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ABSTRACT

The aim of this work is to study the regulation of nitrate metabolism genes of the
diazotrophic bacterium Herbaspirillum seropedicae. Previous work showed that the
mutant strain DCP286A (ntrC) is unable to grow using nitrate, indicating that that the
ntrC gene is crucial for the regulation of nitrate metabolism. The expression levels of
the genes narK, nasA, nirD, narU, narG, nasF, ntrY, nasR and narX were determined
in the wild type and DCP286A (ntrC) strains of H. seropedicae grown in the presence
of nitrate (10 mM) or ammonium chloride (20 mM).The expression levels were
normalized by the expression of the 16S rRNA gene.

The results showed that the genes nasF, narK, nasA, nirD, narU, narG are strongly
induced by nitrate in the wild type strain but not in the ntrC strain, confirming the role
of NtrC in activating the expression of nitrate utilization genes. Sequence analysis of
the promoter region of nasFED operon revealed an NtrC and an RpoN binding sites,
and a termination hairpin, suggesting that the regulation of the nasFED operon in H.
seropedicae is mediated by the NtrC and the anti-terminator NasR proteins. The
expression of the narX was also upregulated by nitrate, but at lower extent. In
contrast nasR seems to be self-regulated and ntrY expression was neither regulated
by nitrate or depedent on NtrC.

Keywords: Herbaspirillum seropedicae, quantitative real-time PCR, nitrate

metabolism.



RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo quantificar a expressao de genes
responsaveis pelo metabolismo de nitrato em H. seropedicae, estirpes SmR1 e
DCP286A (ntrC), por PCR quantitativo em tempo real. A quantificacdo dos niveis de
expresséo nas estirpes SmR1 e DCP286A demonstraram que o transportador de
nitrato NasFED tem sua expressao dependente de nitrato, possivelmente controlada
pela proteina NtrC e ativacdo dependente da proteina NasR. Os genes
narK1UnarGHJI estdo organizados em um operon e sua expressao depende de
NtrC, da proteina FNR e ainda da proteina NarL. Os genes narKnirBDCnhasA
também estdo organizados em um operon e sua expressao possivelmente esta sob
o controle de NtrC e de NasR. A expressao genes do sistema de dois componentes
narXL parece ser dependente de NtrC, porém os sitios promotores encontrados sao
fracos. A expressdo do gene nasR ainda ndo estd clara, porém a presenca de
grampos terminadores de transcricdo sugerem uma possivel auto-regulacdo. A
expresséo do gene ntrY na estirpe SmR1 se demonstrou constitutiva e a diminuigao
da expressao na estirpe DCP286A sugere uma possivel dependéncia da proteina
NtrC para expressao de ntrY, porém os dados obtidos ndo sdo suficientes para

elucidar o papel deste gene no metabolismo de nitrato em H. seropedicae.

Palavras-chave: Metabolismo de nitrato; Herbaspirillum seropedicae; PCR

quantitativo em tempo real
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CICLO DO NITROGENIO

O nitrogénio é um elemento fundamental para a manutencéo da vida por fazer
parte da constituicdo de proteinas, acidos nucléicos, peptidoglicanos, aminoacidos e
outras biomoléculas (YOUNG, 1992). Cerca de setenta e oito por cento (78%) da
atmosfera terrestre € composta pelo gas dinitrogénio (N2) (YOUNG, 1992; HOWARD
e REES, 1996). Existem diferentes fontes de nitrogénio na biosfera e a
interconversdo entre estas espécies ocorre através de processos biolégicos e ndo

biolégicos, o ciclo global do nitrogénio.

Neste ciclo, o nitrogénio pode sofrer varias reacdes de oxidagdo e reducao
gerando diferentes compostos. Na reducdo assimilatoria, o nitrato é reduzido via
nitrito a amoénio, que é utilizada para a sintese de glutamina. A glutamina € entéo
doadora de nitrogénio para a sintese de outros aminoacidos e moléculas (BOTHE,
FERGUSON e NEWTON, 2007). Os ions nitrato podem também ser incorporados
pelas células e atuar como aceptores de elétrons para eliminar o excesso de poder
redutor através da denitrificacdo ou reducdo dissimilatéria de nitrato ou ainda
respiracdo pelo nitrato. Através da denitrificacdo os ions nitrato, em condi¢cbes
anaerodbicas, sao reduzidos a nitrito e subsequientemente em: oxido nitrico (NO),
oxido nitroso (NO;) e finalmente em dinitrogénio (N,). Devido a excrecdo de gases
pelos microrganismos os termos reducdo dissimilatéria, respiracdo ou denitrificacdo
tem sido usados equivalentemente na literatura para denominar esta via (BOTHE,
FERGUSON e NEWTON, 2007). Um processo alternativo € o de amonificacao, que
pode ocorrer em algumas enterobactérias e corresponde a reducdo do nitrato a
amonio (NH,4), que é entdo excretado. O amodnio e o nitrito podem ser oxidados
formando nitrito e nitrato respectivamente. Este processo é realizado para suprir
demandas energéticas e € denominado nitrificagdo. Recentemente foi descoberto
qgue alguns organismos heterotroficos como planctomicetos podem oxidar aménio e
utilizar nitrito como aceptor de elétrons na respiracdo através de um processo
chamado Anammox. Como o produto final desta via € o nitrogénio gasoso, tais
organismos sao importantes no tratamento de agua contaminada (BOTHE,
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FERGUSON e NEWTON, 2007). A conexao final do ciclo é a fixagcdo do nitrogénio,
que reduz o dinitrogénio gasoso em amoénio para sua utilizagdo biolégica (BOTHE,
FERGUSON e NEWTON, 2007).

A maioria dos procariotos pode utilizar diferentes fontes de nitrogénio, e regulam
a assimilacdo deste elemento de tal modo que determinadas fontes sao
preferencialmente utilizadas. A fonte primaria de nitrogénio é o amoénio, que é
convertido a glutamina, e glutamato; precursores de outros compostos nitrogenados
das vias metabdlicas. A utilizacdo de fontes alternativas de nitrogénio s6 ocorre na
auséncia das fontes primarias (MERRICK E EDWARDS, 1995).

FIGURA 1 — O CICLO BIOLOGICO DO NITROGENIO

-3 ~1 +1 +3 +5
I I I | I I | I I

N, < NEO‘-—-—.\-

Denitrificacéo NO3

Fixacdo de Nitrogénio Nitrificacao

Reducao Assimilatéria e
NH, € NO; €«<——NO;

Dissimilatoria de Nitrato

Nitrificac&o

FONTE: Adaptado de MOROZKINA e ZVYAGILSKAYA, 2007
Ciclo biolégico do Nitrogénio, setas indicam a conversd@o entre as espécies de nitrogénio. A
escala numérica indica o nimero de oxidacdo do a&tomo de nitrogénio em cada uma das

espécies quimicas.

11



1.2 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A fixacao bioldgica de nitrogénio atmosférico (N,) em aménia (NH3) é realizada
por alguns organismos procariotos que podem ser simbidticos, de vida livre ou
associativa (POSTGATE, 1985; CAPONE, 2001).

A reducdo do nitrogénio atmosférico (fixacdo de nitrogénio) € um processo
importante para a manutengdo do ciclo do nitrogénio, pois devolve ao solo o
nitrogénio perdido durante o processo de denitrificacdo, o qual libera o nitrogénio
fixado para a atmosfera e ndo para o solo. Sendo assim a fixacdo de nitrogénio atua
compensando, através da devolucédo de nitrogénio ao solo, as perdas geradas pelo
processo de denitrificacdo. (MARTINEZ-ARGUDO et al. 2005).

A reacdo de reducdo de nitrogénio atmosférico a amdnia requer uma energia
de ativacdo extremamente alta, o que impossibilita sua ocorréncia de forma
espontanea na auséncia de catalisadores adequados. Na industria o processo de
fixacdo de nitrogénio desenvolvido por Haber-Bosch utiliza de altas temperaturas
(entre 300°C e 500°C), pressdes acima de 300 atm e de catalisadores a base de
ferro que combinam nitrogénio e hidrogénio para formac¢do de compostos quimicos
nitrogenados, destinados a producao de fertilizantes e até mesmo explosivos (KIM e
REES,1994).

No processo de fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), microrganismos
procariotos diazotréficos, ou fixadores de nitrogénio, realizam a interconversao do
nitrogénio atmosférico (N2) a amoénia (NH3) através do complexo enzimatico da
nitrogenase. A amonia resultante do processo de FBN é disponibilizada para as
plantas, muitas vezes por meio de associa¢cfes entre a bactéria fixadora e a planta
(BURRIS, 1991). O complexo de nitrogenase é formado pela proteina Ferro e pela
proteina Ferro-Molibdénio (FeMo). A transferéncia de elétrons através do complexo
da nitrogenase é iniciada pela reducédo da proteina Ferro pela ferredoxina ou pela
flavodoxina, entédo os elétrons séo transferidos para a proteina FeMo, processo este
gue € dependente da hidrolise de MgATP. Como somente um elétron é transferido

para cada duas moléculas de MgATP hidrolisadas, é necessario que o ciclo se repita
12



para que a proteina FeMo acumule elétrons suficientes para reduzir o nitrogénio
atmosférico (BURRIS,1991).

A estequiometria da reacdo catalisada pelo complexo da nitrogenase €

representada pela reacdo (BURRIS, 1991):

N, + 8H" +8e” + 16MgATP — 2NH3 + H, + 16MgADP + 16Pi

O uso desenfreado de fertilizantes quimicos nitrogenados, utilizados em
lavouras, resulta em grandes niveis de poluicdo ambiental, eutrofizacdo de rios,
lagos e da agua potavel. Desta maneira o processo de fixacdo biologica de
nitrogénio oferece uma alternativa ao uso de fertilizantes quimicos em lavouras,
disponibilizando nitrogénio para plantas de interesse comercial atravées de um

processo renovavel e ndo poluente (ZAHRAN,1999).

1.3 METABOLISMO DE NITRATO

O nitrato € um composto inorganico que, em excesso, contamina lengois
fredticos de rios e lagos o que pode resultar em sua eutrofizagdo. Sua reducdo no
ciclo biolégico do nitrogénio é realizada por bactérias, algas, fungos e plantas
superiores onde atuara como uma fonte alternativa ao nitrogénio atmosférico
disponibilizando assim nitrogénio que poderd ser utilizado nas reacdes
biossintéticas. A reducdo de nitrato € um processo de extrema importancia visto que
contabiliza toneladas de nitrogénio inorganico (GUERRIERO, VEGA e LOSADA,
1981). Em humanos o nitrato pode ser convertido em compostos carcinogénicos
pelas bactérias do trato gastrintestinal, e pode ainda causar o aparecimento de
metahemoglobina em criangcas. Por outro lado o nitrato possui propriedades
terapéuticas em condicbes como infarto do miocardio, acidente vascular cerebral,
hipertensdo arterial sistémica e pulmonar, e ulceracdo gastrica, e devido a sua
importancia biolégica a redugdo do nitrato tem se tornado foco de diversos estudos
(MORENO-VIVIAN et al.,1999; revisado por LUNDBERG,WEITZBERG e GLADWIN,
2008).
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O nitrato presente no meio pode ser metabolizado pelas bactérias através de
trés vias: assimilatoria, dissimilatoria e respiratéria. Na via respiratéria o nitrato é
reduzido a nitrito e atua como aceptor final de elétrons em condi¢Bes limitantes de
oxigénio, na via dissimilatéria atua no balanco redox, devido a sua capacidade
redutora, e na via assimilatéria o nitrato € reduzido a aménio e posteriormente
utiizado como fonte alternativa de nitrogénio na sintese de biomoléculas

(COLE,1996; MORENO-VIVIAN et al., 1999).

1.3.1 NITRATO REDUTASE RESPIRATORIA

Na via respiratéria o nitrato € reduzido a nitrito através do complexo
enzimatico da nitrato redutase respiratoria (NAR). O complexo NAR se encontra
ancorado na membrana plasmatica, € composto por trés subunidades a, B e vy, e
poSsui seu centro catalitico voltado para o citoplasma (FIGURA 2). A subunidade a é
formada pela proteina NarG e a subunidade B pela proteina NarH, proteinas estas
que estado localizadas do lado interno da membrana. Ja a subunidade y é formada
pela proteina Narl que é uma proteina transmembrana que realiza a ancoragem do
complexo enziméatico na membrana. A montagem do complexo enzimatico é
dependente de uma quarta proteina denominada NarJ, e todo o complexo
enzimatico € codificado pelo operon narGHJI (MacGREGOR, SCHNAITMAN e
NORMANSELL,1974; SODERGREN, HSU, DeMOSS, 1988).

Além do operon narGHJI outros genes, denominados genes nar, atuam na via
respiratéria como os genes narK e narXL que codificam proteinas denominadas
NarK e NarXL. A proteina NarK é uma proteina transmembrana da superfamilia dos
facilitadores principais (MFS) que realiza transporte, de nitrato e nitrito, dependente
de gradiente idnico, dispensando a hidrdlise de ATP para que 0 processo ocorra. As
proteinas NarK sao divididas em duas subfamilias, tipo 1 e tipo2, as do tipo 1 sdo as
transportadoras nitrato/proton simporte, enquanto as do tipo 2 realizam transporte de
nitrato/nitrito antiporte (MARGER e SAIER, 1993; MOIR e WOOD, 2001). A proteina
NarK foi primeiramente identificada em E. coli e se localiza a montante dos genes
estruturais do complexo da nitrato redutase com os quais forma um operon. Estudos

demonstraram que no mutante narK™ de E. coli a taxa de transporte de nitrato nao foi
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significativa quando comparada a estirpe selvagem, o que sugeriu o envolvimento da
proteina NarK no transporte de nitrato nesta bactéria (NOJI et al., 1989). Outro
transportador, denominado NarU, foi identificado posteriormente em E. coli. Esta
proteina possui altissimo grau de similaridade com a proteina NarK e sua funcéo
esta ligada a captacdo de nitrato e nitrito para o meio intracelular bem como a
exportacao de nitrito para o meio extracelular. O mecanismo de transporte realizado
pela proteina NarU ainda permanece desconhecido, porém, estudos indicam que
esta proteina possivelmente atua realizando antiporte de nitrato/nitrito ou ainda
simporte de nitrato/H" e nitrito/H” (BLASCO et al., 1990; JIA et al., 2009).

FIGURA 2 — ORGANIZACAO DOS GENES E DAS PROTEINAS DA VIA
RESPIRATORIA DE NITRATO

E. coli narA M. tuberculosis
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FONTE: Adaptado de MOROZKINA e ZVYAGILSKAYA, 2007.
Organizagcdo dos genes e das proteinas integrantes da via respiratéria de nitrato.

Representacdo do transportador NarK, do sistema de dois componentes NarXL e da nitrato
redutase respiratéria NarGHJI.
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Em Pseudomonas aeruginosa existem duas proteinas NarK, classificadas
como NarKl e NarK2, e os respectivos genes que codificam tais proteinas se
localizam a montante dos genes narGHJI, formando um operon. Em estudos de
complementacdo, estirpes mutantes para os genes narK2 e narK1'K2, foram
complementados pela proteina NarK de E. coli levando a conclusdo de que a
proteina NarK2 de P. aeruginosa e NarK de E. coli sdo funcionalmente similares
(SHARMA, NORIEGA e ROWE, 2006).

As proteinas NarX e NarL, sdo codificadas pelos genes narXL, fazem parte de
um sistema regulatério de dois componentes onde a proteina NarX atua como
proteina sensora e NarL € uma proteina de resposta capaz de se ligar ao DNA.
Estas proteinas respondem a presenca de nitrato e nitrito, e sdo responsaveis pelo
controle dos genes da via respiratoria anaerébica em E. coli, inclusive dos genes da
nitrato redutase e do transportador NarK (STEWART, et al., 1989). Estudos
posteriores revelaram a presenca de um segundo sistema de dois componentes em
E.coli também responsavel pelo controle dos genes da via respiratoria de nitrato.
Este outro sistema é composto pelas proteinas NarQ e NarP, onde NarQ é a
proteina sensora e NarP a proteina de resposta (STEWART, 1994; DARWIN,
STEWART, 1995). Foi demonstrado, em estudo utilizando mutantes NarQ e NarX de
E. coli, que a proteina NarQ é capaz de interagir tanto com seu par de resposta
NarP quanto com a proteina NarL. Enquanto que a proteina NarX interage de
maneira preferencial com seu par NarL e ndo possui interacdo significativa com a
proteina NarP (NORIEGA et al. 2010).

A proteina transmembrana NarX atua detectando a presenca de nitrato e
nitrito no periplasma, a informacdo é transmitida através de fosforilacdo para o
regulador de resposta NarL que ird desencadear a resposta, ativando ou reprimindo
a transcricdo de genes da via anaerdbica. A presenca de nitrito faz com que NarX
atue como regulador negativo de NarL fosforilado (STEWART, et al., 1989;
SCHRODER et al.,1994).
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1.3.2 NITRATO REDUTASE ASSIMILATORIA

O complexo enzimatico da nitrato redutase assimilatéria (NAS), como o home
sugere, € parte integrante da via assimilatéria de nitrogénio. Este complexo é
responsavel pela reducdo de nitrato a nitrito e ainda pela redugcdo de nitrito a
amonio, que sera posteriormente incorporado ao metabolismo do organismo.
Existem duas classes de proteinas NAS, classificadas de acordo com o doador de
elétrons: a flavodoxina ou ferredoxina dependente (enzimas monomericas), e NADH
dependente (enzimas heterodiméricas). Sendo que as duas classes utilizam bis-
MDG como cofator e possuem cluster ferro-enxofre (MORENO-VIVIAN et al.,1999;
RICHARDSON et al., 2001).

Em Klebsiella oxytoca os produtos dos genes nasFEDCBA sé&o responsaveis
pelo transporte e pela reducdo de nitrato e nitrito. Os genes nasFED codificam um
sistema de proteinas transportadoras de nitrato e nitrito (FIGURA 4), os genes
nasCA formam duas subunidades do complexo enzimatico da NAS da classe NADH
dependente, e nasB a nitrito redutase assimilatéria. Os produtos dos genes nasFED
de K. oxytoca formam um tipico transportador do tipo ABC (ATP-dependente),
composto pela proteina periplasmética NasF, pela proteina integral de membrana
Nask, e pela proteina NasD que € uma ATPase e esta voltada para o citoplasma
(LIN et al., 1994). A expresséo do operon nasFEDCBA em K. oxytoca esté sujeita a
dois niveis de controle, o primeiro via sistema ntr e o segundo através da proteina
NasR. Sob condi¢Bes limitantes de amoénio a proteina NtrC fosforilada ativa a
transcricdo de nasF, o segundo nivel de controle da expressdo de nasF se da
através da proteina NasR que se liga a grampos terminadores no RNA transcrito e
atuando desta maneira como um antiterminador da transcricdo, possibilitando a
expressao de nasF em K. oxytoca (CHAI e STEWART, 1998; WU et al., 1999).
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FIGURA 3 - ORGANIZACAO DOS GENES nas E SUAS RESPECTIVAS
PROTEINAS EM K. oxytoca e Synechococcus sp. PCC4972.

Klebsiella oxytoca Synechococcus sp. PCC4972
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FONTE: MOROZKINA e ZVYAGILSKAYA, 2007.

Organizacdo dos genes da via assimilatéria de nitrato e suas respectivas proteinas em
Klebsiella oxytoca e Synechococcus sp.PCC7942.

Em Bacillus subtilis os genes nasBC codificam a NADH-nitrato redutase e a
proteina NasA, que transporta nitrato, € homologa a NarK, ou seja, realiza transporte
independente da hidrélise de ATP (OGAWA et al, 1995). B. subtilis possui apenas
uma nitrito redutase e duas nitrato redutases, a assimilatéria (NasBC) e a
respiratoria (NarGHI). Este fato possibilita a atuacdo conjunta das enzimas Nar com

a NADH- nitrito redutase durante o crescimento anaerébio (NAKANO et al., 1998).

1.3.3 NITRATO REDUTASE PERIPLASMATICA

Verificada inicialmente na bactéria fotossintética Rhodobacter sphaeroides, a

via dissimilatéria € formada pelo complexo enzimatico da nitrato redutase
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periplasmatica (NAP) localizado na regido periplasmatica. O operon nap possui
quatro genes em comum, napDABC (MORENO-VIVIAN et al.,1999).

A nitrato redutase periplasmatica € encontrada em uma grande variedade de
bactérias isoladas dos mais diversos ambientes, desempenhando diferentes papéis
fisiologicos e sendo expressa sob diferentes condi¢cdes (PHILIPPOT e HGJBERG,
1999; GAVIRA et al., 2002). Em E. coli o operon napFDAGHBC é regulado por Fnr e
pela presenca de nitrato. A expressdo maxima do operon ocorre em baixa
concentracdo de nitrato e sob condi¢cdes anaerdbicas. A proteina NarP ativa a
expressao do operon napF e a proteina NarL possui efeito negativo na expressao
(STEWART et al.,2002). O complexo da nitrato redutase periplasmatica de bactérias
€ composto por apenas duas subunidades, NapA e NapB (FIGURA 4). A proteina
NapA forma a subunidade catalitica que possui como cofator bis-molibdopterina
guanina dinucleotideo (bis-MGD) e um cluster [4Fe-4S]. A proteina NapB é um
citocromo ¢ que recebe elétrons da proteina NapC ligada a membrana (SATOH,
1981; MORENO-VIVIAN et al., 1999). A proteina NapD ¢é citoplasmatica e
provavelmente estd envolvida com o processamento de NapA antes de ser

exportada para o periplasma (REYES et al., 1998).
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FIGURA 4 — ORGANIZACAO DAS PROTEINAS INTEGRANTES DA NITRATO
REDUTASE PERIPLASMATICA.
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FONTE: MOROZKINA e ZVYAGILSKAYA, 2009.

Organizacédo das proteinas da via dissimilatoria de nitrato codificadas por genes presentes em
E. coli, Paracoccus denitrificans, Rodobacter sphearoides, e Shewanella putrefaciens.

1.4 SISTEMA REGULADOR DE DOIS COMPONENTES

Para sobreviver a diversas variagbes ambientais um organismo deve possuir
uma eficiente cascata de sinalizacdo. Um sistema de monitoramento que atue como
mecanismo de estimulo-resposta, 0 qual permita aos organismos perceber,
interpretar e responder aos mais diversos estimulos, garante sua sobrevivéncia as
variagbes ambientais. Este sistema de monitoramento € bastante comum em
procariotos e € conhecido como sistema de dois componentes (STOCK, ROBINSON

e GOUDREAU, 2000; FOUSSARD et al., 2001; GALPERIN, 2004).
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Esse sistema possui alta organizacdo modular de seus componentes, 0S
quais integram uma ampla variedade de circuitos de sinalizacdo celular. Muitas
proteinas transdutoras de sinal sdo constituidas por dois ou mais dominios, que sao
conservados individualmente durante a evolucdo, o que torna possivel determinar a
atividade de cada dominio de forma isolada (CHANG e STEWART, 1998; STOCK,
ROBINSON e GOUDREAU, 2000; FOUSSARD et al.,2001; GALPERIN, 2004).

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

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

1.4.1 PROTEINAS NtrBC e NtrYX

As proteinas NtrY e NtrX fazem parte de um sistema regulatério de dois
componentes, no qual a proteina NtrY é a proteina sensora e NtrX € a proteina
reguladora de resposta. O sistema NtrY/X foi descrito inicialmente por Pawlowski e
colaboradores (1991) em Azorhizobium caulinodans, com o objetivo de avaliar os
genes ntrY/X quanto a sua capacidade de utilizacdo de nitrogénio. Os autores
inocularam estirpes mutantes ntrY/X em meio de cultura contendo nitrato como unica
fonte de nitrogénio e observaram um crescimento muito reduzido das estirpes
mutantes em relacdo a estirpe selvagem. Ja a estirpe duplo mutante nrtC/ntrY nao
apresentou crescimento no meio contendo nitrato, indicando um controle parcial da
expressao dos genes ntrY/X pela proteina NtrC. A proteina NtrX esta envolvida no
controle da expressado do gene nifA em A. caulinodans ja que houve uma menor

expressao da fusado promotor nifA::lacZ quando introduzida na estirpe mutante ntrX,
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indicando que ha um envolvimento do produto do gene ntrX no controle da
expressao do gene nifA (PAWLOWSKI, KLOSSE e BRUIJN, 1991).

As proteinas NtrB e NtrC sdo membros de um sistema de dois componentes
onde NtrB € a proteina histidina quinase/fosfatase (sensora) e NtrC é a proteina
regulatéria de resposta. Este sistema esta relacionado ao metabolismo de nitrogénio
e em condi¢des limitantes de nitrogénio NtrC é ativada por fosforilacdo e atua como
um ativador da trancricdo de promotores do tipo 6>*. A proteina NtrC também pode
atuar como repressor da transcricdo de promotores do tipo o’° visto que a sequéncia
consenso de ligagdo de NtrC ao DNA € sobreposta aos sitios de inicio de transcri¢cao
de promotores 6’° (DIXON,1984, REITZER e MAGASANIK, 1985).

Mutantes ntrBC de Azospirillum brasilense séo incapazes de crescer na
presenca de nitrato. A complementacdo destes mutantes com o0s genes ntrYX
sugere que possa existir uma substituicdo entre os pares ntrYX e ntrBC em relacéo
ao crescimento na presenca de nitrato. Em A. brasilense a proteina NtrX nao teve
efeito sobre a expressao da fusdo do promotor nifA::lacZ, indicando que, ao
contrario do observado em A caulinodans, as proteinas NtrY/X ndo estao envolvidas

na expressao do gene nifA em A. brasilense. (ISHIDA et al.,2002).

A proteina sensora quinase NtrB de Rhodobacter capsulatus pode ativar por
fosforilacdo a proteina de resposta NtrC, a qual regula os genes envolvidos na
fixacdo e assimilacdo de nitrogénio e também regula os genes responsaveis pela
utilizacdo de uréia. Ja que a estirpe mutante ntrB apresentou crescimento na
presenca de uréia e N, como Unica fonte de nitrogénio, e a estirpe duplo mutante
ntrB/ntrY néo foi capaz de crescer na presenca destes compostos (DREPPER et al.,
2006).

1.5 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae é um organismo diazotréfico gram-negativo,
pertencente a classe [ das Proteobactérias, geralmente vibridide podendo

apresentar formas helicoidais dependendo das condicbes de crescimento. Seu
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tamanho varia de 1,5 a 5 ym e pode apresentar de um a trés flagelos bipolares. Este
organismo fixa nitrogénio atmosférico sob condi¢cdes microaerodbicas e cresce bem
com dinitrogénio com unica fonte de nitrogénio. Utiliza acidos organicos como
principal fonte de carbono, embora possa utilizar alguns carboidratos como glucose,
galactose e arabinose, enquanto que a sacarose ndo pode ser metabolizada. Seu
pH de crescimento € bastante amplo (5,3 a 8,0) e sua temperatura Otima de
crescimento se situa entre os 35°C (BALDANI et al.,, 1986; FU e BURRIS, 1989;
KLASSEN et al., 1997).

H. seropedicae foi primeiramente descrito como uma nova espécie de
Azospirillum (BALDANI et al., 1984) por formar uma pelicula em meio semi sélido
livre de nitrogénio (BALDANI et al.,, 1986). Entretanto estudos de hibridizacéo
rRNA/DNA revelaram apenas 9 a 22% de homologia com outras espécies de

Azospirillum (A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense) (FALK et al.,1986).

H. seropedicae foi isolado de raizes de cereais e gramineas, e do interior de
folnas e caules de cana-de-acucar e arroz (BALDANI et al.,, 1986; 1992). Ao
contrario do observado em Azospirillum brasilense, H. seropedicae ndo sobrevive
em solos isentos de raizes, sugerindo um carater endofitico obrigatério deste
organismo (BALDANI et al.,, 1992). Um dos beneficios da sua associagcdo com
plantas é o favorecimento do crescimento vegetal, observado pela avaliacdo do peso
seco de plantas de arroz, inoculadas e ndo inoculadas com H. seropedicae, onde as
plantas inoculadas apresentaram maior peso seco do que as nao inoculadas,
evidenciando vantagens na interacdo da bactéria com a planta (DOBEREINER et al
.,1992; RONCATTO-MACARI et al.,2003).

1.5.1 METABOLISMO DE NITRATO EM Herbaspirillium seropedicae

A estirpe parental (SmR1) de H. seropedicae € capaz de utilizar nitrato como
Unica fonte de nitrogénio porém, as estirpes mutantes DCP286A (ntrC") e A01 (ntrY")
nao apresentam crescimento em nitrato. O que sugere a participagdo destes genes
no metabolismo de nitrato em H. seropedicae (PERSUHN, 2000; ALVES, 2004).
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H. seropedicae possui em seu genoma 0S genes nar que codificam as
proteinas integrantes da via da nitrato redutase respiratéria. Os genes que codificam
para as proteinas transportadoras NarK1 e NarU se localizam a montante dos genes
estruturais da enzima NarGHJI e um segundo gene narK se encontra a montante
dos genes que codificam uma possivel enzima nitrito redutase (nirBDC). H
seropedicae ainda apresenta 0os genes narXL, cujos produtos sdo as proteinas do
sistema de dois componentes responsavel pelo sensoriamento de nitrato e nitrito. A
figura 5 mostra como os genes nar estao organizados em H. seropedicae. Os genes
do sistema de dois componentes narPQ estdo ausentes em H. seropedicae (ALVES,
2006, GENOPAR).

Em estudo utilizando as fusbes narX:lacZ e narK:lacZ avaliou-se a
expressao do sistema de dois componentes narX, e do gene que codifica para o
transportador NarK. Os resultados obtidos demonstram que a expressdo do gene
narX de H. seropedicae foi cerca de trés vezes maior na estirpe selvagem (SmR1)
em relacdo as estirpes mutantes DCP286A (ntrC’) e A01 (ntrY’), e que a expressao
nao é dependente da presenca de molibdénio e oxigénio. A expressdo observada
nas estirpes mutantes de H. seropedicae indica que, além das proteinas NtrC e NtrY
uma outra proteina é requerida para total expressdo do gene narX em H.
seropedicae (ALVES, 2006). Na analise de expressdo da fusdo narK:lacZ os
resultados obtidos indicaram uma expressao duas vezes maior da estirpe selvagem
(SmR1) em relacdo a estirpe mutante DCP286A (ntrC’), e auséncia de expressao na
estirpe mutante AO1 (ntrY’). A expressdo maxima da fusdo narK::lacZ foi observada

para a estirpe SmR1, na presenca de molibdénio e em condigdo de microaerofilia.
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FIGURA 5 — ORGANIZACAO DOS GENES nar EM H. seropedicae.
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Distribuicdo dos genes nar no genoma de H. seropedicae. Em amarelo os genes que codificam
para os transportadores NarK e NarU, em verde os genes que codificam a nitrato redutase
respiratoria NarGHJI e em azul os genes dos sistema de dois componente narXL. As caixas em
preto indicam quantos pares de base separam 0s genes.

H. seropedicae também possui 0s genes nasFED, que codificam para um
transportador do tipo ABC, e o gene nasA que codifica para a enzima NADH-nitrato
redutase assimilatéria. O gene nasA de H. seropedicae se situa a jusante dos genes
estruturais da nitrito redutase (nirBDC), formando o operon narKnirBDCnhasA
representado na figura 6. Diferentemente do observado em K. oxytoca, onde o gene
nasR esta proximo do operon nasFED, o gene nasR de H. seropedicae se encontra
a uma distancia de 3.741Kb a jusante do operon nasFED (GENOPAR).

FIGURA 6 — ORGANIZACAO DOS GENES nas EM H. seropedicae.
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Organizacdo dos genes nas em H. seropedicae. Em amarelo séo representados 0s genes que
codificam os transportadores NasFED e NarK, em verde claro os dois genes que codificam a
nitrito redutase NirBDC, e em verde escuro nitrato redutase assimilatoria NasA.
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Em H. seropedicae os genes que codificam as proteinas pertencentes a via
dissimilatoria de nitrato estdo ausentes (GENOPAR).

1.5.2 PROTEINAS NtrBC E NtrXY DE Herbaspirillum seropedicae

Em H. seropedicae a proteina NtrC controla a expressdo do gene nifA,
relacionado a fixacdo de nitrogénio, e também do operon ginAntrBC. A expressao de
gInA esta sujeita ao controle pela presenca de amoénio via promotor ¢’ , e em
condi¢des limitantes de nitrogénio sua transcricdo € ativada pela proteina NtrC
fosforilada. Esta regulacédo se deve ao fato de existir uma sobreposi¢do do sitio de
ligacdo da proteina NtrC e do promotor 6’°.A enzima glutamina sintetase, produto do
gene gInA, tem sua atividade influenciada pela proteina NtrC, dado que na estirpe
mutante DCP286A foi constatada deficiéncia no sistema de
desadenilacdo/adenilacdo desta enzima (PERSUHN, 2000 e 2001).

Em H. seropedicae o operon ntrYX foi identificado durante o projeto
GENOPAR (Programa Genoma do Parana). As andlises das sequéncias de DNA
demonstraram que 0s genes ntrYX estdo localizados a jusante do gene sun, que
codifica uma possivel RNA metil transferase, e da orfP, que codifica um peptideo
rico em prolina com funcdo ainda desconhecida (ALVES, 2004). A andlise das
regides promotoras do gene sun e da regiao codificadora da orfp revelaram uma
provavel regido promotora dependente do fator 6’° da RNA polimerase a montante
do gene sun, e trés provaveis sitios de ligacdo para proteina NtrC e duas provaveis
regides promotoras dependentes do fator 0°* da RNA polimerase na regido
codificadora da orfp. Andlises sugerem que 0 gene sun € expresso constitutivamente
e que sua regido promotora influencia na expressdo dos genes ntrYX. No entanto,
as andlises utilizando a regido codificadora da orfp no mutante DCP286A (NtrC")
revelaram uma expressao 2,5 vezes menor do que na estirpe selvagem (SmR1).
Sugerindo que a regido promotora dos genes ntrYX de H. seropedicae esta na
regido codificadora da orfp (ALVES, 2006).
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Ensaios de reducdo com acetileno demonstraram que o gene ntrY nao esta
envolvido com a fixacdo de nitrogénio em H. seropedicae, pois o0s valores de
atividade de nitrogenase na estirpe mutante AO1 (ntrY") foram similares aos valores
de atividade na estirpe selvagem (ALVES, 2006).

O mutante ntrY de H. seropedicae foi analisado quanto a capacidade de
utilizar nitrato como Unica fonte de nitrogénio e ndo apresentou crescimento. O
fendtipo mutante foi complementado pela cépia selvagem dos genes nrtYX,
indicando um possivel envolvimento de tais genes no metabolismo de nitrato
(ALVES,2006).

A proteina ">

NtrX de H. seropedicae foi superexpressa, purificada e foi capaz
de se ligar a regido promotora dos operons narXL, narK1KGHJInasA e narKnirBDC
de forma especifica, uma vez que as concentracdes crescentes de DNA de timo
bovino néo interferiram na formacdo do complexo DNA-proteina (OSAKI, 2008). A
formacéo deste complexo DNA-proteina é independente da fosforilagdo de "SNtrX, o
que ocorre também com a proteina NtrC de H. seropedicae, a qual é capaz de se
ligar a regido promotora do gene ¢InA independentemente de fosforilagao

(TWERDOCHLIB et al., 2003).

Em E. coli o sistema NarXL é responsavel pela deteccdo de nitrato e nitrito no
ambiente, onde NarX atua como proteina sensora e NarL como proteina de
resposta. Os genes narXL de H. seropedicae se encontram a jusante dos genes que
codificam para a nitrato redutase respiratdria narGHJI. A analise da fusdo narX::lacZ
demonstrou que a expressdo do gene narX nas estirpes mutante AOl (ntrY’) e
DCP286A (ntrC’) de H. seropedicae foi trés vezes menor quando comparada a
estirpe selvagem (SmR1). A expressdo observada nas estirpes mutantes de H.
seropedicae sugere que a expressao do sistema narXL é dependente dos sistemas
NtrBC e NtrYX, mas também pode estar sob influéncia de NarL. Sofrendo assim uma
auto-regulagdo como a observada em E. coli (STEWART e PARALES, 1988;
DARWIN e STEWART, 1995; ALVES, 2006).
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A estirpe mutante LT78 (narL’) de H. seropedicae cresce de maneira similar a
estirpe selvagem (SmR1) em meio contendo amonio como fonte de nitrogénio,
entretanto, quando se utiliza nitrato como fonte de nitrogénio o crescimento da
estirpe mutante € duas vezes menor que a estirpe SmR1, assim como a atividade de
nitrato redutase. A estirpe narL" ndo apresentou diferencas na atividade de
nitrogenase em relacdo a estirpe selvagem. Este resultado indica que o gene narL
estd envolvido na regulacdo da expressdo dos genes relacionados com o
metabolismo de nitrato, mas ndo com os genes envolvidos na fixacdo de nitrogénio e

na assimilacdo de aménio em H. seropedicae (OLIVEIRA, 2008).

A expressdo da regido promotora do operon narKnirBDCnhasA de H.
seropedicae, o qual codifica para a proteina transportadora de nitrato NarK e para o
complexo enzimatico da nitrito redutase respiratéria, também foi testada no mutante
ntrY na presenca de nitrato e nitrito. Ndo houve expressao desta fusdo narK::lacZ,
indicando que o gene ntrY é essencial para expressao do operon em questdo. Ja na
estirpe selvagem a fusdo apresentou expressao maxima na presenca de nitrato,
molibdénio e em microaerofilia. A expressao de narK::lacZ , na estirpe selvagem, em
presenca de nitrito foi de 1,5 vezes menor em comparagdo com a expressao
observada na presenca de nitrato. J& na estirpe mutante ntrC a expressao da fusdo
narK::lacZ foi duas vezes menor que a observada na estirpe selvagem, indicando
uma provavel ligacdo da proteina NtrC com a regulacdo da expressdo deste gene
em H. seropedicae (ALVES,2006).

A regido promotora dos genes nasFED de H. seropedicae, envolvidos na via
de assimilacdo de nitrato foi analisada e ndo houve a expressdo da fusdo do
promotor nasF:lacZ na estirpe mutante ntrY na presenca de nitrato e a expressao
no mutante ntrC foi seis vezes em relacdo a estirpe selvagem, indicando o

envolvimento de ntrC e de ntrY na regulagéo de nasFED. (ALVES, 2006).
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1.6 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA POR PCR QUANTITATIVO EM
TEMPO REAL

O desenvolvimento da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) por Kary Mullis
e colaboradores revolucionou os estudos de &cidos nucléicos. Apesar de
revolucionéria, a técnica de PCR convencional possui limitagbes significativas. A
técnica depende da amplificacdo de sequéncias de DNA e um processamento poés-
PCR para analise e quantificacdo dos produtos gerados. Os métodos de
densitometria em gel de agarose tornam a quantificacdo dos produtos imprecisa pelo
fato de separar os produtos gerados somente baseado em seu tamanho o que pode
gerar dados que nao sdo confiaveis dada a baixa resolucdo dos géis de agarose
(KUBISTA et al., 2006).

A técnica de PCR convencional foi aprimorada e a nhova metodologia proposta
se baseia na deteccdo dos produtos de PCR a medida que a amplificagdo ocorre. A
técnica de PCR quantitativo em tempo real foi proposta por Higuchi e colaboradores
(1920) onde uma camera capaz de detectar a fluorescéncia emitida pelo intercalante
brometo de etidio permitiu 0 acompanhamento do progresso da amplificacéo ciclo a
ciclo (em tempo real). Esta diferenca eliminou a necessidade do processamento pos-
PCR, uma das maiores limitagdes do PCR convencional (HIGUCHI et al., 1992;
KUBISTA, 2006).

Com o desenvolvimento e evolu¢cdo do método de PCR quantitativo em tempo
real, diversas areas da ciéncia foram beneficiadas e este método vem sendo
largamente utilizado para deteccdo de patégenos, analise de expressao génica,
polimorfismos de um Unico nucleotideo, genotipagem, avaliacdo da eficiéncia
terapéutica de drogas, entre outras aplicacbes. A técnica se baseia no
monitoramento da fluorescéncia de um repérter conforme a amplificacdo ocorre. O
reporter fluorescente pode ser um intercalante de duplas fita, ou sondas especificas
que atuam com os oligonucleotideos iniciadores, e sua fluorescéncia é proporcional
a quantidade de produto de PCR na reacdo. O que permite o acompanhamento do
acumulo de produtos de PCR em tempo real (HEID, 1996; KUBISTA, 2006). A
possibilidade de acompanhar a amplificacdo do DNA em tempo real na fase
exponencial torna a PCR em tempo real uma técnica mais eficiente, precisa e rapida
gue a PCR convencional (KUBISTA, 2006).
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Variagbes na expressdo génica de um organismo ocorrem de acordo com
suas necessidades fisiolégicas e estdo relacionadas com sua adaptacdo ao
ambiente, diferenciacdo celular e condicdo de crescimento. A técnica de PCR em
tempo real € 0 que existe de mais moderno na deteccdo dessas variacdes, pois
permite que pequenas diferengas na expressédo sejam evidenciadas possibilitando
assim a quantificacdo precisa do nivel de transcricdo de genes especificos. A
metodologia de quantificacdo relativa é baseada na expressdo de um gene
constitutivo (controle endodgeno) e de uma condi¢cdo controle. O gene escolhido
como controle endégeno tem funcdo de normalizar a expresséo génica e € um gene
gue possui expressao constitutiva. A condigdo controle pode ser uma amostra nao
tratada, individuos saudaveis ou uma amostra do ponto zero de analise. A
guantificacdo sera relativa a expressdo do gene alvo na condicdo controle e sera
normalizada pela expressdo do controle endégeno, garantindo assim um resultado
preciso de quantificacdo (PFAFFL, 2006)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho realizado foi determinar os niveis de expressao
de genes envolvidos no metabolismo de nitrato em Herbaspirillum seropedicae, em

diferentes condi¢cbes de crescimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e purificar RNA total das estirpes SmR1 (selvagem) e DCP286A (ntrC’).

Quantificar os niveis de expressdo dos genes narK, narU, narG, narR, narX,
nasA, nasF, nirD e ntrY nas diferentes estirpes de Herbaspirillum seropedicae,
utilizando transcricdo reversa e reacdo da polimerase em cadeia quantitativa (RT-
gPCR).

Construir um modelo de regulacdo da expressao dos genes do metabolismo

de nitrato de Herbaspirillum seropedicae.

3 JUSTIFICATIVA

O estudo da regulacdo das vias metabdlicas da bactéria diazotréfica
Herbaspirillum seropedicae contribui para um melhor entendimento bioquimico e
fisiologico deste microrganismo. Este conhecimento é essencial para utilizagédo do
seu potencial como biofertilizante. A utilizacdo desta bactéria como inoculante para
importantes culturas de interesse comercial, como milho, arroz e cana-de-agucar,
pode gerar beneficios na agricultura, dispensando parcialmente o uso de fertilizantes
nitrogenados, 0 que resulta em economia para produtores e beneficios para o meio

ambiente.
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A regulacdo das vias do metabolismo de nitrato em Herbaspirillum
seropedicae ainda ndo esta completamente elucidada. O presente projeto contribuira
para esclarecer o modo de regulacdo de um conjunto de genes envolvidos no
transporte e metabolismo de nitrato nesta bactéria. Para isto sera utilizada
quantificacdo direta de mMRNA dos genes de interesse por RT-gPCR a partir de RNA
total da bactéria sob diversas condi¢gBes de crescimento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 BACTERIAS UTILIZADAS

As bactérias utilizadas durante a pesquisa estdo descritas na Tabela 1.

Tabelal — Bactérias Utilizadas

BACTERIA ESTIRPE CARACTERISTICAS REFERENCIA

Herbaspirillum SmR1 Selvagem, Nif", Sm" PEDROSA et al., 1997
seropedicae
DCP286A SmR, KmR, NtrC’ PERSUHN, 2000

4.2 CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio liquido NFbHP
utilizando malato como fonte de carbono (KLASSEN et al.,, 1997) com 50mL/L de
solucéo estéril de fosfatos (159,4g/L de KH,PO,4 e 17,8g/L de K;HPQO,), a 30°C, sob
agitacao de 120 rpm. Utilizando com fonte de nitrogénio cloreto de aménio (NH,4CI)
20mM ou nitrato de potassio (KNO3) 10mM. As solucdes de fosfatos, cloreto de
amonio e nitrato de potassio foram previamente autoclavadas e adicionadas ao meio
de cultura no momento do uso. Os meios sélidos e semi-sélidos foram obtidos pela
adicdo de agar ao meio NFbHP liquido nas concentracbes de 15¢g/L e 1,5g/L
respectivamente. Os indculos em meio solido e semi-sélido foram incubados em
estufa a 30°C.

4.3 ANTIBIOTICOS

As solugcbes de antibidticos foram preparadas conforme descrito por
SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS (1989). As solucdes estoque de estreptomicina

(Sm) e canamicina (Km) foram preparadas em 80 e 100mg/mL respectivamente e
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armazenadas a -20°C. Os antibidticos serdo adicionados aos meios de cultura no
momento do uso. Para selecdo de H. seropedicae serdo adicionados ao meio:
estreptomicina a 80ug/mL de concentragdo final, e canamicina a 500ug/mL de

concentracéo final, de acordo com a estirpe utilizada.

4.4 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Para extracdo de RNA total da estirpe selvagem (SmR1) de H. seropedicae
foi realizada a partir de duas culturas distintas em meio NFbHP liquido utilizando
malato como fonte de carbono e como fontes de nitrogénio cloreto de aménio e
nitrato de potassio. As culturas foram incubadas em shaker a 30°C e 120 rpm e o
crescimento foi monitorado através da leitura espectrofotométrica de sua densidade
otica (D.O.) em 600 nm. As células foram coletadas, por centrifugacao a 14500 rpm
por um minuto, quando as culturas atingiram D.O. de aproximadamente 0,5 e 1,0
respectivamente. O RNA total foi extraido apés coleta das células da cultura liquida
utilizando o RiboPure Bacteria kit (Applied Biosystems®), conforme as instru¢cdes do
fabricante, e o volume de cultura utilizado foi de 4,5mL para D.O. de 0,5 e de 3,0mL
para D.O. de 1,0.

Para extracdo de RNA total das estirpes selvagem (SmR1) e mutante
(DCP286A) de H. seropedicae foi utilizada uma abordagem diferente visto que os
mutantes sdo incapazes de crescer em nitrato como fonte de nitrogénio. Para esta
situacdo as diferentes estirpes (selvagem e mutante) foram crescidas em meio
NFbHP liquido, utilizando malato como fonte de carbono e cloreto de aménio como
fonte de nitrogénio, até uma D.O. de aproximadamente 1,0. ApGs o crescimento as
células foram coletadas por centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos e
ressuspendidas para uma D.O. de aproximadamente 0,3 em meio NFbHP. As novas
culturas obtidas, agora em D.O. de aproximadamente 0,3 foram fracionadas em
duas aliquotas diferentes utilizando cloreto de amonio e nitrato de potassio como
fontes de nitrogénio, resultando em duas diferentes culturas para cada estirpe
inicialmente cultivada. Todas as aliguotas obtidas foram incubadas em shaker a
30°C e 120 rpm por 06 horas e o RNA total foi extraido utilizando o RiboPure
Bacteria kit conforme as instru¢des do fabricante.
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A guantidade de RNA total de todas as extragfes foi verificada através do
NanoDrop 2000 THERMO Scientifics. A qualidade do RNA extraido foi avaliada
através da relacdo de leitura espectrofotométrica fornecida pelo aparelho de
260/280nm para determinar presenca de proteinas, e de 230/260nm para avaliar
presenca de fenol nas amostras. A qualidade do RNA total das amostras também foi
avaliada através de eletroforese em gel de agarose conforme o item 4.5 desta

dissertacao.

4.5 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A eletroforese foi realizada em gel de agarose horizontal conforme descrito
por SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS (1989).

O RNA total extraido foi visualizado apds tratamento com solucdo de brometo
de etideo (0,5ug/mL), em transiluminador de luz ultravioleta. O perfil eletroforético foi

registrado utilizando o sistema UVP.

4.6 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

Primeiramente aliquotas de RNA total, previamente extraidas e quantificadas,
foram submetidas a transcricdo reversa utilizando o kit High Capacity RNA-to-cDNA

(Applied Biosystems®) de acordo com as especificagbes do fabricante.

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas no equipamento StepOne Plus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems®), utilizando o cDNA obtido da
transcricdo reversa como molde e o corante SYBR® Green para deteccdo de DNA
dupla-fita em tempo real. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados (Tabela 2)
foram desenvolvidos através do software Primer Express 3.0 de acordo com as

sequéncias dos genes de H. seropedicae obtidas através do GENOPAR.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para experimentos de RT-gPCR

Tm (°C)  Amplicon (pb)

Forward 5TGTCAGGGAAGAAACGGTTTTG 3 55.7

165 Reverse 5AGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCA 3 56.3 3
Forward 5 TTTCATCTGGGTCCCCTTCA 3 55.9

NV Reverse 5GTGTGCGGAGGCGATGTC 3' 59,2 £
Forward 5CGTGTGGATGCTCTTCATTACCTA 3 56.5

NarK  Reverse 5CGTAGTAGATGGCAGCGATGTT 3 56.9 4
Forward 5AAGTCGGGCGCTGTCAAC 3 58,5

NAIG  Reverse 5GGAACGCCAGACGAACAT 3 56.5 £
Forward 5GTCCAACATCCGCAAGCAT 3 56.1

NarX  Reverse 5TCGTCGGACACGGTCATG 3 57.3 74
Forward 5ACAATTGCTGACCGAGGACTACTA 3 575

NaSA  Reverse 5CGTGAATTGGTGTCGATGTTG 3 54.5 76
Forward 5CCGACAAGCGCGAATACAC 3' 56.7

NasF  Reverse 5CCAGCCAGTAATACAGCCACATC 3 57.7 4
Forward 5 AAGCAGGGCTTGAACGAAGA 3’ 57.0

NasR  Reverse 5GGCAATACGCCGGTTCTG 3 56.7 3
 Forward 5TCGGCAACCTGGGTGAAC 3 58,1

NID Reverse 5GTTGGCGGGCTCTTCCA 3 58.4 £
Forward 5GCGCCTTCGAACCCTATGT 3 57.7

MY Reverse 5TCTTCGACGATTTTCACCAT 3 54.4 73

A metodologia de quantificacdo empregada foi a de quantificacéo relativa,
onde a expressao dos genes alvo é dada em funcdo da sua expressdo em uma
condicdo controle. Os genes narK, narU, narG, narX, nasA, nasF, nasR, nirD e ntrY
tiveram sua expressao relativa a condicdo de crescimento que utilizava cloreto de
amonio como fonte de nitrogénio, a fim de determinar quantas vezes os genes foram
expressos nas demais condi¢gdes de cultivo. O rRNa 16S foi utilizado como controle

endogeno, normalizando os niveis de expressao dos diferentes genes analisados.

As reacgOes de quantificacdo foram realizadas em placas de 96 pocos,
utilizando 1puL de cDNA como template, 1uL de agua Milli-Q autoclavada, 1pL de
uma solugcdo contendo 10pmol/uL de cada um dos oligonucleotideos iniciadores, e
3uL de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®).
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4.7 DOSAGEM DE NITRITO

A determinagdo da concentragdo de nitrito no sobrenadante de culturas
liquidas de H. seropedicae SmR1 em meio NFbHP contendo nitrato de sédio 10mM
foi realizada segundo NEYRA et al. (1977). As culturas foram centrifugadas a 13000
rpm e aliquotas de 0,2mL do sobrenadante foram adicionadas a 2,0mL de uma
solugédo 1:1 (v/v) de N-1-naftil-etilenodiamino dicloreto 0,02% e sulfanilamida a 1%
em HCI 3N, misturados no momento do uso. As amostras foram lidas em
espectrofotometro em comprimento de onde de 540nm e a concentracdo de nitrito

foi determinada utilizando nitrito de potassio (KNO;) como padréo.

4.8 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

As concentracbes de proteinas foram determinadas pelo método de
BRADFORD (1976) usando albumina de soro bovino como padrdo. As
determinacdes de proteinas em cultura liquida de células foram feitas em
densidades dticas de 0,5 e de 1,0; apds a lise alcalina em NaOH 0,2 mol/L e

incubacédo por pelo menos uma hora a temperatura ambiente.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 ENSAIO DE EFICIENCIA DE PRIMERS E DE DISSOCIACAO

A quantificacdo da expressao dos genes alvo narK, narU, narG, narR, narX,
nasA, nasF, nirD e ntrY, e do controle endégeno rRNA 16S, utilizando agente
intercalante SYBR Green® para deteccdo da fluorescéncia gerada durante a
amplificacdo, exige ensaio de eficiéncia da reacdo de PCR em tempo real. O

algoritmo utilizado para quantificacdo génica dos alvos (2724

) assume que a
eficiéncia da reacdo de PCR em tempo real é de 100%, por esse motivo a eficiéncia
dos oligonucleotideos iniciadores utilizados deve ser testada a fim de evitar que uma
reacado com eficiéncia baixa seja considerada como tendo eficiéncia de 100% e por
consequéncia comprometa a qualidade dos resultados gerados pela analise.

Os ensaios de eficiéncia foram realizados utilizando cinco diluicdes seriadas
de cDNA, com fator de diluicdo igual a 10, para determinacdo da fluorescéncia
gerada durante a amplificacdo. Uma reagcdo com eficiéncia de aproximadamente
100% deve obter resultados proporcionais a quantidade de cDNA molde utilizada.
Os ensaios de eficiéncia de primers utlizando diluicbes seriadas de cDNA
demonstraram um valor de aproximadamente 100% para todos os alvos utilizados,
indicando que ndo precisam de nenhuma correcdo nos célculos de expressdo
gerados pelo equipamento.

Visto que o intercalante SYBR Green emite fluorescéncia para todo o produto
dupla-fita presente nas amostras, € necessario que se garanta a presenca somente
de um produto de PCR e a auséncia de dimeros de oligonucleotideos iniciadores. A
presenca de dimeros de iniciadores e produtos inespecificos de PCR gera aumento
na fluorescéncia, o que pode comprometer a confiabilidade dos resultados obtidos.
Ao final dos ensaios de quantificacdo relativa foram produzidas curvas (FIGURA 7)
de dissociacao a fim de avaliar a presenca de produtos inespecificos e de dimeros
de oligonucleotideos iniciadores. O equipamento produz um aumento gradativo da
temperatura enquanto monitora a diminuicdo da fluorescéncia, as curvas geradas
sdo resultado da derivagdo da fluorescéncia conforme ocorre o aumento na

temperatura.
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FIGURA 7 — CURVAS DE DISSOCIACAO PARA AVALIACAO DA PRESENCA DE
PRODUTOS INESPECIFICOS

Melt Curve Melt Curve
: $
i i
2 2
£ |
2 H
<z 80
rem e Terpertee

Melt Curve Melt Curve
A
\
(il
il
|
|
|
[ 1]
| il
| 11
|
13
|
o = |
g i B
[
: i gl
2 b |
i ¥
= |
} 50
enperchre Tenpercture
Melt Curve Melt Curve
i
il
|
|
i
‘ |
| ‘
[
|
|
|
| 1]
5 BN
g |
3 [ 11
: | |
& & il
z H |
H [
X & |
|
I 4]
/|
—~ o ‘
/ ‘
/
/ |
/ \
\
\
X
Terpertir () erpmtee (0

continua

39



Melt Curve Melt Curve

Melt Curve Melt Curve
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Curvas de disygg'cmi‘agéo geradas para verificacdo da presenca de d'fwh;étr'os e produtos
inespecificos. A 16S; B narK; C narU; D narG; E nasA; F nirD; G nasF; H nasF; | narX; J ntrY.

5.2 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DOS GENES narK, nirD e nasA

de H. seropedicae

A andlise da regido do genoma de H. seropedicae que contém os genes narK,
nirD e nasA mostra que estes genes estao organizados na forma narKnirBDCnasA.
A quantificacdo da expressdo dos genes narK, nirD e nasA foi motivada pela
presenca de uma regido intergénica entre a orf 2895 e narK, entre nirB e nirD e entre
nirC e nasA, pois € estas regidbes poderiam conter oS possiveis promotores para
expressao de narKnirBDCnasA.

Os niveis de expressao obtidos para o gene narK (FIGURA 8) na estirpe

SmR1 demonstram que sua expressao € altamente induzida por nitrato quando em
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D.O. de 0,5 porém, quando em D.O. de 1,0 a expressdo do gene narK cai
drasticamente. Na estirpe DCP286A verificou-se uma expressdo diminuida do gene
narK (FIGURA 9) quando as células foram induzidas com nitrato de potéssio.

FIGURA 8 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE narKk NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.
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Expressao relativa do gene narK da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
quantificacdo da expressédo génica por RT-qPCR, usando como condi¢cao controle a expresséo
do gene em amdnia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura
se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata bioldgica.
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FIGURA 9 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE narK NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.
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Expresséo relativa do gene narK da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificacdo da expresséo génica por RT-qPCR, usando como condi¢do controle a
expressdo do gene em aménia na estirpe SmR1 e normalizando o0s niveis de expressdo em
amoénio para 1,0. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura se refere ao
experimento mais representativo de uma duplicata bioldgica.

A busca por possiveis promotores foi realizada na regido que compreende 0s
150pb finais da Orf 2895 e os 348pb da regido intergénica entre a Orf 2895 e narK.
A andlise revelou, na regido intergénica, a presenca de um provavel sitio de ligacdo
para a proteina NtrC, um provavel sitio promotor dependente de ¢ e de um

possivel grampo terminador (FIGURA 10).
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FIGURA 10 — REGIAO DO GENOMA QUE CONTEM O GENE narK DE H. seropedicae E SUA PROVAVEL REGIAO
PROMOTORA.

Orf 2895 | nark nirB

| NtrC 54
GCACNNNNNTGGTGCA YTGGCACMNNNNTTGCH
-325 GCACceggacGaTGCA -309 -162 CTGGCACgacctTTGCT -145
3
4
Terminador
-70 tggcgtocgottgaaccgaggcacyyegecttggggtcaggegygegectet -18 3“

Analise da regiao promotora do gene narK. As caixas de texto indicam os sitios encontrados e suas posi¢des em relagcdo ao cédon de inicio de
transcricdo ATG do gene narK. Em negrito séo indicadas as sequéncias consenso e 0s nucleotideos marcados com letras maiulsculas

representam bases idénticas as da sequéncia consenso.
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A expressao relativa do gene nirD na estirpe SmR1 de H. seropedicae
demonstrou que existe alta expressdo na presencga de nitrato quando em D.O. de
0,5 no entanto, quando em D.O. de 1,0 se observa uma queda drastica na
expressao deste gene (FIGURA 11). Os niveis de expressao do gene nirD na estirpe

DCP286A se mostraram diminuidos quando na presenca de nitrato (FIGURA 12).

FIGURA 11 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE nirD NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.

SmR1 nirD

250
£ 200 I
=
g 15
- 150
=
[=2%
s
= 100
S 50

0 —
Amoénio 0.5 Nitrato 0,5 Améniol,0 Nitrato 1,0

Expresséo relativa do gene nirD da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
quantificacdo da expressédo génica por RT-gPCR, usando como condi¢cdo controle a expressao
do gene em aménia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura
se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.
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FIGURA 12 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE nirD NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.
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Expresséo relativa do gene nirD da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificacdo da expresséo génica por RT-qPCR, usando como condicdo controle a
expressdo do gene em aménia na estirpe SmR1 e normalizando o0s niveis de expressdo em
amonio para 1,0. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura se refere ao
experimento mais representativo de uma duplicata bioldgica.

A regidao que compreende os 280pb finais do gene nirB, e a regido del46pb
entre os genes nirB e nirD, foi analisada a fim de determinar a presencga de possiveis

promotores. Nao foram encontrados possiveis sitios para ligacdo de promotores na
regido analisada.

Os niveis de expressao do gene nasA na estirpe SmR1 de H. seropedicae
mostram que ha uma forte inducéo da transcricdo na presenca de nitrato em D.O. de
0,5 (FIGURA 13). Semelhantemente ao observado nos genes narK e nirD, a
expressao do gene nasA cai de maneira significativa em D.O. de 1,0 e também na
estirpe DCP286A (FIGURA14).
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FIGURA 13 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE nasA NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.
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Expresséo relativa do gene nasA da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
quantificacdo da expressédo génica por RT-gPCR, usando como condi¢cdo controle a expressao
do gene em amdnia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura
se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata bioldgica.

FIGURA 14 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE nasA NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.
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Expresséo relativa do gene nasA da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificagdo da expressédo génica por RT-qPCR, usando como condi¢do controle a
expressdo do gene em aménia na estirpe SmR1 e normalizando os niveis de expressao em
amonio para 1,0. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura se refere ao
experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.

A busca por provaveis promotores na regiao intergénica a montante do gene
nasA ndo revelou a presenca de nenhum provavel sitio de ligacdo de promotores. A
regido analisada compreendeu os 390 pb finais do gene nirC e a regido de 41pb

entre 0s genes nirC e nasA.

A organizagdo dos genes narK, nirBDC e nasA em H. seropedicae
demonstrou ser diferente de outros organismos que metabolizam nitrato como E.
coli, P. aeruginosa e B.subtillis. Em E. coli e B. subtillis o gene narK esta situado
juntamente com os genes que codificam para nitrato redutase respiratéria narGHJI e
em P. aeruginosa existem duas cépias do gene narK a montante dos genes da
nitrato redutase respiratoria. O operon nirBDC de E. coli est4 separado tanto do
transportador narK quanto dos genes da via assimilatoria nasFEDCBA. Estas
diferencas tornam a organizacdo dos genes narKnirBDCnasA de H. seropedicae

particulares.

Os dados de quantificacdo obtidos para os genes narK, nirD e nasA na estirpe
SmR1 demonstraram que o0 padrdo de expressdo destes genes € similar pois foi
observada uma forte inducdo quando em D.O. de 0,5 seguida de consideravel
diminuicdo da expressdo em D.O. de 1,0. O padrdo observado reforca a hipotese
gue estes genes estdo organizados em um operon. A diminuicdo da expressao
destes genes na estirpe DCP286A (ntrc’) sugere que a proteina NtrC participa do
controle da expressédo destes genes e que o controle da expressao € realizado na
regido promotora do gene narK, onde foi encontrado um possivel sitio de ligagédo
para NtrC. A presenca de um grampo terminador na regido promotora de narK
sugere que além do controle por NtrC, estes genes estdo possivelmente sob o
controle da proteina antiterminadora de transcricdo NasR. Esses dados sugerem
gue na auséncia de amonio no meio ocorre uma ativagao via proteina de resposta

NtrC e que o controle da expresséao é realizado pela presenca de nitrato no meio via
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proteina NasR. A baixa expresséo observada na estirpe SmR1 quando em D.O. de
1,0 estd possivelmente ligada a concentracdo de nitrato no meio ou ainda a
condicdo de microaerofilia estabelecida devido ao crescimento da populacdo de
células no meio de cultura quando em D.O. de 1,0. Uma baixa relacéo nitrato/nitrito
poderia levar a repressdo da expressdo dos genes narKnirBDCnasA via sistema
narXL, ou ainda a baixa tenséo de O, na condicdo de microaerofilia (D.O. de 1,0)
poderia levar a repressao destes genes via FNR, porém, os dados obtidos so
permitem o desenvolvimento de hipoteses a respeito da diminuicdo da expressao

observada em D.O. de 1,0 nos genes narK nirD e nasA.

5.3 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DO GENE nasF de H.

seropedicae

O gene nasF de H. seropedicae codifica, juntamente com os genes nask e
nasD, para um transportador de nitrato ATP dependente. Os niveis de expressado
observados para o gene nasF na estirpe SmR1 revelaram forte indug&o na presencga
de nitrato quando em D.O. de 0,5 e um decréscimo na expressao quando em D.O.
de 1,0 (FIGURA 15). Na estirpe DCP286A a expressao do gene nasF se mostrou

diminuida em relacdo a expressao da estirpe selvagem (SmR1) (FIGURA 16).
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FIGURA 15 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE nasF NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.
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Expressao relativa do gene nasF da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
guantificacdo da expressao génica por RT-qPCR, usando como condicdo controle a expressao
do gene em amdnia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura
se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.

FIGURA 16 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE nasF NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.
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Expressao relativa do gene nasF da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificacdo da expresséo génica por RT-qPCR, usando como condi¢cao controle a
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expressdo do gene em aménia na estirpe SmR1 e normalizando os niveis de expressao em
amonio para 1,0. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura se refere ao
experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.

A andlise na regido de 750pb a montante do gene nasF revelou a presenca
de dois possiveis sitios de ligacdo para proteina NtrC, um provavel sitio promotor

dependente de 0°* e a presenca de dois grampos terminadores (FIGURA 17).
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FIGURA 17 — REGIAO DO GENOMA QUE CONTEM O GENE nasF DE H. seropedicae E SUA PROVAVEL REGIAO
PROMOTORA.
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Analise da regido promotora do gene nasF. As caixas de texto indicam os sitios encontrados e suas posi¢cdes em relacdo ao cdédon de inicio de

transcricdo ATG do gene nasF. Em negrito sdo indicadas as sequéncias consenso e 0s nucleotideos marcados com letras mailsculas
representam bases idénticas as da sequéncia consenso.
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Em H. seropedicae os genes que codificam para o transportador de nitrato
ATP dependente NasFED encontram-se entre a orf. 1204 e a orf. 1210. Esta
organizagcdo difere da de outros organismos, onde 0s genes nasFED estdo
acompanhados da nitrato redutase assimilatéria nasA. Em Klebsiella oxytoca os
genes da via assimilatéria do metabolismo de nitrato estdo organizados na forma
nasRFEDCBA,codificando o regulador da expressdo NasR, o transportador de
nitrato ATP dependente NasFED, a nitrato redutase assimilatéria nasAC,e a nitrito
redutase NasB. Em Bacillus subtillis os genes nas estdo organizados na forma
nasAnasBCDEF, onde nasA é transcrito em direcdo oposta aos demais genes. A
distribuicdo dos genes da via assimilatéria de nitrato em H. seropedicae se mostra
heterogénea em relacdo a distribuicdo de observada em K. oxytoca e B. subtillis.

A baixa expresséo do gene nasF observada na estirpe DCP286A juntamente
com os possiveis sitios de ligacdo para as proteinas NtrC e NasR sugerem que,
apesar da diferenca na organizacdo dos genes, a regulacdo do operon nasFED de
H. seropedicae se assemelha a observada em K. oxytoca. Em K. oxytoca a
regulacdo de nasF esta sujeita ao controle do sistema Ntr, via NtrC fosforilado, e
ainda sob o controle de NasR que, uma vez ativada pela presenca de nitrato, atuara
como antiterminador de transcricdo interagindo com os grampos terminadores no
RNA transcrito, permitindo assim a expressado de nasF (CHAI e STEWART, 1998;
WU et al. 1999)

Os dados de expressédo obtidos foram de acordo com os dados apresentados
por Alves (2006) através da fusdo nasF::lacZ, onde a expressao de nasF na estirpe
selvagem foi 6 vezes maior quando comparada a estirpe DCP286A. A auséncia de
expressao da fusédo nasF::lacz na estirpe AO1 (ntrY") de H. seropedicae indicou que
além do controle direto da expressao via NtrC e NasR, a expressado de nasF estava

também esta possivelmente sujeita ao controle por NtrY (ALVES, 2006).

5.4 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DOS GENES narU, narG e narX

de H. seropedicae

O gene narU de H. seropedicae codifica para um transportador de nitrato e

nitrito através de um mecanismo ainda nao elucidado. Anteriormente o gene narU foi
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nomeado como narK e achava-se que H. seropedicae possuia 3 copias do gene
narK em seu genoma. Com o sequenciamento do genoma de H. seropedicae uma
das copias do gene narK foi renomeada a narU devido a sua semelhan¢ca com o
gene narU de E.coli. O gene narU de H. seropedicae encontra-se a jusante do gene
narK1 e a regido intergénica que separa os dois genes é de 25pb.

A gquantificacdo dos niveis de expresséo do gene narU na estirpe SmR1 de H.
seropedicae demonstrou uma forte inducdo na presenca de nitrato tanto em D.O. de
0,5 quanto em D.O. de 1,0 (FIGURA 18). A estirpe DCP28A apresentou a expressao

de narU em nitrato diminuida em relacéo a estirpe selvagem (FIGURA 19).

FIGURA 18 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE narU NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.
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Expresséo relativa do gene narU da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
quantificacdo da expresséo génica por RT-gPCR, usando como condi¢cdo controle a expressao
do gene em aménia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura
se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata bioldgica.
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FIGURA 19 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE narU NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.
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Expresséo relativa do gene narU da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificacdo da expresséo génica por RT-qPCR, usando como condic¢do controle a
expressdo do gene em aménia na estirpe SmR1 e normalizando o0s niveis de expressdo em
amonio para 1,0. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura se refere ao
experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.

A analise da regido promotora do gene narU nédo revelou a presenca de
possiveis sitios de ligacdo para promotores de expressdo. O fato de o gene narU
estar separado do gene narK1l por apenas 25pb levou a analise da regido de 302pb
a montante do gene narK1l. A analise revelou a presenca de um possivel sitio para
ligacdo da proteina NtrC, de trés possiveis sitios para ligacdo do promotor
dependente de 0, de um provavel sitio para ligacdo para proteina NarlL, um
possivel sitio para promotor dependente de 6’ e um provavel sitio para ligacdo da
proteina FNR (FIGURA 20).
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FIGURA 20 — REGIAO DO GENOMA QUE CONTEM O GENE narKl DE H. seropedicae E SUA PROVAVEL REGIAO
PROMOTORA.
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Analise da regido promotora do gene narK1. As caixas de texto indicam os sitios encontrados e suas posi¢cdes em relacédo ao cédon de inicio de

transcricdo ATG do gene narK1l. Em negrito sdo indicadas as sequéncias consenso e 0S nhucleotideos marcados com letras maiusculas
representam bases idénticas as da sequéncia consenso.
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O gene narG de H. seropedicae codifica para subunidade catalitica da nitrato
redutase (narGHJI). A quantificacdo dos niveis de expressdo do gene narG na
estirpe SmR1 de H. seropedicae mostra inducdo na presencga de nitrato tanto em
D.O. de 0,5 quanto em D.O. de 1,0 (FIGURA 21). Na estirpe DCP286A a expressao
em nitrato se encontrou diminuida em relacdo a expressdo observada em aménio
(FIGURA 22).

FIGURA 21 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE narG NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.
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Expressao relativa do gene narG da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
quantificacdo da expresséo génica por RT-gPCR, usando como condi¢cdo controle a expressao
do gene em amdnia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura
se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata bioldgica.
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FIGURA 22 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE narG NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.
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Expresséo relativa do gene narG da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificacdo da expresséo génica por RT-qPCR, usando como condi¢do controle a
expressdo do gene em amébnia na estirpe SmR1 e normalizando os niveis de expressdo em
amoénio para 1,0. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura se refere ao
experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.

A analise da regido de 370pb a montante do gene narG indicou a presenca de
trés possiveis sitios de ligacdo para proteina NarL e dois possiveis sitios para o
promotor dependente de o’ (FIGURA23). A andlise compreendeu a regido

intergénica de 179pb entre narU e narG e os 191pb finais do gene narU.

FIGURA 23 — REGIAO DO GENOMA QUE CONTEM O GENE narG DE H.
seropedicae E SUA PROVAVEL REGIAO PROMOTORA
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Analise da regido promotora do gene narG. As caixas de texto indicam os sitios encontrados e
suas posi¢cdes em relagdo ao cédon de inicio de transcricdo ATG do gene narG. Em negrito
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sado indicadas as sequéncias consenso e 0s nucleotideos marcados com letras mailsculas
representam bases idénticas as da sequéncia consenso.

O gene narX faz parte do sistema de dois componentes narXL envolvido com
0 sensoriamento de nitrato e nitrito. A quantificacéo dos niveis de expresséo do gene
narX na estirpe SmR1 de H. seropedicae indicou uma indugdo na presenca de
nitrato (FIGURA 24), entretanto a inducéo nao foi tdo acentuada quando comparada
a outros genes que respondem a presenca de nitrato como narU e narG. Os maiores
niveis de expressao foram observados quando as células cresceram na presenca de
nitrato em D.O. de 1,0. Na estirpe DCP286A n&o se observou indugdo na presenca
de nitrato (FIGURA 25).

FIGURA 24 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE narX NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.
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Expressao relativa do gene narX da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
quantificacdo da expresséo génica por RT-gPCR, usando como condi¢cdo controle a expressao
do gene em aménia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura
se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata biologica.
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FIGURA 25 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE narX NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.
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Expresséo relativa do gene narG da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificacdo da expresséo génica por RT-qPCR, usando como condic¢do controle a
expressdo do gene em aménia na estirpe SmR1 e normalizando os niveis de expressdo em
amonio para 1,0. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura se refere ao

experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.

A busca por possiveis promotores foi realizada nos 372pb finais do gene
moaA e nos 123pb da regido intergénica entre 0 gene moaA e narX. A analise
revelou a presenca de um possivel sitio de ligacdo para a proteina NtrC, um possivel
sitio para do promotor dependente de 6>, um possivel sitio para ligacdo da proteina

NarL e um possivel sitio para promotor dependente de o’° (FIGURA 26).
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FIGURA 26 — REGIAO DO GENOMA QUE CONTEM O GENE narX DE H. seropedicae E SUA PROVAVEL REGIAO
PROMOTORA.
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Analise da regido promotora do gene narX. As caixas de texto indicam os sitios encontrados e suas posi¢cdes em relagdo ao cédon de inicio de
transcricdo ATG do gene narX. Em negrito sdo indicadas as sequéncias consenso e 0s nhucleotideos marcados com letras mailsculas
representam bases idénticas as da sequéncia consenso.
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A regido do genoma de H. seropedicae que contém os genes narU, narG e
narX estd organizada na forma narKlUnarGHJImoaAnarXL. Esta organizacdo é
similar a observada em P. aeruginosa, onde existem duas coOpias do gene narK a
montante dos genes da nitrato redutase respiratdria narGHJI. Os genes do sistema
narXL estdo localizados a montante de narK1 em P aeruginosa, e sao transcritos em
direcéo oposta aos genes narK1K2narGHJI (RICHARDSON et al., 2001).

Em E. coli a transcricdo dos genes da via respiratoria do metabolismo de
nitrato € dependente de oxigénio, de molibdénio, e do sensoriamento de nitrato. Os
niveis de expressdo de narK sdo maximos em condicbes de anaerobiose e
dependente da presenca de nitrato. A nitrato redutase narGHJI também tem sua
expressdo aumentada na auséncia de oxigénio porém em menor propor¢cao que
narK, sua expressao se torna aumentada na presenca de nitrato indicando que a
expressdo de narGHJI depende diretamente da presenca de nitrato (KOLESNIKOW
et al., 1992; RICHARDSON et al., 2001).

Em H. seropedicae o padrdao de expressdo de narU e narG se mostra
semelhante visto que se observa um aumento progressivo de sua expressao na
presenca de nitrato na estirpe SmR1. Este fato sugere que 0s genes
narK1lUnarGHJImoaA estdo organizados em um operon e Sao expressos em
conjunto. A presenca de provaveis sitios para a proteina NarL nas regides
promotoras de narK1l e narG indica que o controle da expressdo estd sujeito ao
sensoriamento de nitrato e nitrito exercido pelo sistema narXL. Por outro lado a
diminuicdo da expressédo destes genes na estirpe DCP286A sugere um controle
indireto de sua expressao via NtrC. O aumento da expressédo em nitrato observado
em D.O. 1,0 na estirpe SmR1 possivelmente esta relacionado ao controle exercido
por FNR onde, em baixas tensdes de O,, a proteina FNR funcionaria como um
ativador da transcricdo de narKl e narG.

O pequeno aumento observado na expressdo de narX em nitrato na estirpe
SmR1 sugere uma ativacao pela presenca de nitrato. A presencga de possiveis sitios
de ligacdo para proteina NarL e para o promotor dependente de o’° sugere uma
auto-regulacéo da expressdo do sistema narXL. A baixa expressao observada em
nitrato na estirpe DCP286A sugere uma possivel dependéncia de NtrC para

expressdo de narX porém, os possiveis sitios de ligagcdo para NtrC e para o
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promotor dependente de 0>* se apresentam pouco conservados, o que dificulta a

elucidacao do papel de NtrC na expressao de narX.

5.4 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DO GENE nasR de H.

seropedicae

O gene nasR codifica para uma proteina reguladora que atua como
antiterminadora da transcricdo. Os niveis de expressao do gene nasR na estirpe
SmR1 demonstram um pequeno nivel de inducéo na presenca de nitrato em D.O. de
1,0 (FIGURA 27). Na estirpe DCP286A houve diminuicdo da expressao em
comparacao com a estirpe selvagem (FIGURA 28).

FIGURA 27 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE nasR NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.
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Expressao relativa do gene nasR da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
quantificacdo da expresséo génica por RT-gPCR, usando como condicdo controle a expressao
do gene em amdnia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura

se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata bioldgica.
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FIGURA 28 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE nasR NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.
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Expresséo relativa do gene nasR da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificacdo da expresséo génica por RT-qPCR, usando como condi¢do controle a
expressdo do gene em amoénia na estirpe SmR1. Os experimentos foram realizados em

triplicata e a figura se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.

A andlise da regido dos 300pb finais da orf 4468 e de 127pb entre a orf 4468
e 0 gene nasR ndo revelou a presenca de possiveis promotores nessa regido. A
montante da orf 4468 existe outro gene que é transcrito no sentido contrario da orf
4468 e de nasR. A busca por possiveis promotores na regido intergénica de 455pb
entre as orfs 4467 e 4468 revelou a presenca de um possivel sitio de ligacdo para
NtrC, um possivel sitio para o promotor dependente de o>* e de dois grampos
terminadores (FIGURA 29).
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FIGURA 29 — REGIAO DO GENOMA QUE CONTEM O GENE nasR DE H. seropedicae E SUA PROVAVEL REGIAO

PROMOTORA.
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=313 GCACgtgccoTGGgoat -297

Terminadores

-99 goggogactgtocagogacagocaggcagttgeyg —67

-63 gagggocgataccggoctraccocgocyggggtegetettgectyg —22

«

o
[T T STR Rt FY ]
ALV E SV TS u'd u_

- ]
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3

Analise da regido promotora do gene nasR. As caixas de texto indicam os sitios encontrados e suas posi¢cdes em relagdo ao codon de inicio de

transcricdo ATG do gene nasR. Em negrito sé@o indicadas as sequéncias consenso e 0s nucleotideos marcados com letras mailsculas
representam bases idénticas as da sequéncia consenso.
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A distribuicdo dos genes nas em H. seropedicae se mostra diferente de outros
organismos. Em K. oxytoca o gene nasR se encontra a montante do operon
nasFEDCBA, e o controle de sua expressao é mediado por NtrC (WU et al. 1999).
Em H. seropedicae os genes nasFED e nasR estdo separados por 3.741Kb, e o
gene nasA encontra-se na mesma regido dos genes narKnirBDC. Apesar da
presenca de um fraco sitio de ligagdo para NtrC e 0> , a andlise dos niveis de
expressao juntamente com 0s possiveis sitios promotores encontrados ndo séo
suficientes para elucidar a regulacdo deste gene em H. seropedicae. A presenca de
dois possiveis grampos terminadores sugere indica uma auto-regulacdo de nasR

pelo seu produto antiterminador da transcricao.

55 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DO GENE ntrY de H.

seropedicae

O gene ntrY de H. seropedicae esta envolvido no metabolismo de nitrato ja
que o mutante AO1 (ntrY") se demonstrou incapaz de crescer utilizando nitrato como
Unica fonte de nitrogénio (ALVES, 2006). A quantificacdo dos niveis de expressao de
ntrY na estirpe SmR1 de H. seropedicae ndo demonstrou inducdo deste gene na
presenca de nitrato (FIGURA 30). Na estirpe DCP286A 0s niveis de expressao se
mostraram ligeiramente aumentados em relacdo aos niveis observados na estirpe
selvagem (FIGURA 31). Os niveis de expressao do gene ntrY observados na estirpe
SmR1 de H. seropedicae sugerem uma expressdo constitutiva deste gene e a
expressdo diminuida na estirpe DCP286A sugere que a expressdo de ntrY é
dependente de NtrC. A funcao do sistema ntrY X ainda nédo esta totalmente elucidada
em H. seropedicae, apesar da clara importancia deste gene para o metabolismo de
nitrato os dados obtidos ndo permitem a elaboracdo de hipoteses acerca de seu
papel no metabolismo de nitrato.
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FIGURA 30 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE ntrY NA ESTIRPE SmR1 DE H.

seropedicae.

SmRI1 ntrY

0,6
0.4

Quantificacio Relativa

0.2

Amoénio 0.5 Nitrato 0,5 Amoénio 1,0 Nitrato 1,0

Expresséo relativa do gene ntrY da estirpe SmR1 H. seropedicae. Resultado obtido através da
guantificacdo da expressao génica por RT-qPCR, usando como condicdo controle a expressao
do gene em amdnia em D.O. de 0,5. Os experimentos foram realizados em triplicata e a figura

se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata bioldgica.

FIGURA 31 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE ntrY NA ESTIRPE DCP286A DE

H. seropedicae.

ntrY

1 .
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EDCP286A
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Aménio Nitrato

Quantificacio Relativa

Expresséo relativa do gene ntrY da estirpe DCP286A de H. seropedicae. Resultado obtido
através da quantificagdo da expresséo génica por RT-qPCR, usando como condi¢do controle a
expressdo do gene em amonia na estirpe SmR1. Os experimentos foram realizados em
triplicata e a figura se refere ao experimento mais representativo de uma duplicata biolégica.
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MODELO DA PROVAVEL CASCATA REGULATORIA DO METABOLISMO DE
NITRATO EM H. seropedicae

NO; ?
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6. CONCLUSOES

Os genes narK, nirD e nasA de H. seropedicae formam o operon

narKnirBDCnasA, cuja expressdo aparentemente €& ativada por NtrC e

provavelmente controlada pelo antiterminador NasR na presenca de nitrato.

A regulacao da expressdo dos genes que codificam o transportador de nitrato
NasFED de H. seropedicae é similar a de K. oxytoca sendo regulados por NtrC e

pelo antiterminador de transcricdo NasR.

A expressdo dos genes narKlUnarGHJImoaA de H. seropedicae
aparentemente € dependente do sistema de dois componentes NarXL e
possivelmente responde aos niveis de nitrato e nitrito. O aumento da expressdo em
baixas tensbes de oxigénio juntamente com a presenca de um possivel sitio de

ligacdo para proteina FNR sugere ativacao da transcricdo génica por FNR.

O gene narLX de H. seropedicae é levemente induzido (2-3 vezes) na
presenca de nitrato. A presenca de sitios de ligacdo na regido promotora sugere que

sua transcricao possivelmente € dependente de NtrC e de NarL.

A regulacdo do gene nasR de H. seropedicae ndo esta clara, embora um
fraco sitio de ligacdo de NtrC e promotor dependente de sigma 54 tenham sido
encontrados. A presenca de grampos terminadores em sua regido promotora sugere

uma auto-regulacéo deste gene pela proteina NasR.

O gene ntrY, integrante do sistema de dois componentes ntrYX, esta
envolvido com o metabolismo de nitrato em H. seropedicae, porém os dados obtidos
nao permitem elucidar nem gerar hipéteses sobre o papel deste gene no

metabolismo de nitrato.
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