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RESUMO

A metodologia de mutagénese aleatoria utilizando transposon com gene
reporter sem promotor tem sido amplamente utilizada para determinar padrdes de
expressao diferencial de genes em bactérias. Baseando-se nesta metodologia, foi
desenvolvido um procedimento para a identificagdo de genes de Herbaspirillum
seropedicae regulados em resposta a concentragdo de amonio, que envolveu a
construcdo de um plasmideo mutagénico. O procedimento permitiu a identificagdao de
vinte e seis genes distintos da bactéria endofitica fixadora de nitrogénio regulados de
acordo com a concentracdo de amonio. Dentre estes, nove genes codificam proteinas
envolvidas no transporte de compostos nitrogenados, como o que codifica o
transportador de amoénio de alta afinidade AmtB e os que codificam sistemas de
captacdo de fontes alternativas de nitrogé€nio; outros nove genes produzem proteinas
responsaveis por restabelecer os niveis intracelulares de amonio através de reacdes
enzimaticas, tais como a nitrogenase, amidase e arginase; € um terceiro grupo
constituiu-se de quatro genes que codificam interruptores metabolicos (quinases
sensoras e fatores de regulacdo de transcricao), dois dos quais constituindo provaveis
pares sensor/regulador de dois componentes. Além desses, outros quatro genes
1dentificados nao tém func¢ao conhecida. Este trabalho descreve o envolvimento desses
oito ultimos genes na resposta a limitacdo de amodnio. O procedimento desenvolvido
permitiu analisar fisiologicamente os produtos de traducdo dos genes regulados por
amonio; por exemplo, verificou-se que as proteinas FixB e uma do tipo HesB estdo
envolvidas na fixa¢do de nitrogénio em H. seropedicae. Um dos genes ativados em
condigdes limitantes de amonio, e que codifica uma nitrila hidratase, poderia participar
na biossintese do fito-hormonio acido indol-3-acético (AIA) (o que ocorre em algumas
outras espécies) e a produgdo dessa auxina poderia ser aumentada em baixa
concentracdo de amoénio, conforme indicado pelo aumento da expressdo da enzima
nestas condicdes. Contrariando a hipotese inicial, ndo foi detectado um papel
importante para essa enzima na producdo daquele composto; além disso, a produgao

de AIA por H. seropedicae so foi significativa em alta concentragdo de amoénio. Os



resultados forneceram um perfil preliminar da resposta metabolica de H. seropedicae

ao estresse por amonio.
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ABSTRACT

Random mutagenesis using transposons with promoterless reporter genes has
been widely used to determine differential gene expression patterns in bacteria. By
following this methodology, a procedure for identifying Herbaspirillum seropedicae
genes regulated in response to ammonium concentration was developed, and this was
achieved by constructing a mutagenic plasmid. The procedure has permitted the
identification of twenty-six distinct genes of the endophytic nitrogen-fixing bacterium
regulated in response to ammonium content. Among these, nine code for proteins
involved in the transport of nitrogen compounds, such as that which codes the high-
affinity ammonium transporter AmtB, and those which code uptake systems for
alternative nitrogen sources; other nine genes produce proteins responsible for
restoring intracellular ammonium levels through enzymatic reactions, such as
nitrogenase, amidase and arginase; and a third group was composed by four genes that
code for metabolic switches (sensor kinases and transcription regulation factors), and
two of these may constitute two-component sensor/regulator pairs. Also, other four
genes identified were of unknown function. This study describes the involvement of
these latter eight genes in response to ammonium limitation. The developed procedure
permitted to analyze physiologically the translation products of ammonium-regulated
genes; for example, the involvement of the FixB and a HesB-like H. seropedicae
proteins in nitrogen fixation was shown. A gene activated under low ammonium and
coding for a nitrile hydratase might participate in the biosynthesis of the
phytohormone indole-3-acetic acid (IAA) (which occurs in determined species) and
the auxine production might be increased under low ammonium conditions, as
suggested by the increased enzyme expression levels under those conditions. In
contrast to the initial hypothesis, no important role was detected for this enzyme in
producing that compound; also, IAA production by H. seropedicae only occurred
under high ammonium concentration. The results provided a preliminary profile of the

metabolic response of H. seropedicae to ammonium stress.



1 INTRODUCAO
1.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) consiste na conversdo de nitrogénio
atmosférico em amonia por bactérias simbiodticas, associativas e de vida livre, tendo
uma importancia enorme para o meio ambiente e a agricultura. A FBN ¢ uma parte
importante do ciclo do nitrogénio, pois reabastece com nitrogénio a biosfera e
compensa as perdas provindas do processo de desnitrificacdo (DIXON e KAHN,
2004). A utilizagdo crescente de fertilizantes quimicos, que constitui a maior
interferéncia no ciclo do nitrogénio pelo homem, tem gerado preocupacdo quanto a
emissdo de oxidos de nitrogénio, acidificacdo dos solos e eutroficacdo das aguas. O
nitrogénio que provém da FBN ¢ menos propenso a lixiviacdo e volatilizacdo, pois ¢
utilizado in situ, sendo assim um insumo importante ¢ sustentavel para a agricultura.

Embora a FBN nao seja encontrada em eucariotos, ¢ amplamente distribuida em
bactérias e arqueas, mostrando grande biodiversidade entre o0s organismos
diazotroficos, I.e., os que fixam nitrogénio e sdo capazes de crescer utilizando N,
como fonte Unica de nitrogénio. Os diazotrofos sdo encontrados em uma ampla
variedade de habitats, incluindo os de vida livre em solos e 4gua, ou em simbiose
associativa com gramineas, nos intestinos de cupim, do tipo actinorriza (entre plantas
que formam nddulos nas raizes e actinomicetos fixadores de nitrogénio), entre
cianobactérias e plantas diversas, € em nodulos de raizes de leguminosas (DIXON e
KAHN, 2004).

As nitrogenases, que catalisam a redugdo bioldgica de dinitrogénio em amonia,
sao metaloenzimas complexas com caracteristicas estruturais € mecanisticas
conservadas (REES ¢ HOWARD, 2000; LAWSON e SMITH, 2002). Estas enzimas
conttm dois componentes que sao denominados de acordo com sua composi¢cdo
metalica. O componente menor, dimérico, conhecido como proteina ferro (Fe),
funciona como um doador de elétrons dependente de ATP para o componente maior
heterotetramérico, conhecido como proteina molibdénio-ferro (MoFe), que contém o
sitio catalitico da enzima. A estequiometria global da reducdo do dinitrogénio em

condicoes Otimas ¢é:



N,+8e¢ +8H + 16 MgATP — 2 NH; + H, + 16 MgADP + 16 P; (Equacio 1).

O mecanismo da enzima requer a reducdo da proteina Fe por doadores de
elétrons como a ferredoxina e a flavodoxina, a transferéncia de elétrons da proteina Fe
para a proteina MoFe (que ¢ dependente da hidrdlise de MgATP) e, finalmente, a
transferéncia interna de elétrons do grupamento P para o cofator FeMo do sitio de
liga¢do do substrato na proteina MoFe.

A estequiometria minima de dois MgATP hidrolisados por elétron que ¢
transferido em cada passo no ciclo catalitico da nitrogenase representa uma demanda
consideravel de energia (DIXON e KAHN, 2004). Além disso, o longo periodo de
“turnover” da enzima requer que os diazotrofos sintetizem grandes quantidades de
nitrogenase (quase 20% do conteudo proteico total de uma célula) para utilizar
dinitrogénio como fonte Unica de nitrogénio. Assim, a sintese da nitrogenase ¢
estritamente regulada ao nivel de transcrigdo em resposta a disponibilidade de
nitrogénio no meio.

A sensibilidade da nitrogenase ao oxigénio também impde restrigdes
fisiologicas consideraveis a diazotrofia, pois existe uma obrigacdo de proteger a
enzima dos danos por oxigénio. Na maioria dos diazotrofos, uma rede diversa de
estratégias fisiologicas € utilizada para prover protecdo contra oxigénio, incluindo
evitar oxigénio através de crescimento anaerdbico, consumo do oxigénio pela
respiracao, barreiras contra difusdo de oxigénio, ou a compartimentalizagao da enzima
espacial ou temporalmente (DIXON e KAHN, 2004). O nédulo de simbiose de raizes
de leguminosas ¢ um exemplo de tal estratégia em que o cortex do ndédulo ¢ uma
barreira contra a difusdo de oxigénio. As dificuldades em conciliar a fixa¢do de
nitrogénio com a presenga de oxigénio também sao refletidas ao nivel da expressdo da
nitrogenase: a regulacdo da transcrigdo dos genes da fixagdo de nitrogénio (nif) nos
diazotrofos ocorre em resposta a concentragdo externa de oxigénio.

Além da regulagdo ao nivel de transcrigdo, a atividade de nitrogenase também
estd sujeita a regulagdo pods-tradugdo em alguns diazotrofos. Em Rhodospirillum
rubrum, Rhodobacter capsulatus e Azospirillum brasilense, esse processo ¢ mediado

por ADP-ribosilagdo da proteina Fe da nitrogenase pela proteina DraT (dinitrogenase



redutase ADP-ribosiltransferase), que inativa a nitrogenase em resposta a concentragao
de amonio e a intensidade de luz (DIXON e KAHN, 2004). A modificacdo covalente
da nitrogenase ¢ revertida pela proteina DraG (glico-hidrolase ativadora da
dinitrogenase redutase), que remove o grupamento ADP-ribose em condi¢des
apropriadas a fixa¢dao de nitrogénio (HALBLEIB et al., 2000, MASEPOHL et al.,
2002).

Em Proteobactérias, os genes nif sdo sujeitos a ativagdo da transcrigdo pela
proteina NifA (um membro da familia das proteinas ligadoras de seqili€ncias
estimuladoras — “enhancer-binding proteins” ou EBPs), em conjunto com o fator ™
da RNA polimerase. A proteina NifA tem uma arquitetura de dominios que ¢ similar a
outros membros da familia de proteinas que ligam seqiiéncias ativadoras, em que um
dominio central conservado AAA" ATPase ¢ flanqueado por um dominio N-terminal
regulador e um dominio C-terminal que liga DNA, que por sua vez contém um motivo
hélice-volta-hélice necessario para o reconhecimento das seqiiéncias estimuladoras
(DIXON e KAHN, 2004).

A co-dependéncia de o *-RNA polimerase e NifA para a formagio do
complexo aberto e o inicio da transcri¢do nos promotores dos genes nif assegura que a
expressao destes ultimos seja estritamente regulada. NifA € o principal regulador da
fixacdo de nitrogénio e, embora as cascatas reguladoras sejam variadas, cada circuito
regulatorio resulta na regulacdo da expressio de NifA ou na modulacdo de sua
atividade em resposta a oxigénio e/ou nitrogénio assimilado (DIXON e KAHN, 2004).

Nas Proteobactérias diazotroficas, o sistema regulador de dois componentes
NtrB/NtrC (1.4) normalmente controla a expressdo de NifA. Nos diazotrofos
simbioticos, a transcrigdo de nifA e dos genes fix é predominantemente controlada pelo
sistema de dois componentes que responde a oxigénio FixL/FixJ, junto com FixK, que
¢ membro da superfamilia Crp-Fnr, ou pelo sistema sensor redox RegS/RegR (Fig. 1).
Estratégias diferentes sdo usadas para controlar a atividade de NifA de modo a prover
um segundo nivel de hierarquia regulatoria. Em muitas Proteobactérias diazotréficas, a
atividade de NifA ¢ regulada em resposta a fonte de nitrogénio e parece ser

intrinsecamente sensivel a oxigénio (DIXON e KAHN, 2004).



FIGURA 1 - COMPARACAO ENTRE AS CASCATAS REGULATORIAS QUE
CONTROLAM A TRANSCRICAO DOS GENES nif NO DIAZOTROFO DE VIDA LIVRE
Klebsiella pneumoniae E NOS DIAZOTROFOS SIMBIOTICOS Sinorhizobium meliloti E
Bradyrhizobium japonicum

Klebsiella pneumoniae Sinorhizobium meliloti Bradyrhizobium japonicum
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Os efeitos ativadores sdo mostrados em verde, os efeitos inibidores sdo mostrados em vermelho. Em
K. pneumoniae, o primeiro nivel na cascata (I) envolve o sistema de dois componentes regulado por
nitrogénio NtrB/NtrC, que ¢ antagonizado pela interagdo da proteina PII (GInB) em resposta aos niveis
de nitrogénio assimilado. Em contraste, em S. meliloti o primeiro nivel da cascata envolve o sistema
de dois componentes sensivel a oxigénio FixL/FixJ, e em B. japonicum os sistemas sensiveis a
oxigénio FixL/FixJ e ao estado redox RegS/RegR. Em K. pneumoniae, o segundo nivel da cascata (II)
envolve a regulagdo da atividade de NifA pelo antiativador NifL sensivel ao estado redox em resposta
a oxigénio e niveis de nitrogénio assimilado através da interagdo com a proteina GInK. As proteinas
do tipo NifLL ndo estdo presentes em S. meliloti ou B. japonicum e, diferentemente de K. pneumoniae, a
atividade de NifA ¢ sensivel a oxigénio. O papel de FixK na cascata regulatéria varia entre os diversos
diazotrofos simbidticos. Em S. meliloti, a expressdo de FixK ¢é regulada negativamente por FixT, que
inibe a atividade de FixL (FOUSSARD et al., 1997; GARNERONE et al., 1999). NtrC e NifA sdo
proteinas estimuladoras da transcri¢do que interagem com a o°'-RNA polimerase. Figura adaptada de
DIXON e KAHN (2004).

Na subdivisao y das Proteobactérias e em Azoarcus spp., NifA é co-transcrito
com nifL, que codifica uma proteina anti-ativadora que regula a atividade de NifA em
resposta a oxigénio e nitrogénio assimilado (vide exemplo de Klebsiella pneumoniae,

Fig. 1). Em contraste com os sistemas de dois componentes classicos, NifLL ndo regula



a atividade de NifA por um mecanismo de transferéncia de fosfato, mas interage com
NifA para formar um complexo inibidor em condi¢cdes improprias a fixagdo de
nitrogénio (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004a). Quando ativada por estimulos
ambientais, NifL inibe a atividade de ATPase do dominio AAA" em resposta a
determinados estimulos ambientais (BARRETT et al., 2001; MARTINEZ-ARGUDO
et al., 2004a). As fungdes antagonisticas dessas cascatas funcionam no controle da
transcri¢do dos genes nif de um modo hierarquico. Nos diazotrofos de vida livre, o
primeiro nivel da cascata permite a transcricado dos genes reguladores especificos para
os genes Nif em condigdes de limitacdo de nitrogénio, enquanto o segundo nivel
consiste na detec¢do mais estrita da concentracdo de nitrogénio em adi¢do a detecg¢ao
de oxigénio/estado redox (vide exemplo de K. pneumoniae, Fig. 1; DIXON ¢ KAHN,
2004). O segundo passo da cascata possibilita assim a integracdo dos sinais
antagonisticos de oxigénio e nitrogé€nio assimilado.

Em contraste, a cascata de regulacio em simbiontes providencia controle
hierarquico em resposta a diferentes concentragdes de oxigénio ou ao ambiente redox
(vide exemplos de Bradyrhizobium japonicum e Sinorhizobium meliloti, Fig. 1). Em B.
japonicum, o sistema FixL/FixJ induz a expressdo a partir de seqliéncias promotoras
em até 5% de oxigénio na fase gasosa, enquanto que a expressao de genes dependentes
de NifA ¢ induzida efetivamente em até 0,5% de oxigénio. Propds-se que a expressao
dos genes ativados por FixL/FixJ permite a bactéria a adaptagdo do seu metabolismo
respiratorio ao ambiente microaerofilico do noédulo, enquanto que a sensibilidade ao
oxigénio de NifA ¢ compativel com as condigdes de baixo oxigénio requeridas a
atividade de nitrogenase em zonas determinadas do ndédulo (SCIOTTI et al., 2003).

Quatro proteinas que regulam a fixacdo de nitrogénio sdo sensoras de
oxigénio/estado redox: a quinase de histidina FixL, a quinase de histidina RegB
(também conhecida como PrrB, RegS ou ActS em diferentes sistemas), o anti-ativador
NifL e o ativador dependente de o°* NifA (que so ¢ sensivel a oxigénio nos diazotrofos
que nao tém NifL). As estruturas de dominios de FixL e NifL sdo andlogas, embora
como explicado anteriormente, NifL ndo seja uma quinase de histidina. Ambas as

proteinas contém dominios N-terminais PAS, normalmente encontrados em sensores



de oxigénio, estado redox, voltagem, ou de luz em procariotos e eucariotos (TAYLOR
e ZHULIN, 1999). Porém o método de deteccao difere em cada caso: o dominio PAS
de FixL contém um grupamento prostético heme, enquanto NifL contém flavina-
adenina dinucleotideo (FAD) (GILLES-GONZALEZ et al., 1991; HILL et al., 1996).
A ligacdo reversivel de oxigénio a fracdo heme de FixL regula a atividade de quinase
e, conseqlientemente, o estado de fosforilagdo de FixJ. Na auséncia de oxigénio, FixL
autofosforila e transfere o grupamento fosforila para FixJ (TUCKERMAN et al.,
2002). Quando FixJ ¢ fosforilada, induz sua dimerizagdo e ativa-a como fator de
transcri¢do (DA RE et al., 1999). Por outro lado, a liga¢do de oxigénio a fragdo heme

de FixL desativa a atividade de quinase.

1.2 COLONIZACAO ENDOFITICA POR DIAZOTROFOS

Existe uma necessidade crescente, em todas as culturas agricolas, de aumentar a
resisténcia a virus e insetos daninhos, a tolerancia a sais, seca ¢ calor, de melhorar a
qualidade de graos e outros produtos, e de, principalmente, melhorar os sistemas de
fixacdo de nitrogénio (CONWAY, 1999; COCKING, 2003). Os biofertilizantes, de
natureza microbiana e vegetal, aumentam o crescimento da cultura através de
combinagdes entre FBN, sintese de substancias promotoras do crescimento ou
hormonais, aumento da disponibilidade de nutrientes no solo e controle das doengas. A
importancia dos biofertilizantes deve-se a sua capacidade de suplementar/mobilizar
nutrientes do solo com o uso minimo de fontes nao renovaveis (COCKING, 2003). O
melhoramento da FBN ¢ particularmente importante para as principais gramineas do
mundo: arroz, trigo e milho.

Sdo conhecidos trés modos de entrada de organismos fixadores de nitrogénio
em raizes (por vezes caules): a) através de fissuras, particularmente onde raizes laterais
ou adventicias emergem; b) através de pélos radiculares; e c) entre células epidérmicas
intactas. H& trés grupos principais de organismos fixadores de nitrogénio
heterotroficos que se associam a raizes: a) rizobios, b) Frankia, e c) outras bactérias,
incluindo Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum spp. A propagagdo

subseqiiente de endodfitos pode ser através dos espagos intercelulares, ou atravessando



paredes, quando as bactérias ficam confinadas pelas paredes celulares do hospedeiro,
formando corddes de infeccio (SPRENT e DE FARIA, 1987). Os pélos radiculares,
que se desenvolvem como extensdes de células epidérmicas da raiz perto do &pice sao
colonizadas extensivamente por microrganismos do solo, incluindo bactérias fixadoras
de nitrogénio. Na rizosfera (nicho de interface entre solo e raizes), pélos radiculares
em desenvolvimento tém um papel importante na interagdo com o microrganismo. Por
exemplo, os rizobios, quando secretam os fatores Nod (oligossacarideos de
lipoquitina), estimulam a reorientacdo do crescimento da parede celular de pélos
radiculares, resultando em pélos radiculares retorcidos. Dentro destes, os fatores Nod
promovem a formacgdo de fissuras de infeccdo, e ¢ através destas estruturas tubulares
que os rizobios invadem a maioria de seus hospedeiros (PERRET et al., 2000).

A inoculagdo de diversas bactérias diazotroficas, como Azospirillum e
Azotobacter, em nao-leguminosas (especialmente gramineas) tem uma historia longa.
Medidas de quantidade de nitrogénio fixado em arroz e trigo utilizando "N tém
confirmado que a maior parte do nitrogénio fixado permanece dentro da bactéria
inoculante, no ambiente rizosférico (OKON, 1985). A elevada taxa de crescimento
observada resultou provavelmente da capacidade da bactéria em sintetizar hormdnios
vegetais. Perturbacdes no equilibrio da relagdo auxina/citoquinina podem levar a uma
aceleracdo no crescimento da raiz. Mutantes incapazes de produzir acido indol-3-
acético perderam a capacidade de estimular o crescimento vegetal em condigdes de
laboratorio (DOBBELEARE et al., 1999; BURDMAN et al., 2000; LAMBRECHT et
al., 2000). Na maioria dos casos, as bactérias inoculantes colonizam somente a
superficie das raizes e permanecem vulneraveis a competicio com outros
microrganismos da rizosfera (QUISPEL, 1991). Entretanto, o uso de inoculantes como
biofertilizantes tornou-se comum em muitas regides do globo com o objetivo de
reduzir a aplicacdo de fertilizantes e pesticidas industriais potencialmente poluentes
(BURDMAN et al., 2000).

Tem-se sugerido que elementos do xilema da planta sdo sitios provaveis para a
fixacdo de nitrogénio por diazotrofos, pois esses elementos poderiam disponibilizar o

nivel baixo de pO, requerido e o sitio para a troca de metabolitos necessarios a FBN



(JAMES et al., 1994; ROLFE et al., 1998). Esta possibilidade de um nicho nao-
nodular para a fixa¢do endofitica de nitrogénio em gramineas e outras nao-
leguminosas tem estimulado bastante a realizacdo de experimentos objetivando o
estabelecimento de diazotrofos nos espacgos intercelulares. Azorhizobium caulinodans
estirpe ORS571 invade as raizes de trigo e arroz pelos pontos de emergéncia de raizes
laterais (fendas de raizes laterais) (REDDY et al., 1997; WEBSTER et al., 1997). De
modo interessante, o flavonoide naringenina a 50 pmol/L estimulou significativamente
a colonizag¢do interna da raiz. Foi verificado que a colonizagdo interna de raizes
laterais ¢ independente do fator Nod ¢ de NodD (WEBSTER et al., 1998). Estudos
utilizando genes reporteres em fusdo com genes nif demonstraram a fixacdo de
nitrogénio in planta por Azoarcus sp. BH72 associado com arroz e capim de Kallar
(HUREK et al., 1994; REINHOLD-HUREK ¢ HUREK, 1998); por Herbaspirillum
rubrisubalbicans associado com cana-de-agucar e sorgo (OLIVARES et al., 1997,
JAMES et al., 1997); por A. brasilense com trigo (VANDE BROEK et al., 1993;
ARSENE et al., 1994; KATUPITIYA et al., 1995); por Alcaligenes faecalis A15 ¢
Azospirillum irakense com arroz (VERMEIREN et al., 1998); por H. seropedicae
SMR1 com trigo, milho, sorgo e arroz (RONCATO-MACCARI et al., 2003); e da
ativagdo do gene nodD de A. caulinodans em trigo (WEBSTER et al., 1997). Além
disso, diversas gramineas inoculadas com diazotrofos exibiram niveis elevados de
atividade de reducao de acetileno (BALDANI e BALDANI, 2005). Quando cultivadas
assepticamente, mudas de arroz foram tratadas com o flavondide naringenina e
inoculadas com ORS571(pXLGD4), que contém o gene repoérter lacZ, e analises
microscopicas demonstraram que o xilema fora colonizado por A. caulinodans
(GOPALASWAMY et al., 2000). A verificagdo de uma associacdo benéfica
envolvendo a promog¢do do crescimento vegetal por Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii em raizes de arroz (YANNI et al., 2001) foi particularmente relevante em
verificar se rizobios podem fixar N, endossimbioticamente em gramineas. Foi
concluido que os beneficios dessa associacdo, levando a uma produg¢ao maior de

biomassa vegetativa e reprodutiva, mais provavelmente envolveu a modulacao pelo



rizobio da arquitetura da raiz para uma aquisicdo mais eficiente de determinados
nutrientes do solo, em vez da fixacao de nitrogénio.

Estas e outras observacdes similares t€ém levantado algumas questdes, como: a)
0 quao especifica ¢ a colonizacdo do xilema; b) se a colonizagdo do xilema ¢ restrita ao
sistema da raiz ou ocorre a nivel sistémico; ¢) se 0 nimero de bactérias diazotroficas €
suficiente para disponibilizar quantidades benéficas de nitrogénio fixado para o
hospedeiro ndo-leguminoso; e d) se o xilema colonizado disponibiliza um nivel de pO,
adequado e um nicho nutritivo para a expressao dos genes nif.

E de se realcar que, embora diazotrofos endofiticos como A. caulinodans,
Azoarcus spp., Herbaspirillum spp. e algumas estirpes de Azospirillum sejam capazes
de colonizar o cortex da raiz, ndo se estabelecem intracelularmente em células vivas.
Pelo contrario, colonizam o apoplasto, incluindo os espagos intercelulares, os
elementos do xilema e outras células mortas como as que compreendem o aerénquima
lisigenoso em arroz e capim de Kallar (JAMES, 2000). Entdo, outra questdo surge:
sera esta uma limita¢ao ao fornecimento de quantidades benéficas de nitrogénio fixado
para a planta hospedeira? Se sim, como os estudos da rizosfera e das interagdes
microbio-planta poderiam ajudar? (COCKING, 2003)

Em termos agricolas, uma das associa¢des ndo-nodulares mais promissoras
ocorre entre G. diazotrophicus e cana-de-agucar (BODDEY et al., 2003). Mesmo
assim, estudos de inoculagdo com diazotrofos mostraram que as bactérias endofiticas
(e.g., H. seropedicae) tém um potencial muito maior para contribuir com a FBN,
sintese de substancias promotoras do crescimento ou hormonais, aumento da
disponibilidade de nutrientes e controle das doencas do que os diazotrofos
associativos, uma vez que, neste caso, essas atividades ocorrem garantidamente no
local desejado, i.e., dentro da planta; além disso, os endofitos estdo espacialmente
separados da flora rizosférica, estando a parte da competi¢do por nutrientes que ocorre

nesse nicho (COCKING, 2003; BALDANI e BALDANI, 2005).
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1.3 MECANISMOS DE REGULACAO DA TRANSCRICAO EM BACTERIAS

Os microrganismos t€m a capacidade de se adaptar ao ambiente, € 0os que nao
mostram tal caracteristica correm o risco de serem eliminados. O fundamento para a
sobrevivéncia bacteriana em condigdes de ambiente em alteracdo ¢ a sua
adaptabilidade em diferentes situagdes de estresse (JAIN et al., 2006). A resposta
causada por uma mudan¢a no ambiente ou estresse ¢ um resultado de muitas reacoes
bioldgicas, a maioria ocorrendo ao nivel de expressao génica.

A regulagdo da transcricdo em procariotos, como em eucariotos, ¢ bastante
variada. A RNA polimerase ¢ o principal alvo de regulacdo a esse nivel, tendo sua
atividade controlada positivamente ou negativamente. Os sinais moleculares podem
ser estruturas que se formam na molécula de RNA que vai sendo sintetizada,
seqiiéncias de bases e estruturas peculiares (€.9., “em grampo”) no DNA, proteinas
reguladoras, nucleotideo iniciador, pequenas moléculas, entre outros (MOONEY et al.,
1998). Além das quatro subunidades invariaveis, a,p3’, a RNA polimerase possui uma
quinta subunidade (c) que pode variar e que determina o tipo de promotor que vai ser
reconhecido. Em Escherichia coli, a maioria dos genes ¢ transcrita por uma polimerase

. 0
que contém o fator ¢’

, sendo que um numero menor de genes € transcrito por
polimerases contendo fatores ¢ alternativos (Tabela 1; GROSS et al., 1992).

Uma vez que as subunidades 6 da RNA polimerase sdo as responsaveis pelo
reconhecimento dos diferentes promotores, as seqiiéncias promotoras no DNA,
reconhecidas pela RNA polimerase associada aos diversos fatores sigma, também sao
diferentes (Tabela 1). O mecanismo de inicio de transcricdo da RNA polimerase
associada ao fator o°* ¢ diferente daqueles associados aos outros fatores o. Para que a
transcricdo se inicie a partir do promotor, a 6°*-RNAP (ou o *-RNA polimerase)
requer a interagdo com uma proteina ativadora ligada a 100-200 pb a montante no
DNA. Isto ocorre através de um mecanismo em que o DNA forma uma estrutura em
laco (THONY e HENNECKE, 1989; GUO et al., 2000). A conversdo de complexo
fechado em aberto requer ainda a energia da hidrolise de um nucleosideo trifosfato

(POPHAM et al., 1989; WEDEL et al., 1990; WEISS et al., 1991; BUCK et al., 2000;
CANNON et al., 2000, 2001; XU ¢ HOOVER, 2001). Os promotores dependentes de
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o>* sdo, portanto, modulados por proteinas ativadoras que respondem a variagdes

metabolicas, determinando, assim, os niveis de expressao dos genes sob seu controle
(SHINGLER, 1996; BUCK et al., 2000; REITZER ¢ SCHNEIDER, 2001). Alguns
destes ativadores pertencem a uma familia de proteinas reguladoras de dois
componentes, que se caracterizam por detectar o estimulo ambiental, traduzindo-o
eficientemente e desencadeando a resposta metabdlica na forma de ativagdo da
expressao génica. O primeiro componente, a proteina sensora que responde aos sinais
metabolicos, € uma quinase de histidina que se autofosforila e que regula a atividade
de uma segunda proteina através de fosforilacao/desfosforilacdo. Esta segunda
proteina ¢ efetivamente o ativador de transcricdo e encontra-se na sua forma ativa
quando fosforilada (HOCH e SILHAVY, 1995; XU e HOOVER, 2001). Este segundo
componente possui, além da capacidade de ligacdo ao DNA, uma atividade ATP4sica,
que promove a abertura das fitas de DNA quando interage com a o '-RNAP. Outra
propriedade destes ativadores ¢ que eles geralmente exercem sua fun¢do a longa
distancia, através da ligacdo a seqiiéncias localizadas 100-200 pb a montante do
promotor (KUSTU et al., 1991; XU e¢ HOOVER, 2001), conhecidas como UAS
(“upstream activating sequences”) ou enhancers (estimuladoras), o que leva, portanto,
a formacao da estrutura em laco no DNA.

Em E. coli, a maioria dos operons com promotores dependentes de o' esta
diretamente envolvida com a assimilagdo de nitrogénio (1.4). Contudo, operons
envolvidos com outros tipos de metabolismo e dependentes daquele fator também sao
encontrados, como por exemplo, o do catabolismo de acetoacetato atoDAEB (regulado
pelo par AtoC/AtoS) e de propionato prpBCDE (regulado por PrpR), e os operons que
participam na tolerancia a zinco zraP e zraSR (regulados pelo par ZraR/ZraS,), entre

outros (REITZER e SCHNEIDER, 2001).



12

TABELA 1 - FATORES SIGMA DE Escherichia coli

Gene Fator Metabo- Seqiiéncia Separagio Seqiiéncia Referéncias
lismo consenso 5’ consenso consenso 3’
associado
rpoD ¢  Geral TTGACA 16-18 pb  TATAAT LISSER ¢
MARGALIT (1993).
rpoS  &° Estresse TTGACA 16-18 pb  TATACT HENGGE-ARONIS
(2002).
rpoH ¢ Choque por CCCTTGAA  13-15pb  CCCGATNT COWING et al.
calor (1985).
rpoE  o* Choque por N.D. N.D. N.D. DARTIGALONGUE
calor etal. (2001).
rpoN &> Assimila- CTGGNA 6 pb TTGCA BARRIOS et al.
cdo de (1999).
nitrogénio
fliA o™ Sintese de CTAAA 15 pb GCCGATAA HELMANNe
(c") flagelo CHAMBERLIN
(1987).

N.D. = ndo determinado.

1.4 ASSIMILACAO DE NITROGENIO EM PROTEOBACTERIAS

A maioria dos organismos pode utilizar diferentes fontes de nitrogénio,
regulando a assimilacdo desse elemento de tal modo que determinadas fontes
(normalmente amonio, glutamato e glutamina, precursores diretos das vias catabolicas
de compostos nitrogenados) sdo utilizadas primeiramente — a utilizagdo de fontes
alternativas s6 ocorre se necessaria. Uma classe de proteinas é responsavel por essa
decisdo metabolica: as do tipo PII (NINFA e JIANG, 2005). Estas proteinas controlam
a atividade de componentes de transducdo de sinais e de enzimas metabdlicas
importantes. Em alguns casos, uma proteina do tipo PII pode regular indiretamente sua
propria expressdao ou a expressao de sua pardloga, formando redes génicas complexas
(NINFA e ATKINSON, 2000). De fato, além de as proteinas do tipo PII serem
responsaveis por efetuar parte do sensoriamento complexo dos niveis de nitrogénio
celular, também sdo sensoras dos niveis de a-cetoglutarato.

As proteinas PII foram primeiramente identificadas como reguladoras da
assimilag@o de nitrogénio em E. coli. Esta bactéria possui duas proteinas do tipo PII:
PII (produto de gInB) e GInK (produto de gInK), que tém fun¢des distintas
(BLAUWKAMP e NINFA, 2002; ATKINSON et al., 2002). Em E. coli, existem
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quatro proteinas conhecidas que interagem com PII e GInK: NtrB, GInD, GInE e
AmtB. PII exerce um papel chave na regulagdo do estado de adenililacdao da glutamina
sintetase (GS), mediado pela proteina GInE, e na regulacdao da transcri¢gdo dos genes
regulados por nitrogénio (sistema Ntr), mediado por NtrB, conforme a disponibilidade
de nitrogénio (Fig. 2; BLAUWKAMP e NINFA, 2002). Os sinais chaves dos niveis de
nitrogénio e carbono celulares em E. coli sdo glutamina e o-cetoglutarato,
respectivamente; estes sinais regulam o estado de adenililacdo de GS e o estado de
fosforilagcdo do regulador de nitrogénio I (NRI ou NtrC) em sistemas sinalizadores

reconstituidos.

FIGURA 2 - SISTEMAS DE TRANSDUCAO DE SINAIS QUE CONTROLAM A
TRANSCRICAO DOS GENES ntr E O ESTADO DE ADENILILACAO DA GLUTAMINA
SINTETASE EM Escherichia coli

a-cetoglutarato

1
NtrB
ATP NtrB NtrC~P p[[
_|X ‘X ) 62 GInD UT] }—¢gin
ADP NtrB~P NtrC PII-UMP
Sistema de dois componentes NtrBC Monociclo de GInD/PII

a-cetoglutarato

L

PII
UR GInD UT)}— gln gln—l AR GInE 9
GS-AMP

PII-UMP
I

Monociclo de GInD/PII Monociclo de GInE/GS

O monociclo PII-GInD faz parte de ambos os sistemas. Os efeitos ativadores sdo mostrados em verde
e os efeitos inibidores sdo mostrados em vermelho. Os efeitos de a-cetoglutarato sdo mostrados
somente para concentragdes perto do limite superior do intervalo fisiologico deste efetor, ou seja,
concentracdes necessarias para preencher o segundo e terceiro sitios de ligacdo de a-cetoglutarato no
trimero de PII. UR/UT = atividade removedora/de transferase de uridilil, respectivamente; AR/AT =
atividade removedora/de transferase de adenilil, respectivamente. Figura adaptada de NINFA e JIANG
(2005).
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Em sistemas reconstituidos, PII promove a integracdo dos sinais antagonisticos
de glutamina e a-cetoglutarato. PII ¢ reversivelmente uridililada pela enzima
transdutora de sinal uridililtransferase/removedora de uridilil (UTase/UR ou GInD) em
resposta a concentracao de glutamina (Fig. 2). A atividade da forma ndo modificada de
PII ¢ antagonizada por concentracdes elevadas de a-cetoglutarato.

No sistema de E. coli (Fig. 2), PII regula a proteina sensora NtrB (NRII) e a
glutamina sintetase adenililtransferase (ATase ou GInE). NtrB estimula a transcri¢ao
de genes regulados por nitrogénio por promover a fosforilacao do fator de transcri¢ao
global NtrC na auséncia de PII, e inibe a transcricdo desses genes por promover a
desfosforilacdo de NtrC~P na presenca de PII. NtrC~P, por sua vez, ativa a transcri¢ao
de enzimas da assimilagdo e do catabolismo de nitrogénio (MERRICK e EDWARDS,
1995). A ligacao de PII a NtrB inibe a atividade de autofosforilacdo de NtrB, que € o
primeiro passo da atividade de quinase de NtrB, e ativa a “atividade de fosfatase
regulada” de NtrB (JIANG e NINFA, 1999; PIOSZAK e NINFA, 2003, 2004). A
forma uridililada, ou a forma nao uridililada inativada por a-cetoglutarato, nao pode
regular NtrB. Tanto PII como PII-UMP exercem um papel importante na regulagdo de
GInE, e glutamina também ¢ um regulador de GInE. A atividade de adenililtransferase
de GInE ¢ sinergisticamente ativada por glutamina e PII, e inibida por PII-UMP (Fig.
2). A atividade removedora de adenilil de GInE ¢ aumentada por PII-UMP e inibida
por PII e glutamina (Fig. 2).

Papéis fisiologicos adicionais parecem ser exercidos pela proteina GInk,
incluindo o controle da resposta por procura de compostos nitrogenados em células
sob limitagdo de nitrogénio (BLAUWKAMP e NINFA, 2002; ATKINSON et al.,
2002), regulacdo da sensibilidade a adaptacdo a baixas concentragdes de amonio
(JAVELLE et al., 2004; BLAUWKAMP e NINFA, 2003; STROSSER et al., 2004), ¢
aumento do controle do sistema Ntr sobre receptores que nao interagem com PII (HE
etal., 1998; LITTLE et al., 2002).

O gene gInK de procariotos ¢ quase invariavelmente encontrado associado a um
segundo gene, amt, que codifica uma proteina da familia de transportadores de amonio

(JAVELLE e MERRICK, 2005). Esta inclui um grupo Unico e amplo de proteinas
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integrais de membrana encontradas nos trés dominios biologicos. Esta familia
compreende as proteinas Amt/Mep, encontradas em bactérias, arqueas, fungos e
plantas, e as proteinas Rhesus, que sdo encontradas em animais, de nematodeos a
humanos (VON WIREN ¢ MERRICK, 2004). Praticamente todos os procariotos
codificam pelo menos uma proteina Amt e, em alguns casos, dois ou trés homologos
estdo presentes em um genoma. Destas proteinas, a melhor estudada ¢ AmtB de E.
coli, que é uma proteina de membrana trimérica, em que cada polipeptideo tem 11
hélices transmembrana com a ponta N-terminal extra-citoplasmatica e a ponta C-
terminal citoplasmatica (THOMAS et al., 2000; BLAKEY et al., 2002; VON WIREN
e MERRICK, 2004).

A ligacdo transcricional entre gInK e amtB levou a proposta de que as proteinas
GInK e AmtB poderiam interagir fisicamente (THOMAS et al., 2000). Foi verificado
que, em E. coli, AmtB forma um complexo ligado a membrana com GInK e que a
atividade de AmtB ¢ regulada pela formagao desse complexo (JAVELLE et al., 2004,
COUTTS et al., 2002). A formagdo do complexo ¢é reversivel e ocorre em alguns
segundos em resposta a mudangas micromolares na concentragdo extracelular de
amonio (JAVELLE et al., 2004). Mostrou-se também que GInK se liga na membrana
de modo dependente de AmtB em A. vinelandii, Bacillus subtilis e Corynebacterium
glutamicum (COUTTS et al., 2002; DETSCH e STULKE, 2003; STROSSER et al.,
2004). Estas observacdes indicam que essa interagdo constitui uma via de transdugdo
de sinais, que provavelmente ¢ abrangente em procariotos (Fig. 3).

O estado de uridililagdo de GInK comanda sua ligagdo a AmtB (JAVELLE et
al., 2004), o que levanta a questdo se a ligagdo de amonio e/ou o transporte através de
AmtB ¢ necessario para propagar o sinal que leva a uridililagdo de GInK. Através de
mutagoes que reduzem ou eliminam a atividade de AmtB, mas ndo o niumero de copias
e a ligacdo, foi provado que, em condi¢des fisioldgicas, a desuridililacdo de GInK ¢
completamente dependente da atividade de AmtB. Assim, nestas condigdes, amonio
entra na célula exclusivamente pela acdo de AmtB e um aumento nos niveis
intracelulares de glutamina esta intimamente acoplado a atividade de AmtB

(JAVELLE et al., 2004).
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FIGURA 3 — MODELO DO SISTEMA GInK/AmtB EM BACTERIAS

Concentracéo de a-cetoglutarato

+ a-cetoglutarato 1

GInK livre interage com (e GInK interage com (e
controla) outras proteinas controla) AmtB

(Figura adaptada de JAVELLE e MERRICK, 2005).

Esses experimentos confirmaram que, em E. coli, AmtB atua como um sensor
da concentragdo de amonio extracelular. Conseqiientemente, AmtB e GInK podem ser
consideradas como componentes integrais do sistema de regulagdo de nitrogénio, que
até recentemente foi caracterizado por apenas quatro proteinas: a uridililtransferase
(GInD), a PII e o sistema regulador de dois componentes NtrB/NtrC. O sistema de
regulacao de nitrogénio era considerado somente um monitor dos niveis de nitrogénio
intracelular, mas a incorporagdo recente de AmtB e GInK integrou a deteccdo dos
niveis extracelulares de amonio ao sistema. Estes resultados indicam que o controle da
atividade de AmtB ¢ o papel celular primario de GInK em E. coli e ddo crédito ao
conceito de que esse ¢ o papel primdrio de todas as proteinas GInK, que sdo
codificadas em um operon glnKamtB ou amtBgInK. Além disso, o papel de AmtB

como um sensor de amonio fornece um mecanismo pelo qual ndo s6 a atividade de
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AmtB ¢ regulada em resposta a demanda celular por aménio, mas a reserva
citoplasmatica de GInK também ¢ modulada rapidamente em resposta a mudancas na
disponibilidade extracelular de amonio (JAVELLE e MERRICK, 2005).

Existem duas vias principais de incorporagdo de amodnio em compostos
organicos: a via da glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT) e a via da
glutamato desidrogenase (GDH). Embora a GDH seja energeticamente mais eficiente
do que GS/GOGAT, a enzima tem uma menor afinidade por amoénio, sendo assim
menos eficiente em células crescendo em condigcdes de limitagdo de nitrogénio
(ARCONDEGUY et al., 2001).

As proteinas do tipo PII sdo importantes para comunicar o estado de nitrogénio
aos varios alvos reguladores no controle da transcricdo dos genes para a fixagdo de
nitrogénio Nif em resposta a disponibilidade de nitrogénio assimilado. A existéncia de
mais de um homoélogo de PII capacita as cascatas hierarquicas a um controle mais fino
da resposta as mudancas dos estados metabdlicos; por exemplo, uma ou mais
proteinas-alvos de PII podem controlar a expressdo de uma segunda proteina
transdutora de sinal do tipo PII que, por sua vez, pode interagir com outras proteinas.
Este ¢ o caso de alguns diazotrofos, como K. pneumoniae, em que a proteina GInB
controla a atividade do sistema regulador de dois componentes NtrB/NtrC e, por sua
vez, o nivel de NtrC fosforilada controla a expressdo da proteina GInK e das proteinas
NifL e NifA (Fig. 1; MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004a). Uma concentragdo
relativamente alta de NtrC fosforilada, que € presente apenas em condigdes de
limitagao de nitrogénio (e quando GInB esta totalmente uridililada), é requerida para
ativar os promotores de nifLA ¢ de gInKamtB dependentes de o™*. No segundo nivel
dessa cascata, GInK tem um papel essencial na liberagdo de NifA da inibi¢ao por NifLL
em condigdes anaerobicas e de limitagdao de nitrogénio. De modo interessante, o estado
de uridililagdo de GInK ndo parece ser importante para essa interagdo, € assim o
controle pela concentracdo de nitrogénio do sistema NifLA a nivel pds-tradugdo ¢
mediado pela disponibilidade de GInK (HE et al., 1998; JACK et al., 1999). Porém,
como ja referido, a modificagdo covalente de GInK controla sua interagdo com o

transportador de amonio AmtB. Em resposta a um aumento na concentragdo de
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amonio externo, quando GInK ¢ desuridililada, AmtB seqiiestra GInK na membrana,
levando ao decréscimo da concentracdo citoplasmatica dessa proteina do tipo PII
(COUTTS et al., 2002; JAVELLE et al., 2003). Portanto, a quantidade de GInK que
esta disponivel para a interagdo com NifL e NifA em K. pneumoniae é controlada ao
nivel de transcri¢do (do promotor de glnKamtB) e a nivel pos-tradugdo (pelo seqiiestro
na membrana).

Uma outra interacdo bem conhecida ¢ a que envolve GInK e NifL em A.
vinelandii (MAHESWARAN e¢ FORCHHAMMER, 2003; LITTLE et al., 2002;
MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004a). Neste microrganismo, NifL. detecta oxigénio
(estado redox) através de um dominio N-terminal PAS que contém um grupo flavina
ligado. NifL detecta ADP (estado energético) diretamente através de um dominio C-
terminal semelhante ao dominio ligador de ATP das proteinas transmissoras de
sistemas de dois componentes. NifL. forma um complexo estavel com o ativador de
transcricdo NifA, o que leva a inativagdo deste ultimo, inibindo a transcricdo dos genes
nif. O dominio N-terminal de NifA é um dominio GAF conservado que liga o-
cetoglutarato (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004b). Este efetor, quando em alta
concentracdo e quando os niveis de amonio estdo baixos, bloqueia a formacao do
complexo NifL-NifA. GInK de A. vinelandii liga o-cetoglutarato e é sujeita a
uridililacdo reversivel em resposta a concentracdo interna de glutamina. A forma
desuridililada de GInK liga-se a NifLL e permite a formagdo do complexo NifL-NifA
em concentragdes elevadas de o-cetoglutarato. Portanto, a ligagdo de GInK a NifLL
sobrepde-se ao efeito inibitorio da ligacdo de a-cetoglutarato a NifA. Assim, a
expressao dos genes nif ativada por NifA requer um ambiente redutivo, alta demanda
energética (baixa concentracdo de ADP), baixa concentragdo de nitrogénio
(glutamina), e concentragdo elevada de carbono (a-cetoglutarato).

Em algumas das Proteobactérias diazotroficas que ndo possuem NifL, ha
evidéncias de que as proteinas transdutoras de sinal PII modulam direta ou
indiretamente a atividade de NifA através do dominio GAF. Em A. brasilense,

Herbaspirillum seropedicae e R. rubrum o gene gInB ¢ essencial a fixa¢do de



19

nitrogénio e a forma uridililada de GInB parece ser requerida para ativar NifA em
condigoes de limitagdo de nitrogénio (ARSENE et al., 1996; SOUZA et al., 1999;
ZHANG et al., 2004). Em contraste, em R. capsulatus e Azorhizobium caulinodans, as
proteinas do tipo PII (GInB e GInK) sdo requeridas para a inibicao da atividade de
NifA em condig¢des de excesso de nitrogénio (MICHEL-REYDELLET e KAMINSKI,
1999; DREPPER et al., 2003). Isto indica que apenas as formas ndo uridililadas destas
proteinas podem modular a atividade de NifA. A interagdo direta de GInB e GInK com
NifA de R. capsulatus foi demonstrada in vivo (PAWLOWSKI et al., 2003). Portanto,
como ocorre com os sistemas de K. pneumoniae e A. vinelandii, o mecanismo pelo
qual as proteinas PII regulam a atividade de NifA difere de microrganismo para
microrganismo.

Como ja foi referido, a proteina sensora dos niveis de nitrogénio PII controla o
sistema regulador de nitrogénio de dois componentes, NtrB e NtrC (NRII e NRI,
respectivamente; Fig. 2), responsavel pelo controle global da transcrigdo de enzimas
da assimilag¢do e do catabolismo de nitrogénio (MERRICK e EDWARDS, 1995). A
ativagdo e repressao dos genes regulados pelos niveis de nitrogénio sdo coordenadas
através da agdo da proteina NtrC, um ativador de transcri¢do dependente do fator ™
(MORETT e SEGOVIA, 1993). Essa proteina ¢ fosforilada em um residuo de acido
aspartico conservado em condigdes limitantes de amonio, dando origem a NtrC~P, que
¢ a forma ativa da proteina (WEISS e MAGASANIK, 1988; VOLKMAN et al., 1995;
KERN et al., 1999). A fosforilagdo induz a ligagdo ao DNA e a oligomerizagdo dos
dimeros dessa molécula. Muitos promotores dependentes de NtrC possuem um sitio
extra de ligagdo, o que favorece a oligomerizagdo (WEISS et al., 1992; METTKER et
al., 1995; WYMAN et al., 1997).

A célula de E. coli detecta a limitacdo de nitrogénio externo como um
decréscimo na concentra¢dao interna de glutamina (IKEDA et al., 1996). Uma
conseqiiéncia ¢ a ativacao da transcricao de genes que estdo sob controle de NtrC; os
produtos desses genes contrabalangam o decréscimo da velocidade de crescimento. Os
produtos dos genes ativados por NtrC tém trés funcdes: direcionar a assimilacdo de

amoOnio para os dois intermediarios centrais glutamato e glutamina, aumentar a
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producdo destes intermediarios catabolicamente, ou diminuir a necessidade dos
mesmos. Dentre os genes ativados por NtrC, encontra-se o gene nac (“nitrogen
assimilation control” ou controlador da assimilagdo de nitrogénio) (MUSE e
BENDER, 1998). A proteina Nac ¢ um fator de transcricdo que controla a expressao
de genes a partir de um promotor dependente do fator ¢, enquanto NtrC ativa a
transcri¢do de genes a partir de um promotor dependente do fator >*. Dependendo da
seqiiéncia de ligagdo no DNA, a proteina Nac pode aumentar ou reprimir a expressao
do gene a jusante. Portanto, Nac, que ndo tem nenhum co-regulador além de seus sitios
de ligagdao no DNA (POMPOSIELLO et al., 1998), serve como um adaptador entre
NtrC e os operons dependentes de 6'°. A Tabela 2 mostra os operons de E. coli que
tém sua transcri¢ao ativada direta ou indiretamente (via proteina Nac) por NtrC~P.

Em outras bactérias ndo entéricas, NtrC~P ativa a transcri¢do de alguns outros
genes. Em A. brasilense (subdivisdo o das Proteobactérias), NtrC~P ativa a transcrigdo
de gInB (que se encontra agrupado com gInA) (HUERGO et al., 2003). Em R.
capsulatus (também da subdivisdo a), NtrC~P ativa a expressdo dos operons da
utilizacdo de uréia ureDABCEFG (MASEPOHL et al.,, 2001), do transporte de
molibdénio mopAmodABCD e do ativador de transcri¢ao especifico anfA (necessario a
sintese da nitrogenase alternativa — KUTSCHE et al., 1996). Em S. meliloti
(subdivisdo a), o sistema NtrBC regula ainda a transcri¢do do gene regulador da
formagdo do nddulo simbidtico nodD3 (DUSHA et al., 1999), e dos genes que
codificam os transportadores de aminoacidos Liv e Aap (DAVALOS et al., 2004).

Um sistema alternativo, NtrXY, ¢ encontrado em membros da familia
Rhizobiaceae, estando envolvido no metabolismo de nitrogénio (nomeadamente na
utilizacdo de nitrato e glutamato) e na fixacdo de nitrogénio simbiodtica
(PAWLOWSKI et al., 1991; KANEKO et al., 2000; GALIBERT et al., 2001). Em A.
brasilense e H. seropedicae o sistema NtrXY esta envolvido no metabolismo de
nitrato (VITORINO et al., 2001; ISHIDA et al., 2002; ALVES, 2006).
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Nome Descricao Controlado Referéncias sobre a regulacdo por
or
P Nitrogénio Outros efetores
codBA Transporte de Nac MUSE e BENDER QI e TURNBOUGH
citosina, desaminase (1998) (1995)"
ginKamtB Regulagio de NtrC SOUPENE et al.
nitrogénio e (1998)
transporte de
amonio
gltlJKL Transporte de NtrC?* KUSTU et al. (1979) URBANOWSKI et
glutamato al. (2000)
ginHPQ Transporte de NtrC NOHNO e SAITO CLAVERIE-
glutamina (1987); CLAVERIE- MARTIN e
MARTIN e MAGASANIK
MAGASANIK (1991); NOHNO e
(1991) SAITO (1987);
SCHELLHORN et
al. (1998)
potFGHI Transporte de NtrC PISTOCCHI et al.
putrescina (1993)
ompF Proteina F da Nac?® PRATT etal. (1996)
membrana externa
ycdGHIJKLM  Proteinas hipotéticas ~ NtrC 1
chaBC Regulador de NtrC?*
transporte de cations
oppABCDF Transportador de Nac?® URBANOWSKI et
oligopeptideos al. (2000);
ANDREWS et al.
(1986); ANDREWS
e SHORT (1986);
CALVOe
MATTHEWS
(1994); SMITH e
PAYNE (1992)"
ydcSTUV Transporte de Nac SCHELLHORN et
putrescina/ al. (1998)
espermidina
(PAULSEN et al.,
1998)
ddpXABCDE  Transporte do NtrC 1 LESSARD et al.
dipeptideo p-Ala-D- (1998); LESSARD
Ala e dipeptidase e WALSH (1999)
astCADBE Catabolismo de NtrC FRALEY et al. FRALEY et al.
arginina (1998); LU e (1998)
ABDELAL (1999);
SCHNEIDER et al.
(1998)
yeaGH Proteinas hipotéticas ~ NtrC? 1 f
yedL Proteina hipotética Nac

Continua...
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Nome Descricao Controlado Referéncias sobre a regulacdo por
or
P Nitrogénio Outros efetores
chl Regulador do NtrC! IWANICKA-
metabolismo de NOWICKA e
enxofre HRYNIEWICZ
(1995)
nac Regulagio da NtrC| MUSE e BENDER
assimilagdo de (1998); FENG et al.
nitrogénio (1995)
hisIlQMP Transporte de NtrC” FERRO-LUZZI SCHMITZ et al.
histidina AMES e NIKAIDO (1987, 1988)"
(1985); SCHMITZ et
al. (1987, 1988)
argT Transporte de NtrC FERRO-LUZZI SCHMITZ et al.
aminoacidos basicos AMES e NIKAIDO (1987, 1988)"
(1985); SCHMITZ et
al. (1987, 1988)
nupC Transporte de Nac CRAIG et al. (1994)
nucleosideos
gabDTPC Transporte e Nac KAHANE et al. SCHELLHORN et
catabolismo de (1978); METZER ¢ al. (1998);
acido v- HALPERN (1990); METZER ¢
aminobutirico NIEGEMANN et al. HALPERN (1990);
(1993) NIEGEMANN et al.
(1993)
ygjG Provavel ornitina NtrC t
aminotransferase
yhdWXYZ Transporte de NtrC
aminoacidos polares (PAULSEN
etal., 1998)
ddpABCDF Transporte de Nac?® URBANOWSKI et
dipeptideos al. (2000); SMITH e
PAYNE (1992);
ABOUHAMAD e
MANSON (1994)°
glnAntrBC Assimilagdo de NtrC REITZER e
amonio e regulacao MAGASANIK
da assimilacdo de (1985)f
nitrogénio
fkIBcycA Peptidil-prolil Nac
1somerase;
transporte de D-Ala,
D-Ser, Gly

Total: 25 operons; 75 genes

" Comparando com aménio como fonte de nitrogénio no meio, os niveis de RNA em uma estirpe ntrC
foram pelo menos duas vezes maiores/menores em células crescidas em glutamina.

* Alguns dados do segundo conjunto de produtos de PCR de baixa qualidade; dificil afirmar se sob
controle de NtrC ou Nac.
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¥ Pelo menos um gene nesses operons também parece ser controlado por NtrC, o que é improvavel
biologicamente; o controle por Nac estd de acordo com formas conhecidas de controle por esses
operons (vide respectivas referéncias sobre a regulagdo), que envolve outros fatores sigma que nio o°".
TProvavel promotor dependente de o' (BLATTNER et al., 1997; THIEFFRY et al., 1998).

o promotor de nac ¢ ativado por NtrC (MUSE e BENDER, 1998). O gene cbhl provavelmente é
expresso a partir do promotor nac em condigdes de limitagdo de nitrogénio.

" O promotor controlado por NtrC pode estar a montante de argT (SCHMITZ et al., 1987).

Figura adaptada de ZIMMER et al. (2000).

1.5 Herbaspirillum seropedicae

H. seropedicae foi primeiramente descrita por BALDANI et al. (1986) como
uma bactéria aerobica, movel, vibridide, gram-negativa, em forma de bastdo, e que
fixa nitrogénio sob condi¢des microaerofilicas em meio de cultura ou em associagdo
com raizes de arroz (Oryza sativa), milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor). Mais
tarde, demonstrou-se que a bactéria coloniza ainda raizes e caule de cana-de-acucar,
sorgo ¢ arroz (PIMENTEL et al., 1991; URETA et al., 1995), abacaxizeiro (Ananas
comosus (L.) Merril) e bananeira (Musa spp.) (WEBER et al., 1999; CRUZ et al.,
2001), e outras graminecas de interesse econdmico (BALDANI et al., 1992;
OLIVARES et al., 1996). A observagao de que as espécies do género Herbaspirillum
ndo sobrevivem em solos ndo cultivados (BALDANI et al., 1992), mas sio
encontradas na superficie de tecidos de plantas esterilizadas, em quantidades
significativas, levou a conclusdo de que a bactéria ¢ endofitica (JAMES e OLIVARES,
1997). Este organismo pertence a subdivisao 3 das Proteobactérias (YOUNG, 1992).

A genética e a bioquimica da fixa¢do de nitrogénio em H. seropedicae vem
sendo descrita (PEDROSA et al., 2001). Nesse organismo, essa atividade bioldgica ¢
inibida por amodnio e oxigénio, € a atividade de nitrogenase € inibida por amoénio de
uma forma independente de ADP-ribosilagdo (FU ¢ BURRIS, 1989; KLLASSEN et al.,
1997). A regulacdo da fixacdo de nitrogénio em H. seropedicae envolve a proteina
ativadora de transcrigdo NifA (SOUZA et al., 1991a,b) ¢ o sistema regulador geral de
nitrogénio Ntr. A expressdo do promotor de nifA mostrou ser dependente de NtrC e

RpoN (c°*) (WASSEM et al., 2000). Por outro lado, a atividade da proteina NifA &
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controlada por oxigénio e ions amonio (SOUZA et al., 1999), como ocorre em B.
japonicum, sendo ainda controlada pela proteina PII (PEDROSA et al., 1997,
BENELLI et al., 1997). Os genes nif de H. seropedicae foram seqiienciados, sendo
organizados em trés regides separadas: a regido I, que contém os genes nifA ¢ nifB
contiguos (SOUZA et al, 1991b), a regido II, que contém o operon
nifHDKENXorflorf2orf3 (MACHADO et al., 1996; KLASSEN et al., 1999), ¢ a
regido III, a jusante e com sentido de transcri¢do contrario ao da regido II, onde estdo
localizados os genes nifSU, nifW ¢ fixABCX (www.genopar.org). Analises de
transcrigdo mostraram que todo o operon NifHDKENXorflorf2orf3 é transcrito a partir
de um unico promotor dependente de o localizado a montante do gene nifH
(KLASSEN et al., 1999). Essa regido a montante do gene nifH contém ainda dois
sitios de ligagdo a NifA e um sitio de ligagio a IHF (MACHADO et al., 1996).
Analises de mutagénese mostraram que o gene NIfN ¢é essencial a atividade de
nitrogenase (KLASSEN et al., 1999), e que os mutantes nifX ou orf2 sdo incapazes de
desreprimir a nitrogenase em condi¢des de limitacdo de ferro (KLASSEN et al., 2003).
Um grupamento génico contendo os genes nifQ e modABC foi encontrado 3 kpb a
jusante de nifHDKENXorflorf2orf3 e pode constituir um operon. Mutantes modA e
nifQ foram incapazes de mostrar atividade de nitrogenase em condi¢des de limitagdo
de molibdénio (KLASSEN, 2000).

Dois genes do tipo gInB/gInK foram identificados em H. seropedicae
(BENELLI et al., 1997; NOINDOREF et al., 2006). Um deles codifica uma proteina
que provavelmente controla a atividade de NifA — um mutante apresentou o fenotipo
de ndo fixar nitrogénio, mas foi capaz de sintetizar a proteina NifA (PEDROSA et al.,
1998; BENELLI et al., 2000a). Outras evidéncias mostraram que o produto desse gene
ndo esta envolvido no controle por adenililacio/desadenililagdo da atividade de
glutamina sintetase (BENELLI et al., 1997). Uma analise estrutural mostrou que essa
proteina do tipo PII (BENELLI et al., 2000a; BENELLI et al., 2002) ¢ estreitamente
relacionada com as GInK de enterobactérias (XU et al., 1998), sugerindo fungdes
similares. Ainda de acordo com isso, essa proteina do tipo PII foi capaz de reverter a

inibi¢do por NifL de K. pneumoniae sobre a atividade de NifA, em E. coli
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(BONATTO et al., 2000). Esse efeito ndo parece requerer a uridililagdo de PII, uma
vez que ocorreu mesmo na presenga de altas concentracdes de amdnio ou em um
mutante gInD. A superexpressao dessa PII de H. seropedicae a partir de um plasmideo
de alto niimero de copia (pTZ18R) aparentemente mantém NifL em sua forma inativa,
mesmo na presenga de amonio (BENELLI et al., 2000b). Quanto ao outro gene do tipo
gInB/gInK, uma ORF homéloga a gInK foi encontrada a montante de amtB e constitui
com este um unico operon (NOINDORF et al., 2006).

Os genes gInA, ntrB e ntrC de H. seropedicae foram seqiienciados (GenBank n°
acesso AF(0828730) e sua organizacdo estrutural e regulagdo da expressao
determinadas. Esses genes estdo organizados de forma contigua, como observado em
K. pneumoniae (ESPIN et al., 1982) e A. vinelandii (TOUKDARIAN ¢ KENNEDY,
1986). Na regido a montante de gInA, dois provaveis sitios de ligagdo de NtrC
(“upstream activating sequences” — UAS) foram encontrados a 84 ¢ 113 pb a montante
de um promotor do tipo dependente de o”*-RNAP. Uma seqiiéncia semelhante a um
promotor do tipo 6”° foi encontrada sobreposta a um sitio proximal de liga¢do de NtrC.
Os provaveis codons de inicio e término de traducao dos referidos genes foram
localizados. Nas regioes intergénicas gInA-ntrB e ntrB-ntrC, nenhuma seqiiéncia
promotora conhecida foi identificada e, em suporte a isto, fusdes ntrB::lacZ e
ntrC::lacZ resultaram em atividade nao significativa de -galactosidase em diferentes
condi¢oes de disponibilidade de amonio (SCHWAB et al., aceito para publicagdo);
estes resultados sugerem que gInA, ntrB ¢ ntrC constituem uma unidade de transcrigao.
Estudos utilizando uma fusdo gInA::lacZ mostraram que a expressdo de gInA ¢
dependente de NtrC sob condic¢des limitantes de amonio, e parcialmente reprimida sob
condig¢des de excesso de amonio (PERSUHN et al., 2000). Estudos de mutagao de um
promotor dependente de ' mostraram que este ¢ funcional, e que é envolvido na
regulacdo da expressdao dependente de NtrC (SCHWAB et al., aceito para publicagdo).
Mutagdes nos genes ntrB e ntrC de H. seropedicae resultaram em baixa atividade de
glutamina sintetase (GS), em deficiéncia no controle por adenililagdo/desadenililagao
da atividade de GS, e na capacidade de desrepressao da atividade de nitrogenase. Estes

resultados indicam que o sistema Ntr estd envolvido na regulacdo da expressdao do
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gene gInA, no controle da atividade de GS e na regulagdo da fixa¢do de nitrogénio em
H. seropedicae (PERSUHN et al., 2000).

Como ja referido (1.4), um sistema alternativo, NtrXY, foi encontrado em H.
seropedicae, estando este envolvido no metabolismo de nitrato (ALVES, 2006). Um
mutante ntrY~ foi incapaz de crescer em nitrato como fonte Unica de nitrogénio, e
mostrou deficiéncia em ativar a expressdao de genes envolvidos com o metabolismo
assimilatorio (nasFEDCBA) e respiratorio de nitrato e nitrito (narknirBDC e narXL).

Mostrou-se que H. seropedicae promove o crescimento ¢ faz aumentar o
conteido de nitrogénio da planta, especialmente de alguns cultivares de arroz
(GYANESHWAR et al., 2002; JAMES et al., 2002). Como ja referido (1.2), foi
verificado também que H. seropedicae expressa in planta o gene nifH que codifica a
proteina dinitrogenase redutase, enzima diretamente envolvida na fixagdo de
nitrogénio (RONCATO-MACCARI et al., 2003). Além disso, a bactéria tem a
capacidade de sintetizar in vitro auxinas como acido indol-3-acético (AIA) e
giberelinas, substincias estas que promovem o crescimento da planta (BASTIAN et
al., 1998). Nao se sabe se o efeito de estimular o crescimento vegetal por H.
seropedicae ¢ decorrente da atividade de nitrogenase, da produgdo de auxinas, de
ambos estes fatores, ou outros. No entanto, um efeito significativo sobre o crescimento
da planta por H. seropedicae so é observado em solos ou meios de cultivo pobres em
nitrogénio (L.D.B. RONCATO-MACCARI, 2003), o que indica que os efetores de
crescimento vegetal de H. seropedicae sao regulados em resposta a disponibilidade de

nitrogénio.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1
>

1.6.2

Objetivo Geral
Identificar e analisar genes de H. seropedicae regulados pela disponibilidade de

amonio.

Objetivos Especificos

Obter uma biblioteca de mutantes de inser¢do de H. seropedicae utilizando um
transposon que carrega as resisténcias a gentamicina e canamicina e o gene lacZ
sem promotor;

Selecionar os mutantes que apresentam padrao de expressao lacZ diferencial na
presenca de diferentes concentragdes de amonio;

Caracterizar o padrdo de expressao dos genes alvos de insercao selecionados,
através de ensaios de atividade de B-galactosidase;

Identificar cada gene alvo através de seqlienciamento do DNA que flanqueia as
seqliéncias de inserc¢ao;

Investigar a fun¢do dos genes identificados no metabolismo de nitrogénio de H.

seropedicae através de testes de crescimento em fontes variadas de nitrogénio.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 ESTIRPES, MEIOS E CONDICOES DE CULTIVO
2.1.1 Escherichia coli

A estirpe de E. coli utilizada neste trabalho foi a DH10B [@80dlacZAM15
AlacX74 deoR recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A~ rpsL nupG]
(GRANT et al., 1990). Para a preparacdo de plasmideos (2.2), a estirpe portando o
replicon foi cultivada a 37 °C, a 150—180 rpm, por cerca de 16 h, em um frasco de 5
mL contendo 2,5 mL de meio LB (Luria Bertani = extrato de levedura 5,0 g/L, NaCl
10,0 g/L, triptona 10,0 g/L) (MANIATIS et al., 1982) na presenca de um antibiotico
apropriado, conforme indicado por MILLER (1992), e ELBING e BRENT (1992). As
concentracdes de antibidticos utilizadas foram: 4cido nalidixico 10 pg/mL, ampicilina
250 pg/mL, cloranfenicol 30 pg/mL, canamicina 50 pg/mL e/ou gentamicina 20
ug/mL.

Condi¢des e meio de cultivo semelhantes foram utilizados para o preparo de
células eletrocompetentes (2.6.1), exceto que as estirpes foram cultivadas até uma
D.O.gp0 de 0,6, em frasco erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio SOB
(triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 0,584 g/L., KC1 0,186 g/L, pH 7,0). O
mesmo para a preparacao de amostras de DNA para seqiienciamento (2.11.1), porém
as estirpes foram cultivadas a 180-200 rpm, em pogo de 2,2 mL de um bloco de 96
pocos (MEGA-Titer plate, Sorenson, n° catdlogo 23130) contendo 1,25 mL de meio
LB. Este bloco foi fechado com tampa adesiva (Sorenson Bioscience, Inc., n° de

catalogo 21950) previamente furada com uma agulha para a aeragdo (dois furos por

pogo).

2.1.2 Herbaspirillum seropedicae

A estirpe de H. seropedicae utilizada para a mutagénese aleatdria (2.11) foi a
do tipo selvagem Z78 (BALDANI et al., 1986). Para a produgdo de células
eletrocompetentes (2.6.1), a estirpe 278 foi cultivada a 30 °C, a 120-150 rpm, por

28-30 h, em um frasco erlenmeyer de 500 mL contendo 220 mL de meio NFb malato
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(MgS047H,0 0,2 g/L, NaCl 0,1 g/L, CaCl, 20 mg/L, acido nitrilo-triacético 56 mg/L,
FeSO47H,0O 20 mg/L, 4acido malico 5,0 g/L, biotina 0,1 mg/L, Na,MoO42H,0 0,2
mg/L, MnSO,-H,O 235 pg/L, H;BO; 280 pg/L, CuSO4-5H,0 8,0 ng/L, ZnSO47H,0
24 ug/L, pH 6,5), adicionado da mistura de fosfatos (KH,PO, 4,0 g/L, K,HPO, 6,0
g/L) e NH4CI 20 mmol/L, conforme descrito por KLASSEN et al. (1997).

Condigdes e meio de cultivo semelhantes foram utilizados para a preparacao de
DNA cromossomico (2.9) ou ensaios de atividade de -galactosidase envolvendo as
estirpes mutantes (2.7), exceto que estas foram cultivadas a 180—-200 rpm, por cerca de
16 h, em poco de 2,2 mL de um bloco de 96 pocos contendo 1,25 mL de meio,
adicionado de NH4CI 20 ou 2 mmol/L (ensaios de atividade de B-galactosidase), na
presenca dos antibidticos gentamicina 160 pg/mL e canamicina 500 pg/mL. O bloco
foi fechado com uma tampa adesiva previamente furada com uma agulha para a
aeracao (dois furos por pogo). Para os experimentos de determinagdo da concentracao
de derivados de indol/acido indol-3-acético no sobrenadante (2.13), o meio foi

adicionado de D,L-triptofano 1 mmol/L.

2.2 PREPARACAO DE PLASMIDEOS PELA TECNICA DA LISE ALCALINA

Esta técnica foi efetuada de acordo com MANIATIS et al. (1982). Consistiu em
centrifugar 1,5 mL da cultura de E. coli DH10B (2.1.1) contendo o plasmideo a 10.000
x @ durante 1 min. O sobrenadante foi retirado e o sedimento ressuspenso em 150 pL
de solu¢ao GET (glucose 50 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tris-HCI 25 mmol/L, pH
8,0). Foram adicionados 150 pL de solucao de lise [NaOH 0,2 mol/L, dodecil sulfato
de sodio (SDS) 1%]. A solucdo resultante foi homogeneizada suavemente até a
visualizacdo da lise celular, incubando depois por 5 min a temperatura ambiente.
Foram adicionados 150 pL de solucdo Kacf (acetato de potassio 3,0 mol/L, acido
formico 1,8 mol/L), homogeneizando suavemente. A incubagdo ocorreu por 5 min em
banho de gelo. Foram acrescentados 100 pL. de wuma mistura fenol
equilibrado:cloroformio:isoamilol (25:24:1) (MANIATIS et al., 1982), agitando

vigorosamente em seguida. Centrifugou-se por 5 min a 10.000 x g. A fase aquosa
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superior foi coletada e a esta foram adicionados dois volumes de etanol absoluto,
incubando-se por 25-30 min a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 10.000 x g por
12 min, desprezando depois o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1 mL de
etanol 80%, centrifugando a 10.000 x g por 5 min. O precipitado foi seco a vacuo e

redissolvido em um volume que variou de 8 a 20 puL de 4dgua destilada e desionizada

estéril (ddH,0), dependendo da quantidade de DNA.

2.3 CLIVAGEM DE DNA POR ENZIMAS DE RESTRICAO
As amostras de DNA foram clivadas utilizando as condi¢des mais adequadas
para a atividade da enzima de restricdo, conforme indicado pelo respectivo manual

(Invitrogen Life Technologies, GE Healthcare ou New England Biolabs).

2.4 ELETROFORESE EM GEL DE AGAR OU AGAROSE

G¢éis contendo agar 1,0-1,5% ou agarose 0,7-1,0% foram preparados em
tampao TBE 1x (Tris 1,62%, acido borico 0,275%, EDTA 0,095%), conforme descrito
(VOYTAS, 1992). A amostra (ou o padrao) de DNA foi diluida em 3 pL. de corante
FSUDS (azul de bromofenol 0,8%, ficol 10%, xileno cianol 0,4%, SDS 1%, EDTA 1,8
mmol/L, Tris-HCl 65 mmol/L, pH 8,0) para depois ser aplicada no pogo do gel.
Efetuou-se a corrida sob 10—70 V, acompanhando a progressao do corante. Finalizada
a corrida, o gel foi transferido para uma cuba contendo uma solu¢do corante de
brometo de etideo a 0,5 pg/mL. Deixou-se nessa solugdo por cerca de 15 min. O gel

foi lavado brevemente com agua, e analisado e fotografado sob luz UV (312 nm).

2.5 LIGACAO DE DNA

A mistura de ligacao (vetor: inserto) foi preparada numa propor¢ao aproximada
de 20 ng:100 ng em um volume final de 10 pL. O tampao para a enzima ligase (Tris-
HC1 50 mmol/L, pH 7,6, MgCl, 10 mmol/L, DTT 1 mmol/L, ATP 1 mmol/L e
PEGS8000 5%, concentracdes finais) foi entdo adicionado, e depois a enzima T4-DNA

ligase (0,5 a 1 unidade). A mistura completa foi incubada a 16—22 °C por 2448 h.
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2.6 TRANSFORMACAO POR ELETROPORACAO
2.6.1 Preparacio de células eletrocompetentes

Este procedimento foi adaptado dos manuais que acompanham o eletroporador
Cell-Porator® Electroporation System e o amplificador de campo Cell-Porator®
Voltage Booster (Invitrogen), e também do método descrito por SEIDMAN et al.
(1992).

Para as estirpes de E. coli, as células da cultura foram resfriadas em banho de
gelo e sedimentadas por centrifugagdo a 1800 x g, 10 min, a 4 °C. As células foram
entdo lavadas duas vezes com agua bidestilada estéril, através de ressuspensdo e
centrifugagdo a 3000 x g, por 10 min, e lavadas uma vez com glicerol 10%, também a
3000 x g, s6 que por 25 min, a 4 °C. O sedimento foi ressuspenso no glicerol 10%
residual e aliquotado em amostras de 20—40 pL. As aliquotas foram prontamente
utilizadas para a eletroporagao propriamente dita (2.6.2) ou armazenadas a —80 °C.

Para as estirpes de H. seropedicae, as células foram resfriadas em banho de
gelo e sedimentadas por centrifugacdo a 3000 x g, 10 min, a 4 °C, seguindo-se entdao o
mesmo procedimento utilizado para células de E. coli, exceto que as células foram
lavadas uma unica vez com d4gua bidestilada estéril. Apds o ultimo passo de
centrifugagdo, o sedimento foi ressuspenso no glicerol 10% residual e aliquotado em
amostras de 35 pL. Estas aliquotas foram prontamente utilizadas para a eletroporagdo

propriamente dita (2.6.2).

2.6.2 Eletroporacao

Este procedimento foi adaptado dos manuais que acompanham o eletroporador
Cell-Porator® (Life Technologies/Invitrogen), ¢ do procedimento descrito por
SEIDMAN et al. (1992). Cerca de 5 ng de DNA plasmidial ou de mistura de ligacao
foram adicionados a 20—40 pL de células eletrocompetentes (E. coli ou H. seropedicae
— item 2.6.1). A mistura foi homogeneizada e mantida em banho de gelo e, entdo,
transferida para a camara de eletroporagdo. Esta foi conectada ao eletroporador ligado

ao amplificador de campo, e submetida a uma descarga elétrica de 350 V, com o
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seletor de capacitancia na posi¢ao de 330 uF, o interruptor de alta/baixa resisténcia na
posi¢ao baixa (“LOW Q”), o interruptor de velocidade de carga do condensador na
posicao rapida (“FAST”), e o botdo de selecdo de resisténcia (no amplificador de
campo) na posicao de 4 kQ.

O sistema contendo as células de E. coli transformantes foi entdo ressuspenso
em 1 mL de meio SOC (meio SOB, Mg2+ 0,02 mmol/L, glucose 0,02 mmol/L — item
2.1.1) e incubado a 37 °C, 180 rpm, por 1 hora. Aliquotas de 300 puL foram inoculadas
em meio LA (LB + agar 15 g/l — item 2.1.1) com o(s) antibiotico(s) apropriado(s)
para a devida selecdo, e incubadas a 37 °C durante 16—24 horas. As bactérias
transformantes foram coletadas e analisadas quanto a presenga dos plasmideos.

O sistema contendo as células de H. seropedicae transformantes foi ressuspenso
em 1 mL de meio NFb malato (2.1.2) e incubado a 30 °C, 120 rpm, por cerca de 10 h.
Aliquotas de 300 pL foram inoculadas em meio NFb malato solido (NFb malato +
agar 15 g/L — 2.1.2) com o(s) antibiotico(s) apropriado(s) para a devida selegdo, e
incubadas a 30 °C durante 16—24 horas. As bactérias transformantes foram coletadas e
armazenadas em meio NFb malato semi-solido (contendo agar 1,5 g/L), conforme

descrito (KLASSEN et al., 1997).

2.7 ENSAIO DE ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE

Este método teve como base o ensaio de atividade de B-galactosidase descrito
por MILLER (1972), mas com as adaptagdes descritas por SCHWAB (2002), e foi
utilizado para determinar a expressdo diferencial do gene alvo de inser¢do em fusdo
com o gene reporter lacZ, conforme a concentra¢do de amoénio no meio. Foram
transferidos 20 pL de cultura de H. seropedicae (em triplicata ou quadruplicata) ou de
meio de cultura (branco da reacdo) para pogo de um bloco de 96 pocos de 2,2 mL
(MEGA-Titer plate, Sorenson, n° catdlogo 23130) contendo 380 pL de tampao Z (SDS
0,27%, B-mercaptoetanol 0,39%, Na,HPO,7H,0 60 mmol/L, NaH,PO, H20 40
mmol/L, KCI 10 mmol/L, MgSO,7H,0 1 mmol/L, pH 7,0). Foram adicionados 25 puL
de cloroformio. A placa foi fechada com uma tampa adesiva (Sorenson Bioscience,

Inc., n° de catidlogo 21950). Misturou-se por vortex (cerca de 2 min), centrifugando
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brevemente e deixando estabilizar em banho-maria a 28 °C, por 10 min. Para iniciar a
reacdo, foram adicionados 80 pL de solu¢ao de O-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
(ONPG) 4 mg/mL em tampao Z e, depois de determinado periodo de tempo (conforme
o desenvolvimento da coloragdo amarela), adicionados 200 pl. de uma solugdo de
Na,CO; 1 mol/L, para interromper a reagdo. A mistura foi centrifugada a 2600 x g
(utilizando rotor para placas) durante 10 min. Duzentos microlitros da fase aquosa
superior foram transferidos para uma placa de ELISA de 96 pogos (Greiner Bio-One,
n°® de catadlogo 655180) para a leitura da Ay4s no leitor de microplacas ELx800 (Bio-
Tek Instruments).

A atividade especifica de B-galactosidase foi em nanomoles de 0-nitrofenol
(ONP) formados por minuto por miligrama de proteina total (nmol ONP/min/mg prot),
através da seguinte equagao:

ivi D.O.,, x255 1ONP
Atividade especifica ;1 cosigase = o 41; X t [nmi)] @)
xtx[pro

(Equacao 2),

em que V ¢ o volume de amostra ensaiado (0,020 mL); t é o tempo de reacdo (em
min); [prot] ¢ a concentracdo de proteina determinada (em mg/mL; item 2.8); e 255
nmol ONP representa um fator de conversdo entre A4 s € nmol de ONP formado
(SCHWAB, 2002).

As estirpes que apresentaram diferencas significativas de atividade especifica
de B-galactosidase, sob baixo e alto amonio, verificadas através do teste t bilateral,
95% de intervalo de confilanca (O’MAHONY, 1986), foram analisadas

subseqlientemente.

2.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

A concentracdo de proteina das amostras foi determinada conforme
BRADFORD (1976), mas com as adaptagdes descritas por SCHWAB (2002), para se
determinar a atividade especifica de [-galactosidase (2.7). Para poco da placa de 96
pocos de polipropileno (Greiner Bio-One, n° catdlogo 651201) contendo 50 uL de
NaOH 0,4 mol/L foram transferidos: 1) de 30 a 125 uL de cultura de H. seropedicae
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mais meio de cultura g.s.p. 125 pL, e 25 uL de agua desionizada e destilada (ddH,0),
ou 2) de 0 a 20 pg de albumina de soro bovino (BSA) em ddH,O q.s.p. 25 pL, e 125
uL de meio de cultura (em quadruplicata). A placa foi fechada com uma tampa
adesiva, misturando suavemente e deixando decorrer a lise celular, por cercade 1 h, a
temperatura ambiente. Foram transferidos 40 pL de lisado celular/solu¢ao padrao de
BSA para uma placa de ELISA de 96 pogos. Foram adicionados as amostras e aos
padrdes 160 pL de reativo de Bradford (0,04 g de Coomassie Blue G-250 dissolvido
em 20 mL de etanol 96% + 40 mL de acido fosforico 85% para 100 mL de ddH,0)
diluido 3x em ddH,0, minutos antes a sua utilizacdo. Apos 2 min de reagdo, as placas
foram transferidas para o leitor de microplacas ELx800 (Bio-Tek Instruments), para

leitura da Asos.

2.9 PREPARACAO DE DNA CROMOSSOMICO DE Herbaspirillum seropedicae
Este método teve como base o procedimento descrito por SOUZA (1990), mas
adaptado para placas de 96 pogos, como se segue. A estirpe com o DNA
cromossOmico a ser purificado foi cultivada em 5 mL (ou em 4 pogos, cada pogo
contendo 1,25 mL) de meio. Os blocos contendo as culturas foram centrifugados a
2600 x g (utilizando rotor para placas) durante 10 min. O sobrenadante foi descartado
por inversdo dos blocos, e os sedimentos ressuspensos em 187,5 puL de tampao TE
(EDTA 20 mmol/L, Tris-HCl 50 mmol/L, pH 8,0). O conteudo dos quatro pogos que
continham amostras idénticas foi reunido em um tUnico pog¢o. Foram adicionados 85
pL de uma solucao de SDS 10% e 10 pL. de uma solugao de proteinase K 20 mg/mL; a
mistura foi incubada durante a noite a 37 °C. O conteudo do pogo foi transferido para
um microtubo plastico de 2 mL. Foram feitas extragdes com 1 volume de fenol
equilibrado (MANIATIS et al, 1982), depois 1 volume de fenol
equilibrado:cloroférmio:isoamilol (25:24:1), e entdo 1 volume de -cloroférmio,
consecutivamente, centrifugando a 10.000 x g para separar melhor as fases organica e
aquosa, e coletando sempre a fase aquosa superior para novos microtubos de 2 mL. A

fase aquosa da ultima extracdo foi transferida para pogo de um bloco de 96 pocos.
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Foram adicionados 0,1 volumes de acetato de sodio 3 mol/L, pH 5,2, e 0,6 volumes de
isopropanol. O bloco foi centrifugado a 2600 x g durante 45 min. O sobrenadante foi
descartado por suc¢do, com auxilio de uma micropipeta. Foi adicionado 1 mL de
etanol 80%, e o bloco foi centrifugado a 2600 x g durante 15 min. O sobrenadante foi
descartado por succ¢do, com auxilio de uma micropipeta, e o precipitado foi seco em
bomba de vacuo, para depois ser redissolvido em 200 puL de ddH,O. Algumas
amostras foram digeridas com enzima de restricdo (2.3) e visualizadas por eletroforese

(2.4) para verificar a qualidade e quantidade de DNA purificado.

2.10 CONSTRUCAO E CLONAGEM DO PLASMIDEO MUTAGENICO pTnMod-
OGmKmlacZ

O plasmideo pKOK®6, que continha um cassete lacZ-Km" (Fig. 4), foi tratado
com a enzima de restricdo Sall (2.3), liberando o fragmento com cerca de 4700 pb
relativo ao cassete. O plasmideo pTnMod-OGm (Fig. 5) foi tratado com a mesma
enzima de restri¢ao, e depois tratado com a enzima DNA ligase (2.5) na presenca da
mistura que continha o cassete lacZ-Km'. Este sistema foi entdo introduzido (2.6) em
células de E. coli DH10B (2.1), selecionando os transformantes com resisténcia a
acido nalidixico, gentamicina e canamicina (2.1.1). Os plasmideos das colonias
transformantes foram preparados (2.2) e analisados por reagdes de restricao
apropriadas para a selecdo da construcdo desejada (denominada pTnMod-

OGmKmlacZ, Fig. 6).



36

FIGURA 4 — MAPA FiSICO DO PLASMIDEO pKOKG6 E SEU CASSETE lacZ-Km"
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O cassete lacZ-Km' de pKOKG®6 foi utilizado na constru¢do do plasmideo pTnMod-OGmKmlacZ. A)
Mapa fisico de pKOK6; B) mapa fisico do cassete lacZ-Km'. Os sitios Sall utilizados para a digestdo ¢
clonagem do cassete encontram-se assinalados em vermelho. Figura adaptada de KOKOTEK e LOTZ
(1989).

FIGURA 5 - MAPA FiSICO DO PLASMIDEO pTnMod-OGm
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O plasmideo pTnMod-OGm foi utilizado na constru¢do do plasmideo pTnMod-OGmKmlacZ através
da inser¢do do cassete lacZ-Km' no seu tnico sitio Sall assinalado em vermelho. Figura adaptada de
DENNIS e ZYLSTRA (1998).
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2.11 IDENTIFICACAO DOS GENES ALVOS DE INSERCAO

As estirpes mutantes de H. seropedicae Z78 que apresentaram padrdo de
expressdao do gene reporter lacZ diferencial conforme a concentragdo de amonio no
meio tiveram seus genes alvos de inser¢do identificados por seqlienciamento de DNA.
Para isso, o DNA cromossomico de cada mutante selecionado foi previamente
purificado (2.9) e fragmentado com a enzima de restrigdo Narl (2.3), enzima esta que
ndo tinha qualquer sitio de clivagem na seqiiéncia do transposon. A mistura foi tratada
com a enzima T4-DNA ligase (2.5), com o objetivo da formacao de moléculas de
DNA circular. Algumas destas moléculas continham o transposon, que tinha em sua
seqiiéncia uma origem de replicacio e genes para resisténcia a canamicina e
gentamicina, apresentando, portanto, as mesmas propriedades que um plasmideo. A
mistura resultante foi transferida (2.6) para células de E. coli DH10B (2.1.1), sendo
que os transformantes foram selecionados para resisténcia a canamicina e gentamicina
(2.1.1). Os transformantes foram cultivados (2.1.1) e o respectivo DNA plasmidial foi

sujeito a seqiienciamento, adotando os procedimentos descritos a seguir.

2.11.1 Preparaciao da amostra de DNA

Para a preparagdo das amostras de DNA com a finalidade de seqlienciamento,
células de E. coli DHI10B (2.1.1) transformadas (2.6) com a mistura de ligagdo gerada
a partir do DNA cromossomico da estirpe mutante de H. seropedicae foram cultivadas
em bloco (2.1.1). O bloco contendo as culturas foi centrifugado por 7 min, 2600 x g,
para sua sedimentagdo. O adesivo foi retirado e o sobrenadante descartado. Foram
adicionados, a cada pogo, 180 pL de solucdo GET (2.2). O bloco foi novamente
fechado com o adesivo e agitado por vortex, para ressuspender as células. O bloco foi
centrifugado por 7 min, 2600 x ¢, para sedimentar as células. O sobrenadante foi
novamente descartado. Foram adicionados, a cada poco, 80 uL de solucdo GET
contendo 0,5 pL. de RNase 20 mg/mL. O bloco foi fechado com adesivo e agitado por
vortex, até ressuspender as células. A suspensdo de células (80 pL) foi transferida para
poco (com fundo em V) da placa de 96 pocos de polipropileno (Greiner Bio-One, n°

catadlogo 651201). Foram adicionados, a cada pogo, 80 puL da solucdo de lise (NaOH



38

0,18 N, SDS 1%). O bloco foi fechado com o adesivo e invertido 20 vezes para
homogeneizagdo. A mistura foi incubada por 5 min a temperatura ambiente. O bloco
foi centrifugado por alguns segundos para que nao ficasse solugdo no adesivo e este foi
entdo removido. Foram adicionados, a cada pocgo, 80 puL de acetato de potéassio 3
mol/L. A placa foi fechada com adesivo e invertida 30 vezes para homogeneizagao.
Incubou-se por 10 min a temperatura ambiente. O bloco foi centrifugado por alguns
segundos para que ndo ficasse solucao no adesivo e este foi entdo removido. Incubou-
se 0 bloco destampado em estufa a 90 °C por 30 min. O bloco foi tampado com
adesivo e resfriado em banho de gelo por 15 min. O sistema foi centrifugado por 10
min, 2600 x ¢, a 4 °C. Foi fixada, com fita adesiva, uma placa-filtro de 96 pocos
(Millipore, n° catadlogo MAGVN2250) sobre uma placa de 96 pogos (com fundo em V)
de polipropileno. Cento e vinte microlitros do sobrenadante foram transferidos para
poco da placa-filtro. O sistema com a placa-filtro foi entdo centrifugado (sem a tampa)
a 20 °C, 2600 x g, por 5 min, ou até¢ que todo o volume atravessasse o filtro para o
poco da placa inferior. A placa-filtro foi retirada, e 80 plL de isopropanol foram
adicionados ao filtrado que estava no pogo com fundo em V. A placa foi fechada com
adesivo e invertida 30 vezes para homogeneizagdo. A placa foi centrifugada por 45
min, 2600 x g, a 20 °C. O adesivo foi retirado ¢ o sobrenadante descartado. Foram
adicionados 150 pL de etanol 70%. A placa foi tampada com adesivo e centrifugada
por 15 min, 2600 x g, a 20 °C. O sobrenadante foi removido, e a placa foi incubada a
vacuo por ~10 min, para secagem do etanol residual. O DNA foi redissolvido em 30
pL de ddH,O, e a placa armazenada a —20 °C. O rendimento da purificacdo do DNA

foi avaliado semi-quantitativamente por eletroforese (2.4).

2.11.2 Reacao de seqiienciamento

O sistema de reacdo de seqiienciamento, também efetuada em placa de 96
pocos (Skirted 96 PCR plate, Sorenson Bioscience, n° catalogo 23080), continha
200-400 ng de DNA plasmidial, 4 pL do reagente DYEnamic ET terminator reagent
premix (GE Healthcare), 5 pmol de oligonucleotideo iniciador (LACZS5’, 5°-



39

GCAAGGCGATTAAGTTGGGT-3’, ou IR2, 5’-CGAACCGAACAGGCTTATGT-
3’), complementar a seqiiéncia de inser¢dao do transposon Tnb, e ddH,0O q.s.p. 10 pL.
Os ciclos de reacao em termociclador automatico foram: (95 °C, 1 min) x 1; [(94 °C,
20 s), (60 °C, 1,5 min)] x 35. A purificacdo do produto consistiu em adicionar 10 uL
de ddH,O0, 2 pL de acetato de amoénio 7,5 mol/L e 60 pL de etanol 96% a cada poco da
placa. Esta foi centrifugada por 45 min. O sobrenadante foi descartado e 150 pL de
etanol 70% foram entdo adicionados. Centrifugou-se por 10 min e o sobrenadante foi
entdo descartado. A placa foi incubada a vacuo por ~10 min para secagem do etanol
residual. Para aplicagcdo no seqiienciador automatico MegaBACE (GE Healthcare), o
DNA foi ressuspenso em 10 pLL de ddH,O ou tampao para aplicagdo no seqlienciador
(“loading buffer for MegaBACE”, GE Healthcare). A placa foi armazenada tampada

dentro de papel aluminio a —20 °C até o momento da aplicagdo no seqiienciador.

2.11.3 Edicao e analise das seqiiéncias

As seqiiéncias obtidas foram comparadas com seqiiéncias depositadas no banco
de dados publico GenBank utilizando o programa BLASTx (ALTSCHUL et al.,
1997). Dominios conservados codificados pela ORF inserida com o transposon foram
identificados utilizando o programa SMART (SCHULTZ et al., 1998; LETUNIC et
al., 2004). As seqiiéncias também foram comparadas com seqiiéncias depositadas no
banco de dados do Projeto de Seqiienciamento do Genoma de H. seropedicae
(Genopar; www.genopar.org), utilizando o programa BLASTn (ALTSCHUL et al.,
1997), permitindo a localizagdo precisa das inser¢des no genoma daquela bactéria. Os
codons de inicio ¢ término de tradug¢do, bem como a fase de leitura de codons, das
ORFs que flanqueiam as inser¢des foram determinados utilizando o programa
FramePlot (ISHIKAWA e HOTTA, 1999). A identidade dos produtos génicos dessas
ORFs foi determinada comparando suas seqiiéncias com seqiiéncias depositadas no
banco de dados publico GenBank pelo programa BLASTx (ALTSCHUL et al., 1997).

Seqiiéncias tipicas para a ligacdo de elementos regulatdrios foram identificadas

utilizando o programa Vector NTI (Invitrogen), op¢ao “Analyses” — “Motifs”, com
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um minimo de similaridade para com a seqiiéncia consenso programada para 85% e

similaridade para com nucleotideos ambiguos selecionada para maxima (“Maximum”).

2.12  TESTES DE FISIOLOGIA

Para se determinar se as mutagdes afetaram a capacidade das estirpes em fixar
N,, estas foram cultivadas em placas de 96 pocos contendo 150 mL de meio NFbHP
malato semi-solido (4gar 1,5 g/L — item 2.1.2) em cada poco, sem a adi¢do de
compostos nitrogenados, sob ar, e, apds 48—72 h de cultivo, o contetdo proteico das
culturas foi determinado (2.8).

Para saber se as mutagdes afetaram a capacidade das estirpes mutantes de
crescer utilizando outros compostos nitrogenados como fonte unica de nitrogénio, as
estirpes selvagem e mutantes de H. seropedicae foram inoculadas em meio NFbHP
malato (4gar 15 g/L; 2.1.1), na presenca de NaNOs, L-a-alanina, L-asparagina, L-
aspartato, L-glutamina, L-glutamato ou L-serina 10 mmol/L. As coldnias resultantes
foram analisadas qualitativamente por comparagdo de seus tamanhos com o da estirpe

selvagem.

2.13 INVESTIGACAO DA PRESENCA DE ACIDO INDOL-3-ACETICO NO
SOBRENADANTE DE CULTURAS DE Herbaspirillum seropedicae

2.13.1 Quantificacdo de compostos de indol

A concentracdo de derivados de indol no sobrenadante da cultura foi
determinada como descrito por TANG e BONNER (1947), modificado para o formato
de placas de 96 pocos. Duzentos microlitros de cultura foram transferidos para poco de
uma placa-filtro Multiscreen-GV (Millipore, nimero de catdlogo MAGVN2250) e
filtrados por centrifugacdo a 2500 x g por 5 min para pog¢o de uma outra placa de 96
pocos. Cem microlitros desta solugdo filtrada foram transferidos para po¢o de uma
placa de ELISA de 96 pocos. Foram adicionados 100 puLL de uma variacao de reagente
de Salkowski (FeCl; 55 mmol/L, H,SO,4 7,9 mol/L), fechando em seguida com tampa

adesiva. O sistema foi incubado por 30 min, sob auséncia de luz, a temperatura
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ambiente. Os valores de absorbancia foram determinados a 550 nm utilizando um
leitor de microplacas EIx800 (Bio-Tek Instruments).

Para relacionar a concentragao de AIA com o nimero de células na cultura, a
D.O.600 da mesma foi determinada. Para isso, foram transferidos 200 uL de cultura
para pog¢o de uma placa de ELISA e a absorbancia determinada a 600 nm de modo
semelhante a determinacdo a 550 nm. Os valores de D.O.4yy obtidos em placa de 96
pocos foram convertidos em valores de D.O.¢y9 em cubeta padrao com caminho 6tico
de 1 cm, dividindo pelo fator de corregdo 0,2978, previamente determinado. Todos os

experimentos foram efetuados em quadruplicata.

2.13.2 Deteccio de acido indol-3-acético por cromatografia em camada delgada

Para confirmar que os derivados de indol quantificados pelo método de
Salkowski (2.13.1) eram predominantemente AIA, o sobrenadante de cada cultura foi
analisado por cromatografia em camada delgada (CCD) em gel de silica,
essencialmente como descrito (EHMANN, 1977). Vinte mililitros de cultura foram
centrifugados a 15.000 x g e o sobrenadante coletado por decantagdo. O pH do sistema
foi ajustado para ~1,0 através da adicdo de solugdo HCI concentrada. A solugdo
resultante foi extraida com 1 volume de cloroférmio. A fase organica inferior foi
coletada e concentrada =~15x por evaporacdo. Cerca de 30 uL foram aplicados
gradualmente (de forma a concentrar a amostra por evaporacao do solvente, em uma
area circular de =3 mm de diametro) na placa de gel de silica. O sistema de solventes
de CCD consistiu de uma mistura cloroférmio:metanol:dgua na propor¢do 84:14:1.
Apobs a CCD, a placa foi seca a 45-60 °C por 5-10 min e fotografada sob luz UV (254
nm). Para a revelagdo dos compostos de indol, a placa foi borrifada na posig¢ao
vertical, até a silica adquirir um aspecto umido, com o reagente de van Urk—Salkowski
(EHMANN, 1977). O reagente de van Urk consistiu de 1 g de p-
dimetilaminobenzaldeido dissolvido em 50 mL de solugdo HCI concentrada (massa
especifica 1,19 g/cm’), adicionado de 50 mL de etanol 96%. O reagente de van Urk—

Salkowski consistiu de uma mistura reagente de van Urk:reagente de Salkowski
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(2.13.1) na proporgao 1:3. A placa foi incubada em estufa a 100 °C por 5 min, e depois
resfriada a temperatura ambiente. A placa foi lavada 3x por imersdo em ddH,O,
agitando cuidadosamente (pois nesta etapa o gel de silica podia descolar-se da placa)
por 1 min cada ciclo. O excesso de umidade da placa foi eliminado por mata-borrao
com papel toalha e as cores das bandas foram comparadas com as da literatura (cores
com a placa umida — EHMANN, 1977). A placa foi seca a 45-60 °C por 20-30 min e
novamente as cores das bandas foram comparadas com as da literatura (cores com a

placa seca — EHMANN, 1977).
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3 RESULTADOS
3.1 OBTENCAO DO PLASMIDEO pTnMod-OGmKmlacZ PARA A
MUTAGENESE ALEATORIA DE Herbaspirillum seropedicae

O plasmideo pTnMod-OGm (Fig. 5) foi construido por DENNIS e ZYLSTRA
(1998) para a mutagénese aleatoria em bactérias Gram-negativas. Este plasmideo
contém um transposon cuja seqiiéncia inclui um gene de resisténcia a gentamicina
(para a selecdo dos mutantes) e a origem de replicagcdo OriR de pMBI1, com alta
especificidade para E. coli. Esta especificidade faz com que o plasmideo seja instavel
(suicida) em outros hospedeiros, e permite a recuperacdo do fragmento de DNA
mutagenizado do hospedeiro em E. coli, o que torna possivel que seja seqilienciado e o
gene identificado. O plasmideo inclui ainda o gene da transposase de Tn5 fora da
seqliéncia de inser¢ao. Como o plasmideo ¢ suicida, o gene que codifica a transposase
¢ perdido, e isto evita novos eventos de transposicdo depois que o transposon foi
inserido aleatoriamente no DNA do hospedeiro. E o plasmideo também possui a
origem de transferéncia oriT de RP4, possibilitando ser transferido para o hospedeiro a
ser mutagenizado por conjugacao.

Apesar de todas estas caracteristicas, o plasmideo descrito acima nao permite
acompanhar os niveis de expressdao do gene que contém a inserc¢ao. Para a selecdo dos
genes de H. seropedicae regulados em resposta a concentracdo de amonio no meio, foi
necessaria a inser¢do de um gene reporter (lacZ) sem promotor no transposon de
pTnMod-OGm. Assim, o cassete lacZ-Km' presente no plasmideo pKOK®6 (Fig. 4) foi
transferido para o plasmideo pTnMod-OGm, resultando no plasmideo pTnMod-
OGmKmlacZ (Fig. 6), que foi utilizado, com sucesso, para a mutagénese aleatoria de

H. seropedicae.
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FIGURA 6 — MAPA FiSICO DO PLASMIDEO pTnMod-OGmKmlacZ
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O plasmideo pTnMod-OGmKmlacZ, contendo o cassete lacZ-Km' inserido entre os sitios Sall
indicados, foi utilizado na obten¢do de uma colecdo de mutantes genOmicos aleatorios de H.
seropedicae Z78.

3.2 CONSTRUCAO E ANALISE ESTATISTICA DE UMA BIBLIOTECA DE
MUTANTES ALEATORIOS DE Herbaspirillum seropedicae

O plasmideo pTnMod-OGmKmlacZ foi transferido para células de H.
seropedicae conforme descrito (2.6), selecionando para resisténcia a gentamicina e
canamicina. Um total de 5400 mutantes de inser¢ao foi obtido mas, por probabilidade,
somente a metade (*2700) continha o gene reporter lacZ inserido na mesma orientagdo
que o gene alvo.

Para se determinar o numero aproximado de genes distintos coberto pela
biblioteca de mutantes aleatorios, as propriedades estatisticas do conjunto de sitios de
insercdo foram analisadas utilizando o modelo do par de bases neutro, em que a
probabilidade de inser¢do ¢ a mesma para qualquer par de bases (JACOBS et al.,
2003). A probabilidade p de qualquer ORF ser inserida com o gene reporter lacZ na
mesma orientagdo foi estimada considerando que todas as ORFs de H. seropedicae

tinham 1022 pb de comprimento, que foi o tamanho médio de 126 ORFs anotadas de
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H. seropedicae (www.genopar.org) aleatoriamente escolhidas. A constante p foi
determinada dividindo o tamanho médio das ORFs pelo tamanho total do genoma de
H. seropedicae (5,5 Mpb, www.genopar.org); portanto, p = 1,9 x 107™*. Os outros
parametros foram n = 2700 (nimero de insergdes obtidas com lacZ na mesma
orientagdo), e k = 5000 (ntimero total de ORFs em H. seropedicae, www.genopar.org).
O ntmero calculado de ORFs distintas inseridas com lacZ na mesma orienta¢do foi

obtido utilizando a formula (JACOBS et al., 2003):

k — k(1 —p)"=5000 — 5000 x (1 —1,9-107*"* = 2000 (Equagio 3),
o que corresponde a aproximadamente 40% do numero total de genes (ORFs) no
genoma de H. seropedicae. A Fig. 7 mostra o grafico que correlaciona o nimero de
mutantes obtidos com a cobertura relativa do genoma de H. seropedicae, bem como o

resultado deste trabalho.

3.3 OBTENCAO DE UMA COLECAO DE MUTANTES Herbaspirillum
seropedicae Z78 COM PADRAO DE EXPRESSAO lacZ DIFERENCIAL

Cerca de 2700 estirpes da biblioteca de mutantes aleatorios continham a
insercdo na mesma orientagdo que o gene inserido (2.11). Para se determinar quais
apresentavam padrdo de expressdo lacZ diferencial conforme a concentragdo de
amonio, as estirpes resistentes a canamicina e gentamicina foram cultivadas em meio
solido na presenca do indicador de atividade de B-galactosidase X-GAL (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo), adicionado de NH4Cl 2 ou 20 mmol/L. A Fig.
8 ¢ um exemplo ilustrativo que mostra um grupo de 96 mutantes aleatorios cultivados
nestas duas concentracdes de amonio. Com este procedimento, as estirpes mutantes
cujas colonias apresentaram diferentes graus de intensidade de coloragdo azul, de uma
condicdo para a outra, foram selecionadas para ensaios de atividade de PB-

galactosidase, num total de 131 estirpes.
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FIGURA 7 — COBERTURA RELATIVA DO GENOMA DE Herbaspirillum seropedicae PELA
ESTRATEGIA DA MUTAGENESE ALEATORIA ENVOLVENDO O PLASMIDEO pTnMod-
OGmKmlacZ
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Representagdo grafica da equagdo 3. O eixo das abcissas representa o numero de mutantes aleatorios
obtidos com a inser¢do na mesma orientagdo que o gene inserido (metade do numero total de mutantes
obtidos) e a linha tracejada vertical realga o resultado deste trabalho (2700); o eixo das ordenadas
representa o niumero de genes distintos cobertos pela biblioteca de mutantes e a linha horizontal
pontilhada em azul mostra o nimero total de genes em H. seropedicae (5000).

A Tabela 3 mostra os resultados dos ensaios de atividade de B-galactosidase
para esse grupo de 131 estirpes mutantes. Os resultados dessa tabela mostram 59
estirpes contendo genes alvos de inser¢ao diferencialmente expressos em condi¢do de
baixa concentragdo de amodnio, incluindo 57 mutantes que possuem genes ativados
(com niveis de atividade especifica de -galactosidase variando de 1,7 a 2000 vezes,
Fig. 9), e duas que tém os genes reprimidos (com inibicdo de 5,6 e 2,0 vezes da

atividade especifica de B-galactosidase). Como foram analisadas #2700 inser¢des com
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o gene reporter lacZ inserido na mesma orientagdo que o gene alvo, as 59 inser¢des
com padrdo de expressao diferencial indicaram que 59/2700 = 2,2% do total de ORFs
de H. seropedicae ¢ regulado por amonio, o que corresponde a aproximadamente 110

genes (Www.genopar.org).

FIGURA 8 — ENSAIO DE EXPRESSAO lacZ DIFERENCIAL DAS ESTIRPES MUTANTES
RESISTENTES A CANAMICINA E GENTAMICINA EM NH,C1 2 E 20 mmol/L.
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A biblioteca com 5400 mutantes resistentes a canamicina e gentamicina foi cultivada em NFb malato
solido, na presenca do indicador de atividade de B-galactosidase X-GAL, adicionado de NH4CI 2 ou
20 mmol/L, como ilustrado para este grupo de 96 mutantes. As estirpes mutantes que aparentemente
apresentaram padrdo de expressdo diferencial (indicado pela coloragdo azul) entre as duas condi¢des
de disponibilidade de amonio testadas foram selecionadas para ensaios de atividade de f-
galactosidase. Com este procedimento, um total de 131 estirpes foi selecionado para ensaios de
atividade de B-galactosidase.
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TABELA 3 — ATIVIDADE ESPECIiFICA DE B-GALACTOSIDASE DAS 131 ESTIRPES
MUTANTES SELECIONADAS PELO TESTE EM X-GAL

Nome da estirpe Atividade em Atividade em Fator de indugao/ Tipo de

(nome alternativo®) NH,CI 20 mmol/L  NH,Cl 2 mmol/L repressio’ regulagio’
NI1.12.H06 62+ 16 77+ 15 1,3 NS
NI1.13.B10 0,76 £0,13 0,67 £0,27 0,88 NS
N1.12.C02 0,19+0,15 0,10+0,21 0,53 NS
N1.10.D05 0,37+0,13 0,48 £0,22 1,3 NS
N1.06.G08 1,4+£0,7 12+3 8,4 +
N1.02.D08 1,5+0,6 60+ 13 39 +
N1.08.D01 0,19+0,19 4,6+0,7 24 +
N1.20.A04 4,5+42 21+5 4.7 +
N1.15.B09 (S2) 0.64+0.15 242 35 +
N1.05.H03 0,87 £0,27 11+£3 13 +
N1.01.FO5 (S6) 1.7£0,5 47 +9 28 +
NI1.13.E08 0,16 £0,10 4,7+09 29 +
N2.16.GO1 (S27)  2.7+04 6.8+ 1.6 25 +
N2.16.F04 2,1+£09 1,9+0,5 0,90 NS
N2.16.F10 2,1+0,6 2,3+0,9 1,1 NS
N2.17.E07 (S12)  2.8+08 1943 6,7 +
N2.17.E04 286 + 83 8700 £ 2800 30 +
N2.18.F04 0,52 +0,14 22+5 43 +
N2.18.G12 0,80 £0,29 0,66 + 0,46 0,82 NS
N2.18.A12 47424 47+ 6 10 +
N2.18.A05 46 £ 15 58+ 13 1,2 NS
N2.19.B02 42+1,0 52+1,0 1,2 NS
N2.19.F10 5,6 4,4 5,6+2,0 0,99 NS
N2.19.G05 12+3 310+ 42 26 +
N2.19.G09 3,7+0,9 9,2+1,0 2,5 +
N2.19.C04 34+4 34+9 0,98 NS
N2.10.D05 41+1,6 69+1,7 1,7 +
N2.10.G02 (S5) 29+1,1 19+3 6,6 +
N2.10.G04 0,69 £0,16 0,72+ 0,46 1,0 NS
N2.10.HO03 0,35+0,11 0,23 +0,12 0,65 NS
N2.10.E09 (528) 7,7+£3,8 326+ 75 42 +
N2.20.H10 4,8+1,7 30+6 6,3 +
N2.20.G01 (S24) 0,52 +0,18 6,2+1,2 12 +
N2.20.D01 (S14) 43+ 11 84+ 10 2,0 +
N2.03.D11 0,41+0,14 0,56 £ 0,44 1,4 NS
N2.03.E09 2,2+0,49 2,6 0,7 1,2 NS
N2.03.B09 0,87+0,16 1,0+ 04 1,2 NS
N2.02.D05 0,88 +0,31 1,1£04 1,3 NS
N2.02.G02 33+1,3 11+2 34 +
N2.02.G12 52+1,2 56 +11 11 +
N2.01.F12 (S3) 0,23 +£0,27 29+ 7 120 +
N2.01.HO2 (S23) 0,49 +0,13 247 45 +
N2.01.D11 (S7) 0,50 £0,39 16 +2 32 +
N2.11.E04 (S13) 1,6+ 0.4 8.6+2.7 5,5 +
N2.11.H02 0,67 £0,08 0,79 £ 0,36 1,2 NS
N2.04.C05 0,44 £0,31 0,68 £0,15 1,5 NS
N2.04.G11(S31) 35+ 1,6 1042 2.9 +

Continua...
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Nome da estirpe Atividade em Atividade em Fator de inducao/ Tipo de
(nome alternativo’) NH,CI 20 mmol/L  NH,Cl 2 mmol/L repressio’ regulagio®
N2.04.G06 (S26) 99+29 92+ 15 9,3 +
N2.04.E02 7,1+2.6 10+1 1,4 NS
N2.11.A10 (S8) 0,21 +£0,13 421 +99 2000 +
N2.04.B06 0,21 £0,06 0,55+0,14 2,6 +
N2.05.F07 6,8+0,7 98 £ 22 14 +
N2.05.G05 14+£5 52+ 10 3,8 +
N2.05.D08 0,82 +£0,10 1,0+ 04 1,2 NS
N2.05.D11 0,34 £ 0,46 0,28 + 0,09 0,83 NS
N2.06.D02 52+33 8,0£3,0 1,5 NS
N2.06.D01 1,6 £ 0,4 6,2+12 3.9 +
N2.06.G02 32+9 43+ 16 1.4 NS
N2.06.B03 0,36 £ 0,17 22+5 60 +
N2.07.C08 6,8+0,7 21+4 3,2 +
N2.07.B05 0,39 £ 0,28 0,60 £ 0,28 1,5 NS
N2.08.F07 4,0+ 1,7 83+14 2,1 +
N2.08.E01 0,19 £ 0,04 0,44 £0,26 2,4 NS
N2.08.F03 1,2+0,8 0,61 +0,16 0,52 NS
N2.08.B01 (S21) 0,17 +£0,10 14+4 83 +
N2.12.G03 13+4 17+4 1,3 NS
N2.12.HO1 4,6 £0,9 12+3 2,6 +
N2.12.HO8 0,47 £0,22 1,5+0,7 3,2 NS
N2.12.A09 5015 64+ 13 1,3 NS
N2.13.B06 2,619 2,6 £0,6 1,0 NS
N2.13.G08 2,0+0,7 1,0+ 0,6 0,54 NS
N2.13.HO8 (S1) 30+9 15+4 0,50 -
N2.14.F12 0,15+0,03 0,32 +0,15 2,2 NS
N2.14.F03 1,7+0,3 1,5+0,5 0,90 NS
N2.14.E05 2,5+0,6 99 £ 12 40 +
N2.14.G02 (S22) 0,52 £ 0,36 31+7 59 +
N2.15.E04 1,8+0,6 2,0+0,9 1,1 NS
N2.15.H06 2,612 2,1+£0,3 0,80 NS
N2.15.F10 3,5+2,0 2,3+0,5 0,67 NS
N2.15.E07 (S19) 5,1£0,56 12+3 2,3 +
N2.15.B01 (S15) 11£2 51+10 4,7 +
N2.09.E02 0,80 £ 0,38 0,99 £0,71 1,2 NS
N2.09.F08 4,7+1,2 0,85+ 0,28 0,18 -
N2.09.C06 0,95 £ 0,53 1,8+0,62 1,8 NS
N2.09.B01 (S11) 57+438 110 +31 19 +
N3.20.HO1 0,22 £0,15 0,40 £ 0,20 1,9 NS
N3.20.E09 2,7+0,9 3,8+1,3 1,4 NS
N3.20.D07 24+1,3 2,2+04 0,93 NS
N3.20.C01 1,1 £0,3 0,73 +£0,22 0,67 NS
N3.19.A02 1,3+0,4 1,8+0,8 1,4 NS
N3.19.C02 0,74 £ 0,39 0,96 + 0,20 1,3 NS
N3.19.G06 (S29) 0,11 +£0,05 2,9+0,3 26 +
N3.18.A05 1,0+0,5 0,56 £ 0,75 0,55 NS
N3.18.A07 4,8 +1,1 34+04 0,71 NS
N3.18.H06 1,7+0,8 1,3+0,6 0,74 NS

Continua...
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Nome da estirpe Atividade em Atividade em Fator de inducao/ Tipo de
(nome alternativo’) NH,CI 20 mmol/L  NH,Cl 2 mmol/L repressio’ regulagio®
N3.18.F02 (S17) 0,51 +0,12 20+3 38 +
N3.17.A09 0,70 £ 0,14 11+4 16 +
N3.12.F08 2,7+0,6 1,8+1,2 0,68 NS
N3.11.F05 (S20) 0,38+0,15 1,4 +£0,21 3,6 +
N3.11.G03 1,9+ 0,6 2,8+1,2 1,5 NS
N3.10.D10 1,0+0,5 1,6 £ 0,8 1,6 NS
N3.10.HOS8 0,60 + 0,44 1,1£0,9 1,8 NS
N3.10.HO07 0,40 £ 0,33 0,66 = 0,35 1,7 NS
N3.09.H02 6,1 £2,0 26+38 4,2 +
N3.09.H03 11+3 13+£3 1,2 NS
N3.08.A07 0,85 +0,21 0,45 +0,23 0,52 NS
N3.07.B01 83+29 5,0+0,8 0,61 NS
N3.07.A12 1,2+0,3 0,86 + 0,49 0,74 NS
N3.07.G11 (S18) 0,58 £0,27 20+ 5 35 +
N3.07.D05 0,68 + 0,06 0,41 +0,49 0,60 NS
N3.06.E02 22413 3,0£1,2 1,4 NS
N3.05.E01 (S24) 0,36 £ 0,08 177 47 +
N3.05.G02 (S9) 1,9+0,28 36+7 19 +
N3.05.D03 (S16) 0,66 £ 0,14 18+6 28 +
N3.03.D08 0,32 +0,18 0,55+ 0,26 1,7 NS
N3.03.G11 1,8+0,47 2,2+0,9 1,2 NS
N3.03.HOS8 (S30) 0,11+0,09 32+0,8 30 +
N3.03.C10 5,6+3,8 2,7+1,2 0,49 NS
N3.03.H04 (S32) 5,6+1,0 16 +4 2,9 +
N3.02.D11 (S4) 1,3+04 36+9 27 +
N3.02.F05 0,18 £0,05 0,36 +£0,32 2,0 NS
N3.02.G06 0,058 = 0,020 0,81 £ 0,85 14 NS
N3.16.G03 (S10) 2,1+£0,9 11+£2 53 +
N3.16.A10 2,9+0,8 39+1,1 1,3 NS
N3.15.H09 0,39 £ 0,10 0,38+0,51 0,99 NS
N3.14.H11 2,5+0,6 30+14 1,2 NS
N3.14.C06 0,048 + 0,058 0,26 + 0,34 53 NS
N3.14.C10 0,46 £ 0,24 0,62 +0,31 1,4 NS
N3.14.D01 0,46 £0,17 0,78 £ 0,45 1,7 NS
N3.13.G08 0,56 £ 0,10 0,52 + 0,43 0,92 NS
N3.13.H03 0,41 £0,06 0,54 + 0,43 1,3 NS

Os valores s3o a média da atividade especifica de B-galactosidase de cada estirpe mutante testada em

quadruplicata, expressa em nmol ONP/min/mg proteina, com intervalos de desvio padréo.
¥ Conforme Tabela 4.

" O fator de indugdo refere-se a razdo entre a atividade especifica em meio adicionado de NH4CI 2

mmol/L e a atividade em NH,4C1 20 mmol/L.

* Os tipos de regulagdo podem ser ativagdo (+) ou inibigio (=) em NH,4Cl 2 mmol/L, conforme
diferengas estatisticamente significativas (teste t bilateral, com intervalo de confianca de 95%). NS =
diferenca de atividade nao significativa.
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FIGURA 9 — INDUCAO/REPRESSAO DOS GENES ALVOS DE INSERc{sO NAS 59
ESTIRPES MUTANTES CULTIVADAS EM BAIXA CONCENTRACAO DE AMONIO
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As 59 estirpes representadas correspondem as que apresentaram diferengas estatisticamente
significativas de atividade especifica de B-galactosidase em baixa concentracdo de amonio (Tabela 3).
Numero de vezes induzido/reprimido refere-se a atividade especifica de B-galactosidase da estirpe
mutante em NH4CI 2 mmol/L dividida pela atividade em NH4Cl 20 mmol/L (induzido se a razdo > 1,
ou reprimido se a razdo < 1). Para cada estirpe, o coeficiente de variagdo ndo ultrapassou o valor 0,2.

3.4 IDENTIFICACAO DAS ORFS CONTENDO INSERCAO OGmKmlacZ COM
PADRAO DE EXPRESSAO lacZ DIFERENCIAL

Trinta e duas das cinqiienta e nove estirpes mutantes com padrao de expressao
lacZ diferencial conforme a concentragdo de amoénio no meio (Tabela 3, Fig. 9)
tiveram sua regido de insercdo clonada e identificada, utilizando os protocolos
descritos (2.11). A Tabela 4 mostra os resultados de uma comparagdo com as
seqiiéncias depositadas no banco de dados publico GenBank, para a identificagdo dos

genes que continham a inser¢do nessas 32 estirpes. As estirpes foram renomeadas de
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S1 a S32 para facilitar a descricdo. As seqiiéncias obtidas também foram comparadas
com seqiiéncias depositadas no banco de dados do Projeto de Seqlienciamento do
Genoma de H. seropedicae (www.genopar.org). Isto permitiu identificar os sitios de
inser¢ao do transposon de pTnMod-OGmKmlacZ no genoma de H. seropedicae. A
Fig. 10 mostra os mapas das inser¢des, em cada uma das 32 estirpes, no genoma de H.
seropedicae. Quatro inser¢des foram encontradas em regides intergénicas (estirpes S2,
S10, S11 e S30); e trés em um gene que codifica uma proteina do tipo SpoVR (estirpes
S26, S27 e S28). Assim, os resultados apresentados permitiram a identificacdo de 26
genes distintos (25 ativados e 1 reprimido) de H. seropedicae regulados pela
disponibilidade de NH, " no meio.

Entre os genes identificados regulados por amoénio estdo os que codificam o
transportador de amoénio de alta afinidade AmtB, a proteina dinitrogenase redutase
NifH, ¢ um gene, denominado orfl (KLASSEN et al., 1999), a jusante do grupamento
da fixacdo de nitrogénio nIfHDKENX, que codifica uma proteina de fungdo
desconhecida (estirpes S9, S23 e S24, respectivamente, Tabela 4, Fig. 10). Mostrou-se
previamente que estes genes sdo ativados em situacdo de baixa concentracdo de
amonio (KLASSEN et al., 1999; NOINDOREF et al., 2006). Isto mostra que o sistema
de mutagénese utilizado foi eficiente para a identificacdo de genes regulados de acordo
com a concentracao de amonio no meio.

A maior parte dos genes de H. seropedicae regulados por amonio identificados
neste estudo estdo envolvidos no transporte de compostos de nitrogénio,
particularmente ions amdnio, ions nitrato ou aminoacidos. Genes responsaveis por
restabelecer os niveis intracelulares de amoénio via catabolismo de fontes alternativas
de nitrogénio, tais como os que pertencem ao metabolismo de bases purinicas (estirpes
S1 e S5, Tabela 4, Fig. 10), fixacdo de N, (estirpes S21, S22, S23 e S24) e
amidases/proteases/vias de degradacdo de aminodacidos (estirpes S7, S8, S12 e S31)
também foram encontrados. E quatro genes encontrados codificam quinases ou fatores
de regulacdo da transcricao (estirpes S6, S20, S25 e S29). A Fig. 11 mostra uma
classificacdo funcional dos genes identificados de acordo com seu papel ou via

metabolica.
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FIGURA 10 - MAPAS DAS INSERCOES NO GENOMA DE Herbaspirillum seropedicae
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No mapa de cada uma das estirpes, as setas grandes indicam a localizacdo e o sentido de transcrigdo
das ORFs proximas a inserc¢do (indicada pela caixa sobressaida). Dentro da caixa, realga-se a estrutura
do transposon contendo o gene repérter lacZ, genes que conferem resisténcia aos antibidticos
canamicina ¢ gentamicina, e a origem de replicacdo OriR. Sobre a caixa, os nomes ¢ os sentidos de
extensdo dos oligonucleotideos utilizados para o seqiienciamento das regides do cromossomo de H.

seropedicae vizinhas a insergao.

FIGURA 11 - CLASSIFICACAO FUNCIONAL DOS PRODUTOS DOS GENES

REGULADOS POR AMONIO
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Os nuameros entre parénteses indicam o numero de genes identificados dentro de cada classe.

Transporte = transportadores de compostos nitrogenados; interruptores metabolicos

quinases e

fatores de regulagdo da transcrigdo; sem homologos = pouca similaridade com qualquer proteina

previamente conhecida.
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O tUnico gene reprimido identificado neste trabalho codifica uma guanosina-
mono-fosfato sintase (gene com a insercao na estirpe S1, Tabelas 3 e 4, Fig. 10), uma
enzima envolvida com a sintese de nucleotideos; seus niveis de expressdo foram
reduzidos em condi¢des de baixa concentracao de amonio. Por outro lado, nas mesmas
condicdes, uma enzima envolvida na degradagcdo de nucleotideos (estirpe S5) foi

superexpressa (6,6 vezes, Tabelas 3 e 4, Fig. 10).

3.5 EFEITOS FISIOLOGICOS DAS MUTACOES E EXPRESSAO DOS GENES
ALVOS DE INSERCAO EM FONTES VARIADAS DE NITROGENIO

Foi determinado o efeito das mutacdes na capacidade das estirpes em crescer
utilizando N,, NaNO;, L-o-alanina, L-asparagina, L-aspartato, L-glutamina, L-
glutamato ou L-serina como fonte Unica de nitrogénio, em comparacdo com o
crescimento da estirpe selvagem Z78. Para o teste com N,, as estirpes foram cultivadas
em meio semi-solido sem qualquer composto nitrogenado adicionado por 48—72 h. A
Tabela 5 mostra os resultados de determinagdo da concentragdo de proteina nas
culturas das estirpes. Como se pode verificar pelos dados dessa tabela, as unicas
alteragoes significativas de crescimento em N, ocorreram com as estirpes S21, S22 e
S23, que apresentaram um contetido proteico signficativamente menor do que o da
estirpe selvagem Z78. Os genes alvos de insercdo nestas estirpes codificam uma

proteina do tipo HesB, FixB e NifH, respectivamente (Fig. 10).
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TABELA 5 — CONTEUDO PROTEICO DAS ESTIRPES CULTIVADAS EM N, COMO
FONTE UNICA DE NITROGENIO

Estirpe [proteina] (ug/mL) Estirpe [proteina] (ug/mL)
778 875 N2.11.A10 (S8) 69 £ 14
N1.06.G08 116 £ 22 N2.04.B06 91+9
N1.02.D08 120+ 26 N2.05.F07 98 + 28
N1.08.D01 138 + 18 N2.05.G05 101 £ 12
N1.20.A04 145 £ 22 N2.06.D01 115+ 14
N1.15.B09 (S2) 109 £4 N2.06.B03 110 £ 14
N1.05.H03 117 £20 N2.07.C08 106 £ 26
N1.01.F05 (S6) 153 £27 N2.08.F07 96 £ 13
NI1.13.E08 127 £ 39 N2.08.B01 (S21) 46+ 11
N2.16.G01 (S27) 104 £ 23 N2.12.HO1 106 £ 22
N2.17.E07 (S12) 133+ 50 N2.13.HO8 (S1) 117 +33
N2.17.E04 87+ 19 N2.14.E05 97 £20
N2.18.F04 116 £ 15 N2.14.G02 (S22) 36 £ 19
N2.18.A12 114 £ 32 N2.15.E07 (S19) 116 £1
N2.19.G05 111 £15 N2.15.B01 (S15) 107 £ 19
N2.19.G09 123 £4 N2.09.F08 123 £21
N2.10.D05 123 £ 31 N2.09.B01 (S11) 112 £24
N2.10.G02 (S5) 101 +£27 N3.19.G06 (S29) 110+7
N2.10.E09 (S28) 91 + 20 N3.18.F02 (S17) 97 + 3
N2.20.H10 101 £ 16 N3.17.A09 101 £17
N2.20.G01 (S24) 88+9 N3.11.F05 (S20) 100 £ 28
N2.20.D01 (S14) 127 £ 14 N3.09.H02 112 £27
N2.02.G02 115+25 N3.07.G11 (S18) 143 £ 27
N2.02.G12 110+ 18 N3.05.E01 (S25) 140 + 37
N2.01.F12 (S3) 78 £ 25 N3.05.G02 (S9) NE
N2.01.H02 (S23) 31 425 N3.05.D03 (S16) NE
N2.01.D11 (S7) 97 £19 N3.03.HO8 (S30) 112 £48
N2.11.E04 (S13) 81+11 N3.03.H04 (S32) 84+11
N2.04.G11 (S31) 104 £ 16 N3.02.D11 (S4) 125 +£13
N2.04.G06 (S26) 108 + 14 N3.16.G03 (S10) 136 + 24

As estirpes foram cultivadas em meio semi-solido sem qualquer composto nitrogenado adicionado e,
apo6s 48-72 h, a concentragdo de proteina foi determinada. NE = ndo determinado.

Para o teste com os restantes compostos nitrogenados, as estirpes foram
cultivadas em meio s6lido adicionado de uma das fontes de nitrogénio e, apos 48—72
h, o tamanho da col6nia da estirpe mutante foi comparado visualmente com o da
estirpe selvagem Z78 (Fig. 12). Através deste teste, ndo foi detectada qualquer
deficiéncia de crescimento das estirpes nas fontes de nitrogénio testadas. No mesmo

ensaio, ¢ para cada estirpe, a expressdo do gene repoérter lacZ foi comparada com a
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expressdao na condi¢do de crescimento em NH4Cl 20 mmol/L, utilizando o indicador
de atividade de P-galactosidase X-GAL (Fig. 12). A Tabela 6 sumariza as variagdes
aparentes (conforme as mudancas na intensidade de coloracao verde/azul) nos niveis
de expressdo dos genes alvos de inser¢cdo, bem como as alteragdes na capacidade de
crescimento das estirpes nas fontes de nitrogénio testadas. Ainda pela Fig. 12,
verifica-se que nenhuma estirpe (incluindo a selvagem Z78) cresceu
significativamente em L-leucina, L-a-alanina ou L-serina como fonte Uinica de carbono

(meios sem acido malico).
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FIGURA 12 - EFEITO DA MUTACAO SOBRE A UTILIZACAO DE ALGUNS COMPOSTOS
NITROGENADOS E VARIACAO APARENTE DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DO GENE
ALVO DE INSERCAO NAS ESTIRPES MUTANTES DE Herbaspirillum seropedicae
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L-Aspartato 10 mmol/L (meio sem acido malico):
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FIGURA 12 (CONTINUACAO)
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3.6 PARTICIPACAO DA PROTEINA NITRILA HIDRATASE NO
METABOLISMO DE ACIDO INDOL-3-ACETICO DE Herbaspirillum seropedicae
O gene que contém a inser¢do na estirpe S31 (Tabela 4, Fig. 10) codifica uma
nitrila hidratase, enzima que catalisa a hidratagdo de uma nitrila gerando a amida
correspondente. Em Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium e Bradyrhizobium, a
enzima estd envolvida no metabolismo da auxina &4cido indol-3-acético (AIA)
(KOBAYASHI et al., 1995; VEGA-HERNANDEZ et al., 2002). De modo a investigar
se o produto do gene com a insercdo na estirpe S31 estd envolvido no metabolismo
daquele fito-hormdénio em H. seropedicae, o perfil de excrec¢do/utilizagdo de
compostos de indol da estirpe mutante nitrila hidratase (estirpe S31, Tabela 4 e Fig.
10) foi comparado com o da estirpe selvagem (Z78) em diferentes tempos de
crescimento, em condicdes de alta e baixa concentragdes de nitrogénio (Fig. 13). Isto
também permitiu investigar se a biossintese desse fito-horménio ¢ aumentada em
condicdes de limitacdo de nitrogénio, conforme indicado pelo aumento da expressao
do gene que codifica a enzima nitrila hidratase (Tabela 3 e Fig. 9). Pela Fig. 13,
verifica-se que ndo existe uma diferenca significativa no conteudo de compostos de
indol no sobrenadante das culturas entre as estirpes de H. seropedicae, indicando que a
enzima nitrila hidratase ndo tem um papel importante no metabolismo de AIA nesse
microrganismo. Além disso, e contrariando a hipotese inicial, ambas as estirpes
excretaram derivados de indol de forma significativa exclusivamente em condi¢des de
alta concentracdo de nitrogénio. Um ensaio de cromatografia em gel de silica
envolvendo as amostras coletadas em 24 h de cultivo em comparagdo com padrdes de
AIA e triptofano confirmou que os compostos de indol detectados nos diferentes
tempos de cultivo eram predominantemente AIA (Fig. 14). Desta forma, 1) H.
seropedicae provavelmente utiliza outra(s) via(s) que ndo a que envolve a enzima
nitrila hidratase para a biossintese de AIA, em condi¢des de excesso de nitrogénio; e
2) o papel provavel da enzima nitrila hidratase de H. seropedicae é o de restabelecer os
niveis de amonio em condigdes de limitacdo deste composto coordenadamente com

uma ou mais amidases, conforme discutido no préoximo item.
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FIGURA 13 - COMPARACAO ENTRE AS ESTIRPES MUTANTE NITRILA HIDRATASE
(S31) E SELVAGEM (Z78) DE Herbaspirillum seropedicae QUANTO AO PERFIL DE
EXCRECAO DE COMPOSTOS DE INDOL

S31:
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778:
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Os resultados mostram a média e desvio padrdo de pelo menos quatro experimentos independentes
para culturas de S31 (em cima) e Z78 (em baixo). Os meios de cultura foram supridos inicialmente
com triptofano 1 mmol/L. As setas indicam o tempo no qual amostras foram coletadas para o ensaio
de cromatografia em camada delgada (Fig. 14).
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FIGURA 14 — COMPARACAO ENTRE AS ESTIRPES MUTANTE NITRILA HIDRATASE
(S31) E SELVAGEM (Z78) DE Herpaspirillum seropedicae QUANTO AO PERFIL DE
EXCRECAO DE ACIDO INDOL-3-ACETICO (AIA)
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A esquerda, a placa revelada sob luz UV (254 nm), e a direita a placa revelada com o reagente van
Urk—Salkowski. As amostras 1-4 referem-se ao sobrenadante de culturas inicialmente adicionadas de
triptofano 1 mmol/L, enquanto as culturas relativas as amostras 10—13 ndo continham triptofano. 1 =
778 em NH,4Cl1 20 mmol/L, triptofano 1 mmol/L; 2 = S31 em NH4CI 20 mmol/L, triptofano 1 mmol/L;
3 = Z78 em triptofano 1 mmol/L (sem NH,4Cl); 4 = S31 em triptofano 1 mmol/L (sem NH4Cl); 5 =
solucdo padrao de triptofano 1 mmol/L; 6 = solugdo padrao de AIA 0,1 mmol/L; 7 = meio de cultura
adicionado de triptofano 1 mmol/L; 8 = meio de cultura adicionado de triptofano 1 mmol/L e AIA 1
mmol/L; 9 = meio de cultura adicionado de AIA 1 mmol/L; 10 = Z78 em NH4C1 20 mmol/L; 11 = S31
em NH4C1 20 mmol/L; 12 = Z78 em NH4Cl 2 mmol/L; 13 = S31 em NH,;CI 2 mmol/L.

3.7 IDENTIFICACAO DE PROVAVEIS ELEMENTOS DE REGULACAO NAS
SEQUENCIAS A MONTANTE DOS GENES ALVOS DE INSERCAO
REGULADOS POR AMONIO

Para identificar provaveis reguladores envolvidos no controle da expressao dos
genes que contém as insercoes, uma busca foi feita por sitios de ligagao caracteristicos
e por seqiiéncias promotoras dos tipos dependentes de o° e o', nas regides a
montante dos sitios de inser¢do nos 26 genes distintos de H. seropedicae identificados
regulados por amodnio. Sitios de ligacdo dos reguladores globais CRP, FNR, IHF,
ArcA, NarL, Lrp (BROWNING e BUSBY, 2004), NtrC, ArgR, FhlA, PspF
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(REITZER e SCHNEIDER, 2001), NifA, FixJ, FixK ¢ RegR (DIXON ¢ KAHN, 2004)
foram pesquisados com base nas respectivas seqiiéncias consenso em E. coli
(http://regulondb.ccg. unam.mx/html/matrix _Alignment.jsp) e em algumas espécies de
diazotrofos (BUCK et al., 1986; FERRIERES ¢ KAHN, 2002; DURMOWICZ e
MAIER, 1998; MAO et al., 2005). A maior parte dos sitios encontrados nas regides a
montante das inser¢des apresentaram baixa similaridade para com a respectiva
seqiiéncia consenso ou, em alguns casos, foram encontrados com um posicionamento
muito incomum. Estes, portanto, foram desconsiderados por apresentarem baixa
probabilidade de serem efetivamente funcionais. Contudo, em sete regides promotoras
distintas, foi possivel identificar pelo menos uma provavel seqiiéncia de regulagao
(Fig. 15). Dentre as regioes promotoras com provaveis seqiiéncias regulatdrias
identificadas estdo: 1) a regido a montante do gene nifH (estirpes S23 e S24, Fig. 15),
onde foram encontrados um sitio de ligacdo de IHF, dois sitios de ligagao de NifA e
uma seqiiéncia homologa a um promotor dependente de o*-RNAP; ¢ 2) a regido a
montante do operon orflginKamtB, contendo provaveis promotor tipicamente
dependente de o”*-RNAP ¢ um sitio de ligagdo de NtrC (estirpes S9, S10 e S11, Fig.
15). Estas seqiiéncias regulatorias ja tinham sido previamente identificadas
(MACHADO et al., 1996; NOINDOREF et al., 2006), o que indica que o procedimento
utilizado para a identificacdo das mesmas neste trabalho foi eficiente. Outros sitios de
ligagio de NifA e IHF, ¢ um promotor dependente de o’*-RNAP, também foram
encontrados a montante dos genes nifSU, envolvidos com a fixa¢ao de N, (estirpes S21
e S22, Fig. 15).

Nas regidoes a montante de guaB e de guaA de H. seropedicae (estirpe S1, Fig.
10), foi feita uma busca por seqiiéncias similares as seqiiéncias consenso para
discriminador do operon gua, elemento UP, e ligacdo das proteinas DnaA, PurR e
CRP, elementos estes que sdo encontrados a montante do operon guaBA de E. coli
(MENG et al., 1990; TESFA-SELASE ¢ DRABBLE, 1992, 1996; HUTCHINGS ¢
DRABBLE, 2000), além de outras seqiiéncias regulatorias ja citadas. A Fig. 15
(estirpe S1) mostra provaveis sitios de ligagdo para os reguladores DnaA e PurR em

sobreposi¢do a um promotor dependente de 6'°-RNAP a montante do gene guaB de H.
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seropedicae. Nenhum provavel sitio de ligagdo de Crp ou outro regulador, nem
discriminador, elemento UP ou promotor dependente de 6>*-RNAP foi encontrado na
regidao de guaBA.

Em trés regides distintas a montante das inser¢gdes com transposon, provaveis
promotores dependentes de 6”*-RNAP foram encontrados (estirpes S14/S15/S16/S17,
S18 e S25/S26/S27/S28, Fig. 15), sendo que, na estirpe S18, uma seqiiéncia com cerca
de 93% de identidade com a seqiiéncia consenso para promotor dependente de o'
RNAP também foi encontrada. Os genes alvos de inser¢ao em S14, S15, S16 e S17
estdo agrupados e codificam sistema(s) de transporte do tipo ABC; o gene alvo de
inser¢do na estirpe S18 faz parte de um grupamento génico que codifica um outro
sistema de transporte do tipo ABC; e os genes alvos nas estirpes S25, S26, S27 e S28
compreendem um mesmo grupo que codifica uma provavel quinase de serina e trés
proteinas conservadas ndo caracterizadas (Fig. 10). Nenhuma seqiiéncia
significativamente similar as seqiiéncias consenso de ligagdo dos reguladores NtrC,
ArgR, FhlA, PspF, RtcR, NifA, FixJ e RegR (ativadores de transcri¢dao tipicamente
dependentes de 6”'-RNAP — REITZER e SCHNEIDER, 2001) foi encontrada nas

regioes a montante das inser¢des naquelas estirpes.
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FIGURA 15 — SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS DAS REGIOES A MONTANTE DOS
GENES ALVOS DE INSERCAO REGULADOS POR AMONIO CONTENDO PROVAVEIS
ELEMENTOS REGULATORIOS

S1 (N2.13.H08):

GGGCTTGTCGCGATTTCAATCCATCCAGCGTTTTTGCCACGCCTGGATGGATAAACGCAA
CCCGAACAGCGCTAAAGTTAGGTAGGTCGCAAAAACGGTGCGGACCTACCTATTTGCGTT

Sitio para PurR | Sitio para DnaA Shine-Dalgarno
ACGCAAACGTTTGCGTTCTCTATAA AGGAGG
GCAGGGCAAGACGCAAGTTCAAGTTTTCTGTATAATTCGCTTTTGCGCCTATAGGAAATA
CGTCCCGTTCTGCGTTCAAGTTCAAAAGACATATTAAGCGAAAACGCGGATATCCTTTAT

Regiao —35 Regiao —10

M R L L Q K AL TFODDV L L VP A F
CTATGCGTCTTCTCCAAAAAGCACTCACGTTCGATGATGTGCTGCTCGTTCCGGCCTTCT
GATACGCAGAAGAGGTTTTTCGTGAGTGCAAGCTACTACACGACGAGCAAGGCCGGAAGA

guaB—

S9 (N3.05.G02), S10 (N3.16.G03) e S11 (N2.09.B01):

NtrC UAS
TGCACYNNNNNTGTGCA
TTAACAAAAAACAAGCAATATCGCACCAATCACGTGCATTTTCCCTTGGTCTGCACTATTT
AATTGTTTTTTGTTCGTTATAGCGTGGTTAGTGCACGTAAAAGGGAACCAGACGTGATAAA

TGAACTGAAGTTAGAAAAAAAACGTGACCAATCTCCGGTTTCACCTAAAAACACAAGCCT
ACTTGACTTCAATCTTTTTTTTGCACTGGTTAGAGGCCAAAGTGGATTTTTGTGTTCGGA

Promotor dependente de **-RNAP

YTGGCACGNNNNTTGCW
GCCTTGCCGAAAGAACATGGCACGGCTCCTGCTACAGGGTTTGAGCAAACACAAAAAACG
CGGAACGGCTTTCTTGTACCGTGCCGAGGACGATGTCCCAAACTCGTTTGTGTTTTTTGC

Shine-Dalgarno

AGGAGG M K K L I L A T
ACTTTTATTGTTCAAACACAAACCAGAGGGAAAGTCATGAAGAAACTGATTCTTGCAACA
TGAAAATAACAAGTTTGTGTTTGGTCTCCCTTTCAGTACTTCTTTGACTAAGAACGTTGT

orfl »

Continua...
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FIGURA 15 (CONTINUACAO)

S14 (N2.20.D01), S15 (N2.15.B01), S16 (N3.05.D03) e S17 (N3.18.F02):

TGCCTGCAATGCTGCGACCCACCAGCCCACCCTGCGCACTCACGCCACGGAACAACACGG
ACGGACGTTACGACGCTGGGTGGTCGGGTGGGACGCGTGAGTGCGGTGCCTTGTTGTGCC

Promotor dependente de c-RNAP
YTGGCACGNNNNTTGCW
ACAAAACCTTTTATTCGCCAGGATGGCATTGGCACGATATCTGCTAAACATGCTGCCTGA
TGTTTTGGAAAATAAGCGGTCCTACCGTAACCGTGCTATAGACGATTTGTACGACGGACT

ATTCGCATGGCCAGCGGCACGGGAGAGCAGCAACACCGCCAGCCATGCGAAACATGGTGA
TAAGCGTACCGGTCGCCGTGCCCTCTCGTCGTTGTGGCGGTCGGTACGCTTTGTACCACT

Shine-Dalgarno
AGGAGG M K K T
ACCGCCGGGCAGTCCGCCCGGCGCCCATTTTTCTCAACAGGGGAGCGTAATGAAGAAAAC
TGGCGGCCCGTCAGGCGGGCCGCGGGTAAAAAGAGTTGTCCCCTCGCATTACTTCTTTTG

orf para porina —

Continua...
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FIGURA 15 (CONTINUACAO)

S18 (N3.07.G11):

TCTGCACCAAAAGGCCACAGGCAGCGCCCCAGCCCGGGGCCACCCGCCCGTTTGCAGCGC
AGACGTGGTTTTCCGGTGTCCGTCGCGGGGTCGGGCCCCGGTGGGCGGGCAAACGTCGCG

TTGACANNNNNNNNNNNNNNNNNNTATAAT
CGCATGCGAGCTCCGCCTGGCCCGCGCAAGCCTTGCCAGACAAGGCCTGGGCCGCCAATAAT
GCGTACGCTCGAGGCGGACCGGGCGCGTTCGGAACGGTCTGTTCCGGACCCGGCGGTTATTA

Regiao —35 Regiao —10

Promotor dependente de c>'-RNAP
YTGGCACGNNNNTTGCW
CGTTGCCAGATGTTGTATGCCAATCTTGTATATCAGCGTGGCACACAACTTGCTGATG
GCAACGGTCTACAACATACGGTTAGAACATATAGTCGCACCGTGTGTTGAACGACTAC

AGAGGCCATGAGCACCAATCCTTCCCTCAAGTCGTCGTCGCAGATCGCCGTGCGCATCAC
TCTCCGGTACTCGTGGTTAGGAAGGGAGTTCAGCAGCAGCGTCTAGCGGCACGCGTAGTG

CGAGGCCATCCTCGCCAAGCAATTGGCGCCGGGAACCCGCCTGGGCGAGCAGCAGCTGGC
GCTCCGGTAGGAGCGGTTCGTTAACCGCGGCCCTTGGGCGGACCCGCTCGTCGTCGACCG

M A R
CGATCTCTTCAAGGTTTCGCGCACCCAGGTGCGCGAAGCCCTGACGCACCTGATGGCGCG
GCTAGAGAAGTTCCAAAGCGCGTGGGTCCACGCGCTTCGGGACTGCGTGGACTACCGCGC

orf para regulador de

transcricio do tipo

GntR —»

Continua...
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FIGURA 15 (CONTINUACAO)

S21 (N2.08.B01) e S22 (N2.14.G02):

NifA UAS
TGTNNNNNNNNNNACA
GGAAAGTAGGTCAGTTTTCAATGCAAATCAACACCGTCGCATAAGAAACAAAATCGGCGT
CCTTTCATCCAGTCAAAAGTTACGTTTAGTTGTGGCAGCGTATTCTTTGTTTTAGCCGCA

NifA UAS
TGTNNNNNNNNNNACA
CCCTATCGTCACGAACCCAACAAAAACGACAATCGCGCAAGCAGAGACATAGCCCCAAAA
GGGATAGCAGTGCTTGGGTTGTTTTTGCTGTTAGCGCGTTCGTCTCTGTATCGGGGTTTT

IHF Promotor dependente de o>'-RNAP
WATCAANNNNTTR YTGGCACGNNNNTTGCW
AACAAATTTCTCCTTTTAATTCAAAAGGTTAACGGAAATTATTTGCATGGCATGCTCTTTGCT
TTGTTTAAAGAGGAAAATTAAGTTTTCCAATTGCCTTTAATAAACGTACCGTACGAGAAACGA

Shine-Dalgarno
AGGAGG
GAAGCCGATATCGTAGCCAGGCACAGACCCGTTCTCCCACACAGTTTGCCGGAGCCC
CTTCGGCTATAGCATCGGTCCGTGTCTGGGCAAGAGGGTGTGTCAAACGGCCTCGGG

M HS S L SLP1 Y L DY S ATTP YV
ACCATGCACTCCTCCTTATCACTACCGATCTACCTGGATTATTCGGCGACCACCCCGGTC
TGGTACGTGAGGAGGAATAGTGATGGCTAGATGGACCTAATAAGCCGCTGGTGGGGCCAG

nifS —»

Continua...
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FIGURA 15 (CONTINUACAO)

$23 (N2.01.H02), S24 (N2.20.G01):

NifA UAS
TGTNNNNNNNNNNACA
TGGGTACACGGTTGTGTCGGGGATGCGGGCTTGTATCGTTCCCTACAGACCAGGTGCCGT
ACCCATGTGCCAACACAGCCCCTACGCCCGAACATAGCAAGGGATGTCTGGTCCACGGCA

NifA UAS
TGTNNNNNNNNNNACA
TTGTGCGGTTTGTAACACCAGAAAGAAGTGGGTCGAGAGGCTGCGCGAAATGCTG
AACACGCCAAACATTGTGGTCTTTCTTCACCCAGCTCTCCGACGCGCTTTACGAC

IHF Promotor dependente de >*-RNAP
WATCAANNNNTTR YTGGCACGNNNNTTGCW
TTTTCACCAATTAAATCAATGGCTTGGAATCGTTTTTTGATGGTGGCACGGCATTTGCAAAGAGA
AAAAGTGGTTAATTTAGTTACCGAACCTTAGCAAAAAACTACCACCGTGCCGTAAACGTTTCTCT

GGTGTGCACCGACGATGACTTGCCGAATGCGTGACTTGAGACGAAGACCAATAAAAGTTT
CCACACGTGGCTGCTACTGAACGGCTTACGCACTGAACTCTGCTTCTGGTTATTTTCAAA

CGAAGCGGCGCCCCAACGGCTGCAAGTGTGATGACAAAACTGCTTTGAACGAAACCTTAA
GCTTCGCCGCGGGGTTGCCGACGTTCACACTACTGTTTTGACGAAACTTGCTTTGGAATT

Shine-Dalgarno
AGGAGG M A S L R Q
TTTCTTACACCAGAGCTACACCGCTTATTTCTAGGAGAATCAAATGGCCTCACTCAGACA
AAAGAATGTGGTCTCGATGTGGCGAATAAAGATCCTCTTAGTTTACCGGAGTGAGTCTGT

nifH -»>

Continua...
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S25 (N3.05.E01), S26 (N2.04.G06), S27 (N2.16.G01) e S28 (n2.10.E09):

Promotor dependente de "-RNAP
YTGGCACGNNNNTTGCW
AGCAAAGAAGTCATACCGGCCTGGCACGATTCCAGCTATAAGGACATCAGGGCTTGTCCT
TCGTTTCTTCAGTATGGCCGGACCGTGCTAAGGTCGATATTCCTGTAGTCCCGAACAGGA

GCAAGGACGCCGTGCACTGCGCAAGGGACGCCGGGTGCACAGGCCGCAGGACCGGCAGAG
CGTTCCTGCGGCACGTGACGCGTTCCCTGCGGCCCACGTGTCCGGCGTCCTGGCCGTCTC

AATGGGGGCGCACAGTGTCTGCGGGTTTCAGGGCGGTGTGCATCAGGTTTTTCATGATAG
TTACCCCCGCGTGTCACAGACGCCCAAAGTCCCGCCACACGTAGTCCAAAAAGTACTATC

CGCTCTGCGCGAAAATGGCGCACCGTGACGTCAACCGCAACCAGCACCTGCACATTGAAC
GCGAGACGCGCTTTTACCGCGTGGCACTGCAGTTGGCGTTGGTCGTGGACGTGTAACTTG

GATCAGGAGGAGGATCAGCTTGTCCCGCTGCGCTGTCTCGAAATGCAGGGTCGGAATGAA
CTAGTCCTCCTCCTAGTCGAACAGGGCGACGCGACAGAGCTTTACGTCCCAGCCTTACTT

CCATACTGCAGTTAGGGGCTCACTAAGGTGAAGCAAAGCGGAAGAGAAAAAAGGAATAGA
GGTATGACGTCAATCCCCGAGTGATTCCACTTCGTTTCGCCTTCTCTTTTTTCCTTATCT

ATAAAAACACGATCTGCAAAGATCTCTGCATCGCGCTGTTGATGCTACGGCTTTCAAAGA
TATTTTTGTGCTAGACGTTTCTAGAGACGTAGCGCGACAACTACGATGCCGAAAGTTTCT

ACACACCGGCAATGACGCAACCCAGAGTCACCGACGCGTTCTTTGATAACCGCAGATGGC
TGTGTGGCCGTTACTGCGTTGGGTCTCAGTGGCTGCGCAAGAAACTATTGGCGTCTACCG

M D 1
AAGTCCAGACATATGAATCTGTTTCGTACTTTTTTGAGAGCGACGGAGGTGGTATGGATA
TTCAGGTCTGTATACTTAGACAAAGCATGAAAAAACTCTCGCTGCCTCCACCATACCTAT

80

orf para quinase de

serina —

Cada seqiiéncia mostrada corresponde a provavel regido promotora a montante da insercdo com
transposon na estirpe descrita (seqiiéncias de DNA gentilmente cedidas pelo programa Genopar —
www.genopar.org); o terminal 5’ do gene proximal ¢ indicado com a seqiiéncia do respectivo produto
de traducdo acima da seqiiéncia de nucleotideos principal; a presenca de uma determinada seqiiéncia
regulatdria provavel ¢ indicada pela respectiva seqiiéncia consenso acima da seqiiéncia principal (no
caso da seqiiéncia consenso para promotor dependente de o '-RNAP, os nucleotideos 100%
conservados encontram-se sublinhados); as seqiiéncias de provaveis promotores dependentes de c'°-

RNAP s3o indicadas em italico para ambas as regides —35 e —10.
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4 DISCUSSAO

O procedimento desenvolvido envolvendo o plasmideo construido pTnMod-
OGmKmlacZ mostrou ser util para o estudo do metabolismo de nitrogénio de H.
seropedicae, permitindo acompanhar os niveis de expressdo do gene mutagenizado
pela atividade de B-galactosidase (LacZ). A presenga de um gene extra de resisténcia a
antibidtico (além do gene para gentamicina) no transposon do plasmideo, o da
canamicina, reduziu a obtencdo de mutantes espontdneos de resisténcia. O
procedimento com o plasmideo apresenta ainda potencial para a identificagdo e
caracterizagdo de genes de bactérias Gram-negativas envolvidos com qualquer tipo de
variavel ambiental (e.g., utilizacdo de diversas fontes de carbono; defesa contra
estresses como pH, temperatura, salinidade, etc.; transporte de nutrientes; ...).

A grande vantagem do procedimento foi que, além de revelar o perfil de
expressao do gene alvo de inser¢ao conforme a concentragdo de amodnio ou conforme a
fonte de nitrogé€nio, permitiu a realizagao subseqiiente de analises fisioldgicas do gene
através de ensaios que envolveram as estirpes mutantes, nomeadamente a utilizacao de
fontes alternativas de nitrogénio pelas estirpes, € o envolvimento do gene que codifica
uma provavel nitrila hidratase de H. seropedicae no metabolismo de AIA
(experimentos com a estirpe S31).

E de se realcar que, provavelmente, nem todas a inser¢des eliminaram a funcio
de um gene, como ¢ o caso das inser¢des que ocorreram proximas ao terminal 3” do
transcrito produzido pelo gene alvo de insercao (e.g., inser¢ao da estirpe S1, Fig. 10).
Se a inserc¢ao ocorreu a jusante do cddon de parada, mas dentro ainda da seqiiéncia do
transcrito do gene alvo, foi possivel a formacdo de um transcrito policistronico
codificando a proteina do gene alvo e LacZ (B-galactosidase) — este pode ter sido o
caso da insercao na estirpe S1 (Fig. 10). Em outros casos, a inser¢ao pode ter ocorrido
a montante do cddon de parada, proxima ao terminal 3°, de um modo que ndo tenha
afetado significativamente a estrutura (e, por conseqiiéncia, a funcdo) da proteina
codificada pelo gene alvo de insercdo; o resultado, neste caso, seria uma quimera entre
essa proteina (funcional) e a proteina codificada pela seqiiéncia do transposon (-

galactosidase, se a seqiliéncia de lacZ estiver na mesma fase que a seqii€ncia do gene
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alvo de insercdo). Portanto, os resultados das andlises fisiologicas envolvendo genes
alvos como o da estirpe S1 (que mostrou capacidade normal de utilizacdo dos
compostos nitrogenados alternativos — Tabela 6) eram de se esperar, ja que, nestes
casos, a funcdo do gene alvo foi preservada. A eliminag¢do da fungdo dos genes a
jusante da insercdo também tem que ser considerada, devido ao ja conhecido “efeito
polar”: o transposon OGmKmlacZ contém um terminador de transcri¢do forte a
jusante de lacZ (Fig. 6) e, portanto, os genes a jusante ndo sdo transcritos se nao
tiverem seu proprio promotor.

A Dbiblioteca de mutantes aleatdrios construida neste trabalho cobriu
aproximadamente 2000 ORFs distintas de H. seropedicae (40% do total de ORFs),
conforme indicado pelas andlises estatisticas (2.11). Estas ORFs foram representadas
por cerca de 2700 inser¢des aleatorias no genoma de H. seropedicae com a insergdo
lacZ na mesma orientacdo que o gene alvo. Estas inser¢des foram analisadas para
expressdao diferencial, e 59 mostraram ser reguladas conforme a concentracdo de
amonio no meio (Fig. 9). Como 2000 genes ¢ uma amostragem representativa da
populagdo de genes de H. seropedicae, uma extrapolac¢do para todo o genoma pdde ser
feita, o que permitiu estimar que aproximadamente 2,2% (como indicado pelas 59 das
2700 insercoes) do total de ORFs ¢ diferencialmente afetado por amoénio, o que
representa cerca de 110 genes. Uma porcentagem semelhante foi obtida em uma busca
por genes de E. coli envolvidos no metabolismo de nitrogénio sob o controle do
ativador de transcri¢ao NtrC, utilizando microarranjo de DNA (ZIMMER et al., 2000).

Dentre as classes de genes de E. coli regulados por NtrC, a maior compreende
sistemas de transporte de fontes alternativas de nitrogénio, nomeadamente
aminoacidos ou pequenas moléculas peptidicas (ZIMMER et al., 2000). No presente
trabalho, um resultado semelhante foi obtido com H. seropedicae, pois a maior classe
de genes regulados conforme a concentracdo de amonio também compreende sistemas
de transporte de compostos nitrogenados (Fig. 11). Apesar dessa analogia, conjuntos
diferentes de genes regulados por amdnio foram encontrados em ambas as espécies de
bactéria, com excecdo de AmtB, refletindo, possivelmente, respostas metabdlicas a

limitacdo de amodnio adaptadas a seus diferentes estilos de vida e habitats. Dentre os
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grupamentos génicos que codificam sistemas de transporte regulados por amonio em
H. seropedicae, verificou-se que dois podem ser transcritos a partir de promotores do
tipo dependente de o> (codificados pelos genes alvos de insercio nas estirpes
S14/S15/S16/S17 e S18).

Provavelmente, reguladores de transcricdo que controlam sua propria expressao
tiveram menor probabilidade de serem “capturados” nesta busca por genes regulados
por amonio. Um exemplo é o operon gInAntrBC: uma inser¢do em qualquer um de
seus genes elimina a expressao de ntrC (cujo produto ativa o promotor a montante de
gInA em condigdes de limitagdo de nitrogénio), eliminando a ativagdo do promotor
dependente de o°* (PERSUHN et al. 2000; SCHWAB et al., aceito para publicacio).
A auséncia de NtrC deixa o promotor do tipo dependente de o'’ com expressdo
constante independentemente da concentragcdo de amdnio no meio. Outros genes cujos
produtos regulam sua propria expressdao teriam menor probabilidade de serem assim
“capturados”. As excegdes seriam as inser¢des ocorridas proximas ao terminal 3° do
transcrito produzido pelo gene alvo de inser¢ao, conforme ja discutido.

Em Pseudomonas aeruginosa, foi estimado que cerca de 377 genes do total de
5571 sdo essenciais nas condigdes de selegao das estirpes mutantes (JACOBS et al.,
2003), o que corresponde a quase 7% do genoma. Naquele estudo, os autores
utilizaram um meio rico (LB) para a selecdo das estirpes mutantes, condi¢do esta que
provavelmente requer um numero relativamente pequeno de genes necessarios a
sobrevivéncia do microrganismo. Em contraste, neste estudo com H. seropedicae, um
meio minimo foi utilizado para a selecao das estirpes mutantes, de modo a controlar
mais precisamente a fonte e concentracao de nitrogénio (aménio) e outros compostos.
Portanto, provavelmente uma fragdo maior de genes essenciais, incluindo alguns
regulados por amodnio (e.g., envolvidos na biossintese de nucleotideos e aminoacidos),
pode ter sido excluida durante a constru¢do da biblioteca de mutantes. Mais uma vez,
as excegOes seriam as inser¢des que ocorreram proximas ao terminal 3’ do transcrito
produzido pelo gene alvo de inser¢do, conforme j& discutido — este pode ter sido o caso
da inser¢do na estirpe S1 (Fig. 10), em que o gene alvo de insercao esta provavelmente

envolvido na biossintese de nucleotideos.
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Esse problema da metodologia de mutagénese aleatoria apresentar uma menor
probabilidade para “capturar” genes essenciais € que se auto-regulam poderia ser
contornado utilizando outras metodologias no estudo da resposta génica global de H.
seropedicae frente ao estresse por amonio. Um exemplo seria através de ensaios de
hibridizacgdo de mRNA/cDNA em chips de microarranjo (“microarray”) de DNA.
Recentemente esta metodologia foi aplicada em estudos de genoma funcional das
bactérias fixadoras de nitrogénio S. meliloti e Leptospirillum ferrooxidans (RUBERG
et al., 2003; PARRO ¢ MORENO-PAZ, 2003; DAVALOS et al., 2004), ¢ pode ser
assim utilizada em conjunto com a técnica de mutagénese aleatoria para a identificagao
e analise dos genes de H. seropedicae regulados pela disponibilidade de nitrogénio no
meio.

Dos genes regulados por amonio identificados neste trabalho, muitos codificam
sistemas dependentes de ATP, incluindo genes da fixagdo de nitrogénio (nif) e aqueles
envolvidos no transporte ativo de fontes alternativas de nitrogénio, todos estes ativados
em condigdes de limitagdo de amoénio (Tabela 4; Fig. 11). Outros que sao
diferencialmente expressos incluem amidases, proteases e enzimas envolvidas na
degradagdo de aminoacidos, metabolismo de bases purinicas, interruptores
metabolicos e quatro genes com papel desconhecido; todos, presumidamente, com a
fun¢do de maximizar a disponibilidade de nitrogénio em condi¢gdes de limitacdo de N
para manter o equilibrio de nitrogénio em H. seropedicae.

As analises qualitativas de variagdo da expressdao dos genes alvos de inser¢ao e
de crescimento das respectivas estirpes em fontes diversas de nitrogénio forneceram
dados importantes quanto ao metabolismo geral da estirpe Z78 de H. seropedicae
utilizada: por exemplo, foi verificado que nenhuma estirpe (mutante ou selvagem Z78)
cresceu significativamente em L-leucina, L-serina ou L-o-alanina como fonte unica de
carbono (meios sem acido malico adicionado, Fig. 12). Nos casos de L-serina e L-a-
alanina, quando se testou o crescimento das estirpes na presen¢a de acido malico, as
estirpes foram capazes de crescer e apresentaram um aumento de expressao na maior
parte dos genes regulados por amoénio identificados (Tabela 6). Estes dados sugerem

que L-serina € L-oa-alanina ndo sdo utilizaveis como fonte de carbono pela estirpe Z78
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de H. seropedicae utilizada neste trabalho, e sdo fontes de nitrogénio “pobres”, uma
vez que a presenga destes aminoacidos levou a uma superexpressdao dos sistemas que
maximizam a disponibilidade de nitrogénio. Quanto ao caso do aminodcido L-leucina,
quando se testou o crescimento das estirpes na presenca de adcido malico, as estirpes
foram capazes de crescer e apresentaram um perfil de expressdo bastante semelhante
ao perfil da condicao controle (condigdo esta em que nenhuma fonte de nitrogénio foi
adicionada e que, portanto, se supde que o crescimento foi suportado por N;). Logo,
provavelmente as estirpes utilizaram preferencialmente N, como fonte de nitrogénio
na presenca de L-leucina 10 mmol/L (meio com &cido malico). Seria importante
verificar se L-leucina pode ser utilizada como fonte de nitrogénio na auséncia de N,.
Em um estudo prévio envolvendo a caracterizagdo do género Herbaspirillum,
BALDANI e colegas (1996) verificaram que de sete estirpes de H. seropedicae
testadas, todas metabolizaram L-a-alanina e de 11 a 89% destas sete estirpes
metabolizaram L-serina como fontes Unicas de carbono; além disso, de 37 estirpes do
género Herbaspirillum testadas, todas (incluindo sete da espécie H. seropedicae)
metabolizaram L-leucina. Deste modo, os resultados deste trabalho com L-a-alanina e
L-leucina foram um tanto surpreendentes. Uma possibilidade para estas diferencas de
resultados ¢ a diversidade de caracteristicas metabolicas entre as estirpes utilizadas em
ambos os trabalhos.

Em termos especificos, as analises de expressdao dos genes alvos de insercao e
de utilizacdo de fontes alternativas de nitrogénio pelas respectivas estirpes mutantes
forneceram indicios sobre sua regulacdo génica; porém, o significado fisiologico
dessas variagdes de expressao deverd ser determinado com estudos complementares.
Por exemplo, o aumento aparente da expressdo do gene alvo na estirpe S3, que
codifica uma proteina hipotética conservada, na presenga exclusiva de NaNOs, L-
glutamato, L-aspartato, L-a-alanina ou L-serina (sempre na presenca de acido malico),
e a ndo variacdo dos niveis de expressdao em outras fontes de nitrogénio incluindo o
proprio L-glutamato ou L-aspartato na auséncia de outra fonte de carbono (meios sem

acido malico), devera ser explicada com um maior conhecimento: 1) do metabolismo
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geral de H. seropedicae e 2) da regulagdo especifica dos genes identificados neste
trabalho.

Das amidases que foram identificadas neste trabalho, o produto génico da
estirpe S7 mostra uma similaridade elevada com a amidase AmiE de Helicobacter
pylori (69% de identidade). Esta enzima ¢ especifica para a hidrolise de amidas
alifaticas, exceto formamida, liberando o 4cido organico correspondente € amonio
(SKOULOUBRIS et al., 2001). Uma formamidase de H. pylori, AmiF, que produz
amonio coordenadamente com AmiE, também foi caracterizada (SKOULOUBRIS et
al., 2001). Uma enzima similar em H. seropedicae, identificada por tentativa neste
estudo como uma formamidase, foi altamente induzida sob limitacdo de amodnio
(estirpe S8, Tabela 4). Os genes que codificam ambas as provaveis amidases estao
arranjados contiguamente no genoma de H. seropedicae (Fig. 10), o que indica que
provavelmente pertencem ao mesmo operon. O gene a jusante, que codifica a provavel
formamidase AmiF, ¢ mais induzido (2000 vezes; Tabelas 3 e 4) em condicoes de
baixa concentracdo de amonio do que o gene a montante (32 vezes), que codifica a
proteina do tipo AmiE. As proteinas AmiE ¢ AmiF de H. pylori dependem da
atividade de urease e arginase para converter certos compostos nitrogenados em
amonio (SKOULOUBRIS et al., 2001). De modo interessante, uma enzima arginase e
talvez uma proteina acessoria da urease sdo induzidas em H. seropedicae em
condigdes de baixa concentracdo de amonio (estirpes S12 e S2, respectivamente),
indicando que existe uma relagdo metabolica semelhante entre estas proteinas neste
microrganismo.

Um papel semelhante pode ser atribuido a uma provavel oxidase ligadora de
cobre, mutagenizada na estirpe S32. De acordo com o banco de dados da Enciclopédia
de Genes e Genomas de Kyoto (“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”,
KEGG) (KANEHISA et al., 2006), a tinica classe de oxidase ligadora de cobre ¢ a das
amina oxidases, que catalisam a oxidacdo de um composto com grupamento amina
para formar o aldeido correspondente e amodnio. Assim, o gene contendo a inser¢ao

provavelmente codifica uma amina oxidase de H. seropedicae.
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Quatro genes envolvidos na utilizagdo de N, foram identificados como hesB,
fixB, nifH e orfl (estirpes S21, S22, S23 ¢ S24, respectivamente). O gene nifH codifica
a proteina dinitrogenase redutase, enquanto os genes fixB e do tipo hesB estdo
envolvidos na fixa¢do de N, em Rhizobiaceae (RUVKUN et al. 1982; PUHLER et al.,
1984, GUBLER ¢ HENNECKE, 1986; KAMINSKI et al., 1988; DOMBRECHT et
al., 2002). A deficiéncia de crescimento das respectivas estirpes mutantes utilizando
N, como fonte tinica de nitrogénio era assim esperado. Quanto a orfl, que codifica
uma proteina hipotética no grupamento dos genes estruturais para a nitrogenase em H.
seropedicae (estirpe S24, Fig. 10), ja tinha sido estudada em um trabalho prévio
(KLASSEN et al., 1999). Naquele trabalho, verificou-se que a inser¢ao de um cassete
em orfl ndo afeta a atividade de nitrogenase da respectiva estirpe. Portanto, o
resultado deste trabalho, que mostrou capacidade de crescimento em N, como fonte
unica de nitrogénio pela estirpe S24, também era esperado.

Provaveis sitios de ligagdo de NifA e IHF e um promotor dependente de o'
RNAP foram encontrados a montante dos genes nifSUhesB (Fig. 15), o que corrobora
a participacdo daquelas proteinas na ativagdo da transcri¢do dos genes nif em H.
seropedicae, como ocorre com os genes NIfAB e nifHDKENXorflorf2nifQ (SOUZA et
al., 1991b; MACHADO et al., 1996; WASSEM et al., 2000).

O unico gene reprimido em resposta a concentracdo de amonio identificado foi
guaA, que codifica uma guanosina-mono-fosfato sintase (estirpe S1). Em E. coli, o
operon guaBA ¢ transcrito a partir do promotor guaP, que possui as seguintes
caracteristicas (Fig. 16): a seqiiéncia do hexamero —10 coincide com a seqiiéncia
consenso dos promotores dependentes de o’° de E. coli; uma seqiiéncia rica em bases
G e C altamente conservada (o discriminador) estd presente a jusante e adjacente ao
hexamero —10; e um elemento UP rico em bases A ¢ T esta localizado entre —41 ¢ —57.
A proteina Fis (“factor for inversion stimulation” ou “fator para estimulo da inversdo”)
foi primeiramente descrita pela sua atividade no estimulo das reagdes de inversdao
durante a recombinagdo de DNA em sitios especificos mediada por Hin (recombinase)
¢ Gin (invertase), em Salmonella e no fago Mu, respectivamente (FINKEL e

JOHNSON, 1992); posteriormente, foi verificado que Fis participa em diversos
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processos biologicos, incluindo ativagao e/ou repressao da transcrigado, e replicagao de
DNA; em E. coli, Fis aumenta cerca de cinco vezes os niveis de expressdo de
promotores de rRNA por se ligar em sitios localizados entre —60 ¢ —150; a montante
do promotor gua, provaveis seqiiéncias de ligacdo de Fis estdo presentes em uma
posi¢ao equivalente (HUTCHINGS ¢ DRABBLE, 2000). O operon gua de E. coli
também ¢ regulado pela proteina de inicio de replicacio de DNA DnaA (TESFA-
SELASE e DRABBLE, 1992, 1996): a ligagdo de DnaA em seu sitio especifico a
montante de guaBA leva a uma redugdo dos niveis de expressdo deste operon. A
ligagdo da proteina repressora PurR de E. coli em seu sitio especifico a montante dos
genes gua leva a um decréscimo de cerca de trés vezes nos niveis de expressao do
operon (MENG et al., 1990). A ligagdo da proteina receptora de AMP ciclico CRP de
E. coli na posi¢do centrada em —117,5 do sitio de inicio de transcri¢do de guaBA leva a
um aumento de seus niveis de expressdo. Em H. seropedicae, provaveis sitios de
liga¢do para as proteinas DnaA e PurR foram encontrados a montante do gene guaB,
que ¢é contiguo a guaA (estirpe S1, Fig. 15), como ocorre em E. coli (Fig. 16). Os
niveis de expressdo do operon gua de E. coli sdo reduzidos em condi¢des de alta
concentragdo de DnaA (TESFA-SELASE e DRABBLE, 1992, 1996); portanto, a
atividade de transcricdo do operon estd acoplada ao ciclo de replicacio de DNA
(KAGUNI, 1997). Por outro lado, também em E. coli, a coordenagdo global da
expressao dos genes envolvidos na biossintese de bases de purina e pirimidina,
incluindo todos os genes envolvidos na biossintese de novo de GMP, é mediada pela
proteina repressora PurR (ZALKIN e NYGAARD, 1996; HE et al., 1990; MENG et
al., 1990), ¢ a producdo de IMP desidrogenase ¢ de GMP sintase (GuaB e GuaA,
respectivamente) ¢ coordenadamente reprimida por guanina no meio de cultura e
induzida por adenina (MENG et al., 1990). Em H. seropedicae, a expressao do operon
guaBA mostrou ser induzida por NH,'. Porém, o mecanismo de regulacio pela
concentragdo de amoénio permaneceu desconhecido, requerendo estudos adicionais

para o esclarecimento desta questdo.
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FIGURA 16 - REGIAO PROMOTORA DO OPERON guaBA DE Escherichia coli

Ligaciio de CRP
AAATGTGATCTAGATCACATTT
AACCGTTTGATTCAGGCGACTAACGGTAAAAATTGCAGGGGATTGAGAAGGTAACATGTGAGCGAGATCAAATTCTAAATCAGCAGGTTATTCAGTCG

<« XseA
Elemento UP Ligacio de PurR e DnaA Discriminador
AAAAATTTTTTNNAAAA ACGCAAACGTTTGCGTTCTCTATAA GCGCCNCC

ATAGTAACCCGCCCTTCGGGGATAGCAAGCATTTTTTGCAAAAAGGGGTAGATGCAATCGGTTACGCTCTGTATAATGCCGCGGCAATATTTATTAAC

CACTCTGGTCGAGATATTGCCCATGCTACGTATCGCTAAAGAAGCT
guaB —»

As seqiiéncias terminais 5’ dos genes guaB e xseA (a montante e divergente) sdo mostradas em italico.
Também indicadas estdo as seqiiéncias do elemento UP e do discriminador [envolvidas na regulagdo
dependente da velocidade de crescimento e no controle estrito (“stringent control”)], sitios
identificados para a ligacdo de PurR e DnaA, e o provavel sitio de CRP. Mostradas acima da
seqiiéncia principal estdo as seqiiéncias consenso para a ligagdo de CRP (BUSBY e KOLB, 1996), o
elemento UP (ESTREM et al., 1998), PurR (ZALKIN ¢ NYGAARD, 1996), DnaA (SCHAEFER e
MESSER, 1991) ¢ o discriminador (KEENER e NOMURA, 1996). Figura adaptada de HUTCHINGS
e DRABBLE (2000).

Provaveis promotores dependentes de o>*-RNAP foram encontrados a montante
de insercdes referentes a trés genes/grupos de genes distintos (estirpes
S14/S15/S16/S17, S18 e S25/826/S27/S28, Fig. 10) e, nas regides proximas aqueles
promotores, nenhuma seqii€ncia similar as seqliéncias consenso para a ligacdo de
ativadores de transcri¢do tipicamente dependentes de o”*-RNAP foi encontrada. Isto
pode sugerir a existéncia de um ou mais fator(es) de transcri¢do cuja(s) seqiiéncia(s)
tipica(s) de ligacdo é(sdo) desconhecida(s) em H. seropedicae ou mesmo em outras
espécies de bactérias, fator(es) esse(s) envolvido(s) na resposta ao estresse por amonio.
De modo interessante, dois fatores de transcricdo desconhecidos envolvidos na
resposta ao estresse por amodnio foram identificados neste trabalho (estirpes S6 e S20);
estes fatores de transcricdo podem estar envolvidos na regulagdo da expressdo

daqueles e/ou de outros genes identificados neste trabalho.



90

Estudos adicionais sdo necessarios para determinar a funcionalidade dos
provaveis elementos regulatérios encontrados, como por exemplo, ensaios de
“footprinting” ou de retardamento em gel (GALAS ¢ SCHMITZ, 1978; CAREY,
1988) envolvendo as regides promotoras dos genes alvos de inser¢do e os provaveis
reguladores de H. seropedicae cujos sitios de ligagdo foram identificados. Outros
experimentos poderiam ser realizados no sentido de tentar identificar as proteinas que
interagem com as seqiiéncias a montante dos genes regulados por amdnio, como por
exemplo por espectrometria de massa MALDI-TOF (NORDHOFF et al., 1999)
envolvendo fragmentos que contém as seqiiéncias de DNA das regides a montante das
insergoes e extratos celulares de H. seropedicae obtidos apos cultivo em alta ou baixa
concentragdao de amonio.

A producdo de acido indol-3-acético pelas bactérias endofiticas Azospirillum
spp., G. diazotrophicus ¢ H. seropedicae ja tinha sido reportada (BASTIAN et al.,
1998; PEDRAZA et al., 2004). Em A. tumefaciens, Rhizobium e Bradyrhizobium, uma
nitrila hidratase esta envolvida na biossintese daquele importante fito-hormonio
(KOBAYASHI et al., 1995; VEGA-HERNANDEZ et al., 2002). Contudo, os
resultados deste trabalho indicaram que a enzima nitrila hidratase de H. seropedicae
identificada na estirpe S31 ndo tem um papel importante na formagdao de AIA. Em
outras espécies de bactérias, vias alternativas para a producdo de AIA a partir de
triptofano estio descritas (KOGA et al., 1991; OBERHANSLI et al., 1991;
COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 1995; PATTEN e GLICK, 1996; VANDE
BROEK et al., 2000). Logo, H. seropedicae provavelmente utiliza outra(s) via(s) que
ndo a que envolve a enzima nitrila hidratase para a biossintese de AIA, em condigdes
de excesso de nitrogénio. A enzima nitrila hidratase de H. seropedicae, ao ser
superexpressa em condi¢coes de baixa concentracdo de amodnio, provavelmente
maximiza a producdo deste composto coordenadamente com uma ou mais amidases
(como as identificadas nas estirpes S7 e S8, ou mesmo a codificada pelo gene a
montante do gene que contém a insercdo na estirpe S31, Fig. 10) de modo a
restabelecer o equilibrio de nitrogénio: a enzima nitrila hidratase catalisa a hidratagao

de um composto com grupamento nitrila formando a amida correspondente, que por
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sua vez ¢ convertida no respectivo acido carboxilico pela amidase, liberando amonia
(ASANO et al., 1980).

Vinte e seis genes distintos de H. seropedicae regulados por NH, foram
identificados neste trabalho. De modo importante, trés genes codificam proteinas
conservadas ndo caracterizadas (estirpes S3, S26 e S32) e um outro codifica uma
proteina sem homologos conhecidos (estirpe S19). Estudos complementares poderiam
ajudar a desvendar a func¢do destas proteinas em H. seropedicae e talvez em outras
bactérias. Por exemplo, outras fontes de nitrogénio poderiam ser testadas quanto a
utilizacao pelas respectivas estirpes mutantes, de modo a tentar relacionar a fungdo
proteica do gene alvo de insercdo com o metabolismo do composto nitrogenado.
Estudos de interagdo com proteinas, DNA, outras biomoléculas e/ou metabdlitos
também poderiam ser importantes para investigar a funcdo dessas proteinas nao
caracterizadas. A determinagdo estrutural dessas proteinas seria uma outra forma de
obter indicios da fun¢do dessas proteinas.

Quatro genes identificados codificam quinases ou fatores de regulagdo da
transcri¢ao nunca descritos, cujo papel metabolico € totalmente desconhecido (estirpes
S6, S20, S25 e S29). Uma analise de seqiienciamento do gene que contém a inser¢ao
na estirpe S30 revelou um fator de regulacdo da transcrigdo a jusante da provavel
quinase identificada em S29, indicando que ambas as proteinas constituem um sistema
de dois componentes (Fig. 10). Além disso, uma andlise através do programa
BLASTn, utilizando o banco de dados do Projeto de Seqlienciamento do Genoma da
Bactéria Fixadora de Nitrogénio H. seropedicae (www.genopar.org), revelou a
presenca de uma quinase a montante do gene que codifica o fator de regulacao de
transcricao identificado na estirpe S20, o que indica que ambas as proteinas também
formam um sistema de dois componentes (Fig. 10). Este trabalho revelou, portanto, a
presenca de dois provaveis novos pares sensor/regulador de dois componentes cuja
expressao ¢ regulada por amodnio. Como as respectivas estirpes mutantes dessas
proteinas apresentaram crescimento normal em fontes de nitrogénio diversas, supde-se
que estas ndo tenham um papel central no metabolismo de nitrogénio de H.

seropedicae, mas sim que estejam envolvidas na utilizagdo de determinados
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compostos nitrogenados, que ndo foram testados neste trabalho. Um aspecto
importante deste estudo foi sugerir que essas proteinas novas ou conservadas estdo
provavelmente envolvidas na resposta ao estresse por amdénio em H. seropedicae ¢

talvez em outras espécies de bactérias.



93

5 CONCLUSOES
O plasmideo pTnMod-OGmKmlacZ construido neste trabalho revelou-se como
uma ferramenta Util para estudar o perfil de transcricdo global e para a analise
de genes de H. seropedicae envolvidos na resposta ao estresse por amonio;
Cerca de 2,2% do total de ORFs de H. seropedicae, o que corresponde a
aproximadamente 110 genes, ¢ regulado de acordo com a disponibilidade de
amoOnio no meio;
Dentre os genes de H. seropedicae regulados por amonio, encontram-se 0ito
envolvidos com o transporte de compostos nitrogenados, dez que sdo
responsaveis pelo catabolismo de fontes alternativas de nitrogénio, e um
terceiro grupo que compreende quatro genes que codificam interruptores
metabolicos (quinases ou fatores de transcrigao);
Os genes amiE e amiF de H. seropedicae sdo superexpressos em condigdes de
limitagao de amonio e estdo arranjados contiguamente no genoma;
O gene guaA de H. seropedicae, que codifica uma guanosina-mono-fosfato
sintase (enzima envolvida na biossintese de bases purinicas em outras espécies
de bactérias), tem seus niveis de transcri¢ao reduzidos em condi¢des limitantes
de amonio;
Os genes fixB e um do tipo hesB de H. seropedicae sdo ativados em baixa
disponibilidade de amonio, e estdo envolvidos na fixagao de Nj;
A proteina nitrila hidratase de H. seropedicae ¢ superexpressa em baixos niveis
de amonio, e ndo tem um papel importante na producao do fito-hormdnio acido
indol-3-acético;
O fito-hormodnio acido indol-3-acético apenas ¢ produzido significativamente
por H. seropedicae em condigdes de alta concentragdo de amonio;
Dez proteinas, incluindo dois provaveis novos pares sensor/regulador de dois
componentes, uma quinase, um fator de transcrigdo, uma proteina sem
homoélogos conhecidos e trés proteinas conservadas ndo caracterizadas de H.

seropedicae estdao envolvidas na resposta a limitagdo de amonio.
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Al INTRODUCAO
Al.1 JUSTIFICATIVA

O uso de transposons tem sido uma ferramenta util para o estudo da variagdo da
expressao génica conforme as condigdes ambientais a que a célula ¢ sujeita. A
mutagénese aleatoria com transposons que carregam um gene reporter (e.g., lacZ,
luxAB, gusA) foi aplicada para a identificagdo de genes que respondem a estresse por
metais pesados em Pseudomonas fluorescens (ROSSBACH et al., 2000); ¢ para
identificar genes regulados pelo fator > (RpoS) em E. coli ¢ em Salmonella enterica
serovar Tiphimurium (SCHELLHORN et al., 1998; IBANEZ-RUIZ et al., 2000). E
possivel que esses transposons possam ser utilizados para a procura de genes cuja
expressao seja regulada por outros fatores ambientais, como ¢ o caso da concentragdo
de amonio no meio. Uma das formas classicas de estudar a fun¢ao de um determinado
gene envolve sua mutagdo e a caracterizacao fisioldgica da estirpe mutante. Assim, a
metodologia de mutagénese aleatdria, além de permitir a identificagdo do conjunto de
genes envolvidos com um determinado tipo de metabolismo, também torna vidvel a
caracterizagao fisioldgica de cada gene desse conjunto.

No entanto, a metodologia de mutagénese aleatdria ndo permite identificar
genes que sao essenciais para a sobrevivéncia do microrganismo nas condigoes de
selecdo — neste caso, os mutantes sao inviaveis. Além disso, esse sistema nao permite a
“captura” de genes que codificam reguladores de transcricdo que controlam sua
propria expressdo. Um exemplo ¢ o operon gInAntrBC: mutagdes em qualquer destes
genes impediria a expressao de ntrC (cujo produto génico ativa o promotor a montante
de gInA em condigdes de limitagdo de amonio), anulando a ativagdo pelo promotor
dependente de o°* (PERSUHN et al., 2000; SCHWAB et al., aceito para publicacio).
A auséncia de NtrC leva a expressao nao diferencial a partir do promotor dependente
de ¢"°, independentemente da concentragio de aménio no meio. Logo, o conjunto de
genes obtido por esta metodologia ¢ incompleto e formado apenas por genes ndo
essenciais e que ndo se auto-regulam.

Uma outra forma de acompanhar a resposta génica global de um organismo em

uma determinada condicdo ambiental ¢ através de ensaios de hibridizacdo de
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mRNA/cDNA em chips de microarranjo (“microarray”) de DNA. Recentemente esta
metodologia foi aplicada em estudos de genoma funcional das bactérias fixadoras de
nitrogénio S. meliloti e L. ferrooxidans (RUBERG et al., 2003; PARRO ¢ MORENO-
PAZ,2003; DAVALOS et al., 2004). Mostra-se, assim, como uma ferramenta util, que
poderia ser utilizada em conjunto com a técnica de mutagénese aleatéria para a
identificac¢do e analise dos genes de H. seropedicae regulados pela disponibilidade de
nitrogénio no meio.

A equipe do Dr. David Galbraith, do Department of Plant Sciences, University
of Arizona (E.U.A.), conta com uma excelente estrutura de laboratorios voltada para a
pesquisa em instrumentacao biologica, expressao génica do desenvolvimento e tecido-
especifica em eucariotos, genomica funcional e protedmica, incluindo todo o
equipamento utilizado em andlises de varredura por microarranjo de DNA
(http://ag.arizona.edu/~dgalbrai/dginf.html).

O plano do trabalho de estagio foi primeiro treinar a técnica de hibridizacdo em
microarranjo, através da participacdo em um projeto em andamento, intitulado
“Mapeamento de loci de caracteristicas quantitativas em arroz por tecnologia de
microarranjo de DNA” (http://cals.arizona.edu/research/RFG/). Trabalhar com arroz
(O. sativa) era do interesse do laboratério no Brasil, pois ¢ uma das plantas
hospedeiras de H. seropedicae; além disso, estudos de expressdo génica (por
seqiienciamento de cDNA) de arroz inoculado ou ndo com H. seropedicae encontram-
se em andamento nos laboratérios do Nucleo de Fixacdo de Nitrogénio. Portanto, a
participagdao naquele projeto era de grande valia, pois traria contribuigdes aos projetos
em andamento no Brasil. Depois, comecar-se-ia com o projeto inicialmente proposto
envolvendo a bactéria H. seropedicae. O projeto com arroz ainda se encontra em
andamento (tem trés anos de duragdo) e envolve sete co-autores
(http://cals.arizona.edu/research/RFG/). Por envolver tantos pesquisadores, cada um
teve/tem seu papel, sendo que a énfase deste trabalho foi procurar métodos simples e
econdmicos de marcacdo de RNA de arroz. O método ULS™, envolvendo um
fluor6foro dos kits ULYSIS® (Invitrogen), mostrou potencial para ser utilizado no

projeto que envolve arroz e/ou no que envolve H. seropedicae. Além disso, mostrou
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ser uma forma simples e econdomica de estudar transcrigdo sSense e antisense em
plantas por ensaios de hibridizagdo em microarranjo de DNA, apresentando, também,

potencial para ser aplicado em outras espécies biologicas, como H. seropedicae.

Al12 EXPERIMENTOS EM MICROARRANJO DE OLIGONUCLEOTIDEOS E
METODOS DE DETECCAO DE HIBRIDIZACAO

Um microarranjo de oligonucleotideos consiste em milhares de seqiiéncias de
oligonucleotideos sintéticos depositados ordenadamente em alta densidade sobre uma
lamina de microscopio 6tico por um robd especializado (YANG e SPEED, 2002). Em
duas amostras de DNA ou RNA, as quantidades relativas de seqiiéncias idénticas as do
DNA depositado podem ser determinadas monitorando a hibridizag¢ao diferencial das
duas amostras com as seqiiéncias em microarranjo. Para amostras de mRNA, as duas
amostras sdo transcritas reversamente em cDNA, marcadas com dois cromoéforos
diferentes, respectivamente [normalmente um fluoréforo vermelho, cianina 5 (Cy5), e
outro verde, cianina 3 (Cy3)], entdo misturadas em propor¢des equivalentes e
hibridizadas com as seqiiéncias de DNA em microarranjo. Apos esta hibridizagao
competitiva, as laminas (chips) sdo visualizadas utilizando um scanner, e as medidas
de fluorescéncia sdo feitas separadamente para cada posi¢do, que por sua vez
representa uma seqiiéncia unica. Apds o processamento da imagem, os dados gerados
para cada gene em arranjo precisam ser analisados antes dos genes com expressao
diferencial serem identificados (HEGDE et al., 2000). Para tal, faz-se a normalizagao
das intensidades relativas de fluorescéncia em cada um dos dois canais escaneados.
Isto ¢ necessario para descontar diferencas de marcacao e eficiéncias de deteccao dos
fluoroforos, e diferengas na quantidade de acido nucleico nas duas amostras
analisadas. Estes problemas podem causar um desvio na razdo média entre Cy5 e Cy3,
e as intensidades precisam ser ajustadas antes de um experimento ser propriamente
analisado. Apo6s a normalizacdo, a razdo das intensidades de fluorescéncia verde e
vermelha para cada posicdo ¢ indicativa da abundancia relativa da seqiiéncia do

oligonucleotideo entre as duas amostras de acidos nucleicos.
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Microarranjos de acidos nucleicos podem consistir de oligonucleotideos curtos
(15-25 nt), longos (50-120 nt), ou de cDNA amplificado por PCR (100-3000 pb)
(STEARS et al., 2003). Os microarranjos de cDNA representam um tipo de arranjo em
que produtos de PCR dupla fita amplificados de clones de identificadores de seqiiéncia
expressa (“expressed sequence tags”, ESTs) sdo depositados nas laminas de vidro,
permitindo que perfis de expressio génica sejam determinados com alta
reprodutibilidade e eficiéncia (SCHENA et al., 1995; HARRINGTON et al., 2000).
Contudo, a construcdo de microarranjos de cDNA apresenta certos desafios,
relacionados com os custos associados com a validagdo, rastreamento ¢ manutengao
dos clones. O rastreamento dos clones de ¢cDNA e amplicons de PCR, por ser
trabalhoso e problematico, pode levar a 10-30% de falsa identificagdo de clones
(WATSON et al., 1998). Outras limitagdes dos microarranjos de cDNA s3o a sua
dificuldade em discriminar padrdoes de expressio de genes homologos (devido a
hibridiza¢do cruzada), variagdes de emenda (“splicing”) e moléculas de RNA
antisense.  Alternativamente, os microarranjos podem ser constituidos de
oligonucleotideos curtos (25 nt) sintetizados diretamente sobre uma matriz sélida
usando tecnologia de fotolitografia (Affymetrix; LIPSHUTZ et al., 1999;
LOCKHART et al., 1996), ou construidos por deposi¢do de oligonucleotideos longos
(55-70 nt) nas laminas de vidro (KANE et al., 2000; ZHAO et al., 2001; CALL et al.,
2001). Uma variacdo do desenho da Affymetrix de sondas ancoradas por uma das
extremidades ao suporte solido envolve oligonucleotideos longos modificados por
adicao de um grupo 5’-amina para a ligagdo covalente as laminas de vidro pré-ativado
(SOUTHERN et al., 1999; ZHAO et al., 2001). Esta estratégia de engenharia de
oligonucleotideo tem sido amplamente considerada como um pré-requisito para
medidas de expressdo génica acuradas. Contudo, ndo existe uma evidéncia clara de
que outras ligagdes covalentes ndo se formem. Com arranjos de oligonucleotideos,
problemas relacionados a rastreamento dos clones, manipulacdo de estoques em
glicerol e falhas de amplificagdo por PCR sdo evitados. A publicagdo de seqili€ncias de
genomas de diversos organismos, bem como a abundancia de dados de ESTs,

fornecem informacao suficiente sobre seqiiéncias para desenhar oligonucleotideos
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unicos capazes de distinguir genes homologos e variacdes de emendas (“splicing”)
alternativas. Como tal, as sondas de oligonucleotideos fornecem flexibilidade
adicional em relagdo aos amplicons de PCR (WANG et al., 2003).

Muitos métodos tém sido usados para a preparagdo de acidos nucleicos
marcados a partir de RNA (EISEN e BROWN, 1999). Pode-se marcar cDNA
diretamente por incorporacdo de nucleotideos com grupamentos fluorescentes durante
a transcrigdo reversa com oligonucleotideo iniciador poli-dT. A sintese de cDNA
utilizando oligonucleotideos iniciadores com seqii€éncias aleatorias pode ser usada para
a marcacao, mas nem sempre ¢ apropriada. Por exemplo, arranjos constituidos por
seqiiéncias complementares as extremidades 3’ dos transcritos sdo mais adequados
para analises de amostras de cDNA sintetizadas com oligonucleotideo iniciador poli-
dT, enquanto arranjos cujos elementos consistem de seqiiéncias inteiras de cDNA ou
de supostas ORFs sdao bem apropriados para amostras preparadas por ambos os
métodos que envolvem os dois tipos de oligonucleotideos iniciadores. As amostras
também podem ser marcadas durante a sintese da segunda fita (a primeira fita de
cDNA ndo ¢ marcada). Porém, a incorporagdo de nucleotideos marcados com
fluoroforo traz inconvenientes como variabilidade de (ou mesmo baixa) eficiéncia de
incorporacao entre diferentes fluoréforos (COX e SINGER, 2004). Para superar isto,
mais recentemente tem-se utilizado 5-(3-aminoalil)-2’-desoxiuridina 5’-trifosfato (aa-
dUTP), que ¢ enzimaticamente incorporado para gerar DNA modificado com
grupamentos amina. Este, por sua vez, ¢ quimicamente marcado com um fluoréforo
reativo a grupamentos amina — método indireto de marcacgao.

Um outro método de marcagdo envolve a marcag¢ao quimica de acidos nucleicos
com fluor6foro sem a participagdo de qualquer enzima, o que o torna mais econdmico.
O método ULS™ (de “Universal Linkage System” ou Sistema de Liga¢dao Universal)
da Molecular Probes™ (Invitrogen) tem sido utilizado principalmente para a marcagao
de micro-RNA (miRNA) (THOMSON et al.,, 2004; BABAK et al., 2004). Este
método ¢ baseado na utilizacdo de um composto platina-fluor6foro, que forma um

complexo estdvel com o atomo N7 de bases de guanina e (em menor proporgao)



adenina em DNA, RNA, PNA (acido nucleico peptidico) e oligonucleotideos (Fig.

A Tabela 7 ilustra a potencial economia do método ULS™ de marcagao.

FIGURA 17 - ESQUEMA DA REACAO DE MARCACAO DO METODO ULS™,
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Os reagentes de platina-fluor6foro do método ULS™ reagem com o atomo N7 das bases de guanina e
(em menor propor¢do) adenina de modo a gerar um complexo estavel entre o acido nucleico e

fluoréforo.
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TABELA 7 — COMPARACAO DE CUSTOS ENTRE OS METODOS ULS™ E POR
INCORPORACAO DE aa-UTP.

Método Kit Preco Numero Preco Referéncia
(US$)' de por
reacdes reacio
(Us$)’
ULS™ ULYSIS® com 452,00 20 22,60  https://catalog.invitrogen.com/in
os fluoroforos dex.cfm?fuseaction=viewCatalog
Alexa Fluor® .viewProductDetails&productDes
532 e 647, da cription=3636&catname=North%
Molecular 20America%20Main
Probes https://catalog.invitrogen.com/in
(Invitrogen) dex.cfm?fuseaction=viewCatalog

.viewProductDetails&productDes
cription=3628&catname=North%

20America%20Main
Por Amino Allyl 1195,00 20 59,75  http://www.ambion.com/catalog/
incorporagdo  MessageAmp™ CatNum.php?1753
de aa-UTP IT com os
fluoréforos
Cy™3 e Cy™S5,
da Ambion

" Preco para entrega em territorio estadunidense, em fevereiro de 2006.
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Al.3 OBIJETIVOS

A1.3.1 Objetivo geral
» Desenvolver um protocolo econdmico para a marcacdo de mRNA vegetal
(especificamente arroz) para a hibridizagdo em chip de microarranjo de

oligonucleotideos.

A1.3.2 Objetivos especificos
» Preparar mRNA vegetal;
» Testar um protocolo para a marcacdo de mRNA vegetal envolvendo o método
ULS™;
» Verificar se o protocolo envolvendo mRNA vegetal pode ser aplicavel

especificamente em mRNA de arroz.
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A2 MATERIAL E METODOS
Na época da execugao deste trabalho, o laboratorio do Dr. Galbraith preparava
rotineiramente chips de microarranjo de Arabidopsis thaliana, enquanto para o caso de
arroz  (O. sativa), apenas alguns chips protétipos estavam disponiveis
(http://www.ag.arizona.edu/microarray/). Assim, a estratégia foi padronizar o método
de deteccao de mRNA vegetal (utilizando o modelo biologico A. thaliana), para depois

aplica-lo especificamente em mRNA de arroz.

A2.1 AMOSTRAGEM BIOLOGICA E PREPARACAO DO RNA TOTAL
Sementes da estirpe selvagem de A. thaliana Col-0 (O'KANE e AL-SHEHBAZ,
1997) foram esterilizadas e plantadas em placas de Petri contendo MS &agar (sacarose
2%, agar 1,2%). As placas foram mantidas a 4 °C por 3 d, depois a 21 °C por 14 d, e
entdo a 4 °C por 7 d, com fotoperiodos de dias de =16 h e noites de =8 h. Cerca de
10—20 mudas foram separadas manualmente do meio com 4gar, transferidas para um
almofariz previamente gelado com nitrogénio liquido, e homogeneizadas com o uso de
um pistilo na presenca do nitrogénio liquido. Ao tecido pulverizado foram adicionados
cerca de 5 mL do reagente TRIzol (Invitrogen), sob homogeneizagdo com o pistilo.
Apos 1 min de incubacao, a amostra foi transferida para um tubo plastico de centrifuga
de 50 mL, e incubada a temperatura ambiente por 5 min. Foram adicionados 0,2
volumes de uma mistura cloroformio:alcool isoamilico (24:1) ao tubo, e depois este foi
agitado por voértex. Incubou-se por 3 min a temperatura ambiente. A mistura foi
centrifugada a 10.000 x g por 10 min. A fase aquosa superior contendo o RNA foi
distribuida em microtubos de 1,5 mL. O RNA foi precipitado pela adigdo de 1 volume
de alcool isopropilico, agitando e incubando por 10 min. Os microtubos contendo as
misturas foram centrifugados a 10.000 x g por 10 min. Descartou-se o sobrenadante
por decantacdo e pipetagem. O precipitado foi lavado 1x com etanol 70%,
centrifugando a 10.000 x g por 5 min. Descartou-se o sobrenadante por decantagdo e

pipetagem. Secou-se o precipitado sob fluxo de ar por 5-10 min. O RNA foi
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redissolvido em 50 puL. de ddH,O sem RNase, incubando o sistema a 65-90 °C por 10
min.
A2.2 PURIFICACAO DE RNA

O RNA foi purificado através de eluicdo em mini-colunas do kit RNeasy® Mini
(Qiagen). Para isto, o volume da amostra de RNA foi ajustado para os 100 puL com
ddH,O sem RNase. Foram adicionados 350 puL de tampdo RLT (do kit). Para
precipitar o RNA, foram adicionados 250 uL de etanol 96—100%. A amostra (700 pL)
foi prontamente transferida para uma mini-coluna previamente posicionada sobre um
tubo de coleta (do kit). O sistema foi centrifugado a 9000 x g por 15 s, e o eluato foi
descartado. Foram adicionados a mini-coluna 500 uL de tampdo RPE (do kit). O
sistema foi centrifugado a 9000 x g por 15 s, para lavar a membrana da mini-coluna, e
o eluato foi descartado. Este passo de adicdo de tampao RPE e centrifugacao (2 min)
foi repetido. A mini-coluna foi posicionada sobre um microtubo de 1,5 mL, foram
adicionados 30—50 pL de ddH,O sem RNase ao centro da membrana da mini-coluna, e
o sistema foi centrifugado a 9000 x g por 1 min, para eluir o RNA.

O RNA foi quantificado e qualificado medindo sua absorbancia a 230, 260 e
280 nm, utilizando o espectrofotdmetro ND-1000 (NanoDrop Technologies) e, para
RNA total, analisado também por eletroforese capilar, utilizando o sistema

Bioanalyzer (Agilent Technologies). A solugao de RNA foi armazenada a —80 °C.

A2.3 MARCACAO DE RNA POR FLUOROFOROS

Para comparar o método de marcagdo ULS™ com o método padrio por
incorporacdo de aa-UTP, adotou-se uma estratégia para os experimentos de
microarranjo envolvendo comparac¢do indireta (YANG e SPEED, 2002). Uma amostra
de RNA total de A. thaliana (A2.1) foi dividida em quatro aliquotas e, no final de cada
tratamento envolvendo um dos métodos de marcacgao citados, foram denominadas com
os prefixos Ref, T1, T2 e T3, respectivamente. O tratamento e a denominacao a que

cada aliquota foi sujeita sdo descritos como se segue.
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A2.3.1 Marcacio pelo método envolvendo incorporaciao de aa-UTP

Uma aliquota de RNA total de A. thaliana purificado, quantificado e
qualificado (A2.2) foi sujeita a tratamento com o Kit Amino Allyl MessageAmp™ 11
(Ambion) (Fig. 18). Para isto, 0,3—-1,0 pg de RNA foram transferidos para um
microtubo de PCR de 200 pL. Foi adicionado 1 pL de oligonucleotideo iniciador T7
oligo(dT) (do kit). Adicionou-se ddH,O sem RNase para um volume final de 12 pL.
Para a desnaturacdo da amostra, o sistema foi incubado a 70 °C por 5 min em um
termociclador; em seguida, o microtubo foi centrifugado brevemente e transferido para
banho de gelo, de modo a promover o anelamento entre o oligonucleotideo € o RNA.
Foram adicionados 2 pL. de “tampao para primeira fita” 10x concentrado, 1 pL de
inibidor de nuclease, 4 uL de mistura de ANTP e 4 pL de transcriptase reversa (todos
provenientes do Kit). O sistema foi incubado a 42 °C por 2 h. Para a sintese da segunda
fita de cDNA, foram adicionados 63 uL. de ddH,O sem RNase, 10 uL de “tampao para
a segunda fita” 10x concentrado, 4 pL. de mistura de dNTP, 2 uLL. de DNA polimerase
¢ 1 uL de RNase H (todos provenientes do Kit). O sistema foi incubado a 16 °C por 2
horas.

A amostra de cDNA foi purificada utilizando mini-colunas de gel de silica do
kit DNA QIAquick (Qiagen). Para a absor¢do do DNA na silica da mini-coluna, foram
adicionados 5 volumes (i.e., 500 uL) de tampao PB (do kit) a amostra; o sistema foi
transferido para uma mini-coluna previamente posicionada sobre um tubo coletor (do
kit), e centrifugado a 10.000 x g por 45 s. O eluato foi descartado. Para lavar a
amostra, foram adicionados 750 uL de tampao PE (do Kit) a mini-coluna, e o sistema
foi entdo centrifugado a 10.000 x g por 45 s. O eluato foi novamente descartado, o
sistema foi submetido a uma centrifugagdo adicional de 1 min para livrar o etanol
residual presente no tampao PE. A mini-coluna foi reposicionada sobre um microtubo
de 1,5 mL. Para eluir o DNA, foram adicionados 18 uL de ddH,O ao centro da
membrana da coluna, e o sistema foi centrifugado a 10.000 x g por 1 min. O DNA foi
quantificado e qualificado medindo sua absorbancia a 230, 260 e 280 nm, utilizando o

espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop Technologies).
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FIGURA 18 — ESQUEMA DA SEQUENCIA DE REACOES PELO KIT AMINO ALLYL
MESSAGEAMP™ II.

g ___AMAZ  RNA total

Sintese da primeira fita

" Trr177 ¢DNA

Sintese da segunda fita

AAAAT?  Molde para a
TITTT7 transcricao

Purificacio, transcricio in vifro com
incorporacio de aminoalil-UTP

v
3;*.-—--_____— UUUU 5- Am illoalil—RNA
o® ‘;'-:—‘-"’t antisense
Purificacido, acoplamento com o fluoréforo,
parada da reacao e purificacao
f re— - RIS aRNA pronto para a
.« ¢ Ty

hibridizacao

(Explicagéo no texto.)

Para a sintese do aRNA (RNA amplificado) por transcri¢do in vitro, foram
adicionados 16 uL da solu¢ao anterior de ¢cDNA dupla fita, 2 uL de solucdo de
aminoalil-UTP (aa-UTP) 50 mmol/L, 12 uL de mistura de ATP, CTP e¢ GTP 25
mmol/L, 2 uL de solucao de UTP 50 mmol/L, 4 uL de “tampao de reacao de T7” 10x
concentrado ¢ 4 uLL de mistura de RNA polimerase T7 (todos provenientes do kit). A
mistura foi incubada a 37 °C por cerca de 16 h. Para encerrar a reagdo, 60 ulL de
ddH,O sem RNase foram adicionados. O aRNA foi entdo purificado, quantificado e
qualificado (A2.2). Uma aliquota foi coletada para marcagcdo pelo método ULS™
(A2.3.2).

Para o acoplamento com o éster do fluoréforo Cy3 ou CyS5, a amostra de aRNA

foi seca em um microtubo de 200 uL aberto, a 90 °C, e redissolvida em 5 pL de
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NaHCO; 0,2 mol/L. Foram adicionados 5 uL de solugdo de Cy3 ou Cy5 (GE
Healthcare, cat. n° PA23001; todo o contetido do pacote dissolvido em 22 uL de
dimetilsulfoxido — DMSO). O sistema foi incubado no escuro a temperatura ambiente
por 2 h. O RNA foi purificado, quantificado e qualificado (A2.2), resultando nas

amostras Ref-Cy3 ou T2-CyS5; a eficiéncia de incorporagao do fluoréforo foi verificada

com o espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop Technologies), por medida da

absorbancia a 550 ou 650 nm, para Cy3 ou Cy35, respectivamente.

A2.3.2 Marcacao pelo método ULS™

Para a marcagdo pelo método ULS™, uma aliquota de aRNA de A. thaliana
(A2.3.1) foi sujeita a tratamento com o kit ULYSIS® Alexa Fluor® 647 (Molecular
Probes/Invitrogen). Para isto, cerca de 1,0 ug de amostra foi seco em um microtubo de
200 pL aberto a 90 °C, e redissolvido em 20 uL de tampao de marcagdo (componente
C do kit). O RNA foi desnaturado por tratamento a 95 °C por 5 min, seguido de banho
de gelo. Foram adicionados 5 pL do reagente de marcagio ULS™ (Alexa Fluor® 647,
componente A do Kit, previamente preparado conforme o manual). O sistema foi
incubado a 90 °C por 10 min, e transferido para banho de gelo. O RNA foi purificado,

quantificado e qualificado (A2.2), resultando na amostra T1-AF; a eficiéncia de

incorporagdo do fluordéforo foi verificada com o espectrofotometro ND-1000
(NanoDrop Technologies), por medida da absorbancia a 650 nm.

Para verificar se o método ULS™ poderia ser usado para a marcacao de RNA
total ao invés de aRNA (o que tornaria a marcacdo de RNA ainda mais simples e
econdmica), uma aliquota com cerca de 14 pg da amostra de RNA total de A. thaliana
(A2.1), apos este ter sido purificado, quantificado e qualificado (A2.2), foi tratada com
o kit ULYSIS® Alexa Fluor® 647, conforme descrito no parigrafo anterior para aRNA,

resultando na amostra T3-AFtotal.
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A2.4 CARACTERISTICAS DO CHIP DE MICROARRANJO, HIBRIDIZACAO E
AQUISICAO DOS DADOS

O chip de microarranjo de DNA utilizado continha 29.000 oligonucleotideos de
70 nt, cujas seqii€ncias correspondem a fita sense, por¢do 3’°, de cada gene do genoma
de A. thaliana (“Arabidopsis Genome Oligo Set Version 3.0”, Operon,
http://omad.operon.com/download/index.php), depositados por robd em laminas-
substratos de microarranjo SuperAmine (Telechem International) no laboratorio do Dr.
David Galbraith (http://www.ag.arizona.edu/microarrayy/).

Previamente ao ensaio de hibridizacdo propriamente dito, os oligonucleotideos
depositados no chip foram re-hidratados por tratamento em vapor sobre dgua aquecida
a 50 °C por 5-10 s, seguido de secagem sobre chapa quente (“heat block™) a 45 °C por
5 s, repetindo este ciclo por 8—12 vezes. Para a reacdo de ligacdo (“cross-linking”)
entre os oligonucleotideos ¢ a superficie do chip, o lado contendo o DNA depositado
foi exposto a radiagdo UV, utilizando uma camara Stratalinker (Stratagene) regulada
para 600 mJ. Para a remogdo do excesso de oligonucleotideos nao ligados, o chip foi
lavado com ddH,O. Para o bloqueio das areas livres de superficie, o chip foi banhado
com solugdo BSA 1% a 37 °C por 1 h, e depois lavado uma vez por imersao em SDS
1% a temperatura ambiente por 5 min, e 5 vezes por imersdo em ddH,O. O chip foi
seco por centrifugacdo a ~800 x ¢ por 2 min, dentro de um tubo plastico de centrifuga
de 50 mL. O chip foi armazenado em uma caixa a prova de luz em um local seco, até o
momento do ensaio de hibridiza¢ao propriamente dito.

O ensaio de hibridizacdo foi efetuado como descrito (HUGHES et al., 2001;
BABAK et al.,, 2004), com algumas modificacdes. Nos ensaios de hibridizagdo
envolvendo as amostras de aRNA (Ref-Cy3, T1-AF e/ou T2-CyS5) foram utilizados 0,8
ug de cada uma, enquanto no ensaio com a amostra de RNA total (T3-AFtotal)
utilizou-se 7,0 pg da mesma. Uma mistura de duas amostras de RNA marcado pelos
respectivos método e cor teve seu volume ajustado para os 14 puL. Foram adicionados
15 puL de “tampao de hibridizagdo” 2x concentrado [NaCl 2 mol/L, lauroil-sarcosina

de sodio 1%, acido 2-(N-morfolino)etano-sulfonico (MES) 100 mmol/L, pH 6,5], 1 pL
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de solucao de DNA de esperma de arenque 10 pg/puL e 30 uLL de formamida. De modo
a desnaturar o RNA previamente a hibridizacdo, o sistema foi incubado a 65 °C por 5
min, e transferido para um banho de gelo.

A cada uma das cavidades do cassete de hibridiza¢ao (Telechem International,
cat. n° AHCXD), foram adicionados 20 ul de ddH,O de modo a evitar a desidratagdao
excessiva do chip durante a hibridizacdo. O chip foi posicionado dentro do cassete
(DNA voltado para cima), a laminula de cobertura (Erie Scientific, cat. n® 24X601-2-
4733) posicionada sobre o microarranjo de DNA, e a amostra (60 pL) aplicada sob a
laminula de cobertura, dispersando-se por todo o microarranjo por capilaridade. O
cassete foi devidamente fechado e incubado a 47 °C por 1620 h. O chip foi retirado
do cassete de hibridizagdo e lavado em solucao de lavagem [SSPE 6x (MANIATIS et
al., 1982), lauroil-sarcosina de sodio 0,005%] e depois em SSPE 0,06x. O chip foi
seco por centrifugacdo a ~800 x g por 2 min, e armazenado em uma caixa a prova de
luz em um lugar seco, at¢ o momento do procedimento de varredura.

A varredura e a quantificagdo dos sinais de fluorescéncia foram feitos
utilizando o scanner GenePix 4200A (Molecular Devices). A normalizacdo dos

valores de intensidade de fluorescéncia foi feita através do método quantile

(BOLSTAD et al., 2003).
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A3 RESULTADOS

O chip de microarranjo de DNA disponivel continha oligonucleotideos cujas
seqiiéncias correspondem a fita sense de cada gene do genoma de A. thaliana (A2.4).
O protocolo do kit Amino Allyl MessageAmp™ II, que segue o método por
incorporagdo de aa-UTP, ¢ apropriado para os oligonucleotideos do chip, uma vez que
envolve a sintese de RNA amplificado (aRNA) complementar a mRNA, produzindo
assim RNA antisense (A2.3.1). Para testar o método de marcagcdo ULS™ e compara-lo
com o método de marcagdo por incorporacao de aa-UTP nos ensaios de hibridizagao
em microarranjo de DNA, foi necessario utilizar RNA antisense. Para mostrar que a
reacdo de marcacio de RNA envolvendo o reagente ULS™ Alexa Fluor® 647 (que
reage com bases de guanina e, em menor extensdo, de adenina; vermelho) traz
resultados semelhantes a reacdao envolvendo o éster do fluoréforo Cy5 (que reage com
bases modificadas aa-UTP; vermelho), uma mesma aliquota de aRNA obtido através
do protocolo do kit Amino Allyl MessageAmp™ II foi marcado com os dois tipos de
reagente, resultando nas amostras T1-AF e T2-Cy5, respectivamente (A2.3.2 e
A2.3.1). Além disso, a mesma aliquota de aRNA foi marcada com o éster do
fluoréforo Cy3 (que reage com bases modificadas aa-UTP; verde), resultando na
amostra Ref-Cy3 (A2.3.1), que foi usada como referéncia interna entre os ensaios de
hibridizacdo. As Figs. 19A e B mostram as imagens obtidas pelo varrimento do chip
ap6s hibridizagdo com as amostras T1-AF e Ref-Cy3, e T2-Cy5 e Ref-Cy3,
respectivamente.

Para mostrar que ¢ possivel, nos ensaios de hibridizagdo em microarranjo,
utilizar RNA total de planta marcado através do método ULS™ com o fluordforo
Alexa Fluor® 647 (o que tornaria o processo de marcacio mais simples e econdmico),
a amostra T3-AFtotal foi preparada (A2.3.2). A Fig. 19C mostra a imagem obtida pelo
varrimento de um chip hibridizado com as amostras T3-AFtotal e Ref-Cy3.

As Figs. 20A, B e C, e D, E e F sdo representacdes graficas dos sinais de

fluorescéncia dos trés ensaios de hibridizacao, respectivamente.
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FIGURA 19 - COMPARACAO ENTRE OS METODOS ULS™ E POR INCORPORACAO DE
aa-UTP PARA A MARCACAO DE RNA VEGETAL DURANTE ENSAIOS DE
HIBRIDIZACAO EM MICROARRANJO DE DNA

Continua...
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FIGURA 19 (CONTINUACAO)

Os sinais verdes nos chips correspondem a aRNA marcado pelo método por incorporagdo de aa-UTP,
fluoréforo Cy3 (amostra referencial Ref-Cy3). Sinais vermelhos: A = aRNA marcado pelo método de
ULS™, fluoréforo Alexa Fluor® 647 (amostra T1-AF); B = aRNA marcado pelo método que envolve
incorporagdo de aa-UTP, fluoréforo Cy5 (amostra T2-Cy5); C = RNA total marcado pelo método de
ULS™, fluoréforo Alexa Fluor® 647 (amostra T3-AFtotal).
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FIGURA 20 - REPRESENTACAO GRAFICA DA COMPARACAO ENTRE OS METODOS
ULS™ E POR INCORPORACAO DE aa-UTP PARA A MARCACAO DE RNA VEGETAL
DURANTE ENSAIOS DE HIBRIDIZACAO EM MICROARRANJO DE DNA
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FIGURA 20 (CONTINUACAO)
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Em A, Be C, e D, E ¢ F, dois tipos de representagdo grafica, em escala logaritmica, dos valores de
intensidade de fluorescéncia dos experimentos mostrados na Fig. 19A, B e C, respectivamente. Os
dados em D, E ¢ F foram representados como diferenca logaritmica para visualizar alguma tendéncia
para um determinado fluoréforo.
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Os valores de intensidade de fluorescéncia obtidos foram normalizados (A2.4) e
representados graficamente (Fig. 21). Este procedimento permitiu eliminar os desvios
na razdao média entre os fluoroforos verde e vermelho, devido a diferencas de
marcacgdo e eficiéncias de deteccdo dos fluoroforos, e a diferengas na quantidade de
acido nucleico nas duas amostras respectivas de cada fluoroforo analisadas (HEGDE
et al., 2000). O tipo de grafico da Fig. 21 permite analisar o perfil de distribuigao dos
pontos em torno do valor zero de “diferenca de intensidade de fluorescéncia verde e
vermelha” — quanto maior o espalhamento dos pontos, maiores sdo as diferengas entre
os sinais de ambas as cores (no caso deste experimento, maiores sdo as diferengas
entre os métodos de marcacdo de RNA). Comparando as Figs. 21A e B, verifica-se um
espalhamento maior dos dados no grafico da Fig. 21A (amostra T1-AF, relativa ao
método de marcagio ULS™ com Alexa Fluor® 647 como fluoréforo vermelho) do que
na Fig. 21B (amostra T2-Cy5, método por incorporagdo de aa-UTP com Cy5). Através
de uma analise mais detalhada, verificou-se que 99,5% ¢ 99,7% dos dados em ambas
as Figs., respectivamente, encontravam-se no intervalo entre —1 e 1 de diferenca
logaritmica com a amostra referencial, apos a normalizagao.

Nota-se um espalhamento ainda maior dos dados, quando se inclui na
comparacao o grafico da Fig. 21C (amostra T3-AFtotal, relativa ao método ULS™,
com Alexa Fluor® 647 como fluordforo vermelho, para a marcacio de RNA total).
Apenas 91,6% dos dados encontravam-se no intervalo entre —1 e 1 de diferenga

logaritmica com a amostra referencial, apds a normalizacao.
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FIGURA 21 - REPRESENTACAO GRAFICA DOS DADOS DE HIBRIDIZACAO
NORMALIZADOS
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Em A, B e C, representagdo grafica dos dados da Fig. 19 normalizados, respectivamente. As linhas
vermelhas demarcam o intervalo de “Diferenca Log Quantile” de —1 a 1, com respectiva porcentagem
de pontos que se encontram naquele intervalo (vide texto para maiores explicagdes).
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A4 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

A estratégia adotada, da comparagdo indireta (YANG e SPEED, 2002), mostrou
ser util para avaliar o método ULS™ de marcacdo de RNA durante ensaios de
hibridizacdo em microarranjo, usando o método por incorporagao de aa-UTP como
padrdo. Quando foi utilizada uma mesma amostra de RNA amplificado (aRNA), os
resultados obtidos pelos métodos ULS™ e por incorporacdo de aa-UTP foram
comparaveis (Figs. 21A e 19B). Como era de se esperar para a amostra marcada
através do mesmo método que o da amostra referencial, o espalhamento dos dados foi
menor no ensaio envolvendo T2-Cy5 (Fig. 21B). Verifica-se que, no ensaio
envolvendo a amostra T1-AF (Fig. 21A), alguns dados apresentaram valores elevados
de diferenga logaritmica apds a normaliza¢do, o que ndo aconteceu no ensaio com a
amostra T2-Cy5 (Fig. 21B). Esse efeito pode ser devido as diferentes caracteristicas de
ambos os reagentes de marcagdo: o reagente ULS™ Alexa Fluor® 647 ¢ especifico
para bases de guanina e (em menor propor¢ao) adenina, enquanto o reagente para aa-
UTP, éster de Cy5, ¢ especifico para bases de uracila; portanto, moléculas de RNA
com elevada razdo (G + A)/U tenderiam a ser marcadas mais extensivamente pelo
primeiro reagente, resultando no efeito observado na Fig. 21A.

No ensaio com a amostra T3-AFtotal (Fig. 21C), o espalhamento dos dados foi
ainda maior, o que também era de se esperar para uma amostra de RNA diferente
(RNA total) da amostra referencial (aRNA, amostra Ref-Cy3). O objetivo maior deste
ensaio, no entanto, foi provar que € possivel executar um ensaio de hibridizagdo com
uma amostra de RNA total marcada com o reagente ULS™ Alexa Fluor® 647, o que
pode tornar o processo de marcagdo por fluoroforo mais simples e economico.

E de se realcar que os elementos do chip de microarranjo utilizado consistiam
de oligonucleotideos cujas seqiiéncias correspondem a fita sense de cada gene do
genoma de A. thaliana (A2.4). Portanto, somente RNA antisense foi capaz de
hibridizar com os elementos do chip. No caso de aRNA, este é amplificado a partir de
(e complementar a) mRNA, produzindo assim RNA antisense (A2.3.1); porém, o
aRNA que hibridiza (e.g., amostra Ref-Cy3, Fig. 21C) ¢ exclusivamente representativo

do mRNA sense. Por outro lado, quando se marcou o RNA total com o reagente
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ULS™ Alexa Fluor® 647 (amostra T3-AFtotal, Fig. 21C), apenas o mRNA antisense
foi capaz de hibridizar com o chip. Desta forma, o resultado da Fig. 21C mostra o
perfil de transcrigdo genomica sense (sinal de Cy3, verde) e antisense (sinal de Alexa
Fluor® 647, vermelho) em um tnico ensaio de hibridizacio em microarranjo de DNA.
Nao foram encontradas referéncias descrevendo um ensaio semelhante a este (simples
e econOmico) para o estudo de transcrigdo sense e antisense, revelando mais um
potencial para o método ULS™ com o fluoréforo Alexa Fluor® 647.

Como perspectivas futuras, pretende-se utilizar o método ULS™ com os
fluoréforos Alexa Fluor® 647 e 532 (correspondentes espectralmente a Cy5 e Cy3,
respectivamente) para a marcacdo de RNA total, desta vez com os elementos do chip
de microarranjo consistindo de oligonucleotideos cujas seqiiéncias correspondam a fita
antisense de cada gene do genoma de arroz, em estudos de expressdo génica
envolvendo condi¢des definidas. Os resultados deste ensaio serdo comparados aos
resultados obtidos utilizando o método que envolve incorporagdo de aa-UTP e os
fluoréforos Cy5 e Cy3 em aRNA, utilizando seqiiéncias de oligonucleotideos sense, e
estudando expressao génica nas mesmas condigdes que para o método ULS™. As duas
listas de genes com expressdo diferencial obtidas por ambos os protocolos serdo
comparadas como forma de avaliar a estratégia envolvendo o método ULS™.

Caso as duas listas de genes com expressao diferencial obtidas conforme texto
no paragrafo anterior sejam significativamente semelhantes, o protocolo envolvendo o
método ULS™ para a marcagdao de RNA por fluoréforos poderd ser adotado como
uma alternativa simples e econdmica no projeto de mapeamento de loci de
caracteristicas quantitativas em arroz, ¢ também no estudo dos genes de H.

seropedicae que respondem aos niveis de amdnio no meio.
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TABELA 4 - IDENTIDADES MAIS PROVAVEIS DE 32 GENES DE Herbaspirillum seropedicae
CONCENTRACAO DE AMONIO NO MEIO

REGULADOS CONFORME A

Nome da estirpe  NUmero de Sequiéncia no banco de dados com maior similaridade* Porcentagem de  Identidade da
mutante (nome acesso no identidade ORF®
alternativo’) GenBank (aminoéacidos
idénticos/
aminoécidos
totais)*
S1 (N2.13.H08) DQ073924 GMP sintase (GuaA) de Burkholderia xenovorans LB400/. 95% (71/74)1  247.0313!
S2 (N1.15.B09) DQO073925 Transportador do tipo ABC de aminoacidos de cadeia ramificada, proteina 65% (99/152)"; I, 192.0039”;
ligadora de ATP, de Acinetobacter sp. ADP1 "; proteina acessoria da urease 55% (46/83)" 192.0052
UreD, de Nitrosospira sp. NpAV ™.
S3 (N2.01.F12) DQ073926 Proteina ndo caracterizada de Erwinia carotovora subsp. Atroseptica SCR11043. 70% (170/242)  203.0021
S4 (N3.02.D11) DQO073927 Proteina hipotética SKAS53 03364 de Loktanella vestfoldensis SKAS3. [SMART:  53% (83/156)  203.0097
provavel permease transportadora do tipo ABC de bactéria].
S5 (N2.10.G02) DQ073928 Xantina desidrogenase, subunidade A ligadora de grupamento ferro-enxofre e 63% (172/269) 210.0207
FAD, de Burkholderia pseudomallei K96243.
S6 (N1.01.F05) DQ073929 Regulador de transcrigdo da familia AraC, de Rhodoferax ferrireducens DSM 50% (110/222) 236.0408
15236.
S7 (N2.01.D11) DQO073930 Amidase alifatica de Burkholderia sp. 383. 84% (120/142) 248.0442
S8 (N2.11.A10) DQO073931 Provavel proteina formamidase, de Synechococcus sp. JA-3-3Ab. 59% (108/182) 248.0431
S9 (N3.05.G02)" DQO073932 Permease de amonia (AmtB), de Ralstonia eutropha JIMP134. 74% (220/296) 249.0129
S10 (N3.16.G03)"  DQ073933 Permease de amdnia (AmtB), de Ralstonia eutropha amP134l; protelna de 71% (106/149) 249.0129”;
quimiotaxia receptora de metila, de Ralstonia metallidurans cH34"! 93%. (62/66) 249.0116"
S11 (N2.09.B01)"  DQ073934 Permease de amdnia (AmtB), de Ralstonia eutropha JMP134l; : proteina de 71% (107/150)1; 249.01291;
quimiotaxia receptora de metila, de Ralstonia eutropha IMP134"! 93% (61/65)° 249.0116°
S12 (N2.17.E07) DQO073935 Arginase/agmatinase/formiminoglutamato hidrolase, familia da arginase, de 61% (101/165) 249.0360
Rubrivivax gelatinosus PM1. [SMART/Pfam: arginase].
S13 (N2.11.E04) DQO073936 Sistema de transporte do tipo ABC de nitrato/sulfonato/bicarbonato, componente 75% (138/183) 249.0392
periplasmatico, de Burkholderia xenovorans LB400.
S14 (N2.20.D01)  DQO073937 Sistema de transporte do tipo ABC nio caracterizado, componente permease, de 75% (197/262) 253.0274
Ralstonia eutropha IMP134.
S15 (N2.15.B01) DQO073938 Sistema de transporte do tipo ABC nio caracterizado, componente ATPase, de 70% (235/333) 253.0303

Ralstonia solanacearum GM11000.

Continua...



TABELA 4 (CONTINUACAO)

Nome da estirpe  NUmero de Sequiéncia no banco de dados com maior similaridade’ Porcentagem de  Identidade da
mutante (nome acesso no identidade ORF®
alternativo’) GenBank (aminoacidos
idénticos/
aminoacidos
totais)*
S16 (N3.05.D03) DQO073939 Sistema de transporte do tipo ABC de nitrato/sulfonato/bicarbonato, componente 75% (199/262) 253.0322
ATPase, de Ralstonia metallidurans CH34.
S17 (N3.18.F02) DQO073940 Sistema de transporte do tipo ABC de nitrato/sulfonato/bicarbonato, componente 63% (117/185) 253.0329
periplasmatico, de Ralstonia metallidurans CH34.
S18 (N3.07.G11) DQO073941 Sistema de transporte de aminoacidos do tipo ABC, componente permease, de 70% (136/193) 253.0458
Rhizobium etli CEN 42.
S19 (N2.15.E07) DQO073942 Proteina hipotética RED65 02659 de Oceanobacter sp. RED65. [SMART/Pfam: 45% (95/209)  261.0387
proteina da familia de OmpA].
S20 (N3.11.F05) DQ073943 Fator de regulacdo da transcri¢do da familia de LysR, de Ralstonia solanacearum  74% (99/133)  275.0162
W551.
S21 (N2.08.B01) DQ073944 Proteina da familia de HesB/YadR/YthF de Methylococcus capsulatus str. Bath. 73% (79/107)  275.0568
S22 (N2.14.G02)  DQO073945 Proteina FixB de Azotobacter vinelandii AvOP. 77% (198/257) 275.0629
S23 (N2.01.H02)  DQO073946 Proteina dinitrogenase redutase (NifH) de Herbaspirillum seropedicae”. 100% (158/158)" 275.0772°
S24 (N2.20.GO01) DQ073947 Proteina hipotética conservada (codificada pelo grupamento nif) de 74% (120/161) 275.0706
Herbaspirillum seropedicae.
S25 (N3.05.E01) DQ073948 Provavel proteina quinase de serina, de Burkholderia dolosa AUO158. 88% (115/130) 283.0075
S26 (N2.04.G06)!  DQ073949 Proteina do tipo SpoVR de Burkholderia vietnamiensis G4. 79% (265/333) 283.0101
S27 (N2.16.G01)!  DQ073950 Proteina do tipo SpoVR de Burkholderia vietnamiensis G4. 79% (264/333)  283.0101
S28 (N2.10.E09)'  DQO073951 Proteina do tipo SpoVR de Burkholderia vietnamiensis G4. 79% (260/329)  283.0101
S29 (N3.19.G06)!  DQ073952 Provével proteina transdutora de sinal contendo um dominio de membrana, um 58% (98/168)  286.0317

dominio EAL e um GGDEF, Magnetococcus sp. MC-1. [SMART/Pfam:

dominio PAS (dominio sensor de sinal); motivo PAC — motivos C-terminais a

motivos PAS (provaveis auxiliares estruturais do dominio PAS); dominio DUF1

de fung@o desconhecida com motivo GGDEF; dominio DUF2 com fungio

desconhecida].

Continua...



TABELA 4 (CONTINUACAO)

Nome da estirpe  NUmero de Sequiéncia no banco de dados com maior similaridade’ Porcentagem de  Identidade da
mutante (nome acesso no identidade ORF®
alternativo’) GenBank (aminoacidos
idénticos/
aminoacidos
totais)*
S30 (N3.03.H08)"  DQ073953 Provavel proteina de transducio de sinal contendo um dominio de membrana, um  55% (71/128) 1. 286.03171;
dominio EAL e um dominio GGDEF, de Magnetococcus sp. MC-11; proteina 60% (78/129)"  286.0334"
ScpB de segregacdo e condensacgdo de cromossomo procariotico de Ralstonia
eutropha JMP134" *
S31 (N2.04.G11) DQO073954 Subunidade alfa da nitrila hidratase de Pseudomonas sp. K-9. 84% (143/170) 287.0821
S32 (N3.03.H04) DQO073955 Provavel oxidase ligadora de cobre exportada, de Ralstonia solanacearum 74% (127/171)  258.0234

UWS551. [SMART/Pfam: oxidase ligadora de varios atomos de cobre].

" Conforme Tabela 3.

* De acordo com as anélises através dos programas BLASTx e SMART, utilizando o banco de dados publico GenBank (acesso em 10 de julho de 2006).
Y ORF ID, de acordo com analises através do programa BLASTn, utilizando o banco de dados do Projeto de Seqiienciamento do Genoma da Bactéria
Fixadora de Nitrogénio H. seropedicae, www.genopar.org.

1 0s pontos de inser¢do nas estirpes S9, S10 ¢ S11 estavam pelo menos 67 pb de distdncia entre si, enquanto os nas estirpes S26, S27 ¢ S28, 20 pb, e nas
estirpes S29 e S30, 149 pb.

I A montante do ponto de inser¢ao.

" A jusante do ponto de insergao.

* Neste caso, ndo foi possivel afirmar se o gene a montante ou a jusante era regulado conforme a concentragio de amdnio no meio.

I Analises de seqiienciamento do gene que contém a inser¢ao na estirpe S9 confirmaram que amtB, o gene a montante, ¢ de fato regulado.

¥ Analises de seqiienciamento do gene alvo de insergio na estirpe S29 confirmaram que o gene a montante, que codifica uma provavel quinase, é de fato
regulado.



TABELA 6 — EFEITO DA MUTACAO SOBRE A UTII:IZA(;AO DE N,, NaNO; E AMINOACIDOS, E VARIACAO APARENTE DOS
NIVEIS DE EXPRESSAO DO GENE ALVO DE INSERCAO, NAS ESTIRPES MUTANTES DE Herbaspirillum seropedicae

Es- Utilizacao de’ Variacio da expressdo em*
tir- | N NaNO; Aminoacidos |[NaNO;z Glutamato  Glutamato Glutamina Glutamina Aspartato Aspartato Asparagina Asparagina Alanina  Serina
pe (sem &cido (sem é&cido (sem &cido (sem &cido

malico) malico) malico) malico)
S1 | NE + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S2 + + + ND T ND ND ND ND ND ND ND 1 T
S3 | + + + 0 0 ND ND ND 0 ND ND ND 0 )
S4 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ) 0
S5 + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S6 + + + ND T ND ND ND ND ND ND ND 1 T
S7 + + + ND T ND ND ND ND ND ND ND 1 T
S8 | + + + ND 0 ND ND ND 0 ND ND ND 0 )
S9 | + + + ND 0 ND ND ND 0 ND ND ND T T
S10 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S11 | + + + ND 0 ND ND ND ND ND ND ND 1 1
S12 | + + + ND ND 0 ND 0 ND T ND T ND ND
S13 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S14 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S15 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S16 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S17 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0 ND
S18 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND 1 ND
S19 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S20 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S21 | — + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0 0
S22 | — + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0 0
S23 | — + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0 0
S24 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ) )
S25 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ) 0
S26 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S27 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S28 | + + + ND ND 0 ND 0 ND 0 ND 0 ND ND
S29 | + + + ND 0 ND ND ND ND ND ND ND 1) 1)

Continua...



TABELA 6 (CONTINUACAO

Es- Utilizacao de’ Variacao da expressdo em*
tir- | N, NaNOz Aminoécidos |NaNO; Glutamato Glutamato Glutamina Glutamina Aspartato Aspartato Asparagina Asparagina Alanina Serina
pe (sem &cido (sem &cido (sem &cido (sem &cido

malico) malico) malico) malico)
S30 | + + + ND 0 ND ND ND ND ND ND ND 0 0
S31 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND T T
S32 | + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

"N, atmosférico, NaNO; ou aminoacidos (L-a-alanina, L-asparagina, L-aspartato, L-glutamina, L-glutamato ou L-serina) 10 mmol/L como fonte Unica
de nitrogénio. Para o ensaio de utilizacdo de N,, as estirpes foram inoculadas em meio semi-sélido (&gar 1,5%) e, apds cultivo por 48-72 h, a
concentracao de proteina foi determinada. Para os ensaios com os restantes compostos nitrogenados, a utilizacdo dos mesmos pelas estirpes foi avaliada
qualitativamente conforme ilustrado na Fig. 13. + ou —, capacidade de crescimento semelhante (+), ou significativamente reduzida (-), utilizando a
respectiva fonte Unica de nitrogénio, quando comparada com a estirpe selvagem Z78; NE, ndo determinado.

* Conforme anéalise qualitativa (variacdo da intensidade de coloracdo verde/azul — Fig. 13) das colonias das estirpes mutantes cultivadas na presenca da
respectiva fonte de nitrogénio, em comparago com a condigao de cultivo em NH,CI 20 mmol/L. T = aumento aparente da expresséo; ND = variagéo de
expressdo ndo detectada.
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