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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae € uma betaproteobacteria, endofitica, capaz de fixar
nitrogénio atmosférico, comumente encontrada associada a diversas plantas de
interesse comercial como: arroz, milho, sorgo, cana-de-agucar e trigo. Os genes nif
de H. seropedicae sao os responsaveis pela maquinaria do complexo da nitrogenase
que catalisa a conversdo de N, em NH,*. Os genes nif tém a sua transcrigdo ativada
pela proteina NifA cuja transcrigdo e ativagéo esta sob controle do sistema Ntr capaz
de sensoriar os niveis de ions aménio. Transcriptomas de H. seropedicae em varias
condicbes de crescimento mostraram a expressdo de diversas proteinas que
parecem pertencer a sistemas de dois-componentes. Neste trabalho estudamos dois
genes do sistema de dois-componentes, os genes Hsero_3507 e Hsero_3508 que
codificam, respectivamente, para uma proteina de resposta regulatéria do sistema
de dois-componentes e para uma histidina quinase do sistema de dois-
componentes. As estirpes mutantes nos genes Hsero 3507 e Hsero 3508 foram
obtidas por recombinagdo homdloga, ocorrendo a insergao dos genes interrompidos
por transposon, contendo cassete de resisténcia a canamicina, dentro do genoma. A
estirpe mutante 3508Tn apresentou uma deficiéncia de crescimento em
microaerobiose quando comparada a estirpe selvagem SMR1 e também uma alta
motilidade tanto em baixo nitrogénio quanto em alto, sugerindo ndo sensoriar
adequadamente os ions de amodnio do meio, podendo ter um maior gasto
energético. A estirpe mutante 3507Tn apresentou uma deficiéncia em motilidade,
nao formando halo de crescimento e nem pelicula em meio semi sélido, o que
sugere que o0 gene Hsero 3507 possa estar relacionado com a regulagdo das
proteinas motoras do flagelo da célula. As proteinas codificadas por esses dois
genes foram expressas e purificadas por cromatografia de afinidade. As proteinas
tiveram a conformacgédo quaternaria determinada, porém nao foi possivel detectar
interagao in vitro entre elas nas condi¢des testadas.

Palavras chave: Herbaspirillum seropedicae, sistema dois-componentes, fixacao
biolégica de nitrogénio.



ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is a nitrogen fixing endophytic betaproteobacteria found
associated with many commercially important plants like: rice, corn, sorghum,
sugarcane, wheat. Its nif genes are responsible for the machinery of the nitrogenase
complex that transforms N2 to NH4+. The nif genes have their transcription activated
by NifA protein whose transcription and activation is under control of the Ntr system,
able to sensor the ammonium ions levels. Transcriptomes of H. seropedicae under
several growth conditions showed the expression of many proteins that could be
associated with the two-component system. In this work, we studied two genes of the
two-component system, Hsero_3507 and Hsero 3508 that code, respectively, for a
two-component response regulator protein and a two-component histidine kinase.
The mutant strains for the Hsero 3507 and Hsero 3508 genes were obtained by
homologous recombination, occurring, in the genome, the insertion of interrupted
genes with a transposon containing a cassette for kanamicin resistance. The mutant
strain 3508Tn had a deficiency in microaerobic growth when compared with the wild
strain SMR1 and also had enhanced motility in both low and high nitrogen condition,
suggesting that it is not being able to properly sensor the ammonium ions in the
environment, which could contribute to a greater energetic expenditure. The mutant
strain 3507Tn showed a motility deficiency, not being able to produce a motility halo,
nor forming pellicle in semi-solid media, which suggest regulation of the cellular
flagella motor as function for the Hsero 3507 gene. The proteins coded by these two
genes were expressed and purified with affinity chromatography. Both proteins had
their quaternary structure determined, but we were not able to detect in vitro
interaction between then in the tested conditions.

Keyword: Herbaspirillum seropedicae, two-component system, biological nitrogen
fixation.



LISTA DE FIGURAS
FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMATICA DA PROTEINA NifA DE H. seropedicae
COM OS DOMINIOS MODULARES, N-TERMINAL, CENTRAL E C-TERMINAL

ALEM DAS DUAS REGIOES INTERDOMINIOS. ..ooooeeeeeeeeeeeee e 14
FIGURA 2 - MODELO DE REGULACAO DA TRANSCRICAO DOS GENES nif EM
H. seropedicae ATRAVES DE NifA E O SISTEMA NIr. ....covoviiviieeeeeeeeeeeeeeeeen . 16

FIGURA 3 - DESENHO DEMONSTRANDO A NATUREZA MODULAR DOS
SISTEMAS DE DOIS-COMPONENTES E O NUCLEO CATALITICO DA HISTIDINA

QUIN ASE . ..o e e e eaaes 20
FIGURA 4 - DESENHO ESQUEMATICO DA VIA DE FOSFORETRANSMISSAO DE
BACITUS SUDBLITIS. ... ettt ettt e e e e e e e e eaaes 22

FIGURA 5 - DISTRIBUICAO DOS DIVERSOS DOMINIOS EFETORES DAS RR ...23
FIGURA 6 - ESQUEMA MOSTRANDO A ORGANIZACAO DOS PLASMIDEOS
DGEMT3507 E PGEMT3508. ..o eeeeeeeeeeeeee e s e eeeeeeeeeeeeeeese s seeseeseens 46
FIGURA 7 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO DOS
CLONES DE pGEMT1278, pGEMT1677 E pGEMT1898 GERADOS PELA REACAO
DE TRANSPOSON. ..o oo ee e e ee s e e e e e eee e eeeseeeend 48
FIGURA 8 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM
ECORI DOS CLONES DE pGEMT3508 e pGEMT3507 GERADOS PELA REACAO

DE TRANSPOSON. ..ottt ettt ettt 49
FIGURA 9 - ESQUEMA DA ESTRATEGIA DE MUTAGENESE DOS PLASMIDEOS
PGEMT3507 € PGEMT3508. ...ttt 50
FIGURA 10 - ESQUEMA DEMONSTRANDO A ESTRATEGIA DE
TRANSFERENCIA DO GENE INTERROMPIDO POR TRANSPOSON PARA O
VETOR CONJUGAVEL PSUP202. ...ttt e, 52

FIGURA 11 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM
ECORI DOS SUBCLONES PROVENIENTES DE TRANSFERENCIA AO pSUP202
DOS GENES MUTAGENIZADOS DE pGEMT1278Tn, E pGEMT1677Tn................ 53
FIGURA 12 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM
ECORI DOS SUBCLONES PROVENIENTES DE TRANSFERENCIA AO pSUP202
DOS GENES MUTAGENIZADOS DE pGEMT3508Tn E pGEMT3507Tn................. 53
FIGURA 13 - ESQUEMA ILUSTRANDO OS RESULTADOS QUE PODEM SER
OBTIDOS PELA CONJUGAGAO. ......c.oviieeeeieeeeeeeeeeee et 54



FIGURA 14 - PERFIL ELETROFORETICO DO AMPLIFICADO DO GENE
Hsero_3508 DAS ESTIRPES DE H. seropedicae SMR1 E TRANSCONJUGANTES.

.................................................................................................................................. 55
FIGURA 15 - PERFIL ELETROFORETICO DO GENE Hsero_ 3507 DAS ESTIRPES
DE H. seropedicae SMR1 E TRANSCONJUGANTES. ..., 56
FIGURA 16 - ESQUEMA DA ORGANIZACAO GENOMICA DOS GENES
Hsero_3507, Hsero 3508 E VIZINHANCA. ..ottt oo, 58
FIGURA 17 - DOMINIOS DA PROTEINA Hsero_3508 OBTIDOS POR ANALISE NO
PEAM. oo ettt ettt 60
FIGURA 18 - DOMINIO DA PROTEINA Hsero 3507 OBTIDO POR ANALISE NO
PEAM. oottt ettt ettt 61

FIGURA 19 - PERFIL DE CRESCIMENTO EM AEROBIOSE DAS ESTIRPES
MUTANTES 3507Tn E 3508Tn EM COMPARACAO COM A ESTIRPE SELVAGEM
SMR1 VARIANDO A CONCENTRAGAO DE NITROGENIO. —N.......ccccovrerrerennee 63
FIGURA 20 - PERFIL DE CRESCIMENTO EM MICROAEROBIOSE DAS ESTIRPES
MUTANTES 3507Tn E 3508Tn EM COMPARACAO COM A ESTIRPE SELVAGEM
SMR1 VARIANDO A CONCENTRAGAQO DE NITROGENIO. .......c.coceveeeerereerennen 64
FIGURA 21 - REPRESENTACAO GRAFICA DO TEMPO DE GERAGAO DAS
ESTIRPES MUTANTES E SELVAGEM, DETERMINADO DURANTE A FASE DE
CRESCIMENTO EXPONENCIAL ENTRE T A 12 H..iiiiieeeeee e 65
FIGURA 22 — MOTILIDADE DAS ESTIRPES SELVAGEM SMR1 E MUTANTE
3507Tn EM FRASCO DE 10mL CONTENDO MEIO NFbHP-MALATO COM 0,25%
AGAR EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE AMONIO. .......ccooveveveeeeeeeree. 67
FIGURA 23 — HALO DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES SELVAGEM SMR1 E
MUTANTES 3507Tn E 3508TN EM PLACAS CONTENDO MEIO NFb-MALATO
COM 0,16% DE AGAR EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE AMONIO........ 69
FIGURA 24 — REPRESENTACAO GRAFICA DO TAMANHO DOS HALOS DE
CRESCIMENTO PARA AS ESTIRPES SELVAGEM SMR1 E MUTANTES 3507Tn E
3508Tn APOS 24 H DE INCUBACAO EM MEIO NFb MALATO COM 0,16% DE

AGAR. ...ttt 70
FIGURA 25 - ATIVIDADE DE NITROGENASE DA ESTIRPE SELVAGEM SMR1 E
DA MUTANTE 3508TN EM 21 E 24H DE INCUBAGAO. ........ccocveviieeceeecieeee 72

FIGURA 26 - ATIVIDADE DE NITROGENASE DA ESTIRPE SELVAGEM SMR1 E
DA MUTANTE 3508 TN EM ALTO E BAIXO NITROGENIO. ..........coccoverereeceee, 73



FIGURA 27 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM
XBAI/HINDIII DOS SUBCLONES PROVENIENTES DE LIGACAO DO INSERTO
Hsero_3507 COM O VETOR PET28A......veoveeeerereeseeseeseeseeseeseeseesseseeseeseesseseeeeesessens 74
FIGURA 28 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM
XBAI/HINDIII DOS CLONES PROVENIENTES DE LIGACAO DO AMPLIFICADO
Hsero_ 3508 COM O VETOR PET28A. ... ..o seeseeeeesee s seeseeseeeeeseeeens 75
FIGURA 29 - ELETROFORESE DE EXTRATO BRUTO, FRACAO SOLUVEL E
INSOLUVEL DE E. coli BL21 (ADE3) EXPRESSANDO PLASMIDEOS pET28A OU
pET3507P OU pET3508P EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 15%
DESNATURANTE. ..ot e e eee e eee e e see e seeseeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeens 77
FIGURA 30 - ELETROFORESE DAS AMOSTRAS OBTIDAS DA PURIFICACAO DA
PROTEINA Hsero_3507 EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 15%............. 78
FIGURA 31 - ELETROFORESE DAS AMOSTRAS OBTIDAS DA PURIFICACAO DA
PROTEINA Hsero_3508 EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 15%............. 79
FIGURA 32 - ELETROFORESE DOS PRODUTOS DE LIGACAO CRUZADA ENTRE
Hsero 3507 E Hsero 3508 EM GEIS DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 15% E
L1 OO ROS 80



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — ESTIRPES BACTERIANAS ..ot 27
TABELA 2 - PLASMIDEOS ...ttt 27
TABELA 3 — COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO NFb-MALATO...........cocv....... 29
TABELA 4 — ANTIBIOTICOS UTILIZADOS ......oveieeieeeee ettt 30
TABELA 5- SEQUENCIA DOS PRIMERS UTILIZADOS .....cooioeeiieeeeeeeeeeeeeen, 34
TABELA 6 — GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDICAO DESNATURANTE -
QUANTIDADE PARA DOIS GEIS ...ttt ettt 42
TABELA 7 — GENES SELECIONADOS DE H. seropedicae PARA ESTUDO E AS
PROTEINAS QUE CODIFICAM. ...ttt 45
TABELA 8 — PARCEIROS FUNCIONAIS PREDITOS PARA A PROTEINA
HSEIO 3508, ... .ttt e et e e e e e e e e e e e e e ar 59

TABELA 9 - PARCEIROS FUNCIONAIS PREDITOS PARA A PROTEINA
HSEIO 3007 ...ceeieiee et e e e e e e e e e e e e e e e e ara e aaens 59



LISTA DE ABREVIATURAS

ApR - resisténcia a ampicilina

Asp — Aspartato

ATP — Adenosina trifosfato

BSA — do inglés “bovine serum albumin”, albumina do soro bovino
Ca - calcio

CmR — Resisténcia a cloranfenicol

D.O - densidade dtica

dNTPs — &’ trifosfato de 2’ desoxinucleotideo

EDTA — Acido etilenodiaminotetraacético

FBN — Fixagao bioldgica de nitrogénio

His - Histidina

HEPES - acido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iljetanosulfénico
HK — histidina quinase

IPTG - sopropiltioglactopiranosideo

KmR — resisténcia a canamicina

MCS - do inglés “multiple clone sequence”

Orf- do inglés “open reading frame”

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

Rpm — rotac&do por minuto

RR — proteina de resposta regulatoria

SAP — Fosfatase alcalina de camarao

SDS — Dodecilsulfato de sédio

TcR — resisténcia a tetraciclina

TEMED - N,N,N’,N'-Tetrametiletilenodiamina

Tris - 2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

TSS — do inglés “transformation and storage solution”

X-Gal - 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo



SUMARIO

1. INTRODUGAOD .......coeeircrreireeaestseesessssessesssssssessssessessessssesssssssssssssssssessssssssssensens 12
1.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO ......cooovieiieceeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
1.1.1 Regulacgéo da fixagao bioldgica de nitrogénio ...............eeeeeviieiiiiiiiiiiinne 13
1.2 SISTEMA DE DOIS-COMPONENTES. ........ootitiiiiiiiiiiiiiiiiiiirisessessneeseansesssssnnnnnnne 16
1.2.1 Histidina QUINGSE ... e e e e e 18
1.2.2 Proteina de resposta regulatoria ................ueueeiiiiiiiiiiiiiii s 21
1.3 Herbaspirillum SEropeaiCaE ................uueuuuueieeee et 24
1.4 JUSTIFICATIVA Lottt ssasassssnssssnnsssnnnssnssnsnnnnnnns 24
2. OBUETIVOS .......eeeeeeeeeeeeemnnennnnnnnnnnnnnnsnssnnnnnnssnsssnsssssssssssssssssssssssnsssssnnssnsssnnnnnnnnnn 26
3. MATERIAIS E METODOS ......cceciiiicesiccssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 27
3.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS ......cocuiuiiiiiieieieieieietee sttt 27
3.2 MEIOS DE CULTIVO ..ottt eeeeeeeeeeeeesnnnees 29
B3 ANTIBIOTICOS ...ttt 30
3.4 CONDICOES DE CRESCIMENTO E ESTOQUE DOS MICROORGANISMOS .30
3.5 MANIPULACAO DE DNA ... ...ttt 31
3.5.1 Purificacdo de DNA plasmidial ............ccooiiiiiiiiiiiiiiciceeee e 31
3.5.2 Eletroforese de DNA ... ..ot e e e e anans 31
3.5.3 Digestdo de DNA por enzimas de restriGa0..........ccovvveevuuiiiiieeeeieeeiiee e e e eeeeeens 32
3.5.4 Preparo de vetores para ligagao .......cccoeeveeeieiiiiiiiee e 32
3.5.5 Amplificagao de fragmentos de DNA por PCR ... 32
3.5.6 Ligacao de fragmentos de DNA @ VetOresS.........ccoovvievivieeiiiiiiie e 34
3.5.7 Sequenciamento de DNA ... e 35
3.5.8 Reagao de tranSpPOSICAO i VIIO .........ccceeeeeiiiieii et e e 35
3.6 TRANSFORMAGCAO BACTERIANA ... ....ooiiie ittt 35
3.6.1 Transformag&o por choque t&rmiCo...........couuueiiiiii i 35
3.6.2 Transformagao por eletroporagan ...........oeeuuuuiiiiieeiiiiiiieee e e e eeeeeees 36
3.7 CONJUGACAO BACTERIANA ... 37
3.8 CRESCIMENTO E DETERMINACAO DO TEMPO DE GERACAO E DA TAXA
DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES DE Herbaspirillum seropedicae..................... 37
3.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE NITROGENASE .......ccccooviveeieiieeeee e, 38
3.10 ENSAIO DE MOTILIDADE EM MEIO SEMI-SOLIDO .......covoiieeeiieeeeeeeen, 38

3.11 ESTUDO in silico DOS GENES SELECIONADOS DE H. seropedicae ........... 39



3.12 ESTRATEGIA DE MUTAGENESE PARA OS GENES ESCOLHIDOS DE H.

R L= 0] 0= To [ [or= 1 SRR 40
3.13 MANIPULAGCAO DE PROTEINAS ..ottt 40
3.13.1 Superexpressao e purificagdo de proteinas ...........c.ceeeeeiiiiieiiiiiiiii e 40
3.13.2 Eletroforese de proteina sob condi¢cdes desnaturantes SDS-PAGE .............. 41
3.13.3 Dosagem de proteina.........coooeiiiiiiiii i 42
3.13.4 Ensaio de ligacao cruzada in VItro.............cccccciiieee 42
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ......ccoeeueeeeeeeesesesesesesesessssssssssssssssssssssssssssneas 44
4.1 OBTENCAO DAS ESTIRPES MUTANTES DE H. seropedicae PARA OS GENES
ALV O . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaas 44

4.1.1 Construcdo dos plasmideos contendo os genes Hsero 1278, Hsero 1677,
Hsero 1898, Hsero 3507 e Hsero 3508 interrompidos com um transposon que
confere resisténcia a canamiCina. ...........couiiiiiiiiii i i 45

4.1.2 Obtengao de estirpes mutantes para os genes Hsero_3507 e Hsero_3508 ....54

4.2 CARACTERIZACAO IN SILICO DOS GENES Hsero_3507 E Hsero_3508........ 57
4.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS ESTIRPES MUTANTES 3507Tn E
3508 TN e 61
4.3.1 Perfil crescimento das estirpes mutantes 3507Tn e 3508Tn...........cccvveeeeeennnn. 61
4.3.2 Ensaio de motilidade das estirpes mutantes 3507Tn e 3508Tn..........c...e....... 66
4.3.3 Ensaio de nitrogenase da estirpe mutante 3508TN ........cccccoeevviiiiiiiiiiiiie e, 71
4.4 CONSTRUCAO DOS PLASMIDEOS pET3507P E pET3508P.......cccccceoveuenee.. 73
4.5 PURIFICACAO DAS PROTEINAS Hsero_3507 e Hsero 3508 ...........ccccocu........ 76
4.5.1 Purificag@o da HSEro_3507 ........cooiieiiiiiiiicii e e e e e eeenenes 77
4.5.2 Purificagdo da HSero 3508 .........ccccoeiiiiiiiiiiii e 78
4.6 DETECCAO DE INTERACAO ENTRE Hsero_3507 E Hsero_3508 ATRAVES DE
LIGACAQO CRUZADA ..ottt ettt eae s 79
5. CONCLUSOES ........ooctiiiiiiceeee s s s s s s ssesse s sse s e saesaesassaessesaesaessesaesnesnssns 82

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cccoetreecereres e sereeesas e sesesessssesesesasssssneees 83



12

1. INTRODUGAO

1.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

Nitrogénio € essencial para os seres vivos, estando presente nas proteinas,
acidos nucléicos e na maioria das outras biomoléculas, assim, a obtenc¢ao de formas
de nitrogénio que podem ser utilizadas metabolicamente é essencial para a
sobrevivéncia de todos os organismos. N, compdem a maior parte da atmosfera
terrestre, porém nessa forma encontra-se inerte, somente alguns procariotos
denominados diazotrofos conseguem transformar o nitrogénio atmosférico em ion
amodnio (produto de mais facil assimilagdo metabdlica) (KIM e REESE, 1994). Essa
reagao é denominada de Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN), catalisada pelo
complexo enzimatico da nitrogenase, apresentando a seguinte estequiometria:
(BURRIS, 1991)

N+ 8H" + 16Mg.ATP + 8¢ -> 2NH4" + Ho + 16 Mg.ADP + 16Pi

A FBN é responsavel por 60% de todo nitrogénio fixado anualmente, sendo
uma importante parte do ciclo de nitrogénio da Terra, por repor o nitrogénio total da
biosfera, compensando as perdas por desnitrificacdo. E também de grande valia
para a agricultura, pois a quantidade de nitrogénio fixado disponivel €, na maioria
dos casos, o fator limitante para a produtividade das safras (KIM e REESE, 1994;
DIXON e KAHN, 2004). A capacidade de transformar nitrogénio atmosférico em
amoénio é uma generalidade entre o dominio Bacteria, estando presente na maioria
dos grupos filogenéticos de bactérias, como cianobactérias, firmibacteria,
actinomicetes e todas subdivisbes de proteobacterias. Em relacdo aos habitats, os
diazotrofos apresentam uma grande variagao, sendo encontradas espécies livres no
solo ou agua e em associagdes simbidticas com diversos organismos (DIXON e
KAHN, 2004).

O complexo enzimatico da nitrogenase é composto por duas metaloenzimas:
a proteina ferro ou dinitrogenase redutase e a proteina molibdénio-ferro ou
dinitrogenase. A proteina ferro € um pequeno homodimero cujas subunidades
possuem massa molecular de 57 a 72 kDa, é codificado pelo gene nifH e funciona
como um doador de elétrons dependente de ATP para a proteina molibdénio-ferro. A
proteina MoFe ¢é tetramérica a,B., apresenta massa molecular em torno de 200 a

250 kDa, a subunidade a é codificada pelo gene nifD e a (3, pelo gene nifK, o sitio
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ativo para reducdo do nitrogénio atmosférico situa-se na subunidade a, é
caracterizado por um cluster de metal contendo molibdénio, o cofator denominado
FeMoco, muito sensivel a oxigénio (ROBERTS et al., 1978; KIM e REES, 1994;
DIXON, 2004). O processo de redugao do substrato pelo complexo da nitrogenase
envolve trés etapas: reducao da proteina ferro por um doador de elétrons como uma
ferredoxina ou uma flavodoxina; transferéncia de um elétron da proteina ferro para a
proteina molibdénio-ferro através de um processo dependente de MgATP; e a
transferéncia do elétron para o substrato no sitio ativo da proteina molibdénio-ferro
(SIMPSON e BURRIS, 1984). Em cada etapa € necessario um ciclo de associacéo e
dissociagao entre as proteinas, que torna a nitrogenase uma enzima lenta, com um
tempo de “turnover” cerca de 5 segundos (DIXON e KAHN, 2004). A nitrogenase
além de ter o N, como substrato, também reduz outros compostos, como o acetileno,
acido cianidrico, 6xido nitroso, cianetos e isocianetos (BURRIS, 1991).

Além dos genes responsaveis pela produgdo da nitrogenase (nifHDK), a
formacdo e atividade desse complexo enzimatico também depende de outras
proteinas, codificadas por outros genes nif que podem estar associados ao
transporte de elétrons, regulagdo da transcrigdo e maturagdo dos componentes da
nitrogenase (MERRICK, 1992). Os genes nif de H.seropedicae estdo em uma unica
regiao de aproximadamente 40 kb, que contém 46 orfs, dividido em pelo menos sete
operons (PEDROSA et al., 2011; CHUBATSU et al., 2012). Os genes que codificam
a estrutura do complexo da nitrogenase se encontram no operon
nifHDKENXHsero_2847Hsero _2846fdxA (MACHADO et al., 1996; KLASSEN et
al.,1999; SOUZA et al., 2010). Os genes nif tém a expressao controlada pelo fator
sigma 0°* da RNA polimerase e pelo ativador de transcrigdo NifA, garantindo que a
producdo da nitrogenase sé ocorrera em condicdes favoraveis a fixacdo de
nitrogénio (SOUZA et al., 1991; CHUBATSU et al., 2012).

1.1.1 Regulagao da fixagao biolégica de nitrogénio

A fixagcdo biologica de nitrogénio atmosférico € um processo de grande
demanda energética, normalmente utiliza-se aproximadamente 16 MgATP para
transformar uma molécula de N, a duas de NH;" (BURRIS, 1991). Portanto, para
conservar energia, a FBN é altamente regulada no nivel transcricional, sendo a

proteina NifA a principal responsavel por esse controle. Também ha uma regulagao
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pos-transcricional que envolve a inibicdo da atividade da nitrogenase quando
aumenta o nivel intracelular de aménio (CHUBATSU et al., 2012).

NifA é uma proteina ativadora de transcricao da familia das “enhancer binding
protein” (EBP), que ativa a transcrigdo dos genes nif nas proteobactérias
diazotroficas, incluindo Herbaspirillum seropedicea, e esta relacionada ao fator o>
da RNA polimerase (MERRICK e EDWARDS, 1995; SHINGLER, 1996). NifA ativa a
transcricdo ao interagir com a holoenzima RNA polimerase-0>* favorecendo a
formacgéao do complexo aberto necessario ao processo transcricional (CHUBATSU et
al., 2012). Essa proteina apresenta trés dominios em sua estrutura (SOUZA et al.
1991)(FIGURA 1).

1 184 203 440 499 544
184 aa 236 aa 44 ag
18aa 58 aa
N-TERMINAL LQ ENTRAL| LID | C-TERM
230 246 29 05 513 533

| Hélice-volta-hélice

Walker A | | Walker B

FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMATICA DA PROTEINA NifA DE H. seropedicae COM OS
DOMINIOS MODULARES, N-TERMINAL, CENTRAL E C-TERMINAL ALEM DAS DUAS REGIOES
INTERDOMINIOS. Os motivos Walker A, Walker B e hélice-volta-hélice (HTH) estdo representados
no desenho. Os numeros indicam a posi¢ao dos aminoacidos na sequéncia da proteina. Os numeros
em italico indicam o tamanho do dominio ou interdominio. Adaptado de Monteiro, 2003.

O dominio N-terminal ndo é essencial para a atividade da proteina NifA, a
delecdo deste dominio ndo ocasionou perda da atividade da proteina NifA de H.
seropedicae, porém ocasionou a perda da inibicado da NifA por ions amdnio,
evidenciando o papel regulatério que esse dominio apresenta na proteina
(MONTEIRO et al., 1999; SOUZA et al., 1999). O motifo GAF esta presente no
dominio N-terminal, sua fungao relaciona-se com transducdo de sinal, estando
presente em proteinas sensoras e reguladoras tanto de procariotos quanto de
eucariotos (ARAVIND e PONTING, 1997; HO et al., 2000). Entre os dominios N-
terminal e central esta presente uma regido interdominios chamada de Q-linker que
também aparece em outras proteinas regulatérias, como NtrB e NtrC (WOOTON e
DRUMMOND, 1989). O dominio central é catalitico, sendo da familia AAA+ das
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ATPases, e apresenta por volta de 240 aminoacidos (FISCHER et al., 1988). O
dominio central da NifA interage com a holoenzima RNA polimerase-0°* para formar
o complexo aberto da transcricdo ao hidrolisar ATP, sendo os motivos Walker A e
Walker B os responsaveis pela ligagdo e quebra do nucleotideo trifosfato (FISCHER,
1994; HANSON e WHITEHEART, 2005). O dominio C-terminal possui um motivo
hélice-volta-hélice responsavel pela ligacéo da proteina ao DNA (MONTEIRO et al.,
2003). Dos trés dominios, o central e o C-terminal sdo bastante conservados entre
as espeécies, mas o N-terminal apresenta uma grande variagdo, o que evidencia as
diversas formas diferentes de regulagdo que esta proteina pode apresentar nos
organismos (FISCHER, 1994).

NifA esta subordinada ao sistema Ntr, que controla o metabolismo global de
nitrogénio da bactéria, e é regulada em resposta ao nivel de nitrogénio fixado e ao
de oxigénio cujo aumento causa inativagdo da proteina (SOUZA et al., 1999).
Existem duas formas de regulacdo da NifA, nas gammaproteobactérias e Azoarcus
sp. nifA é transcrita em um operon com nifL, que codifica para uma proteina anti-
ativadora capaz de interagir com a NifA, formando um complexo inibitdrio,
bloqueando a transcricdo dos genes nif (MARTINEZ-ARGUDO et at., 2004). NifL &
capaz de sensoriar 0s niveis de nitrogénio e oxigénio do ambiente e em condicbes
inadequadas para a fixagdo de nitrogénio inibe a atividade de ATPase do dominio
AAA+ da NifA (BARRET et al, 2001). Em betaproteobactérias, como H.
seropedicae, e em alfaproteobactérias ndo ha a presenga da NifL, com a regulagéo
da NifA ocorrendo diretamente por sinais ambientais.

Em H.seropedicae o sistema Ntr é composto por: uridiltransferase (GInD),
proteinas transdutoras de sinal da familia PIl (GInB e GInK), canal de amdnio AmtB,
glutamina sintetase (GS), adenililtransferase (GInE) e um sistema regulatério de dois
componentes (NtrB-NtrC) (CHUBATSU et al., 2012). Sob condi¢do de excesso de
nitrogénio, a GInB ndo encontra-se uridilada, permitindo que NtrB desfosforile NtrC
mantendo-o inativo, o que reprimi a expressao de nifA. Sob condigdo de nitrogénio
limitante, NtrB fosforila NtrC, que ativa a transcricdo de nifA e também promove a
sintese de GInK, que é rapidamente uridilada por GInD, nessa forma GInK interage
com o dominio N-terminal GAF da NifA, promovendo a ativacdo dessa proteina e a
expressao dos outros genes nif , a figura 2 ilustra esse processo (CHUBATSU et al.,
2012).
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FIGURA 2 - MODELO DE REGULACAO DA TRANSCRICAO DOS GENES nif EM H. seropedicae
ATRAVES DE NifA E O SISTEMA Ntr. Com altos niveis de nitrogénio fixado, GInB fica desuridilada
por GInD, permitindo que NtrB desfosforile NtrC, inativando-a (desenho da esquerda). Com nitrogénio
baixo, favorecendo a fixagdo de nitrogénio, NtrB fosforila NtrC tornando-a ativa para favorecer as
transcricdes dos genes alvos como nifA. Nessas condigbes GInB e GInK encontram se uridiladas por
GInD, e ativam a NifA, que entdo ira ativar a transcrigdo dos genes nif para se obter uma nitrogenase
ativa. Fonte: CHUBATSU et al., 2012.

1.2 SISTEMA DE DOIS-COMPONENTES

O sistema de dois-componentes € o principal mecanismo que permite as
bactérias sentir e responder a mudancgas nas condi¢gdes do ambiente em que vivem.
Consiste em um aprimorado sistema de sinalizacdo caracterizado por uma
organizagao modular que foi adaptada e integrada em uma grande variedade de
processos de sinalizagao celular.

Em bactérias o mecanismo da sinalizag&o celular envolve um sistema na qual
ocorre fosforilagdo de residuos de histidina e aspartato (ALEX e SIMON, 1994).
Esse sistema contém dois componentes: uma proteina histidina quinase (HK) e uma
proteina de resposta regulatéria (RR). Estimulos externos sé&o captados pela HK e

servem para modula-la, a HK se autofosforila em um residuo conservado de
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histidina utilizando ATP (trifosfato de adenosina) como doador do grupo fosfato, que
é entdo transferido ao residuo de aspartato do regulador de resposta, em uma
reacao catalisada pela propria RR. Isso gera uma alteragao na atividade do dominio
efetor presente na RR e resultara em uma resposta celular adequada. Por fim, o
grupo fosforil & hidrolizado, restaurando a proteina RR (STOCK et al., 2000).

O mecanismo dessa via de sinalizacdo de dois-componentes de transducgao
de sinal envolve trés reagbes de fosfotransferéncia e duas fosfoproteinas
intermediarias (HK-His~P e RR-Asp~P). Todas as reacbes precisam de ions
metalicos divalentes, preferencialmente Mg*z, podendo ser resumidas assim
(STOCK et al., 2000):

1. Autofosforilagdo: HK-His + ATP <->HK-His~P + ADP
2. Fosfotransferéncia: HK-His~P +RR-Asp €< ->HK-His + RR-Asp~P
3. Desfosforilagao: RR-Asp~P + H,O €<-> RR-Asp +P;

O sistema de dois-componentes pode nao ser composto somente das duas
proteinas, a histina quinase e a reguladora de resposta, podendo estar também
aliadas a elas proteinas auxiliares, que regulam a atividade da HK ou influenciam a
estabilidade da fosforilagdo da RR, aumentando e melhorando o sistema (GAO e
STOCK, 2009). A via de fosfotransferéncia pode ser ainda expandida em uma via de
fosforetransmissao, que é uma versdo mais complexa, envolvendo mais reacdes e
proteinas com dominios contendo histidina e aspartato para fosfotransferéncia.
Essas proteinas podem ser dominios isolados ou quinases hibridas que também
apresentam dominios de proteinas de resposta regulatéria (APPLEBY et al, 1996;
PERRAUD et al., 1999). O controle de esporulagao do Bacillus subtilis € o exemplo
mais bem estudado de uma via de fosforetransmissdo (BURBULYS et al., 1991).

Sistemas de dois-componentes nao estdo presentes somente no domino
Eubacteria, sendo encontrado também em Archae e Eukarya, porém a abundancia
em cada dominio muda bastante. O sistema de fosfotransferéncia His—+»Asp é
responsavel pela maior parte das vias de sinalizacdo em Eubacteria, com as
proteinas desse sistema constituindo 1% das proteinas totais codificadas destes
organismos (WEST e STOCK, 2001). Escherichia coli apresenta sessenta e duas
proteinas que fazem parte de sistemas de dois-componentes, que estdo envolvidas
na regulacao de diversos processos, como quimiotaxia, osmoregulagao, transporte e

metabolismo (MIZUNO, 1997). Sistemas de dois-componentes também podem
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controlar a patogenicidade tanto em bactérias patogénicas Gram positivas como em
Gram negativas, ao regular a expressado de toxinas e outras proteinas importantes
para este processo (PARKINSON e KOFOID, 1992). Em Eukarya esses sistemas
sdo bem raros, em fungos as vias de dois-componentes modulam a resposta a
estresse ambiental, em leveduras patogénicas estdo envolvidas no desenvolvimento
hifal, no tomate medeiam a maturagcdo do fruto por etileno (HUA et al., 1995;
WURGLER-MURPHY e SAITO, 1997; LI et al., 1998; CALERA et al.; 2000).

Na regulagdo da fixagdo biolégica de nitrogénio trés sistemas dois-
componentes podem estar envolvidos. O NtrB-NtrC cujo mecanismo ja foi descrito
aqui, que participa no sensoriamento dos niveis de nitrogénio e controla o
metabolismo global desse nutriente. O FixJ-FixL controla a expressao dos genes nif
e fix pelos niveis de oxigénio extracelular, a histidina quinase desse sistema, a FixJ,
apresenta um dominio extracitoplasmatico com um grupo prostético heme capaz de
se ligar a oxigénio (GILES-GONZALES et al., 1991). Em um ambiente aerdbico o
grupo prostético dessa HK se liga ao oxigénio e a autofosforilagdo dessa proteina é
impedida, em um ambiente anaerdbico o grupo heme néo tem oxigénio para se ligar
e a HK se autofosforila, passando o sinal a proteina de resposta regulatéria, FixL,
que ira ativar a transcricdo dos genes da FBN (LOIS et al., 1993). O sistema RegB-
RegA controla a transcricdo de genes nif em alguns diazotrofos de
alfaproteobacterias, a histidina quinase RegB contém dominios membranares
capazes de sensoriar o potencial redox da célula e a RR RegA é capaz de ativar a
transcricdo de nifA2 em bactérias que possuem duas cépias do gene nif (nifA1 e
nifA2), necessitando também do sistema NtrC-NtrB para fazer essa ativagao (ELSEN
et al., 2004).

1.2.1 Histidina quinase

Histidina quinases sdo proteinas homodiméricas e passam por reagao de
trans-autofosforilagdo dependente de ATP na qual um monémero da HK catalisa a
fosforilagdo do residuo de histidina especifico no segundo monémero, resultando em
um fosfoimidazol quimicamente ideal para doar um grupo fosforil para um aspartato
no regulador de resposta (PAN et al.; 1993; SURETTE et al., 1996). O controle
nessa via de dois-componentes € realizado pela capacidade da histidina quinase de

regular a fosforilagdo do regulador de resposta, e também pela atividade de
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fosfatase que algumas HK possuem, o que as deixa desfosforilar suas respectivas
RR (LOIS et al., 1993).

Histidinas quinases prototipicas, assim como a maioria das proteinas
sinalizadoras, possuem um carater modular, sendo divididas em um dominio sensor
diverso e em um nucleo catalitico conservado, responsavel pela ligagdo ao ATP e
direcionamento da fosforilagdo (STOCK et al., 2000). O nucleo catalitico consiste de
mais ou menos 350 aminoacidos e possui dois dominios distintos: um C-terminal,
catalitico e ligante de ATP conhecido como HATPase C, e um dominio de
dimerizacao e histina fosfotransferéncia conhecido como His quinase A (HisKA). O
dominio HisKA contém o residuo conservado de histidina e o HATPase possui a
atividade catalitica para transferir o grupo fosforil do ATP pro residuo His. Além
disso, 25% das HK apresentam a incorporagédo de um dominio receptor (REC) de
proteina reguladora de resposta, formando uma quinase hibrida. Acredita-se que
essas proteinas funcionam interagindo com dominios individuais de
fosfotransferéncia em histidina (“Histidine phosphotransfer domain”, Hpt) ou ligadas
covalentemente a eles no sistema mais sofisticado de fosforetransmisséo. (GAO e
STOCK, 2009).

O nucleo catalitico das histidina quinases apresenta motivos caracteristicos
bastante conservados em todas elas, denominados “boxes” H, N,G1, F e G2. No “H
box” encontra-se o residuo conservado de histidina, o qual sera fosforilado, e esta
presente no dominio de dimerizagao, os outros blocos adicionais de aminoacidos
conservados (N, G1, F e G2) definem o dominio de ligacédo ao ATP e encontram se
no dominio catalitico da proteina (FIGURA 3a e 3b) (WEST e STOCK, 2001). O
corpo principal do dominio catalitico consiste de cinco fitas B antiparalelas e trés a
hélices (FIGURA 3c), em uma estrutura homéloga ao dominio de ATPase de DNA
girase B, MutL e Hsp90 (BILWES et al., 1999). Nas HK ja estudadas essa
conformagdo € uma regido altamente flexivel da proteina, que pode refletir as

mudancgas de conformacgdes relacionadas com a ligagao ao ATP (STOCK, 2000).
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FIGURA 3 - DESENHO DEMONSTRANDO A NATUREZA MODULAR DOS SISTEMAS DE DOIS-
COMPONENTES E O NUCLEO CATALITICO DA HISTIDINA QUINASE. (A) o sistema de dois-
componentes tipico é constituido por uma HK dimérica e uma RR. Na HK estdo presentes regides
transmembrénicas (TM1 e TM2) e motivos de ligagdo de ATP (N, G1, F e G2) além da histina
conservada no “box H” do dominio de dimerizagdo. Sinais ambientais s&do 0s responsaveis pela
modulagado das HK. O residuo de Asp (D) localizado em um dominio conservado da RR recebe o
grupo fosfato (P) da HK fosforilada. A fosforilagdo da RR ativa o dominio efetor desencadeando uma
resposta especifica na célula. (B) Via de fosforetransmissao de um sistema multi-componente hibrido
na qual a HK apresenta um dominio regulatério de RR (em azul) na regido C-terminal. A
fosfotransferéncia ocorre em mais de um mddulo HK/RR envolvendo também um dominio Hpt. (C)
Estrutura por ressonancia magnética do nucleo catalitico de uma HK modelo de E. coli, a EnvZ,
responsavel por osmorregulagdo. Os altamente conservados motivos de ligacdo ao ATP estéo
representados em magenta formando um sitio de ligagdo com um analogo nédo hidrolizavel de ATP
em verde. Adaptado de STOCK et al., 2000; WEST e STOCK, 2001.

O dominio sensor das histidinas quinases € incrivelmente diverso, o que as
permite sensoriar uma grande variedade de estimulos, incluindo pequenas
moléculas, luz, estresse da parede celular, potencial de redox, gradientes
eletroquimicos. Este dominio encontra-se geralmente na parte N-terminal da

proteina (GAO e STOCK, 2009). O sensoriamento dos estimulos pode ser feito
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diretamente ou indiretamente através de proteinas auxiliares de transdugéao de sinal.
Pelo dominio sensor €& possivel classificar as HK em trés grandes grupos
(MASCHER et al., 2006). O maior, representado pelas HK classicas, que
apresentam um dominio sensorio extracitoplasmatico, capaz de perceber o estimulo
extracelular e transduzir o sinal para dentro da célula. O segundo grupo apresenta
dominio com multiplas hélices (2 a 20) presentes ha membrana celular mas sem
parte extracelular, acredita-se que esse grupo esteja relacionado com estimulos de
membrana e gradiente de ions. O terceiro grupo é caracterizado por dominios
sensores citoplasmaticos, que ficam no interior da célula e s&o responsaveis por
sentir estimulos internos e difundidos. (GAO e STOCK, 2009).

1.2.2 Proteina de resposta regulatéria

Proteinas de resposta regulatéria (RR) s&o, na maioria dos sistemas
procaridticos, a ultima peca na via de sinalizagdo de dois-componentes, elas agem
como um interruptor ativado por fosforilagdo, provocando uma resposta adaptativa.
As RR catalisam a transferéncia do grupo fosforii de um residuo de histidina
fosforilado da HK para um residuo de Asp conservado em seu préprio dominio
regulatorio. Pequenas moléculas como fosfatos de acetil, carbamoil fosfato, imidazol
fosfato e fosforamida podem servir como fosfo-doadores para as RR, demonstrando
que essa proteina catalisa a transferéncia do fosforil sem a ajuda da HK (LUKAT et
al., 1992). A maioria das RR também catalisa reagdes de autodesfosforilagao,
limitando o tempo de vida do seu estado ativado. Essa autodesfosforilagdo tem uma
grande variagao entre reguladoras de resposta, podendo elas ter meia-vida de
segundos a horas, correlacionando se com as fungdes fisiolégicas e outras
estratégias de regulagéo do sistema que estdo inseridas (WEST e STOCK, 2001).

As RR, assim como as HK, apresentam uma estrutura modular, sendo
constituidas, na maioria dos casos, por um dominio regulatorio (REC) conservado N-
terminal ligado a um dominio efetor bastante variavel, entretanto, diferentes
estruturas modulares que fogem a regra ja foram observadas (GAO e STOCK,
2009). O dominio REC é responsavel pela transferéncia do grupo fosforil da HK para
ela mesma e por regular a atividade do dominio efetor em uma maneira dependente
de fosforilacdo. O dominio efetor, por sua vez, é responsavel por causar uma

resposta de saida, a grande diversidade que esse dominio possui permite a grande
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variedade de respostas que séo reguladas pelo sistema dois-componentes (SAITO,
2001).

O dominio REC tem aproximadamente 120 aminoacidos, adotando uma
conformacao a/f3 duplamente enrolada, com cinco fitas B envoltas por cinco a hélices
(VOLZ e MATSUMURA, 1991). Cinco aminoacidos séo altamente conservados no
sitio ativo do dominio REC, um residuo de aspartato presente no sitio de
fosforilacdo, adjacente a ele outros dois aspartatos responsaveis pela coordenagao
com jon Mg*?, e terminando esse grupo um residuo de treonina e um de lisina
relacionados com a mudanga conformacional induzida pela fosforilagédo (LUKAT et
al., 1991; NEEDHAM et al., 1993; APPLEBY e BOURRET, 1998).

Por volta de 17% das reguladoras de respostas sdo apenas dominios REC
solitarios, a maioria dessas corresponde a proteinas CheY envolvidas na regulagéo
de proteina motoras do flagelo da célula (GAO e STOCK, 2009). Outros dominios
REC solitarios funcionam como intermediarios fosforilados em vias de
fosforetransmissédo, nao regulando diretamente as respostas de saida. Assim é o
caso da esporulacédo de Bacillus subtilis, na qual a RR com REC solitario (SpoOF)
age como um “trampolin” para o grupo fosfato entre a HK (KinA) e o dominio Hpt
(Spo0B) , a figura 4 exemplifica esse sistema (VARUGHESE, 2005; HOCH, 2017).

Ativagao da transcrigdo
Sinal PO, PO, OuU repressao

" 0 " P
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FIGURA 4 - DESENHO ESQUEMATICO DA VIA DE FOSFORETRANSMISSAO DE Bacillus subtilis.
A via comega com a captacao do sinal e ativagédo da histidina quinase KinA, ocorrendo transferéncia
de grupo fosforil entre residuos histina ou aspartato até chegar na RR SpoOA. SpoOF é um dominio
REC solitario e Spo0OB um dominio Hpt. Dominios estruturais similares apresentam a mesma cor,
amarelo para dominio REC e verde para dominio HisKA. Fonte HOCH, 2017.

Dominios efetores das RR sao diversos tanto em estrutura quanto em funcéo,
tendo sua atividade regulada por diferentes mecanismos. Com ja notado, 17% das
reguladoras de respostas ndo apresentam dominio efetor, o resto dessas proteinas
podem ser categorizadas em dominios ligante de acidos nucléicos, enzimaticos e
ligante de proteinas e (FIGURA 5)(GAO e STOCK, 2009).
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FIGURA 5 - DISTRIBUICAO DOS DIVERSOS DOMINIOS EFETORES DAS RR. As diferentes
familias estdo agrupadas pela sua fungao (ligante de DNA, de RNA, de proteina, enzimatico ou sem
dominio efetor). A porcentagem de distribuicdo de cada familia esta acima das barras coloridas, e a
de cada subfamilia, embaixo. Um representante de cada subfamilia do dominio efetor esta
representado em diagrama de fitas. Fonte GAO e STOCK, 2009.

A maioria das RR, 63%, contém dominios efetores ligantes de DNA, sendo
dividida em basicamente quatro subfamilias: OmpR/PhoB de dominios “hélice-alada”
(30% das RR), NarL/FixJ com dominios hélice-volta-hélice (17% das RR), NtrC/DctD
com dominios AAA+ ATPase fusionados a dominios do tipo Fis hélice-volta-hélice
(10%) e LytTR com dominios predominantemente com dobras B (3%) (MARTINEZ-
HACKERT e STOCK, 1997; MILANI et al., 2005; BATCHELOR et al., 2008; SIDOTE
et al., 2008). Dominios ligantes de RNA sao encontrados em apenas 1% das RR,
sendo praticamente todas da familia ANTAR, fatores de antiterminacdo (O’HARA et
al., 1999). Dominios enzimaticos caracterizam 13% das reguladoras de respostas,
estando a maioria (6%) envolvidos na regulacdo do diguanilato ciclico (c-di-GMP),
na subfamilia enzimatica estdo também os dominios de metilesterases de
quimiotaxia CheB. Outros dominios enzimaticos também ocorrem nas RR, mas bem
raramente. 3% das RR s&o ligantes de proteina, € um pequeno mas diverso grupo,
com metade correspondendo a proteinas parecidas a CheV, de quimiotaxia, outras
subfamilias adicionais estdo relacionadas com reguladores do fator sigma de stress
RpoS (GAO e STOCK, 2009).
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1.3 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma betaproteobactéria diazotréfica endofitica
gram negativa, geralmente vibriéde, podendo ser helicoidal. O didmetro da célula é
de 0,6 a 0,7 um, com o comprimento variando de 1,5 a 5 um, apresenta de um a trés
flagelos em um ou ambos pélos, € uma bactéria capaz de fixar nitrogénio em
condi¢gdes microaerdbicas, em uma ampla faixa de pH (5,3 a 8,0) (BALDANI et al.,
1986). Pode ser encontrada nos espacgos intercelulares (apoblasto) e nos vasos de
xilema dos vegetais, o0 que por ser um ambiente uniforme e seguro pode explicar sua
alta contribuicdo para a fixagao biolégica de nitrogénio (OLIVARES et al., 1996;
REIS et al., 2000). J& foi encontrada em associagdo com diversas plantas de
interesse comercial como: arroz, milho, sorgo, cana-de-agucar, trigo, palmeiras,
bananeiras e abacaxizeiros (BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1992; CRUZ et
al., 2001; MONTEIRO et al.,2012).

Herbaspirillum seropedicae possui um grande potencial para aplicagdo como
biofertilizante, pois além de transformar nitrogénio atmosférico em aménio para as
plantas, também produz substéncias promotoras do crescimento vegetal, como
acido indolacético, giberilinas e citocininas (REIS et al., 2000). Varios estudos
comprovam essa aplicacdo: arroz inoculados com H.seropedicae apresentaram um
aumento de peso seco e umido (BALDANI et al., 1996), um aumento da biomassa
radicular foi reportado depois da inoculacdo e colonizagdo da estirpe LR15 de
H.seropedicae em arroz (RONCATO-MACCARI et al., 2003), variedades de arroz
tolerantes a aluminio apresentaram um aumento significante no crescimento vegetal
e acumulo de nitrogénio apds colonizagao por H.seropedicae (GYANESHWAR et al.,
2002). Outros estudos com milho ou trigo também demonstraram aumento da
biomassa de culturas inoculadas com H.seropedicae (el-KOMY et al., 2003; DOTTO
et al., 2010; RIGGS et al., 2001).

1.4 JUSTIFICATIVA

O H. seropedicae tem um grande potencial como biofertilizante, pois € capaz
de interagir com a planta, fixar nitrogénio e transferi-lo para a planta, e também
sintetizar fitormdnios que promovem o crescimento vegetal. No controle desses

processos devem estar envolvidas proteinas pertencentes a sistemas de dois
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componentes, devido a isso, nesse trabalho selecionamos genes que codificam para
proteinas que podem pertencer a sistemas de dois componentes e estdo expressas
em varias condigdes de crescimento das bactérias. O objetivo deste trabalho é
determinar se esses genes influenciam na fixacado biolégica de nitrogénio e em

outros processos desempenhados pela bactéria.
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2. OBJETIVOS

Determinar se os genes Hsero 1278 (locus tag: HSERO_RS17510),
Hsero_1677 (HSERO_RS08340), Hsero 1898 (HSERO_RS09475), Hsero_ 3507
(HSERO_RS17510) e Hsero_3508 (HSERO_RS17515) apresentam algum papel na
fixacao biolégica de nitrogénio e em outros processos realizados pela bactéria. Os
objetivos especificos encontram-se abaixo:

e Construir estirpes mutantes de H. seropedicae para os genes Hsero 1278,

Hsero 1677, Hsero 1898, Hsero 3507 e Hsero 3508 através de inativacao

dos genes por insergdo de cassete de resisténcia a canamica e posterior

recombinagcdo homdloga;

e Determinar o fendtipo destes mutantes;

e Purificar as proteinas codificadas pelo Hsero 3507 e pelo Hsero 3508;

e Verificar a interagao in vitro entre essas proteinas;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS

As estirpes bacterianas utilizadas neste trabalho estao listadas na tabela 1.

TABELA 1 — ESTIRPES BACTERIANAS

Estirpe Caracteristicas Referéncia

Escherichia coli hsdR, mcrA, lacZAM15, recA INVITROGEN

TOP10

E.coli S17.1 Sm", Tra" SIMON, PRIEFFER E
PUHLER, 1983

E.coli BL21 (ADE3) hsdSg, gal(Aclts 857 ind 1 Sam7 nin5 SAMBROOK et al., 1989

lacUV5-T7 gene 1)

Herbaspirillum seropedicae  Estirpe parental, Sm", Nif+ SOUZA et al., 2000

SMR1

H. seropedicae 3508Tn SMR1 Hsero_3508, Sm", Km" Este trabalho

H. seropedicae 3507Tn SMR1 contendo a inser¢gao do plasmideo Este trabalho

pSUP3507Tn inteiro na regido do genoma
ligado ao Hsero_3507, Sm~, KmR, TcR

Os plasmideos utilizados neste trabalho estao listados na tabela 2.

TABELA 2 - PLASMIDEOS

Plasmideo Caracteristica Referéncia

p-GEM®-T Amp~, lacZ, vetor linearizado para clonagem PROMEGA

Easy vector direta de produtos de PCR

pSUP202 Ap", Tc®, Cm", mob site SIMON, PRIEFFER E

PUHLER, 1983

pET28a Km", vetor de expressao (promoter T7) NOVAGEN

pGEMT1278 Amp~, contém o gene Hsero 1278 de H. Este trabalho
seropedicae SMR1 em pGEM®T Easy vector

pGEMT1677 Amp~, contém o gene Hsero 1677 de H. Este trabalho
seropedicae SMR1 em pGEM®T Easy vector

pGEMT1898 Amp~, contém o gene Hsero 1898 de H. Este trabalho
seropedicae SMR1 em pGEM®T Easy vector

pGEMT3508 Amp~, contém o gene Hsero 3508 de H. Este trabalho

seropedicae SMR1 em pGEM®T Easy vector



pGEMT3507

pGEMT1278Tn

pGEMT1677Tn

pGEMT1898Tn

pGEMT3508Tn

pGEMT3507Tn

pSUP1278Tn

pSUP1677Tn

pSUP3508Tnh

pSUP3507Tn

pGEMT3507NdeBam

pET3508P

pET3507P

Amp~, contém o gene Hsero 3507 de H.
seropedicae SMR1 em pGEM®T Easy vector

Amp~, Km®, contém o gene Hsero 1278 de H.
seropedicae SMRA1
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pGEM®T

Easy vector

interrompido pelo

Amp~, Km®, contém o gene Hsero_ 1677 de H.
seropedicae SMRA1
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pGEM®T

Easy vector

interrompido pelo

Amp~, Km®, contém o gene Hsero_ 1898 de H.
seropedicae SMR1
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pGEM®T

Easy vector

interrompido pelo

Amp~, Km®, contém o gene Hsero_3508 de H.
seropedicae SMRA1
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pGEM®T

Easy vector

interrompido pelo

Amp~, Km®, contém o gene Hsero_3507 de H.
seropedicae SMRA1
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pGEM®T

Easy vector

interrompido pelo

Amp~, Km~, Tc®, contém o gene Hsero 1278
de H. seropedicae SMR1 interrompido pelo
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pSUP202
Amp~, Km~, Tc®, contém o gene Hsero 1677
de H. seropedicae SMR1 interrompido pelo
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pSUP202
Amp~, Km~, Tc®, contém o gene Hsero 3508
de H. seropedicae SMR1 interrompido pelo
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pSUP202
Amp~, Km~, Tc", contém o gene Hsero 3507
de H. seropedicae SMR1 interrompido pelo
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em pSUP202
Amp~, contém o gene Hsero 3507 de H.
seropedicae SMR1 em pGEM®T Easy vector
Km®, contém a sequéncia codificadora da
proteina Hsero 3508 de H. seropedicae clonada
em pET28a

Km®, contém a sequéncia codificadora da

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

28
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proteina Hsero 3507 de H. seropedicae clonada
em pET28a

3.2 MEIOS DE CULTIVO

Os meios de cultivo empregados para o crescimento das estirpes de E. coli,
estdo descritos abaixo. Os meios de cultura foram preparados segundo SAMBROOK
et al. (1989) e esterilizados por autoclavagao.

Meio Luria Bertani (LB): Triptona 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L. Pela
adicdo de 15 g/L de agar ao meio LB, foi produzido o meio LA.

Meio SOB: Triptona 20 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 0,584 g/L; KCI 0,186 g/L
Meio SOC: Triptona 20 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 0,6 g/L; KCI 0,19 g/L;
MgCl; 0,94 g/L; MgSO4 1,2 g/L ; Glucose 3,6 g/L.

NFb-Malato (KLASEEN et al., 1997) foi o meio de cultivo empregado para o
crescimento das estirpes de H. seropedicae, sua composicao esta descrita na tabela
3.

TABELA 3 — COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO NFb-MALATO

Elemento g/L
MgS0,.7H,0 2x 107
NaCl 1x 10"
CaCl, 2x10%
Acido nitrilo-triacético (NTA) 5,6 x 107
FeS0,.7H,0 2x 107
Biotina 1x10™*
Na,Mo0,.2H,0 1
MnS0O,.H,0 1,175
HsBO; 1,4
CuS0,.5H,0 4x10*
ZnS0,4.7H,0 1,2x 10"
Malato de sédio 5

No momento do inéculo foram adicionados ao meio NFb-Malato 50 mL/L de
solugdo de fosfatos (159,4 g/L de KH,PO4 e 17,8 g/L de KoHPOy4) formando o meio
NFbHP-Malato. Para fonte de nitrogénio utilizou-se NH4Cl 20, 4 ou 1 mmol/L ou

glutamato de sédio 0,5 mmol/L. Tanto a solugdo de fosfato quanto a de cloreto de
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amonio foram esterilizadas por autoclavacdo e adicionadas ao meio somente no
momento do inéculo. Para obtencdo dos meios sdlidos e semi-sélidos foi adicionado

agar nas concentragdes de 15 g/L e 1,75 g/L, respectivamente.

3.3 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos utilizados estdo na tabela 4. Foram pesados e dissolvidos para
solugdes-estoque no solvente adequado, algumas solugbes de antibidticos
(ampicilina, acido nalidixico, canamicina e estreptomicina) foram filtradas com filtro
de 0,22 um (Millipore) a fim de esteriliza-las. Os antibidticos foram adicionados ao

meio de cultivo no momento do uso, nas concentracdes especificadas na tabela.

TABELA 4 — ANTIBIOTICOS UTILIZADOS

Concentragao final para Concentracao final para
Antibiético Solvente
cultura de E.coli cultura de H. seropedicae
Ampicilina Agua 250 pg/mL -

Acido nalidixico NaOH 0,1 M - 5 pg/mL
Canamicina Agua 50 pg/mL 500 ou 1000 pg/ml
Cloranfenicol Etanol 95% (v/v) 30 pg/mL -

Estreptomicina Agua 20 pg/mL 80 pg/mL
Tetraciclina Etanol 50% v/v) 10 pg/mL 10 pg/mL

3.4 CONDICOES DE CRESCIMENTO E ESTOQUE DOS MICROORGANISMOS

Para culturas de E. coli a incubagdo foi a 37°C em meio LB com os
antibidticos de selecdo. Meio SOB foi utilizado no cultivo de células
quimiocompetentes e eletrocompetentes e o meio SOC para recuperagcdo das
células transformadas por esses métodos. Culturas de meio liquido foram incubadas
em agitador rotatério a 120 rpm. Culturas de estoque foram preservadas em solugao
de glicerol 50% e a -20°C.

Para as culturas de H. seropedicae a incubacéo foi a 30°C utilizando meio
NFbHP-Malato com diferentes concentragcdes de cloreto de aménio ou glutamato de
sédio 0,5 mmol/L e com os devidos antibidticos. Culturas de meio liquido foram

incubadas em agitador rotatério a 120 rpm, em frascos de 25, 40, 60 ou 125 ml, com
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uma proporcao de volume do meio de cultura — volume total do frasco de 1/3 ou 1/6.
Culturas de meio semi-solido foram incubadas sem agita¢ao, a 30°C, contendo 4 ml
de meio de cultura em frasco de 10 ml. As culturas estoque foram feitas nesses

semi-solidos com os antibiéticos adequados e mantidas a temperatura ambiente.

3.5 MANIPULAGAO DE DNA

3.5.1 Purificacdo de DNA plasmidial

A extragado do DNA foi realizada pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et
al., 1989). As células foram coletadas através de centrifugacéo. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento de células ressuspenso em 150 pyL de tampdo GET
(glucose 50 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tris-HCI pH 8,0 25 mmol/L) e 1 pL de
RNAase. A lise das células foi realizada adicionando-se 150 yL de uma solucéo
contendo NaOH 0,2 mol/lL e 1% de SDS, essa mistura foi homogeneizada
delicadamente por inversdgo. O DNA cromossomal, proteinas e o SDS foram
precipitados por adigdo de 150 yL de KCAf (acetato de potassio 3mol/L pH 4,8 e
acido formico 1,8 mol/L). A mistura obtida foi homogeneizada por inversdo e mantida
por 5 minutos em banho de gelo. A essa solugédo adicionou-se 100 yL da mistura
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), a mistura foi homogenizada e centrifugada por 5
minutos a 13400 rpm em centrifuga Minispin da Eppendorf. A fase aquosa foi
coletada e misturada com 3 volumes de etanol absoluto, com a finalidade de
precipitar o DNA plasmidial. A mistura foi centrifugada por 5 minutos a 13400 rpm
em centrifuga Minispin da Eppendorf e o sobrenadante descartado. O precipitado foi
lavado com 1 mL de etanol 70%, seco em estufa 37°C e dissolvido em 30 pL de

agua ultrapura.

3.5.2 Eletroforese de DNA

A eletroforese de DNA foi feita em um sistema horizontal de gel de agarose
1%, utilizando o tamp&o TAE 1x (Tris base 40 mmol/L, acido acético 40 mmol/L,
EDTA 2 mmol/L, pH8,0). As amostras foram diluidas em tampao de amostra Fsuds
(azul de bromofenol 0.8%, ficol 10%, xileno cianol 0.4%, SDS 1%, EDTA 1,8mmol/L,

pH 8,0) e entdo aplicadas no gel. A corrida teve voltagem entre 60-80V e o tempo
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entre 1 a 2 horas. Apos a eletroforese o gel foi tratado com solugdo de brometo de
etidio 0.5 pyg/mL por cerca de 20 minutos e a visualizagdo do DNA foi feita sob luz
ultravioleta 320 nm em transiluminador EC3 System — UVP Biolmaging Systems
(UVP, Inc. Upland, CA-USA).

3.5.3 Digestao de DNA por enzimas de restricao

A digestdo de DNA por enzimas de restricado foi feita seguindo
recomendagdes dos fabricantes das enzimas de restricio (FERMENTAS ou
INVITROGEN). Nas digestdes de DNA para clonagem génica foram feitos sistemas
de 20 ul ou 50 pl, contendo de 5 a 10 unidades de enzima com incubacéo a 37°C
por 4 h ou 24 h. Apds a incubagao os sistemas foram aquecidos a 70°C por 30
minutos para inativar as enzimas termossensiveis. Para as digestdes de DNA feitas
somente para analisar os padrdes de restricdo, os sistemas foram de 10 pL,

contendo 1 unidade de cada enzima.

3.5.4 Preparo de vetores para ligagéao

O vetor pGEM®-T Easy vector utilizado neste trabalho veio do kit comercial
‘pGEM®-T Easy vector systems” da PROMEGA, ja estando pronto para ligagéo, nao
precisando de nenhum preparo. Os vetores pET28a e pSUP202 foram preparados
digerindo-os com as devidas enzimas de restricdo segundo o item 3.5.3 e entédo
desfosfatizados com 1 unidade da enzima alcalina de camardo (SAP — “Shrimp
Alkaline Phosphatase”) por 2 horas a 37°C. O vetor linearizado foi entdo precipitado
com etanol absoluto, centrifugado por 30 mins a 13400 rpm, lavado com 1 mL de

etanol 70%, seco em estufa a 37°C e ressuspendido em 20 ul de agua ultrapura.

3.5.5 Amplificagao de fragmentos de DNA por PCR

A amplificagdo dos fragmentos dos genes estudados neste trabalho
(Hsero_1278, Hsero_1677, Hsero_1898, Hsero 3507 e Hsero_3508) foi feita pelo
método de reacdo em cadeira da polimerase (PCR — “Polimerase Chain Reaction”)
(MULLIS e FALOONA, 1987). Para a amplificacdo dos genes de interesse foi

utilizado 10 pmol dos respectivos primers, aproximadamente 20 ng de DNA molde,
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0,2 mM dNTPs, 1 mM MgCl;, 1 unidade de GoTaq® Flexi DNA polimerase
(PROMEGA) e tampao proprio da GoTag® FLEXI em uma reagao de volume final de
20 pL. Os parametros da PCR foram os seguintes: 1 ciclo de 95°C por 2 min, 25
ciclos com uma etapa de 95°C por 30 segundos, outra de 43-50°C por 30 segundos

e outra de 72°C por 2 minutos e, por fim, um ciclo de extensdo de 72°C por 5

minutos.

Para a amplificagdo do gene Hsero 3508, que seria utilizado para a
expressao da proteina, foi utilizado 10 pmol dos respectivos primers,
aproximadamente 20 ng de DNA molde, 0,2 mM dNTPs, 2,5 mM MgCl,, 1% v/v de
Pfu X7 DNA polimerase (NORHOLM, 2010) e tamp&o 1x (20 mM Tris/HCI pH 8.8, 10
mM KCI), em uma reagao de volume final de 50 yL com os seguintes parametros: 1
ciclo de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos com uma etapa de 94°C por 15 segundos,
outra de 43°C por 15 segundos e outra de 72°C por 1 minuto e, por fim, um ciclo de
extensao de 72°C por 5 minutos.

O DNA molde para as reagdes de PCR foi obtido através de culturas de H.
seropedicae SMR1 fervidas para causar rompimento celular e causar a exposicao do

DNA gendmico. Os primers utilizados neste trabalho estéo listados na tabela 5.
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Primer Sequéncia Anelamento (°C)
Y1 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC 50
Y3 CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT 50
M13 Universal TGTAAAACGACGGCCAGT 50
M13 Reverso CAGGAAACAGCTATGACC 50
T7 Promotor TAATACGACTCACTATAGGG 50
T7 Terminador TAATACGACTCACTA TAGGG 50
Hsero_1278 Foward TTTTCAGGAATTCCATGAGC 60
Hsero 1278 Reverse CGAAGGCGAATTCGCGGCGA 60
Hsero 1677 Foward CCGCTATGATATCGCGCTGC 60
Hsero_1677 Reverse ACGAAATGATATCGCCTCGG 60
Hsero_1898 Foward GCCCAGCGATATCGCATTGC 60
Hsero_1898 Reverse GGCGCCGGATATCGGTATTG 60
Hsero_3508 Foward ACGATTGGTCGACTTCATTC 50
Hsero_3508 Reverse GACGGACAAGCTTTGATGCC 50
Hsero_3507 Foward CGTACTGGTTGTTGAAGA 45
Hsero_3507 Reverse AGCAGCAGATTCAATGGA 45
Hsero_3508P-Ndel GAAAAACATATGTCTGGAAGA 43
Hsero_3508P-Hindlll CGAAAGAAGCTTAAAGGGTGG 43
Hsero_3507P-Ndel TCGCATATGCATGGAGCGTCG 43
Hsero_3507P-BamHI CAGATCGGATCCCCCTGACAT 43

3.5.6 Ligagao de fragmentos de DNA a vetores

Para ligacéo dos produtos de PCR ao vetor pPGEM®-T Easy vector a reagao

foi realizada no mesmo dia do ensaio de PCR, em um sistema de 10 pL, utilizando

50 ng de vetor, aproximadamente 300 ng de produto de PCR, tamp&o 1x T4 DNA
ligase (PROMEGA) e 3 U de T4 DNA Ligase (PROMEGA). O periodo de incubacgéo

foi de 20h a aproximadamente 18°C.

Para ligagao utilizando outros vetores que ndo o pGEM®-T Easy vector, o

inserto e o vetor foram preparados conforme o item 3.5.3 e 3.5.4, respectivamente, e

ligados em uma razdo molar de aproximadamente 3:1 (inserto:vetor). O volume do
sistema de ligagéo foi de 10 yL, com 0,5 U da enzima T4 DNA ligase (FERMENTAS
ou BIOLABS), o periodo de incubacéo foi de 20h a aproximadamente 18°C.



35

3.5.7 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método de terminacido de
cadeia (SANGER et al., 1977), em sequenciador automatico ABI3500
(sequenciamento em tubo de amostra individual). Foram utilizados tubos individuais
de 200 pL contendo aproximadamente 500 ng de DNA fita dupla, 3,25 pmol do
primer apropriado, 4 uL de reativo DYEnamic™ ET Terminator mix (GE Health Care)
e agua ultrapura suficiente para 10 pyL. A reacdo de sequenciamento foi feita em
termociclador Eppendorf Master Cycler Gradient com as seguintes condi¢des: 1 ciclo
de 95°C por 1 minuto seguidos de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 43-50°C por
30 segundos e 60°C por 4 minutos. O produto das reagdes foi purificado
adicionando-se a cada reagao 10 pyL de agua ultrapura, 2 yL de acetato de amobnio
7,5 mol/L e 3 volumes de etanol absoluto. O DNA foi coletado por centrifugacéo a
13.400 rpm por 15 minutos, lavado com 0,5 mL de etanol 70% e seco durante a
noite. O DNA seco e purificado foi dissolvido em tampao de corrida e aplicado no
sequenciador automatico. Para o processo de mutagénese, as sequéncias obtidas
no formato FASTA foram submetidas a anélise no banco de dados do NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Para o processo de purificacdo de proteina as

sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com o gene integro de interesse
através do programa MEGA7 (KUMAR et al., 2016) para confirmar a auséncia de
mutagdes na sequéncia obtida.
3.5.8 Reacao de transposicao in vitro

A mutagénese por insergcéo aleatéria do transposon EZ-Tn5™ <KAN-2>, que
confere resisténcia a canamicina, foi feita seguindo o protocolo do fabricante do kit
“‘EZ-Tn5™ <KAN-2> Insertion Kit” (EPICENTER).
3.6 TRANSFORMACAO BACTERIANA

3.6.1 Transformacao por choque térmico

Para fazer a transformagao bacteriana por choque térmico, na conjugagéo,

primeiro foi feito um pré-inéculo de 5 mL da estirpe S17.1 de E.coli sob agitagdo por
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aproximadamente 24 h em meio liquido LB, com o antibidético adequado. O inéculo
foi, entdo, feito na proporgao 1:100 em 5 mL de LB e crescido até uma D.Ogoonm
entre 0,2 e 0,5. A cultura foi mantida no gelo por 10 minutos, dividindo-a
subsequentemente em aliquotas de 1 mL, que foram centrifugadas a 13400 rpm
durante 60 segundos. As células foram ressuspensas em 100 uL de solugdo TSS
(CHUNG et al.,, 1989). Para transformar, 1 yL de DNA (de ligagdo, ou controle;
aproximadamente 30 ng) foram adicionados a 100 pL de células termocompetentes
e incubadas em gelo por 30 minutos. As células foram submetidas a choque térmico
de 30 segundos a 42°C, seguido de incubagdo em gelo por 2 minutos. As células
foram recuperadas em meio SOC a 37°C, durante 1 hora. Em seguida, estas células

foram plaqueadas em LA contendo os devidos antibidticos.

3.6.2 Transformacgao por eletroporacao

Para a eletrotransformacao, usada em todas as transformacgdes exceto das da
conjugacao, a estirpe TOP10 ou BL21 (AD3) de E. coli foi cultivada em 200 ml de
meio SOB até atingir uma D.O.e00nm entre 0,6 e 0,8. Em seguida, a suspenséo de
células foi incubada em banho de gelo por 30 minutos. As células foram coletadas
por centrifugagcdo em tubos tipo Falcon de fundo redondo de 50 ml a 5.000 rpm por 5
minutos a 4°C em centrifuga Hitachi Himac CR21 empregando o rotor n° 46. O
precipitado de células foi lavado 3 vezes com glicerol 10% gelado e entéo
ressuspenso em 1 mL da mesma solugéo.

A eletrotransformacgao foi realizada com aliquotas de 100 pL de células
eletrocompetentes utilizando-se 1 uL de DNA, de reagao de ligagao ou do plasmideo
controle. A mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporacdo de 0,2 cm
(BioRad) ja resfriada e colocada na camara de eletroporacéo. As células sofreram
um choque elétrico de 1,8 ou 2,5 kV utilizando o eletroporador GenePulser I
(BioRad). As células transformadas de E. coli foram adicionados 900 L de meio
SOC. A solucéo foi transferida para um frasco de 10 mL estéril e incubou-se por 40
minutos em agitacéo a 120 rpm a 37°C. Apds o tempo de recuperagéo, as amostras
foram plaqueadas em meio sélido LA contendo os antibiéticos adequados. Para
transformacgéo utilizando o vetor pGEM®-T Easy vector também foi adicionado as

placas 30 ug/ml de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) como
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substrato para a enzima [B-galactosidase e possibilitando se diferenciar clones com

inserto e sem no vetor. As placas foram incubadas na estufa a 37°C.

3.7 CONJUGACAO BACTERIANA

Os plasmideos recombinantes de interesse foram antes transformados em E.
coli S17.1 conforme item 3.6.1. Foi feito um pré-in6culo com as estirpes receptora
(H. seropedicae) e doadora (E. coli) no dia anterior a conjugagdo, com 0s meios
préprios. No dia da conjugagédo, as culturas saturadas dos pré-indculos foram
utilizadas para fazer o in6culo das estirpes de interesse nos meios proprios, sem a
adicdo de antibidticos. 75 yL de H. seropedicae foram inoculados em 2,5 mL de
NFbHPN-Malato e trés horas depois foram inoculados 25 uL da estirpe de interesse
de E. coli S17.1 em 2 mL de meio LB. Os tempos de incubacdo totais na estirpe
receptora (H. seropedicae) e doadora (E. coli) foram, respectivamente, 6 e 3 horas.

Apos essa incubacgao foram feitas duas misturas com as duas culturas em
proporcoes diferentes, em um microtubo foram misturados 50 pL da cultura de H.
seropedicae com 5 pL da cultura de E. coli, no segundo microtubo, 100 uL de H.
seropedicae com 2 pL de E.coli. Colocou-se ambas as misturas, na forma de gotas,
em poélos distintos de placa contendo meio NFb-Malato/LA 3:1, que foi incubada a
30°C por 24 horas. A massa de células que cresceu nessa placa foi raspada,
ressuspensa em 1 ml de NFb-Malato e entdo plaqueada em meio NFbHP-Malato

sélido contendo 20mmol/L de NH4CI e os antibiéticos adequados.

3.8 CRESCIMENTO E DETERMINACAO DO TEMPO DE GERACAO E DA TAXA
DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES DE Herbaspirillum seropedicae

As estirpes mutantes e a selvagem de H. seropedicae foram cultivadas como
descrito no item 3.4, em frascos de 60 mL tubulares ou 125 mL cbnicos contendo
meio NFbHP-Malato, diferentes concentragdes de NH,4Cl foram usadas (4 e 20 mM)
para analisar o crescimento em condi¢cédo de fixagdo e de nao-fixagdo de nitrogénio.
Para se obter diferentes concentragcdes de O,, aerobiose e microaerobiose, na
cultura bacteriana em crescimento foi utilizado frascos diferentes (60 ou 125 mL)

com a mesma quantidade de meio de cultura (20 mL).
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A densidade ética (620 nm) das culturas para o comego do ensaio foi ajustada
para 0,05 e o crescimento foi acompanhado por até 30 horas. Aliquotas de 200 pL
eram retiradas das culturas em crescimento a cada hora e transferidas para placas
do tipo ELISA (Greiner Bio One) para leitura de sua turbidez em comprimento de
onda de 620 nm em leitor de microplacas Berthold TriStar LB 941 .

A taxa de crescimento e tempo de geragao foram calculados pelas equagdes
abaixo:

-Taxa de crescimento (M) = 2,303. a ; onde a é o coeficiente angular do grafico
plotado usando-se logi da densidade ética versus tempo de cultivo, nos pontos que
o crescimento bacteriano é exponencial.

- Tempo de geragdo (g) =In2 + u

3.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE NITROGENASE

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo método da reducdo do
acetileno a etileno (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN E BURRIS, 1967). As
estirpes de H. seropedicae foram crescidas em frasco de 10 mL contendo 4 ml de
meio semi-sélido NFbHP-Malato suplementado com 0,5 mmol/L de glutamato ou 20
mmol de NH4Cl. Apds formacéo de pelicula préxima a superficie do meio, os frascos
foram vedados com rolha de borracha e injetou-se acetileno gasoso (10% do volume
da fase gasosa). As culturas foram incubadas a 30°C por 1 hora e entdo, uma
amostra de 0,5 ml da fase gasosa foi retirada dos frascos para analisar no
cromatografo Varian STAR 3400 CX equipado com uma coluna de Porapak N e
detector de ionizagdo de chama. A temperatura da coluna foi mantida a 120°C e do
detector a 200°C, o gas de arraste utilizado foi nitrogénio super seco. Como padrao
utilizou-se etileno 100 ppm (White Martins).

ApOs coletar se a fase gasosa dos frascos para leitura no cromatografo, os
meios semi-solidos foram vigorosamente homogeneizados em vortex para entido
serem utilizados para ensaio de determinagcdo da concentracdo de proteinas pelo
método de Bradford, descrito no item 3.11.3. A atividade da nitrogenase foi expressa

como nmol de etileno formado por minuto por miligrama de proteina total na cultura.

3.10 ENSAIO DE MOTILIDADE EM MEIO SEMI-SOLIDO
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Para ensaio de motilidade em placa, as estirpes bacterianas foram crescidas
durante a noite, a partir de um pré-inéculo, em meio NFbHP-Malato com 20 mmol/L
de NH4Cl a 30°C em 120 rpm e entdo centrifugadas, lavadas para retirar o nitrogénio
do meio e ressuspensas em NFb-Malato sem nitrogénio fixado. Cerca de 10° células
foram inoculados no meio de placas de NFbHP-Malato semi-sdlido, com 0,16% de
agar, contendo 20 mmol/L ou 4 mmol/L ou 1 mmol/L de NH4CIl. Os halos de
motilidade foram medidos apds 24 horas.

Para ensaio de motilidade em frasco de 10mL, as estirpes bacterianas foram
crescidas overnight em meio NFbHP-Malato com 20 mmol/L de NH4CI a 30°C em
120 rpm, as células foram centrifugadas a 5000 rpm em centrifuga Minispin da
Eppendorf, lavadas para retirar o nitrogénio do meio e ressuspensas em NFb-Malato
sem nitrogénio fixado, com a D.Osgsnm sendo ajustada para 0,6. Foi inoculado 100 L
dessa suspensao de células no fundo de meio NFbHP-Malato semi-sélido, com
0,25% de agar, contido em frascos de 10 mL e suplementado com 20 ou 4 ou 1

mmol/L de NH4ClI para analisar a formacao de pelicula por até 48 horas.

3.11 ESTUDO in silico DOS GENES SELECIONADOS DE H. seropedicae

A partir de dados de transcriptomas de H. seropedicae selecionamos genes
que codificam para proteinas de sistemas de dois componentes que sao expressos
em varias condigbes de crescimento. Uma busca desses genes foi feita no genoma
de H. seropedicae SMR1 (CP002039) utilizando o programa ARTEMIS
(RUTHERFORD et al., 2000) para identificar a sequéncia e possivel produto
codificado por eles. A partir da sequéncia gendmica foram desenhados primers para
amplificar esses genes de interesse (TABELA 4) a fim de mutageniza-los ou purificar
a proteina que produzem. Os genes mutagenizados, do qual foi possivel obter
estirpes mutantes, foram caracterizados in silico por comparagdo da organizagao
gendmica, estrutura proteica e similaridade com outros microorganismos. Foram
utilizados os programas, em modo default, STRING 10.0 (SZKLARCZYK et al.,
2015), pFAM (FINN et al., 2010) e para tentar identificar os promotores, BPROM

(http://www.softberry.com).
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3.12 ESTRATEGIA DE MUTAGENESE PARA OS GENES ESCOLHIDOS DE H.

seropedicae

Os genes de interesse neste trabalho de H. seropedicae foram amplificados a
partir do DNA gendmico da estirpe selvagem SMR1 e diretamente clonados no vetor
pGEM®-T Easy vector seguindo recomendacgdes do fabricante (PROMEGA). Para
inativar os genes em questado foi escolhida a estratégia de insergdo de cassete de
resisténcia a canamicina dentro deles. Para isso foi utilizado um kit de inser¢cao de
transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> da Epicentre, que através de uma enzima
transposase consegue inserir aleatoriamente um transposon contendo um cassete
de resisténcia a canamicina dentro do plasmideo contendo o gene que sera
mutagenizado. Por restricdo foi possivel identificar os plasmideos que tiveram a
insergcao do transposon de Km dentro do inserto do gene de interesse, esses genes
interrompidos foram transferidos para o vetor pSUP202 e essas construgdes foram
entdo transformadas em E. coli S17.1. Foi feita a conjugag¢do dos transformantes
S17.1 com a estirpe selvagem H. seropedicae SMR1 e através de selegado negativa
tentou se obter mutantes que sofreram recombinagdo homéloga dupla, quando isso
nao foi possivel selecionou se mutantes com recombinacdo homdloga simples. A
espécie dos mutantes foi confirmada por amplificacdo e sequenciamento do gene
16S RNA, a insercao do cassete no genoma dos mutantes também foi confirmada
por PCR.

3.13 MANIPULACAO DE PROTEINAS

3.13.1 Superexpressao e purificacdo de proteinas

A purificagcdo das proteinas Hsero 3507 e Hsero 3508 foi realizada com
células de E. coli BL21 (ADE3) contendo os plasmideos pET3507P e pET3508P,
respectivamente. As colbnias transformantes de BL21 (ADE3) contendo os
plasmideos de interesse foram inoculadas em 10 mL de LB com Km100 e incubadas
durante a noite a 37°C. A partir desse pré-inéculo foi feito um inéculo 1:100 em
erlenmeyer de 2L contendo 400 mL de LB e Km100, sendo incubado em um
agitador rotatério a 120 rpm e 37°C até atingir absorbancia a 600 nm entre 0,5 a 0,7.

Atingida a absorbancia certa, foram adicionados 200 yL de IPTG 1M, e incubou se
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por 3 horas a 37°C. As culturas foram centrifugadas, apds a incubagéao, a 5.000 rpm
por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet obtido foi
ressuspenso em 10 mL de tamp&o de sonicagao (100 mM de HEPES pH 8,0, 100
mM KCI), a lise das células aconteceu em um sonicador por 15 ciclos de 15
segundos com 15 segundos de intervalo, com o tubo sempre mantido em gelo. O
extrato bruto obtido foi centrifugado por 30 minutos, a 30.000g e 4°C. Coletou se o
sobrenadante que foi entdo injetado em coluna HiTrap Chelating-Ni** (GE
Healthcare) de 1 ml conectada a uma bomba peristaltica, ja carregada com NiCly,
por instrucdo do fabricante. Depois do carregamento da coluna com a proteina de
interesse, a eluicéo foi feita com gradiente descontinuo de imidazol, sendo o tampéo
composto por 100 mM tampao HEPES, 100 mM de KCI e concentragbes crescentes
de imidazol (10, 50, 100, 300 e 500mM). 5 mL de cada tampé&o foram injetados na
coluna para a eluicdo das amostras. Fragbes de 1,5 mL foram coletadas durante
todo o processo e entdo analisadas em eletroforese SDS-PAGE, com um volume
aplicado de 10 uL. As fragbes que apresentavam a proteina de interesse com maior
grau de pureza foram unidas, submetidas a didlise (tampao de dialise: 100 mM
tampao HEPES; 100 mM de KCI e 10% v/v de glicerol), aliquotadas e armazenadas
em -20°C.

3.13.2 Eletroforese de proteina sob condicdes desnaturantes SDS-PAGE

A eletroforese de proteinas sob condigdes desnaturantes, contendo SDS foi
realizada em gel de poliacrilamida 10 ou 15% como descrito por LAEMMLI (1970).
As amostras a serem analisadas foram diluidas em tampao de amostra desnaturante
(60 mM TrisHCI, 10% dglicerol, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 0,02% azul de
bromofenol, pH 6,8), fervidas por 5 minutos e entdo aplicadas no gel. As
eletroforeses foram realizadas em sistema vertical seguindo as recomendagdes do
fabricante das cubas de eletroforese (sistema MiniProtean, Biorad). As corridas
foram submetidas a 170V, em tampao de corrida 1X (3 g/L Tris, 14,4 g/L glicina,
0,1% SDS) por 1 hora. O gel foi corado com solugdo de Comassie Blue (50%
metanol, 40% agua, 10% acido acético, 0,55 g/L Brilliant Blue R) por trinta minutos, o
excesso de corante foi retirado com solugdo descorante (50% metanol, 40% agua,
10% &cido acético) até conseguir visualizar as bandas protéicas. Na tabela 6 consta

a composic¢ao dos géis.
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TABELA 6 — GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDIGAO DESNATURANTE — QUANTIDADE PARA
DOIS GEIS

Gel separador 15% 10% Gel de empilhamento 4%

H,O 365mL 49mL H.O 3,16 mL
Tris-HCI1,5MpH 8,8 2,5mL 2,5mL Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,3 mL
SDS 10% 100 pL 100 uL SDS 10% 50 pL
Acrilamida 40% 3,75mL 2,5mL Acrilamida 40% 487 L
APS 10% 100 pL 100 uL APS 10% 50 pL
TEMED 5uL 5uL TEMED 5uL

3.13.3 Dosagem de proteina

O método de Bradford foi utilizado para a dosagem de proteinas
(BRADFORD, 1976), usando o Reagente de Bradford da Sigma. Para quantificar a
proteina resultante de superexpressao a reacao foi feita em placa do tipo ELISA
(Greiner Bio One) sendo utilizada 1 yL de amostra, 19 uL de agua ultrapura e 180 pL
de reagente. Para obtengdo da curva padrao se usou albumina de soro bovino
(BSA). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas Bio-rad iMark,
em 595 nm.

Para quantificar proteina do ensaio de nitrogenase, 50 pL de cultura
bacteriana foram lisadas com 50 pL de NaOH 0,2 mol/L em placas do tipo ELISA,
essa reacao foi incubada a temperatura ambiente por 2 horas. 30 uL do produto
resultante foram transferidos para uma nova placa de ELISA na qual foram
adicionados 170 pL do reativo de Bradford e entdo a absorbancia foi lida a 595 nm
em leitor de microplacas Bio-rad iMark. Cada ensaio de quantificagcao de proteina de

nitrogenase foi realizado em duplicata e a curva padréao também foi feita com BSA.

3.13.4 Ensaio de ligacéo cruzada (crosslinking) in vitro

Para ensaio de ligagao cruzada utilizou-se um sistema de 20 yL com 100 mM
HEPES em pH 8,0 com 100 mM KCI, 5-10mM MgCl; e 20 uM de cada proteina.
Formaldeido ou glutaraldeido foi utilizado como agente de ligagdo cruzada, em uma
concentragéo final de 0,5%. Como fonte de grupo fosforil para as reagdes de

fosforilagao foi utilizado ATP na concentracgao final de 5-10 mM. Para parar a reagao



43

foi adicionado um volume de Tris-HCI 1M (pH 7,5). A analise das amostras foi feita
por eletroforese de proteina sob condicbes desnaturantes SDS-PAGE, sem [3-

mercaptoetanol no tampao de amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENGAO DAS ESTIRPES MUTANTES DE H. seropedicae PARA OS GENES
ALVO

O sistema de dois-componentes € um aprimorado sistema de sinalizagdo, que
permite os organismos sentir e responder a mudangas nas condi¢gdes do ambiente
em que vivem. Selecionamos cinco genes (Hsero 1278, Hsero_1677, Hsero_ 1898,
Hsero_3507 e Hsero 3508 (TABELA 7)) que codificam para proteinas que podem
fazer parte de sistemas de dois-componentes, e que sdo expressos em diferentes
condigdes de crescimento. Dois genes parecem estar relacionados entre si:
Hsero 3507 e Hsero _3508. O gene Hsero 3508 possui 1206 pares de bases e
codifica para uma histidina quinase do sistema de dois-componentes. O Hsero 3507
possui 378 pares de bases e codifica uma proteina de resposta regulatéria do
sistema de dois-componentes, esta localizado logo antes do Hsero 3508 a uma
distancia de 150 pb. Por estarem juntos no genoma de H. seropedicae ha a
possibilidade de que facam parte do mesmo sistema de dois-componentes, sendo a
proteina do Hsero 3508 a histidina quinase sensora e a proteina do Hsero 3507 a
sua reguladora de resposta cognata.

O gene Hsero 1278 possui um tamanho de 932 pares de bases e codifica
para um regulador de transcricdo da familia AraC, proteinas dessa familia se
relacionam com ligacdo ao DNA, apresentam dominio hélice-volta-hélice, regulam
principalmente trés fungdes: metabolismo de carbono, resposta ao estresse e
patogenicidade (FROTA et al., 2004).

O Hsero 1677 é um gene de 519 pares de bases que codifica para um
regulador de transcrigdo da familia AsnC/Lrp. Proteinas dessa familia também
apresentam dominio hélice-volta-hélice, estdo bem distribuidas entre procariotos e a
maioria participa da regulacdo de genes relacionados ao metabolismo de
aminoacidos (BRINKMAN et al., 2003). O Hsero_1898 possui 2028 pares de bases e
a proteina que codifica € uma ativadora de transcricdo dependente de 054, o fator
sigma relacionado com a limitagdo de nitrogénio, segundo anotagédo no genoma de
H. seropedicae SMR1, essa proteina esta envolvida no metabolismo de glicerol e

acetoina.
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TABELA 7 — GENES SELECIONADOS DE H. seropedicae PARA ESTUDO E AS PROTEINAS QUE
CODIFICAM.

Gene Proteina codificada

Hsero 1278 Regulador de transcri¢ao da familia AraC

Hsero 1677 Regulador de transcrigao da familia AsnC/Lrp

Hsero 1898 Ativador de transcricdo dependente de 054

Hsero 3507 Regulador de resposta do sistema de dois-componentes
Hsero 3508 Histidina quinase do sistema de dois-componentes

4.1.1 Construgdo dos plasmideos contendo os genes Hsero 1278, Hsero 1677,
Hsero 1898, Hsero 3507 e Hsero 3508 interrompidos com um transposon que

confere resisténcia a canamicina.

Os genes Hsero 1278, Hsero_ 1677, Hsero_1898, Hsero_3507 e Hsero 3508
foram amplificados a partir de DNA genémico da estirpe selvagem H. seropedicae
SMR1, utilizando os respectivos primers forward e reverse da tabela 5 (item 3.5.5),
ligados ao vetor pGEM®-T Easy vector (PROMEGA), transformados em E. coli
TOP10 e plagueados em meio LA contendo ampicilina e Xgal, conforme item 3.6.2.
Os clones brancos resultantes foram inoculados em meio LB para purificagao
plasmidial (item 3.5.1). A confirmacdo da clonagem dos insertos nos plasmideos foi
feita por restricdo usando a endonuclease EcoRI que permite a remocdo do
fragmento amplificado do vetor. Os clones dos genes Hsero 1278 e Hsero 1677
foram digeridos com EcoRI para liberar o inserto do vetor, em todas as restri¢oes foi
verificado uma banda de 3000 pb do pGEM®-T Easy vector, para o Hsero_ 1278
uma banda de cerca de 800 pb, e para o Hsero 1677, uma de aproximadamente
400pb. Para os clones do Hsero 1898, devido a existéncia de um sitio de restricdo
para EcoRIl no meio desse gene, o que impossibilita a clonagem do gene integro
através dessa enzima de restricdo, foi usado a endonuclease Notl para retirar o
inserto do vetor, que como a EcoRI, ela também flanqueia onde acontece a ligagéao
no pGEM®-T Easy vector. O gene Hsero 1898 apresenta 2028 pb, para facilitar as
PCRs, os primers para esse gene foram desenhados para anelar dentro dele,
amplificando um fragmento de 1288 pb, portanto na restricdo dos clones de
Hsero 1898 foi obtida uma banda de 1288 pb e outra de 3000 pb. Os clones com o
padrao de banda esperado foram sequenciados para confirmacao de identidade do
inserto, e denominados pGEMT1278, pGEMT1677 e pGEMT1898.
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Apds a digestdo dos clones de Hsero_3507 com EcoRI foram observadas
duas bandas, uma de 3000 pb do vetor pGEM®-T Easy vector e uma de
aproximadamente 400 pb, correspondente ao fragmento do gene amplificado. Para
os clones de Hsero 3508 foi observado uma de 3000 pb do vetor e outra de
aproximadamente 1200 pb correspondente ao fragmento do gene amplificado. Apos
a confirmacido por restricdo de clones com o padrdao de banda esperado, foi
realizado o sequenciamento dos fragmentos nos plasmideos para determinar com
certeza a identidade do amplificado inserido, gerando os plasmideos pGEMT3507 e
pGEMT3508 (FIGURA 6).

EcoRI EcoRI

pGEMT3507 pGEMT3508

EcoRI

FIGURA 6 - ESQUEMA MOSTRANDO A ORGANIZACAO DOS PLASMIDEOS pGEMT3507 E
pGEMT3508. A inser¢cao do fragmento amplificado é feita no sitio de policlonagem (MCS) do vetor,
interrompendo o gene lacZa, permitindo uma facil selecdo dos clones com inserto e sem através da
coloragédo da colbénia transformante. Sitios de restricdo para enzima EcoRI flanqueiam o lugar de
insergéo do fragmento no vetor.

A mutagénese dos plasmideos pGEMT1278, pGEMT1677, pGEMT1898,
pGEMT3507 e pGEMT3508 foi feita por insercao aleatodria do transposon EZ-Tn5™
<Kan2> (INVITROGEN), que possui gene para resisténcia a canamicina, conforme
item 3.58. A reacao de transposic¢ao foi transformada em E. coli TOP10 e plaqueada
em LA contendo ampicilina e canamicina. Os clones resultantes foram inoculados
em LB para purificagdo plasmidial. A confirmagao da insergao do transposon dentro
do gene foi feita por restricdo com EcoRI| dos plasmideos obtidos, a excegédo do
pGEMT1898 que foi usado Notl. A inser¢ao correta do transposon no gene, para
todos os plasmideos, geraria uma banda esperada de 3000 pb do vetor, a banda do

gene selvagem desapareceria, estando presente uma outra banda, a do gene
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mutagenizado. No gel que contém os clones obtidos apds a reagédo de transposon
do plasmideo pGEMT1278, pudemos observar 3 clones (3, 5 e 9) contendo uma
banda de 2000 pb que corresponde ao fragmento amplificado com a insergdo do
transposon (FIGURA 7A). No gel que contém os clones obtidos apds a reagao de
transposon do plasmideo pGEMT1677, pudemos observar um clone (10) contendo
uma banda de 1600 pb que corresponde ao fragmento amplificado com a insergéo
do transposon (FIGURA 7B). A figura 7C mostra os clones obtidos apds a reacéo de
transposon do plasmideo pGEMT1898, encontramos dois clones (4 e 10) contendo
uma banda de 2500 pb que corresponde ao fragmento amplificado com a insergéo
do transposon. A figura 8 mostra os clones da reagao de transposon do pGEMT3508
(A) e do pGEMT3507 (B). Na linha 10 da figura 8A podemos observar uma banda
de 2400 pb que corresponde ao fragmento amplificado com a inser¢do do
transposon, e na linha 9 da figura 8B observamos uma banda de 1600 pb que
corresponde ao fragmento amplificado com a inser¢do do transposon. Os
plasmideos apresentando o padrao de bandas correto, com a insercdo do
transposon dentro do gene amplificado, foram denominados pGEMT1278Tn,
pGEMT1677Tn, pGEMT1898Tn, pGEMT3507Tn e pGEMT3508Tn. A figura 9 ilustra

essa estratégia de mutagénese.
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FIGURA 7 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO DOS CLONES DE
pGEMT1278, pGEMT1677 E pGEMT1898 GERADOS PELA REACAO DE TRANSPOSON.
Eletroforese realizada em gel de agarose 1% em TAE 1X. MW: padrdo de massa molecular (pb).
Setas pretas: clones com a insergao do transposon dentro do gene de interesse. a) eletroforese da
restricdo com EcoRI dos clones obtidos da reagédo de transposon com o plasmideo pGEMT1278,
linhas 1 a 9 sdo os clones obtidos, os clones das linhas 3, 5 e 9 apresentaram o padrdo de bandas
esperado para insergdo do transposon dentro do gene, o clone 9 foi selecionado e denominado
pGEMT1278Tn. b) eletroforese da restricdo com EcoRI dos clones obtidos da reagédo de transposon
com o plasmideo pGEMT1677, linhas 1 a 12 s3o os clones obtidos, o clone da linha 10 apresentou o
padrdo de bandas esperado, foi selecionado e denominado pGEMT1677Tn. c) eletroforese da
restrigdo com Notl dos clones obtidos da reagdo de transposon com o plasmideo pGEMT 1898, linhas
1 a 10 sdo os clones obtidos, os clones das linhas 4 e 10 apresentaram o padrdo de bandas
esperado, o clone 10 foi selecionado e denominado pGEMT1898Tn.
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FIGURA 8 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM ECORI DOS CLONES
DE pGEMT3508 e pGEMT3507 GERADOS PELA REACAO DE TRANSPOSON. Eletroforese
realizada em gel de agarose 1% em TAE 1X. MW: padrao de massa molecular (pb). Setas pretas:
clones com a insergdo do transposon dentro do gene de interesse. a) eletroforese da restricdo dos
clones obtidos da reagéo de transposon com o plasmideo pGEMT3508, linhas 1 a 14 sio os clones
obtidos, o clone da linha 10 apresentou o padrdo de banda esperado para inser¢do do transposon
dentro do gene, foi selecionado e denominado pGEMT3508Tn. b) eletroforese da restricdo dos clones
obtidos da reagéo de transposon com o plasmideo pGEMT3507, linhas 1 a 10 sdo os clones obtidos,
clone da linha 9 apresentou o padrao esperado para mutagénese, foi selecionado e denominado
pGEMT3507Tn.
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FIGURA 9 - ESQUEMA DA ESTRATEGIA DE MUTAGENESE DOS PLASMIDEOS pGEMT3507 e
pGEMT3508. Os sitios de restricdo de EcoRlI estao representados nos plasmideos.

Os fragmentos dos genes de interesse interrompidos com o transposon foram
retirados do pGEMT1278Tn, pGEMT1677Tn pGEMT3507Tn e pGEMT3508Tn com
a EcoRI e entéo ligados ao vetor conjugavel pSUP202 linearizado com a mesma
enzima (FIGURA 10). Para o pGEMT1898Tn essa estratégia nao foi possivel,

portanto, o fragmento foi digerido com Notl, as pontas do fragmento foram reparadas
para deixa-lo com as pontas cegas, e o fragmento foi ligado ao vetor

pSUP202

linearizado com Smal. Os produtos das ligagdes foram transformados em E. coli
TOP10 e plagueados em LA contendo canamicina e tetraciclina, no caso do

pGEMT1898Tn foi usado cloranfenicol ao invés de Tc. A ligagcdo com o pGEMT1898
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e pSUP202 n&o gerou subclones, todos os passos dessa reagdo foram repetidos
duas vezes, com o mesmo resultado em todas as vezes. Os subclones obtidos,
contendo os outros fragmentos, tiveram o DNA plasmidial purificado. Os plasmideos
resultantes foram analisados por restricido com EcoRI para determinar a presenca do
gene mutagenizado dentro do vetor pSUP202. Na figura 11 podemos ver a banda do
vetor de 8000 pb e na linha 3 da figura 11A um fragmento de 2000 pb
correspondente ao Hsero 1278Tn, e nas linhas de 1 a 4 da figura 11B, um
fragmento de 1600pb correspondente ao Hsero_1677Tn. A figura 11 também mostra
que, em algumas reacgdes, aconteceu a ligagdo do vetor pGEM-T junto com o
pSUP202 e o gene mutagenizado, esses subclones foram descartados. Na Figura
12A e 12B podemos notar que todos os clones observados contém a banda
referente ao vetor pSUP202, de 8000pb e as bandas correspondentes ao
Hsero 3508Tn de 2400 pb, e do Hsero 3507Tn de 1600 pb.
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FIGURA 10 - ESQUEMA DEMONSTRANDO A ESTRATEGIA DE TRANSFERENCIA DO GENE
INTERROMPIDO POR TRANSPOSON PARA O VETOR CONJUGAVEL pSUP202. Os sitios de
restricdo de EcoRI estao representados nos plasmideos.
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FIGURA 11 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM ECORI DOS
SUBCLONES PROVENIENTES DE TRANSFERENCIA AO pSUP202 DOS GENES
MUTAGENIZADOS DE pGEMT1278Tn, E pGEMT1677Tn. Eletroforese realizada em gel de agarose
1% em TAE 1X. MW: padrdo de massa molecular (pb). a) Restricdo dos subclones provenientes da
transferéncia do fragmento EcoRI do pGEMT1278Tn ao vetor pSUP202, linha 1 a 3 s&o os subclones
obtidos, foi selecionado o subclone da linha 3 e denominado pSUP1278Tn. b) Restricdo dos
subclones provenientes da transferéncia do fragmento EcoRI do pGEMT1677Tn ao vetor pSUP202,
linha 1 a 6 s&o os subclones, foi selecionado o subclone da linha 1 e denominado pSUP1677Tn.

8000 - =

50005 ..

3000 & »
2500

2000

FIGURA 12 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM ECORI DOS
SUBCLONES PROVENIENTES DE TRANSFERENCIA AO pSUP202 DOS GENES
MUTAGENIZADOS DE pGEMT3508Tn E pGEMT3507Tn. Eletroforese realizada em gel de agarose
1% em TAE 1X. MW: padrdo de massa molecular (pb). a) Restricdo dos subclones provenientes da
transferéncia do fragmento EcoRl do pGEMT3508Tn ao vetor pSUP202, linha 1 a 3 sdo os
subclones, todos apresentaram as bandas esperadas, foi selecionado o subclone da linha 1 e
denominado pSUP3508Tn. b) Restricdo dos subclones provenientes da transferéncia do fragmento
EcoRI do pGEMT3507Tn ao vetor pSUP202, linha 1 a 8 sdo os subclones obtidos, o subclone da
linha 1 foi selecionado e denominado pSUP3507Tn.
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4.1.2 Obtencgao de estirpes mutantes para os genes Hsero_3507 e Hsero_3508

A transferéncia dos genes interrompidos para H. seropedicae foi através de
conjugacao, com o objetivo de construir estirpes mutantes cujos genes escolhidos
estariam mutagenizados devido a inser¢do de um transposon que confere
resisténcia ao antibidtico canamicina. Para isso os plasmideos mutagénicos
pSUP1278Tn, pSUP1677Tn, pSUP3507Tn e pSUP3508Tn foram transformados na
estirpe S17.1 de E. coli, conforme descrito no item 3.6.1, e uma colbnia foi coletada
de cada transformagéo, sendo usada para a conjugagao com a estirpe SMR1 de H.
seropedicae, conforme descrito no item 3.7. Com a conjugagao € possivel acontecer
dois eventos de recombinagao, o primeiro é a recombinagdo homdloga simples que
leva a insercédo do vetor inteiro na regido homdloga do gene alvo, o segundo é a
recombinagcdo homéloga dupla na qual acontecem dois eventos de quebra e ligagao
de DNA, ocorrendo a inversédo geral do transposon, com o gene selvagem sendo
“eliminado”, permanecendo somente o gene interrompido, a figura 13 esquematiza

esse fendbmeno.

Gene de interesse
Estirpe selvagem

pSUP3507Tn Conjugagéo com o pSUP202
ou contendo o gene interrompido

Genoma estirpe selvagem SMR1

pSUP3508Tn

Gene interrompido mob TcR AmpR Gene selvagem
sl «rR [ e— - —
Recombinagao
homéloga simples
ou

Gene interrompido

Recombinagéao
homologa dupla

FIGURA 13 - ESQUEMA ILUSTRANDO OS RESULTADOS QUE PODEM SER OBTIDOS PELA
CONJUGACAO. A transferéncia do gene interrompido para o genoma de H. seropedicae ocorre em
duas etapas, na primeira o vetor inteiro entra na regido homdloga alvo durante a recombinagao
homologa simples, na segunda o vetor é eliminado, permanecendo apenas o gene mutagenizado
gerando a recombinagdo homdloga dupla. E possivel haver somente o primeiro evento de
recombinacao.
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A selecao dos transconjugantes que sofreram recombinagdo homodloga dupla
foi feita por selecdo negativa: estirpes que eram resistentes a canamicina, mas
sensiveis a tetraciclina. Para o Hsero 3508 obtivemos um transconjugante que
apresentou esse padrao de resisténcia, a inser¢ao do gene mutagenizado e delegao
do gene selvagem no genoma foi confirmado por PCR (FIGURA 14). A banda
amplificada a partir do DNA genbémico da estirpe selvagem possui 1200 pb,
correspondendo ao gene selvagem (linha 4), A banda amplificada a partir do DNA
genémico do transconjugante de Hsero 3508 apresenta somente uma banda, de
2400 pb correspondente ao gene interrompido com o transposon de canamicina
(linha 5), indicando que ocorreu a recombinagdo homodloga dupla. Essa estirpe
Hsero_ 3508 foi denominada 3508Tn e teve o gene do 16S do rRNA sequenciado

para confirmacao que é H. seropedicae.

Primers Primers
. Primers Hsero_3508 Hsero_3508 Foward/ Hsero_3508 Reverse/
Primers Y1/Y3 Foward/ Reverse  Kan2 FP1 Foward Kan2 FP1 Reverse
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FIGURA 14 - PERFIL ELETROFORETICO DO AMPLIFICADO DO GENE Hsero 3508 DAS
ESTIRPES DE H. seropedicae SMR1 E TRANSCONJUGANTES. Eletroforese em gel de agarose 1%
em TAE 1X. Linhas 1, 4, 7 e 10 correspondem a PCR usando DNA da estirpe SMR1, linhas 2, 5, 8 e
11 correspondem a PCR usando DNA do transconjugante resistente a Km1000 e sensivel a Tc10,
linhas 3, 6, 9 e 12 correspondem a PCR usando DNA de transconjugante resistente a Km1000 e
Tc10. Amplificacao do gene 16S pelos primers Y1 e Y3 (linhas 1 a 3) serviu como controle. Linhas 7 a
12 correspondem a PCR usando combinagéo de primers do gene alvo com primers do transposon
para confirmar a presenga do transposon no genoma. Linha 5, PCR do transconjugante resistente a
Km1000 e sensivel a Tc10 com primers do gene alvo mostrando a presenga no genoma apenas do
gene mutagenizado, provando que nessa estirpe ocorreu o evento de recombinagao dupla sendo ela
Hsero 3508 .MW: marcador de massa molecular (pb).

No caso do Hsero 3507 nado se obteve transconjugantes sensiveis a
tetraciclina, foi selecionado alguns transconjugantes e realizado PCR para

confirmagao da presenga do gene mutagenizado no genoma (FIGURA 15). O gene



56

selvagem Hsero 3507 apresenta 373 pb enquanto que o mutagenizado 1600 pb.
Dois transconjugantes apresentaram tanto o gene mutagenizado quanto o gene
selvagem. O transconjugante 2, obtido por recombinacdo homdloga simples foi
escolhido para a caracterizagcao fenotipica. Essa estirpe foi denominada 3507Tn e

teve o gene 16S rRNA sequenciado, confirmando que era H. seropedicae.

Transconjugante  Transconjugante  Transconjugante

FIGURA 15 - PERFIL ELETROFORETICO DO GENE Hsero 3507 DAS ESTIRPES DE H.
seropedicae SMR1 E TRANSCONJUGANTES. Eletroforese em gel de agarose 1% em TAE 1X. Linha
1 corresponde a PCR com DNA da estirpe selvagem e primers do gene Hsero 3507. Linha 2, 5 e 8
corresponde a PCR utilizando os primers do gene Hsero 3507. Linhas 3, 6 e 9 PCR usando a
combinagao de primer Hsero 3507 Foward com primer Kan2 FP1 do transposon. Linhas 4, 7 e 10
PCR usando a combinagao de primer Hsero_3507 Reverse com primer Kan2 RP1 do transposon. Em
outra eletroforese ndo mostrada foi confirmada o padréo de banda do 16S dos transconjugantes igual
ao do SMR1, como também foi confirmada a ndo amplificagdo do SMR1 pelos primers do transposon.
O transconjugante 2 apresentou banda para o gene interrompido (1600 pb, seta preta) e banda para
0 gene selvagem (378 pb) (linha 5), foi o selecionado para a caracterizagao fenotipica. MW: marcador
de massa molecular (pb).

Para os genes Hsero 1278 e Hsero 1677 nao foram obtidos
transconjugantes sensiveis a tetraciclina, e dos obtidos resistentes a canamicina e
tetraciclina, ndo conseguimos amplificar os genes mutagenizados do genoma dos
transconjugantes, amplificando somente os genes selvagens, impossibilitando a
confirmagdo da obtengcdo de mutantes. Portanto, decidiu-se seguir para a

caracterizagdo com os mutantes obtidos para os genes Hsero_ 3507 e Hsero_3508.
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4.2 CARACTERIZACAO IN SILICO DOS GENES Hsero_3507 E Hsero_3508

A organizacédo dos genes Hsero_ 3507 e Hsero_3508 no genoma e quais 0s
genes presentes na vizinhanga esta representada na figura 16. A jusante do
Hsero 3507 a uma distancia de 247 pares de bases esta o gene yca0 que codifica
uma proteina com dominio YcaO, um fator acessorio de metiltiotransferases,
relacionadas com modificacao de tRNA, a montante do Hsero 3508 a 52 pares de
bases esta o gene Hsero_ 3509 que codifica para uma proteina hipotética, logo em
seguida, continuamente, encontra-se o gene Hsero 3510 que codifica um regulador
transcricional. Nenhum dos genes na vizinhanga parece ter alguma relagdo com o
sistema de dois-componentes. Apesar de terem a mesma classe de funcgéo
fisiologica, uma caracteristica comum de genes em operon, a distancia entre
Hsero_3507 e Hsero_3508, 150 pb, & o triplo do limite maximo de distancia usado
para predizer operons, nao sendo assim possivel afirmar que os genes Hsero 3507
e Hsero 3508 fazem parte de um operon (SALGADO et al, 2000; JANGA e
MORENO-HAGELSIEB, 2013). Além disso, nédo foi possivel identificar sequéncias
promotoras anterior aos genes yca0O, Hsero 3507 e Hsero 3508 utilizando o
programa BPROM, que procura por promotores do fator 670, pois ndo foram obtidos
resultados com scores confiaveis, também nao foi possivel identificar promotores
através de procura visual por elementos da sequéncia consenso do fator sigma 54
(NNNNMRNRYTGGCACGNNNNTTGCWNNWNNNNN), do fator sigma 28
(TAAAGWWY _ (11/12) __RYCGAWRN), do sigma 32 (NTCNCCCTTGAA_(17)
CCCCATTTA) e do sigma 38 (TTGACA _(17)__TATAAT). Uma procura por
sequéncias terminadoras rho-independentes foi feita através do programa ARNold
(NAVILLE et al., 2011) mas n&o foi possivel identificar tais sequéncias ao final dos
gene yca0 e Hsero 3508, portanto ndo conseguimos determinar onde comega e

onde termina a transcricao do Hsero 3507 e Hsero 3508.
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FIGURA 16 - ESQUEMA DA ORGANIZACAO GENOMICA DOS GENES Hsero 3507, Hsero_3508 E
VIZINHANCA. trxB2 codifica para uma tioredoxina redutase; Hsero 3505 para um regulador de
transcrigdo; yca0 para uma proteina contendo dominio YcaO (fator acessorio de metiltiotransferases);
Hsero 3509 para uma proteina hipotética; Hsero 3510 para um regulador transcricional; Hsero 3511
para um regulador transcricional; Hsero 3512 para uma peptidase C45; g/nQ para uma ATPase do
transportador ABC; gInP para uma permease do transportador ABC; g/nH para uma proteina ligadora
de substrato do transportador ABC. Os numeros na vertical indicam a distancia, em pares de bases,
entre cada gene.

Com o objetivo de identificar um possivel papel para os genes estudados, foi
feita uma analise pelo STRING da sequéncia de aminoacidos codificados, para
determinar redes de possiveis interagdes das proteina alvos. Na tabela 8 e 9 consta
os resultados para Hsero 3508 e Hsero 3507, respectivamente. Para a proteina
Hsero 3508 nao se obteve interagdes com grande grau de confianga (acima de 0.7)
devido a baixa quantidade de informacdes no banco de dados da proteina alvo e das
quais ela possui similaridades, oito das dez interagdes preditas pelo programa sao
de proteinas de sistema de dois-componentes, histidina quinases, reguladoras de
resposta ou transcricdo, uma interacdo € com uma enzima da superfamila das
cupinas, essa superfamilia é caracterizada por possuir estrutura em barril beta e
apresentar uma grande diversidade de fungdo, sendo constituida de mais de 18
subclasses funcionais (DUNWELL et al., 2004). A ultima interagdo predita para a
proteina Hsero 3508 foi com um regulador de transcricdo da familia AraC,
relacionando-se entdo ao metabolismo de carbono ou a resposta a estresse. A
proteina Hsero_3507 apresentou 8 interagdes com alta confianga (score acima de
0.7), sendo duas delas com proteinas reguladoras de resposta envolvidas com a
quimiotaxia e uma com um regulador de transcricdo da familia MarR, as proteinas
dessa familia apresentam dominios hélice-volta-hélice alados e regulam a
resisténcia multipla a antibidticos (GROVE, 2013).



TABELA 8 — PARCEIROS FUNCIONAIS PREDITOS PARA A PROTEINA Hsero_3508.

Gene Proteina codificada Score
Hsero 1134 Enzima da superfamilia das proteinas cupinas 0.645
Hsero 3728 Histidina quinase do sistema de dois-componentes 0.621
Hsero 3507 Reguladora de resposta do sistema de dois-componentes 0.590
Hsero_1366 Regulador de transcri¢cdo da familia AraC 0.552
Hsero 4731 Reguladora de resposta do sistema de dois-componentes 0.549
Hsero_3130 Histidina quinase sensora 0.493
Hsero_4396 Histidina quinase sensora 0.486
Hsero 3750 Reguladora de resposta do sistema de dois-componentes 0.479
Hsero 3735 Histidina quinase hibrida do sistema de dois-componentes 0.475
Hsero 4381 Reguladora de transcri¢ao do sistema de dois-componentes 0.455
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Score é um indicador de confianga, sendo a probabilidade que a ligagédo predita entre as proteinas
exista em um mesmo mapa metabdlico do banco de dados KEGG. Scores acima de 0,9 indicam a
mais alta confianga, acima de 0.7 alta confianga e acima de 0.4 média confianga. Score é calculado
integrando as probabilidades de interagdo entre as proteinas obtidas através de diferentes tipos de
evidéncias, como coocorréncia, co-expressao, experimental, etc.

TABELA 9 — PARCEIROS FUNCIONAIS PREDITOS PARA A PROTEINA Hsero_3507

Gene Proteina codificada Score
Hsero_2571 Histidina quinase transdutora de sinal multi sensora 0.856
Hsero 3729 Proteina hipotética 0.784
Hsero 3728 Histidina quinase do sistema de dois-componentes 0.763
Hsero 1234 Histidina quinase hibrida Hpt sensora 0.748
Hsero 1697 Proteina com dominio regulador de resposta para quimiotaxia  0.748
Hsero 1703 Proteina CheY de quimiotaxia 0.739
Hsero 2493 Histidina quinase do sistema de dois-componentes 0.728
Hsero_4017 Regulador de transcri¢cdo da familia MarR 0.701
Hsero 1365 Histidina quinase hibrida do sistema de dois-componentes 0.699
vsrB Regulador de transcricdo composto do sistema dois- 0.689
componentes

A sequéncia de aminoacidos das proteinas Hsero 3508 e Hsero 3507 foi
analisada pelo site pFAM para determinar os dominios presentes nessas proteinas e
estabelecer relagbes com os dados obtidos pelo STRING. A figura 17 mostra os
dominios presentes na histidina quinase Hsero 3508. Os dominios HisKA e
HATPase_c foram encontrados, e sdo bastante conservados em todas as histidinas
quinases, responsaveis pela atividade de autofosforilacdo dessa proteina. A His166,
presente no dominio HisKA parece ser o sitio de fosforilagdo nessa proteina. O

dominio N-terminal das histidinas quinases é altamente variavel e é o responsavel
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pela diversidade de estimulos que essa familia de proteinas consegue sensoriar
(GAO e STOCK, 2009). A Hsero_3508 apresenta como dominio sensor 0 RsbRD_N,
que é um dominio presente na proteina RsbRD uma co-antagonista da proteina
RsbT, essas proteinas estdo envolvidas com o sensoriamento das condigdes
ambientais para a ativagado do fator sigma B que regula a resposta geral a estresse
em bactérias gram-positivas (PRICE, 2000). Herbaspirillum seropedicae € uma
bactéria gram-negativa, ndo apresentando o fator sigma B, fazendo com que
Hsero_ 3508 nao possa fazer parte do mecanismo de controle do sigma B, mas por
apresentar esse dominio sensor pode estar relacionado com estimulos de estresse

ambiental, condizendo com a possivel interagdo com um regulador de transcricéo da

familia AraC.
RsbRD_N HisKA HATPase_c
N-Terminal _l C-Terminal
Familia Envelope | Alinhamento HMM Bit score | Valor E da pesquisa
RsbRD_N 9.117 9.114 1..101 (104 27.8 2.9e-06
HisKA 1586..222 1586.218 1..60 (64) 386 7.5e-10
HATPase_c 266..381 267..379 2.108 (111) 76.6 1.9e-21

FIGURA 17 - DOMINIOS DA PROTEINA Hsero_3508 OBTIDOS POR ANALISE NO PFAM.

A Hsero 3507 €& uma proteina pequena com apenas 125 aminoacidos,
apresenta apenas um dominio, o Response_reg, também conhecido por dominio
REC (FIGURA 18). O sitio de fosforilagdo nela parece ser a Asp60, ha também a
presenga de uma interface de dimerizagdo, formada pelos aminoacidos Lys100,
Pro101 e Cys102, sendo provavel que se apresente na forma homodimérica.
Reguladoras de respostas com dominio REC solitario sdo a segunda classe mais
abundante de RR, podendo estar envolvidas em vias de fosforetransmissao na qual
funcionam como um “trampolim” do grupo fosforil, passando sinal de uma proteina a
outra, como é o caso da SpoOF na esporulacado do Bacillus subtilis, mas, na maioria
dos casos, as RR com REC solitario sdo proteinas semelhantes a CheY que
regulam a motilidade celular (VARUGHESE, 2005; GAO e STOCK, 2009; HOCH,
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2017). A reguladora de resposta CheY de E. coli ¢ a RR de REC solitario melhor
caracterizada, ela faz parte da maquinaria de quimiotaxia da célula, na qual a
presenca de quimioefetores sdo detectados por proteinas quimioreceptoras que
junto com a proteina acopladora CheW e a histidina quinase CheA formam um
cluster de transducao de sinal no pdlo da célula. A CheA medeia a fosforilagao da
CheY que ira agir na proteina FliM, componente do motor flagelar, alterando a
rotacao flagelar de anti-horario para horario, mudando a dire¢cado de deslocamento da
célula (SOURJIK e BERG, 2002; PARK et al., 2006). Diversas bactérias
desenvolveram mecanismos mais sofisticados e complexos para quimiotaxia,
envolvendo uma maior quantidade de proteinas semelhantes a CheY que
desempenham funcgbes diferentes no controle da atividade motora (JENAL e
GALPERIN, 2009). A analise no STRING n&o apresentou nenhuma possivel
interacdo com proteinas de vias de fosforetransmissdo, mas apresentou duas
possiveis interagdes com proteinas de quimiotaxia, sendo possivel acreditar que a

Hsero_ 3507 esteja envolvida na motilidade celular por quimiosensoriamento.
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FIGURA 18 - DOMINIO DA PROTEINA Hsero_3507 OBTIDO POR ANALISE NO PFAM.

4.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS ESTIRPES MUTANTES 3507Tn E
3508Tn

4.3.1 Perfil crescimento das estirpes mutantes 3507Tnh e 3508Tn

A fim de caracterizar fenotipicamente as estirpes mutantes obtidas, o perfil de
crescimento das estirpes 3507Tn e 3508Tn foi determinado em diferentes condi¢des
e comparado com a estirpe selvagem SMR1, conforme descrito no item 3.8. O
crescimento bacteriano foi determinado em condi¢des de alto nitrogénio (20 mmol de

NH4Cl) e de condi¢des limitantes de nitrogénio (4 mmol NH4Cl), como também em
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diferentes condigbes de aeragdo, aerobiose e microaerobiose. Na figura 19 séo
mostrados os perfis de crescimento em aerobiose das estirpes mutantes 3507Tn e
3508Tn e selvagem SMR1 em 4 mmol de NH4Cl e em 20 mmol NH4CI. Na figura 20
estdo mostrados os perfis de crescimento em microaerobiose das estirpes em alto e
baixo nitrogénio. A partir dos dados dos perfis de crescimento foram determinados
os parametros cinéticos de crescimento, segundo item 3.8, levando em conta os
pontos das primeiras 8 horas na curva em aerobiose e 12 horas na curva em
microaerobiose, na qual o crescimento foi exponencial com o tempo de geragao para
as estirpes nas diferentes condigdes testadas estando demonstrado na figura 21. Na
condicdo de aerobiose, nas mesmas concentragdes de nitrogénio, ndo teve
alteracao no crescimento das estirpes, a analise estatistica dos tempos de geragao
através de teste T pelo método de Holm (HOLM, 1979) apontou ndo haver nenhuma
diferencga significativa entre as estirpes mutantes quando comparadas a selvagem.
Os tempos de geracédo das estirpes ficaram em aproximadamente 2h, sendo o
menor o da estirpe SMR1 a 20 mmol (1,91h) e a maior o da estirpe 3508Tnh a 4mmol
(2,50h), em condigao de aerobiose a presenga de genes mutantes para Hsero_ 3507
e Hsero_3508 nao parecem prejudicar ou melhorar o crescimento da bactéria. No
crescimento em microaerobiose ha uma diferenca na estirpe mutante 3508Tn para a
selvagem SMR1, o mutante tem uma maior dificuldade para crescer nessa condicao,
mesmo na concentragdo de 20 mmol de NH4CI. Analise por teste T mostrou haver
diferenga significativa no tempo de geracdo do mutante 3508Tn para o selvagem
SMR1, em alto nitrogénio e em baixo, sendo o valor p de +N de 0,0065 e para —N de
0,0081. O tempo de geracéao para a estirpe selvagem SMR1 ficou em 5,4 h para 20
mmol de NH4Cl e 5,3 h para 4 mmol enquanto que para 3508Tn é de 7,8 h para 20

mmol e 7,4 para 4mmol.
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FIGURA 19 - PERFIL DE CRESCIMENTO EM AEROBIOSE DAS ESTIRPES MUTANTES 3507Tn E
3508Tn EM COMPARACAO COM A ESTIRPE SELVAGEM SMR1 VARIANDO A CONCENTRACAO
DE NITROGENIO. -N corresponde a condicdo de baixo nitrogénio (4 mmol de NH,CI), +N
corresponde a condigdo de alto nitrogénio no meio (20 mmol NH,CI). O crescimento bacteriano foi
acompanhado por leitura da densidade ética em um comprimento de onda de 620 nm, com a D.Ogyq
inicial das culturas sendo de aproximadamente 0,05. O grafico mostra o perfil de crescimento
representativo de dois experimentos independentes feitos em duplicata.
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FIGURA 20 - PERFIL DE CRESCIMENTO EM MICROAEROBIOSE DAS ESTIRPES MUTANTES
3507Tn E 3508Tn EM COMPARACAO COM A ESTIRPE SELVAGEM SMR1 VARIANDO A
CONCENTRAGCAO DE NITROGENIO. —N corresponde a condigdo de baixo nitrogénio (4 mmol de
NH4CI), +N corresponde a condigdo de alto nitrogénio no meio (20 mmol NH,4CI). O crescimento
bacteriano foi acompanhado por leitura da densidade 6tica em um comprimento de onda de 620nm,
com a D.Ogy incial das culturas sendo de aproximadamente 0,05. O grafico mostra o perfil de
crescimento representativo de dois experimentos independentes feitos em duplicata.
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FIGURA 21 - REPRESENTACAO GRAFICA DO TEMPO DE GERACAO DAS ESTIRPES
MUTANTES E SELVAGEM, DETERMINADO DURANTE A FASE DE CRESCIMENTO
EXPONENCIAL ENTRE 1 A 12 H. —N corresponde a condigdo de baixo nitrogénio (4 mmol de
NH4CI), +N corresponde a condigédo de alto nitrogénio no meio (20 mmol NH4CI). A partir dos dados
tomados na realizagédo da curva de crescimento o tempo de geragéo foi calculado, conforme consta
no item 3.8. Paradmetro calculado a partir de dois ensaios realizados em duplicata, os desvios padréao
estao indicados.

No crescimento em aerobiose as estirpes bacterianas atingiram a fase
estacionaria por volta das 8, 9 horas de crescimento, na microaerobiose, como
esperado, o crescimento foi muito mais lento, estando as estirpes ainda na fase log
apo6s 12 horas de crescimento. Em uma condigdo com bastante energia
disponibilizada como a em aerobiose, a estirpe mutante 3508Tn apresentou um
crescimento semelhante a estirpe selvagem, porém quando se diminuiu a energia
acessivel a bactéria, na condigdo de microaerobiose, o crescimento da estirpe
mutante 3508Tn foi afetada, tanto com alto nitrogénio quanto em condig¢ao limitante
de nitrogénio. Sendo assim, é possivel hipotetizar que a mutagdo no gene

Hsero 3508 pode afetar o crescimento da bactéria na condigao de microaerobiose.
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4.3.2 Ensaio de motilidade das estirpes mutantes 3507Tn e 3508Tn

Para avaliar se o gene Hsero 3507 faz parte das reguladoras de respostas
similares a CheY que participam do movimento celular foram feitos ensaios de
motilidade na qual as estirpes selvagem SMR1 e mutante 3507Tn foram inoculadas
no fundo de frascos de 10 mL contendo meio NFbHP-Malato semi-sdlido, conforme
descrito no item 3.10, para determinar a capacidade de formar pelicula na superficie.
Foram testadas trés condigdes, alto nivel de nitrogénio (20 mmol NH4Cl), baixo nivel
de nitrogénio (4 mmol NH4Cl) e um nivel menor ainda de nitrogénio (1 mmol NH4CI)
para determinar se haveria alguma mudanga na estirpe mutante 3507Tn. O
comportamento esperado para uma estirpe de H.seropedicae com motilidade normal
€, apos ser inoculada no fundo do frasco, crescer, se espalhar e migrar até a
superficie, devido ao aerotropismo caracteristico dessa espécie, através do
movimento dos flagelos, sendo a procura por nutrientes a razdo desse
comportamento. A figura 22 mostra o que foi observado, a estirpe selvagem SMR1
apresentou o comportamento esperado, formando pelicula na superficie em menos
de 24 horas, a estirpe mutante 3507Tn nao formou pelicula, mesmo apds 48 horas
de incubagao, demonstrando que ela possui a motilidade afetada. Em 24 horas de
incubacéao as células do 3507Tn cresceram apenas ao redor do ponto de inoculacgao,
apo6s 48 horas a porcao onde se encontram as bactérias aumentou na condigcao de 4
e 20 mmol de cloreto de aménio, isso esta relacionado com o crescimento
bacteriano e ndo necessariamente com a motilidade e movimento flagelar.

Em E.coli apdés haver um estimulo quimiotatico captado por proteinas
quimioreceptoras, a histidina quinase CheA fosforila a reguladora de resposta CheY,
a CheY~P apresenta uma grande afinidade pela proteina do motor flagelar FliM e se
liga a por¢cdo N-terminal dessa proteina, ocasionando uma mudanga na
conformagao protéica do complexo do motor flagelar fazendo com que o movimento
flagelar mude de anti-horario para horario, mudando a diregdo de movimento da
célula (BREN E EISENBACH, 1998; SOURJIK e BERG, 2002; PARK et al., 2006).
Diversas outras bactérias desenvolveram sistemas mais sofisticados de controle do
movimento flagelar, com multiplos sistemas de quimiosensoriamento apresentando
varias proteinas similares a CheY com fungdes novas (JENAL E GALPERIN, 2009).
Um exemplo € a bactéria Rhodobacter sphaeroides cujo motor flagelar € controlado

por um mecanismo de inicio-parada que apresenta dois clusters quimiosensores, um
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no polo da célula, outro citoplasmatico. Cada cluster apresenta diferentes homaologos
de CheA que fosforilam diferentes moléculas de CheY, no cluster citoplasmatico
CheA3 e CheA4 ativam CheY®6, no cluster polar, CheA2 fosforila CheY3 e CheY4, as
trés CheY sdo capazes de se ligar a FliM porém nenhuma consegue mediar o
movimento flagelar sozinha. CheY6 age parando o motor flagelar, baseado nesse
sistema, acredita-se que algumas CheY competem por sitios de ligagado na FIiM com
CheY que conseguem parar a rotagao dos flagelos (PORTER et al. 2006; PORTER
et al., 2008). No genoma de H. seropedicae SMR1 ha 22 reguladoras de respostas
similares a CheY (PEDROSA et al., 2011). Nem todas essas CheYs devem estar
relacionadas a quimiotaxia e motilidade, mas € provavel que H. seropedicae
apresente um sistema de controle do motor flagelar tdo complexo quanto o de
Rhodobacter sphaeroides, com o gene Hsero 3507 apresentando um papel

importante nele.

24 horas de incubagéo

1mmol NH:CI 4mmol NH.CI 20mmol NH4CI
SMR1 ~ 3507Tn SMR1 3507Tn SMR1 3507Tn

48 horas de incubagéo
1mmol NH:CI 4mmol NH.CI 20mmol NH.CI
SMR1 3507Tn SMR1 3507Tn SMR1 3507Tn

FIGURA 22 — MOTILIDADE DAS ESTIRPES SELVAGEM SMR1 E MUTANTE 3507Tn EM FRASCO
DE 10mL CONTENDO MEIO NFbHP-MALATO COM 0,25% AGAR EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE AMONIO. 100 uL das estirpes de H.seropedicae em D.Ogyonm 0,6 foram
inoculados no fundo do frasco. A cultura foi incubada a 30°C e a formagao de pelicula na superficie
do meio foi monitorada por 48 horas. Setas vermelhas indicam a pelicula formada pela estirpe
selvagem SMR1, setas verdes indicam onde a estirpe mutante 3507Tn ficou na superficie do meio.
Foto representativa de trés experimentos realizados em duplicata, ndo houve variacdo de
comportamento entre amostras da mesma estirpe.

A dificuldade na motilidade do mutante 3507Tn em condi¢ao +N indica que o

Hsero_3507 é necessario nessa condigao.
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A estirpe mutante 3508Tn formou pelicula do mesmo modo que a estirpe
selvagem SMR1, para avaliar melhor a motilidade das estirpes mutantes realizou-se
um ensaio de motilidade em placa, descrito no item 3.10, para ter uma melhor
caracterizacao e analisar se a estirpe mutante 3507Tn continuaria a ser imovel e se
a estirpe mutante 3508Tn apresentaria 0 mesmo fenoétipo observado no perfil de
crescimento no qual possui o mesmo comportamento para —N e +N . Foram
testadas trés condi¢des, alto nivel de nitrogénio (20 mmol NH4CI), baixo nivel de
nitrogénio (4 mmol NH4Cl) e um nivel menor ainda de nitrogénio (1 mmol NH4ClI)
para analisar quais diferencas as bactérias apresentariam. Em uma placa de semi-
solido as bactérias inoculadas no meio dela tendem a crescer, consumir 0s
nutrientes ali presentes e entdo se movimentar para fora do ponto de inoculagao a
procura de mais nutrientes, formando um halo de motilidade bem evidente, esse
movimento é devido a capacidade da bactéria de sensoriar o nutriente no meio, a
quimiotaxia (CROZE et al., 2011). O movimento flagelar € um processo de grande
custo energético, sendo so6 utilizado quando a bactéria necessita, assim, o
comportamento normal, esperado da estirpe selvagem SMR1, é em placa com 20
mmol NH4Cl o halo de motilidade ser menor, por haver mais nutriente disponivel
onde a bactéria se encontra, ndo precisando gastar energia movimentando se a
procura de mais nutriente. Em placa com 1 mmol de NH4Cl o halo de motilidade é
maior devido a necessidade da bactéria de nadar a procura de mais nutrientes, que
estdo em menor quantidade. Apds 24 h de inoculacao das placas a 30°C elas foram
retiradas da estufa e os halos de crescimento foram medidos. A figura 23 exemplifica
os resultados que foram obtidos, a figura 24 mostra a representacgéo grafica de todos
os dados, com as barras representando a tamanho médio dos halos de crescimento

para cada estirpe em determinada condigao, com o desvio padrao sendo indicado.
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SMR1
1 mmol NH4Cl 4 mmol NH4Cl 20 mmol NH4Cl

3507Tn
1 mmol NH4Cl 4 mmol NH4Cl

20 mmol NH4ClI

3508Tn

1 mmol NH4Cl 4 mmol NH4Cl 20 mmol NH4Cl

A

FIGURA 23 — HALO DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES SELVAGEM SMR1 E MUTANTES 3507Tn
E 3508 TN EM PLACAS CONTENDO MEIO NFb-MALATO COM 0,16% DE AGAR EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE AMONIO. Cerca de 10® células foram inoculadas no meio da placa que foi
incubada por 24 h a 30°C e entdo medidos os halos de crescimentos para as estirpes. Foto
representativa de trés experimentos independentes realizados em duplicata.
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FIGURA 24 — REPRESENTACAO GRAFICA DO TAMANHO DOS HALOS DE CRESCIMENTO
PARA AS ESTIRPES SELVAGEM SMR1 E MUTANTES 3507Tn E 3508Tn APOS 24 H DE
INCUBACAO EM MEIO NFb MALATO COM 0,16% DE AGAR. Letras diferentes indicam diferencas
significativas com p<0,05 (teste T ndo pareado com corregdo de Welsh) na comparagdo entre
diferentes condi¢des de uma mesma estirpe. Dados obtidos de trés experimentos independentes
realizados em duplicata, os desvios padrao estado indicados.

A estirpe mutante 3507Tn apresentou o0 mesmo fenétipo obtido pelo ensaio de
motilidade em frascos, mostrando que apresenta mesmo uma motilidade diminuida.
A estirpe mutante 3508Tn apresentou um fendtipo diferente do que a estirpe
selvagem SMR1, ndo tendo diferenca significativa no tamanho do halo de
crescimento de 1, 4 e 20 mmol de NH4CIl. Entre halos da mesma estirpe em
diferentes concentragdes foi realizado um teste T ndo pareado com corre¢cao de
Welsh, que leva em conta desvio padrao diferente entre amostras, para determinar
se ha diferenga estatistica significativa entre as concentracées de aménio. Para a
estirpe selvagem SMR1 houve diferenga significativa entre a concentragdo de 1 e 20
mmol de NH4CI (valor p: 0,016) e entre 1 e 4 mmol de NH4CI (valor p: 0,022), ndo
houve diferenca significativa entre 4 e 20 mmol de NH4CI (valor p: 0,765),
comprovando que em 1 mmol de NH4Cl a estirpe selvagem tende a ter uma
motilidade maior e que em 4 e 20 mmol NH4Cl a motilidade € menor, por ter
nutriente o suficiente no meio e ela ndo precisar gastar energia a procura, o
sensoriamento dos ions améOnios nessa estirpe esta funcionando corretamente,

como esperado. Para a estirpe mutante 3508Tn ndo houve diferenga significativa
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entre as concentragdes de amoénio, valor p para comparacado entre 1e 4, 1e 20 e 4
e 20 mmol de NH4CI sendo, respectivamente, de 0,496; 0,518 e 0,9865.

Para uma melhor analise também se comparou a estirpe selvagem SMR1
com a mutante 3508Tn em uma mesma condi¢do (1, 4 ou 20 mmol de NH4CI),
através do mesmo teste T n&do pareado com corregao de Welsh. Na condi¢ao de 1
mmol de NH4Cl ndo foi observada diferenga significativa entre a estirpe selvagem
SMR1 e a mutante 3508Tn, com o valor p ficando em 0,3313, mas para a condi¢ao
de 4 e 20 mmol de NH4CI houve diferengas significativas, com o valor p sendo,
respectivamente, de 0,014 e 0,0115. Isso indica que a estirpe mutante 3508Tn
apresenta uma alta motilidade, mesmo em um meio com grande concentragdo de
amoénio, o que leva a crer que a falta da histidina quinase Hsero 3508 leva a uma
deficiéncia no sensoriamento dos ions aménio. O que nos permite levantar a
hipétese de que devido a essa deficiéncia, a bactéria se encontra com um
movimento aumentado, gastando mais energia mesmo quando nao precisaria, no
caso de alto nitrogénio no meio. Isso poderia servir como explicagdo para o
resultado obtido no perfil de crescimento, por ndo conseguir sensoriar direito o
amodnio do meio, a estirpe mutante 3508Tn gastaria mais energia do que o normal se
movimentando, o que resultaria em menos energia disponivel para o crescimento.

O mutante 3507Tn e 3508Tn apresentaram fendétipos contrastantes quanto a
motilidade mas isso ndo permite dizer que ndo formem um par do sistema de dois-
componentes e que nao interajam, podendo existir outra histidina quinase ou
reguladora de resposta que também faga parte desse sistema. Ja foi reportada a
existéncia de relacionamento de varias HK com uma RR, ou uma HK com varias RR
ou varias HK com varias RR. Como exemplo temos as CheA e CheY de
Rhodobacter sphaeroides ja mencionadas, como também o sistema de dois-
componentes relacionado ao nitrato/nitrito na qual duas HK NarQ e NarX regulam a
fosforilagdo tanto da RR NarL e a NarP (GAO E STOCK, 2009).

4.3.3 Ensaio de nitrogenase da estirpe mutante 3508Tn

Ensaios de nitrogenase foram realizados, conforme item 3.9, para analisar se
0 gene Hsero 3508 afeta de alguma forma a fixagdo bioldégica de nitrogénio. A
atividade da estirpe 3508Tn foi determinada e comparada com a da estirpe

selvagem SMR1, ela é indicada em nmol de etileno/min.mg de proteina. Realizou-se
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dois ensaios, no primeiro foi medida a atividade em dois tempos, 21 e 24 horas apos
a incubacao (FIGURA 25), no segundo comparou a atividade de nitrogenase em
uma condigao de ativagao (0,5 mmol de glutamato) e uma de repressao (20 mmol de
NH4Cl) (FIGURA 26). Os resultados obtidos mostram que a auséncia do gene
Hsero_3508 nao acarreta em diminuicdo na fixagdo do nitrogénio pela bactéria
quando comparada com a estirpe selvagem SMR1 como também ndo afeta a

repressdo do complexo da nitrogenase em uma condigao de alto nitrogénio.
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FIGURA 25 - ATIVIDADE DE NITROGENASE DA ESTIRPE SELVAGEM SMR1 E DA MUTANTE
3508TN EM 21 E 24H DE INCUBACAO. Ensaio realizados em meio semi-solido NFbHP-Malato
suplementado com 0,5 mmol de glutamato, a atividade foi determinada apdés 21 ou 24 h de
incubagdo, estando a pelicula ja formada. As barras indicam o desvio padrdo de 2 experimentos
independentes realizados em ftriplicata.
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FIGURA 26 - ATIVIDADE DE NITROGENASE DA ESTIRPE SELVAGEM SMR1 E DA MUTANTE
3508TN EM ALTO E BAIXO NITROGENIO. Ensaio realizados em meio semi-sélido NFbHP-Malato
suplementado com 0,5 mmol de glutamato (-N) ou 20 mmol de NH,Cl (+N), a atividade foi
determinada apds 24 h de incubagao, estando a pelicula ja formada. As barras indicam o desvio
padrao de 2 experimentos independentes realizados em triplicata.

O gene Hsero_3508 parece nao estar envolvido na fixacdo de nitrogénio,
através dos ensaios de motilidade pode-se concluir que ele esta envolvido no
sensoriamento de ions aménio porém nao relacionado ao sistema Ntr que ira
controlar a ativagéo e repressédo da atividade da nitrogenase na presenca desses

ions.

Nao foi possivel determinar a atividade da nitrogenase em meio semi-sélido
para a estirpe 3507Tn, por essa ter a mobilidade afetada, sendo incapaz de formar

pelicula, o que é indispensavel para ter a fixagao de nitrogénio em meio semi-saolido.

4.4 CONSTRUGAO DOS PLASMIDEOS pET3507P E pET3508P

Os genes Hsero_3507 e Hsero_3508 foram amplificados utilizando os primers
Hsero 3507P-Ndel/Hsero_3507P-BamHlI e Hsero 3508P-Ndel/Hsero 3508P-
Hindlll, respectivamente. Como DNA molde utilizou DNA gendémico da estirpe SMR1
de H. seropedicae. Para o gene Hsero 3507 a PCR foi feita utilizando a GoTag®
Flexi DNA polimerase (PROMEGA), o amplificado foi ligado diretamente no vetor
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pGEMT®-T Easy vector, transformado em E. coli TOP10 e plagueado em meio LA
com ampicilina e Xgal. Os clones brancos foram inoculados em LB para purificagdo
plasmidial. Os plasmideos resultantes foram digeridos com EcoRI para liberar o
inserto do vetor e confirmar os clones com o gene Hsero 3507, o plasmideo
resultante foi denominado pGEMT3507NdeBam, ele difere do pGEMT3507 por ter a
sequéncia completa do Hsero 3507, flanqueada por sitios de restricdo para Ndel e
BamHI. Foi feito o sequenciamento do pGEMT3507NdeBam e alinhamento da
sequéncia com o gene selvagem Hsero_3507 através do programa MEGA 7.0 para
confirmar a auséncia de mutagdo no gene clonado que poderia ser causada por um
erro na amplificagéo. O inserto entdo foi retirado do vetor pPGEM®-T Easy vector com
as enzimas de restricdo Ndel e BamHI e ligado ao vetor pET28a linearizado com as
mesmas enzimas. O produto da ligagdo foi transformado em E. coli TOP10 e
plagueado em LA contendo canamicina. Os subclones resultantes foram inoculados
em LB para extracdo dos plasmideos. Os plasmideos obtidos foram digeridos com
Xbal e Hindlll para selecdo dos clones contendo o inserto, o padrao de bandas
obtido foi: cerca de 5100 pb do pet28a e cerca de 500 pb do Hsero 3507 (clones 3,
8 e 11) (FIGURA 27). O clone obtido com o padrdo esperado foi denominado
pET3507P.
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FIGURA 27 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM XBAI/HINDIII DOS
SUBCLONES PROVENIENTES DE LIGACAO DO INSERTO Hsero_3507 COM O VETOR pET28A.
Eletroforese realizada em gel de agarose 1% em TAE 1X. MW: padrdo de massa molecular (pb). Os
subclones das linhas 3, 8 e 11 (setas pretas) apresentaram as bandas esperadas, foi selecionado o
subclone 3 e denominado pET3507P.
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Para amplificagdo do gene Hsero 3508 foi utilizada a Pfu X7 DNA polimerase
(NIRHOLM, 2010), essa enzima tem uma taxa de erro muito menor do que a
GoTag® Flexi DNA polimerase, diminuindo as chances de que a amplificacdo do
gene longo do Hsero 3508 (1206 pb) tenha alguma mutagao. O produto da PCR foi
digerido com as enzimas de restricdo Ndel e Hindlll, ligado ao vetor pET28a
linearizado com as mesmas enzimas, transformado em E. coli TOP10 e plaqueado
em meio LA contendo canamicina. Os clones resultantes foram inoculados em LB
para purificagéo plasmidial. Os plasmideos foram digeridos com as enzimas Xbal e
Hindlll a fim de selecionar os clones com o gene Hsero_3508, que apresentariam
duas bandas, uma de cerca de 5100 pb do pET28a e outra de cerca de 1300 pb do
gene de interesse (FIGURA 28). O clone com o padrdo esperado foi selecionado e
apés a confirmacdo de que ndo apresentava mutagcbes na sequéncia, por

sequenciamento e alinhamento no MEGA, foi denominado pET3508P.
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FIGURA 28 - PERFIL ELETROFORETICO DA ANALISE DE RESTRICAO COM XBAI/HINDIII DOS
CLONES PROVENIENTES DE LIGACAO DO AMPLIFICADO Hsero_3508 COM O VETOR pET28A.
Eletroforese realizada em gel de agarose 1% em TAE 1X. MW: padrdo de massa molecular (pb). O
clone da linha 4 (seta preta) apresentou as bandas esperadas, foi selecionado e denominado
pET3508P.
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4.5 PURIFICACAO DAS PROTEINAS Hsero_3507 e Hsero_3508

Antes de realizar a purificagcdo das duas proteinas de interesse foi feito um
ensaio de expressao para determinar se as proteinas estavam sendo expressas e se
eram soluveis para a purificagdao. Para isso, os plasmideos pET3507P e pET3508P
foram transformados em E. coli BL21 (ADE3) e plaqueados em LA contendo
canamicina. Um clone foi coletado, inoculado em LB e crescido overnight em shaker
a 37°C, 120 rpm, no dia seguinte foi feito um inéculo a partir desse inicial. O indculo
final foi crescido até chegar na D.Ogponm de 0,6, e entdo se adicionou IPTG em uma
concentracao final de 0,5 mM, para induzir as células por 3 horas a 37°C em rotacao
de 120 rpm. 1 mililitro de cada cultura foi coletado, centrifugado e os pellets
ressuspensos em tampao de sonicagao (HEPES 100 mM pH 8,0, 100 mM de KCI) e
sonicados. Apds sonicagao houve mais uma etapa de centrifugagéo para separar a
fracao soluvel da insoluvel. Amostras do extrato bruto, da fracdo soluvel e da fracéo
soluvel foram coletadas para cada cultura e 5 yL de cada foram analisados por SDS-
PAGE (FIGURA 29). Com a cauda de histidina a proteina Hsero_3507 apresenta
14,4 kDa e a Hsero_3508 apresenta 45 kDa, como se pode ver na figura 29, ambas
as proteinas foram expressas e encontram-se tanto na fracdo soluvel quanto na
insoluvel, apesar de que boa parte da Hsero 3507 encontra-se insoluvel. A

purificacdo das duas proteinas pode ser feita.
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FIGURA 29 - ELETROFORESE DE EXTRATO BRUTO, FRACAO SOLUVEL E INSOLUVEL DE E.
coli BL21 (ADE3) EXPRESSANDO PLASMIDEOS pET28A OU pET3507P OU pET3508P EM GEL DE
POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 15% DESNATURANTE. MW: marcador de massa molecular (kDa). A
coloragao das proteinas foi feita com Coomassie blue.

4.5.1 Purificagdo da Hsero_3507

A purificagcdo da Hsero 3507 foi feita conforme item 3.13.1. Foi utilizada
coluna Hitrap Chelating de 1 mL carregada com ions Ni*? para interagir com a cauda
de histidina presente na proteina. A figura 30 mostra o gel de poliacrilamida 15%

SDS-PAGE das amostras obtidas pela purificacao.
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FIGURA 30 - ELETROFORESE DAS AMOSTRAS OBTIDAS DA PURIFICACAO DA PROTEINA
Hsero_3507 EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 15%. MW: marcador de massa molecular
(kDa). De 1 a 14 séo as amostras coletadas na purificagdo, correspondente ao gradiente descontinuo
de imidazol que foi utilizado. A Hsero_3507 comecou a ser eluida em 100 mM de imidazol, saindo em
grande parte na concentragdo de 300 mM. A coloragao das proteinas foi feita com Coomassie blue.

As amostras 9, 10 e 11 foram unidas e dialisadas com tampao de dialise
(HEPES 100 mM pH 8,0, 100 mM KCI e glicerol 10%). Apos dialise, a amostra foi
centrifugada para retirar as proteinas que precipitaram, dividida em aliquotas de 500
ML e armazenadas em -20°C. A concentracao final foi quantificada por método de

Bradford, sendo de 0,81 ug/uL (por volta de 57 yM de monémero de Hsero_3507).

4.5.2 Purificagao da Hsero_3508

A purificagdo da Hsero 3508 foi feita conforme item 3.13.1. Foi utilizada
coluna Hitrap Chelating de 1 mL carregada com ions Ni*%. A figura 31 mostra o gel

de poliacrilamida 15% SDS-PAGE das amostras obtidas por essa purificagéo.
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FIGURA 31 - ELETROFORESE DAS AMOSTRAS OBTIDAS DA PURIFICACAO DA PROTEINA
Hsero_3508 EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 15%. MW: marcador de massa molecular
(kDa). Foi necessario dois géis para analisar todas as amostras, os dois (a € b) sdo de 15%. De 1 a
17 sdo as amostras coletadas na purificagdo, correspondente ao gradiente descontinuo de imidazol
que foi utilizado. A Hsero_3508 comegou a ser eluida em 50 mM de imidazol, com o pico de eluigao
ocorrendo a 300 mM de imidazol. A coloragéo das proteinas foi feita com Coomassie blue.

Escolheu-se as amostras 12, 13 e 14 da purificacdo devido ao tamanho das
bandas e a menor quantidade de contaminantes, elas foram juntadas e dialisadas
em tampao contendo HEPES 100 mM pH 8,0, 100 mM KCI e glicerol 10%. Apds
dialise, a amostra foi centrifugada para retirar as proteinas precipitadas, dividida em
aliquotas de 500 yL e armazenada a -20°C. A concentragéo final foi de 2,96 pg/uL
(por volta de 66 yM de monémero de Hsero_3508).

4.6 DETECCAO DE INTERAGAO ENTRE Hsero_3507 E Hsero_3508 ATRAVES DE
LIGACAO CRUZADA

Para tentar descobrir se a Hsero_3507 é a proteina de resposta reguladora
cognata da histidina quinase Hsero_3508 foi feito um ensaio de ligagdo cruzada
utilizando formaldeido, conforme descrito no item 3.13.4. A figura 32 mostra os

resultados na qual se foram analisados diferentes tempos de incubagao.
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FIGURA 32 - ELETROFORESE DOS PRODUTOS DE LIGAGAO CRUZADA ENTRE Hsero_ 3507 E
Hsero_3508 EM GEIS DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 15% E 10%. MW: marcador de massa
molecular (kDa). Correram-se dois géis simultaneamente em diferentes concentracdes de
poliacrilamida com amostras provenientes da mesma reagéo para se analisar melhor as bandas com
maior massa molecular, a) Gel com 15% de poliacrilamida, b) Gel com 10% de poliacrilamida.
Utilizou-se 20 uM de cada mondémero das proteinas, a reagéo foi incubada a 30°C por 1, 5 ou 15
minutos. A coloragdo das proteinas foi feita com Coomassie blue.
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Nos sistemas contendo apenas a proteina Hsero 3507 notam-se duas
bandas, uma um pouco acima de 14 kDa que corresponde ao mondmero da
proteina e outra de cerca de 30 kDa que parece ser o dimero da proteina, o que era
esperado por a Hsero 3507 apresentar uma interface de dimerizacdo em sua
sequéncia. Nos sistemas com apenas a proteina Hsero 3508 ha a presenca da
banda do monémero da proteina, 45 kDa, e também a presenca de bandas de alto
peso molecular >97 kDa, correspondente provavelmente a oligdbmeros da proteina,
nenhuma banda de 90 kDa foi observada, que seria o dimero da Hsero 3508, o
contrario do que era esperado, pelas histidina quinases serem proteinas
homodimericas (STOCK, 2001). Os sistemas contendo ambas as proteinas n&o
apresentaram nenhuma banda exclusiva, ndo permitindo comprovar a interagao
entre a Hsero 3507 e Hsero 3508. Histidinas quinases bacterianas precisam de um
cation divalente para atividade enzimatica, em bactérias Mg™ é o cation mais
comum, porém Ca*?e Mn*? podem ser a preferéncia de algumas histidinas quinases
(HESS et al., 1991). Por isso os trés cations foram testados na reagéo de ligagao
cruzada, porém em nenhum foi possivel notar interagcdo (figura ndo mostrada).
Também foi testado glutaraldeido como agente de ligagdo cruzada (figura n&o
mostrada) porém os resultados foram os mesmos do que os obtidos com o
formaldeido. E possivel que ndo houve interacdo entre as proteinas pela histidina
quinase nao estar fosforilada nas condicdes da reacdo, sendo entdo provavel que
somente a presenga de ATP n&o seja suficiente para a fosforilagdo da Hsero_3508,

necessitando também um estimulo sensorial para ocasionar a autofosforilagao.
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5. CONCLUSOES

1. Neste trabalho foram obtidas estirpes mutantes de H. seropedicae nos genes
Hsero_3507, que codifica para uma proteina de resposta regulatéria com apenas um
dominio REC, e Hsero 3508, que codifica para uma histidina quinase com um
dominio sensor relacionado a estresse ambiental.

2. A estirpe mutante 3508Tn tem uma maior motilidade do que a estirpe selvagem
SMR1, principalmente em condicdo de alto nitrogénio. E possivel que o gene
Hsero 3508 participe do sensoriamento de ions aménio, porém sem se relacionar
com o complexo da nitrogenase. A estirpe mutante 3508Tn também aparenta ter um
crescimento menor do que a estirpe selvagem SMR1 em microaerobiose, talvez isso
seja devido a um maior gasto de energia que essa bactéria pode apresentar, devido
a alta motilidade que possui.

3. A estirpe mutante 3507Tn tem a motilidade comprometida, ndo formando pelicula
e também ndo apresentando halo de motilidade levando a crer que o gene
Hsero 3507 esta relacionado com ativagao de proteina motoras da célula.

4. A proteina Hsero 3507 apresenta conformacido quaternaria na forma de dimero
enquanto que a Hsero_3508, na forma de oligbmeros, mas néo foi possivel detectar

interacao entre as proteinas Hsero 3507 e Hsero 3508 nas condicbes testadas.
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