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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogénio da classe 3
das Proteobacteria, encontrada em associagdo com diferentes Poaceae, como
trigo, arroz, sorgo e cana-de-agicar. O genoma de H. seropedicae
(GENOPAR) possui trés genes homoélogos a fnr. As proteinas FNR sé&o
reguladores transcricionais que agem como sensores do estado redox
intracelular, regulando um grande nimero de genes em resposta a mudangas
nos niveis de O,. Neste trabalho, foram construidos sete mutantes por delecéo,
fnrl, fnr2, fnr3, fnrlfnr2, fnrlfnr3, fnr2fnr3 e fnrlfnr2fnr3. Estes mutantes foram
deficientes no crescimento sob condi¢gbes limitantes de oxigénio e o triplo
mutante foi menos resistente a NO,. Nenhuma evidéncia foi encontrada a
respeito do envolvimento de FNR na utilizagdo de ions amdénio ou nitrato como
fonte de nitrogénio. Resultados obtidos anteriormente mostraram que a
proteina NifA de H. seropedicae, responsavel pela ativagdo da expressdo dos
genes nif, é inativada em uma estirpe mutante de Escherichia coli no gene fnr.
Devido a esse resultado o possivel envolvimento de FNR na fixacao biologica
de nitrogénio de H. seropedicae foi investigado. Os resultados obtidos
mostraram que as proteinas FNR ndo s@o necessérias para a atividade da
nitrogenase. Experimentos de determinagdo da expressédo génica mostraram
que FNR reprime a expressao dos genes nifA e nifB de H. seropedicae, e
também do operon fixXNOQP. Experimentos realizados com fusdes entre 0s
genes fnrl, fnr2 e fnr3 com o gene repdrter lacZ mostraram que a expressao do
gene fnr2 é dependente das proteinas FNR e que a expressdo de fnr3 é
reprimida pelas outras proteinas FNR. Por fim, os resultados obtidos mostram
que as proteinas FNR de H. seropedicae n&o sdo essenciais a fixagdo
bioldgica de nitrogénio, mas podem estar envolvidas em um fino mecanismo de
regulagcdo da expressdo de genes requeridos para fixagdo de nitrogénio,
permitindo que estes genes sejam expressos quando as concentragbes de

oxigénio sdo 6timas para a fixag&o bioldgica de nitrogénio.

Palavras chave: H.seropedicae, FNR, fixa¢&o biolégica de nitrogénio.
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ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is a nitrogen fixing bacteria, belonging to B-class of
Proteobacteria, founded in association with different Poaceae, such as wheat,
rice, sorghum and sugar cane. The genome of H. seropedicae (GENOPAR) has
three fnr-like genes. FNR proteins are dual transcriptional regulators that act as
intracellular redox sensors regulating a wide range of genes in response to
changes in the Oy levels. In this work we constructed seven deletion mutants
fnrl, fnr2, fnr3, fnrlfnr2, fnrlfnr3, fnr2fnr3 and fnrlfnr2fnr3. These mutants were
defective in growth under oxygen limiting conditions, and the triple mutant was
also sensitive to NO,". No evidence was found about the involvement of FNR in
the utilization of ammonium ions or nitrate as nitrogen source. Previous results
showed that the H. seropedicae nif gene transcriptional activator NifA is inactive
in an fnr mutant strain of Escherichia coli. This result prompted us to investigate
the involvement of FNR in H. seropedicae nitrogen fixation. In H. seropedicae
none of fnr genes are required for nitrogenase activity. Gene expression
experiments in the mutant strains showed that FNR represses the expression of
both nifA and nifB in H. seropedicae and the fixNOQP operon is also repressed
by FNR. Experiments performed with fusions between fnrl, fnr2 and fnr3 genes
with lacZ reporter gene showed that fnr2 gene expression is dependent upon
FNR proteins and that the expression of fnr3 is repressed by other FNR
proteins. Finally, the results showed that FNR proteins of H. seropedicae are
not essential to biological nitrogen fixation, but may be involved in a fine-tunning
regulating mechanism of the expression of genes required for nitrogen fixation,
allowing these genes to be expressed only when oxygen concentrations are

optimal for biological nitrogen fixation.

Key-words: H.seropedicae, FNR, biological nitrogen fixation.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio é um elemento de grande importéncia, pois € componente
essencial das proteinas, &cidos nucléicos e outras biomoléculas fundamentais
a vida. Embora esteja presente em grande abundancia na atmosfera, em sua
forma gasosa (Nz) ndo pode ser utlizado pela maioria dos organismos
(HUBBEL e KIDDER, 2003). Apenas um pequeno grupo de procariotos,
denominados diazotrofos, sdo capazes de reduzir o N> a NHs, em um processo
denominado fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) (BURRIS, 1991; YOUNG,
1992; BRILL, 1977), e assim disponibilizar nitrogénio em sua forma reduzida
para utilizagdo por outros organismos.

Os organismos capazes de fixar nitrogénio, em associagdo com plantas,
podem ser benéficos a agricultura, aumentando lucros e diminuindo impactos
ambientais, pois sdo uma alternativa a utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados.
Estes encarecem a producgéo agricola, pois além de muito caros, cerca de 50%
do total aplicado é perdido pela acdo de chuvas, erosdo e da atividade
bacteriana (PEDROSA, 1987). Os fertilizantes nitrogenados ainda podem
causar diversos danos ambientais, como a emissao de 6xidos nitrosos toxicos,
a eutrofizacao de lagos e rios e a acidificagéo do solo (DIXON e KAHN, 2004).

Diversas bactérias fixadoras de nitrogénio colonizam o interior da planta,
podendo fixar o nitrogénio e transferi-lo diretamente para os tecidos vegetais.
Em cultivos de cana de acucar a fixac&o bioldgica de nitrogénio pode contribuir
com até 150 kg de nitrogénio fixado por ano por hectare de terra cultivada. No
Brasil, culturas de cana-de-acUcar tém sido cultivadas por séculos sem
necessidade de adicdo de grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados,
devido & contribuicdo da FBN (DOBEREINER et al.,2000).
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1.1 A Fixacao Biologica de Nitrogénio

A fixagcdo biolégica de nitrogénio é o processo de reducdo do N, a NHs
catalisado pelo complexo enziméatico da nitrogenase (BURRIS, 1991). A
reducédo de N, a NH3 pela nitrogenase requer grande quantidade de energia
obtida por hidrélise de MgATP a MgADP + Pi. A estequiometria da reagdo
catalisada pela nitrogenase é representada como segue: (BURRIS, 1991)

N, + 8H" + 16Mg.ATP + 88— 2NH;" + H, 16Mg.ADP + 16Pi

O complexo enziméatico da nitrogenase € formado por duas
metaloproteinas: a proteina ferro ou dinitrogenase redutase e a proteina
molibdénio-ferro ou dinitrogenase. A proteina ferro € um homodimero
constituido de duas subunidades gama idénticas com massa molecular entre
57 e 72 kDa, que séo codificadas pelo gene nifH, contendo um nucleo 4Fe-4S
ancorado entre as duas subunidades. A proteina molibdénio-ferro € uma
proteina tetramérica azB2, com massa molecular entre 200 e 250 kDa. A
subunidade a € codificada pelo gene nifD e a subunidade B é codificada pelo
gene nifK (ROBERTS et a 1978; KIM & REES, 1994). O tetramero a,f3,, contém
contendo 2 atomos de molibdénio e aproximadamente 33 4tomos de ferro. A
proteina molibdénio-ferro contém dois grupamentos metalosulfiricos: o
grupamento P [8Fe — 7S] e o grupamento Mo [7Fe: 9S] (SMITH, 2002). A
nitrogenase além do nitrogénio reduz uma variedade de substratos que contém
tripla ligagdo terminal carbono-carbono ou carbono-nitrogénio, como o
acetileno, acido cianidrico, 6xido nitroso, cianetos e isocianetos (EADY &
POSTGATE, 1974). Além dos genes estruturais nifHDK, a biossintese e
atividade da nitrogenase dependem de produtos codificados por outros genes
nif, essenciais para o transporte de elétrons, regulagdo da transcricdo e
maturacdo dos componentes da nitrogenase (MERRICK, 1992). Os genes nif
de H. seropedicae estdo organizados em wuma Unica regido de
aproximadamente 30 kb contendo os genes nifA e nifB contiguos (SOUZA et
al., 1991a) e o operon nifHDKENX (MACHADO et al., 1996; KLASSEN et al.,
1999), além de outros genes envolvidos na fixagdo de nitrogénio. A proteina
NifA é responsavel pela ativagdo da transcricdo dos genes nif (SOUZA et al.,
1991a).
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1.2 Herbaspirillum seropedicae

O género Herbaspirillum spp compreende membros da subclasse das 3
proteobactérias, que inclui, além de Herbaspirillum spp, outros géneros de
bactérias que vivem em associacdo com plantas, tais como o0s géneros
Azoarcus, Burkholderia ou Ralstonia. (SCHIMID, BALDANI & HARTMANN,
2006). O género Herbaspirillum inclui espécies, que através de analises
flogenéticas moleculares baseadas em 16S-rDNA, constituem um grupo
bastante relacionado dentro de [-Proteobacteria (SCHIMID, BALDANI &
HARTMANN, 2006). O género foi assim denominado por apresentar bactérias
em forma de espiral encontradas em associagdo com plantas herbaceas
(BALDANI et al., 1986). H. seropedicae, isolado em 1986 por BALDANI e
colaboradores na cidade de Seropédica, Rio de Janeiro, € a espécie mais
estudada de seu género, devido ao fato de ser um diazotrofo que promove o
crescimento de plantas, com grande potencial de aplicagdo como
biofertilizante. O estudo desse organismo tem sido focado no metabolismo do
nitrogénio, especialmente na organizagdo molecular e atividade dos genes
envolvidos na fixacdo de nitrogénio e na assimilagdo de aménio (SCHIMID,
BALDANI & HARTMANN, 2006).

H seropedicae é um diazotrofo endofitico encontrado no interior de
gramineas importantes na agricultura como trigo, milho, arroz, sorgo, cana de
acucar, algumas espécies de gramineas forrageiras e palmeiras oleaginosas
(BALDANI et al.,1986; BODDEY et al., 1995; PIMENTEL et al, 1991,
OLIVARES et al., 1996; JAMES et al., 1998). H. seropedicae é uma bactéria
gram-negativa, geralmente vibriéide, algumas vezes helicoidal e com muita
mobilidade. Apresenta 0,6 a 0,7 um de diametro e 1,5 a 5 um de comprimento,
podendo possuir de um a trés flagelos em um ou ambos os poélos da célula
(BALDANI et al., 1986). E um microrganismo capaz de fixar nitrogénio sob
condigdes microaerdbicas e em uma ampla faixa de pH (5,3 a 8,0) (BALDANI
et al., 1986).

Por meio de experimentos de inoculacdo em solo desprovido de raizes,
demonstrou-se que H.seropedicae é um organismo endofitico obrigatério.

Devido a essa caracteristica, em contraste com diazotrofos da rizosfera que
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competem com a microflora do solo por fontes de carbono, H.seropedicae vive
em um ambiente mais uniforme e protegido, o interior dos tecidos da planta, o
que pode explicar sua alta contribuicdo na fixacdo bioldégica do nitrogénio
(OLIVARES et al., 1996). Além de converter o nitrogénio atmosférico a aménio,
H. seropedicae € capaz de produzir promotores do crescimento vegetal como o
acido indolacético, giberilinas e citoquininas (REIS et al., 2000).

A inoculagéo de arroz com H. seropedicae leva a um aumento do peso
Uumido e seco das plantas (BALDANI et al., 1996). Outros estudos mostraram
que a estirpe de H. seropedicae (LR15) inoculada em arroz foi capaz de
colonizar a superficie das raizes e os tecidos internos, e causar um aumento da
biomassa radicular (RONCATO-MACCARI et al., 2003).

A historia de alguns cultivares de cana-de-acucar no Brasil revela que
existem areas em que esta atividade tem sido realizada por mais de cem anos
sem adubacéo nitrogenada. Sendo assim, uma contribuicdo potencial para o
metabolismo nitrogenado da planta é a fixagdo biolégica de nitrogénio por meio
da associacdo com enddfitos do género Herbaspirillum spp e
Gluconacetobacter diazotrophicus (DOBEREINER, 1992).

1.3 Regulacéo da Fixacéo Biolégica de Nitrogénio

O complexo enzimatico da nitrogenase pode ser controlado tanto a nivel
traducional quanto transcricional. A proteina NifA, sendo responsavel pela
ativagdo da transcricdo dos genes nif, esta envolvida no controle transcricional
da nitrogenase. Tanto a expressdo, quanto a atividade desta proteina séo
reguladas e o sistema de regulagdo geral de nitrogénio Ntr também esti
envolvido nesta regulagdo (SOUZA et al.,1999). Na regido promotora do gene
nifA de H. seropedicae foram encontrados sitios para ligacdo da prépria
proteina NifA e para a NtrC (SOUZA et al., 2000). Foram identificados ainda
uma sequiéncia homologa a seqiiéncia consenso “anaerobox” localizada apds o
inicio de tradugdo, e um sitio de ligagdo para a proteina IHF, localizado a
jusante do sitio de ligacdo para a proteina NtrC (SOUZA et al., 2000).

A expressdo do promotor nifA em H.seropedicae, assim como em

Klebsiella pneumoniae, ¢ dependente das proteinas NtrC e RpoN (cV)
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(WASSEM et al.,2000). Através de experimentos in vitro e in vivo demonstrou-
se que a ativacao do promotor nifA pela proteina NtrC é estimulada pelo fator
de integracdo do hospedeiro (IHF). Por outro lado, este mesmo fator prejudicou
a ativacdo do promotor nifA pela proteina NifA, indicando que, na ativagdo
deste promotor, o IHF atua positivamente na ativagdo dependente de NtrC e
negativamente na ativacdo por NifA (WASSEM et al.,, 2000; WASSEM et
al.,2002). Adicionalmente, o promotor do gene nifA é reprimido por nitrogénio
fixado, mas nao por oxigénio (SOUZA et al., 2000).

A proteina NifA pode ser dividida em trés dominios (Figura 1)
estruturalmente e funcionalmente distintos (MORRET & SEGOVIA, 1993).
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Figura 1 - Modelo esquematico dos dominios modulares, N-terminal, central e C-terminal,
da proteina NifA de H. seropedicae. Os motivos Walker A e Walker B, tipicos de ATPases,
0 motivo GAFTGA, assinatura das proteinas pertencentes a superfamilia AAA+, o
motivo conservado de cisteinas e o motivo hélice-volta-hélice (HTH) estdo assinalados

no esquema. (Monteiro 2001, com modifcacdes).

O dominio central, tipico dos membros da familia AAA+, liga ATP e é
flanqueado pelo C-terminal que contém um motivo hélice-volta-hélice, e pelo N-
terminal, com funcéo regulatéria (DIXON & KAHN, 2004). O dominio N-terminal
€ 0 menos conservado de todos, com um baixo grau de identidade (FISCHER,
1994). Esse dominio ndo é essencial para a atividade da proteina, tendo em
vista que a proteina NifA de H. seropedicae continua ativa quando este o
dominio é deletado (MONTEIRO et al.,, 1999a). Em H. seropedicae esse
dominio parece estar envolvido no controle da atividade da proteina NifA por

ions aménio, uma vez que quando deletado a NifA de H.seropedicae para de
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ser inibida por amoénia (SOUZA et al., 1999; MONTEIRO et al., 1999a). Os
dominios N-terminal e central sdo separados por uma pequena regido
interdominios, rica em residuos de glutamina, e por isso conhecida como Q-
linker (WOOTTON & DRUMMOND, 1989). O dominio central é bastante
conservado e possui em torno de 240 aminoacidos (FISCHER et al., 1988).
Esse dominio interage com ¢>* e hidrolisa ATP para que possa ocorrer a
formacdo do complexo aberto, sendo, portanto, o dominio da proteina NifA com
atividade catalitica (DRUMMOND et al., 1986; MORRET & SEGOVIA, 1993;
BERGER et al., 1995). O dominio C-terminal de todas as proteinas NifA
conhecidas até o momento possui um motivo hélice-volta-hélice de ligacdo ao
DNA bastante conservado (MORETT & SEGOVIA, 1993).

Em K. pneumoniae e Azotobacter vinelandii, os dominios C-terminal e
central sdo ligados diretamente, sem uma regido interdominios, enquanto que
em outras bactérias esses dominios séo ligados por um segmento contendo 30
a 50 residuos de amino&cidos, caracterizado por um motivo de quatro cisteinas
(Cys-X11-Cys-X19-Cys-X4-Cys) (FISCHER et al.,, 1988). A auséncia desse
motivo na proteina NifA de Bradyrhizobium japonicum levou a uma proteina
inativa, mostrando que esse motivo € essencial para a atividade da proteina
(FISCHER et al., 1988). Fischer e colaboradores também mostraram que o
espacamento entre essas cisteinas é importante para a atividade da proteina
NifA (FISCHER et al., 1988). Acredita-se que esse motivo ligue ions metélicos
e, com isso, seja capaz de sensoriar o nivel redox da célula, constituindo-se em
um sensor de oxigénio da proteina, mas o exato papel dele ainda néo foi
elucidado (FISCHER et al.,, 1988; SOUZA et al.,, 1999, MONTEIRO et al.,
2001).

1.4 A Familia Crp-Fnr dos Reguladores Transcricionais

A familia Crp-Fnr é uma classe geral de reguladores transcricionais
amplamente distribuida em Bacteria, cujas principais caracteristicas sdo:
possuir um motivo hélice-volta-hélice de ligacdo ao DNA presente na regido C-
terminal e um dominio de ligagdo a nucleotideo, similar ao da proteina CRP

(proteina receptora de AMPc), também chamada de CAP (proteina ativadora
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catabdlica), localizado na regido N-terminal da proteina (SHAW, RICE &
GUEST, 1983) .

Devido ao sequenciamento de um grande numero de genomas
bacterianos, os integrantes desta familia de proteinas tém aumentado muito.
Sendo assim, a familia Crp-Fnr vem obtendo o status de um dos maiores
grupos de reguladores transcricionais, assim como as familias LysR, AraC e
Lacl (KORNER, SOFIA e ZUMFT, 2003).

Dentre os componentes dessa familia podemos encontrar proteinas que
regulam a expressao de fatores de viruléncia, enzimas de degradacéo de anéis
aromaticos, fatores importantes na fixacdo de nitrogénio, fotossintese e
também de varios tipos de respiragdo, entre outras. Desta forma os
reguladores da familia Crp-Fnr constituem um grupo de proteinas

funcionalmente bastante verséatil (Figura 2).
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Figura 2 — Visao geral dos sinais processados pelos reguladores da familia de proteinas
Crp-Fnr. Sinais destacados em caixas nao possuem evidéncia de interacdo direta com o
regulador indicado. Retirado de KORNER, SOFIA e ZUMFT, 2003.

O primeiro membro desta familia foi a proteina CRP (proteina aceptora
de AMPc) também chamada de CAP (porteina ativadora catabdlica). Esta
proteina representa o paradigma de um regulador transcricional. A forma
relativamente simples de ativacdo de seus genes alvo fez da CRP objeto de
intenso estudo estrutural, genético e bioquimico (KOLB et al, 1993; SCHULTZ
et al, 1991 e BUSBY, S. & EBRIGHT, R.H.,1999) .
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De acordo com afiliacdes filogenéticas os reguladores da familia Crp-
Fnr sdo agrupados nos ramos ArcR,CooA, CprK, Crp, Dnr, FixK, Flp, Fnr, FnrN,
MalR,NnrR, NtcA, PrfA, and YeiL (Figura 3).

NtcA

Figura 3 — Arvore filogenética representando os principais ramos da familia de proteinas
Crp-Fnr. Ramos representados por uma letra mailscula sdo constituidos por proteinas
gue nao foram caracterizadas fisiologicamente. Grupos representados por letras
mindsculas constituem linhagens isoladas. Retirado de KORNER, SOFIA e ZUMFT, 2003.

Esta arvore filogenética (Figura 3) pode representar um ponto de partida
para a busca de uma funcdo fisioldgica baseando-se em homologia de
sequéncia. Porém é evidente que pode ndo haver uma uniformidade fisiol6gica
dentro de um mesmo grupamento filogenético.

Destes grupos formados a partir de informag8es em nivel de sequéncia,
muitos ainda ndo possuem representantes com caracterizacéo fisiolégica. De
todos, considera-se que os grupos ArcR, Crp, FixK, Fnr, FnrN, NnrR, NtcA, e
0s grupos A e C sao formados por homologos altamente similares, e devido a
isso sdo considerados como grupamentos bem consolidados dentro da familia
Crp-Fnr. Muitas proteinas da familia Crp-Fnr tém nomes que néo refletem

propriamente o contexto filogenético em que estdo. Este parece ser o caso da
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proteina FixK; de B. japonicum, que a despeito de seu nome ndo esta no
grupamento FixK, mas sim no FnrN (KORNER, SOFIA e ZUMFT, 2003).

1.5 Envolvimento de proteinas da familia Crp-Fnr na Fixagdo Bioldgica de

Nitrogénio

Em 2003, Monteiro e colaboradores obtiveram resultados que indicaram
que a sensibilidade da proteina NifA N-truncada de H. seropedicae, ao
oxigénio, esté relacionada com a proteina FNR de E. coli. Na estirpe de E.coli
mutante para o gene fnr, a proteina NifA N-truncada néo foi capaz de ativar a
transcricdo do promotor nifH de H. seropedicae, tanto na presenga, quanto na
auséncia de oxigénio. Porém quando a estirpe mutante fnr foi complementada,
a proteina NifA N-truncada foi capaz de ativar a transcricdo deste promotor de
forma semelhante a estirpe selvagem. Também foi observado que houve 95%
de decréscimo na quantidade de NifA N-truncada na estirpe de E.coli mutante
fnr, em comparag@o com a estirpe selvagem. Este decréscimo parece ocorrer
devido a degradacao da proteina NifA (MONTEIRO et al., 2003).

Em K. pneumoniae, a proteina FNR é requerida na via que previne a
inibicdo da NifA pela NifL em condi¢do de anaerobiose. Na falta da proteina
FNR, a NifL, ndo recebe o sinal de anaerobiose, e inibe a NifA, mesmo em
condi¢cdes de limitacdo de oxigénio (GRABBE, KLOPPROGGE & SCHMITZ,
2001).

A proteina NifL € um regulador negativo dos genes nif, que inibe a
ativacao transcricional, inibindo a NifA em resposta a nitrogénio e/ou oxigénio.
A inibicdo da atividade na NifA, por meio da NifL, ocorre por meio de uma
interacdo direta proteina-proteina. (GOVANTES, ANDUJAR & SANTERO,
1998; HENDERSON, AUSTIN & DIXON, 1989; LEI, PULAKAT & GAVINI, 1999
; MONEY et al., 1999).

A proteina NifL de K. pneumoniae sob altos niveis de oxigénio, encontra-
se no citoplasma e esta com seu co-fator FAD oxidado em uma conformagéo
inibitéria. Ja em baixos niveis de oxigénio, encontra-se associada a uma
oxiredutase na membrana citoplasmatica. Esta oxiredutase liga a NifL e reduz o

co-fator FAD a FADH,, gerando uma alteragédo conformacional que diminui a
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afinidade de ligagdo a NifA (KLOPPROGGE et al, 2002; GRABBE &
SCHMITZ, 2003).

Grabbe e Schmitz (2003) propuseram que em K. pneumoniae, sob
condigdes anaerobias, FNR é um sensor primario de O,, que ativa a expressao
dos genes que codificam para as proteinas NADH ubiquinona redutase e a
formato desidrogenase N. Estas oxiredutases de membrana geram um pool de
quinonas reduzidas na membrana citoplasmética, que permite a transferéncia
de elétrons para o co-fator FAD da proteina NifL, reduzindo-a . Sendo assim, a
NifL em sua forma reduzida n&o inibe a proteina NifA (GRABBE & SCHMITZ ,
2003).

Ainda no grupamento Fnr dos reguladores da familia Crp-Fnr, a proteina
CydR de A. vinelandii regula a expressdao da citocromo d oxidase (operon
cydBD) que é um elemento essencial para o suprimento de energia para a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (KELLY et al, 1990) e também para a protecéo
da nitrogenase em relagéo ao oxigénio (Para revisdo a respeito veja POOLE &
HILL, 1997). A proteina CydR de A. vinelandii tem como caracteristica
marcante uma aumentada sensibilidade ao oxigénio em relagdo a Fnr de E. coli
e a sua expressdo méxima ocorre sob altos niveis de oxigénio (WU et al,
2000). CydR parece reprimir a expressédo da oxidase codificada pelo operon
cydBD, porém permite sua expressdo quando altas concentracdes de oxigénio
destroem o cluster Fe-S (WU et al, 2000). Uma citocromo d oxidase, codificada
por cydBD é também encontrada em E. coli, onde diferentemente de A.
vinelandii, é expressa a niveis maximos em baixas concentracdes de oxigénio.

Proteinas pertencentes ao grupo FnrN também estdo envolvidas na
fixacdo bioldégica de nitrogénio. Estas proteinas também possuem um
grupamento [4Fe-4S], porém estes possuem um motivo de cisteinas
conservadas organizados em uma disposi¢cao diferente do motivo do grupo Fnr
(KORNER, SOFIA & ZUMFT, 2003). Reguladores do grupo FnrN sdo
elementos chave na expressdo de vias respiratdrias em rizobios simbiontes.
Estes organismos vivem em um ambiente com limitacbes nos niveis de
oxigénio e também tem que lidar com um grande requerimento energético para
a reacgdo da nitrogenase. Para isso estes organismos expressam uma oxidase

do tipo citocromo cbb3, a qual possui uma afinidade muita alta pelo oxigénio.
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Esta oxidase é codificada pelo operon fixNOQP, essencial para a fixacao
bioldgica de nitrogénio (PREISIG, ANTHAMATTEN, & HENNECKE, 1993).

Mdltiplas proteinas do grupamento FnrN em um mesmo organismo,
podem estar envolvidas em circuitos regulatérios muito complexos. Este parece
ser 0 caso da relagdo regulatéria encontrada entre duas proteinas FnrN e uma
proteina FixK, presente em Rhizobium etli (Figura 4). Neste organismo ha a
presenca de genes codificando membros da familia Crp-Fnr distribuidos no
cromossomo (fnrNchr), no plasmideo simbiético (fnrNd), e também no
plasmideo criptico (fixKf). fixKf e fnrNchr estdo sob o controle de um sistema
oxigénio-sensitivo, o sistema de dois componentes fixLJ (LOPEZ et al, 2001).

A funcéo principal de FixKf, parece ser o controle da expressao do
operon fixNOQP presente no plasmideo criptico, enquanto FnrNchr e FnrNd
atuam em um operon paralogo presente no plasmideo simbiético (LOPEZ et al,
2001).
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Figura 4. Interacdo entre reguladores Crp-Fnr na expressdo do sistema respiratdrio em
R. etli. chr, localizado no cromossomo; d, localizado no plasmideo simbiético; f,
localizado no plasmideo criptico; + e -, funcbes ativadoras e repressoras,
respectivamente. Retirado de LOPEZ et al, 2001.
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Um mecanismo igualmente complexo, de interagdo entre FnrN e FixK,
parece estar presente em Rhizobium leguminosarum UPM791 Esta bactéria
tem duas copias do gene fnrN localizadas no cromossomo e no plasmideo
simbidtico, respectivamente. FnrN controla a fixagdo biol6gica de nitrogénio
atraveés da ativacdo da expressdo do operon fixNOQP. Neste organismo, FnrN
também regula a expressdo de genes para a utilizacdo de hidrogénio (operon
hypBFCDEX) (GUTIERREZ, et al, 1997).

Os dois reguladores FnrN de R. leguminosarum UPM791 s&o cerca de
87,5% idénticos e somente a inativagdo dos dois genes fnrN resulta em um
fenotipo defectivo no metabolismo de nitrogénio. O fenodtipo Fix- neste
organismo é devido ao controle exercido por FnrN na expresséo dos genes que
codificam para a oxidase de alta afinidade (GUTIERREZ, et al, 1997). A
regulacdo destes genes em R. leguminosarum UPM791 é dependente de um
circuito de interagéo de regulacdo positiva e negativa (COLOMBO et al, 2000).

Proteinas do grupo FixK sdo essenciais para a fixacdo de nitrogénio
durante a simbiose, sendo sua principal fungdo, a ativagéo da expressao de
uma oxidase microaerébica Fix-NOQP. Devido a isso, funcionalmente a
proteina FixK se parece a proteinas reguladoras do grupo FnrN, porém
filogeneticamente, formam um ramo separado do grupo FnrN (Figura 2, item
1.4). As proteinas do grupo FixK possuem uma distincdo estrutural bastante
clara em relag&o ao grupos Fnr e FnrN, pois ndo possuem na regido N-terminal
o motivo conservado para a ligagéo do grupamento [4Fe-4S]** que responde a
transicao entre os estados aerdbio e anaerabio.

A proteina FixK2 de Bradyrhizobium japonicum, pertencente ao
grupamento FixK, ndo monitora diretamente os niveis de oxigénio. Para tal
monitoramento, FixK2 possui um mecanismo de cooperagdo com outras
proteinas (FixL-FixJ) e assim tem um papel essencial na regulacdo
transcricional de um grande numero de genes requeridos para o crescimento
microaerdbio, anaerébio ou em simbiose (MESA et al, 2003 e NELLEN-
ANTHAMATTEN, et al 1998). FixK2 é componente de uma cascata regulatdria
formada juntamente com o sistema de dois componentes FixLJ. Nesta cascata
regulatoria, a hemoproteina FixL, se auto fosforila em resposta a baixos de
niveis de oxigénio (GILLES-GONZALES, et al 1991 e GONG, et al 1998). Apos
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sua autofosforialgdo, FixL transfere o grupamento fosfato para uma outra
proteina, FixJ, que finalmente em sua forma fosforilada, ativa a transcricédo do
gene fixK2. Em resumo, através do sistema de dois componentes FixLJ, a
proteina FixK2 distribui o sinal de baixo oxigénio intracelular, ativando varios
genes envolvidos no metabolismo microaerébio. O gene fixK2 é reprimido,
diretamente ou indiretamente, pelo seu préprio produto, a proteina FixK2
(NELLEN-ANTHAMATTEN, et al 1998).

Parte do controle exercido pelo circuito regulatorio FixLJ-FixK2 é a
ativacdo do gene fixK1, que apesar de seu nome é filogeneticamente mais
relacionada com o grupo FnrN, da famila Crp-Fnr. Ao contrério de FixK2, FixK1
possui um dominio conservado de cisteinas na regido N-terminal capaz de ligar
um grupamento [4Fe-4S]*".

A proteina FixK1 € parte um de circuito de regulagdo negativa do gene
nifA em S. meliloti e em B. japonicum (BOBIK, MEILHOC & BATUT, 2006;
MESA et al, 2008). Entre seus alvos, FixK1 ativa o gene fixT em S. meliloti,
cujo produto é responsavel pela inativacdo da proteina quinase sensora de
oxigénio FixL (GARNERONE, et al, 1999).

Em B. japonicum a proteina FixK1, cuja expresséo é ativada por FixK2,
ndo € requerida para a fixagdo bioldgica de nitrogénio (ANTHAMATTEN, et al
1992 e NELLEN-ANTHAMATTEN, et al 1998). A andlise do transcriptoma de
mutantes fixLJ, fixK2 e fixK1 de B. japonicum por Mesa e colaboradores em
2008 revelou que apenas 17 genes estdo sob o controle positivo de FixK1,
sendo que a maioria destes genes codificam para proteinas hipotéticas sem
funcéo definida. Surpreendentemente, neste mesmo trabalho, FixK1 revelou-se
como um regulador negativo de 47 genes, sendo que 46 destes genes, estéo
sob o controle positivo da proteina NifA (HAUSER, et al, 2007).
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1.6 A Proteina FNR

Os produtos dos trés genes fnr encontrados durante o sequenciamento
do genoma de H. seropedicae tém uma maior proximidade filogenética com o
grupamento Fnr descrito no item 1.4. Deste grupamento, a proteina FNR de E.
coli é a melhor caracterizada. O gene fnr, que codifica para a proteina FNR, foi
primeiramente isolado por John Guest e colaboradores, em meados da década
de 70, em um trabalho pioneiro de caracterizagdo de mutantes incapazes de
reduzir fumarato e nitrato (LAMBDEM & GUEST, 1976).

Devido a uma grande similaridade de seqiiéncia, a estrutura da proteina
FNR de E.coli, pode ser modelada sobre a da proteina CRP, do inglés, “cyclic
AMP receptor protein”, também conhecida como CAP, do inglés “catabolite
activator protein”, revelando uma grande semelhanca entre essas duas
proteinas (SCHULTZ, SHIELDS & STEITZ, 1991). Devido a grande
similiaridade estrutural entre CRP e FNR, estas proteinas foram as primeiras
constituintes da familia Crp-Fnr de reguladores transcricionais, (LI et al., 1998).

Em E. coli a proteina FNR age como um regulador transcricional que
responde ao estado redox intracelular, ativando genes cujos produtos est&o
envolvidos na respiragdo anaerdbica, ou reprimindo outros genes requeridos
para a respiragdo aerobica (UNDEN et al., 1995, BAUER et al., 1999). Dados
obtidos através de uma analise de microarranjos de DNA em E. coli K12,
revelaram que cerca de 297 unidades transcricionais sdo reguladas direta ou
indiretamente por FNR. Destas, 184 constituem operons. Se todos 0s genes
localizados em operons fossem considerados individualmente, o ndmero de
genes regulados por FNR e ou O, aumentaria para cerca de 465 (KANG et al.,
2005).

A FNR de E.coli possui em sua regidao N-terminal um motivo estrutural
composto por uma alfa hélice e oito folhas beta, que € o motivo sensor desta
proteina. Este € similar ao motivo de ligagdo a AMPc da proteina CRP, porém
os residuos de aminoacidos responsaveis pela ligagdo do AMPc ndo séo
conservados. Ao invés de monitorar estados fisiologicos na célula através da

ligagdo de AMPc, a proteina FNR é capaz de monitorar 0s niveis de oxigénio
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intracelular através da ligagdo de um grupamento Fe-S na regido N-terminal
(SHARROCKS, GREEN & GUEST,1990; SPIRO & GUEST, 1987)..

No dominio N-terminal, a estrutura de folhas beta é importante para a
atividade de FNR, tendo em vista que este dominio contém a Cys122, que
participa da formacdo de um grupamento Fe-S (KILEY & REZNIKOJ, 1991),
juntamente com mais trés residuos de cisteina Cys20, Cys23 e Cys29, também
localizados na regido N-terminal (SHARROCKS, GREEN & GUEST,1990;
SPIRO & GUEST, 1987). No dominio C-terminal, a proteina FNR, possui um
motivo hélice-volta-hélice de ligagéo sitio especifica ao DNA. Este motivo liga-
se a uma sequéncia simétrica TTGATNNNNATCAA muito similar a da proteina
CAP (WEBER & STEITZ, 1987).

Na proteina CAP, a ligagdo do AMPc, causa uma mudanca
conformacional que aumenta a especificidade de ligacdo ao DNA alvo (KOLB
et al., 1993), ja na proteina FNR, a reducdo do grupamento Fe-S aumenta a
habilidade de dimerizacdo da proteina, aumentando também a afinidade de
ligagéo sitio-especifica ao DNA alvo (LAZAZZERA et al., 1996; GREEN et al.,
1996; KHOROSHILOVA et al., 1995, 1997).

O alinhamento entre as sequiéncias de aminoacidos das proteinas FNRy,
FNR, e FNR3 com as sequéncias de aminoacidos da proteina FNR de E. coli
(Figura 5) mostra que todos os dominios modulares caracteristicos das
proteinas FNR, sdo encontrados nas proteinas homdlogas de H.seropedicae.
Ainda, pode-se inferir que assim como em E.coli, as proteinas FNR de H.
seropedicae devem monitorar os niveis de oxigénio intracelular, através da
ligagdo de um grupamento Fe-S, pois possuem os quatro residuos de cisteina

essenciais para a formacéo de tal grupamento.
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Figura 5 - Alinhamento entre as proteinas FNR;, FNR, e FNR; de H. seropedicae e a
proteina FNR de E. coli. O programa utilizado para o alinhamento foi o ClustalWw2
(THOMPSON et al 1994 e LARKIN et al, 2007). Os aminoéacidos idénticos estao indicados
com um asteristico (*), os aminoacidos com alta similaridade estédo indicados com dois
pontos (: ) e os aminoacidos com baixa similaridade estédo indicados com um ponto (.).
Na caixa em cinza escuro estd indicada a regido que contém os residuos de Cys (fonte
branca e maior) essenciais para a formacdo do grupamento [4Fe-4S]". Na caixa preta
esta indicado o dominio conservado semelhante ao dominio de ligacdo ao cAMP e na
caixa cinza claro o dominio hélice-volta-hélice de ligacdo ao DNA, caracteristicos das

proteinas da familia Crp-Fnr.

Evolutivamente, é possivel que tenha ocorrido a selecao de diferentes
residuos de aminoacidos em diferentes proteinas FNR de diversos organismos,
para gerar uma melhor adaptacdo as diferentes pressdes de O, presentes nos
diversos nichos ocupados por esses organismos. Esse parece ser o caso das
trés proteinas FNR de H.seropedicae, pois como demonstrado adiante nas
figuras 6 e 7, tais proteinas possuem diferentes residuos de aminoacidos em
posicdes que parecem afetar a sensibilidade de FNR ao oxigénio e também a

capacidade de dimerizagdo das mesmas.
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Pesquisadores ja demonstraram independentemente, que mutacdes
feitas nos residuos de Ser-24 (JERVIS et al., 2009) e Leu-28 (BATES et al,
2000) na proteina FNR de E. coli, levam a um aumento da resisténcia da FNR
a oxigénio. Dentre as trés proteinas FNR de H.seropedicae a FNR;, pode ser
menos sensivel ao Oy, pois além de ter uma isoleucina na posi¢do equivalente
a da serina 24, possui uma histidina na posigdo equivalente a histidina 28
(Figura 6).

FNR1 H.s
FNR2Z H.s
FNR3 H.s
FNR E.cC

e e o

Figura 6 — Alinhamento de parte da regido N-terminal contendo o motivo de cisteinas
conservadas, das trés proteinas FNR de H.seropedicae com a proteina FNR de E.coli. Na
sequéncia de E.coli e também na sequéncia da proteina FNR, de H. seropedicae
encontram-se destacadas em quadrados e circulos, respectivamente, aminoacidos que
estdo relacionados com a sensibilidade do cluster [4Fe-4S]*" ao oxigénio. Abaixo dos

guadrados estdo assinalados os numeros equivalentes a posi¢cao do aminoacido na FNR

de E. coli.

A troca da serina da posi¢do 24, por aminoacidos de cadeia volumosa,
parece proteger o cluster [4Fe-4S]** da oxidacé&o, sendo assim, estas proteinas
FNR mutantes parecem ser mais eficientes na ativacdo de um promotor FNR-
dependente, mesmo sob altos niveis de oxigénio (JERVIS et al., 2009). Ja a
substituicdo de um residuo de leucina da posicdo 28 por uma histidina aumenta
impressionantemente a resisténcia de FNRL28H de E. coli ao oxigénio,
fazendo com que a mesma seja ativa mesmo sob condi¢des aerdbias (BATES
et al, 2000). A presenca da histidina na posicdo 28 parece proteger o cluster
[4Fe-4S]**. A exposicdo da FNRL28H, purificada anaerobicamente, ao ar por
60 minutos, provocou uma diminuicdo de apenas 5% no espectro de absor¢éo
na regido de 409nm, correspondente a presenca de um cluster [4Fe-4S]**
(BATES et al, 2000). Este efeito minimo na mudanca do espectro de absorcao

na FNRL28H, em resposta ao oxigénio, contrasta muito com a FNR selvagem,
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tendo em vista que nesta, uma exposi¢cao ao ar de apenas 10 minutos, leva a
uma reducédo de 50% no espectro de absorbancia a 409nm.

Outra caracteristica estrutural na proteina FNR2 que pode sugerir que
esta seja ativa mesmo na presenca de oxigénio, é a substituicdo de um residuo
de aspartato por uma metionina (Figura 7), na regido da hélice de dimerizagéo,
na posicdo equivalente a 154 na FNR de E. coli. Neste organismo, a
substituicdo do aspartato por uma alanina (aminoacido com mesmas
propriedades que a metionina), faz com a FNRD154A tenha uma afinidade de
ligagdo ao DNA aumentada (LAZAZZERA, BATES & KILEY, 1993 ; BATES,
LAZAZZERA & KILEY, 1995). Isso se deve ao aumento da capacidade de
dimerizacdo de FNRD154A, mesmo na auséncia do cluster [4Fe-4S]**, ou seja
estas proteinas FNR mutantes possuiam uma capacidade aumentada de
dimerizagdo mesmo na presenca de oxigénio, pois as apoFNR mutantes
tinham uma capacidade de dimerizacdo semelhante a da FNR selvagem
contendo o cluster [4Fe-4S]** (LAZAZZERA, BATES & KILEY, 1993 ; BATES,
LAZAZZERA & KILEY, 1995).

FNR1 Hs EITSEQNVIM
FNR2 Hs EVTIMDOOSL
FNR3 Hs EISREQRVML

FNR Ec EIKGDQDMIL
R

Figura 7 — Alinhamento de parte da regido central onde se encontra a hélice de
dimerizacéo, das trés proteinas FNR de H.seropedicae com a proteina FNR de E.coli. Na
sequéncia de E.coli e também na sequéncia da proteina FNR, de H. seropedicae
encontram-se destacadas em quadrados e circulos, respectivamente, aminoacidos que
estao relacionados com o aumento da capacidade de dimerizacdo de FNR. Abaixo do

guadrado esta assinalado o niumero equivalente a posicdo do aminoacido na FNR de E.

coli.

A interconversao entre a forma ativa [4Fe-4S]** e a forma inativa [2Fe-
2S]* da proteina FNR é um processo reversivel (DIBDEN & GREEN, 2005). Na

auséncia de oxigénio, a proteina FNR torna-se ativa de modo dependente do
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gene isc (que codifica para uma proteina cisteina desulfurase) pela aquisi¢céo
de um cluster [4Fe-4S]** por mondmero (SCHWARTZ et al., 2000).

Investigagbes a cerca de como a reacgdo de interconversdo entre as
formas dos clusters ocorria, revelaram caracteristicas cinéticas consistentes
com uma primeira etapa de oxidacdo oxigénio-dependente do cluster [4Fe-
4S]**, seguida por uma etapa, mais lenta e oxigénio independente, de rearranjo
do cluster [3Fe-4S]** a um cluster [2Fe-2S]** (CRACK, GREEN & THONSOM,
2004; CRACK et al., 2007), derrubando a proposta de que a conversdo do
cluster ocorria em uma Unica etapa, como proposto por Sutton e colaboradores
em 2004 (Figura 8).

Hnllmel::fR Isc dependent FNR Recycling /
olo- FeS incorporation

Cataiase
“«———H,0,+0, +
~250M1 51
QD
[4Fe-4S]2*
_J 02
w to 0.06 s-' (chelator dependent)

Fe2 + [3Fe-4S]2*

Ferene

250 [2Fe-2S]%* qzs s
+
1 ? 252
[Fe(ll)Ferene,]* '%ﬁ—\/ Monomeric

+
Fe3* Apo-FNR

HPO, \ b
Fe(lll)PO, - \ 282

+

2Fe™*

Figura 8 — Representacdo esquematica da interconversdo entre as formas da proteina

FNR em resposta ao oxigénio. Adaptado de Crack et al 2008.

O primeiro passo na reacao de interconversao entre a proteina [4Fe-
4S]** FNR e a proteina [2Fe-2S]** FNR, é a oxidacdo de um elétron do cluster

pelo oxigénio, representado na equagéo abaixo:

[4Fe-4S]** +O, — [3Fe—4S]"* + Fe?* +0,”
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Diferentemente de ferredoxinas bacterianas, o cluster [3Fe—-4S]"* da
proteina FNR é termodinamicamente instavel. Esta instabilidade permite a
proteina completar a alteragdo conformacional em uma segunda etapa, que
ocorre espontaneamente e de maneira oxigénio independente, como

representado na equagéo abaixo:

[3Fe—4S]"* — [2Fe—2S]** + 257 + Fe**

A geracdo de um anion superdxido (O2) na primeira etapa da reacao
parece ser uma estratégia perigosa para um ativador transcricional,
considerando-se que o O, pode causar dano oxidativo ao DNA (IMLAY, 2002).

Porém, quando considerado como um regulador com a necessidade de
uma alta sensibilidade ao oxigénio, a reciclagem do superéxido/peréxido de
hidrogénio para a molécula sinal primaria (O2), constitui um mecanismo
importante de retroalimentacdo que amplifica a sensibilidade da proteina [4Fe-
4S]** FNR ao oxigénio (CRACK et al., 2007).
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1.7 Regulacéo dos niveis da proteina FNR em E. coli

O entendimento dos mecanismos que controlam os niveis da proteina
FNR é importante para o entendimento global de sua resposta ao O,. Esse
controle ocorre tanto a nivel transcricional quanto pdés-transcricional. Sob
condi¢cdes aerbbias de crescimento, os niveis de FNR sédo diminuidos através
de protedlise (DIBDEN & GREEN, 2005; METTERT & KILEY, 2005), enquanto
sob condigbes anaerdbias, FNR reprime a sua prépria transcricdo. (JONES &
GUNSALUS, 1987; PASCAL et al., 1986; REYES-RAMIREZ & SAWERS, 2006;
SAWERS, 2005; SPIRO & GUEST, 1987).

O mecanismo de protedlise de FNR é bem elucidado. A partir de estudos
que demonstraram a co-imunoprecipitagdo de FNR com uma variante da
protease CIpXP (FLYNN et al.,, 2003), sugeriu-se que FNR poderia ser
substrato de tal protease. Na proteina FNR foram encontradas duas
sequéncias semelhantes ao motivo de reconhecimento da protease ClpX
(residuos de aminoacidos 5-11 na regido N-terminal e residuos 249-250 na
regido C-terminal) (FLYNN et al., 2003). Flynn e colaboradores (2003),
demonstraram que ClpX liga-se diretamente a um peptideo correspondente a
11 residuos de amino&cidos da regido N-terminal de FNR.

Mettert e Kiley em 2005, demonstraram que sob condi¢des aerdbias de
crescimento, a degradacdo de FNR foi prejudicada em estirpes de E.coli clpX-
e clpP-. Porém, quando um plasmideo expressando somente ClpP foi
transformado na estirpe clpP-, a degradagdo de FNR foi restaurada aos niveis
da estirpe selvagem. Andlises por “western blot”, usando anticorpos anti-FNR,
demonstraram que os niveis totais da proteina FNR permaneceram estaveis na
estripe clpP-, porém diminuidos na estirpe clpP+. Juntos, estes resultados
indicaram que a protease ClpXP é responséavel pela degradagdo aumentada da
proteina FNR em células sob condi¢gbes aerdbicas de crescimento.

Para investigar se os residuos de aminoacidos 5-11 da regido N-
terminal e os residuos 249-250 da regido C-terminal sdo os sitios de
reconhecimento da proteina FNR para a protease ClpXP, mutantes FNR
contendo delecdes nesses sitios, respectivamente FNR-D5-11 e FNR-D249-

250 foram submetidas a experimentos de protedlise in vitro. Estes
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experimentos demonstraram que ao contrario da proteina FNR selvagem, as
proteinas mutantes FNR-D5-11 e FNR-D249-250 tiveram a degradagcdo por
ClpXP diminuida cerca de 17 e 6 vezes, respectivamente (METTERT &
KLILEY, 2005).

Em E.coli a expresséo de FNR é dependente de ¢’ (SHAW & GUEST,
1982). Estudos in vivo, usando fusdes fnr::lacZ, demonstraram que o promotor
fnr é reprimido, sob condi¢des anaerdbias, aproximadamente duas a trés vezes
de maneira FNR dependente. (JONES & GUNSALUS, 1987; PASCAL et al.,
1986; REYES-RAMIREZ & SAWERS, 2006; SAWERS, 2005; SPIRO &
GUEST, 1987). Ainda foi demonstrado que a repressdo da fuséo fnr::lacZ foi
aumentada quando o gene fnr foi expresso a partir de um plasmideo com
multiplas cépias (REYES-RAMIREZ & SAWERS, 2006; SPIRO & GUEST,
1987), sugerindo que a repressdo do gene fnr € limitada pelos niveis da
proteina FNR sob condi¢gBes anaerdbias.

Na regido promotora do gene fnr de E.coli, foram encontradas duas
sequéncias apresentando similaridade com o consenso de ligacdo a FNR
(TTGAT-N4-ATCAA) (GUEST et al.,, 1996) (Figura 9). O sitio upstream para
ligacdo de FNR (TTAAGN4-TTCAA) esté localizado a 103,5 pb em relacdo ao
sitio de inicio da transcrigdo, enquanto que o sitio downstream esté localizado
a 0,5 pb do sitio de inicio da transcrigcdo, sobrepondo-se a este sitio (GUEST et
al., 1996).

Por meio de abordagens in vitro e in vivo, Mettert e Kiley (2007)
investigaram se a ligacdo da proteina [4Fe-4S]-FNR aos sitios upstream e
downstream eram suficientes para a repressdo do promotor fnr em E.coli.
Através de dados de footprinting de DNA, estes autores demonstraram que o
sitio predito para ligacdo da proteina FNR, localizado na regido upstream do
promotor, parece nao ser um sitio de ligagéo a FNR.

A represséo do promotor fnr de E. coli parece ocorrer apenas devido a
ligagéo da proteina FNR ao sitio localizado na regido downstream do promotor,
porém o mecanismo pelo qual FNR previne a transcrigdo pela RNA polimerase
ndo é bem compreendido. Considerando-se a posi¢cdo do sitio downstream

para ligacdo da proteina FNR, a -0,5 pb do inicio da transcri¢do, sugeriu-se que
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FNR bloqueie a ligagdo da RNA polimerase ao promotor por meio de
impedimento estérico (METTERT & KILEY, 2007).

Os mesmos autores ainda sugeriram que sobreposto ao provavel sitio
upstream para FNR havia a presenca de um sitio de ligagcdo para IHF
(integration host factor) que aumenta a expresséao de fnr em E.coli (Figura 6).

5" -AAACAATTTGTGCCAGCTTGTTCACACTTTTA

TGTAARAGTTACCCTTAACAACTTAAGGGTTTTCAA
upstream site

117
ATAGATAGACATATATTTACATCTAATATCGGAAT

IHF -89

TCTCTGCTGTTAAGGTTTGCTTAGAC o

-35

CCCTAAAPAGAE AAAATIIGACAARTATCAATT

extended -10 -10 downstream site
-14 FNR
ACGGCTTGAGCAGACCTATGATCCCGGARRRA -3
= frar
+11 start

Figura 9 — Regido promotora do gene fnr de E. coli. Os nucleotideos -163 a +40 estdo
sendo demonstrados em relacao ao sitio de comecgo da transcricao (circulado). Os sitios
preditos de ligacdo para FNR localizados dowstream e upstream do promotor estao
grifados. O cédon de inicio do gene fnr também esta grifado e as regides -35 e -10 do
promotor estdo em uma caixa. Grifado em negrito estdo os sitios de protecéo por IHF (-
117 -89) ou FNR (-14_+11)da clivagem por DNasel. Adaptado de Mettert e Kiley, 2007.

O aumento da expressao de fnr, em resposta a IHF (METTERT &
KILEY, 2007), corrobora estudos prévios que indicaram que sequéncias de
DNA localizadas a montante da regido -41, em relagdo ao sitio de inicio da
transcricdo, eram importantes para a expressao maxima do gene fnr em E.coli
(SAWERS, 2005).

Somente IHF nédo altera a transcricgdo de fnr in vitro, sugerindo que
nestas condi¢des, o papel de IHF na ativagdo do promotor fnr, ou de um outro
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fator transcricional juntamente com IHF, tenha sido suprimido. Alternativamente
IHF pode ativar a transcricdo do promotor fnr, impedindo a repressao do
mesmo por outros fatores de transcricdo (METTERT & KILEY, 2007). Esse
parece ser o caso do promotor nir, no qual a ligagéo de IHF, no sitio de ligagdo
II, diminui a represséao do promotor nir, mediada pela ligagéo de IHF e FIS em
outros sitios (BROWNING, et al., 2002).

Em 2005, Shalel-Levanon e colaboradores, sugeriram a participacdo da
proteina ArcA na regulacdo da transcrigdo de fnr, pois resultados de RT-PCR
demonstraram que os niveis do transcrito fnr eram um pouco maiores em
estirpes de E.coli arcA- em relacdo a estirpe selvagem, sob condi¢cdes
microaerébicas. Para confirmar que FNR era mais ativa em uma estirpe arcA-
estes autores testaram o nivel de expressao do gene frdA (um gene ativado por
FNR e por isso utilizado em estudos da atividade de FNR, como por exemplo
em BECKER et al, 1996) em estirpes mutantes fnr e arcA. Os niveis de
expressdo do gene frdA foram menores na estirpe mutante fnr e também na
estirpe duplo mutante fnr arcA em comparagcdo com a estirpe selvagem. Em
contrapartida a expressao de frdA foi aumentada em um mutante simples arcA.
Este resultado indicou que realmente h&d um nivel maior da proteina FNR, na
sua forma ativa, na estirpe mutante arcA.

Apesar destas evidéncias, a participacdo da proteina ArcA na regulacdo
da transcricdo de fnr é ainda controversa. Isto porque o sitio para ligacdo de
ArcA no promotor de fnr ndo é conhecido e também porque Mettert e Kiley
(2007) demonstraram que a expressdo do promotor fnr em estripes arcA- era

semelhante a expresséo da estirpe selvagem.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Devido ao grande interesse na compreensdo dos mecanismos
moleculares que envolvem a regulagdo da fixagdo biologica de nitrogénio
(FBN) em H. seropedicae, e a evidéncias de que proteinas da familia Crp-Fnr
estdo relacionadas nesta regulagéo, esta dissertagdo teve como objetivo a
determinagéo do papel da proteina FNR na fixac&o biol6gica de nitrogénio em
H. seropedicae. Os objetivos especificos desta dissertacdo estdo descritos
abaixo:

= Construgcéo de estirpes mutantes de H. seropedicae nos genes
fnry, fnrz e fnrs, por delecéo;

» Determinagéo da atividade da nitrogenase nestes mutantes;

= Determinagcdo do efeito das mutacbes nos genes fnr de H.
seropedicae no padrdo de desrepressdo do promotor dos genes
nifB e nifA;

= Construcdo das fusdes transcricionais pfnri:lacZ, pfnro:lacz,
pfnrs::lacZ, pfixN::lacZ, phemN::lacZ e determinag&o do padréo de

expressédo destes genes em H. seropedicae;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Bactérias e Plasmideos

As estirpes de Escherichia coli que foram utilizadas estédo listadas na
tabela 1.
Tabela 1 — Estirpes de E. coli

Estirpe Caracteristica Referéncia
TOP 10 hsdR, mcrA, lacZAM15, recA INVITROGEN

o . SIMON, PRIEFFER e PUHLER,
S17.1 Sm*, Tra 1983

As estirpes de Herbaspirillum seropedicae que foram utilizadas estéo

listadas na tabela 2.

Tabela 2 — Estirpes de H. seropedicae

Estirpe Caracteristica Referéncia
SMR1 Estirpe parental, Sm®, Nif+ SOUZA et al., 2000
MBENR1 SMR1 contendo uma deleg&o de aproximadamente 250 Este trabalho
nucleotideos no gene fnrl
MBENR2 SMR1 contendo uma delec&o de aproximadamente 250 Este trabalho
nucleotideos no gene fnr2
MBENR3 SMR1 contendo uma delecéo de aproximadamente 250 Este trabalho
nucleotideos no gene fnr3
MBENR1/3 SMR1 contendo delegbes de aproximadamente 250 Este trabalho
nucleotideos nos genes fnrl e fnr3
MBENR2/1 SMR1 contendo dele¢6es de aproximadamente 250 Este trabalho
nucleotideos nos genes fnrl e fnr2
MBENR2/3 SMR1 contendo dele¢6es de aproximadamente 250 Este trabalho
nulceotideos nos genes fnr2 e fnr3
MBFENR2/3/1 SMR1 contendo dele¢6es de aproximadamente 250 Este trabalho

nucleotideos nos genes fnrl, fnr2 e fnr3
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Os plasmideos que foram utilizados estéo listados na tabela 3.

Tabela 3 — Plasmideos
Plasmideo Caracteristica Referéncia
R R TR SIMON, PRIEFFER
pSUP202 Cb™, Cm™, Tc", Mob e PUHLER, 1983
pMH1701 KmR, contém cassete nptl-sacR-sacB HYNES et al., 1989
pPW452 TcR, vetor fusdo transcricional com gene lacZ sem promotor WOODLEY, PAUL
TCR, vetor fusdo transcricional com gene lacZ, com sitio
pMP220 policlonagem do pPW452 invertido WOODLEY, PAUL
R . .
PEMS140 Tc", contendo o promotor Sg\?vinseznlfB de H. seropedicae em REGO et al, 2006
R . .
PRW1 Tc", contendo o promotor Sg\?vinseznlfA de H. seropedicae em WASSEM, 1999
R : = e
pTZ57RIT Amp"~, 3'-T p/ ligacdo de fraga_lr_n;ntos de DNA amplificados pela FERMENTAS
Contém 273 pb da regido a montante do gene fnrl mais 240 pb
PTZFNRIA da regido codificadora 5' ligado ao vetor pTZ57R/T Este trabalho
Contém 245 pb a jusante do gene fnrl mais 255 pb da regido
PTZFNR1B codificadora 3' ligado ao vetor pTZ57R/T Este trabalho
Contém 333 pb a montante do gene fnr2 mais 279 pb da regido
PTZFNR2A codificadora 5' ligado ao vetor pTZ57R/T Este trabalho
Contém 357 pb a jusante do gene fnr2 mais 273 pb da regido
PTZFNR28B codificadora 3' ligado ao vetor pTZ57R/T Este trabalho
Contém 315 pb a montante do gene fnr3 mais 255 pb da regido
PTZFNR3A codificadora 5' ligado ao vetor pTZ57R/T Este trabalho
Contém 315 pb a jusante do gene fnr3 mais 264 pb da regido
PTZFNR3B codificadora 3' ligado ao vetor pTZ57R/T Este trabalho
pTZENR1DEL Contém o fragmento Xho I.e Hind 11l do vetor pTZFNRlA ligado Este trabalho
ao pTZFNRLB, linearizado com as mesmas enzimas
DTZFNR2DEL Contém o fragmento Xho I.e Hind 111 do vetor pTZFNRZA ligado Este trabalho
ao pTZFNR2B, linearizado com as mesmas enzimas
DTZFNR3DEL Contém o fragmento Xho I.e Hind 111 do vetor pTZFNR3A ligado Este trabalho
ao pTZFNRS3B, linearizado com as mesmas enzimas
pMBB1D Co.ntem o fragmento Hmd III.e BamH | do vetor pTZFNRlDEL Este trabalho
ligado ao pSUP202, linearizado com as mesmas enzimas
pMBB2D Co.ntem o fragmento Hmd III.e BamH | do vetor pTZFNRZDEL Este trabalho
ligado ao pSUP202, linearizado com as mesmas enzimas
oMBB3D Co.ntem o fragmento Hmd III.e BamH | do vetor pTZFNR3DEL Este trabalho
ligado ao pSUP202, linearizado com as mesmas enzimas
MBB1D contendo o cassete nptl-sacR-sacB, derivado do vetor
p p
pMBB1DS pMH1701, ligado ao sitio BamH | Este trabalho

Continua na préxima pagina



pMBB2DS

pMBB3DS

pTZP1

pTZP2

pTZP3

pTZPFN

pTZPHN

PMPFNR1

PMPFNR2

PMPFNR3

PMPPFN

PMPPHN

pMBB2D contendo o cassete nptl-sacR-sacB, derivado do vetor
pMH1701, ligado ao sitio BamH |

pMBB3D contendo o cassete nptl-sacR-sacB, derivado do vetor
pMH1701, ligado ao sitio BamH |

Contém a regido promotora do gene fnrl ligado ao vetor
pTZ57RIT

Contém a regido promotora do gene fnr2 ligado ao vetor
pTZ57RIT

Contém a regido promotora do gene fnr3 ligado ao vetor
pTZ57RIT

Contém a regido promotora do gene fixN ligado ao vetor
pTZ57RIT

Contém a regido promotora do gene hemN ligado ao vetor
pTZ57RIT

Contém a regido promotora do gene fnrl, derivado do pTZP1,
ligado ao vetor pMP220 nos sitios Pst | e Bgl |l

Contém a regido promotora do gene fnr2, derivado do pTZP2,
ligado ao vetor pMP220 nos sitios Pst | e Bgl Il

Contém a regido promotora do gene fnr3, derivado do pTZP3,
ligado ao vetor pMP220 nos sitios Pst | e Bgl |l

Contém a regido promotora do gene fixN, derivado do pTZPFN,
ligado ao vetor pMP220 nos sitios Pst | e Bgl |l

Contém a regiao promotora do gene hemN, derivado do
pTZPHN, ligado ao vetor pMP220 nos sitios Pst | e Bgl Il
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Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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3.2 Meios de Cultura

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFb-malato

(KLASSEN et al, 1997), que tem sua composi¢ao apresentada na tabela 4.

Tabela 4 — Composi¢éo do meio NFb-malato

Elemento gramasl/litro
MgSO0, . 7H,0 2,0.10"
NaCl 1,0.10"
CaCl, 2,0.107?
Acido nitrilo-triacético 56.107
FeSO,. 7H.0 2,0.107?
Acido malico 5,0
Biotina 1,0.10%
Na, MoO,. 2H,0 2,0.10°
MnSQ, . H,0 2,35.10°
H;BO; 2,8.10°
CuSO; . 5H,0 8,0.10°
ZnS0, . 7H,0 2,4.10"

No momento do uso foram adicionados ao meio NFb-malato 50 mL/L ou
10mL/L de solucéo de fosfatos (159,4 g/L de KH,PO4e 17,8 g/L de K;HPO,).

Estes meios foram denominados respectivamente de NFbHP-malato e
NFbLP-malato. Como fonte de nitrogénio foi utilizado NH4Cl 20 mmol/L ou
gultamato de sdodio 0,5 ou 5 mmol/L. O meio NFbHP-malato com adicdo de
NH4Cl 20 mmol/L foi denominado NFbHPN-malato, j& os meios com a adi¢éo
de gultamato de sddio 0,5 ou 5 mmol/L foram chamados respectivamente de
NFbHPG, s-malato ou NFbHPGs-malato.
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As solugdes de fosfatos e cloreto de amonio foram esterilizadas por
autoclavacdo separadamente e adicionadas ao meio no momento do uso. Os
meios soOlido e semi-solido foram obtidos adicionando-se agar nas
concentragdes de 15 g/L e 1,5 g/L, ao meio liquido, respectivamente.

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB)
(SAMBROOK et al., 1989). Apos a transformagéo, as células de E. coli foram
recuperadas em meio SOC .

O meio LB (Luria Bertani) (SAMBROOK et al., 1989) tem a composi¢ao

listada na tabela 5.

Tabela 5 - Composic¢éo do meio LB (Luria Bertani)

Elemento gramas/litro
Extrato de levedura 5
Cloreto de sddio 10
Triptona 10

O meio solido LA foi obtido apés adigdo de 15¢g/L de agar ao meio LB.

O meio SOB (SAMBROOK et al., 1989) tem a composi¢cédo apresentada
na tabela 6. O meio SOC foi obtido ap6s a adi¢cdo de glucose 20mmol/L ao meio
SOB.

Tabela 6 — Composi¢céo do meio SOB

Elemento gramas/litro
Bacto triptona 20
Extrato de levedura 5
Cloreto de so6dio 0,5
Cloreto de potassio 0,186

Sulfato de magnésio 2,4
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3.3 Antibiéticos

A tabela 7 mostra as concentracdes e modo de preparo dos diferentes
antibiodticos utilizados para selecdo das estirpes bacterianas utilizadas neste
trabalho. Os antibidticos foram adicionados ao meio de cultura no momento do
uso. Para o preparo de placas com meio solido, este foi previamente fundido,
resfriado até uma temperatura de aproximadamente 50°C e entdo o0s
antibioticos foram adicionados antes da distribuicdo do meio em placas de

petri.

Tabela 7 — Relac&o dos antiboticos utilizados

Antibibtico Concentragéao Preparo Concgntragao
estoque final
Ampicilina 250 mg/mL Em H,0 destiladae 250 ug/mL*
esterilizagdo por filtracao
Acido Em NaOH 0,1N e 2
Nalidixico 10 mg/mL esterilizagdo por filtracao 5 ug/mL
i 500 pg/mL *
Canamicina 100 mg/mL Em H,0 destiladae Hg/m )
esterilizagdo por filtracao 50 pg/mL
. Etanol 95 30 pg/mL*
Cloranfenicol 30 mg/mL % 100 pg/mL>
Estreptomicina 80 mg/mL Enj.HZONdesquda € 80 pg/mL*?
esterilizagdo por filtracao
Tetraciclina 10 mg/mL Etanol 50% (v/v) 10 pg/mL*?

" Escherichia coli

% Herbaspirillum seropedicae
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3.4 Condigdes de Cultivo e Estoque dos Microorganismos

As culturas de H. seropedicae foram incubadas a 30°C em meio NFbHP-
Malato com diferentes concentragfes de glutamato ou com NH,Cl e também
com os antibiéticos necesséarios a sele¢do. As culturas cultivadas em meio
liquido foram incubadas em agitador rotatério a 120 rpm, em frascos de 25, 40
ou 60 mL, mantendo-se uma proporgao de 1/3 ou 1/4 entre o volume do meio de
cultura e o volume total do frasco. As culturas cultivadas em meio semi-sélido
foram incubadas em estufa a 30°C, em frascos de 10 mL, contendo 4 mL de
meio de cultura.

As culturas de E. coli foram incubadas a 37°C em meio LB na presenca
de antibidticos para a selecdo. As culturas cultivadas em meio liquido foram
incubadas em agitador rotatério a 180 rpm, em frascos de 25, 40 ou 60 mL,
mantendo-se uma proporgao de 1/3 ou 1/4 entre o volume do meio de cultura e
0 volume total do frasco.

Culturas estoque de E. coli foram mantidas em solug&o de glicerol 50% a
-20°C. J4 as culturas estoque de H. seropedicae foram mantidas a temperatura
ambiente em meio NFbHPN-Malato semi-sélido, contendo os antibi6ticos
adequados.

Nos experimentos de desrepressdo da nitrogenase, as células de H.
seropedicae foram crescidas durante a noite em meio NfbHPN-Malato liquido.
No dia seguinte as células foram coletadas por centrifugagdo em uma mini-
centrifuga do tipo minispin da Eppendorf® por 2 minutos a 5000 rpm, e entdo
ressuspensas em meio NFb-Malato contendo 5,0 mM de NH4Cl e 50mL/L de
solugéo de fosfatos. A densidade 6tica das culturas para o inicio do ensaio foi
ajustada para um valor entre 0,010 e 0,020. As suspensdes bacterianas assim
preparadas foram cultivadas a 30°C sob agitagédo de 120 rpm por até 24 horas,
sendo que aliquotas de 100 pL de células foram retiradas a cada duas horas

para determinagéo da atividade de (B-galactosidase.
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3.5 Crescimento e Determinagdo do Tempo de Geragcdo e da Taxa de

crescimento nas estirpes de Herbaspirillum seropedicae

As estirpes de interesse foram cultivadas basicamente como descrito no
item 3.4, em frascos de 40 mL contendo 5 mL de meio NFbHPN-Malato.
Também foram feitos cultivos usando 10mM de KNO3z como fonte de nitrogénio
ou também acrescendo-se ao meio NFbHPN-Malato concentra¢des variadas de
KNO,, como uma fonte geradora de espécies reativas de nitrogénio. Para
obtermos diferentes concentragdes de O na cultura bacteriana em crescimento,
cultivos foram feitos em frascos de 10mL com diferentes volumes de meio de
cultura e com atmosfera fechada (ou seja, em frascos selados com tampa de
borracha).

A densidade 6tica das culturas, para o inicio dos ensaios, foi ajustada
para 0,010 e o crescimento foi acompanhado de hora em hora por até 24 horas.
A cada hora, aliquotas de 200 uL das culturas em crescimento foram
transferidas para placas do tipo ELISA (Greiner Bio One) e entdo submetidas a
leitura de sua turbidez a um comprimento de onda de 595 nm em leitor de
microplacas (ELX 800 BIO-TEK Instruments).
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Os parametros cinéticos do crescimento foram calculados a partir das
equacbes (disponiveis em <http://www.studentsguide.in/microbiology/microbial-
nutrition-growth/mathematical-expression-of-growth.html> acesso em
21/06/2010) que seguem:

_log B, —log B,
B ilog 2

e (log,, N —log,yN,)x 2,303

=1,

Onde:
Noou B, nimero de organismos no tempo zero;
Nn ou B, nimero de organismos depois de n geracdes;
G é o tempo de geracao;
(n) taxa de crescimento bacteriano;
K constante da taxa de crescimento exponencial. Esta constante
€ reciproca ao tempo de geragéo (G), isto &, G = 1/K;
A taxa de crescimento (1) também foi calculada pela seguinte formula:
u=2303.a
Onde a é o coeficiente angular do gréfico seguinte, plotado tomando-se
o logio da densidade 6tica das culturas versus tempo de cultivo, nos pontos em

que o crescimento bacteriano € exponencial.

-0,4 - y=0,2591x-2,0287
R?=0,9938
0,6

-0,8 - + HS55MR1

'

Log;o D.Osys

12 -
1,4

-1,6 - Tempo (horas)
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3.6 Preparo de Células Termo-Competentes e Transformac&o Bacteriana

por Choque Térmico

As células foram preparadas de acordo com dois protocolos modificados
a partir dos trabalhos de Chung e colaboradores (1989) e também de Chung e
Miller (1993).

3.6.1 Preparo de células competentes utilizando MgCl, e CaCl.

Para o preparo, células de E. coli TOP10 ou S17.1 provenientes de uma
cultura saturada, previamente crescida em LB durante a noite, foram diluidas no
minimo 100 vezes em 200 mL de meio LB fresco em um frasco do tipo
erlenmeyer de 1L e cultivado a 30°C e 120 rpm por aproximadamente 4 horas

até que a cultura de células atinja uma D.Osgs entre = 0,2 — 0,4.

As células foram transferidas para 4 tubos falcon de 50 mL incubadas por
15 minutos em banho de gelo, coletadas por centrifugagéo (2.500 x g por 8
minutos, a 0°C) e o sedimento de células foi ressuspenso em 15 mL de uma
solucéo de MgCl, (100mM). Esta ressuspensao foi centrifugada (2.500 x g por 8
minutos, a 0°C), ressuspensa em 25 mL de uma solugdo de CaCl, (100mM) e
entdo incubadas por 30 minutos em banho de gelo.

ApOs esta incubacdo, as células foram coletadas a 2.500 x g por 8
minutos e a 0°C, todo o sobrenadante foi descartado e finalmente as células
foram ressuspensas em 200 pL de uma solugao de CaCl, (100mM) preparada
em Glicerol 50%. As células ressuspensas foram aliquotadas em volume de 100
ML em microtubos previamente gelados. Antes da utilizacdo, as células foram
congeladas a -80°C, mesma temperatura de armazenamento, por no minimo 30
minutos, devido a observacbes empiricas de aumento da eficiéncia de
transformagcdo quando se faz o congelamento imediato ap6s o término da

preparacao.
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3.6.2 Preparo de células competentes utilizando TSS “Transformation

and storage solution”

Para o preparo, células de E. coli TOP10 ou S17.1 provenientes de uma
cultura saturada crescida em LB durante a noite, foram diluidas no minimo 100
vezes em um volume de 5 a 10 mL, em frascos de 25 ou 40 mL,
respectivamente. Apds um periodo de cultivo de 2 a 3 horas, aliquotas de 1 mL
foram transferidas para microtubos de 1,5 mL, previamente gelados, coletadas
por centrifugacdo em centrifuga minispin Eppendorf® (13400 rpm 1 minuto,
temperatura ambiente) e entdo ressuspensas em 100 yL de TSS (LB contendo
10%PEG 6000, 50 mM MgCl, e 5%DMSO).

3.6.3 Protocolo para Transformag&o Bacteriana por Choque Térmico

Para a transformacao plasmideos integros ou ligag6es foram misturadas
a uma suspensao de 100uL de células competentes. Apds a incubacao por 30
minutos em banho de gelo, a mistura foi levada a banho-maria a 42°C por
1min30seg e depois incubada novamente em gelo por 2 minutos. Apds esse
choque térmico, as células foram recuperadas pela adigdo de 400uL de meio
SOC e incubagdo por uma hora em estufa a 37°C, no mesmo tubo de
transformagdo. Durante o periodo de recuperagdo as células foram
homogeneizadas por inversdo em intervalos de 10-15 minutos. Apds a
recuperacdo aproximadamente 250uL da suspensdo de células foram
plaqueados em meio LA contendo os antibidticos e indicadores para selecao de
clones convenientes a cada transformacgdo. Nos casos em que a marca de
resisténcia a antibiotico contido nos plasmideos era ampicilina, as células nao
foram recuperadas, somente ressuspensas em meio SOC e entdo diretamente

plagueadas.
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3.7 Transferéncia de Plasmideos por Conjugacéao

Os plasmideos recombinantes de interesse foram primeiramente
transformados em E. coli S17.1 (tra’). As estirpes de H. seropedicae (receptora)
e E. coli (doadora) foram cultivadas um dia antes da conjugacdo nos meios
NFbHPN-Malato e LB, respectivamente contendo os antibidticos para a selecao.
No dia da realizagdo da conjugacéo, as culturas saturadas foram utilizadas para
0 re-indculo das estirpes de interesse nos meios de cultura adequados sem
adicdo de antibioticos. Um volume de 75 pL das estirpes de H. seropedicae
(receptora) foram inoculadas em 2,5mL de NFbHPN-malato 3 horas antes do
inoculo de 25 pL da estirpe S17.1 de E. coli (doadora) em 2 mL de meio LB. Os
tempos de incubagdo, no dia da conjugacéo, das estirpes de H. seropedicae
(receptora) e E. coli (doadora) foram de, respectivamente, 6 e 3 horas nas
condigdes 6timas de crescimento.

Em seguida foram feitas misturas da cultura de H. seropedicae com
cultura de E. coli em duas proporgbes distintas. Em um microtubo foram
misturados 50 pL da cultura de H. seropedicae com 5 pL da cultura de E. coli, e
em outro 100 pL da cultura de H. seropedicae com 2 pL da cultura de E. coli. As
suspensdes de células de ambas misturas foram colocadas em pdlos distintos
na placa, como uma gota em meio LA/NFbHPN-malato (1:3) e incubadas a 30°C
por 24 horas. A massa de células foi raspada, ressuspensa em 1 mL de NFb-
malato e entdo 250uL foram plaqueados em meio NFbLP-malato sélido

contendo de 20 mmol/L de NH,4ClI e dos antibiéticos adequados.
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3.8 Purificacéo de Plasmideos em Pequena Escala

A purificagdo de plasmideos foi feita de acordo com o método de lise
alcalina (SAMBROOK et al., 1989). A cultura bacteriana, contendo o plasmideo
de interesse, foi coletada por centrifugacdo e entéo ressuspensa em 150uL de
GET (glucose 50 mmol/L, Tris.HCI 25 mmol/L pH 8.0 e EDTA 10 mmol/L). A lise
das células foi feita pela adicdo de 150pL da solugéo de lise (SDS 1% e NaOH
0,18 mol/L) e suave homogeneiza¢cdo por ndo mais do que 5 minutos até a
neutralizagdo da solugéo pela adicdo de 150pL de Kcaf (acetato de potassio
3mol/L pH 4,8 e &cido férmico 1,8mol/L) e incubacédo por 15 minutos no gelo. 2 a
3 uL de RNase PureLink (Invitrogen), ndo fervida, foram adicionados as células
em processo de lise, antes da neutralizacdo com Kcaf. Apos esse periodo, 0
DNA cromossomal, proteinas e fragmentos celulares, foram precipitados por
centrifugagdo por um tempo de 10 minutos. Entdo, o sobrenadante (cerca de
300 pL) foi coletado por decantacdo ou com auxilio de uma pipeta e tratado com
100ul de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). O sobrenadante foi coletado,
transferido para um novo tubo e o DNA plasmidial precipitado com a adi¢éo de 3
volumes de etanol 96%. Apds a homogeneizacdo vigorosa e centrifugacdo a
13400 rpm em centrifuga Minispin da Eppendorf por 30 minutos, o DNA
precipitado foi lavado com 1mL de etanol 70%, seco a vacuo ou a temperatura
ambiente, ressupenso em 30 pL de &gua ultrapura e estocado a -20°C.
Alternativamente a purificacdo de plasmideos foi feita utilizando-se o kit
QIAprep® Miniprep Kit (QIAGEN), no caso de plasmideos com baixo nimero de
copias (até 10 kb) ou quando deseja-se obter DNA com alto grau de pureza,
como por exemplo no caso de sua utilizagdo para reagdes de sequenciamento
ou preparo de vetores e fragmentos para a clonagem.

O rendimento e qualidade das purificagbes foram avaliados através da
aplicacdo de 1uL da purificacdo para andlise eletroforética em gel de agarose
1% em tampdo TBE 1X. A concentracdo foi estimada através da comparagéo
visual com um padrao de concentragdo (0,1ug/mL) do plasmideo pTZ57R
(PROMEGA).
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3.9 Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

A eletroforese de DNA foi feita em gel de agarose horizontal como
descrito por SAMBROOK e colaboradores (1989). Quando a eletroforese for
utilizada para a verificagdo de rendimento de purificagdes de DNA, de obtengéo
de amplificados por PCR, ou verificagdo de clonagens por meio de andlises de
restricdo o tamp&o utilizado serd o TBE 1X (Tris-borato 40 mmol/L e EDTA
1mmol/L pH 8,3).

No caso da eletroforese ter por objetivo a melhor separagao e resolugéo
de fragmentos de DNA com tamanhos muito aproximados, ou a recuperagao de
fragmentos de DNA do gel a eletroforese foi realizada em tampéo TAE 1X (Tris-
acetato 40 mmol/L e EDTA 1mmol/L pH 8,3). No ultimo caso citado, foi utilizado
gel de agarose de baixo ponto de fuséo 0.8% (“Low Melting Point” — LMP).

As amostras de DNA foram misturadas ao tamp&o de amostra Fsuds
(azul de bromofenol 0.8%, ficol 10%, xileno cianol 0.4%, SDS 1%, EDTA
1,8mmol/L, pH 8,0), na proporgao de 1uL de tampao para 5uL de amostra.

Apos a corrida eletroforética a 30-100V, o gel foi transferido para um
recipiente contendo solucdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL) e incubado por
cerca de 20 minutos. Apds a retirada do excesso de brometo de etideo em agua
corrente o gel foi visualizado sob luz ultravioleta (312 nm) em transiluminador
EC3 System — UVP Biolmaging Systems (UVP, Inc. Upland, CA-USA). O
registro das imagens foi feito em papel térmico Sony (Video printer
GraficUP860CE).
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3.10 Clivagem de DNA com Enzimas de Restricdo e Preparo dos Vetores e

Insertos para a Clonagem

A digestdo de DNA com enzimas de restricdo foi feita segundo as
recomendagbes  especificadas pelos fabricantes INVITROGEN ou
FERMENTAS. Os volumes de reacdo e quantidade de DNA utilizados foram
variados de acordo com a aplicacdo da restrigéo.

No caso da andlise de restricdo para a verificagdo/confirmacdo da
obtencdo de clones, as reacdes foram feitas em volume final de 10 pL,
utilizando-se de 3 a 5 pL (aproximadamente 0,1 a 0,3 yg) de DNA preparado
como descrito no item 3.8. Apds a incubacado durante a noite, todo o volume de
restricdo foi aplicado em gel de agarose para analise como descrito no Item 3.9.

A preparacdo dos vetores, bem como dos insertos para a clonagem foi
feita através da clivagem dos plasmideos de interesse com as enzimas de
restricdo adequadas, em uma reagdo com volume final de 100 yL, contendo de
30 a 60pL (aproximadamente 20 a 30 pg) do plasmideo preparado como
descrito no Iltem 3.8, e cerca de 10 unidades de enzima e incubagdo durante a
noite. Ao final do tempo de incubagdo, 1uL da reagdo foi analisado por
eletroforese para confirmagcdo da restricdo total. Todo o volume restante da
reacdo de restricdo (99uL) foi aplicado em gel de agarose para separacdo e
posterior recuperacdo dos fragmentos através da utilizagdo dos kits illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) ou Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (PROMEGA)

A porcentagem de recuperagédo de DNA a partir dos kits de purificagao foi
estimada visualmente em uma corrida eletroforética onde foram aplicados: 1uL
do vetor ou inserto antes da recuperagédo do DNA do gel, 1uL do vetor ou inserto
apoés a recuperacdo do DNA do gel com os kits citados e também um padréo de
corrida com concentragéo conhecida (1kb plus DNA ladder —- FERMENTAS).

Alternativamente os vetores para a clonagem foram defosfatizados, apés
a restricdo, utilizando a enzima fosfatase alcalina de camar&o (do inglés SAP-
“Shrimp Alkaline Phosphatase”), como indicado no manual do fabricante da
enzima (USB Corporation), antes da purificagdo do vetor linearizado utilizando

os kits de purificagéo supracitados.



54

3.11 Ligacéo de Fragmentos de DNA a Vetores

O vetor (linearizado) e o inserto, preparados como descrito no Item 3.10,
foram ligados numa razao molar de aproximadamente 1:1. O volume do sistema
de ligacao foi de 10 pL utilizando o tampéo da T4 DNA ligase (FERMENTAS) na
concentragdo de 1X, juntamente com 0,2 a 0,5 U da enzima T4 DNA ligase
(FERMENTAS). O sistema de ligagao foi incubado a aproximadamente 20°C
durante a noite ou a 37°C por uma hora. No caso da incubagéo a 37°C, metade
do volume final de enzima foi adicionado ao tubo de reagdo na primeira meia-

hora de reacgéo, e a outra metade, adicionada na segunda meia-hora de reacéo.

3.12 Sequenciamento de DNA

O DNA dupla fita para sequenciamento foi obtido basicamente como
descrito no Item 3.8. A reagdo de sequenciamento foi feita utilizando
dideoxinucleotideos terminadores de cadeia marcados com fluoréforos
(SANGER, NICKLEN & COULSON, 1977). Nesta reagao foram utilizados
aproximadamente 300 a 400 ng do DNA purificado (Item 3.8), 2 pmols do primer
apropriado e 4,0 pL de mistura para sequenciamento Sequencing Reagent
Premix (DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, GE Healthcare
Biosciences). O volume final da reacéo foi de 10 yL. A reagéo foi feita utilizando
o termociclador Mastercycler Gradient da Eppendorf, sendo utilizado um
programa de dois ou de trés passos, dependendo da temperatura de fusdo do
primer utilizado. No caso dos primers reverso e universal, onde a temperatura
de fuséo é igual a 60°C foi utilizado um ciclo de desnaturacdo a 95°C e um outro
ciclo onde anelamento e extensdo a 60°C. Ja para outros primers, com
temperatura de fusédo diferente de 60°C o ciclo de anelamento foi separado do
ciclo de extenséo.

O produto da reacdo de sequenciamento, acrescido de 10pL de agua
ultrapura, foi precipitado através da adicdo de 2uL de Acetato de Aménio
7,5moL/L, 60uL de etanol absoluto e centrifugacdo a temperatura ambiente a
13.000 rpm por 30 minutos. O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a

vacuo ou a temperatura ambiente protegido da luz e entédo dissolvido em 4 pL
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de Formamide Loading Dye (Applied Biosystems), desnaturado por 2 minutos a
96°C e submetido a eletroforese em um sequenciador automatico de DNA da
ABI-PRISM 377 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas no formato FASTA
foram submetidas a analise no banco de dados do NCBI

(<http://ww.ncbi.nlm.nih.gov/>).

3.13 Amplificagcéo de Fragmentos de DNA por PCR

As amplificagdes dos fragmentos dos genes fnrl, fnr2 e fnr3 de H.
seropedicae foram feitas pelo método de reacdo em cadeia da polimerase, do
inglés, “Polimerase Chain Reaction”, ou PCR (MULLIS & FALOONA, 1987,
SAIKI, et al, 1988). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram
desenhados com base nas sequéncias dos genes de interesse disponibilizadas
pelo Programa GENOPAR. Antes da sintese quimica dos oligonucleotideos,
pelas empresas Invitrogen ou IDT (Integrated DNA Technologies), estes foram
analisados através das ferramentas do Programa OligoAnalyzer (OWCZARZY,
et al., 2008) disponiveis em:

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx (Acesso

em Junho/2009). Os oligonucleotideos sintetizados como descrito, estéo listados

na tabela 8.

Tabela 8 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢gdes de PCR

. . Sitio A , o N
Primer | Sentido Restric&o Sequéncia (5'-->3") Aplicacéo Referéncia
1dA+ F Hind Il | TGCATCAAGCTTGTGTGGTA | Amplificar 273 pb a
montante do gene Este
fnrl mais 240 pb da trabalho
1dB+ F Xho! | GTGAACCTCGAGTCACGCTAC | Amplificar 245 pb a
jusante do gene fnrl Este
mais 255 pb da trabalho
1dB- R BamH | TCTTTTGGATCCTCAACCCG regido codificadora.
2dA+ F Hind Il | GGAACAAAGCTTTCAGCAGC | Amplificar 333 pba
montante do gene Este
GGTATGCTCGAGGGCAATCAC | fnr2 mais 279 pb da trabalho
2dA- R Xho | regido codificadora

Continua na préxima pagina



2dB+

2dB-

3dA+

3dA-

3dB+

3dB-

1pN

1pB

2pN

2pB

3pN

3pB

plP

plB

p2P

p2B

p3P

p3B

PFNP

PFNB

pHNP

pHNB

1F
1R

Xho |
BamH |
Hind 111

Xho |

Xho |
BamH |

Nde |
BamH |

Nde |
BamH |

Nde |
BamH |

Pst |

Bgl Il

Pst |

Bgl Il

Pst |

Bgl Il

Pst |

Bgl Il

Pst |

Bgl Il

Nenhum

Nenhum

AATGCCCTCGAGGAATTCTCG

AGGTTGGGATCCTGGTGGAAG

ACTGGAAAGCTTGGCCTATG

CTGGAAGGTCTCGAGATGGCC

ATGACGGCGCTCGAGAAGATG

GTATAGCCCGGATCCAGTTCG

CACTGCCATATGCTGACCGCG

ATCGCTGTTGGATCCTGACCG

GGAGCCCATATGAGCAAGTCC

TCAGCAGGATCCTTCGACTCA

TCCAACCCATATGTCCAGCCT

CCATTCTAAGGATCCTGGGGG

AGTTTCACTGCAGCGGAAGTTT

AGACCCAAGATCTGGCACAACT

AAATCGCACTGCAGTTCCGCTT

ACGATGCAAGATCTGCATGTC

AGATGCTGCAGTATGAATGGCT

CGAATGCTAGATCTTGGAAGC

TGGAAGCTGCAGATCTCCTCAT

ATTGGCGCAGATCTGTGTAGTT

TTAACATTGCTGCAGTTGGGCT

TCTTGTTCAAGATCTCGAGACT

ACCAGTTGTGCCTGCCCA
CTGCTTGCGGAACTTGGA
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Amplificar 357 pb a

jusante do gene fnr2 Este
mais 273 pb da trabalho

regido codificadora.

Amplificar 315 pb a
montante do gene Este
fnr3 mais 255 pb da trabalho
regido codificadora.

Amplificar 315 pb a
jusante do gene fnr3 Este

mais 264 pb da trabalho
regido codificadora.
Clonagem do gene Este
fnrl em vetor de trabalho
expressao
Clonagem do gene Este
fnr2 em vetor de
= trabalho
expressao
Clonagem do gene Este
fnr3 em vetor de
trabalho

expressao

Clonagem da regiédo

promotora do gene Este
fnrl em vetor de trabalho
fusdo com o lacZ

Clonagem da regiédo

promotora do gene Este
fnr2 em vetor de trabalho
fusdo com o lacZ

Clonagem da regiédo

promotora do gene Este
fnr3 em vetor de trabalho
fusdo com o lacZ

Clonagem da regiédo

promotora do gene Este
fixN em vetor de trabalho
fusdo com o lacZ

Clonagem da regiédo
promotora do gene Este

hemN em vetor de trabalho
fusdo com o lacZ
Confirmacéo de
clonagens e obtengdo | BATISTA,
dos mutantes M.B; 2008

Continua na préxima pagina
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2F F Nenhum CAATGACCTGAGTAAGCGT i 5
Confirmacao de ) BATISTA,
clonagens e obtencéo .
M.B; 2008
2R R Nenhum GAACTTGCTGATGAGGCG dos mutantes
3F F Nenhum TTCCACCCACAAGCATTC i 5
Confirmacao de ) BATISTA,
clonagens e obtencéo M.B: 2008
3R R | Nenhum | TGAAGTTGGTCAGCAGGC dos mutantes o

Nas reagOes de amplificagcdo foram utilizados de 0,2 a 0,5 U da enzima
Taq DNA polimerase (Fermentas), tampé&o para a Taq na concentragdo de 1X
no volume final de reacdo, 0,2 mol/lL de dNTPs, 0,1 a 1 pyM de cada
oligonucleotideo 1,5 a 4 mmol/L de MgCl, e aproximadamente 20 ng de DNA
molde em um volume final de reacgdo de 20 pl ou 50 pl. O DNA molde foi obtido
basicamente como descrito no item 3.8 ou a partir de culturas bacterianas
fervidas, para rompimento celular e exposicdo do DNA gendmico. Visando-se
otimizar as condigcbes de amplificacdo, as concentragbes dos reagentes bem
como os parametros da reagao foram variados. Ainda, para a otimizagéo de tais
condigdes, foram aplicadas variagcbes da técnica de PCR convencional, tais
como a “Hot Start PCR”, a “TouchDown PCR” de acordo com DIEFFENBACH e
DVEKSKER (1995), e também foram utilizados aditivos como DMSO,
polietilenoglicol, glicerol, betaina e também formamida (WINSHIP, 1989;
BACHMAN, LUKE e HUNSMANN, 1990; POMP e MADRANO, 1991; SMITH, et
al, 1990; WEISSENSTEINER e LANCHBURRY, 1996).

3.14 Determinagdo da Atividade da Nitrogenase

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo método de reducédo do
acetileno a etileno como descrito por Dilworth (1966) e Schollhorn & Burris
(1967), modifcado por Klassen e colaboradores (1997).

Os frascos com culturas em meio NFbHP-Malato semi-sélido foram
suplementados com 0,5 mmol/L de glutamato e vedados com rolhas de
borracha (suba-seal). Apés a vedacéo, foi injetado acetileno gasoso (10% do

volume da fase gasosa do frasco).
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A cultura foi entdo incubada a 30°C por 1 hora. Apds este periodo, uma
amostra de 0,5 mL, da fase gasosa dos frascos, foi coletada para analise do
etileno formado, em cromatografo Varian Star 3400 CX equipado com uma
coluna de Porapak N e detector de ionizacdo de chama. A temperatura da
coluna foi mantida em 120°C e do detector em 200°C. O gas de arraste utilizado
foi o nitrogénio super seco. Etileno padréo (100 ppm) foi fornecido pela White
Martins S.A.

Depois da coleta da fase gasosa dos frascos para a cromatografia, o
meio semi-sélido foi vigorosamente homogeneizado em vortex e entdo utilizado
para a realizac@o do ensaio de determinag&o da concentracdo de proteinas pelo
método descrito por Bradford (Item 3.16). A atividade da nitrogenase foi
expressa como nmol de etileno formado por minuto por miligrama de proteina da

cultura.
3.15 Determinagéo da Atividade de B-Galactosidase

A atividade de (B-galactosidase em H. seropedicae foi determinada de

acordo com MILLER (1992). As estirpes de H. seropedicae cultivadas por 16

horas em meio NFbHP-malato na presenga de 20 mmol/L de NH4Cl foram

coletadas por centrifugacao e ressuspensas em meio NFbHP-malato, contendo
5mM de NH4Cl numa D.Osgs nm de 0.2 e transferidas para frascos de 25 mL

Aliquotas de 100 pL das culturas foram coletadas e misturadas a 900 pL

de tampéo Z (Na;HPO,.7H,O 60 mmol/L, NaH,PO,4.7H,0O 40 mmol/L, KCI 10

mmol/L, MgSO4.7HZO 1 mmol/L, B-mercaptoetanol 50 mmol/L e SDS 0,0027%

pH 7,0) em microtubos de 2,0 mL. Cinglenta microlitos de cloroférmio foram
adicionados e entéo o sistema de reac¢do foi agitado em vortex por cerca de 30
segundos para lise das células. Esta mistura foi incubada por 10 minutos a
30°C, para equilibrio dos tubos e entéo a reacgéo foi iniciada pela adigcdo de 200
pL de ONPG (o-nitrofenil B-D-galactosideo; 4mg/mL preparado em tampéo Z
sem adic&o de B-mercaptoetanol 50 mmol/L e SDS 0,0027%). Apés incubacéo,
a reagdo foi interrompida pela adicdo de 500 pL de Na,COs 1mol/L.

Previamente a determinagdo da absorbancia do croméforo o-nitrofenol em 415
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nm, os tubos foram centrifugados por 10 minutos para retirada de “debris”

celulares.

3.16 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi feita utilizando-se o método descrito por
Bradford (1976). Este é um método colorimétrico que se baseia na ligacdo do
Comassie Brilhant Blue G-250 a proteina.

Para a dosagem, 50pL de cultura bacteriana, proveniente de meio semi-
sélido ou liquido, foram primeiramente lisadas, em placas do tipo ELISA, pela
adicdo de 50 pL de NaOH 0,2 mol/L e incubagdo por cerca de 2 horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo em vortex regulado para agitacdo em sua
intensidade minima. Depois deste tempo de incubag&o, 30 pL do produto de
lise foi transferido para pogos de uma placa de ELISA (Greiner Bio One) onde
foi entdo adicionado um volume de 170uL de reativo de Bradford, preparado
com algumas modificagbes em relagdo a referéncia original que descreve a
técnica. Para preparacdo de um litro de Reativo de Bradford 100mg de
Comassie Brilhant Blue G-250, foram dissolvidos em 40 mL de metanol
(J.T.Baeker) e entdo 120 mL de acido fosforico 85% (m/v) foi adicionado. O
volume da solugéo foi completado para um litro, adicionando-se agua ultrapura.
Antes do uso a solucéo foi filtrada em membrana de papel de 28uM (J.Prolab).

Apos a adicdo do reativo de Bradford as amostras, a absorbancia a 595
nm foi determinada em um leitor de microplacas (ELX 800 BIO-TEK
Instruments). Cada ensaio de determinagdo da concentracdo de proteinas foi
realizado em duplicata e a curva padréao foi feita utilizando-se BSA (albumina
de soro bovina) em diferentes concentragdes (0,6pug/uL - 20 pg/uL) preparada

com o mesmo tamp&o das proteinas a serem quantificadas.
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3.17 Estratégia para a mutagénese dos genes fnr de H. seropedicae

Visando a caracterizagdo do fenétipo fnr- em H. seropedicae, por meio
da perda da funcéo das proteinas codificadas por estes genes, foi realizada a
delecdo do dominio central das trés proteinas FNR como esquematizado na
figura 10. Neste dominio estdo inclusas regides importantes para o
funcionamento da proteina, como a hélice de dimerizagdo e uma das cisteinas

importantes para a ligacéo do cluster [4Fe-4S]*".

Cys Cluster Hélice de Dimerizagdo Ligacdo ao DNA

50 100 150 200 250
FNR1 Hs CTACGMHQLC LQDSEVCEIF LRMTRQDVGNYLGLTIESISRLISKFRKQGLLAVE
FNRZ_HS CRNCIVKEKHC LEDSQICELS LRMSRTIDIGLFLGLINESMSRLISKFRKAGLIDVS
nqg3_1-§3 CSACSMHQLC LEDSEVCEIP LRMTREEIGNYLGLAVESVSRLLTNFKKSGVIEVN
FNR Ec CQDCSISQLC LETSMVCEIF LTMTRGDIGNYLGLTVETISRLLGRFQKSGMLAVK
- - * s o Wy ¥ iz * oRak ek skkE: Krekkw: o kek Waas ok
] [

Y
Regido para Delec¢do

Figura 10 — Representacdo esquematica dos dominios das proteinas FNR, com indicacgao

da regiao deletada.

A estratégia de delecdo foi escolhida para realizagdo da mutagénese
dos genes fnry, fnr, e fnr; de H. seropedicae, pois favorece a construcdo de
mutantes duplos para os genes fnr (nas trés combinac¢des possiveis) e também
a construcdo do mutante para os trés genes fnr.

Regides a montante e a jusante (aproximadamente 300 pb) da regido
codificadora do genes fnr e um marcador de selecdo negativa foram
adicionados ao vetor empregado na mutagénese. A incluséo destas regioes,
teve como objetivo aumentar o grau de homologia entre o vetor construido e o
genoma de H. seropedicae, favorecendo desta forma a recombinacéo
homoéloga. J& o marcador de selecédo possibilitara o uso de uma pressao de
selecdo negativa para isolamento de transformantes que tenham integrado o
gene mutado em seu genoma e perdido o restante do vetor.

Um marcador de selecdo negativa bastante utilizado é o gene sacB

isolado de Bacillus subtilis por Philippe Gay e colaboradores em 1983. A



61

expressdo deste gene é letal para H. seropedicae na presenca de sacarose no
meio de cultura. A levano-sucrase codificada por este gene de B. subtilis,
catalisa a formagéo de polimeros de frutose no envelope celular que sdo em
seguida liberadas para o meio de cultura. Em bactérias gram-negativas onde o
envelope celular compreende uma membrana externa e um espaco
periplasmatico, a expressdo do gene sacB, na presenca de sacarose, leva ao
acumulo de polimeros de frutose no espaco periplasmético resultando na lise
da célula bacteriana (STEINMETZ et al., 1983).

O cassete contendo o gene sacB também inclui um gene de resisténcia
a canamicina (cassete nptl-sacR-sacB), e foi obtido a partir do vetor pMH1701
(HYNES et al., 1989). O gene de resisténcia a antibiotico auxilia na sele¢éo das
bactérias que tenham tido a integracdo do vetor ao DNA cromossomal.

Em resumo, depois da construcdo do vetor e transformacéo deste, as
estirpes bacterianas resistentes ao antibidtico foram selecionadas em placas
com meio adequado, porém, em um primeiro momento, sem sacarose.

Teoricamente dois eventos genéticos poderiam ter ocorrido:

1° Recombinagdo homdloga simples entre o gene deletado e o gene
selvagem, levando a inserc¢éo do vetor inteiro no I6cus génico alvo;

2° Recombinacéo inespecifica levando a insergdo do vetor inteiro em um
l6cus génico ndo homdlogo.

A ocorréncia do primeiro evento genético citado foi confirmada através
da detec¢do de duas copias do gene alvo em uma PCR, ou seja, uma coOpia
selvagem e outra copia deletada. ApoOs a identificacdo deste evento, a estirpe
isolada foi cultivada em meio contendo sacarose, para selecdo negativa das
estirpes em que o segundo evento de recombinacédo tenha ocorrido. De modo

geral a figura 11 ilustra a estratégia utilizada.
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montante fﬂf jusante
A H W Estirpe selvagem
=

pMEB1DS
Vetor Suicida

Mutante Intermedidrio
: 1° Evento
Recombinagio

fnr for
montante 9efetado jusante sacB-KmR ArmpR CmR mob montante selvagen Jusante
C e e — ﬂ —

Recombinagio

Mutante Final
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selvagem leletade .
’ x — [> —— w ——

Figura 11 — Representacdo esquematica da estratégia de substituicdo génica para

mutagénese dos genes fnr. O fragmento de DNA contendo o gene fnr deletado é
transferido do vetor para a regido homologa alvo no genoma de H. seropedicae. A
transferéncia ocorre em duas etapas, primeiramente o vetor inteiro integra-se a regiao
homologa alvo, durante o primeiro evento de recombinacdo. No segundo evento de
recombinacéo o vetor é eliminado , permanecendo apenas a copia deletada do gene fnr.
A recombinacdo homéloga é catalisada pela maquinaria de recombinacdo da célula

hospedeira.



63

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencdo dos plasmideos mutagénicos pMBB1DS, pMBB2DS e
pMBB3DS

Para a execucdo da estratégia mutagénica descrita no Item 3.17,
posteriormente a analise da regido gendmica de interesse, planejamento e
sintese dos oligonucleotideos indicados na Figura 9, iniciou-se as etapas de
clonagem e subclonagem para construcao dos plasmideos contendo as copias
deletadas dos trés genes fnr de H. seropedicae. Os fragmentos da regido A e a
regido B indicados na figura 9, apds amplificagdo por PCR, foram clonados no
vetor pTZ57R/T (FERMENTAS) dando origem aos plasmideos pTZfnrA e

pTZinrB, respectivamente, para cada gene fnr. (Figuras 12 e 13).

Xho | 1dB+ BamH |
1dA+
— *_’ A
¥ «— v «—
Hind Il 1dA- Xho | 1dB-
| Regido A | | Regido B |
T T
f f1(1G)
L) St BamH |
o
bla (ApR) (Lacz) A bla (ApR) (Lacz) Xho |
pTZfnrA __=Hind Il pTZfnrB

BamH |

(Lacz]

Hind Ill
Hind 11l

rep (pMB1) rep (pMB1)

Figura 12 — Esquema geral da regidao dos genes fnry, fnr, e fnrs; utilizadas para a
construcdo dos plasmideos contendo delegSes nestes genes. Os oligonucleotideos
sintetizados para a amplificacdo dos fragmentos indicados estdo representados por
setas, seguidas da denominacdo e dos sitios de restricdo inseridos em tais
oligonucleotideos. As regibes em preto e em cinza escuro correspondem a regiao
codificadora dos genes fnr, sendo a regido em cinza escuro correspondente a regido
central a ser deletada. A regido em cinza claro corresponde aos cerca de 300 pb a
montante e também a jusante da regido codificadora dos genes fnr. Sitios de restricdo de

interesse, no vetor e nos fragmentos, estédo indicados.
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A confrmagdo da clonagem e da orientagcdo dos insertos nos
plasmideos pTzZfnrA e pTZfnrB foi feita utilizando-se as enzimas Hindlll e
BamHI. Sitios de restricdo para essas enzimas estavam presentes tanto no
vetor (pTZ57R) quanto no inserto (Figura 12). A digesté@o do plasmideo pTZfnrA
com Hindlll, contendo o inserto fnrA na orientagdo correta, gera uma banda
Unica de aproximadamente 3300 pb. Ja para o plasmideo pTZfnrB, contendo o
inserto fnrB na orientacdo correta, a digestdo com BamHI gera duas bandas,
uma correspondente ao o inserto fnrB de aproximadamente 500 pb mais o
vetor pTZ57R de aproximadamente 2800 pb.

Apos a confirmacdo dos clones, o fragmento Xhol e Hindlll, de
aproximadamente 500 pb do vetor pTZfnrA, foi ligado ao plasmideo pTZfnrB,
linearizado com as mesmas enzimas, dando origem aos plasmideos
pTZinrlDEL, pTZfnr2DEL e pTZfnr3DEL como esquematizado na figura 13.

f1(1G) f1(16)
Xho | BamH I
7 > <

& ik " >Hindii  Fragmentos Xho Vetores pTzfnrp, = o000 (el Xhol
S Uacz . I/Hind 11l dos pTZfnr2B e pTZfnrB
Hind Il otores pTZfnrlA, pTZfnr3B (Lacz BamH |
pTZfnr2A e linearizados com Hind Il
rep (pMB1) pTZfnr3A Xho I/Hind 11l
rep (pMB1)

f1(16) £1(1G) f\
Xbal
bla (ApR) e bla (ApR) a2 B> X0l bia(apr) (1acz)

Xbal
pTZfnr1DEL 1 pTZfnr2DEL P pTZfnr3DEL 1
£ (Lacz)
Hind Il

(Lacz) Hind 1l

rep (pMB1)

rep (pMB1) rep (pMB1)

Figura 13 — Esquema da estratégia utilizada para obtencdo dos vetores contendo os
genes fnr deletados. Sitios de restricdo de interesse, no vetor e nos fragmentos, estao

indicados.

A obtencgé&o dos plasmideos pTZfnrlDEL, pTZfnr2DEL e pTZfnr3DEL foi

confirmada através da analise de restricio com as enzimas Xbal e Hindlll.



65

O perfil de restricdo dos plasmideos pTZfnrlDEL e pTZfnr3DEL continha
duas bandas, uma entre 2500 e 3000 pb correspondente ao vetor pTZ57R e
outra de aproximadamente 1000 pb correspondente aos genes fnrl e fnr3
deletados juntamente com as regides a montante e jusante. J& o padrédo de
restricdo do plasmideo pTZfnr2DEL mostrou trés bandas. Uma entre 2500 e
3000 pb correspondente ao vetor pTZ57R, uma proxima de 1000 pb
correspondente ao fragmento Xbal/Hindlll e outra entre 250 e 500 pb
correspondente ao fragmento Xbal/Xbal. As andlises de restricdo descritas

acima estao representadas na figura 14.

pTZinriDEL  pTZfr2DEL pT2fnr3DEL
i | |

f ]
1 2 3 4 5 6 7
) )
|
3000 pbe | -
- [
2500 ph €1 T T TS
1500 ph €—1
4
1000 pb <—1 ;
750 pb €t ¥
500 pb €—1
250 pb €

Figura 14 — Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% em TBE 1X, da andlise de
restricdo com as enzimas Xbal e Hindlll para confirmacdo da obtencao dos plasmideos
pTZfnrlDEL, pTZfnr2DEL e pTZfnr3DEL. Linha 1, 1 Kb ladder (Fermentas); linhas pares,

plasmideos integros; linhas impares, plasmideos digeridos enzimaticamente.

Apo6s o sequenciamento dos plasmideos pTZfnrlDEL, pTZfnr2DEL e
pTZfnr3DEL, para verificacdo da integridade de seus insertos, tais plasmideos
foram utilizados para a transferéncia da cépia deletada dos genes fnr para o
vetor suicida pSUP202. Os fragmentos BamHI e Hindlll provenientes dos
plasmideos pTZfnrlDEL, pTZfnr2DEL e pTZfnr3DEL, foram entdo subclonados
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no vetor pSUP202, linearizado com as mesmas enzimas. Assim obteve-se 0s
plasmideos pMBB1D, pMBB2D e pMBB3D. A figura 15 apresenta um esquema

desta subclonagem.

BamH |

Hind it

f1(1G)

bla (ApR) (az)§p__ BamHi

pTZfnrDEL l

pSUP202
7720 bp

Hind i

Vetor pSuUP202
linearizado com

Bamimné/

rep (pMB1) Ccm

Fragmente
BamH i/Hind ITi (70 Hind I
\ Bamkii
mob (Tc)
pMBB1D
Cm
Amp

Figura 15 — Esquema da estratégia utilizada para transferéncia dos fragmentos deletados
dos genes fnr do vetor derivado do pTZ57R para o vetor suicida pSUP202, dando origem
ao vetor pMBB1D, pMBB2D e pMBB3D. Sitios de restricdo de interesse nos vetores e nos

fragmentos estéo indicados.

A obtencdo dos plasmideos pMBB1D, pMBB2D e pMBB3D foi
confirmada através da andlise de restricdo com as enzimas Hindlll e BamHl,
representada na figura 16. Os perfis de restricdo dos plasmideos pMBB1D,
pMBB2D e pMBB3D, mostraram um padrdo de duas bandas, sendo a de
maior peso molecular equivalente ao vetor e a segunda, de menor peso
molecular, equivalente aos genes fnrl, fnr2 e fnr3 deletados mais as regides a

montante e jusante, respectivamente, incluidas no plasmideo (Figura 16).
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Figura 16 — Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% em TBE 1X, da restricdo com as
enzimas Hindlll (H) e BamHI (B) para analise e confirmacdo da subclonagem dos
fragmentos fnr deletados, retirado dos vetores pTZfnrlDEL, pTZfnr2DEL e pTZfnr3DEL,
no vetor pSUP202. Linha 1, 1 Kb Ladder (Axygen); linhas pares, plasmideos integros;

linhas impares, plasmideos tratados enzimaticamente.

Os plasmideos pMBB1D, pMBB2D e pMBB3D foram entéo linearizados
com a enzima BamHI e ligados ao cassete SacB-KmR, proveniente do vetor
pMH1701 (digerido com a mesma enzima) de acordo com o esquematizado na

figura 17, para dar origem aos plasmideos pMBB1DS, pMBB2DS e pMBB3DS.
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Figura 17 — Esquema da estratégia utilizada para transferéncia do cassete SacB-KmR
para os vetores pMBB1D, pMBB2D e pMBB3D, dando origem aos vetores pMBB1DS,
pMBB2DS e pMBB3DS. Sitios de restricdo de interesse nos vetores e nos fragmentos

estao indicados.

A obtencao dos plasmideos pMBB1DS, pMBB2DS e pMBB3DS também
foi confirmada através da andlise de restricdo com as enzimas Hindlll e BamH,
mostrada na figura 18. Os perfis de restricdo dos plasmideos pMBB1DS,
pMBB2DS e pMBB3DS correspondem, respectivamente, a soma dos perfis dos
plasmideos pMBB1D, pMBB2D e pMBB3D (Figura 17), mais o perfil de
restricdo do cassete SacB-Km® digerido com as mesmas enzimas (linha 2 da
figura 18).
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Figura 18 — Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% em TBE 1X, da restricdo com as
enzimas Hindlll e BamHI para analise e confirmacdo da subclonagem do cassete SacB-
KmR para os vetores pMBB1D, pMBB2D e pMBB3D, dando origem aos vetores
pMBB1DS, pMBB2DS e pMBB3DS. Linha 1, 1 Kb ladder (Axygen); Linha 2, SacB-Km®
tratado com as enzimas Hindlll e BamHI; linhas impares, plasmideos integros; linhas

pares (exceto 2), plasmideos tratados enzimaticamente.

Os plasmideos pMBB1DS, pMBB2DS e pMBB3DS foram transferidos
para H. seropedicae por conjugacdo para a construcdo das estirpes mutantes

nos trés genes fnr de H. seropedicae.
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4.2 Obtencdo de fusdes transcricionais das regides promotoras dos
genes fnry, fnry, fnrz, e dos operons fixNOQP e hemNHs_3206fixIS de H.

seropedicae

Visando-se a determinagdo do padrdo de expressdo dos genes fnr e
também a busca de um fendtipo para mutantes fnr foi realizada a construgéo
das fusbes transcricionais pfnri:ilacZ, pfnrp:lacZ, pfnrs:lacZ, pfixN:lacZ e
phemN::lacZ contendo as regides promotoras dos genes fnry, fnrz , fnrs, fixN e
hemN. Estas regibes promotoras foram amplificadas por PCR, utilizando-se
nucleotideos contendo os sitios de restricdo Pstl e Bglll, como esquematizado
na figura 16 e entdo clonadas no vetor pTZ57R/T (FERMENTAS) dando origem
aos plasmideos pTZ1, pTZ2, pTZ3, pTZFN e pTZHN.

Os fragmentos de DNA correspondentes as regides promotoras dos
genes fnry, fnry, fnrs, fixXN e hemN foram entdo subclonados no vetor de fusé&o
pMP220 nos sitios das enzimas Pstl e Bglll (Figura 19), dando origem aos
plasmideos pMP1, pMP2 , pMP3, pMPPFN e pMPPHN.

pip Bglll
o P
v Representagdo esquemdtica
e do gene frr (preto), incluinde
Pstl piB seu promotor [cinza), no

genomade H. seropedicoe

Clonagem do promotor do
gene far amplificado por PCR

no vetor pTZS7R/T
f1(1G)
Bglh
bla (ApR)
— pMP1 TeR
pTZ1 pstt Isolamento do promotor 11 kb
do gene far do vetor pTZ1,

com as enzimas Pst | e Bgl
i, e subclonagem no vetor
pMP220 digerido com as
mesmas enzimas

rep (pMB1)

lacz pfnr

Figura 19 — Esquema da estratégia utilizada para a clonagem das regides promotoras
dos genes fnr no vetor pTZ57R/T seguido de sua subclonagem no vetor pMP220, dando
origem aos plasmideos pMP1, pMP2, pMP3, pMPPFN e pMPPHN. Os oligonucleotideos
sintetizados para a amplificacdo dos fragmentos indicados estdo representados como
setas, juntamente com sua denominacdo. Os sitios de restricdo inseridos nos

oligonucleotideos estéo indicados.
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A obtencdo das fusdes da regido promotora dos genes fnry, fnrp, fnrs e
dos operons fixNOQP e hemNHs_3206fixlIS com o gene reporter lacZ foi
confirmada através de reagcbes de PCR, utilizando-se pares de
oligonucleotideos especificos para cada inserto (p1P/plB, p2P/p2B, p3P/p3B,
pFNP/pFNB e pHNP/pHNB, descritos no item 3.13) e também pares de
nucleotideos que anelam no vetor de fusdo transcricional cedidos pela Prof2
Roseli Wassem, denominados pmp220for (5”GCTCACCCCAAAAATGGCA3”) e
lacZrev (5”GCAAGGCGATTAAGTTGGGT3”). Os resultados das analises para a

confirmacédo da obtengéo das fusdes estido apresentados nas figuras 20 e 21.

PLR PLR PCR PCR FCR PLR
primars pmpFor/ primers plPf plB primers pmpFor/ primers p2P/ p2B primers pmpFor/ primers p3P/ p38
lacZRev facZRev lacZRev

l | | |
lome220 pmpp1 lptap220 pmpes bomp2zo prapp2ll pwip220 puppa lomip2zopmped bome22opmpps |

1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 1z 13
1000 pb € -
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500 ph €—— (] 4
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Figura 20 - Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% em TBE 1X, das rea¢cdes de PCR
para a confirmacdo da obtencdo das fusdes pfnri::lacZ, pfnryi:lacZ e pfnrz::lacZ. As
reacbes foram feitas utilizando como DNA molde os plasmideos pMP1, pMP2 e pMP3
diluidos em H,O na proporcédo de 1/10. Linhas: 1, 1 Kb Ladder (Fermentas); Linhas pares,
PCR controle utilizando como DNA molde o plasmideo pMP220; sendo que nas linhas 2,
6 e 10 foram utilizados os oligonucleotideos que anelam no vetor, ja nas linhas 4, 8, 12
foram utilizados os oligonucleotideos especificos para os insertos; Linhas impares, PCR
utilizando os plasmideos pMPL1 (linhas 3 e 5), pMP2 (linhas 7 e 9) e pMP3 (linhas 11 e 13).
Para facilitar a visualizacdo, os plasmideos usados como molde nas reagcBes de PCR,

bem como os pares de oligonucleotideos utilizados, estdo indicados acima das linhas.
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Figura 21 - Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% em TBE 1X, das rea¢cdes de PCR
realizadas para a confirmagdo da obtencdo da fusdo pfixN::lacZ (A) e da fuséo
phemN::lacZ (B). As reacdes foram feitas utilizando como DNA molde os plasmideos
pMPPFN (A) e pMPPHN (B) diluidos em H,0 na proporcao de 1/10. Linhasem AeB: 1, 1
Kb Ladder (Fermentas); Linhas pares, PCR controle utilizando-se como DNA molde o
plasmideo pMP220; sendo que nas linhas 2 em A e B foram utilizados oligonucleotideos
gue anelam no vetor, ja nas linhas 4 em A e B foram utilizados pares de
oligonucleotideos especificos para o inserto; Linhas impares, PCR utilizando-se o
plasmideo pMPPFN (linhas 3 e 5 em A) e o plasmideo pMPPHN (linhas 3 e 5 em B). Para
facilitar a visualizacdo, os plasmideos usados como molde nas reacdes de PCR, bem

como os pares de oligonucleotideos utilizados, estdo indicados acimadas linhas.

A obtencéo destes plasmideos, a orientacdo da regido promotora, em
relacdo ao gene reporter lacZ, e a integridade das sequéncias foram verificadas

através de sequenciamento de DNA, item 3.12.
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4.3 Construgao das estirpes mutantes de H. seropedicae nos genes fnry,

fnro e fnrs

Visando a caracterizacdo do fenoétipo fnr- em H. seropedicae, foi
realizada a delecdo da regido codificadora para o dominio central das trés
proteinas FNR como apresentado em Material e Métodos, item 3.17. Neste
dominio estéo inclusas regides importantes para o funcionamento da proteina,
como a hélice de dimerizacdo e uma das cisteinas importantes para a ligagéo
do cluster [4Fe-4S]**. Para a obtencdo das estirpes mutantes nos genes fnry,
fnr, e fnrs, os plasmideos mutagénicos pMBB1DS, pMBB2DS e pMBB3DS
foram transformados na estirpe S17.1 de E. coli, como descrito no Item 3.7.
Apos a transformacdo uma colbnia isolada foi usada para a conjugagdo com a
estirpe SMR1 de H. seropedicae, como descrito no Item 3.8.

Os transconjugantes resistentes a cloranfenicol 100pg/mL e canamicina
500ug/mL, foram analisados quanto a ocorréncia da recombinagdo homaéloga
simples (insercdo do vetor suicida ao genoma de H. seropedicae) através de
uma reacao de PCR. A eletroforese dos produtos de PCR mostrou dois
fragmentos, um referente a copia selvagem do gene e outra referente a copia
deletada do gene. Apds esta confirmagcdo, no minimo trés col6nias
transconjugantes para o primeiro evento de recombinagdo, ou seja simples
recombinantes, foram individualmente inoculadas em meio Nfb-MalatoHPN
liquido sem adicdo de antibidticos e incubado a 30°C e 120 rpm durante a
noite.

Apos este periodo de incubagdo, 100 a 200 yL da cultura saturada foi
entdo plagueada em meio NfbMalatoLPN contendo 5% de sacarose e
estreptomicina na concentracdo de 80upg/mL. Apds incubacdo por
aproximadamente 48 horas a 30°C, foram isolados transconjugantes nos genes
fnr que sofreram o segundo evento de recombinagdo, ou seja, 0s que
eliminaram as sequéncias referentes ao vetor suicida integrado ao genoma no
primeiro evento de recombinacdo. Para confirmagéo de tal evento, as colonias
isoladas obtidas foram submetidas & selecdo quanto a sensibilidade aos
antibiéticos cloranfenicol e canamicina nas concentragées de 100 e 500 pug/mL

respectivamente, e em seguida 10 a 200 col6nias isoladas sensiveis a tais
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antibidticos foram analisadas por PCR, para a confirmacdo da ocorréncia da
delecdo dos genes fnr nos possiveis transconjugantes duplos recombinantes
isolados.

Para a confirmacéo da delegc&o ou genotipagem dos mutantes nos genes
fnr foram utilizados os pares de oligonucleotideos listados na tabela 8 (ltem
3.13). O resultado das reagbes de PCR, confirmando a obtencéo das estirpes
mutantes para os genes fnry, fnr, e fnrs esta apresentado a seguir na figura 22.
Os mutantes duplos e triplos para os genes fnr foram obtidos da mesma forma
como descrito para os mutantes simples. A confirmagdo dos mesmos também
foi feita por PCR, e estdo demonstradas nas figuras 23 e 24.
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Figura 22 — Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% em TBE 1X, das rea¢des de PCR
realizadas para a genotipagem dos mutantes de H. seropedicae SMR1 nos genes fnry,
fnr, e fnr; (como indicado de cima para baixo). Linhas: 1, 1 Kb ladder Axygen; 2, PCR
controle sem adicao de DNA molde; 3, PCR com DNA da estirpe SMR1 como molde; 4,
PCR com os vetores suicidas (pMBB1DS, pMBB2DS ou pMBB3DS) como molde; 5, PCR
com DNA das estirpes isoladas apds o 1° evento recombinacéo; 6, PCR com DNA da
estirpe mutante com genes fnr deletados (MBFNR1 (Afnrl), MBFNR2 (Afnr2) ou MBFNR3
(Afnr3)). Os oligonucleotideos utilizados para a genotipagem foram 1F/1R, 2pN/2Pb e
3pN/3pB para as estirpes MBFNR1, MBFNR2 e MBFNR3, respectivamente.
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Figura 23 — Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% em TBE 1X, das rea¢des de PCR
realizadas para a genotipagem dos mutantes duplos de H. seropedicae SMR1 nos genes
fnry/fnrs, fnro/fnry e fnry/fnrg (como indicado no topo da figura). Linhas: 1, 1 Kb ladder
Axygen; 2, 3 e 4, PCR controle sem adicdo de DNA molde; 5, 6 e 7, PCR controle com
DNA da estirpe parental SMR1 como molde; 8, 9 e 10, duplo mutante fnry/fnrs
intermediario (1° evento recombinacdo); 11, 12 e 13, duplo mutante fnri/fnr; final
(MBFNR1/3); 14, 15 e 16, duplo mutante fnr,/fnr; intermediario (1° evento recombinacgao);
17, 18 e 19, duplo mutante fnr,/fnr; final (MBFNR2/1); 20, 21 e 22, duplo mutante fnr,/fnr;
intermediario (1° evento recombinacdo);23, 24 e 25, duplo mutante fnry/fnrs final
(MBFNR2/3). Sigla SR denota as estirpes isoladas no 1° evento de recombinacéo. Os

oligonucleotideos utilizados em cada reacédo de PCR estdo assinalados acima das linhas

e ainda estao descritos no item 3.13.
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Figura 24 — Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% em TBE 1X, das rea¢des de PCR
realizadas para a genotipagem dos mutantes de H. seropedicae SMR1 nos genes fnry,
fnr, e fnrz (como indicado no topo da figura). Linhas: MW, 1 Kb ladder Axygen; 2, 3 e 4,
PCR controle com a estirpe parental SMR1; 5 6 e 7, triplo mutante fnry/fnrs/fnry
intermediario (1° evento recombinacédo); 8, 9 e 10, triplo mutante fnr,/fnra/fnry final
(MBFNR2/3/1). Sigla SR denota a estirpe isolada no 1° evento de recombinacéo. Os
oligonucleotideos utilizados em cada reacédo de PCR estdo assinalados acima das linhas

e ainda estao descritos no item 3.13.

Por fim, todas as estirpes mutantes isoladas também tiveram o perfil de
ARDRA (CRUZ et al., 2001), com a enzima Hae Ill, comparado com o perfil de
ARDRA da estirpe parental SmR1, para confirmagdo de que a estirpe mutante
isolada era realmente derivada da estirpe parental SMR1 de H. seropedicae

(N&o mostrado).
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4.4 Caracterizacao fisiolégica das estirpes mutantes simples, duplos e

triplo para os genes fnry, fnr, e fnrz de H. seropedicae

4.4.1 Caracterizagao do perfil de crescimento

Visando a caracterizacdo das estirpes mutantes fnr construidas durante
esta dissertacdo, o perfil de crescimento de todas as estirpes mutantes
MBFNR1, MBFNR2, MBFNR3, MBFNR1/3, MBFNR2/1, MBFNR2/3 e
MBFNRZ2/3/1 de H. seropedicae foi obtido e comparado com a estirpe parental
SMR1. Na figura 25 estdo demonstrados os perfis de crescimento em 20mM de
NH.Cl das estirpes parental e mutantes nos genes fnr. Comparando esses
perfis e também os parametros cinéticos de crescimento (Figura 26) durante a
fase exponencial, pode-se sugerir que ndo houve alteracdo no crescimento
destas estirpes. Também néo foi observado alteracéo no perfil de crescimento
entre as estirpes quando 10mM de KNO; foram utilizados como fonte de
nitrogénio (ndo mostrado). Estes resultados indicam que os genes fnr néo

estdo envolvidos com utilizagdo de nitrato e de ions amdénio como fonte de

nitrogénio.
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Figura 25 — Perfil de crescimento das diferentes estirpes de H. seropedicae mutantes nos
genes fnr em comparacdo com a estirpe parental SMR1. O crescimento das culturas foi
acompanhado através da determinacdo da densidade 6tica, a um comprimento de onda
de 595nm, das culturas durante o tempo. A D.Osgs para o inicio do ensaio era de 0,01,
aproximadamente. No gréfico esta demonstrado o perfil de crescimento representativo

de dois experimentos independentes realizados em duplicata.
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Figura 26 — Representacdo grafica de dois parametros cinéticos do crescimento
bacteriano, taxa de crescimento e do tempo geracdo, determinados durante a fase de
crescimento exponencial das estirpes de H. seropedicae mutantes nos genes fnr em
comparacdo com a estirpe parental SMR1. Tais parametros foram calculados a partir dos
pontos tomados durante a realizagao da curva de crescimento apresentada na figura 22
utilizando-se as equacfes apresentadas no item 3.5. Os paradmetros foram calculados a
partir dos dados de crescimento retirados de dois ensaios realizados em duplicata. Os
desvios padrdo estdo indicados, porém em alguns pontos sdo tdo pequenos que nao

podem ser vistos na escala apresentada.

Quando as estirpes mutantes e parental foram cultivadas em meio
NfbHPN-Malato contendo KNO, na concentracdo de 1mM, como fonte
geradora de espécies reativas de nitrogénio, um fendtipo diferenciado foi
encontrado. A estirpe MBFNR2/3/1, apresentou uma fase lag de mais de 8
horas, e somente ap0s este longo periodo de laténcia, a estirpe ingressou na
fase exponencial atingindo a fase estacionéria em cerca de 16 horas (ndo
mostrado) (Figura 27).
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Figura 27 — Perfil de crescimento das diferentes estirpes de H. seropedicae mutantes nos
genes fnr em comparacdo com a estirpe parental SMR1, em meio Nfb-MalatoHPN
contendo 1mM de KNO,. O crescimento das culturas foi acompanhado através da
determinacdo da densidade 6tica, a um comprimento de onda de 595nm, das culturas
durante o tempo. A D.Osgs para o inicio do ensaio era de 0,01, aproximadamente. No
gréafico estd demonstrado o perfil de crescimento representativo de dois experimentos

independentes realizados em duplicata.

Esses resultados sugerem que os genes fnr em H. seropedicae devem
ter algum papel nos processo de detoxificacdo celular, relacionado a espécies
reativas de nitrogénio. Constatinidou e colaboradores (2006) mostraram que
em E. coli a proteina FNR pode estar envolvida no metabolismo de espécies
reativas de nitrogénio (RNS). Por meio de andlises de microarranjo, estes
autores demonstraram que diferentes grupos de genes séo regulados por FNR
na presenca de nitrito e ou nitrato. Destes genes, dois grupos séo ativados por
FNR, enquanto outros dois séo reprimidos (CONSTANTINIDOU, et al 2006).
Dentre os genes ativados por FNR, estdo os genes nrfA e nirBD que codificam
para duas nitrito redutases, HADH-dependentes, periplasmética e
citoplasmaética, respectivamente. Em E. coli a expressdo dos dois genes é
complementar, pois em baixas concentracdes de nitrato NrfA é expressa,
enquanto que em altas concentragdes NirB/NirD s&do expressas quase
exclusivamente. J& em niveis intermediarios de nitrato, as trés sao expressas.
Estes genes também podem ser induzidos por nitrito, porém a formacgéo das

duas enzimas é duas ordens de magnitude menor, em reposta a nitrito do que
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em resposta a nitrato (WANG & GUNSALUS, 2000). A transcrigéo do gene nirB
é ativada por NarL e NarP. Devido a incapacidade de gerar um gradiente de
protons, acredita-se que a proteina NirB possui um provavel papel na
detoxificagdo do nitrito (JACKSON, CORNISH-BOWDEN & COLE, 1981,
McDONALD & COLE, 1985; CAMMACK et al 1982).

Em H. seropedicae as proteinas FNR podem estar envolvidas no
mecanismo de resposta a detoxificacdo de espécies reativas de nitrogénio
(RNS) como o proposto para E. coli, tendo em vista que foi observado que o
mutante triplo para os genes fnr, estirpe MBFNR2/3/1, apresentou uma
deficiéncia no crescimento quando cultivada em meio NfoHPN-Malato contendo
KNO,, na concentragéo de 1mM (Figura 27).

Para a caracterizacdo do perfil de crescimento dos mutantes fnr de H.
seropedicae em diferentes condigdes limitantes de oxigénio, as estirpes de H.
seropedicae foram cultivadas em frascos de 10mL contendo diferentes volumes
de meio de cultura (1,0mL; 2,5mL; 5,0mL; 7,5mL e 9,0mL) e também com uma
atmosfera fechada. Com isso, esperava-se que as estirpes crescessem e
consumissem todo ou quase todo o oxigénio dissolvido presente no meio de
cultura e também na fase gasosa do frasco, até que este se tornasse
diferencialmente limitante ao crescimento das estirpes em questao.

Quando as estirpes foram cultivadas em 1mL de meio Nfb-malatoHPN,
nenhuma diferenca foi observada (Figuras 28 e 29). Utilizando 2,5ml de meio
de cultura foi possivel observar que todas as estirpes mutantes nos genes fnr
sao deficientes no crescimento nestas condi¢cdes limitantes de O,, tanto pela
determinag@o da densidade oOtica 595 nm (Figura 28), como também pela
determinagéo da concentracdo total de proteinas (Figura 29) apds um periodo
de 24 horas de crescimento. Nos experimentos com volumes de 5,0ml, 7,5ml e
9,0ml ndo foi detectado nenhum crescimento das estirpes analisadas. Estes
resultados sugerem que o crescimento das estirpes em 1mL de cultura
mimetizou as condigbes de crescimento aerdbias, tendo em vista que neste
volume ndo houve alteracdo no crescimento. Ja utilizando 2,5mL de meio,
obteve-se condi¢des limitantes de oxigénio que permitiram o crescimento da

estirpe parental, mas limitaram o crescimento das estirpes mutantes. Nas
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demais condi¢des, a limitagdo do oxigénio se revelou incompativel com o
hébito microaerofilico do organismo de estudo.

A deficiéncia do crescimento das estirpes mutantes fnr de H.
seropedicae, nas condigfes de limitacdo de oxigénio citadas, € compativel com
observagbes de que a estirpe mutante fnr de E.coli é deficiente no crescimento
em anaerobiose, pois sdo incapazes de crescer, ou crescem a uma taxa muito
baixa, em condi¢Bes anaerdbias na presenca de diferentes aceptores finais de
elétrons e de uma fonte de carbono ndo fermentavel, como glicerol ou lactato
(LAMBDEM & GUEST, 1976; CONSTANTINIDOU, et al 2006). Em E. coli a
proteina FNR age como um regulador transcricional que responde ao estado
redox intracelular, ativando genes cujos produtos estdo envolvidos na
respiracdo anaerdbica, ou reprimindo outros genes requeridos para a
respiracdo aerdbica (UNDEN et al., 1995, BAUER et al.,, 1999). Dentre os
genes que fazem parte deste interruptor genético em reposta ao estado redox
intracelular, muitos sé@o alvos de regulacdo da proteina FNR. Esta age como
ativador de oxiredutases anaerdbias codificadas por diferentes operons e/ou
genes, incluindo narGHJI (nitrato redutase), nirB (nitrito redutase), dmsABC
(DMSO/TMAO redutase) e também frdABCD (fumarato redutase). FNR
também atua como um ativador de genes requeridos para fermentagdo (fluxo
carbono em anaerobiose) como os genes pfl (piruvato formato liase), fumB
(fumarase B) e frdABCD (fumarato redutase) que também é requerido para
respiracdo em condi¢Bes anaerdbias, como jé& citado. Outros genes ativados
por FNR em anaerobiose s&o, o operon fdnGHI, que codifica para formato
desidrogenase N, aspA que codifica para aspartase e glpA que codifica para a
glicerol-3-fosfato desidrogenase. FNR ainda tem papel repressor da expresséo
dos genes cyoABCDE (citocromo o oxidase), cydAB (citocromo d oxidase), ndh
(NADH desidrogenase IlI), sdhCDAB que codifica para a succinato
desidrogenase e sodA que codifica para a superoxido dismutase (Para revisdo
ver GUNSALUS & PARK, 1994; IUCHI & LIN, 1993, SPIRO & GUEST, 1990 e
UNDEN et al 1994).
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Figura 28 — Representacdo da D.Osgs atingida durante o crescimento das estirpes de H. seropedicae mutantes nos genes fnr e também da
estirpe parental SMR1, em diferentes condi¢des limitantes de oxigénio. Para atingir diferentes concentracfes de O, durante o crescimento, as
estirpes foram cultivadas em frascos de 10mL contendo diferentes volumes de meio (1,0 ml; 2,5 ml; 5,0 ml; 7,5 ml e 9,0 ml) com atmosfera

fechada, ou seja vedados com tampa de borracha. As estirpes foram cultivadas por 24 horas, quando os frascos foram abertos e a D.Osgs,

determinada.
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Figura 29 - Representacdo da concentracdo de proteinas apds 24 horas de crescimento das estirpes de H. seropedicae mutantes nos genes fnr

e também da estirpe parental SMR1, em diferentes condi¢cdes limitantes de oxigénio. Para atingir diferentes concentracdes de O, durante o

crescimento, as estirpes foram cultivadas em frascos de 10mL contendo diferentes volumes de meio (1,0 ml; 2,5 ml; 5,0 ml; 7,5 ml e 9,0 ml) com

atmosfera fechada, ou seja vedados com tampa de borracha. Apds 24 horas de cultivo, 50 pL de cultura foram lisadas com NaOH 0,2 M durante

a noite. Apés alise, uma aliquota 30 L foi utilizada para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford, como descrito no item 3.16.
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4.4.2 Determinagdo da atividade de nitrogenase das estirpes mutantes

de H. seropedicae nos genes fnr.

Para verificar se as mutagfes nos genes fnr afetariam a fixacao biologica
de nitrogénio, a atividade de nitrogenase das estirpes MBFNR1, MBFNRZ2,
MBFNR3, MBFNR1/3, MBFNR2/1, MBFNR2/3 e MBFNR2/3/1 de H.
seropedicae foi determinada e comparada com a estirpe parental SMR1.0s
resultados obtidos mostraram que ndo ocorreu diminuicdo na atividade das
estirpes mutantes fnr quando comparadas com a estirpe parental SMR1 (Figura
30), sugerindo que os genes fnr de H. seropedicae ndo sdo necessarios para a

atividade da nitrogenase em H. seropedicae.
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Figura 30 — Determinacdo da atividade de nitrogenase das estirpes de H. seropedicae
mutantes nos genes fnr e parental SMR1. Os ensaios foram realizados em meio
NFbHPG s-Malato semi-sélido. Apds a formacé&o da pelicula no meio, (aproximadamente
24 horas) os frascos foram vedados com suba-seal e entdo um volume de acetileno
correspondente a 10% da fase gasosa foi injetado. Apds incubacéo por 1 hora a 30°C, 0,5
mL da fase gasosa dos frascos foi coletada e submetida a analise cromatografica do tipo
GC-FID. A atividade de nitrogenase foi expressa como nmol de etileno formado por
minuto por miligrama de proteina da cultura. No grafico estdo indicados os desvios

padrdo de um experimento representativo realizado em triplicata.
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De acordo com Monteiro e colaboradores (2003) os genes fnr estariam
envolvidos no controle da atividade da proteina NifA, pois no mutante fnr de
E.coli a NifA era menos ativa e mais susceptivel a degradagdo. A hipotese
inicial era de que na auséncia do gene fnr ocorreria uma diminuigdo na
atividade de NifA que poderia ser observada por uma diminuicdo na atividade
de nitrogenase. No entanto, esse efeito ndo foi observado, pois as estirpes
mutantes para os genes fnr ndo tiveram uma diminuicdo na atividade da
nitrogenase em relagéo a estirpe parental SMR1.

Com esse resultado, pudemos concluir que provavelmente em H.
seropedicae, os genes fnr, ndo estédo envolvidos com o controle da atividade de
NifA e também com qualquer outro fator relacionado com a atividade da
nitrogenase. Para confirmar esta hipotese, a expressdo do gene nifB nos
diferentes mutantes fnr de H. seropedicae foi determinada, utilizando-se uma

fuséo transcricional (nifB::lacz).
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4.4.3 Determinagdo do padrdo de expressdo do promotor do gene nifB

de H. seropedicae

O plasmideo pEMS140 (REGO et al, 2006), que contém uma fuséo
transcricional nifB::lacZ foi escolhido, para verificar o efeito dos genes fnr sobre
a atividade da proteina NifA. O gene nifB, tem sua expressdo regulada pela
proteina NifA de maneira muito semelhante aos genes estruturais da
nitrogenase (genes nifHDK) (MACHADO et al, 1996).

Os ensaios de B-galactosidase foram feitos como descrito no item 3.15.
Ao longo do periodo de crescimento, as bactérias presentes no frasco de
cultivo cresceriam, consumindo rapidamente os 5 mM de NH4Cl adicionados no
inicio do cultivo, atingindo uma fase de crescimento em que o consumo de O,
seria tal que, mesmo sob agitacdo de 120 rpm iria impor uma condigcdo de
limtacdo de oxigénio e desta forma permitiria o funcionamento dos
componentes sensiveis a oxigénio que participam da expressédo do gene nifB,
que é 6tima em condic¢des de limitacdo de nitrogénio fixado e oxigénio.

Os resultados obtidos mostram que nas estirpes mutantes fnr a
expressdo do gene nifB comeg¢a em uma densidade 6tica da cultura menor
(entenda-se entdo que as concentragcdes de oxigénio possivelmente estavam
maiores), em relagdo a estirpe SMR1 (Figura 31). Sendo assim, com as
culturas dos mutantes fnr desreprimindo antes do SMR1, a atividade da fus&o
nifB::lacZ sempre foi maior nos mutantes fnr em relagdo a estirpe SMR1 em
todos os ensaio realizados. O efeito mais evidente foi observado no mutante
triplo MBFNR2/3/1 onde a expresséo do promotor nifB foi cerca de duas vezes
maior que em relagéo a atividade do mesmo promotor na estirpe SMR1 (Figura
32).
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Figura 31 — Perfil de expressédo do gene nifB de H. seropedicae em funcado da D.Osgs das culturas, nas estirpes mutantes para os genes fnr em
comparacao com a estirpe parental SMR1. As diferentes estirpes foram crescidas em meio NFbHP-Malato suplementado com 5,0 mM de NH,CI.
A D.Osgs para o inicio dos experimentos foi de aproximadamente 0,01. Ao longo do tempo amostras foram retiradas dos cultivos em
crescimento para a determinacdo da atividade de B-galactosidase, como descrito no item 3.15. Neste experimento foram utilizados como
controles negativos a estirpe SMR1 sem nenhum plasmideo e também contendo o vetor de fusao transcricional pPW452 (contendo o gene da
B-Galactosidase sem um promotor). Em todos os experimentos a estirpe SMR1 ndo desenvolveu qualquer atividade detectavel, enquanto que a
estirpe SMR1(pPW452) teve uma atividade correspondente a vazamento de expresséo de cerca de 30 a 50 unidades Muller. No gréfico esta

demonstrado um experimento representativo, de um grupo de quatro experimentos realizados em duplicata.
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Figura 32 — Perfil de expressao do gene nifB de H. seropedicae, em funcdo do tempo e
em comparacao com o perfil de crescimento, nas estirpes MBFNR2/3/1 e SMR1. As duas
estirpes foram crescidas em meio NFbHP-Malato suplementado com 5,0 mM de NH,CI. A
D.Osg5 para o inicio dos experimentos foi de aproximadamente 0,01. Ao longo do tempo
amostras foram retiradas dos cultivos em crescimento para a determinacao da atividade
de B-galactosidase, como descrito no item 3.15. Neste experimento foram utilizados
como controles negativos a estirpe SMR1 sem nenhum plasmideo e também contendo o
vetor de fusdo transcricional pPW452 (contendo o gene da B-Galactosidase sem um
promotor). Em todos os experimentos a estirpe SMR1 ndo desenvolveu qualquer
atividade detectavel, enquanto que a estirpe SMR1(pPW452) teve uma atividade
correspondente a vazamento de expressado de cerca de 30 a 50 unidades de Muller. No
grafico estd demonstrado um experimento representativo, de um grupo de quatro

experimentos realizados em duplicata.
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Com esses resultados, pode-se sugerir que as proteinas FNR estejam
exercendo um efeito repressor, direto ou indireto, na expressao do gene nifB e
assim estariam envolvidas em um fino mecanismo de regulagdo da expresséo
deste gene em relac&o a disponibilidade de oxigénio. Este efeito repressor de
proteinas da familia Crp-Fnr sobre genes ativados por NifA, ja foi observado
em B. japonicum, onde a proteina FixK1 é conhecida por atuar negativamente
sobre a expressdo de 45 genes ativados por NifA (MESA et al, 2008 e
HAUSER, et al, 2007).

Mesa e colaboradores em 2008, propuseram que em B. japonicum o
efeito de FixK1, componente da cascata regulatoria FixLJ-FixK2-FixK1, seja
direta ou indiretamente antagonizar os genes ativados por NifA, sendo que tal
efeito € mais pronunciado em concentracdes de oxigénio intermediarias (como
em uma cultura em microaerofilia), do que em anaerobiose. Sendo assim, uma
diminuicdo na concentracdo de oxigénio a niveis intermediérios, poderia ainda
manter alguns genes dependentes de NifA reprimidos via FixK1. Porém quando
a concentracdo de oxigénio cai a niveis abaixo do intermediario, a célula
produziria mais NifA ativa, de modo que a mesma pudesse superar o efeito
repressor de FixK1. Como este mecanismo de regulagao fina da expressao dos
genes dependentes de NifA funciona mecanisticamente, ainda precisa ser
elucidado. Curiosamente, um mecanismo reverso de regulacdo entre estas vias
parece existir em bacteridides de S. meliloti. Analises transcriptdbmicas deste
organismo, demonstraram que um grupo de genes dependentes de FixK foram
super-expressos no mutante nifA (BOBIK, MEILHOC & BATUT, 2006).

Analises in silico da regido promotora do gene nifB de H. seropedicae
mostraram que n&o parece existir um possivel sitio de ligacdo para a proteina
FNR, nem a montante e nem a jusante do promotor -24/-12 do gene nifB.
Entéo, decidiu—se verificar se esse efeito repressor observado poderia também

ocorrer sobre a expresséao de nifA.
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4.4.4 Determinagdo do padréo de expressdo do promotor do gene nifA

de H. seropedicae

Visando determinar se o efeito de FNR na expressdo aumentada do
gene nifB de H.seropedicae era devido a alguma alteracédo direta na expresséo
de nifA, o plasmideo pRW1 (WASSEM, 2000 e 2002) contendo a fuséo
nifA::lacZ de H.seropedicae foi utilizado em experimentos para determinacéo
da atividade de 3-galactosidase nas estirpes mutantes para os genes fnr.

Na figura 33 podemos verificar que a expresséo da fuséo nifA::lacZ nas
estirpes mutantes MBFNR1/3, MBFNR2/3 e MBFNR2/3/1 foi aproximadamente
duas vezes maior em relagdo a estirpe parental SMR1. Estes resultados
sugerem que as proteinas FNR estdo envolvidas com o controle da expressao
do gene nifA de H.seropedicae.
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estirpes mutantes para os genes fnr em comparagcdo com a estirpe parental SMR1. Foi
utilizado como controle a estirpe SMR1 contendo o vetor de fuséo transcricional pPW452
(contendo o gene da B-Galactosidase sem um promotor). As diferentes estirpes foram
crescidas em meio Nfb-MalatoHP suplementado com 5,0 mM de NH4CI. A D.Osgs no inicio
dos experimentos foi de aproximadamente 0,01. Depois de um periodo de
aproximadamente 16 horas de cultivo, amostras foram coletadas para a determinacéo da
atividade de B-galactosidase, como descrito no item 3.15. No grafico estd demonstrado
um experimento representativo, de um grupo de dois experimentos realizados em

duplicata.
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Analises in silico da regido promotora do gene nifA, mostraram que
parcialmente sobreposta a regido de ligagdo a IHF, existe uma provavel
sequéncia de ligagdo a FNR, ou anaerobox (Figura 34), muito semelhante ao
consenso TTGAT-NNNN-ATCAA.

itio NtrC 1
TCGCCGGECCGECGACCEECTAGTTCAGGGTCAGATARCATGOCTGEEAGCAGGGUGCCCAEGCACE
itio NLrC 2 Sitic NifA 1

T e CGGaTTCGGAAGT CaRAGE P e AT TC A e e e CEAT GGT GGATGT T GGAGG T Clueun TAT
Promotor —-24/-12
CTCGCTT A RCGCTGGCTGEEETACCGGCTIGCTCTGCT TTGTCGTT TCGCTTGGCCGGTGAGCGGCT
Provavel FNR-Box
GATGCAGGTATGAATAGCCAARRCCATGCCATACARTATTTFTCTIT TR ATCAATGGEG /1 \GCGACGAT

itio NifA 3

TTCTGE&TTGCTGCGCCE&GTGGCGRTGE&'I@CGTMTCC@RG&CGELCELCCGTCGCCMCCCG
@.GGCG&CP&TCGRGGMGCCGGCQTTGTGTGGGGTTGCTTGGCG}.—"&GE&TCGRTTCRTGCRTCTGCTTG
Promotor —-24/-12 Promotores —24/-12

mmETTTSCTTGFLCCFLGCBAEMCTP;TTCGG]:AATTFLCRCG;CGCTTTTTCECCGTTTTTCP.

GEATCTCGEATCTCACGACAGAGTAGCAAGGCGEETTCTAGCGCTCTCAGECAGCGCATGEEETTCCAGT
RBS| Codon de inicio

ATTCACGTT O NeaE TCAGATGGCCACTATTCTCGACGACCGOAGTGTGAATTTAGARACTCGTARCGAT

Figura 34 — Regido promotora do gene nifA de H. seropedicae incluindo parte de sua
regidao codificadora. Todas as regifes regulatérias no promotor estdo destacadas e
acima das mesmas esta assinalado o nome de cada regido. O inicio de transcricdo esta

indicado com uma flecha e com o simbolo +1 (Adaptado de Wassem, 1999).

A ligacdo da proteina FNR a esse sitio poderia causar a diminuigdo da
expressédo do gene nifA. Wassem e colaboradores (2000 e 2002) mostraram a
importancia do sitio de ligagdo a IHF para a expressdo do gene nifA. No
promotor deste gene, IHF tem dois efeitos, pois participa da ativagdo do
promotor nifA pela proteina NtrC, mas prejudica a ativacdo do promotor nifA
pela prépria proteina NifA. Em 1991, Souza e colaboradores descreveram a
presenca de uma anaerobox (sitio para ligagdo para FNR) no gene nifA, depois
do inicio de traducdo, mais precisamente na posi¢cdo +1538. Uma provavel
funcéo repressora pode ser relacionada com a presenca de um sitio de ligagao
para FNR na regido codificadora (NEES et al, 1988). Os resultados obtidos nos

experimentos realizados ndo estdo relacionados como esse sitio, j& que a
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fusdo transcricional utilizada (plasmideo pRW1) ndo se estende até a posicdo
+1538. A comparacgdo entre as seqiencias anaerobox consenso, a encontra
por Souza et al, 1991b na regido codifcadora de nifA, a sobreposta a IHF, e
outras provaveis presentes no genoma de H.seropedicae estdo apresentadas

na figura 35.

-> TTGATNNMNATCRA
-> DTCTTTTAAATCAA
—-> DPTCATCALGETCRA
TTGATCTGGGACRA
-> DTTGACCTAGATCAG
—-> DPTGAARCTGETCRA

—> ITGATACLCGTCOAR

= T v S TR R s Y o S v < N =
I
Y

—> TTGATACACATCAR

Figura 35 — Alinhamento entre provaveis seqiiéncias FNR-BOX ou anaerobox, presentes
em H. seropedicae em comparacdo com a sequéncia consenso em A (EIGLMEIER et al,
1989 e GERASIMOVA et al, 2001). Em B temos a sequéncia encontrada com
sobreposicao parcial ao sitio de ligacdo a IHF no promotor do gene nifA. Em C a
seqléncia presente na posicdo +1538 do gene nifA assinalada por Souza et al, 1991b.
Em D, E, F, G e H temos as seqliéncias encontradas nos promotores dos genes fnrl,
fnr2, fnr3, fixN e hemN, respectivamente. No alinhamento, os nucleotideos sublinhados
representam os que divergem da seqiiéncia consenso apresentada em A. No consenso,

N representa qualquer nucleotideo.

As andlises de expressdo do gene nifA revelaram que as estirpes
mutantes MBFNR1/3 e MBFNR2/3/1 tiveram uma atividade de (3-galactosidase
pelo menos duas vezes maior em relagdo a estirpe parental SMR1 (Figura 33).
A determinagdo do padréo de expressdo dos genes fnr de H.seropedicae
(apresentadas adiante no item 4.4.6) revelou que as proteinas FNR1, FNR2 e
FNR3, séo requeridas para a expressdo maxima do gene fnr2 (Figura 38). Na
auséncia de FNR1 a expressdo do gene fnr2 é completamente abolida, porém
quando FNR1 esta presente, mas FNR2 ou FNR3 estdo ausentes, a expressao
do gene fnr2 é reduzida cerca de 50%. Estas observac¢des sugerem que no
mutante duplo MBFNR1/3 assim como no mutante triplo MBFNR2/3/1 as trés

proteinas FNR estdo ausentes.
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Com isso podemos concluir que o efeito observado no aumento da
expressdo do gene nifA nas estirpes MBFNR1/3 e MBFNR2/3/1 é devido a
auséncia das trés proteinas FNR. Assim, o efeito repressor de FNR sobre a
expressdo de NifA s6 deixa de ser observado quando ndo ha a presenca de
nenhuma proteina FNR em H. seropedicae, sugerindo ainda que FNR1, FNR2
e FNR3 podem ter alguma sobreposi¢ao de funcdo, pelo menos em relacéo ao
controle da expresséo de NifA.

Por fim, os resultados obtidos abriram novas possibilidades a respeito do
papel dos genes fnr na regulagéo da expresséo de NifA e por consequéncia na
ativagdo dos genes nif. Porém novos experimentos sdo necessarios para
corroborar a hipotese de que as proteinas FNR atuem como repressoras da
expressdo dos genes ativados por NifA e também para que se possa entender
este efeito. O efeito da mutagdo nos genes fnr sobre a expresséo de nifA, pode
ser devido a ligacdo de FNR no sitio parcialmente sobreposto ao sitio de
ligagdo a IHF, ou também pode ser devido a uma alteracdo na atividade de
NifA.
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4.4.5 Determinagéo do padrao de expressédo do operon fixNOQP de H.

seropedicae

Em diversos organismos diazotrofos, uma oxidase de alta afinidade pelo
oxigénio, codificada pelo operon fixNOQP é requerida para a respiragdo em
condigdes limitantes de oxigénio e por isso, essencial a fixagdo biologica de
nitrogénio (PREISIG, ANTHAMATTEN & HENNECKE, 1993). Outro operon
envolvido na respiracdo microaerdbia é o operon fixGHIS, pois estes genes
parecem ser importantes para a correta montagem da oxidase codificada por
fixXNOQP (PREISIG, ZUFFEREY & HENNECKE, 1996 e KOCH et al, 2000).
Em H.seropedicae os genes constituintes destes dois operons estdo presentes,
com excecdo de fixH, porém em uma organizacdo gendmica diferente em

relacdo a outros diazotrofos (Figura 36).

i i [ i i i i i
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Figura 36 — Representacdo da regido do operon fixNOQP de H.seropedicae. Os genes

representados como setas cinza, sao: Hs 3195, proteina dessaturase de acido graxo; Hs
3196, proteina hipotética; fnrl, proteina reguladora transcricional da familia Crp/Fnr; Hs
3198, proteina transmembrana; Hs 3199, proteina conservada hipotética; fixG , proteina
ferredoxina transmembrana 4Fe-4S; fixP, citocromo ¢ oxidase do tipo cbb3, subunidade
I1I; fixO, citocromo ¢ oxidase do tipo cbb3, subunidade II; fixN, citocromo ¢ oxidase do
tipo cbb3, subunidade I; fixS, proteina de fixacao de nitrogénio (Proteina ATPase do tipo-
P); fixl, proteina de transporte de cation (Proteina ATPase do tipo-P); Hs 3206, proteina
conservada hipotética; hemN , oxidase oxigénio-independente copropofirinogénio lll. Os
retangulos em preto indicam a presenca de um sitio de ligacdo a FNR (ou anaerobox). O
gene fnrl, localizado em orientacdo contraria a os outros representados, provavelmente
faz parte de um operon, juntamente com o genes Hs_3195 e Hs_3196. Estes ultimos néo

foram representados visando a simplificacdo da figura.
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Ao contrério de H. seropedicae, a maioria dos organismos, possuem o
operon fixNOQP localizado a montante do operon fixGHIS (KAHN et al., 1989;
PREISIG et al., 1996; de GIER et al., 1996 e KOCH et al., 1998), sendo que
0S mesmos sao co-regulados e mutagcbes em qualquer um destes operons
resultam em um fenotipo deficiente na fixacdo biologica de nitrogénio (Para
revisdo ver BATUT & BOISTARD 1994, PITCHER & WATMOUGH, 2004 e
COSSEAU & BATUT, 2004). A co-regulacdo destes dois operons organizados
in tandem, geralmente envolve um sitio de ligagdo a FNR (ou anaerobox)
localizado a montante de fixNOQP (COSSEAU & BATUT, 2004).

Como representado na figura 33, em H.seropedicae ha a presenca do
operon fixNOQP, porém este ndo estd a montante do operon fixGHIS, ao
contrario disto, esta a jusante de um provavel operon hemN.Hs_3206fixIS. A
regido intergénica entre fixNOQP e hemN.Hs_3206fixIS é de cerca de 134
pares de base, sendo que nesta regido ha a presenca de um sitio de ligacdo
para FNR, assim como a montante de hemN.Hs_3206fixIS (Figura 33). A
jusante de fixNOQP encontra-se um outro provavel operon englobando o gene
fixG, o operon fixG.Hs_3199.Hs_3198, que aparentemente ndo possui a sua
montante, qualquer sequéncia que lembre um sitio de ligacdo a FNR.

Para determinar a expressado do operon fixNOQP de H.seropedicae foi
utilizado o plasmideo pMPPFN contendo uma fuséo transcricional fixN::lacZ
construida como descrito em Material e Métodos, item 3.19. Apesar de 0s
mutantes fnr apresentarem um crescimento deficiente nas condigbes de
limitagdo de oxigénio em que o experimento foi realizado, como j& descrito no
item 4.4.1, tais estirpes nao tiveram a expresséao do operon fixNOQP diminuida,
pelo contrério, as estirpes MBFNR1/3 e MBFNR2/3/1 tiveram a atividade da
fuséo fixN::lacZ cerca de 2 vezes maior em comparagdo com a estirpe parental
SMR1(Figura 37).

Considerando que a oxidase codificada por fixNOQP é expressa em
condi¢cdes de limitantes de oxigénio e que esta é requerida para geracao de
energia nestas condicbes (PREISIG, ANTHAMATTEN & HENNECKE, 1993;
DELGADO, BEDMAR & DOWNIE, 1998) poderia se atribuir a deficiéncia no
crescimento observada, a uma expressédo diminuida de fixNOQP nas estirpes
mutantes fnr (MESA et al, 2003 e NELLEN-ANTHAMATTEN, et al 1998).
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Porém como tais estirpes ndo sao defectivos na expressao de tais genes, 0
fendtipo relacionado ao crescimento pode estar relacionado com um outro gene

regulado por FNR ainda nédo descrito.
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Figura 37 — Determinacdo da expressao do promotor do operon fixNOQP de

H.seropedicae nas estirpes mutantes para 0s genes fnr em comparagdo com a estirpe
parental SMR1. Neste experimento as estirpes foram crescidas em meio Nfb-MalatoHPN
em frascos de 10 ml contendo 2,5ml de meio sob atmosfera fechada. A D.Osgs para o
inicio dos experimentos foi de aproximadamente 0,01. Depois de um periodo de 24 horas
de cultivo, amostras foram coletadas para a determinacdo da atividade de fB-
galactosidase, como descrito no item 3.15. Foi utilizado como controle a estirpe SMR1
contendo o vetor de fusédo transcricional pMP220 (contendo o gene da B-Galactosidase
sem um promotor). A estirpe SMR1(pMP220) teve uma atividade correspondente a
vazamento de expressao entre 30 a 70 unidades de Muller. A concentracao de proteinas
plotada no eixo Y secundario é representativa da deficiéncia de crescimento das estirpes
mutantes, como discutido no item 4.3.1. No gréafico esta demonstrado um experimento

representativo, de dois experimentos realizados em duplicata

Se considerarmos que a oxidase do tipo cbbs codificada pelo operon
fixNOQP é realmente requerida para a fixagdo biologica de nitrogénio em H.

7

seropedicae, a constatagcdo de que o gene fnr néo importante para a
expressdo de fixNOQP, é compativel com o fendtipo relacionado a atividade de

nitrogenase apresentado no item 4.4.2. Em R. leguminosarum UPM791 uma
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bactéria que possui duas copias do gene fnrN, o fendétipo fix™ € observado
somente no duplo mutante fnrN1fnrN2. Este resultado é atribuido ao
requerimento de pelo menos um dos genes fnrN1 ou fnrN2, j& que estes séo
87,5% idénticos, para a expressao da oxidase de alta afinidade do tipo cbbs
codificada pelo operon fixNOQP (GUTIERREZ, et al, 1997).

Outra possibilidade que n&o pode ser descartada é a de que
H.seropedicae néo utilize esta oxidase, codificada por fixNOQP, para a
respiragcdo em condi¢des de fixagao de nitrogénio, ou ainda que esta ndo seja a
principal oxidase utilizada para a respiragdo em tais condigbes. No genoma de
H.seropedicae ha a presenca de genes que codificam para outras oxidases de
alta afinidade.

Os genes fixXNOQP, fixG, fixl e fixS em H. seropedicae apresentam uma
organizagdo gendmica diferente em relagdo a outras bactérias, portanto pode
ser que o mecanismo de regulagdo destes também seja diferente. Analisando a
organizacédo dos operons hemN.Hs_3206fixIS e fixNOQP de H.seropedicae
(Figura 33) pode-se propor que estes operons sejam co-ativados por FNR,
sendo que a anaerobox presente na regido intergénica destes dois operons

faca parte de um mecanismo fino de regulagéo da expresséo de fixNOQP.
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4.4.6 Determinacdo do padrdo de expressdo dos genes fnry, fnr, e fnrg

de H. seropedicae

Visando determinar as condi¢cbes de expressdo dos genes fnry, fnrz e
fnrs de H. seropedicae, fusdes transcricionais contendo as provaveis regides
promotoras dos genes fnr foram construidas da forma descrita no item 4.2. O
provavel efeito de uma FNR sobre a expresséo de outra também foi analisado,
através da determinacdo da atividade das fusdes transcricionais construidas,
em cada uma das estirpes mutantes fnr, MBFNR1, MBFNR2, MBFNRS3,
MBFNR1/3, MBFNR2/1, MBFNR2/3 e MBFNR2/3/1.

N&o foi possivel determinar a expressao da fusdo fnry::lacZ construida

(plasmideo pMPP1) (Figura 38), nas condi¢cdes testadas.
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Figura 38 — Determinacdo da expressdo do provavel promotor do gene fnr; de
H.seropedicae nas estirpes mutantes para os genes fnr em comparagdo com a estirpe
parental SMR1. Foi utilizado como controle negativo a estirpe SMR1 contendo o vetor de
fusédo transcricional pMP220 (contendo o gene da B-Galactosidase sem um promotor).
As diferentes estirpes foram crescidas em meio Nfb-MalatoHPN em frascos de 10 ml
contendo 2,5ml de meio sob atmosfera fechada. A D.Osgs para o inicio do experimento foi
de aproximadamente 0,01. Depois de um periodo de 24 horas de cultivo, amostras foram
coletadas para a determinacdo da atividade de B-galactosidase, como descrito no item
3.15. No grafico esta demonstrado um experimento representativo, de um grupo de trés

experimentos realizados em duplicata
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Diante disso, uma nova andlise da regido promotora de fnry, foi feita e
constatou-se que existe a possibilidade de o promotor escolhido para a
construcdo da fuséo transcricional ndo ser funcional ou n&o ser o promotor real.
Uma re-anotacdo do genoma de H. seropedicae revelou a existéncia de um
novo gene localizado a 42 pares de base de fnr;, 0 gene Hs_3196 sobrepondo-
se a regido inicialmente considerada como a promotora de fnrl. Este gene
codifica para uma proteina hipotética presente somente em H.seropedicae.
Desta forma, de acordo com a nova anotagdo, fnrl estaria em um operon
juntamente com Hs_3195 e Hs_3196.

Apesar disso, durante a andlise da fusédo fnr::lacZ (plasmideo pMPP2)
pudemos concluir indiretamente, que fnr; é expresso em H.seropedicae, devido
ao fato da mutacdo em fnr, afetar drasticamente a expressdo do gene fnr;
(Figura 39).
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Figura 39 — Determinacéo da expressédo do promotor do gene fnr, de H.seropedicae nas
estirpes mutantes para os genes fnr em comparagcdo com a estirpe parental SMR1. Foi
utilizado como controle negativo a estirpe SMR1 contendo o vetor de fusao
transcricional pMP220 (contendo o gene da B-Galactosidase sem um promotor). As
diferentes estirpes foram crescidas em meio Nfb-MalatoHPN em frascos de 10 ml
contendo 2,5ml de meio sob atmosfera fechada. A D.Osgs para o inicio do experimento foi
de aproximadamente 0,01. Depois de um periodo de 24 horas de cultivo, amostras foram
coletadas para a determinacdo da atividade de B-galactosidase, como descrito no item
3.15. No grafico esta demonstrado um experimento representativo, de um grupo de trés

experimentos realizados em duplicata.
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O gene fnr;, foi expresso em H.seropedicae na estirpe SMR1, sendo sua
expressao ndo dependente das concentragdes de oxigénio e da disponibilidade
de ions amdnio. Analises da expressao do gene fnrz, nas estirpes mutantes fnr,
mostrou que as proteinas FNR participam da regulacdo da expressdo deste
gene. A expressado do gene fnr, nas estirpes MBFNR1, MBFNR1/3, MBFNR2/1
e MBFNR2/3/1 foi completamente abolida, mas apenas parcialmente reprimida
em MBFNR2, MBNFR3 e MBFNR2/3 (Figura 39). Estas observacdes levam a
concluséo de que na auséncia da proteina FNR1 o gene fnrz, ndo € expresso.
A reducgdo da expressao de fnr, nas estirpes MBFNR2, MBNFR3 e MBFNR2/3,
revelam que as proteinas FNR2 e FNR3 também sdo requeridas para a
expressdo méxima do gene fnr.

As andlises da atividade da fusédo fnrs::lacZ (plasmideo pMPP3)
revelaram que a expressédo de fnr; € bem menor em relacdo a expresséo de
seu homologo fnr; (Figura 40).
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Figura 40 — Determinacéo da expressédo do promotor do gene fnrz de H.seropedicae nas
estirpes mutantes para os genes fnr em comparagcdo com a estirpe parental SMR1. Foi
utilizado como controle negativo a estirpe SMR1 contendo o vetor de fusao
transcricional pMP220 (contendo o gene da B-Galactosidase sem um promotor). As
diferentes estirpes foram crescidas em meio Nfb-MalatoHPN em frascos de 10 ml
contendo 2,5ml de meio sob atmosfera fechada. A D.Osgs para o inicio do experimento foi
de aproximadamente 0,01. Depois de um periodo de 24 horas de cultivo, amostras foram
coletadas para a determinacdo da atividade de B-galactosidase, como descrito no item
3.15. No grafico esta demonstrado um experimento representativo, de um grupo de trés

experimentos realizados em duplicata.
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A regulacdo da expresséo do gene fnrs pelas proteinas FNR, é diferente
da observada para o gene fnr,. Aparentemente FNR1 atua como ativador da
expressdo de fnr,, em uma provavel cascata regulatéria que também envolve
FNR2 e FNR3. Ja na expresséo de fnrs as proteinas FNR, parecem atuar como
repressoras, pois nos mutantes MBFNR1 e MBFNR2/3, houve um aumento na
expressédo de fnr; de 50% e 100%, respectivamente, em comparagdo com a
estirpe SMR1.

A alta expresséo de fnr2, aliada & auséncia de um efeito auto-repressor
em sua expressdo e também algumas observagBes estruturais em FNR2,
apresentadas no item 1.6, leva-nos a hipotetizar que esta proteina pode ter
uma sensibilidade ao O, bastante reduzida e ainda ter uma capacidade de
dimerizagdo aumentada, podendo ser desta forma, ser ativa mesmo na

presenca de Oa.
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5 CONSIDERAGCOES FINAIS

O gene fnr, codifica para a proteina FNR, um regulador transcricional da

familia Crp-Fnr que pode atuar positiva ou negativamente sobre diferentes
genes alvo em resposta aos niveis de oxigénio intracelular. Proteinas da familia
Crp-Fnr de diferentes organismos tém sido relacionadas a regulagéo da fixagcéo
bioldgica de nitrogénio, como por exemplo, a proteina FNR em K. pneumoniae
(GRABBE & SCHMITZ, 2003), CydR em A. vinelandii (KELLY et al 1990; ),
FnrN em R. leguminosarium UPM791 e R. etli (GUTIERREZ, et al, 1997,
LOPEZ et al, 2001), FixK2 em B. japonicum e S. meliloti (NELLEN-
ANTHAMATTEN, et al 1998; BOBIK, MEILHOC e BATUT, 2006; MESA et al,
2008) entre outras. Em H. seropedicae a conclusdo do sequenciamento
gendmico, revelou a presenca de trés genes homologos a fnr. A participagdo
de FNR na regulacdo da fixag&o bioldgica de nitrogénio, em H. seropedicae foi
sugerida por Monteiro e colaboradores (2003).
Neste trabalho o papel dos trés genes fnr na fixa¢@o biologica de nitrogénio foi
determinado através da andlise fenotipica de estirpes mutantes construidas
para os genes fnr;, fnr, e fnr;. Conforme proposto inicialmente, em
H.seropedicae, FNR poderia estar envolvida em uma via de transmisséo do
sinal de baixo oxigénio para a proteina NifA, e portanto seria importante para a
atividade de tal proteina. Porém os resultados obtidos indicam que os genes fnr
ndo sédo requeridos para a atividade da nitrogenase. A auséncia de redugao da
atividade da nitrogenase € compativel com o fato de expressdo de fixNOQP,
um operon que codifica para uma oxidase de alta afinidade essencial para a
fixacdo biologica de nitrogénio, ndo ter sido diminuida nas estirpes mutantes.
As estirpes mutantes também tiveram um crescimento deficiente em condi¢des
limitantes de oxigénio. Este efeito pode estar relacionado a genes regulados
por FNR ainda néo descritos.

Os resultados também indicam que FNR pode estar relacionada com um
mecanismo fino de regulagéo da expresséo dos genes nifB e nifA em resposta
ao niveis de oxigénio. Nas estirpes mutantes fnr a expressao de nifB € sempre
maior em relagcdo a estirpe parental SMR1, pois nestes mutantes a

desrepress@o de nifB comeca em niveis mais altos de oxigénio. Um efeito
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semelhante ao observado na expressdo de nifB também foi observado na
expressdo de nifA. Na regido promotora deste gene foi encontrado um provavel
sitio de ligagdo a FNR. Se este sitio for funcional, pode-se sugerir que o efeito
repressor na expressao deste gene, seja devido a ligagdo de FNR neste sitio.
As trés proteinas FNR em H.seropedicae podem atuar em diferentes
concentragdes de oxigénio e assim poderiam estar envolvidas em um
mecanismo fino de regulacdo que sO permite a expressdo maxima de nifA
quando as concentracfes de oxigénio sdo Otimas para a fixagdo biolégica de

nitrogénio.
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6 CONCLUSOES

Os genes fnry, fnr, e fnrz sdo expressos em H.seropedicae;

A expressao do gene fnr2 é dependente das proteinas FNR1, FNR2
e FNR3;

FNR1 é mais importante do que FNR2 e FNR3 para a expresséo do

gene fnr2;

O gene fnr3 tem sua expressdo regulada negativamente pelas

proteinas FNR;

As estirpes mutantes nos genes fnr sdo deficientes no crescimento

em condi¢des de limitagdo de oxigénio;

As proteinas FNR ndo s&o necessérias para a atividade da

nitrogenase em H. seropedicae;

As proteinas FNR estdo relacionadas com a expressdo dos genes

nifA e nifB de H. seropedicae;

As proteinas FNR tem um efeito repressor sobre a expresséo de nifA,

As proteinas FNR reprimem a expressao do operon fixNOQP;
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