAVRPAGYRPAPVAAVVNGAADGLHTPEHAAPVAAYAPALGGEPLHHGTTASTPEFGQV

ADNAANISFDLPLREARDAFERAYFEYHLVRENGSMTRVAERTGLERTHLYRKLKQLGVE
PGKLARKNH

Fonte: http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_hth.html

Localizagdo do dominio de ligacdo ao DNA da proteina NtrX de H. seropedicae
utiizando o programa Helix-turn-helix Motif Prediction. Em vermelho dominio de
ligagédo ao DNA (HTH) com 100% de probabilidade entre os aminoacidos 214 a 235.
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O alinhamento da sequéncia dos aminoacidos da proteina NtrX de H.
seropedicae utilizando o programa Blastp, demonstrou que a proteina possui
grande identidade com os seguintes organismos: Janthinobacterium sp.
Marseille (72%), Herminiimonas arsenicoxydans (71%), Ralstonia pickettii
(69%) e Burkholderia sp. H160 (68%), todos pertencentes a classe das -
proteobactérias. Esta identidade pode ser visualizada através do alinhamento
da sequéncia de aminoacidos entre a proteina NtrX desses organismos,
utilizando o programa ClustalW2, no qual podemos observar que as regides N-
terminal e C-terminal que correspondem respectivamente ao dominio receptor
de sinal e de ligagdo ao DNA, sao bem conservadas (Figura 9). Na regiao N-
terminal das proteinas NtrX alinhadas, o aminoacido aspartato (D) na posicao
52 é conservado entre esses organismos (Figura 9).

As sequéncias de aminoacidos das proteinas NitrX de diferentes
organismos pertencentes a classe a-proteobactéria foram comparadas com a
proteina NtrX de H. seropedicae, para identificar regides conservadas
utilizando o programa ClustalW2. Como podemos observar na figura 10, a
proteina NtrX de H. seropedicae possui a regido reguladora de resposta e a de
ligacdo ao DNA conservada, entre as proteinas NtrX de outros organismos
pertencentes ao Filo Proteobacteria, porém nao possui o dominio de AAA+. O

aminoacido aspartato (D) esta presente entre todos os organismos alinhados.
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ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DE

PROTEINAS NtrX DE DIFERENTES ORGANISMOS DA CLASSE -
PROTEOBACTERIA COM MAIOR IDENTIDADE

Ralstonia MATILVVDDEMGIRELLSEILGDEGHVVEVAENAQRAREYRANATPDLVLLEIWMPDTDG 60
Burkholderia MATILVVDDEMGIRELLSEILSDEGHVVEAAENAQEAREFRLRQAPDLVLLEIWMPDTDG 60
Janthinobacterium MANILVVDDEMGIRELLSEILGDEGHVVATAENAQQARELRAAAKPDLVLLDIWMPDTDG 60
Herminiimonas MANILVVDDEMGIRELLSEILGDEGHVVATAENAQQARELRAAAKPDLVLLDIWMPDTDG 60
Herbaspirillum MANILVVDDEMGIRELLSEILGDEGHVVTTAENAQQARELRQAGVPDLVLLEIWMPDTDG 60
AA.AAAAAAAAAAAAAAAAAA.AAAAAA .AAAAA.AAA * khkhkhkkhkkhkkhkkkkkhkhkh*k
Ralstonia VITLLKEWASQGLLTMPVIMMSGHATIDTAVEATKIGALNFLEKPIALQKLLTAVEQGLSR 120
Burkholderia VTLLKEWAAQGQLTMPVIMMSGHATIDTAVEATKIGALNFLEKPIALQKLLKAVEQGLAR 120
Janthinobacterium VTLLKEWQRDGMLTMPVIMMSGHATIDTAVEATRIGALNFLEKPISLOKLLKAVQQGLTR 120
Herminiimonas VTLLKEWQRDGLLTMPVIMMSGHATIDTAVEATRIGALNFLEKPISLOKLLKAVQQGISR 120
Herbaspirillum VTLLKEWQRDGLLTMPVIMMSGHATIDTAVEATRIGALNFLEKPIALQKLLKAVQQGLSH 120
* Kk Kk ok ok ok ok :* *********************:***********:*****‘**:**:::
Ralstonia SKEKPRSA----TPAAAPVAGLAGAMPNAAAGT-----— PAALER-—-=--- TDINGVPTRAA 166
Burkholderia GNAAVLPG----GVATKPALPVS-—---ASSVAS—-———— AAALPM—-———— LSADGVSGGAL 162
Janthinobacterium GQEVTRIA---SMPVRAPIA-ATDSHHLPQDKV—-———— LPASSS--QMYPATASAPLMSA 169
Herminiimonas GQEVSRVA---SIPVRAPII-HNDT-HLSSDRS-----— HQPLAG--ISYPTSTPVSLMSA 168
Herbaspirillum SREAVRPAGYRPAPVAAVVNGAADGLHTPEHAAPVAAYAPALGGEPLHHGTTASTPFGQV 180
Ralstonia ESGGMQFSFDMPLREARDLFERAYFEYHLQREGGSMTRVAEKTGLERTHLYRKLKQLGVE 226
Burkholderia AAQTASISFDIPLRDARDAFERAYFEYHLARENGSMTRVAEKTGLERTHLYRKLKQLGVD 222
Janthinobacterium DTQFFTASFELPLREARDAFERAYFEHHLGQEGGSMTRVAEKTGLERTHLYRKLKQLGVE 229
Herminiimonas DTQFFTTSFELPLREARDAFERAYFEHHLGQEGGSMTRVAEKTGLERTHLYRKLKQLGVE 228
Herbaspirillum ADNAANISFDLPLREARDAFERAYFEYHLVRENGSMTRVAERTGLERTHLYRKLKQLGVE 240
**::‘A‘A‘A:‘A‘A‘A **‘A*AAA:‘AA :A.AAAAAAAA:AAAAAAAAAAAA*****:
Ralstonia LSRNKGEPAT 236
Burkholderia LGKNKGE--- 229
Janthinobacterium PGKIAKKGV- 238
Herminiimonas PGKIAKKG-- 236
Herbaspirillum

PGKLARKNH- 249

Alinhamento entre as proteinas NtrX, utilizando o programa ClustalW2 (THOMPSON
et al., 1994). (*) aminoacidos idénticos; (:) aminoacidos conservados; (.) aminoacidos
semi-conservados. Ralstonia (Ralstonia pickettii), Burkholderia (Burkholderia sp.
H160), Janthinobacterium (Janthinobacterium sp. Marseille), Herbaspirillum
(Herbaspirillum seropedicae), Herminiimonas (Herminiimonas arsenicoxydans). Em
sublinhado e negrito aminoacido aspartato (D).
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—-MSSILIVDDERDIRELIGDILRDEGFQIRLAANSDECMAAVNAEPPALMILDIWLKDS

MSQLDVLILDDEESIRNLIAANLKDEGFNPKVAANSTQALKITISEKPVSAVILDIWLQGS

--MANILVVDDEMGIRELLSEILGDEGHVVTTAENAQQARELRQAGVPDLVLLDIWMPDT

MSAATILVADDDRAIRTVLTQALARLGHEVRTTGNASTLWRWVADGQGDLIITDVVMPDE
.. .. k.

e ke Kk * .. * * .

RLDGLELLDIIKRE-HPEVPVVMISGHGNIETAVAAIKRGAYDFIEKPEFNADRLVVITER
RMDGIDILKRTKRD-NPDVPVVIISGHGNIEIAVAAIKQGAYDFIEKPENIDQLMVVVQR
EIDGLGVLEIIKKR-YPLIPVIIISGHGTIETAVNAIKMGAYDYIEKPEFNNDKLIILLKR
—-DGVTLLKEWQRDGLLTMPVIMMSGHATIDTAVEATRIGALNFLEKPIALQKLLKAVQQ
——-NGLDLIPRIKKI-RPDLRIIVMSAQNTLITAVKAAERGAFEYLPKPFDLKELVSVVE
HEE HH : HERG N LR :
ALETLRLRREVRELKQL-TQPHTMVGRSSVIQQLRATVDRVGPTNSRILIVGPSGSGKEL
AMETARLRRENSELRRRDVSAAEMLGGSTAYRLLKSQLEKVTKSNGRVMLSGPAGAGKEL
ACEVTKLKRENIDLKSKVIDKTELVGGCSVTLKYKMEIEKAASSSSRIMIHGKVGSGKEL
GLSHSREAVR-————————————————————————————————————————— PAGYRPAP
ALNSNTPPAALPADAGEADEQLPLIGRSPAMQEIYRVLARLMGTDLTVTITGESGTGKEL

*

TARMIHAASARAQGPFVVINAAAITPERLEYELFG-VEEGEGRERHRGA--LEEAHGGTL
AARFIHANSGRAGAPFISVSSATVEPDRMEEVLFG-RETAE-RGIEQGL--LEQAHGGIV
AARLTHKQSKRVNNPFIIFSPTCMTTEKINQELFGESEKQENNNKRPTI--LEFANNGTL
VAAVVNGAADGLHTPEHAAPVAAYAP-———————————————— ALGGEP--LHHGTTAST
VARALHDYGKRRNGPFVAINMAAIPRELIESELFGHEKGAFTGATNRSTGRFEQAQGGTL

* .. * .

FLDEIADMPRETQNRVLRVLVEQTFSRIGSSEKVRVDVRIISSTGRHLEEEIAAGREFRED
YFDEVADMPLGTQSKILRVLTEQQFTRQGGTDKVRVDLRVISSTTRDLRTEIAAGRFRQE
YIDEVSNIPIPIQVKLLKFLKDQTITKPCG-KKTKVDIKIITSTSKNIQDEVNNGKFLED
PEFGOVADNAAN S——————————— o
FLDEIGDMPLEAQTRLLRVLQEGEYTTVGGRTPIKTDVRIVAATHRDLRTLIRQGLFRED

LYHRLSVVPIRVPPLAERREDIPDLVDFFIDLISQTTGLQRRKVGEDAMAVLOSHDWPGN
LYDRLNVVPIEVPALTDRREDIPMLARHFIEMFHRSQGLPLRSLTSEAEAMLQOTMPWPGN
LYYRLNVEFSLKVPSLYERKEDIPLLVKYFVKQLSKFSGLKERHFSDEATITALQSYEWPGN

LFYRLCVVPIRLPPLRERTEDVPLLVRHFLNQCS-AQGLPVKSIDQPAMDRLKRYRWPGN

VRQLRNNVERLLILAGGDP--DAEVTASMLPPDVGALVPTLPNGNGGEHLMGLPLR---—

VRQLRNVIERVLILGDG----SGPTEARELPGNEGPGEEGRLILGG--ALATLPLR-——-
TRQLRNVVEWTLIMNPLTTGNNEI IKPYMI PSETLANSANLTKLEDSFDMLSMPLR-——~
—————————————————————————————————————————————————— FDLPLR----

VRELENLVRRLAALYSQEVIGLDVVEAELADTTPAAQPVEEPQGEGLSAAVERHLKDYFA

* .

_____________ EAREVFEREYLAAQINRFGGNISRTAEFVGMERSALHRKLKALGVG—
_____________ EARELFEREYLLTQINRFGGNISRTAAFVGMERSALHRKLKSLGVVT
_____________ EAREVFERQYLSAQMSRFNNNISKTSSFVGMERSALHRKLKLLSLHT
_____________ EARDAFERAYFEYHLVRENGSMTRVAERTGLERTHLYRKLKQLGVEP
AHKDGMPSNGLYDRVLREVERPLISLSLSATRGNQIKAAQLLGLNRNTLRKKIRDLDIQV

* % . . Koo ek Koek e e k.

PPTNKIN----EEEYEKANA-—-———— 475
GKLARKNH-——=——————————————— 249
VRGLK==————— e — — 481
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10- ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA
PROTEINA NtrX DE H.seropedicae COM A SEQUENCIA DE NtrX DE
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Alinhamento entre as proteinas NtrX, utilizando o programa ClustalW2 (THOMPSON
et al., 1994). (*) aminoacidos idénticos; (:) aminoacidos conservados; (.) aminoacidos
semi-conservados.  Azorhizobium  (Azorhizobium  caulinodans), = Azospirillum
(Azospirillum brasilense), Richettsia (Rickettsia typhi str. Wilmington) Rhodobacter
(Rhodobacter sphaeroides) e Herbaspirilum (Herbaspirillum seropedicae). Em
sublinhado e negrito aminoacido aspartato (D).

4.2 SUPEREXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA "NtrX DE H.

seropedicae

A proteina NtrX de H. seropedicae foi superexpressa a partir do
plasmideo pJHO2, o qual contém o gene que codifica para proteina NtrX,
inserido no vetor pET28a (Novagen). O vetor pET28a expressa a proteina de
interesse como uma proteina de fusdo com seis residuos de histidina (cauda
his ou His-tag) na regidao N-terminal, por esse motivo, a proteina NtrX expressa
com a cauda his foi chamada de "SNtrX. A cauda com as histidinas facilita o
processo de purificacdo da proteina em coluna de afinidade, aumentando o
rendimento e a pureza da proteina purificada (OSAKI, 2007).

Em estudos anteriores a proteina "S'NtrX foi superexpressa a partir do
plasmideo pJHO2 utilizando os agentes indutores lactose (0,5%) e IPTG (0,5
mmol/L) sob temperatura de incubagdo de 30°C e 37°C. Porém nestas
condi¢des a proteina permaneceu em sua maior parte na fragéo insoluvel 94%
e 96% respectivamente. Com lactose houve um aumento na solubilidade da
proteina em 30°C e 37°C onde 47% e 5% da "'NtrX permaneceram na fragdo
soluvel (OSAKI, 2007).

Com objetivo de aumentar a solubilidade de "*NtrX outra condigéo de
inducao foi testada, na qual a expressao da proteina foi feita sob temperatura
de 20°C por 16 horas. A superexpressido da proteina "*'NtrX foi feita em E. coli
estirpe BL21(DE3) contendo o plasmideo pJHOZ2, segundo descrito em
Materiais e Métodos (item 3.6). A inducdo da "*'NtrX foi feita com a adicdo de
0,5 mmol/L do agente indutor IPTG (isopropil B-D tiogalactosideo) e mantida
sob incubacéo a 20°C por aproximadamente 16 horas.

Esta condicdo de expressao levou a um aumento expressivo da
solubilidade da proteina permanecendo 47% na fracido soluvel, enquanto que a

30°C e a 37°C a proteina permaneceu apenas 6% e 4% soluvel
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respectivamente. A indugéo em baixa temperatura faz com que a proteina seja
expressa mais lentamente, devido a diminuicdo do metabolismo da bactéria.
Essa expressdo lenta possibilita com que a proteina possa assumir sua
conformacgao adequada, permanecendo assim soluvel.

Ap6s a indugado, a proteina "'NtrX foi purificada segundo descrito em
Materiais e Métodos (item 3.6), foi utilizada uma coluna de afinidade HiTrap
Chelating carregada com niquel (Ni*?) (GE Healthcare). Para a purificacdo da
proteina foi utilizado um método diferente do utilizado por Osaki (2007), no qual
a proteina era eluida em gradiente linear de 0 a 500 mmol/L de imidazol. Este
método foi modificado para aumentar a pureza da proteina purificada.

Ao tampao de sonicagao foram adicionados 20 mmol/L de imidazol e a
proteina foi eluida em gradiente segmentado de imidazol, que apds a injecao
da amostra na coluna de purificagéo, foi injetado tampao contendo 20 mmol/L
de imidazol, em seguida foi feito um gradiente linear de 20 a 300 mmol/L de
imidazol. A proteina foi eluida em tamp&o contendo 240 mmol/L de imidazol. As
fragdes que continham a proteina purificada foram reunidas e dializadas contra
tampao de didlise (HEPES 50 mmol/L pH 8,0; NaCl 250 mml/L; glicerol 50%).

Nesta etapa de didlise da proteina foi utilizado o tampao contendo
HEPES, pois foi observado que a proteina "*NtrX se mantinha estavel e com
atividade por um longo periodo de tempo na presenga deste composto,
diferente do que ocorria com tampéo de dialise contendo Tris.

Apos a dialise, a proteina foi armazenada em aliquotas em nitrogénio
liquido. A proteina foi purificada com 94% de pureza e concentragao de 3,24
mg/mL (Figura 11 e Tabela 2). A modificagdo no processo de purificagdo, do
gradiente linear para segmentado, aumentou a pureza da proteina de 81% para
94%.
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TABELA 2- ETAPAS DE PURIFICACAO DA PROTEINA "NtrX EXPRESSA
EM E. coli BL21(DE3)

Fracdao Proteina Total Pureza (%) Rendimento(%)

(mg)
extrato 126 _ _
soluvel 69.6 _ 100
HiTrap 20 94 29

Chelating

Figura 11- PURIFICACAO DA PROTEINA "*NtrX DE H. seropedicae

kDa
116.0
66.2
45

35
| «— "SNtrX

25

18.4

14.4

Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% do extrato de células de E. coli
BL21(DE3) transformadas com o plasmideo pJHO2. MM: marcador de massa
molecular em kDa (FERMENTAS); Linha 1: extrato bruto de células lisadas; Linha 2:
fragdo insoluvel; Linha 3: fragdo solvel; Linha 4: 3 pg de " NtrX purificada; As
proteinas foram coradas com corante Comassie Blue. A seta indica a proteina "' NtrX.
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Ensaios de interacao proteina-proteina foram realizados para verificar se
a proteina HISNitrX de H. seropedicae era capaz de formar dimeros em solucgao,
uma vez que a formacgao de dimeros entre proteinas regulatorias de resposta &
comum. Conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.10), a proteina ™
NtrX foi incubada em tampao contendo HEPES 50 mmol/L pH 8,0, NaCl 250
mmol/L juntamente com 1,5% de glutaraldeido. Apds a incubacdo, uma
aliquota foi submetida a analise em MALDI-TOF/MS e outra foi aplicada em gel
SDS-PAGE 12%.

O glutaraldeido é um agente formador de “crosslink”, que possui dois
grupos aldeido um em cada extremidade. A interagdo proteina-proteina
(crosslink) se da pela formacado de ligacbes covalentes entre o aldeido do
agente e o grupo amina da proteina que esta proxima. Desta forma se a
proteina "S'NtrX formar dimeros as proteinas ficardo ligadas covalentemente
pela agédo do glutaraldeido (KIERNAN, 2000).

No gel de poliacriamida SDS-PAGE 12% foi possivel observar o
aparecimento de uma banda com massa correspondente ao dobro da massa
do mondmero, indicando que ocorreu a formacdo de dimeros da proteina
NtrX (Figura 12). Foi realizada também a analise em MALDI-TOF/MS da
reagdo de interacdo entre MNtrX purificada, que confirmou que a proteina
possui a capacidade de formar dimeros quando em solugdo, devido ao
aparecimento de um pico de massa em torno de 61 kDa correspondente ao
dobro do monémero que é de aproximadamente de 29 kDa (Figura 13). E
possivel observar nas figuras 12 e 13, que além do aparecimento da banda e
do pico que correspondem ao dimero, também foram observados a banda e o
pico correspondentes ao mondmero, indicando que a proteina encontra-se
nessas duas formas na mesma solucido. Esta interacdo proteina-proteina é

independente da fosforilagéo da proteina "S'NtrX .
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Figura 12 - ENSAIO DE INTERACAO PROTEINA-PROTEINA (DIMERIZACAO)
DA PROTEINA "SNtrX de H. seropedicae

kDa
116.0 - Dimero
. His-
45 .
35 Monémero
T HisNgrx
25
18.4 |
14.4

Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% do ensaio de dimerizagéo da
proteina "NtrX. MM: marcador de massa molecular em kDa (FERMENTAS); linha 1:
Reacado sem a adic&o de glutaraldeido; linha 2: Reacdo com a adicdo de glutaraldeido.
As proteinas foram coradas com corante Comassie Blue G-250.
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Figura 13 - ESPECTRO DE MASSAS DA |NTERAQAO PROTEINA-PROTEINA
DE ""NtrX DE H. seropedicae

Mass Spectrum k|
Intens. 4 20171.938 Lin |
[au] ECARALEL L
e
400 =
300
200
100
7 Lt L i e L L N L L
2004 F11580.076 1Lin, Smoothed
150] &=
30678.817
100 - -
50
al pd Lo L i Ll e e - AN i s )
o000 0 sdoo’ 0 4ooon’ 0 Tsooon’  C Ceoooo 7odon  modoo’ 9odo0  mie

Espectro de massas do ensaio de dimerizagdo da proteina "*NtrX obtido em MALDI-
TOF/MS. A reacéo foi realizada segundo descrito em Materiais e Métodos (item 3.10).
Em azul o pico de massa correspondente a reacdo da proteina sem a adigdo de
glutaraldeido. Em vermelho, pico correspondente a reagdo da proteina com a adi¢ao
de glutaraldeido. Setas em azul indicam o pico correspondente ao do monémero da
proteina "SNtrX e seta em vermelho indica o pico correspondente ao dimero da

proteina "SNtrX.
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4.3 ENSAIO in vitro DE LIGACAO ENTRE A PROTEINA "SNtrX E AS
REGIOES PROMOTORAS DOS OPERONS narXL, narKnirBDCnasA E narK1

DE H. seropedicae

Estudos anteriores revelaram um possivel envolvimento do operon
ntrY/X de H. seropedicae na ativagao dos genes envolvidos no metabolismo de
nitrato, uma vez que a expressao das fusbes promotor::/acZ dos operons
narKnirBDCnasA, narXL foram consideravelmente reduzidas na estirpe
mutante ntrY de H. seropedicae (ALVES, 2006).

Com base nesses estudos, ensaios de interagdo entre "'NtrX e as
regides promotoras dos operons narXL, narKnirBDCnasA e narK1, foram
realizados para verificar o envolvimento da proteina reguladora de resposta
NtrX de H. seropedicae, na regulacao da expresséo dos genes envolvidos no
metabolismo de nitrato, uma vez que a proteina NirX possui na regidao C-
terminal o dominio de ligacédo ao DNA.

Para a realizagdo dos ensaios de ligagao as regides promotoras dos
operons foram amplificadas por PCR, utilizando como DNA molde o DNA
genbmico de H. seropedicae e apenas o oligonucleotideo iniciador reverso
marcado com material radioativo ([y*? P] ATP), segundo descrito em Materiais e
Métodos (item 3.4.7). Desta maneira os produtos resultantes da amplificagéo
foram marcados somente em uma extremidade. Apds a amplificacdo os
produtos foram purificados utilizando o Kit de purificagdo GFX PCR DNA and
gel band purification Kit (GE Healthcare).

A analise das regides promotoras dos operons narXL, narKnirBDCnasA

e narK1, estdo mostradas na figura 14.
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Figura 14 - REGIAO PROMOTORA DOS GENES narX, narK1 e narK DE H.

seropedicae

e Regido promotora do gene narX

NARX-for
agcgccatccgegcagecgatcgaactgaageccggaacgccatgaattcaacgaggegece
Sigma 54
acagaagatcgtgcgtttcatgtcacagacgggtggctagccggactgecctgttgecagt
ttcccaggetttectgetgettttttaagaaacattgacttggetteccatacatgetgge
RBS
aacgatgggcatagactgcctgtcgttccecgececcgagtaccectecatggaccectgecge
cgctccecttegegeeccttgeecececegecacaagegectgacctteegecatectgetgatga
ccctcatcggecctgggecctgaccatgacggccatcggectataccectgetgetgtectgg
caattggaaggcggcggcaccgtcatcaatgaagcgggcagcctgegecatgegectecta
NARX-rev
ccagctgggactggcgctggaaat

e Regido promotora do gene narK1

NARK1-for
ggagcagatcttgagccaccececgececgeccccgcaactggeccctcatgegegecagegeteg
acgacctgecgcaccggccgecgccagcategeecgatetgtgecagegectggegegeececge
agcgacgtgatgaacgccctgccgeccgegttaccagcaggtecgecgaagacctgetggg
acgcctggaagcaggcagcctctttaccgaagagagctgcteccttcagtcagaaagacc
tcaccgacagcctctcgacctggetggacaaggcgcagcagacgectggecgagecgactga
aaagcgcgatgaagccggacttggaagtgctcacccatttceccttgetecttgtecectecec
gttcggactgagtaggcccaaagggccgtatcgaaggecctgactceccgtgegtettecga
tacgcggctatgccgctactcagtccgaacggtagtgtcagegectecteecttagecaa
aagaactagtccttccggcagctccecctectecttecteeccttececececgectcaccgacg

Sigma 54
gaccgatatggcccgcctgeccctgatcgctaagectgaageccatcgatcaacateccgecag
RBS
gaggctccatgtccgacccgecgcaaggccaacggggtgectggegtecagtacgetggece
ttcactgtctgcttcaccatctggatgatgtttggecgtgatcggcatccecgatcaagaa
NARKl-rev
Cgccgtgcatctcaac
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e Regido promotora do gene narK

NARK-for
gcctgggactgggecgggcatggeccgtegecectggecggaatgggecatcategectteca
gccgegetgagecggatgcaccacggcagcgagcgcacccecggacgatgecactgecaccacg
aacgcgcagcctgcactgcaatacatcacgcgatgatatataacgggccgatcagctca
tcagcgcggtteccecectgcaageccecttececteeccgecaaacecegeteccaggectggac

Sigma 54
ctgcggataaaccctgttgcectggcacgacctttgetcaatgagggacagggtcgaggat
gaccccacatctgatgccgatccaacgagggatcagcagecgcacacggacaatggecgtce

NARK-rev RBS
cgcttgaaccgaggcacggcgceccttggggtcaggegggegectttttgttttcaggaca
cgccatgagcaaagccaatcgtatcgagctgttttececctgeggtecgecgecagatgegeg

Em verde as regides onde os oligonucleotideos iniciadores (primers) se anelam; em
vermelho inicio do gene; em sublinhado o sitio de ligagdo do ribossomo (RBS), em
azul sequéncia consenso para a ligagao do fator de transcricdo sigma 54 da RNA

polimerase.
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4.3.1 Ensaios in vitro de ligagao entre a regido promotora do operon narXL e a

proteina ""NtrX de H. seropedicae

Os genes narXL de H. seropedicae fazem parte do sistema regulatorio
de dois componentes e estdo envolvidos na regulacdo dos genes do
metabolismo do nitrato. O gene narX codifica para uma proteina sensora
transmembrana e narlL para uma proteina reguladora de resposta. A regido
promotora do gene narX que foi utilizada para os ensaios de interacdo DNA-
proteina continha 418 pb.

Os ensaios de interacdo DNA-proteina mostraram que a proteina "*"NtrX
€ capaz de se ligar a regiao promotora de narX, o que pode ser observado na
figura 15, na qual vemos que houve o aparecimento de uma banda com
migragdo mais lenta a medida em que foram adicionadas concentragdes
crescentes da proteina "*NtrX. Essa banda provavelmente corresponde a
formacao do complexo DNA-proteina, pois o0 DNA ligado na proteina apresenta
uma migragao mais lenta, com relagédo ao DNA livre.

Para verificar a especificidade da formagéo do complexo, ou seja, se a
proteina "SNtrX nado liga a qualquer tipo de DNA presente na reacdo, foi
realizado um ensaio utilizando como competidor heterdlogo o DNA de timo
bovino. Neste ensaio, foi adicionado a reagdo o DNA de timo em diferentes
concentragbes partindo de 0,75 ug de DNA de timo aumentando de 0,25 em
0,25 ug até 10 ug. De acordo com a figura 16 o DNA de timo néo
desestabilizou a formagdo do complexo DNA-proteina, indicando que "S'NtrX
liga especificamente ao promotor narX de H. seropedicae. Para os demais
ensaios envolvendo a regido promotora de narX foi estabelecida a adicao de 1
Mg de DNA de timo, para atuar como competidor heterélogo inespecifico.

Ensaios utilizando DNA homodlogo ndo marcado radioativamente foram
realizados, com o objetivo de reforgar a idéia de especificidade da interagao His-
NtrX com a regiao promotora de narX. Nestes ensaios foram adicionadas
concentragbes crescentes de DNA homdlogo ndo marcado, no entanto a
concentracdo de DNA marcado e de proteina foram mantidas constantes.
Conforme podemos observar na figura 17, a medida que a concentragcdo de

DNA ndo marcado foi sendo aumentada, ocorreu um deslocamento do
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equilibrio do DNA marcado pelo ndo marcado, o que pode ser visto com o
aumento da intensidade da banda correspondente ao DNA marcado livre.

Uma vez que, proteinas regulatérias de resposta sédo ativadas por
fosforilacdo e que analises de bioinformatica da proteina NtrX revelaram a
presenca de um provavel sitio de fosforilagdo na posi¢cao Asp 52 localizado no
dominio regulador de resposta, ensaios utilizando carbamoil fosfato como
doador de fosfato foram realizados. De acordo com a figura 18, podemos
verificar que ha uma maior formagao do complexo DNA-proteina quando a
proteina esta fosforilada a partir de 0,3 pmol/L, em comparacdo com a proteina

nao fosforilada.

Figura 15 - ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA H"SNtrXx A REGIAO
PROMOTORA DO GENE narX DE H. seropedicae
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Concentragdes crescentes de "*'NtrX foram incubadas com o fra%mento de 418 pb,
correspondente a regido promotora do gene narX marcada com [y>* P] ATP, conforme
descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7). Linha 1: fragmento de DNA contendo a
regido promotora do gene narX marcado radioativamente; linhas 2-10: promotor narX
com concentracdes crescentes da proteina "SNtrX. As amostras foram analisadas em
gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4,5% conforme descrito em Materiais e
Métodos (item 3.7).
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Figura 16 - ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA H"SNtrX A REGIAO
PROMOTORA DO GENE narX DE H. seropedicae NA PRESENCA DE DNA
DE TIMO BOVINO

e

\2) \2)

DNA de Timo bovino (ug)

<+— DNA-NtrX

<+— DNA livre
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O fragmento de 418 pb, correspondente a regido promotora do gene narX marcada
com [y* P] ATP, conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7) foi incubado
com 1,5 pmol/L de "'NtrX e concentragdes crescentes de DNA de Timo bovino. Linha
1: fragmento de DNA contendo a regidao promotora do gene narX marcado
radioativamente; linha 2: promotor narX com 1,5 pmol/L de HiSNtrX: linhas 3-9:
promotor narX com 1.5 umol/L de "NtrX e concentragdes crescentes de DNA de
Timo bovino. As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante
4,5% conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.7).
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Figura 17 - ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA M*NtrX A REGIAO
PROMOTORA DE narX, NA PRESENCA DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE DNA HOMOLOGO NAO MARCADO
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O fragmento de 418 pb, correspondente a regidao promotora do gene narX marcada
com [y*? P] ATP, conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7) foi incubado
com 1,5 pymol/L de " NtrX e concentragdes crescentes de DNA homélogo n&o
marcado radioativamente. Linha 1: fragmento de DNA contendo a regi&o promotora do
gene narX marcado radioativamente; linha 2: promotor narX com 1,5 ymol/L de His-
NtrX; Linhas 3-10: promotor narX com 1,5 ymol/L L de "™ NtrX e concentracdes
crescentes de DNA homologo ndo marcado. As amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida néo desnaturante 4,5% conforme descrito em Materiais e Métodos (item
3.7).
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Figura 18 - ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA M*NtrX FOSFORILADA
COM CARBAMOIL FOSFATO A REGIAO PROMOTORA DO GENE narX

|
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Concentragdes crescentes de "NtrX fosforilada com Carbamoil Fosfato ("*'NtrX~P),
conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.8), foram incubadas com o
fragmento de 418 pb, correspondente a regido promotora do gene narX marcada com
[y** P] ATP, conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7). Linha 1: fragmento
de DNA contendo a regido promotora do gene narX marcado radioativamente; linhas
2, 4, 6, 8: promotor narX com concentragdes crescentes da proteina H'S'Ntr)(_~P; linhas
3, 5, 7, 9: promotor narX com concentragdes crescentes da proteina HiSNtrX. As
amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4,5% conforme
descrito em Materiais e Métodos (item 3.7). As setas indicam as linhas aonde foi
aplicada a proteina "' NtrX~P.
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4.3.2 Ensaios in vitro de ligagdo entre a regido promotora do gene narK71 e a

proteina ""NtrX de H. seropedicae

Em H. seropedicae o gene narK1 forma um operon com 0Os genes
narK1KnarGHJInasA e codifica para uma proteina transportadora de nitrato. A
proteina NarK1 & pertencente a familia das proteinas transportadoras
independentes de ATP, a superfamilia dos facilitadores principais (MFS)
(MARGER e SAIER, 1993). A regiao promotora do gene narK1 que foi utilizada
nos ensaios de interagao proteina-DNA possuia 711 pb.

A proteina ""NtrX também foi capaz de se ligar ao promotor do gene
narK1. Conforme pode ser verificado na figura 19, houve a formagao do
complexo proteina-DNA a medida que a concentracdo de proteina foi
aumentada.

Nos ensaios utilizando concentragdes crescentes de DNA homdlogo nao
marcado radioativamente, em que a concentracdo de DNA marcado e de
proteina foram mantidas constantes, podemos observar que na medida em que
a concentracdo de DNA nao marcado foi sendo aumentada, ocorreu um
deslocamento do equilibrio do DNA marcado pelo ndo marcado, o que pode ser
visto com o aumento da intensidade da banda correspondente ao DNA
marcado livre (Figura 20).

A proteina fosforilada ("*NtrX~P) foi capaz de se ligar a regido
promotora de narK1 a partir da concentracéo de 0,3 umol/L de "'NtrX~P, ou
seja, para o inicio da formacao do complexo-DNA foi necessaria uma menor
concentracdo de proteina M"NtrX~P, quando comparada com a proteina ndo

fosforilada que foi de 0,5 pmol/L (Figura 21).
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Figura 19 - ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA H"SNtrXx A REGIAO
PROMOTORA DO GENE narK1
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Concentragdes crescentes de "'NtrX foram incubadas com o frag;mento de 724 pb,
correspondente a regido promotora do gene narK1 marcada com [y>2 P] ATP, conforme
descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7). Linha 1: fragmento de DNA contendo a
regido promotora do gene narK71 marcado radioativamente; Linhas 2-10: promotor
narK1 com concentracdes crescentes da proteina "SNtrX. As amostras foram
analisadas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4,5% conforme descrito em
Materiais e Métodos (item 3.7).
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Figura 20 - ENSAIO DE LIGACAO DE "*NtrX A REGIAO PROMOTORA DE
narK1 NA PRESENCA DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE DNA
HOMOLOGO NAO MARCADO
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O fragmento de 724 pb, correspondente a regidao promotora do gene narK71 marcada
com [y* P] ATP, conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7) foi incubado
com 1,5 pmol/L de " NtrX e concentracdes crescentes de DNA homélogo ndo
marcado radioativamente. Linha 1: fragmento de DNA contendo a regi&o promotora do
gene narK1 marcado radioativamente; Linha 2: promotor narK1 com 1,5 pmol/L de ™
NtrX; Linhas 3-10: promotor narK1 com 1,5 umol/L de " NtrX e concentracdes
crescentes de DNA homologo ndo marcado. As amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante 4,5% conforme descrito em Materiais e Métodos (item
3.7).
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Figura 21- ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA "*NtrX FOSFORILADA
COM CARBAMOIL FOSFATO A REGIAO PROMOTORA DO GENE narK1
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<+— DNA-NtrX
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Concentracdes crescentes de "*NtrX fosforilada com Carbamoil Fosfato (" NtrX~P),
conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.8), foram incubadas com o
frazgmento de 724 pb, correspondente a regidao promotora do gene narK1 marcada com
[y** P] ATP, conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7). Linha 1: fragmento
de DNA contendo a regido promotora do gene narK1 marcado radioativamente; Linhas
2, 4, 6, 8. promotor narK1 com concentragdes crescentes da proteina H"'*'N.trX~P;
Linhas 3, 5, 7, 9: promotor narK1 com concentragbdes crescentes da proteina HISNtrX.
As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4,5%
conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.7). As setas indicam aonde foi
adicionada a proteina ""NtrX~P.
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4.4.3 Ensaios in vitro de ligagdo entre a regido promotora do gene narK e a

proteina ""NtrX de H. seropedicae

O gene narK de H. seropedicae, que codifica para uma proteina
transportadora transmembrana de nitrato/nitrito cujo transporte provavelmente
€ independente de ATP, esta a montante dos genes que codificam as proteinas
estruturais do complexo enzimatico da nitrito redutase, os genes nirBDC.

A proteina "'NtrX também foi capaz de se ligar a regiao promotora de
narK, como podemos observar na figura 22, na qual houve a formagao do
complexo proteina-DNA a medida que a concentracdo de "S'NtrX aumentou.
Este complexo é especifico, uma vez que a adicdo de concentragcbes
crescentes de DNA de timo bovino nao interferiram na interagao proteina-DNA
(Figura 23).

E na presenca de DNA homologo ndo marcado, houve um deslocamento
de equilibrio do DNA marcado pelo ndo marcado (Figura 24). A proteina
fosforilada (""NtrX~P) é capaz de se ligar a regido promotora de narK a partir

da concentragéo de 0,2 umol/L de "S'NtrX~P (Figura 25).

Figura 22 - ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA M*NtrX A REGIAO
PROMOTORA DO GENE narK
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Concentragdes crescentes de "*'NtrX foram incubadas com o fragmento de 332 pb,
correspondente a regido promotora do gene narK marcada com [y>* P] ATP, conforme
descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7). Linha 1: fragmento de DNA contendo a
regido promotora do gene narK marcado radioativamente; Linhas 2-10: promotor narK
com concentracdes crescentes da proteina " NtrX. As amostras foram analisadas em
gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4,5% conforme descrito em Materiais e
Métodos (item 3.7).
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Figura 23 - ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA HSNtrX A REGIAO
PROMOTORA DO GENE narK DE H. seropedicae, NA PRESENCA DE DNA
DE TIMO BOVINO
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O fragmento de 332 pb, correspondente a regidao promotora do gene narK marcada
com [y* P] ATP, conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7) foi incubado
com 1,5 pmol/L de " NtrX e concentragdes crescentes de DNA de Timo bovino. Linha
1: fragmento de DNA contendo a regido promotora do gene narK marcado
radioativamente; Linha 2: promotor narK com 1,5 pymol/L de HSNtrX: Linhas 3-9:
promotor narK com 1,5 umol/L de "™ NtrX e concentragbes crescentes de DNA de
Timo bovino. As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante
4,5% conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.7).
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Figura 24 - ENSAIO DE LIGACAO DE "*NtrX A REGIAO PROMOTORA DE
narK, NA PRESENCA DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE DNA
HOMOLOGO NAO MARCADO
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O fragmento de 332 pb, correspondente a regidao promotora do gene narK marcada
com [y* P] ATP, conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7) foi incubado
com 1,5 pmol/L de " NtrX e concentragdes crescentes de DNA homdlogo n&o
marcado radioativamente. Linha 1: fragmento de DNA contendo a regi&o promotora do
gene narK marcado radioativamente; Linha 2: promotor narK com 1,5 ymol/L de His-
NtrX; Linhas 3-10: promotor narK com 1,5 pmol/L de " NtrX e concentracdes
crescentes de DNA homologo ndo marcado. As amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida néo desnaturante 4,5% conforme descrito em Materiais e Métodos (item
3.7).
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Figura 25 - ENSAIO DE LIGACAO DA PROTEINA M*NtrX FOSFORILADA
COM CARBAMOIL FOSFATO A REGIAO PROMOTORA DO GENE narK
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Concentragdes crescentes de "NtrX fosforilada com Carbamoil Fosfato ("*NtrX~P),
conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.8), foram incubadas com o
fragmento de 332 pb, correspondente a regidao promotora do gene narK marcada com
[v** P] ATP, conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.4.7). Linha 1: fragmento
de DNA contendo a regido promotora do gene narK marcado radioativamente; Linhas
2-10: promotor narK com concentracdes crescentes da proteina "SNtrX~P. As
amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4,5% conforme
descrito em Materiais e Métodos (item 3.7).
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5 DISCUSSAO

A proteina NtrX € uma proteina reguladora de resposta que em H.
seropedicae € responsavel pela regulacdo dos genes envolvidos no
metabolismo de nitrato (ALVES, 2006). Analises da sequéncia de aminoacidos
de NitrX demonstraram que a proteina possui 0 aminoacido aspartato no
dominio regulador de resposta, o qual é conservado dentre as proteinas NtrX
de outros organismos. Este aminoacido é responsavel pela ativagdo da
proteina através da sua fosforilacdo. A proteina NtrX de H. seropedicae e de
outros organismos pertencentes a classe das [(-proteobactérias, ndo possuem
a regido central com o dominio AAA®, responsavel pela atividade ATPase
associada a atividades celulares, porém apresentam em sua regido C-terminal
o dominio HTH responsavel pela ligagdo ao DNA.

Em A. brasilense a proteina NtrX ao receber o grupamento fosfato do
seu par sensor NtrY, sofre uma mudanca conformacional expondo os dominios
AAA" e hélice-volta-hélice de ligagdo ao DNA. NtrX se liga ao DNA e interage
com a RNA polimerase holoenzima, para catalisar a formacdo do complexo
aberto através da energia da hidrolise do ATP, levando ao inicio da transcricdo
(ASSUMPCAOQ, 2002).

Ja em H. seropedicae a ativagao transcricional por NtrX provavelmente é
diferente do que ocorre em A. brasilense, uma vez que a proteina de H.
seropedicae possui apenas dois dominios, ndo apresentando o dominio AAA™.
A ligagcdo ao DNA pela NtrX provavelmente é similar a proteina NarlL, que
também possui apenas dois dominios, o regulador de resposta e o de ligagao
ao DNA. A proteina NarL ao se ligar ao DNA causa uma mudanga
conformacional no DNA da forma B para A, levando a formacao de complexo
aberto juntamente com outros fatores para que ocorra a transcricdo (MARIS et
al., 2002).

Ensaios de interagdo proteina-proteina com "S'NtrX de H. seropedicae,
utilizando glutaraldeido, demonstraram que ha presenca de formas diméricas e
monomeéricas da "'NtrX em solugdo. A formagao de oligbmeros é comum entre
as proteinas regulatérias de resposta, como por exemplo, as proteinas PhoP
de Salmonela enterica e NtrC de E. coli que formam dimeros ativos,

independentemente de fosforilagdo, capazes de ligarem ao DNA, de maneira
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que a proteina reguladora de resposta HiS"NitrX de H. seropedicae se assemelha
a essas proteinas quanto a caracteristica de formar dimeros mesmo sem estar
fosforilada (YANG, et al. 2004; PERRON-SAVARD, CRESCENZO e LE
MOUAL, 2005).

A proteina "SNtrX de H. seropedicae é capaz de se ligar a regido
promotora dos operons narXL, narK1KGHJInasA e narKnirBDC de forma
especifica, uma vez que concentracdes crescentes de DNA de timo bovino néo
interferiram na formacdao do complexo DNA-proteina. A formacdo deste
complexo DNA-proteina é independente de fosforilagdo da "S'NtrX, o que
ocorre também com a proteina NtrC de H. seropedicae, a qual é capaz de se
ligar a regidao promotora do gene g/inA independentemente de fosforilagdo
(TWERDOCHLIB et al., 2003).

A proteina "S"NtrX pode catalisar a sua prépria fosforilacdo, como ocorre
com outras proteinas reguladoras de resposta, por exemplo, CheY de E. coli
que se auto fosforila utilizando como fosfodoador o composto quimico
carbamoil fosfato (LUKAT et al., 1992).

Ensaios de interacdo proteina-DNA demonstraram que HISNitrX quando
fosforilada apresenta uma maior afinidade pelo DNA quando comparado com a
proteina nao fosforilada, no entanto esta afinidade ndo péde ser quantificada.
Este aumento da afinidade da proteina fosforilada pelo DNA, foi demonstrado
também entre a proteina OmpR~P e os sitios regulatérios ompF e ompC em E.
coli, que houve um aumento de afinidade em torno de 10 vezes (HEAD,
TARDY e KENNEY, 1998).

A capacidade da proteina ""NtrX nao fosforilada de se ligar ao DNA,
indica que o dominio HTH provavelmente esta exposto, possibilitando a ligagao
ao DNA. A sua fosforilagdo leva a uma mudanga conformacional da proteina
deixando mais exposto o dominio efetor (HTH) aumentando a afinidade da
proteina "S"NtrX~P pelo DNA.

A formacdo do complexo DNA-proteina entre "SNtrX e as regides
promotoras dos operons narXL, narK1 e narKnirBDCnasA, juntamente com os
dados obtidos por Alves (2006), que observou uma reducédo da expressao das
fusbes das regides promotoras de narX:lacZ e narK:lacZ foram reduzidas

quando na estirpe mutante ntrY de H. seropedicae, sugerem que a proteina
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reguladora de resposta NtrX esta envolvida na regulacdo da expressao de

narXL, narK1 e de narKnirBDCnasA em H. seropedicae.
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6 CONCLUSOES

v A expressdo da proteina recombinante "'NtrX a 20°C utilizando 0,5
mmol/L de IPTG aumentou a solubilidade da proteina de 6% e 4% para
47% e as modificagbes no processo de purificagdo aumentou a pureza

da proteina para 94%.

v A proteina "S'NtrX de H. seropedicae quando em solucdo, encontra-se

na forma monomeérica e dimérica;

v A proteina "SNtrX é capaz de ligar especificamente as regides
promotoras dos operons narXL, narKnirBDC e narK1KGHJI sendo essas

ligagdes independentes de fosforilagao;

v" Quando fosforilada com carbamoil fosfato a proteina "'NtrX, apresentou
um aumento da afinidade pelas regiées promotoras dos operons narXL,
narKnirBDC e narK1KGHJI.

v A proteina NtrX de H. seropedicae é capaz de regular a expressao dos

genes envolvidos no metabolismo de nitrato e nitrito neste organismo.
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