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RESUMO

Sobre Herbaspirillum seropedicae ja se sabe muito da regulacdo de seu metabolismo e
fixacdo de nitrogénio, mas pouco se sabe sobre a integracdo dos metabolismos de carbono e
nitrogénio. Varios niveis de regulacdo atuam na assimilagdo e no fluxo de carbono e nitrogénio
em bactérias. Um dos sistemas que atua na regulacdo destes dois metabolismos em bactérias é o
sistema de fosfotransferases denominado PTS. Analisando o genoma de H. seropedicae, foram
localizados os seguintes genes desse sistema: ptsl - EINtr, ptsO - NPr, ptsN — EIIANtr, ptsM -
ElIAMan e hprK — HPrK, este ultimo que atua na regulacdo de PTS. Assim, neste trabalho, séo
apresentados os primeiros passos para a caracterizacdo funcional de PTS nesta bactéria. A
primeiro momento, EIIAMan parece ser de maior importancia que a esperada para a bactéria,
visto que apesar de diversas tentativas e utilizando diferentes condi¢des, ndo foi possivel a
producdo de uma estirpe defectiva para esta enzima. Apesar de duas de trés proteinas do sistema
terem sido purificadas, ndo foi possivel a realizacdo da interacdo in vitro entre elas pois o

iniciador da transferéncia de fosfato ndo foi obtido.
ABSTRACT

A lot is known about Herbaspirillum seropedicae’s metabolism regulation and nitrogen
fixation, but there is almost no information about carbon and nitrogen metabolisms integration.
Several regulation levels act in the assimilation and intake of both carbon and nitrogen in
bacteria. One of the acting systems in these metabolism regulations in bacteria is the
phosphotransferase system, called PTS. Analysing H. seropedicae’s genome, the following
genes were found: ptsl - EINtr, ptsO - NPr, ptsN — EIIANtr, ptsM - ElIIAMan and hprK — HPrK,
the last acts regulating PTS. Therefore, are shown below the first steps towards the functional
characterization of PTS in this bacterium. At first sight, EIIAMan seems to have greater
importance than expected for H. seropedicae, because despite various attempts and using
different conditions, the defective strain for this enzyme could not be generated. Even having
two out of three enzymes in the system pure, in vitro interaction was not accomplished due to the
lack of the phosphate transfer starter, which did not get expressed.
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Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria, da classe Beta-proteobacteria, aerdbica,
prototrofica, endofitica, fixadora de nitrogénio e promotora do crescimento vegetal. Essas
caracteristicas a tornam um alvo potencial para aplicacdo como inoculante de gramineas de

interesse econdmico, tais como, arroz, milho e trigo.

No caso de H. seropedicae, varios trabalhos descrevem boa parte dos sistemas que atuam
na regulacdo do metabolismo nitrogenado e na fixagcdo de nitrogénio. No entanto, pouco se sabe
nesta, e em outras bactérias, de que forma os metabolismos de nitrogénio (N) e carbono (C) sdo
integrados. Sabe-se que varios niveis de regulacdo (transcricional, pds-transcricional e pds-
traducional) atuam na assimilacdo e no fluxo de C e N em bactérias. Um dos sistemas que atua
na regulacédo destes dois metabolismos em bactérias € o sistema de fosfotransferases denominado
PTS.

Existem dois sistemas PTS relatados em bactérias: (i) sistema PEP (fosfoenolpiruvato) :
carboidrato PTS, que atua na regulacdo do transporte e fosforilagdo de alguns carboidratos e, (ii)
sistema PTS do metabolismo de nitrogénio (PTS-Ntr), que ndo atua no transporte de
carboidratos, porém exerce diversas funcbes regulatorias. Em ambos os sistemas, o grupo
fosforil do PEP é transferido para enzima Il (EIIA), atraves de duas proteinas fosfotransferases:
enzima | (El) e proteina histidina receptora de fosfato (HPr ou NPr). No sistema PEP :
carboidrato PTS, EI transfere o grupo fosforil para HPr, que fosforila uma proteina associada a
membrana EIIA gue juntamente com as proteinas de transporte EIIB e EIIC atua no processo de
assimilacdo de carboidratos. No sistema paralelo PTSNtr, a proteina EINtr fosforila NPr, que por
sua vez fosforila EIIANtr, uma proteina homdloga a EIIA do sistema PEP : carboidrato PTS, e
ndo existem analogos as proteinas EIIB e EIIC. Sendo assim, no sistema PTSNtr a proteina
efetora EIIA-Ntr tem principalmente uma fungéo regulatéria que pode atuar nos metabolismos de
CeN.

Através de andlise comparativa do sequenciamento gendémico de H. seropedicae, foram
localizados genes do sistema de fosfotransferases (PTS), sendo trés deles homdlogos a genes
PTS-Ntr de outras bactérias (ptsl - EINtr, ptsO - NPr, ptsN - EIIANtr). Também foi localizado o
gene ptsM que expressa uma proteina EIA putativa regulatoria do transporte de manose e hprK

o0 qual codifica uma enzima bifuncional quinase/fosfatase que atua na regulacdo da atividade de



NPr e/ou HPr. As proteinas EIIB e EIIC que normalmente sdo encontradas no sistema PTS PEP :
carboidrato de enterobactérias ndo foram encontradas em H. seropedicae SmR1, o que indica
que provavelmente o sistema PTS em nesta bactéria tenha um papel principalmente regulatorio.
A organizacdo genémica desse sistema em H. seropedicae ndo € convencional em comparagéo a
outras bactérias, 0 que torna esta bactéria um modelo de interesse para o estudo funcional desse
sistema. Desta forma, este projeto propbe caracterizar funcionalmente o sistema PTS de H.

seropedicae.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria da classe beta proteobacteria com as seguintes
caracteristicas: aerobica, prototrofica, endofitica, fixadora de nitrogénio e promotora do
crescimento de plantas (PEDROSA et al., 2011). A ocorréncia de H. seropedicae no interior de
plantas de interesse comercial, tais como milho, cana-de-agucar, arroz e sorgo, sem ocasionar
doenca, ja foi relatada previamente por diversos estudos (PIMENTEL et al., 1991; OLIVARES
et al., 1996; OLIVARES et al., 1997; JAMES et al., 1997; JAMES et al., 2002). Esta bactéria
tem baixa sobrevivéncia quando livre no solo, e a fixacdo de nitrogénio ocorre somente em
condigdes limitantes de nitrogénio e oxigénio (BALDANI et al., 1996). A expressao de genes nif
(que expressam proteinas envolvidas na fixagdo de nitrogénio) j& foi observada in planta
sugerindo que esta bactéria pode fornecer nitrogénio fixado a planta colonizada justificando sua
utilizacdo como um biofertilizante (ELBELTAGY et al., 2001; RONCATO-MACCARI et al.,
2003).

O metabolismo de nitrogénio, especificamente a fixacdo de nitrogénio e a sua regulagéo, tem
sido estudado em detalhes nesta bactéria (revisado por PEDROSA et al., 2001 e CHUBATSU et
al., 2011). Porém, pouco se sabe sobre o metabolismo de carbono e especialmente sobre a
coordenacao entre os metabolismos de C e N em H. seropedicae. Com as informacdes adquiridas
no projeto de sequenciamento gendmico de H. seropedicae (PEDROSA et al., 2011), o estudo de
sistemas que atuam na coordenagcdo dos metabolismos de C e N surge como uma frente
importante para se entender melhor processos celulares basicos (como crescimento,
sobrevivéncia, producdo de polihidroxialcanoatos e exopolissacarideos) e a interacdo desta
bactéria com gramineas. Por tais, o estudo do sistema de fosfotransferases PTS de H.

seropedicae é proposto neste projeto.



2.2 Visdo geral sobre o Sistema de Fosfotransferases

Desde a década de 60, o sistema PTS tem sido encontrado em varias bactérias
(DEUTSCHER et al., 2006). O sistema mais conhecido é chamado PEP : carboidrato PTS, que
consiste de trés proteinas que transmitem em cascata um grupamento fosforil até proteinas de
membrana que em conjunto executam o transporte e a fosforilacdo de carboidratos (POSTMA et
al., 1993) (Figura 1). Um sistema de fosfotransferases homoélogas também ocorre em diversas
bactérias, porém com funcdes regulatdrias e ndo de transporte e fosforilagdo de carboidratos. Os
genes codificadores de duas fosfotransferases deste sistema (ptsO e ptsN) foram localizados pela
primeira vez proximas ao do fator sigma 54 (rpoN). Como o fator sigma 54 normalmente esta
envolvido na transcricdo de genes do metabolismo de nitrogénio, este sistema foi denominado
PTS-Ntr (POWELL et al., 1995).

No entanto, varios trabalhos recentes tém mostrado que PTS-Ntr tem um amplo papel
regulatorio ndo somente no metabolismo de nitrogénio, mas também no metabolismo de
carbono, na expressdo de fatores de viruléncia e na homeostase de K+ (PFLUGER-GRAU &
GORKE, 2010). Em Herbaspirillum seropedicae, até o0 momento ndo se conhece qual é o papel

do sistema PTS na regulacgéo de seus processos celulares.

Figura 1 — Esquema Representativo dos Sistemas PTS Identificados em Bactérias.

PEP:carboidrato PTS

Pituvato C EI-P D C HPr-P EIIA-P>
HPr EITA

Carboidrato-P

C EIVE-P c NP1-P c EITANt_ P
ENe D NPr D EITAN® )

PTS do metabolismo de nitrogénio

Carboidrato

A seta em vermelho mostra a conversdo de fosfoenolpiruvato (PEP) a piruvato. O grupo fosforil
retirado do PEP pode ser transferido para dois sistemas independentes. Na parte superior, o fosforil

é transferido para o sistema PEP : carboidrato PTS e, na parte inferior, para o sistema PTS-Ntr.



Ambos os sistemas possuem 3 fosfotransferases, que pela ordem de fosforilacdo sdo EI, HPr e EIIA
(ou no sistema PTS-Ntr, EIANtr, NPr e EIIANtr). Na parte superior, EIlIA-P interage com um
complexo de membrana formado por EIIB e EIIC (em amarelo). EIIA-P transfere o grupo fosforil
para um residuo de cisteina em EIIB. EIIB-P transfere o fosforil para o aglUcar que é translocado
com o auxilio de EIIC. No sistema PTS-Ntr, a proteina EIITANtr-P nédo transfere o fosfato para EIIB
jad que esta proteina ndo esta presente neste sistema. Portanto, PTS-Ntr é normalmente relacionado
a fungdes regulatérias e ndo de transporte e fosforilagdo de carboidratos indicagdo ‘-P’ indica o
estado fosforilado. (adaptado de REIZER et al., 1996).

No genoma de H. seropedicae, cinco genes potencialmente envolvidos com o sistema de
fosfotransferase PTS foram localizados e reanotados, baseados em homologia de sequéncia,
como dispostos na Tabela 1.



Tabela 1. Genes do sistema PTS encontrados em Herbaspirillum seropedicae SmR1

- - Tamanho da
Identificacdo da | Identificacdo do | Tamanho do ] . .
_ proteina Dominios presentes
ORF no genoma | gene no projeto gene (nt) (@)
aa
Hsero_0088 ptsM 477 158 ElIA-Man
Phosphocarrier protein
Hsero_0089 ptsO 270 89
PTS-HPr
PEP-utilising enzyme
Hsero_0090 ptsl 1788 595 .
PEP_utilizer_N/C
Hsero_ 3911 ptsN 474 157 PTS ENA 2
Hsero 3912 hprkK 939 312 Hpr_Serine_Kinase N/C

a — dominios depositados no banco Pfam (Wellcome Trust Sanger Institute).

A reanotacgéo dos genes ptsl, ptsO e ptsN (a partir da anotacéo inicial de pstP, ptsH e qual
a outra?) foi realizada apds comparagao com as sequéncias dos genes pts de E. coli. Os dados da
comparacao de sequéncias de Ptsl de H. seropedicae (Ptsl_Hs) e Escherichia coli (Ptsl_Ec) estdo
dispostos na Figura 2. Como pode ser observado, a maioria dos residuos conservados em Ptsl de
outros organismos também encontram-se conservados em Ptsl_Hs. Interessantemente, alguns
residuos conservados em PtsP de outros organismos também foram observados em Ptsl_Hs. A
principal diferenca entre as proteinas Ptsl e PtsP é a presenca de um dominio GAF na porcao
amino-terminal, inexistente em H. seropedicae mas homologo ao encontrado em proteinas NifA.

Ha dois tipos de proteinas carreadoras de grupo fosforil em sistema PTS: a proteina HPr, que
atua no sistema PEP : carboidrato PTS e, a proteina NPr que atua nos sistema PTS-Ntr. A
comparacéo entre a NPr de E. coli (NPr_Ec) e a NPr de H. seropedicae (NPr_Hs) mostrou que a
maioria dos residuos conservados em NPr de diferentes organismos estdo presentes em NPr_Hs.
Na Figura 3, os residuos destacados em verde em torno da histidina 15 provavelmente

constituam a regido de interacdo e de reconhecimento por Ptsl (RABUS et al., 1996).




Figura 2. Alinhamento das sequencias de Ptsl de Herbaspirillum seropedicae e Ptsl de

Escherichia coli.
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Figura 3. Alinhamento das sequencias de NPr de Herbaspirillum seropedicae e NPr de

Escherichia coli.
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classe e ‘.’ indica aminoacidos diferentes com radicais de classes diferentes.

Figura 4. Alinhamento das sequencias de PtsN de Herbaspirillum seropedicae e PtsN de

Escherichia coli.
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2.3 Organizacdo do Sistema PTS-Ntr em Bactérias

A organizagdo gendmica do sistema PTS-Ntr difere entre as classes de bactérias (Figura 5).
Os genes ptsl (EINtr), ptsO (NPr) e ptsN (EIIANtr) sdo normalmente encontrados. Uma excecdo
€ 0 caso de algumas beta proteobactérias como Burkholderia cepacia que ndo apresentam o gene
ptsl. Normalmente, os genes ptsN e ptsO séo co-localizados com genes do operon do fator sigma

54 (rpoN, yhbH e yhbJ), sendo que no caso de H. seropedicae isto ndo é observado (Figura 5).

Figura 5 — Organizacido Gendomica do Sistema PTS-Ntr em Diferentes Classes de
Proteobactérias
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A letra grega ao lado do nome de cada bactéria representa a classe.

H. seropedicae possui genes que codificam algumas das proteinas do sistema PTS. Os genes
para a expressdo das proteinas EINtr (ptsl), EIIA-Man (ptsM), NPr (ptsO), EIIANtr (ptsN) e
HprK/P (hprK) foram encontrados no cromossomo de H. seropedicae (PEDROSA et al., 2011).
H. seropedicae apresenta algumas peculiaridades na organizagdo genémica de seu sistema PTS.
O primeiro ponto a ser ressaltado é que o sistema estd incompleto ja que genes exclusivos do
sistema PTS PEP : carboidrato, tais como EIIB e EIIC, ndo foram encontrados nem na anotacao,

nem por homologia de sequéncia; isto indica que possivelmente o sistema ndo regule o transporte



de acUcares e, portanto, tenha uma acao regulatéria. Os genes ptsM, ptsO e ptsl estdo a jusante
dos genes gshA (glutamato-cisteina ligase - GshA) e gshB (glutationa sintetase - GshB), no
entanto, possivelmente ptsM ndo possui um promotor préprio, o que indica que ptsM e ptsO
sejam co-transcritos com gshA e gshB. Ja entre os genes ptsO e ptsl de H. seropedicae, ha cerca
de 300 pares de bases e sequéncias consenso putativas para reconhecimento do fator sigma70, o
que indica que possivelmente ptsl tenha um promotor independente. As proteinas GshA e GshB
atuam na biossintese de glutationa. Apesar desta organizacdo gendémica também ter sido
verificada em outras bactérias da classe beta, tais como, Herminiimonas arsenicoxydans,
Minibacterium massiliensis, Cupriavidus metallidurans e Ralstonia picketii, a correlacdo entre
genes PTS e a biossintese de glutationa ainda néo foi investigada.

Os genes ptsN, hprK e yhbJ encontram-se reunidos e provavelmente formando uma Unica
unidade transcricional. Esta organizacdo ja foi relatada anteriormente para betaproteobactérias,
porém ainda ndo ha evidéncias claras se a proteina regulatoria YhbJ atua em conjunto com o
sistema PTS-Ntr (BROEL et al., 2003). YhbJ foi investigada em E. coli e sua atividade regula
indiretamente a expressdao de GImS (glucosamina-6-fosfato sintase) através da regulacdo da
atividade de um RNA curto denominado GImZ (KALAMORZ et al., 2007).

Em gamaproteobactérias, normalmente ndo é encontrado o gene hprK que expressa HprK/P,
uma enzima bifuncional quinase:fosfatase. Este gene € normalmente encontrado em Firmicutes e
em algumas alfaproteobactérias e betaproteobactérias. O papel de HprK/P tem sido bem
explorado em Firmicutes, porém em Gram-negativas sua funcdo ainda € pouco conhecida
(PINEDO & GAGE, 2009). Trabalhos recentes em Sinorhizobium meliloti mostraram que a
delecdo de hprK leva ao surgimento de fendtipos envolvendo a sintese de exopolissacarideos
(EPS), assimilacdo de cobalto e modificacdo na repressdo catabolica por succinato (PINEDO &
GAGE, 2009).

A presenca do gene ptsN indica que, apesar da organizagdo genémica do sistema PTS em H.
seropedicae ndo ser convencional (co-localizado com rpoN), provavelmente este sistema seja
homologo ao sistema PTS-Ntr relatado para outras bactérias. O fato de H. seropedicae ter os
genes do sistema PTS-Ntr e hprK o torna um microrganismo modelo para se investigar possiveis

interacdes entre HprK/P e proteinas PTS.



2.4 Func0es dos Sistemas PTS em Bactérias

Tanto em bactérias gram-negativas como gram-positivas, o papel do sistema PTS tem sido
mais bem estudado no processo de repressdo catabolica mediada por carbono (CCR, carbon
catabolite repression) (DEUTSCHER, 2006). Neste caso, 0s componentes do sistema PTS
formam uma cascata de transmissdo de fosforil proveniente de fosfoenolpiruvato. Por esse
motivo, hd uma correlagdo do estado de fosforilacdo das proteinas do sistema PTS com o estado
metabdlico da célula. Em enterobactérias, a proteina EIIAGIc (EIIA especifica para transporte de
glucose) tem um papel central na regulacdo do transporte e assimilacdo de glucose. Ja em
Firmicutes, a proteina HPr assume o mesmo papel, sendo que esta proteina pode ser fosforilada
em um residuo de histidina (His-15) pela proteina EI ou em um residuo de serina (Ser-46) pela
proteina quinase-fosfatase HprK, em uma reacdo dependente de ATP. Tanto EIIAGIc quanto
HPr, dependendo do nivel de fosforilacdo, podem interagir com seus alvos e desempenhar papéis
regulatorios importantes na repressao catabolica mediada por carbono (DEUTSCHER et al.,
2006).

2.4.1 Repressao Catabolica

Em enterobactérias, a proteina EIIAGIc ndo fosforilada € capaz de interagir e inibir a
atividade de transportadores de acUcares ditos ndo-PTS, por exemplo maltose, lactose, melibiose
e rafinose. Estes aclcares sdo chamados ndo-PTS, pois as proteinas EIIA, 11B e 1IC ndo atuam no
seu transporte. Nas bactérias Escherichia coli e Salmonella typhimurium, a proteina EIIAGIc
interage com a lactose permease LacY, inibindo sua ac¢do no transporte de lactose (SONDEJ et
al., 1999). Como lactose e maltose podem atuar como indutores de genes do catabolismo de
carboidratos, a inibicdo da entrada destes acucares na célula é chamada de exclusdo do indutor
(REIZER et al., 1983; SAIER et al., 1983; DEAN et al., 1990; TITGEMEYER et al., 1994). O
transportador MalK de S. typhimurium, que atua no transporte de maltose, também € inibido pela
interacdo com EIIAGIc (BLUSCHKE et al., 2006). Além de interagir com transportadores de
carboidratos, EIIAGIc j& foi relatada em interagcBes com outros alvos, por exemplo, regulando
alostericamente a atividade da enzima glicerol quinase pela inibi¢do da reagéo de fosforilacdo de
glicerol em E. coli (HURLEY et al.,, 1993). A forma fosforilada de EIIAGIc (P-EIIAGIc)
interage com a adenilato ciclase (CyaA) ativando a producéo de AMP ciclico (CAMP) a partir de
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ATP (PETERKOFSKY et al., 1993; PARK et al., 2006). Ja a sua forma defosforilada também é
capaz de se ligar a CyaA, mas ndo a ativa (PARK et al., 2006). A ativacdo de CyaA leva ao
aumento dos niveis intracelulares de cAMP, que por sua vez, ativa a proteina CRP (CAMP
Receptor Protein), também denominada CAP (catabolite activator protein), participante como um
ativador transcricional de varios genes envolvidos no catabolismo (NINFA, 2007). Portanto,
através do mecanismo de ativacao da adenilato ciclase e da atuacdo do complexo CRP-cCAMP, o
sistema PTS pode controlar globalmente o nivel de repressao catabdlica (DEUTSCHER, 2008).
Este mecanismo é utilizado para se explicar um efeito denominado diauxia, observado durante o
cultivo de algumas bactérias na presenca de duas fontes de carbono, como por exemplo, glucose
e lactose. A diauxia ocorre porque normalmente as bactérias apresentam preferéncia catabdlica
por um dos dois componentes da mistura. Quando E. coli € cultivada na presenca de glucose,
EIIAGIc é fosforilada pelo sistema PTS e entrega seu grupo fosforil para EIIB e EIIC que
fosforilam as moléculas de glucose que sdo transportadas para dentro da célula (Figura 1, parte
superior). Portanto, quando ha um alto fluxo de glucose entrando na célula, a maior parte de
EIIAGIc est4 na sua forma defosforilada (NINFA, 2007). A EIIAGIc na sua forma defosforilada
inibe os transportadores de acUcares, tais como lactose e maltose (exclusdo do indutor). Quando
a glucose do meio é exaurida, a transferéncia de grupo fosforil de EIIAGIc para glucose é
reduzida, aumentando a concentracdo de P-EIIAGIc que passa a regular positivamente a
atividade da adenilato ciclase.

Em Firmicutes, a proteina HPr tem o papel central na regulacdo da repressdo catabdlica
(DEUTSCHER, 2008). Porém, HPr pode ser fosforilada de duas maneiras: (i) pela El do sistema
PTS e (ii) pela enzima bifuncional quinase-fosfatase HPrK/P. A HPr, quando fosforilada por El,
tem o grupo fosforil ligado ao residuo de histidina 25 (His-25), enquanto a HPr fosforilada por
HPrK/P apresenta o grupo fosforil ligado ao residuo de serina 46 (Ser-46). Durante a assimilacéo
de fontes preferenciais de carbono, as concentra¢fes de alguns metabdlitos sdo aumentadas, tais
como, frutose-1,6-bifosfato (FBP), ATP e PPi. Estes metabdlitos estimulam a atividade quinase
da HPrK/P, levando a formacdo de P-Ser-HPr que regula negativamente a atividade de
transportadores do tipo ABC de agucares ndo-PTS (DOSSONNET et al., 2000; MONEDERO et
al., 2001). A fosforilacdo de HPr na Ser-46 parece ser um fator importante para 0 mecanismo de
repressao catabolica em Firmicutes, ja que estudos com mutante HPr Ala-46 de Lactobacillus
casei mostraram que glucose perde seu efeito repressivo (MONEDERO et al., 2007). Alem da

exclusdo de indutores mediada por P-Ser46-HPr, o sistema PTS também pode controlar a
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repressao catabolica a nivel transcricional em Firmicutes. O principal regulador transcricional
que atua na repressao catabolica em Firmicutes € a proteina CcpA (Catabolite control protein A)
(HENKIN et al., 1991; CHAVAUX, 1996; WARNER & LOLKEMA, 2003) que liga-se ao DNA
através do reconhecimento de sitios denominados cre (catabolic response elements). Entretanto,
para se ligar fortemente a estes sitios CcpA necessita da interagdo com P-Ser-HPr e
intermediarios da via glicolitica, como a frutose-1,6-bisfosfato e glucose-6-fosfato
(DEUTSCHER et al., 2006). Detalhes estruturais desta interagéo foram obtidos com a resolucéo
do complexo CcpA/P-Ser-HPr/cre na presenca de frutose-1,6-bisfosfato (FBP) e glucose-6-
fosfato (G6P) (SCHUMACHER et al., 2007). A interacdo com os efetores de baixa massa, FBP e
G6P, fortalece a relacdo entre P-Ser-HPr e CcpA ajustando finamente a sinergia do complexo
com os sitios cre (SCHUMACHER et al., 2007).

Outro ponto de regulacdo importante na repressdo catabodlica de Firmicutes é a atividade da
enzima HPrK/P. Além de fazer parte do sistema PTS em Firmicutes, esta enzima também ocorre
em algumas bactérias Gram-negativas (BOEL et al., 2003). Quando HPrK fosforila HPr em um
residuo de serina, indiretamente o nivel de fosforilacdo de EIIA é reduzido, ja que P-Ser-HPr
inibe a atividade de EI, diminuindo a fosforilagdo de HPr no residuo de histidina. EIIA é
fosforilada somente a partir de P-His-HPr. A presenca de HprK em H. seropedicae traz pontos
importantes que podem ser investigados. Em H. seropedicae, ndo foi identificado um regulador
com alta homologia a CcpA, porém alguns reguladores do tipo Lacl foram identificados. Até o
momento, pouco se sabe sobre a atuacdo de P-Ser-HPr em reguladores transcricionais em
proteobactérias (BOEL et al., 2003).

Recentemente, um estudo realizado com mutantes defectivos no gene hprK em
Sinorhizobium meliloti mostrou claramente o envolvimento de HprK na repressdo catabdlica
mediada por succinato (PINEDO & GAGE, 2009). No caso de S. meliloti, somente ap06s a
exaustdo do succinato do meio, a bactéria inicia o catabolismo de carboidratos, como lactose,
maltose e rafinose. Os mutantes que ndo continham o gene hprK ou que continham variantes de
HPr ndo fosforilaveis (substituicdo de serina por alanina no sitio de fosforilagdo) aumentaram a
repressdo catabélica mediada por succinato (PINEDO & GAGE, 2009). Experimentos adicionais
mostraram que os mutantes defectivos em hprK produziram mais exopolissacarideos, porém
formaram nddulos que nédo fixavam nitrogénio (PINEDO & GAGE, 2009).

O estudo da regulacdo da repressao catabolica em outras proteobatérias tem apontado para

outros mecanismos do que os utilizados por Enterobactéria e Firmicutes (Deutscher, 2008). No
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caso do género Pseudomonas, algumas espécies possuem um regulador homélogo a CRP e um
sistema PTS que regula o transporte de glucose como em P. aeruginosa, sendo que outras
espécies (p. ex.: P. putida) possuem como unico regulador a proteina Crc (catabolite repression
control). A repressdao mediada pelo regulador Crc é disparada quando P. putida é cultivada em
succinato como fonte de carbono ou com aminoacidos. A sua repressao afeta a expressdo de
varios genes de enzimas catabdlicas (Morales et al., 2004). Além disso, também foi relatada a
repressdo de genes envolvidos com a degradacgéo de alcanos e compostos benzoicos por Crc em
P. putida (Yuste e Rojo, 2001; Moreno e Rojo, 2008). Um mecanismo mais complexo que
envolve a proteina PtsN foi proposto para a repressdo de genes de degradacdo de tolueno e
xileno, do plasmideo TOL de P. putida (Aranda-Olmedo, Ramos e Marques, 2005; Aranda-
Olmedo et al., 2006). Assim como em Enterobactérias, em Pseudomonades o gene ptsN é
colocalizado com rpoN (fator sigma 54 ou sigma N). Portanto, PtsN poderia ter uma fungéo na
coordenacao dos metabolismos de C e N. Uma evidéncia disto é que PtsN parece estar envolvida
com a regulacao da biossintese de polihidroxibutirato em P. putida e seu estado de fosforilacéo
varia de acordo com as condi¢fes de cultivo utilizadas (Velazquez et al., 2007; Pfliger e de
Lorenzo, 2007). Recentemente, a estrutura e o mecanismo pelo qual age o regulador Cra de P.
aeruginosa foram resolvidos. O regulador Cra (catabolite activator/repressor), também
denominado FruR, funciona como um sensor e um regulador transcricional de varios genes
envolvidos no metabolismo central de bactérias Gram-negativas (Chavarria et al., 2011). Os
estudos com efetores mostraram que Cra liga com maior afinidade frutose-1-fosfato (F1B) e que
o complexo Cra-F1B aumenta a afinidade de Cra pelo seu sitio na molécula de DNA. F1B
poderia ser o metabolito gerado pela fosforilacdo de frutose pela proteina EIIAFru que faz parte

do sistema PTS em P. putida.

2.4.2 Outros Processos Controlados Direta ou Indiretamente Pelo Sistema PTS-Ntr

Na secdo acima, foi resumido o que se sabe até 0 momento do envolvimento do sistema PTS
na repressdo catabdlica mediada pela disponibilidade de carbono. No entanto, a descoberta do
sistema paralelo chamado PTS-Ntr mostrou que varios outros processos celulares podem ser
regulados direta ou indiretamente por este sistema.

Inicialmente, PTS-Ntr foi considerado como sendo um componente atuante na regulacdo do

metabolismo de nitrogénio, devido a sua localizagdo gendmica ser proxima a rpoN (POWELL et
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al., 1995). O mutante do gene ptsN (que codifica para EIIANtr) de Klebsiella pneumoniae
mostrou que a mutacdo implica em niveis elevados de fixacdo de nitrogénio (MERRICK &
COPPARD, 1989). Os altos niveis de fixacdo de nitrogénio da estirpe mutada em ptsN puderam
ser comprovados através do aumento da expressao de genes com promotores dependentes de
rpoN, tais como nifL, nifH e glnA (glutamina sintetase) (MERRICK & COPPARD, 1989).
Entretanto, mutantes do gene ptsO (que codifica a proteina NPr) foram incapazes de fosforilar
EITANtr e mostraram uma reducéo na expressao dos genes nif e gInA, indicando que somente a
forma fosforilada de EIIANtr é capaz de ativar a expressdo e que provavelmente a sua forma
ndo-fosforilada atue como um repressor da expressao de genes dependentes de rpoN.

Ja em E. coli, o papel de PTS-Ntr parece ser pleiotropico, tendo em vista os varios fenotipos
que foram descritos para mutantes deste sistema. O mutante defectivo em ptsN apresentou
alteracGes na assimilacdo de nitrogénio. O mutante ptsN de E. coli cresce em vérias fontes
organicas de nitrogénio (p. ex.: aminoacidos e nucleotideos), porém o crescimento foi inibido
quando intermediarios do ciclo do &cido citrico ou agucares foram adicionados como fonte de
carbono (POWELL et al., 1995). POWELL e colaboradores, em 1995, concluiram que de
alguma forma, a atividade de EIIANtr é importante para a assimilagao de nitrogénio combinada a
uma fonte externa de carbono. Além da atuacdo na assimilacdo de compostos nitrogenados, o
sistema PTS-Ntr estd envolvido na biossintese de aminoacidos com cadeias alifaticas (leucina,
isoleucina e valina) (LEE et al., 2005). No mutante ptsN de E. coli, a atividade da enzima
acetohidroxi acido sintase (AHAS), que catalisa a primeira etapa da biossintese de aminoacidos
alifaticos, € diminuida, j& que a expressdo dos dois genes constituintes de AHAS, ilvB
(subunidade grande) e ilvN (subunidade pequena) foi reduzida (LEE et al., 2007). A reducéo na
expressao dos genes constituintes de AHAS foi explicada por um efeito indireto ocasionado pelo
aumento na concentragdo intracelular de K™ observada no mutante ptsN (LEE et al., 2007).

Exemplos de atuacdo direta do sistema PTS-Ntr no metabolismo de nitrogénio j& foram
relatadas. No caso de Bradyrhizobium japonicum, a interrupcdo do gene ptsl (EINtr) ou do gene
a jusante lysC eliminaram o transporte de peptideos nessa bactéria (KING & O’BRIAN, 2001).
LysC, que é uma aspartoquinase que catalisa a formacdo do primeiro intermediario comum na
biossintese de lisina, treonina e metionina, se liga a EINtr e inibe sua autofosforilacdo (KING &
O’BRIAN, 2001). Quando EINtr se mantém ndo-fosforilada, h4 um sinal que ativa o transporte
de peptideos. No entanto, o ponto exato em que EINtr opera, ou se o complexo LysC-EINtr

executa a ativacao do transporte de peptideos, € incerto.
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O envolvimento de PTS-Ntr no metabolismo de carbono também ja foi relatado em algumas
bactérias. Em Azotobacter vinelandii e P. putida, mutantes do sistema PTS-Ntr tém alteracGes na
producdo de polihidroxialcanoatos (PHA), um importante polimero que serve a bactéria como
estoque de carbono e de equivalentes redutores (ANDERSON & DAWES, 1990; SEGURA &
ESPIN, 1998; NOGUEZ et al., 2008; VELAZQUEZ et al., 2007). Em ambas as bactérias, a falta
de El e NPr diminuiram a produgdo de PHA, sendo que a falta de EIIANtr levou a um aumento
da producio (SEGURA & ESPIN, 1998; NOGUEZ et al., 2008; VELAZQUEZ et al., 2007). Em
A. vinelandii, foi mostrado que EIIANtr possui papel regulatorio e que sua forma nao-fosforilada
reprime a expressao de phbR que codifica para um ativador transcricional que atua na expressao
de phbBAC, genes que codificam enzimas essenciais para a producdo do polimero (NOGUEZ et
al., 2008). Em P. putida, os detalhes do envolvimento de PTS-Ntr na biossintese de PHA ainda
ndo foram explorados.

Recentemente, novos modelos para atuacdo de PTS-Ntr no metabolismo de carbono foi
propostos (DOZOT et al., 2010; PFLUGER-GRAU et al., 2011). Ensaios de interacdo in vitro
mostraram que PtsM (homdloga de EIIA-Man, que regula o transporte de manose) de Brucella
melitensis interage com o componente E1 da enzima 2-oxoglutarato desidrogenase (DOZOT et
al., 2010). Com essa nova interacdo, os autores propdem que provavelmente PTS-Ntr integra o
metabolismo de C e N nesta bactéria, via sinalizacdo por 2-oxoglutarato, cujos niveis sdo
interpretados por EINtr pelo dominio GAF na por¢do N-terminal, que interage com 2-
oxoglutarato. No caso de proteinas do tipo Ptsl esta extensdo amino-terminal ndo ocorre
(RABUS et al. 1996). De uma maneira ainda ndo esclarecida, a interagdo com 2- oxoglutarato
regula a atividade de PTS-Ntr que por sua vez regula a atividade de 2-oxoglutarato
desidrogenase, uma enzima componente do ciclo do &cido citrico (DOZOT et al., 2010).
Recentemente, foi mostrado que Ptsl de E. coli é modulada negativamente pela interagdo com
alfa-cetoglutarato (DOUCETTE et al., 2011). Em P. putida, a forma n&o-fosforilada de PtsN
interage com o componente E1 da enzima piruvato desidrogenase e diminui sua atividade
(VELAZQUEZ et al., 2007). Esta enzima é considerada chave para manter o fluxo de C
proveniente do catabolismo de carboidratos acoplado ao ciclo do &cido citrico.

Talvez um dos processos mais bem descritos envolvendo PTS-Ntr, seja a regulacdo da
homeostase de K* em E. coli. Quando a concentragio extracelular de K* ¢ alta, o sistema de
captacdo de K™ operante é o sistema de baixa afinidade constituido pelas proteinas translocase

TrkG (ou TrkH) e pela proteina periferica TrkA. EIIANtr ndo-fosforilada interage diretamente
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com TrkA e diminui sua atividade (LEE et al., 2007). O mutante ptsN de E. coli mostrou maior
captacdo de K*, no entanto o mutante ptsO diminuiu a captagdo, indicando que somente a forma
ndo-fosforilada apresentou atividade regulatéria. Como ja mencionado nesta revisdo, outro
fenotipo observado para o mutante ptsN de E. coli foi a menor atividade acetohidroxi acido
sintase (AHAS) medida, que pdde ser parcialmente explicada, ja que o0 aumento na concentracdo
de K* diminui a expressdo dos genes ilvB e ilvN (LEE et al., 2007). A diminuicdo na expressao
dos genes ilvB e ilvN leva a uma reducgdo no crescimento da bactéria com leucina ou peptideos
que contém leucina. Esta inibicdo no crescimento ocorre pela inibicdo de enzimas da via de
biossintese de aminoacidos alifaticos pela propria leucina. Recentemente, estudos por abordagem
transcriptdbmica mostraram que no mutante ptsN de E. coli a ampla maioria dos genes com a
transcricdo reprimida sdo dependentes do fator sigma 70, enquanto 0s genes que tem transcrigdo
aumentada sdo dependentes do fator sigma S, normalmente relacionado com resposta antiestresse
(LEE et al., 2010; VENTURI, 2003). Estudos de transcri¢ao in vitro com uma competicdo entre
sigma 70 e sigma S apontaram que a alta concentracio de K™ no mutante ptsN faz com que a
RNA polimerase ligue-se preferencialmente ao fator sigma S. Com menor formagéo de
complexos RNA polimerase com sigma 70, a transcricdo de genes sigma 70 dependentes é
diminuida, como € o caso dos genes ilvB e ilvN, o que causa a sensibilidade a leucina (LEE et al.,
2010). Quando a concentragdo de K* torna-se limitante, somente a atividade do sistema Trk é
incapaz de manter a captacio de potassio. Em condigBes limitantes, o sistema de captacio de K*
de alta afinidade constituido por uma ATPase do tipo-P (KdpFABC) é expresso (HAUPT et al.,
2005). A expressdo dos genes do operon kdpFABC é induzida por baixas concentracdes de K*
via um sistema de dois-componentes formado pela proteina histidina quinase KdpD que se
autofosforila e transfere o grupo fosforil para KdpE, que atua como ativador transcricional dos
genes kdpFABC (JUNG et al., 1997). A forma ndo-fosforilada de EIIANtr atua como ativadora
de KdpD, aumentando sua taxa de autofosforilacdo e de fosforilacdo de KdpE, o que resulta em
maior nivel de expressdo do operon kdpFABC. Esta é uma nova funcdo atribuida ao sistema
PTS-Ntr, que neste caso atua como um conector entre sistemas de dois-componentes e seus
genes regulados, ajustando a atividade de um dos componentes. Com a atividade moduladora nos
dois sistemas de captacdo de K* (TrkGA de baixa afinidade e KdpFABC de alta afinidade), PTS-
Ntr parece atuar como um dispositivo l6gico que inibe a atividade do sistema de baixa afinidade
e ativa a expressdo do sistema de alta afinidade em condigdes limitantes de K™, o que resulta em

melhor adaptabilidade para a bactéria.
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PTS-Ntr também tem atraido atencdo quanto ao seu papel inesperado na regulacdo da
expressio de fatores de viruléncia de certas bactérias (PFLUGER-GRAU e GORKE, 2010). Em
Legionella pneumophila, a proteina EINtr foi identificada como um fator de viruléncia
(EDELSTEIN et al., 1999). MutacGes no gene ptsl (que codifica EINtr) reduziram a capacidade
de multiplicacdo de L. pneumophila no pulméo de cobaias (HIGA e EDELSTEIN, 2001). Em
Pseudomonas aeruginosa, um importante patégeno oportunista, mutacdo no gene ptsl levou a
reducéo de patogenicidade em Arabdopsis thaliana, camundongos e, reduziram a taxa de morte
de Caenorhabditis elegans em ensaios in vitro (TAN et al., 1999a; TAN et al., 1999b). O
mecanismo pelo qual mutantes ptsl causam menor mortalidade no ensaio com C. elegans pode
ser explicado pela menor produgéo de fenazinas, tal como a piocianina (MAHAJAN-MIKLOS et
al., 1999). A piocianina produzida por P. aeruginosa causa a morte de C. elegans e, EINtr regula
a producdo de piocianina nesta bactéria (MAHAJAN-MIKLOS et al., 1999; XU et al., 2005). A
producdo de piocianina é dependente dos sistemas de dois-componentes que atuam no quorum
sensing em P. aeruginosa, LasR—Lasl e RhIR-Rhll (WHITELEY, LEE, GREENBERG, 1999;
PESCI et al., 1997). A expressdo dos genes lasR-lasl e rhIR-rhll e reprimida pelo repressor QscR
(CHUGANI et al., 2001; LEDGHAM et al., 2003). A presenca de EINtr parece regular
negativamente a expressao de gscR levando a um aumento da expresséo de lasR-lasl e rhIR-rhll,
portanto ao aumento da biossintese de piocianina (XU et al., 2005). Além de atuar modulando a
viruléncia de P. aeruginosa, EINtr também se mostrou importante para a resisténcia desta
bactéria frente a uma proteina surfactante produzida no pulmao, a colectina SP-A (ZHANG et
al., 2005).

Provavelmente, a perda de EINtr acarreta no enfraguecimento da membrana celular de P.
aeruginosa o que ocasiona a penetracdo da colectina SP-A e a morte da bactéria (ZHANG et al.,
2005).
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3. JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio e promotoras de crescimento vegetal
associadas a culturas de interesse econdémico surge como uma alternativa vidvel ao uso de
fertilizantes quimicos. Vantagens desta substituicdo podem ser estimadas tanto a nivel
econdmico quanto ambiental. Baseado nisto, varios grupos ao redor do mundo tem unido
esforcos para caracterizar em detalhes os processos de regulagdo da fixagé@o de nitrogénio, bem
como a interacdo planta-bactéria e o beneficio que esta pode trazer para 0 aumento de
produtividade vegetal. Os sequenciamentos genémicos de varias bactérias diazotroficas capazes
de se associarem com plantas, como por exemplo, Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum
brasilense, Gluconoacetobacter diazotrophicus, Azoarcus sp., Azotobacter vinelandii e
Sinorhizobium meliloti entre outras, fornecem informacgdes importantes para se avancar na
caracterizacdo fisiologica e bioguimica destes microrganismos. Especificamente neste projeto,
objetivou-se caracterizar um sistema de fosfotransferases (PTS-Ntr) que ocorre em diversas
bactérias, mas que sua fungdo ainda ndo é totalmente conhecida. Em bactérias diazotréficas e
endofiticas, pouco se sabe sobre a contribuicdo de PTS-Ntr para a fixacdo de nitrogénio e
interacdo planta-bactéria. Além disso, o envolvimento de PTS-Ntr na integragdo dos
metabolismos de C e N como ja descrito para outras bactérias, como E. coli, ainda necessita ser
comprovado para outras espécies como em H. seropedicae. A descoberta de fendtipos
inesperados para mutantes defectivos no sistema PTSNtr tem mostrado que este sistema de
fosforilacdo pode atuar na regulagdo de varios processos celulares, o que representa grande

potencial para novas descobertas na area de bioquimica e fisiologia de microrganismos.
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4. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi analisar o sistema de fosfotransferases (PTS e PTS-Ntr) de
Herbaspirillum seropedicae, inicialmente, a partir da contrucdo das estirpes mutantes dos genes
PTS (ptsl, ptsO, ptsM, ptsN e hprK) e determinacdo de seus fenotipos, assim como a interacéo e

atividade fosforilase in vitro das proteinas PTS purificadas.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Microrganismos e Condigdes de Cultivo

Durante todo o projeto foi utilizada a bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe SmR1. A
bactéria foi normalmente cultivada em meio NFb - Malato contendo por litro 0s seguintes
componentes: MgSO,.7H,0 0,2 g; NaCl 0,1 g; malato de sodio 5,0 g; CaCl,.2H,0 20 mg; acido
nitrilo-triacético 56 mg; FeSO,4.7H,0 20 mg; biotina 0,1 mg, solucdo de microelementos 10 mL
e agua destilada para 1 L (modificado de PEDROSA & YATES, 1984). A solucdo de
microelementos contém por litro os seguintes componentes: Na,Mo4.2H,0 1 g; MnSQ,4.H,0
1,175 g; H3BO3 1,4 g; CuSO4.5H,0 0,04 g; ZnSO,4.7H,0 0,12 g e agua destilada para 1 L. O pH
do meio foi ajustado para 6,5 e 0 mesmo foi autoclavado por 20 minutos, 120°C a 1 atm. No
momento do uso foi misturada a fonte de nitrogénio a ser utilizada, 20 mL de cloreto de amonio
(solucéo estoque a 1 M) e 50 mL de uma mistura de fosfatos (159,4g/L de KH,PO, e 17,8g/L de
K,HPQ,) para 1 L de meio. Para o preparo dos meios sélidos foi adicionado agar bacterioldgico
para concentracdo final de 1,5 % (m/v). Os cultivos liquidos foram realizados em frascos
Erlenmeyer sob agitagdo em incubadores orbitais a 30°C e 120 rpm, enquanto os cultivos em
placas de agar foram incubados em estufa microbiol6gica a 30°C.

Para clonagens foi utilizada Escherichia coli estirpe Top10 (Invitrogen, EUA). A bactéria foi
cultivada em meio LB contendo 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NaCl por
litro de 4gua destilada a pH 7. Os cultivos foram incubados em incubadores orbitais a 160 rpm e
37°C. Para cultivos em placas de &gar foram utilizadas placas de LB agar com mesma
composi¢do do meio LB porém com 1,5% (m/v) de &gar bacterioldgico. Os cultivos em placa

foram incubados em estufa microbioldgica a 37°C. Para expressdao de proteinas foi utilizada a
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estirpe de E. coli BL21(DE3). Para conjugacédo de plasmideos entre E. coli e H. seropedicae foi
utilizada a estirpe de E. coli S17-1 (SIMON et al., 1983). Quando necessario foram utilizados
antibidticos nas seguintes concentragcbes em pg/mL: ampicilina (150), canamicina (100 para E.
coli e 500 para H. seropedicae), cloranfenicol (30 para E. coli e 100 para H. seropedicae),

estreptomicina (80), acido nalidixico (5) e tetraciclina (10).
5.2 Métodos de Manipulacdo Génica

As reacdes de PCR com Tag DNA polimerase para amplificacdo dos genes de interesse,
eletroforese de DNA em gel de agarose, isolamento de fragmentos de DNA em gel de agarose,
digestdo com enzimas de restricdo, ligacdo de fragmentos de DNA com T4 DNA ligase,
transformacdo em E. coli, conjugacdo bacteriana, purificagio de DNA cromossomal ou
plasmidial, foram realizados conforme metodologias previamente descritas (SAMBROOK et al.,
1989; BANKIER et al., 1987; KIMMEL e BERGER, 1987) ou indicacdo do fabricante dos

reagentes utilizados (Fermentas®, Invitrogen®, New England Biolabs®, Promega®).
5.3 Eletroforese de DNA

A eletroforese de DNA foi feita em gel de agarose horizontal como descrito por
SAMBROOK e colaboradores (1989), na concentracdo de 0,8%. O tampéo utilizado foi TBE 1X
(Tris-acido borico 89 mmol/L e EDTA 2 mmol/L, pH 8,3). O DNA foi visualizado ap06s
tratamento com solucdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL) sob luz ultravioleta (312 nm) em

transiluminador EC3 System (UVP Biolmaging Systems, EUA).
5.4 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento foi baseado na metodologia desenvolvida por Sanger e colaboradores
(SANGER, NICKLEN e COULSON, 1977) empregando a incorporacao de dideoxinucleotideos
marcados com fluor6foros. Foram utilizados aproximadamente 0,5 pg do DNA plasmidial
purificado, 2 pmols do oligonucleotideo iniciador apropriado e 3,0 pL de mistura para
sequenciamento “Sequencing Reagent Premix” (BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit,

Invitrogen Life Science Technologies). O volume final da reagéo foi de 10 pL. As rea¢Ges foram
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realizadas em termociclador e os parametros foram: 1 ciclo de 1 minuto a 95°C e 30 ciclos de 20
segundos a 94°C e 1,5 minutos a 60°C. O produto do sequenciamento foi precipitado com etanol
100% centrifugado, lavado e precipitado com etanol 70%. Foi entdo, dissolvido em 4 pL de
“Formamide Loading Dye” (Applied Biosystems), desnaturado por 2 minutos a 96°C e
submetido a eletroforese em um sequenciador automéatico de DNA da ABI 3500 (Applied

Biosystems).

5.5 Transformacao bacteriana

5.5.1 Preparo de células E. coli quimiocompetentes
Cinguenta microlitros de uma cultura saturada de E. coli foram inoculadas em 5 mL de meio
LB. A cultura foi crescida até uma D.O.gp de = 0,2-0,5. Foram aliquotados em microtubos e
centrifugados (2.500 x g por 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi removido e a massa celular
depositada no fundo ressuspendida em 100 pL de solugdo TSS por mL de cultura (LB contendo
10% (m/v) polietileno glicol, 5% (v/v) dimetil sulféxido e 50 mM MgCl, em pH 6,5) em banho
de gelo.

5.5.2 Transformacdo bacteriana por choque térmico
As ceélulas ressuspensas em TSS foram mantidas em gelo e foi adicionado 10 puL de DNA,
quando reagdes de ligacdo, ou 1 pL de DNA, quando plasmideo integral. As células e 0 DNA
ficaram em gelo por aproximadamente 30 minutos. Passado o tempo, foram incubados por 45
segundos a 42°C e colocados imediatamente em gelo por 2 minutos. Ap6s o choque térmico as
células foram recuperadas em 1 mL de LB por aproximadamente 1 hora a 37°C e plagueadas nos

meios contendo 0s antibidticos adequados.

5.6 Purificagéo de DNA plasmidial

O isolamento de plasmideos de E. coli baseou-se no método da lise alcalina descrito por
Sambrook e colaboradores (1989), com modificacGes. A bactéria E. coli contendo o plasmideo
de interesse foi crescida em 5 mL de meio LB adicionado dos antibidticos adequados até uma
D.O.go0 = 1,5. A cultura foi transferida para tubos plasticos de 1,5 mL e as células foram

coletadas por centrifugacdo (13.000 x g, 1 minuto) e ressuspensas em 200 pL de uma solugédo
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contendo Tris-HCI 25 mmol/L, pH 8,0; glucose 50 mmol/L e EDTA 10 mmol/L (GET) gelada.
Procedeu-se a lise celular através da adicdo de 200 pL de uma solucdo contendo NaOH 0,2
mol/L e SDS 1% (m/v) (solucdo de lise). Proteinas, DNA cromossémico, restos celulares e o
SDS foram precipitados pela adicdo de 200 uL de solucdo Kacf (3 mol/L de acetato de potassio e
2 mol/L de acido acético, pH 4,8) e incubacdo por 10 minutos em gelo. As amostras foram,
entdo, centrifugadas (13.000 x g, 5 minutos) e a solugdo aquosa foi extraida com 100 uL de
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). O DNA plasmidial foi precipitado com 0,5 mL de
2-propanol, lavado com 1 mL de etanol 70%, seco, e dissolvido em 30 pL de agua ultrapura

estéril. O DNA purificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose.

5.7 Transferéncia de plasmideos por conjugagao

Os plasmideos transferidos para as estirpes de H. seropedicae foram mantidos em E. coli
S17.1 (tra"). As estirpes de H. seropedicae (receptora) e E. coli (doadora) foram cultivadas nos
meios NFbHPN-malato e LB, respectivamente, na auséncia de antibioticos, até uma D.O.gy de
aproximadamente 0,3 e 0,5. Em seguida, foram misturados 100 e 50 pL da cultura de H.
seropedicae com 2 e 15 pL da cultura de E. coli, em tubos distintos, e as duas misturas foram
plagueadas como gotas em meio LA/NFb-malato (1:3) com 20 mmol/L de NH4ClI e incubadas a
30 °C durante 20 horas. A massa de células foi coletada com um palito estéril, suspensa em 1 mL
de NFb-malato e plaqueada em meio NFb-malato acrescido de 20 mmol/L de NH4ClI contendo os

antibioticos adequados.

5.8 Construcéo das Estirpes Mutantes dos Genes PTS de Herbaspirillum seropedicae

Para delecdo dos genes PTS de H. seropedicae foi utilizada a técnica de delecdo génica em
fase. As sequéncias flanqueadoras destes genes, em torno de 500 pb, foram amplificadas por
reacOes de PCR. Estes fragmentos foram ligados entre si mantendo a mesma fase de leitura,
gerando um produto de delecdo que foi identificado como A seguido do nome do gene
mutagenizado. O produto de delecdo foi clonado no plasmideo pTZ18R e sequenciado, sendo
posteriormente clonado no plasmideo pK18mobsacB (SCHAFER et al., 1994). O plasmideo
pK18mobsacB ndo contém origem de replicacdo reconhecida em H. seropedicae, contém gene

de resisténcia a canamicina, gene de sensibilidade a sacarose (sacB) e o sitio de policlonagem do
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vetor pUC18. Como este plasmideo ndo e replicado em H. seropedicae, as colonias que se
tornarem resistentes a canamicina obrigatoriamente sofrerdo uma etapa de recombinacédo
integrando o plasmideo ao seu genoma. As construcdes foram transformadas em E. coli S17-1 e
conjugadas para H. seropedicae SmR1. Apds a simples recombinacdo, as coldnias de H.
seropedicae se tornaram resistentes a canamicina e sensiveis a sacarose a 10% (m/v), ja que o
gene sacB de Bacillus subtilis expressa uma levansucrase, uma enzima que catalisa a hidrdlise de
sacarose e a producdo de levananas que sdo polimeros de frutose de alto peso molecular
(PELICIC et al., 1996). Estes polimeros se acumulam excessivamente no interior de bactérias

Gram-negativas levando a sua lise.
5.9 Procedimento para selecdo dos mutantes

Apos conjugar o vetor contendo o inserto de interesse, coldnias transconjugantes isoladas
foram inoculadas em meio NFb-Malato HPN sem antibioticos. A auséncia de antibioticos nesta
etapa é importante para a ocorréncia do segundo evento de recombinacéo.

Apbs este cultivo prévio, foram plaqueados 250 pL (dilui¢do final de 1 x 10° e 1 x 10" em
relacdo a cultura crescida) em meio NFb-Malato com baixa concentracdo de fosfatos (15,94 g/L
de KH,PO4 e 1,78 g/L de K,HPQO,4), 20 mmol/L NH4CI, 10% de sacarose, estreptomicina 80
ug/mL, acido nalidixico 5 pg/mL. Col6nias isoladas que cresceram nas placas, foram re-
plaqueadas em duas placas distintas, a primeira igual & anterior, e a segunda sem sacarose e com
canamicina 500 pg/mL. Nessa fase, as colonias que cresceram na presenca de sacarose seriam
aquelas que sofreram dupla recombinacéo e, portanto perderam a sequéncia do vetor inclusive do
gene sacB. Estas coldnias foram analisadas quanto a resisténcia a canamicina e aquelas que ndo
resistentes a canamicina foram analisadas por PCR para verificar se a dele¢do ocorreu no sitio de
interesse e com o tamanho esperado. Ap6s confirmagdo da delecdo do gene de interesse, as

estirpes mutantes geradas seriam utilizadas para os ensaios de caracterizacdo fenotipica.
5.10 Superexpressdo e Purificacdo das Proteinas PTS de Herbaspirillum seropedicae
As proteinas PTS (EINtr, NPr, EIIAMan, HprK e EIIANtr) foram expressas a partir do vetor

pET28a, portanto as proteinas recombinantes tem uma cauda de 6 histidinas na porcdo N-

terminal e foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna HiTrap-Chelating
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equilibrada com NiCl,. A estirpe de E. coli BL21 (DE3) foi cultivada em 400 mL de meio LB a
37°C sob agitagdo constante de 160 rpm até atingir uma D.O.g0 de aproximadamente 0,4. A
inducdo da expressdo das proteinas foi iniciada pela adicdo de IPTG (lsopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo) para concentracdo final 0,1 mM, a 37°C por 4 horas. Apo6s inducédo, as
células foram coletadas por centrifugacéo (20.000 x g, 10 min a 4°C) e ressuspendidas em 40 mL
de tampdo de sonicacdo TS (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NacCl, 20 mM de imidazol e 10 %
(m/v) de glicerol). Apds sonicacgdo, o extrato foi aplicado em uma coluna HiTrap-Chelating-Ni**
de 5 mL. As proteinas foram eluidas da coluna com gradiente crescente de imidazol de 20 mM a
1IM.

5.11 Eletroforese de proteinas

As eletroforeses para visualizacdo da pureza das proteinas foram realizadas em gel de
poliacrilamida desnaturante conforme protocolo descrito por Laemmli (1970). Foi utilizado um
gel separador com uma concentracdo de 15% (m/v) de poliacrilamida e gel de empilhamento a
4% (m/v) de poliacrilamida. Foi utilizado sistema vertical para as eletroforeses, segundo as
orientagdes do fabricante (Hoefer®). As amostras foram tratadas com tampao de amostra (2% de
SDS, 10% de glicerol, 0,01% de azul de bromofenol, 0,0625 mol/L de Tris-HCI pH 6,8, 5% de
B- mercaptoetanol) e fervidas antes da aplicacdo para total desnaturagdo protéica. A voltagem de
corrida utilizada foi de 150V, utilizando o tampdo Laemmli (3 g/L de Tris-base, 14 g/L de
Glicina e 1 g/L de SDS). Terminada a eletroforese, as proteinas do gel foram coradas com

corante Coomassie Blue R-250.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencgdo dos produtos de delecdo génica

Foram obtidos trés produtos de delecdo génica (AptsM, AptsO, Aptsl) contendo fragmentos
de cerca de 500 pares de bases das regifes a montante e a jusante (Figuras 6 e 7). Os produtos de
fusdo AptsM, AptsO e Aptsl ja foram clonados e sequenciados (Figura 8 A, B e C), confirmando
a identidade dos produtos de PCR amplificados. Os produtos de PCR para obtencéo dos produtos
de delecéo dos genes ptsN e hprK foram obtidos, entretanto, seus produtos de delecdo ainda nao

foram obtidos.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose do produto de delecdo do gene ptsM (Hsero_0088).

M 1 23
1500 pb
1000 pb .-
500 pb -

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tamp&do TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. M — marcador de nimero de bases (500 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), 1 —
produto de fusdo dos fragmentos a montante e a jusante de Hsero 0088 (ptsM), 2 — produto a montante de

Hsero_0089 e 3 — produto a jusante de Hsero_0089.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de delecdo dos genes ptsO (Hsero_0089)
e ptsl (Hsero_0090).

M1 M1 2 M 1
A B E
1000 pb
1500 pb 1000 pb
500 pb
1000 pb i 500 pb
500 pb

Géis de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta
em transiluminador. A) M — marcador de nimero de bases (500 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), 1
— produto de fusdo dos fragmentos a montante e a jusante de Hsero_0089; B) M — marcador de nimero de bases
(500 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), 1 — produto de PCR a montante de Hsero_0090, 2 — produto
de PCR a jusante de Hsero_0090; C) M — marcador de nimero de bases (500 — 10.000 pb) (1kb ladder - New

England Biolabs), 1 — produto de fusdo dos fragmentos a montante e a jusante de Hsero_0090.
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Figura 8. Demonstrativo do alinhamento e esquema dos sequenciamentos dos produtos de
delecdo dos genes ptsM (Hsero_0088), ptsO (Hsero_0089) e ptsl (Hsero_0090) obtidos através

da ferramenta BLAST.

A. AptsM (Hsero_0088).
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B. AptsO (Hsero_0089)
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ptsO que foi deletada.
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C. 4ptsl (Hsero_0090).
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O alinhamento do inicio da sequéncia obtida tem 99% de identidade com o
gene a montante e com a parte inicial de ptsl, e do final tem 100% de
identidade com a parte final de ptsl e com o gene a jusante. No esquema
representativo, pode ser visto, entre os marcadores alaranjados, a porcdo de

ptsl que foi deletada.

6.2 Obtencédo do mutante AptsM

O produto de delecéo 4ptsM foi clonado no plasmideo pK18mobsacB e o plasmideo obtido
foi conjugado em H. seropedicae para a obtencdo de simples recombinantes. Cerca de 50
colbnias resistentes a canamicina foram obtidas e posteriormente foram analisadas quanto a
sensibilidade a sacarose e por reacdo de PCR (Figura 9) para confirmar a insercdo do plasmideo

no genoma.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose da reacdo de PCR para confirmar a insercéo do
plasmideo no genoma de H. seropedicae.

C 17 M

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. M — marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), C —
controle da reacdo, molde utilizado DNA gendmico de H. seropedicae SmR1, 1 — reacdo de PCR de colbnia
contendo o plasmideo integrado ao genoma, notavel pela presenga das 2 bandas, referentes a copia selvagem
(aproximadamente 1500 pares de base), assim como em C, e & cOpia deletada (aproximadamente 1100 pares de
base), 2 — reacdo de PCR de outra colbnia contendo o plasmideo integrado ao genoma, notavel pela presenca da
banda referente a copia deletada (aproximadamente 1100 pares de base).

As bactérias que inseriram o plasmideo no genoma foram utilizadas para triagem do duplo
recombinante por PCR e resisténcia a sacarose assim como sensibilidade a canamicina. Apds o
crescimento na auséncia de antibidticos, para que as bactérias descartem uma das coOpias
presentes, todas as coldnias obtidas descartaram a copia deletada do gene, restituindo apenas a
copia selvagem (Figura 10).
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Figura 10. Eletroforese da reacdo de PCR feita nas col6nias provindas do simples recombinante

(ptsM/AptsM) ap0s crescimento na auséncia de antibidticos.

i - -

CM 12 3 456 7 89101112

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. M — marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), C —
controle da reacdo, molde utilizado DNA genémico de H. seropedicae SmR1. As bandas de 1 a 12 referem-se as
reacdes de PCR feitas a partir de col6nias isoladas provenientes do cultivo em auséncia de antibi6tico das que
haviam integrado o plasmideo, nota-se a presenga apenas da banda referente a copia selvagem (aproximadamente
1500 pares de base), assim como em C, e a cdpia deletada (aproximadamente 1100 pares de base) ndo se encontra

mais presente.

Devido a isso, e com base em publicacdo prévia que mostra a delecdo de homologos a ptsM
na betaproteobactéria Ralstonia eutropha (KADDOR e STEINBUCHEL, 2011), foi decidido
utilizar diferentes meios com diferentes fontes de carbono e nitrogénio para realizar a pressao
seletiva, que foram: 1) NFB-Malato com 20 mmol/L de cloreto de aménio, 2) NFB-Malato com
0,2% de casaminoacidos, 3) NFB-Glucose com 20 mmol/L de cloreto de aménio, 4) NFB-

Glucose com 0,2% de casaminoacido e 5) meio LB. Exceto as alteragdes indicadas, todas as
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outras condicBes foram mantidas. Ainda assim, as bactérias descartaram a cépia deletada,

mantendo apenas a copia selvagem do gene (Figura 11 A, B, C e D).

Figura 11. Eletroforese das reacdes de PCR feitas das col6nias provindas do simples

recombinante (ptsM/AptsM), com pressao seletiva em diferentes meios de cultivo.

A) NFB-Malato com 20 mmol/L de cloreto de aménio.

CM 123 456 7 8 9

—— — — — — — —
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Gel de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. M — marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), C —
controle da reagdo, molde utilizado DNA gendmico de H. seropedicae SmR1. As bandas de 1 a 9 referem-se as
reacOes de PCR feitas a partir de coldnias isoladas provenientes do cultivo em auséncia de antibiético das que
haviam integrado o plasmideo, nota-se a presenga apenas da banda referente a copia selvagem (aproximadamente
1500 pares de base), assim como em C, e a cdpia deletada (aproximadamente 1100 pares de base) ndo se encontra
mais presente.
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B) NFB-Malato com 0,2% de casaminoacidos

€ M1 2 3 4 5.6 7 &9

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. M — marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), C —
controle da reagdo, molde utilizado DNA gendmico de H. seropedicae SmR1. As bandas de 1 a 9 referem-se as
reacOes de PCR feitas a partir de coldnias isoladas provenientes do cultivo em auséncia de antibidtico das que
haviam integrado o plasmideo, nota-se a presenca apenas da banda referente a copia selvagem (aproximadamente

1500 pares de base), assim como em C, e a cOpia deletada (aproximadamente 1100 pares de base) ndo se encontra
mais presente.
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C) NFB-Glucose com 20 mmol/L de cloreto de amonio.

€M I 2 3 4 5 & 7

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. M — marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), C —
controle da reacdo, molde utilizado DNA gendmico de H. seropedicae SmR1. As bandas de 1 a 7 referem-se as
reagdes de PCR feitas a partir de colbnias isoladas provenientes do cultivo em auséncia de antibi6tico das que
haviam integrado o plasmideo, nota-se a presenca apenas da banda referente a cdpia selvagem (aproximadamente

1500 pares de base), assim como em C, e a cdpia deletada (aproximadamente 1100 pares de base) ndo se encontra
mais presente.
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D) NFB-Glucose com 0,2% de casaminoéacidos

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tamp&do TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. M — marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), C -
controle da reacdo, molde utilizado DNA gendmico de H. seropedicae SmR1, SR — simples recombinante, aplicado
como segundo controle. As bandas de 1 a 5 referem-se as reagfes de PCR feitas a partir de col6nias isoladas
provenientes do cultivo em auséncia de antibiotico das que haviam integrado o plasmideo, nota-se a presenca apenas
da banda referente a copia selvagem (aproximadamente 1500 pares de base), assim como em C, e a cOpia deletada
(aproximadamente 1100 pares de base) ndo se encontra mais presente.

Apos as diversas tentativas em diferentes combinagdes de fontes de carbono e nitrogénio, ndo
foi possivel a obtencdo do mutante AptsM em H. seropedicae, indicando que a proteina PtsM
possa ter um papel essencial para a bactéria nas condicGes testadas. H& na literatura, o relato de
Dozot e colaboradores (2010) que apesar de varias tentativas também ndo foi possivel a delecéo
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de um gene homologo ao ptsM de H. seropedicae na alfaproteobactéria . Os autores encontraram
que PtsM interage com a subunidade SucA da 2-oxoglutarato desidrogenase e, no seu modelo,
previram que a interacdo deva inibir a atividade desta enzima. Até o momento, ainda ndo ha
estudos sobre o efeito de PtsM na atividade 2-oxoglutarato desidrogenase em B. melitensis ou em

qualquer outro organismo que possua proteinas do sistema PTS.

6.3 Obtencgao dos genes pts integros

Uma segunda frente deste trabalho foi a superexpressdo em E. coli e purificacdo das
proteinas do sistema PTS de H. seropedicae para posterior estudos de atividade in vitro. Como
observado na Figura 12, todos os genes puderam ser amplificados por reacdo de PCR. Os
tamanhos dos produtos de PCR esperados sdo: ptsM (477 nt), ptsO (270 nt), ptsN (474 nt), ptsl

(1788 nt) e hprK (939 nt). Todas as bandas amplificadas correspondem ao tamanho esperado.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR correspondendo aos genes pts

de Herbaspirillum seropedicae SmR1.

ptsM ptsf

S hprk
(477 nt) (1788nt) (939nt)
ptsO ptsN
(270nt) (474nt)
—
f— .

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tamp&do TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. O marcador de nimero de bases (500 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs) esta com as
indicacdes das bandas de interesse ao lado. As outras bandas sdo referentes as diferentes reagdes de PCR utilizando
o0s pares de primers desenhados para cada gene. Acima estdo os tamanhos que cada reac¢do deveria ter amplificado

concordando com os tamanhos encontrados pela eletroforese.

Nas Figuras 13, 14 e 15, observa-se que as reacOes para clonagem dos genes PTS em
pTZ18R (2861 pares de bases) ocorreram com sucesso para 0s genes ptsM, ptsO, ptsN e hprK,
tendo sido confirmadas por dupla digestdo, podendo, dessa forma, ser vista tanto a banda
referente ao plasmideo, quanto a referente ao gene. Portanto, estes genes foram mantidos para

posterior clonagem em pET28a.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose da dupla digestdo dos clones pTZ18R::ptsO e
pTZ18R::ptsM.

pTZ18R +—PpTZ18R

ptsi
Hsero 0088

ptsO
Hsecro_0089

Géis de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta
em transiluminador. O marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs) esta
com as indicacdes das bandas de interesse ao lado. As outras bandas sdo referentes as diferentes reacGes de dupla
digestdo para cada gene, sendo visiveis bandas referentes ao plasmideo (em torno de 2800 pares de bases) e aos

genes ptsO (em torno de 270 pares de bases) e ptsM (em torno de 477 pares de bases).
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose da digestdo dos clones pTZ18R::ptsN.

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tamp&do TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. O marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs) est4 com as
indicacdes das bandas de interesse ao lado. As outras bandas séo referentes as diferentes reacfes de dupla digestéo
para ptsN, sendo visiveis bandas referentes ao plasmideo (em torno de 2800 pares de bases) e a ptsN (em torno de
474 pares de bases).
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose da digestdo dos clones pTZ18R:: hprK.

“« % |—— pT218R

hprK
939 nt

Gel de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta em
transiluminador. As bandas presentes sdo referentes as diferentes reacdes de dupla digestdo para hprK, sendo
visiveis bandas referentes ao plasmideo (mais acima) e a hprK (mais abaixo).

6.4 Expressao de PtsM e PtsO
Apos a confirmacao por PCR dos genes ptsM e ptsO em pTZ18R (Figura 16), os genes foram

transferidos para o plasmideo pET28a e transformados em E. coli estirpe BL21 (DE3) para as

expressOes das proteinas.
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose da reacdo de PCR para confirmar a presenca de ptsM
e ptsO em E. coli BL21 (DE3).

Geis de agarose a 0,8%, utilizando tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio e revelado sob luz ultravioleta
em transiluminador. M — marcador de nimero de bases (250 — 10.000 pb) (1kb ladder - New England Biolabs), C —
controle da reacdo utilizando o plasmideo sem inserto. As bandas de 1 a 4 sdo referentes as confirmac8es dos genes
ptsO e 5a 7 ptsM.

Foi realizada uma expressao preliminar para que fosse verificada a solubilidade das
proteinas. Apos a lise das culturas por meio de sonicacédo, utilizando tampao com 150mM de
NaCl, 50mM de Tris-HCI pH 8,0 e 10% de glicerol, foram fracionados os extratos, bruto, soltvel
e insoltvel, os quais foram aplicados em gel de poliacrilamida 12%, utilizando as mesmas
fragbes provindas de uma cultura de E. coli BL21 (DE3) como controle para que fossem
verificadas apenas as proteinas diferencialmente expressas. Foi verificada a expressdo tanto de
PtsM quanto de PtsO, sendo que esta foi encontrada majoritariamente na fracédo insoltvel (Figura

18), enquanto aquela encontrava-se suficientemente na fracéo soltvel (Figura 17).
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Figura 17. Eletroforese em gel de poliacrilamida da expressao preliminar de PtsM

BL21 (DE3) PtsM PtsM

20,1

14,4

Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tampéo Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. B — fragdo bruta,
S — fragdo soluvel, | — fracéo insoltvel. A esquerda o marcador de massa molecular com indicagdes de cada banda.
Acima BL21(DE3) expressdo controle e PtsM expresso em duplicata. E visivel a banda diferencialmente expressa
em torno de 18kDa, condizente com a massa tedrica de 18,4 kDa de PtsM mais a cauda de histidinas N-terminal,

assim como sua presenca na fracdo soltvel.
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Figura 18. Eletroforese em gel de poliacrilamida da expressao preliminar de PtsO

BL21 PtsO PtsO
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Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tampao Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. B — fragdo bruta,
S — fragdo soltvel, | — fracio insolivel. A esquerda o marcador de massa molecular com indicac@es de cada banda.
Acima BL21(DE3) expressio controle e PtsO expresso em duplicata.. E visivel a banda diferencialmente expressa

em torno de 14kDa, condizente com a massa tedrica de PtsO, e sua presenca nas fragdes bruta e insolivel.

Pelo fato de PtsO se encontrar na fragdo insoltvel utilizando este tampdo, sdo necessarias
alteragdes nos tampdes de sonicagdo assim como na temperatura de expressdo na tentativa de
encontra-la na fracdo sollvel, pois apenas desta forma ela podera ser purificada para que seja
utilizada em experimentos. Para tal, foram utilizadas alteracbes no tampao como: alterar o pH
para 7,0, diferentes concentracGes de KCI (Figura 19), diferentes concentragdes de NaCl (Figura
20), e verificou-se que estas alteracdes realizadas nos tampdes ndo melhoraram a solubilidade da

proteina.
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Figura 19. Eletroforese em gel de poliacrilamida da expressdo de PtsO com diferentes

concentragdes de KCl e pH 7,0

BL21(DE3) PtsO PtsO PtsO
100mM 500mM pH7,0
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144 -

B S | Bas i B S | B 5 |

Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tamp&o Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. B — fragdo bruta,
S — fracdo soluvel, | — fracdo insoldvel. A esquerda o marcador de massa molecular com indicacdes de cada banda.
Os pog¢os marcados com 100mM e 500mM sdo referéncia a concentracdo de KCI presente nas expressdes. Os pogos
marcados com pH 7,0, teve o tampéo alterado apenas em seu pH, as outras concentraces de sais se mantém. E
visivel a banda diferencialmente expressa em torno de 14kDa, condizente com a massa tedrica de PtsO, ainda na

fracdo insollvel.
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Figura 20. Eletroforese em gel de poliacrilamida da expressdo de PtsO com diferentes

concentracOes de NaCl
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Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tamp&o Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250 B — fracdo bruta, S
— fragfo soldvel, | — frago insoltvel. A esquerda o marcador de massa molecular com indicag@es de cada banda. Os
pogos marcados com 100mM e 500mM s&o referéncia a concentragio de NaCl presente nas expressdes. E visivel a
banda diferencialmente expressa em torno de 14kDa e verifica-se que estas alteracfes realizadas nos tampdes ndo

melhoraram a solubilidade da proteina.

Devido a necessidade de encontrar uma condi¢do de solubilizacdo da proteina PtsO, foram
testados diversos tampdes descritos a seguir.

1) 50mM Tris-HCI pH 8,0, 150mM NaCl, 5mM BME;

2) 50mM Tris-HCI pH 8,0, 150mM NaCl, 5mM DTT,;

3) 50mM Tris-HCI pH 8,0, 150mM NaCl, 10% glicerol, 0,1% Triton X-100;

4) 50mM Tris-HCI pH 8,0, 150mM NaCl, 10% glicerol, 0,1% Triton X-100, 5mM BME;

5) 50mM Tris-HCI pH8,0, 150mM NaCl, 10% glicerol, 0,1% Triton X-100, 5mM DTT;
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6) PBS pH 7,4, 10% glicerol, 0,1% Triton X-100;

7) PBS pH 7,4, 10% glicerol, 0,1% Triton X-100, 5mM BME;

8) PBS pH 7,4, 10% glicerol, 0,1% Triton X-100, 5mM DTT

As condices testadas foram divididas em 2 géis de poliacrilamida, tendo sido aplicadas de

quatro em quatro como indicadas pelas Figuras 21 e 22.

Figura 21. Eletroforese em gel de poliacrilamida da expressao de PtsO nas condicdes de 1 a 4.
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Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tamp&o Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. B — fracdo bruta,
S — fracdo soluvel, | — fracdo insoldvel. A esquerda o marcador de massa molecular com indicagdes de cada banda.
Os pocos marcados com 1, 2, 3 e 4 sdo referéncia aos tampdes descritos acima. E visivel a banda diferencialmente
expressa em torno de 14kDa e verifica-se que estas alteracGes realizadas nos tampdes melhoraram a solubilidade da

proteina com os tampdes 3 e 4.
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Figura 22. Eletroforese em gel de poliacrilamida da expressao de PtsO nas condigdes de 5 a 8.

Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tampéo Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. B — fra¢do bruta,
S — fragdo solvel, | — fracdo insolivel. A esquerda o marcador de massa molecular com indicaces de cada banda.
Os pocos marcados com 5, 6, 7 e 8 sdo referéncia aos tampdes descritos acima. E visivel a banda diferencialmente
expressa em torno de 14kDa e verifica-se que estas alteracBes realizadas nos tampfes pouco mudaram na

solubilidade da proteina.

Com base nos resultados das condicGes testadas, foram definidas as condi¢Ges para purificar
PtsM (50mM de Tris-HCI pH 8,0, 150 mM de NaCl e 10% de glicerol) e, para PtsO foi definido
o tampdo 4 (50mM Tris-HCI pH 8,0, 150mM NaCl, 10% glicerol, 0,1% de Triton X-100, 5 mM
BME).

Com as condi¢bes definidas, foi sequido o protocolo de superexpressdo e purificacdo das
proteinas PtsM (Figura 23) e PtsO (Figura 24). Por conter cauda de histidina, as proteinas ligam-
se & coluna HiTrap Chelating®, por meio do pré-carregamento desta com uma solugdo de Ni®*,
que vai complexar com a cauda, liberando-se apenas com a adi¢do de imidazol, para tal, é feito
um gradiente crescente de imidazol até que a proteina de interesse desligue-se da coluna,

impedindo que outras proteinas presentes no extrato proteico contaminem as fracdes finais.
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Figura 23. Eletroforese em gel de poliacrilamida da superexpresséo e purificacao de PtsM.
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Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tampéo Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. B — fracéo bruta,
S — fracdo sollvel, | — fracdo insoltvel, NL — fracdo que ndo se ligou a coluna, L — fracdo eluida na lavagem da
coluna. A esquerda 0 marcador de massa molecular com indicacdes de cada banda. A marcagdo indica o gradiente
de imidazol aumentando 100 mM a cada poco do gel. E visivel a banda diferencialmente expressa em torno de
18kDa, condizente com a massa tedrica de PtsM. Os pocos 3 a 7 depois do inicio do gradiente apresentam a proteina
de intresse, sendo que 3 e 4 possuem mais contaminantes, e 5 a 7 estdo mais puros, e foram divididas frac6es de tal

forma.
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Figura 24. Eletroforese em gel de poliacrilamida da superexpressédo de purificacdo de PtsO
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Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tamp&o Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. B — fracdo bruta,
S — fragdo soluvel, | — fragdo insolivel, NL — fracdo que ndo ligou na coluna, L — fragdo que saiu na lavagem da
coluna. A esquerda o marcador de massa molecular com indicagdes de cada banda. A marcacdo indica o gradiente
de imidazol aumentando 100mM a cada pogo do gel. E visivel a banda diferencialmente expressa em torno de
14kDa. Os pogos 2 a 6 depois do inicio do gradiente apresentam a proteina de intresse, sendo que 2 e 3 possuem
mais contaminantes, e 4 a 6 estdo mais puros.

Apos as purificagbes, as proteinas foram dialisadas contra seus proprios tampdes de
sonica¢do, com intuito de remover o imidazol presente. Em sequéncia, foram aplicadas
novamente em géis de poliacrilamida para que fossem visualizadas no estado em que seriam
conservadas (Figuras 25 e 26).
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Figura 25. Eletroforese em gel de poliacrilamida de PtsM purificada pds-dialise

Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tampéo Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. A esquerda o
marcador de massa molecular com indicaces de cada banda. E visivel a banda em torno de 18kDa, condizente com
a massa tedrica de PtsM. As indicacdes abaixo de cada banda mostram as fragdes que foram juntamente dialisadas.
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Figura 26. Eletroforese em gel de poliacrilamida de PtsO purificada pds-dialise
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Gel de poliacrilamida a 15%, utilizando tamp&o Tris-Glicina, corado com Coomassie Blue R-250. A esquerda o
marcador de massa molecular com indicagdes de cada banda. E visivel a banda em torno de 14kDa, que
aparentemente foi bastante perdida durante o processo de dialise ficando em menor concentragcdo que oS

contaminantes presentes na amostra.

A massa teorica de PtsO contendo a cauda de histidinas N-terminal corresponde a 11.7 kDa,
uma massa bastante diferente do que observou-se por andlises de SDS-PAGE. Na préatica
observou-se uma massa superior a 14.4 kDa. Uma das caracteristicas a ser remarcada para Hisg-
PtsO é sua quantidade de residuos béasicos (Arg, Lys e His) que totalizam 20 aminoacidos de
109. Sendo assim, o pl tedrico da proteina recombinante é de 8,86 e essa caracteristica pode
explicar a migracdo aparente mais lenta, que € tipica de proteinas com pl basico. Além disso, a
reducdo na concentracdo de Hisg-PtsO apds diélise indica que a proteina tenha atravessado 0s

poros da membrana de dialise, j& que nenhuma precipitacdo foi observada apos diéalise. Como a
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membrana utilizada tem um limite de exclusdo de 12 kDa é possivel que Hisg-PtsO, por ter uma

massa inferior ao limite de exclusdo, tenha migrado para o tampé&o de dialise.

7. CONCLUSOES

Apesar das diversas tentativas, ndo foi possivel a construcdo do mutante ptsM em
Herbaspirillum seropedicae, indicando a possibilidade de PtsM ter um papel relevante, ou até
mesmo essencial para a bactéria. A fusdo Aptsl esta pronta e sequenciada, podendo prontamente
ser utilizada para a contrucao do respectivo mutante. O mutante ptsO foi construido e € possivel
perceber um fendtipo quanto a morfologia da colénia na placa quando comparada com a
morfologia da colonia da estirpe selvagem.

As proteinas PtsM e PtsO foram expressas e purificadas. Para a proteina PtsO, foi encontrada
uma condicdo de solubilizacdo, porém é necessaria uma alternativa para remocdo de sais e
imidazol, ja que a proteina foi perdida na etapa de dialise. Os demais genes do sistema PTS
poderdo ser clonados em pET28a e expressos em E. coli, para se estudar a atividade das

proteinas in vitro.
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