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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogénio, Gram
negativa, da classe [ das proteobactérias que pode ser encontrada
colonizando endofiticamente milho, sorgo, cana de acucar e arroz. No cluster
nif de seu genoma foram encontrados os genes Hsero 2872 e Hsero 2855,
cujos produtos foram anotados como proteinas da superfamilia das globinas.
O gene Hsero 2872 possui 642 pb e codifica para uma proteina de 213
aminoacidos. Ele se encontra a montante do gene nifA e é transcrito em
sentido contrario a este. Na analise in silico de sua regido promotora foram
encontrados provaveis sitios de ligacdo para as proteinas NifA, FNR e um
provavel promotor dependente de sigma 54. A andlise in silico da proteina
codificada pelo gene Hsero 2872 mostrou homologia com uma globina,
provavelmente, da familia das hemoglobinas truncadas, porém andlises
estruturais e funcionais mais aprofundadas sdo necesséarias para confirmar
esta classificacdo. Ensaios realizados com a fusdo da regido promotora do
gene Hsero_2872 com o gene reporter lacZ confirmaram sua funcionalidade
que é dependente dos niveis de amonio no meio. A atividade do promotor em
estirpes mutantes de H. seropedicae NifA’, FNR™ e NtrC™ foi menor do que na
estirpe selvagem sugerindo a importancia destas proteinas na expressao do
gene Hsero 2872. Um mutante Hsero 2872 cromossomal foi obtido pela
delecdo de aproximadamente 230 pb da regido central. Este mutante quando
crescido em meios com diferentes concentracdes de cloreto de amonio ou em
presenca de nitrito de potassio 1mM ndo apresentou diferencas no perfil de
crescimento em relacdo ao observado para a estirpe selvagem. A atividade de
nitrogenase do mutante foi aproximadamente metade da atividade da estirpe
selvagem, o que pode sugerir um efeito da proteina Hsero 2872 no
metabolismo do nitrogénio. Testes realizados com promotores dos genes nifA e
nifB apresentaram menor atividade na estirpe mutante, sugerindo um papel

importante da proteina para a atividade da proteina NifA.

Palavras chave: H. seropedicae, globina, fixacdo bioldgica de nitrogénio.
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ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is a nitrogen-fixing bacterium, Gram-negative, -
proteobacterium class, which can be found endophytically colonizing corn,
sorghum, sugar cane and rice. Two genes were found on its nif cluster whose
products were classified as proteins from the superfamily of globins,
Hsero_2872 and Hsero_2855. The gene Hsero_2872 has 642 bp and encodes
a 213 amino-acids protein. It is located upstream of the nifA gene and
transcribed in the opposite direction to this. On the analysis in silico of the
promoting region were found probable binding sites for the proteins NifA, FNR
and a sigma 54 dependent promoter. In silico analysis of the protein encoded
by the Hsero 2872 gene showed to be a globin, probably from the family of
truncated hemoglobin, but deeper structural and functional analysis are required
to confirm this classification. Analysis performed with the lacZ fusion of the
promoter region of Hsero 2872 gene confirmed its functionality and
dependence on ammonium levels on the media. The promoter activity on
mutant strains of H. seropedicae NifA, FNR e NtrC" was lower than on wild
type strain suggesting the importance of those proteins in the expression of the
Hsero_2872 gene. A mutant Hsero_2872 chromosomal was built with deletion
of approximately 200 bp of the central region. This mutant when grown in media
with different concentrations of ammonium chloride or in the presence of 1mM
potassium nitrite showed no differences in growth profile relative to that
observed for a wild type strain. The nitrogenase activity of the mutant
Hsero_ 2872 was approximately half the activity of the wild type strain, which
may suggest an effect of Hsero_2872 protein on nitrogen metabolism. Tests
with promoters and genes nifA and nifB showed less activity in the mutant strain
Hsero_2872, suggesting an important role of the protein for the best activity of
NifA protein.

Keywords: H. seropedicae, globin, biological nitrogen fixation
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1 INTRODUCAO

1.1 Herbaspirillum seropedicae

A bactéria Herbaspirillum seropedicae foi isolada na cidade de
Seropédica, Rio de Janeiro, por Baldani e colaboradores (1984). Inicialmente
denominada Azospirillum seropedicae por apresentar varias caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas semelhantes ao género Azospirillum (BALDANI et
al., 1984), foi, posteriormente, descrita como um novo género da classe 3 das
Proteobactérias. Esta classificacdo baseou-se na analise de sequéncias de
RNA ribossomal 16S (BALDANI et al., 1986 ; YOUNG, 1992). Na divergéncia, o
género Herbaspirillum recebeu essa denominacdo porque as bactérias séo
pequenas, tem forma de espiral e sdo encontradas em associa¢cdo com plantas
herbaceas. Outras espécies dentro do género Herbaspirillum ja foram
descritas: Herbaspirillum rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996),
Herbaspirillum frisingense (KIRCHHOF et al.,, 2001); Herbaspirillum lusitanum
(VALVERDE et al., 2003), Herbaspirillum chlorophenolicum (IM et al., 2004),
Herbaspirillum autotrophicum (DING e YOKOTA, 2004), Herbaspirillum
huttiensis (DING e YOKOTA, 2004), Herbaspirillum hiltneri (ROTHBALLER et
al.,, 2006), Herbaspirillum rhizosphaerae (JUNG et al.,, 2007), H. putei
reclassificada recentemente como Herbaspirilum huttiense ssp. putei
(DOBRITSA et al., 2010) e Herbaspirillum aquaticum (DOBRITSA et al., 2010).

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria fixadora de nitrogénio, Gram
negativa, geralmente vibriéide, tem de 0,6 a 0,7 um de didmetro e 1,5 a 5,0 um
de comprimento e apresenta de um a trés flagelos em um ou ambos os polos
(BALDANI et al., 1996). Pode colonizar endofiticamente milho, sorgo, cana de
acUcar e arroz (BALDANI et al., 1986; OLIVARES et al. 1996). E capaz de fixar
nitrogénio sob condi¢cdes microaerdbicas, promovendo a reducdo do N, em
amonio, atravées de uma reacdo catalisada pelo complexo enzimatico
nitrogenase. As condicOes ideais de crescimento abrangem a faixa de
temperatura de 30° a 40°C e a faixa de pH de 5,3 a 8,0 (BALDANI et al., 1986).
Possui metabolismo tipico respiratério e ndo fermenta acucares. Utiliza acidos

organicos como malato, fumarato, succinato, piruvato, citrato e trans-aconitato
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como fontes preferenciais de carbono (BALDANI et al.,, 1986). Estudos
realizados por Olivares e colaboradores (1997) indicaram que H. seropedicae é
capaz de produzir fitohormonios que estimulam o crescimento vegetal.

Por sua capacidade de converter o nitrogénio gasoso em amonio que
pode ser disponibilizado para as plantas como uma das fontes de nitrogénio, H.
seropedicae € considerada um potencial biofertilizante a ser empregado na
agroindustria. Por estas razfes, o Nucleo de Fixacao Biologica de Nitrogénio,
sediado no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR, se
dedica, desde a década de 80, ao estudo da bioquimica, fisiologia e biologia
molecular deste microrganismo, com énfase em seu metabolismo nitrogenado.
Os processos envolvidos na interacdo de Herbaspirillum com as plantas

associadas também séo foco de pesquisa.

1.2 Fixacao biolégica de nitrogénio

A fixacdo biologica de nitrogénio consiste na transformacdo do N; a
amonio, um processo catalisado pela enzima nitrogenase (POSTGATE, 1982)
e a capacidade de fixar o dinitrogénio (N,) esta distribuida entre diversos
géneros de bactérias e arquéias, mas 0s eucariotos ndo possuem esta
habilidade (POSTGATE, 1982).

Nitrogenase

N+ 8e +8H + 16 ATP. Mg > 2NH_+ 16ADP. Mg + 16Pi + H_

Este processo ocorre em condigdes especiais de baixa concentracao de
nitrogénio fixado, baixa tensdo de oxigénio, presenca de metais e temperatura
adequada (POSTGATE, 1998).

O complexo nitrogenase é uma metaloenzima constituida por duas
proteinas distintas, a dinitrogenase redutase ou proteina ferro (proteina-Fe),
que funciona como um doador de elétron para a segunda proteina, a
dinitrogenase ou proteina ferro-molibdénio (proteina-FeMo), que contém o sitio

catalitico da enzima. Estas unidades reunidas na presenca de ATP e de uma



fonte de baixo potencial de reducdo catalisam a reducédo de N2 a amonio

(POSTGATE, 1998).

O amonio formado no processo de redugcédo do N2 atmosférico ou

captado do meio externo € utilizado para a sintese de glutamina e glutamato.
Na maioria das células, esses compostos servem como doadores de nitrogénio
para reacdes biossintéticas. Em procariotos, a assimilacdo de amonio pode
ocorrer por duas vias. A mais importante € a via glutamina sintetase / glutamato
sintase (GS / GOGAT), onde a GS (produto do gene gInA) catalisa a conversao
de glutamato e aménio em glutamina, e a GOGAT catalisa a transferéncia do
grupo amida da glutamina para o 2-oxoglutarato produzindo 2 moléculas de
glutamato, uma reacdo dependente de NADPH. Na outra via de assimilagédo de
amonio, a glutamato desidrogenase (GDH) catalisa a conversdo de amonio e 2-
oxoglutarato em glutamato, uma reacdo também dependente de NADPH
(MERRICK & EDWARDS, 1995).

Devido ao alto custo energético da reacdo catalisada pela nitrogenase a
fixacdo biologica de nitrogénio € um processo finamente regulado, tanto em
nivel de atividade das enzimas como da transcricdo dos genes nif (genes de
fixacdo de nitrogénio) em resposta a condicdes de nitrogénio e oxigénio do
meio (DIXON e KAHN, 2004).

Sendo H. seropedicae uma bactéria fixadora de nitrogénio, a
caracterizacao estrutural e funcional de genes envolvidos neste processo tem
importancia fundamental para o entendimento do seu metabolismo nitrogenado
e também para a futura obtencéo de estirpes modificadas mais eficientes para
aplicacdo como biofertilizante. Os principais genes estudados pertencem ao
cluster nif (nitrogen fixation) que agrupa os genes responsaveis pela sintese e
regulacdo da atividade da enzima nitrogenase. Na década de 90, Souza e
colaboradores (1991) reportaram o sequenciamento e caracterizacao funcional
dos genes nifA e nifB e concluiram que a proteina NifA atua como um ativador
da transcricdo de genes nif em H. seropedicae e tem sua atividade controlada
pelo oxigénio. WASSEM e colaboradores (2000) estudaram a expressao do
promotor de nifA que mostrou ser dependente da proteina ativadora de
transcricdo NtrC e do fator 0" da RNA polimerase. A atividade da proteina NifA
€ controlada por oxigénio e ions amonio (SOUZA et al., 1999) e pela proteina
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GInK (BENELLI et al., 1997 ; PEDROSA et al., 1997; NOINDORF et al., 2006).
O gene nifB localizado a jusante do gene nifA € transcrito na mesma direcao e
codifica para a proteina NifB, possivelmente envolvida no processamento do
cofator ferro-molibdénio da nitrogenase (REGO, 1997).

A organizagdo dos genes estruturais da nitrogenase de H. seropedicae,
genes nifHDK, foi estudada por Machado e colaboradores (1996), que
confirmaram ser sua expressdo depende da proteina NifA. Foi descrita a
presenca de um promotor ¢" funcional a montante do gene nifH e auséncia de
atividade promotora entre os genes nifH, nifD, nifK. Klassen e colaboradores
(1999) estudaram os genes nifENXorflorf2orf3 que fazem parte do operon
nifHDKENXorflorf2fdxA (SOUZA et al., 2010). Este operon é transcrito a partir
de um Unico promotor dependente de o" e localizado a montante do gene nifH.
Andlises de mutagénese mostraram que o gene nifN é essencial a atividade de
nitrogenase e que os mutantes nifX ou orf2 sdo capazes de desreprimir a
nitrogenase em condic@es de limitacdo de ferro (KLASSEN et al., 1999).

A jusante do operon nifHDKENXorflorf2fdxA foi encontrado um operon
contendo os genes nifQ e modABC. Mutantes modA e nifQ foram incapazes de
mostrar atividade de nitrogenase em condi¢cdes de limitacdo de molibdénio. As
proteinas ModA, ModB e ModC formam um sistema de transporte de
molibdénio de alta afinidade (KLASSEN, 2000). Além dos genes modABC, um
gene do tipo modE (VOIGHT, 2000) foi identificado a montante do gene nifA. O
produto deste gene atua provavelmente como um regulador transcricional
dependente de molibdato dos genes modABC.

O operon fixXC estd disposto a jusante do operon nifQmodABC e é
transcrito na direcdo oposta. Codifica para as proteinas FixX e FixC, as quais
provavelmente atuam na transferéncia de elétrons para a nitrogenase
(KLASSEN, 2000).

Além dos genes nif e fix, outros genes relacionados ao metabolismo do
nitrogénio foram caracterizados em H. seropedicae. Um gene tipo gInB foi
identificado por Benelli e colaboradores (1997) como uma unidade
transcricional independente que codifica para a proteina PII, relacionada com a
regulacédo do metabolismo de nitrogénio conforme a disponibilidade de amoénio
no ambiente. Também foi identificado um gene amtB que codifica para a
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proteina AmtB, um provavel transportador de ions amoénio (NOINDORF, 2002).
Uma ORF homologa a glnK foi encontrada a montante de amtB e constitui com
este um unico operon (NOINDORF et al., 2006). O operon ginAntrBC codifica
para enzima glutamina sintetase (GS) e as proteinas NtrB e NtrC
respectivamente (STEFFENS et al., 1997). A glutamina sintetase catalisa a
sintese de glutamina a partir de aménio e glutamato. As proteinas NtrB e NtrC
constituem um sistema regulatério de dois componentes envolvido com a
fixacdo e metabolismo de nitrogénio. O estudo dos genes ntrXY (ALVES, 2006)
indicou que o gene ntrY estéd envolvido na regulacdo da expressao dos genes
relacionados ao metabolismo de nitrato, mas ndo da fixacdo de nitrogénio e
assimilacdo de amoénio. Os genes fnrl fnr2 e fnr3 (BATISTA, 2011), que
codificam para as proteinas FNR, sensiveis ao oxigénio, mostraram nao ser
essenciais a fixacdo biologica de nitrogénio. No entanto, experimentos de
determinacdo da expressao génica mostraram que FNR reprime a expressao
dos genes nifA e nifB de H. seropedicae. Os genes fnr podem estar envolvidos
em um fino mecanismo de regulacdo de genes requeridos para a fixacdo de

nitrogénio, em concentracdes otimas de oxigénio.

1.2.1 Regulacdo da fixacdo biolégica de nitrogénio em

Herbaspirillum seropedicae

A enzima nitrogenase de H. seropedicae sofre inibicdo rapida e
reversivel de sua atividade quando ions aménio e outras fontes de nitrogénio
como L-glutamato, L-serina, L-cisteina, metilamina sdo adicionados as culturas
gue inicialmente estavam fixando nitrogénio (KLASSEN, 1997). Este evento de
regulacdo da fixacdo de nitrogénio em H. seropedicae envolve o sistema Ntr e
a proteina NifA (CHUBATSU et al., 2011).

Os genes que codificam os componentes do sistema Ntr em H.
seropedicae ja foram identificados: gInA, ntrB, ntrC, gInK, gInB, ginD e amtB
(CHUBATSU et al., 2011). As proteinas NtrB e NtrC séo transcritas a partir do
operon gIlnAntrBC, que contém na sua regido promotora, dois sitios para
ligacdo de NtrC e a transcricdo € iniciada a partir de duas regides promotoras,
uma dependente de 6°* e outra de 6’° (PERSUHN et al., 2000; PEDROSA et



al., 2001). Em condi¢cbes limitantes de nitrogénio, a expressdo de gInA é
dependente de NtrC, porém € parcialmente reprimida em altas concentracdes
de aménio, sugerindo funcionalidade do promotor ¢’® nestas condicdes
(PERSUHN et al., 2000). Os resultados obtidos por Persuhn e colaboradores
(2000), demonstraram ainda, o envolvimento do sistema Ntr na expressao do
gene gInA, controle da atividade de GS e regulacéo da fixacdo de nitrogénio.

As proteinas NtrB e NtrC pertencem a uma familia de reguladores de
dois-componentes. A proteina NtrB possui duas atividades: histidina quinase
(fosforila NtrC) e fosfatase (desfosforila NtrC). A interconversdo das duas
atividades depende dos niveis de nitrogénio e carbono celular (ATKINSON et
al., 1994; JIANG e NINFA, 1999). Sob condicdes limitantes de aménio NtrB liga
ATP e catalisa sua autofosforilacdo em um residuo de histidina conservado. O
grupamento fosforil € entdo transferido para um residuo de aspartato da
proteina NtrC (NINFA et al., 1993). A proteina NtrC quando fosforilada age
como um ativador transcricional de genes envolvidos na fixacdo e assimilacao
de nitrogénio. Em concentracbes elevadas de amoénio a proteina NtrB
apresenta atividade de fosfatase, desfosforilando a proteina NtrC e inativando-
a.

Duas proteinas do tipo PII foram identificadas em H. seropedice, GInB e
GInK (BENELLI et al., 1997; NOINDORF et al., 2006). A proteina GInB tem
expressao constitutiva (BENELLI et al., 1997), enquanto que a expressao da
proteina GInK é aumentada sob condi¢bes limitantes de nitrogénio e é
dependente de NtrC (NOINDORF, 2002). As proteinas GInK e GInB de H.
seropedicae apresentam 78% de identidade entre si e ambas podem ser
uridililadas (BENELLI et al., 2001 e BONATTO et al., 2007). A uridililagdo no
residuo Tyr-51 é conservada tanto em GInB quanto em GInK e é dependente
de ATP e 2-oxoglutarato e inibida na presenca de glutamina (BENELLI et al.,
2001 e BONATTO et al., 2007). Noindorf e colaboradores (2006) isolaram e
sequenciaram o gene amtB de H. seropedicae. Este gene € co-transcrito com
gInK e nImA formando o operon nimAgIinKamtB. A expressdo deste operon é
aumentada em condicdes de fixacdo de nitrogénio e € dependente de NtrC.

A proteina NifA, uma proteina da familia das EBP (Enhancer Binding

Protein), é ativadora de transcricdo dos genes nif e atua em conjunto com a



54
RNA polimerase - ¢ . Esse mecanismo de ativacéo foi encontrado em todas as

proteobactérias diazotroficas (DIXON e KAHN, 2004). Em H. seropedicae o
gene nifA consiste de uma unidade transcricional independente que codifica
para a proteina NifA (SOUZA et al.,1991). A expressao ocorre a partir de uma

regido promotora complexa, onde foram encontradas trés provaveis sequéncias

promotoras do tipo 054 (-24/-12) (SOUZA et al., 1991 e 2000). A montante da
sequéncia promotora existem sitios para a ligagdo dos seguintes elementos
regulatérios: 2 sitios para a ligacdo de NtrC , trés sitios para a ligacao de NifA e
um sitio para a ligacdo do fator de integracdo do hospedeiro IHF (SOUZA et
al., 1991; WASSEM et al., 2000).

A sequéncia de aminoacidos da proteina NifA de H. seropedicae
apresenta 542 residuos (SOUZA et al, 1991). Estudos comparativos
mostraram que esta também possui os trés dominios estruturais (N-terminal,
Central e C-terminal) e as duas regides interdominios LID e “Q-linker”, comuns
a maioria das proteinas NifA (FISHER, 1994).

A proteina NifA ativa a transcricdo dos genes nif, que sdo expressos a
partir de promotores dependentes do fator 0°* da RNA-polimerase. O fator 0°*
associa-se reversivelmente ao nucleo da RNA-polimerase para reconhecer
promotores com sequéncias consenso TGGCAC-N5-TTGCA/T, que possui nas
posicdes a -25/-24 e -13/-12 pb os nucleotideos GG e GC quase que
invariavelmente conservados (DIXON & KAHN, 2004). NifA liga-se a um sitio
especifico e interage com a RNA-polimerase holoenzima ligada ao promotor
para induzir a formacao do complexo aberto de transcricdo. A proteina NifA se
liga a uma sequéncia conservada, localizada a montante do protomor -24/-12
(5TGT-N10-ACA-3’) e denominada UAS (do inglés “upstream activator
sequence’- sequéncia do ativador a montante). Essa sequéncia esta presente
na maioria dos promotores dependentes de NifA e localiza-se a uma distancia
de 80 a 150 nucleotideos do sitio de inicio da transcricdo (MORET & BUCK,
1998). Entretanto, nem todos os promotores dependentes da proteina NifA
possuem uma sequéncia UAS 6ébvia.

Wassem e colaboradores (2000) mostraram que a ativacdo do promotor
nifA pela proteina NtrC in vitro é estimulada por IHF, uma proteina que
promove o dobramento do DNA. Em contraste, a ativacdo do promotor pela
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NifA é prejudicada por IHF, que previne a auto-ativacdo continuada do
promotor nifA pela proteina NifA. Assim, IHF atua positivamente na ativacao
dependente de NtrC, e negativamente na ativacdo dependente de NifA do
promotor nifA de H. seropedicae (WASSEM et al., 2000).

A atividade de NifA pode ser regulada em resposta aos niveis de
nitrogénio e oxigénio intracelular e o mecanismo dessa regulagao varia de
acordo com o organismo (MERRICK & EDWARDS, 1995). O controle da
atividade da proteina NifA de H. seropedicae tem sido investigado tanto em
sistemas ‘in vivo” quanto “in vitro” (SOUZA et al., 1999; MONTEIRO et al.,
1999a; MONTEIRO et al., 1999b; MONTEIRO et al., 2001, MONTEIRO et al.,
2003). NifA é controlada negativamente pelos niveis de oxigénio e ions amonio
e € dependente de ferro (SOUZA et al., 1999). A sensibilidade ao oxigénio e ao
ferro parece estar relacionada ao dominio Central+C-terminal desta proteina
(SOUZA et al., 1999; MONTEIRO et al., 1999a) e a regulacdo por nitrogénio
envolve o dominio N-terminal de NifA, que aparentemente, responde aos niveis
de amodnio ou glutamina através da interacdo com a proteina GInK
(NOINDOREF et al., 2011). Monteiro e colaboradores (2003) relataram que a
proteina NifA é inativa e mais suscetivel a degradacdo em estirpe de E. coli
mutante para o gene fnr, sugerindo que a sensibilidade ao oxigénio para a
atividade da proteina NifA envolve, de alguma forma, a proteina FNR. O
modelo proposto para a regulacdo dos genes nif em H. seropedicae esta

mostrado na figura 1.
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FIGURA 1 - MODELO DE REGULA(;AO TRANSCRICIONAL DA FIXA(;AO DE
NITROGENIO EM H. seropedicae. GInB é expressa constitutivamente dependente de
um promotor ¢’°. Na presenca de altos niveis de nitrogénio fixado, o aumento da
concentragdo de glutamina induz a desuridillagdo de GInB por GInD. Nestas
condicOes, NtrB catalisa a defosforilagdo de NtrC, inativando-a (Painel esquerdo). Sob
condicdes de fixacdo de nitrogénio, quando o nivel de nitrogénio fixado € baixo, NtrB
catalisa a fosforilacdo de NtrC que ativa a transcricdo de genes alvo como nifA e o
operon nimAgIinKamtB. Sob estas condi¢cbes, GInB e GInK séo uridililadas por GInD.
GInK uridillada ativa NifA, que ativa a transcricAo de outros genes nif e
consequentemente capacita a sintese de nitrogenase ativa que reduz o nitrogénio
atmosférico a amoénio. FONTE: CHUBATSU et al., 2011.



A analise in silico dos genes encontrados no cluster nif permitiu a
identificacdo de um gene localizado a montante do gene nifA, designado
Hsero_2872 (Pedrosa et al., 2011). Este gene possui 642 pares de bases e seu
produto codifica uma proteina com 213 aminoacidos. Sua identificacdo é
YP_003776272.1, posicdo 3260058 a 3260699 do genoma e apresenta sentido
de transcricdo contrario ao do gene nifA. O produto do gene Hsero 2872 foi
anotado como uma proteina pertencente a superfamilia das globinas, que
contém globinas e hemoglobinas truncadas. Outras duas globinas foram
descritas no genoma de Herbaspirillum seropedicae, Hsero 1880 e
Hsero_ 2855 (Pedrosa et al., 2011). A primeira teve sua estrutura caracterizada
por Razzera e colaboradores (2008) e foi classificada como uma hemoglobina
truncada do grupo Il. A Hsero_2855 € uma segunda globina presente no cluster
nif de H. seropedicae. Na figura 2 estd mostrada a organizacdo dos genes nif

em H. seropedicae e a posicédo relativa dos genes Hsero 2872 e Hsero_2855.
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FIGURA 2 - ORGANIZA(;AO ESTRUTURAL DO CLUSTER nif NO GENOMA DE H.
seropedicae. Setas indicam genes, tridngulos claros caracterizam mutantes e seus
fendtipos. pA e pC indicam promotores dependentes de NifA ou NtrC respectivamente.
p indica provavel promotor dependente de NifA por analise da sequéncia de DNA.
Numeros indicam orfs de acordo com anotacao do genoma (n° de acesso no Gen
Bank: NC_014323) (FONTE: CHUBATSU et al., 2011). Destacada posi¢cao dos genes
Hsero 2872 e Hsero_2855.
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1.3 Globinas

Globinas constituem uma antiga e diversificada superfamilia de
proteinas. Sdo hemeproteinas que permitem a ligacdo reversivel do oxigénio
ao grupo heme (KENDREW et al., 1958). Foram encontradas primeiramente no
sangue de vertebrados por causa de sua abundancia, mas ocorrem em todos
0s grupos de organismos, nos trés dominios bioldgicos. A hemoglobina de
vertebrados e a mioglobina sdo, sem duvida, as globinas mais estudadas. A
hemoglobina isolada do sangue de qualquer vertebrado € um heterotetramero
(duas cadeias alfa e duas beta), com um grupo heme ligado firmemente a cada
mondmero de globina, e tem a funcdo de levar o oxigénio do pulmao aos
tecidos periféricos (BOLTON, COX e PERUTZ, 1968). A mioglobina, uma
proteina monomeérica, possui estrutura terciaria praticamente idéntica a
primeira, a classica estrutura das globinas. Porém, ndo apresenta a
cooperatividade caracteristica das hemoglobinas e tem funcdo de
armazenamento e distribuicdo de oxigénio em muitos tecidos. As plantas, além
de produzirem o oxigénio durante o processo de fotossintese, também usam
hemoglobinas para transferi-lo. A primeira hemoglobina de plantas descrita foi
descoberta em nédulos nas raizes de legumes (APPLEBY, 1984) que
aparecem durante a simbiose entre bactérias do genero Rhizobium e a planta,
para permitir a fixacdo biolégica do nitrogénio atmosférico. A ligacdo do
oxigénio a leghemoglobina, como foi chamada em plantas, sequestra o
oxigénio que é téxico para a maquinaria de fixacdo de nitrogénio (HARDISON,
1996). As leghemoglobinas diferem em mais de 80% na composicdo de
aminoacidos em relacdo as hemoglobinas de vertebrados, porém mantém a
mesma estrutura tridimensional destas Ultimas. Hemoglobinas ndo simbidticas,
distintas das leghemoglobinas, foram encontradas em raizes, caules e
sementes germinadas de muitas outras plantas (LANDSMANN et al., 1986).

A analise cristalografica de globinas de vertebrados revelou uma
estrutura tipica que consiste de 6 a 8 a-hélices (nomeadas A — H) conectadas
por voltas curtas (PERUTZ, 1979), formando uma estrutura tridimensional em
forma de sanduiche (3/3 a-hélices) capaz de ligar o grupo heme com alta

afinidade dentro de uma cavidade revestida por residuos hidrofébicos. Uma
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estrutura tipica e referente a mioglobina esta mostrada na figura 3. Um residuo
invariante de histidina é encontrado na posicdo F8 e € o responsavel pela
ligacdo proximal ao ferro do grupo heme.

Com o facil acesso a informacdo gendémica dos trés dominios biologicos,
varias hemoglobinas e globinas putativas tém sido sequenciadas e
identificadas. O estudo destas globinas tem revelado que elas se dividem em
trés familias e em duas classes estruturais, podendo ainda ser classificadas em
globinas quiméricas e globinas Unico-dominio (VINOGRADOV et al., 2005). As
trés familias sdo: flavohemoglobinas (FHb), globinas-sensor acoplado (GCS) e
2/2Hbs (“hemoglobinas truncadas”). Uma representacdo das familias e seus
dominios estd mostrada na figura 4. Bactérias possuem todos os tipos de
globinas, enquanto Arquéias carecem de flavohemoglobinas e Eucariotos ndo
sao providos de globinas-sensor acoplado (VINOGRADOV et al., 2006).

A familia Flavohemoglobinas (FHb) constitui-se de proteinas quiméricas
e de proteinas de Unico dominio. As quiméricas contém cerca de 400 residuos
de aminoacidos e possuem um dominio globina N-terminal e um dominio C-
terminal ligante de NAD e FAD, semelhante a “ferredoxina-NADH” redutase
(MUKAI et al.,, 2000). Ambas apresentam a tipica estrutura 3/3 a-hélice
semelhante a mioglobina. A familia Globinas-sensor acoplado (CGS)
compreende globinas quiméricas (300 a 700 residuos de aminoacidos) com
regido N-terminal semelhante a mioglobina e regido C-terminal homdloga ao
dominio sinalizador citoplasmatico de quimiorreceptores bacterianos e Unico
dominio. Sua possivel funcdo seria se ligar ao oxigénio diatbmico ou outros
ligantes gasosos e transmitir o sinal através de um dominio sinalizador (HOU et
al., 2001). A familia das 2/2 Hbs (ou truncadas) inclui as globinas de Unico
dominio, geralmente menores do que as hemoglobinas de vertebrados, e cuja
estrutura cristalografica exibe um abreviado modelo 2/2 a-hélice (VULETICH e
LECOMTE, 2006). Além disso, as 2/2 Hbs incluem a quimérica monooxigenase
2/2Hb2 (BONAMORE et al., 2007), a Unica 2/2Hb quimérica conhecida.

13



21999 GARLAND PUBLISHING INC
A member of 1ae Taylor & Framas Group

FIGURA 3 — ESQUEMA DE ESTRUTURA TERCIARIA DA MIOGLOBINA. A-H = a-
hélices; N = regido N-terminal; C = regido C-terminal da proteina; Imagem obtida pelo

link: http://www.lookfordiagnosis.com/mesh info.php?term=Globinas&lang=3
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FIGURA 4 — REPRESENTACAO DAS TRES FAMILIAS DE GLOBINAS. Cada uma

das familias compreendendo quiméricas e unico dominio e a relagdo com globinas de

eucariotos. A gquimérica monooxigenase 2/2Hb2 é a Unica quimérica 2/2Hb conhecida.

Fonte: VINOGRADOV e MOENS, 2008.

15



1.3.1 Hemoglobinas truncadas (2/2 Hbs)

Esta familia, conhecida como trHb ou 2/2Hb, € constituida de pequenas
hemeproteinas ligadoras de oxigénio, distribuidas em bactérias, plantas e
eucariotos unicelulares, formando um grupo distinto dentro da superfamilia das
hemoglobinas. As trHbs ocorrem em concentragdo intracelular de nano a
micromolar (WITTENBERG et al., 2002) e, geralmente, contem 20 a 40
residuos de aminoacidos a menos que as hemoglobinas de vertebrados, as
quais sao pouco relacionadas devido a baixa similaridade entre as sequéncias.
Estruturalmente, as 2/2 Hbs sdo caracterizadas por um modelo 2/2 a-hélice
onde as alfa-hélices antiparalelas B/E e G/H s@o os principais elementos da
estrutura secundaria (figura 5). Em relacdo a estrutura classica das globinas
(3/3 a-hélice), as trHbs apresentam auséncia de a-hélice A ou uma a-hélice A
quase completamente deletada; auséncia de hélice D e a regido C-D é restrita
a trés a oito residuos que fazem uma ponte entre as hélices C e E. A hélice F é
substituida por um segmento polipeptidico (pré-F) extenso, seguido de uma
volta (grupos | e lll), que compreende o residuo F8 (His) responséavel pela
coordenacao ao ferro do grupo heme (WITTENBERG et al., 2002). Residuos
hidrofébicos de aminoacidos nas posi¢cdes C6, C7, CD1, E14, F4, G3, G8 e
H11 sdo responsaveis por prover uma eficiente rede para ligacées de van der
Walls com o grupo heme. Motivos sequenciais especificos suportam a
formacdo do modelo compacto. Entre estes, dois motivos glicina-glicina,
localizados nas voltas AB e EF, e uma glicina localizada imediatamente antes
da curta hélice F, ajudam na construcdo de uma fenda estruturada para ligacéo
do grupo heme em uma cadeia peptidica muito curta. Pouquissimos residuos
de aminoacidos sdo muito bem conservados entre as diversas sequéncias de
trHbs, sendo a Histidina-F8 o Unico residuo invariante. O par Phe-Tyr é
fortemente conservado nas posicbes B9 e B10, onde a Tyr-B10 participa na
estabilizacdo da ligagdo do grupo heme. O sitio CD1, que nos vertebrados
abriga o residuo Phe, pode apresentar os aminoacidos Phe, Tyr ou His. A
posicdo E14 abriga uma Phe quase invariante, relacionada a uma possivel
blindagem heme/solvente, juntamente com os residuos apolares do segmento
pré-F (WITTENBERG et al., 2002).
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Segundo Pesce e colaboradores (2000 e 2007) as trHbs resultam de
uma cuidadosa edicdo onde sua estabilidade conformacional se deve a
substituicdes e dele¢Bes de residuos de aminoacidos em sitios especificos.

Andlises filogenéticas recentes permitiram classificar as hemoglobinas
truncadas em trés grupos: | (trHbN), 1l (trHbO) e IIl (trHbP). A identidade de
sequéncias entre os diferentes grupos € baixa (menos de 20%), mas pode ser
bem alta (até 80%) dentro do mesmo grupo. O grupo | € o mais heterogéneo e
pode ser separado em dois subgrupos, enquanto o grupo Il €
comparativamente mais homogéneo e esta subdividido em 4 subgrupos
(WITTENBERG et al., 2001). O grupo Ill exibe o maior nivel de conservacao.
Quanto as caracteristicas estruturais, o grupo | (trHbN) possui um tunel
hidrofébico de acesso ao lado distal do heme, sendo sua formacdo dependente
da ligacdo do ligante (PESCE et al., 2000). Como residuos de aminoé&cidos
caracteristicos do grupo |, estdo os residuos formadores das voltas de
importancia estrutural. Dois pares de glicina, um entre as hélices A e B e um
imediatamente apdés a hélice E, e um residuo de glicina localizado seis
residuos apdés o segundo par glicina-glicina, sdo fortemente conservados.
Outro residuo de interesse é o residuo de &cido aspartico (D) fortemente
conservado entre as hélices B e C (VULETICH e LECOMTE, 2006). A figura 6
mostra um alinhamento entre algumas trHbN, onde estes residuos sé&o
destacados.

O grupo Il das trHbs possui maior grau de conservacéo do que o grupo I,
pois cada hélice, exceto hélice A, possui um residuo fortemente conservado ou
de alta similaridade. Uma caracteristica especifica é a presenca na regiao entre
as hélices E e F de uma “hélice” adicional com 8 residuos chamada hélice ¢.
Este grupo ndo possui o tunel hidrofébico de acesso ao heme detectado no
grupo |, entretanto a superficie da globina deste grupo possui uma depressao
rasa que prové acesso parcial do solvente ao grupo heme, composto na
maioria de residuos hidrofobicos (MILANI et al., 2003). A maioria das globinas
do grupo Il possuem os motivos glicina-glicina conservados no grupo |, sendo
os Gly-Gly da volta EF estritamente conservados. O residuo Tyr-B10 é
fortemente conservado, com rara substituicdo por Histidina (VULETICH e
LECOMTE, 2006). Outro residuo fortemente conservado é o triptofano (W) Trp-
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G8 que participa na estabilizacdo do grupo heme. Entre outros residuos
bastante conservados est4d uma arginina (R) na posicdo F5 e outra na F7.
Residuos conservados das trHbs Il estdo mostrados na figura 7.

Apenas um membro do grupo Il das trHbs foi caracterizado
estruturalmente, até o momento (NARDINI et. al., 2006), portanto a analise da
sequéncia é feita baseada em propriedades conhecidas das sequéncias dos
grupos | e Il. A maioria das trHbs Ill vem de Proteobacterias, sendo que as
trHbs grupo Il das pB-proteobacterias apresentam menor conservagéo que as do
grupo lll. A posicdo do grupo heme parece estar mais relacionada aquela do
grupo Il. O grupo Ill conta com a maior proporcdo de posi¢cdes altamente
conservadas. Uma caracteristica observada é a auséncia de motivos glicina-
glicina neste grupo, indicando que se a estrutura compacta das trHbs for
conservada neste grupo, estes motivos ndo estdo envolvidos na formacédo das
voltas. A insercéo de trés a sete aminoacidos entre as hélices C e E é sempre
encontrada no grupo Il (PESCE et al. 2000). Ao contrario do grupo I, o grupo
IIl apresenta uma Phe invariante na posicdo CD1. O residuo Trp G8 também se
mostra fortemente conservado (figura 8). O residuo Tyr B10 bastante
conservado parece exibir a mesma funcéo relacionada aos outros grupos, a
estabilizacdo das interacdes com ligantes exégenos. A estrutura do cristal de
trHbP de Campylobacter jejuni (NARDINI et al., 2006) mostra que no grupo llI
0s Unicos residuos envolvidos na estabilizacdo do heme por ligacbes de
hidrogénio sdo TyrB10 e TrpG8. Um residuo importante é uma histidina
localizada 26 posicbes antes da His-F8. Segundo Vuletich e Lecomte (2006) &
provavel que trHbs do grupo Il contenham uma Histidina no sitio distal de
ligacdo ao heme, residuo que poderia coordenar o ferro na auséncia do ligante
oxigénio. Um fendmeno que poderia ocorrer nas trHbs grupo Il é o estado de

ligacdo do sitio distal estar acoplado ao rearranjo estrutural da proteina.
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FIGURA 5 — EXEMPLO DE ESTRUTURA TERCIARIA DAS trHbs. Estrutura
terciaria da 2/2 Hb de Paramecium caudatum. Em laranja e azul as a-hélices B-E e G-
H. Em vermelho grupo Heme ligado a histidina proximal F8. Fonte: VINOGRADOV e
MOENS, 2008.
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FIGURA 6 — ALINHAMENTO DE HEMOGLOBINAS TRUNCADAS DO GRUPO I. Os
dados do alinhamento foram obtidos com o programa ClustalW (THOMPSON et al.,

1994). (*) Aminoacidos idénticos; () Aminoacidos de alta similaridade; (.) Aminoacidos

de baixa similaridade. Residuos de glicina (G) importantes para formacédo das voltas,

residuo de acido aspartico (D) B-C e a histidina (H) F8 destacados em vermelho. N.

punctiforme e N. commune pertencem ao subgrupo Il

Letras A a H, acima do

alinhamento, correspondem as alfa-hélices tendo como modelo a estrutura secundaria

de trHbN de Mycobacterium tuberculosis. M. tuberculosis — Mycobacterium tuberculosis H37Rv ;

M. avium — Mycobasterium avium subsp.paratuberculosisK-10; Synechocystis — Synechocystis sp.

PCC6803 ; T. pyriformis — Tetrahymena pyriformis ; C. reinhardtii — Chlamydomonas reinhardtii ; N.

punctiforme — Nostoc punctiforme PCC73102 ; N. commune — Nostoc commune UTEX584.
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FIGURA 7 — ALINHAMENTO DE HEMOGLOBINAS TRUNCADAS DO GRUPO II. Os
dados do alinhamento foram obtidos com o programa ClustalW (THOMPSON et al.,

1994). (*) Aminoacidos idénticos; (:) Amino&cidos de alta similaridade; (.) Aminoé&cidos

de baixa similaridade. Residuos de glicina (G) importantes para formacéao das voltas,

residuos de acido triptofano (W) G8 e histidina (H) F8 destacados em vermelho. Letras

A a H, acima do alinhamento, correspondem as alfa-hélices tendo como modelo a

estrutura secundaria de trHbO de Mycobacterium tuberculosis. R. eutropha — Rasltonia

eutropha H16; Burkholderia — Burkholderia sp.383 ; B. viethamiensis — Burkholderia vietnamiensis G4 ; A.

tumefaciens — Agrobacterium tumefaciens ; B. subtillis — Bacillus subtilis subsp.Subtilis str.168 ; G.

stearothermophil - Geobacillus stearothermophilus; M. tuberculosis — Mycobacterium tuberculosis H37Rv;

T. fusca — Termobifida fusca.
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FIGURA 8 — ALINHAMENTO DE HEMOGLOBINAS TRUNCADAS DO GRUPO III.
Os dados do alinhamento foram obtidos com a utilizagdo do programa ClustalW
(THOMPSON et al.,, 1994). (*) Aminoacidos idénticos; (1) Aminoacidos de alta
similaridade; (.) Aminoacidos de baixa similaridade. Residuos de Tirosina(Y) B10,

Fenilalanina (F) CD1, triptofano (W) G8 e a Histidina (H) F8 estdo destacados em

vermelho. Também destacada a Histidina localizada 26 posi¢des antes da F8.

B. viethamiensis — Burkholderia vietnamiensis G4 ; Burkholderi — Burkholderia sp.383 ; S. melilotil021 —

Sinorhizobium meliloti 1021 ; M. avium — Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis K-10.
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1.3.2 Funcdes das globinas.

As globinas de vertebrados mais estudadas até o0 momento apresentam
funcbes bem conhecidas como transporte (Hemoglobina humana) e
armazenamento (Mioglobina) de oxigénio. Mais recentemente, tem-se sugerido
que a Mioglobina pode também agir como “limpadora” (scavenger) de NO
(BRUNORI, 2001). Como o NO inibe a respiragdo, a Mioglobina serviria para
proteger a respiracdo em tecidos onde ela € encontrada, como coracdo e
musculo esquelético. Além disso, foi mostrado que a deoximioglobina possui
atividade de nitrito redutase (RASSAF et al., 2007). Mioglobina e Hemoglobinas
de metazoarios possuem atividade de peroxidase e podem catalisar a oxidacéo
de moléculas biolégicas utilizando o peréxido de hidrogénio (REEDER e
WILSON, 2005). Dentre as hemoglobinas de plantas, as melhor estudadas séo
as Leghemoglobinas ou Hemoglobinas simbiéticas, encontradas em nédulos
resultantes da associacdo da planta com bactérias. Sua funcdo é manter uma
concentracdo de oxigénio livre baixa o suficiente para impedir a inativacao do
sistema nitrogenase e providenciar suficiente oxigénio as oxidases terminais da
cadeia respiratoria (APPLEBY, 1984).

A variedade de hemoglobinas encontradas em espécies microbianas
torna claro que as funcbes de transporte e armazenamento de oxigénio dos
vertebrados € uma adaptacao relativamente recente e que as funcdes iniciais
devem ter sido enzimaticas e sensoras de oxigénio. Dentre as globinas
bacterianas, as que possuem funcées melhor estudadas sédo as da familia das
Flavohemoglobinas, e a funcdo que se destaca é a protecdo contra a
toxicidade do NO. A atividade de dioxigenase das Flavohemoglobinas é 20
vezes maior do que a da Mioglobina e Hemoglobina de eucariotos
(VINOGRADOV e MOENS, 2008). Outra funcdo € o exemplo da
Flavohemoglobina de E. coli que liga-se a acidos graxos insaturados e
catalisa a reducdo de alquilhidroperoxidos aos alcoois correspondentes. Isso
sugere que as Flavohemoglobinas podem estar envolvidas no reparo de
membranas lipidicas danificadas por oxidagdo (D" ANGELO et al., 2004).

As Globinas-sensores acoplados sao proteinas citoplasmaticas que

possuem um N-terminal sensor semelhante a Mioglobina e um dominio
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sinalizador semelhante ao dominio sinalizador de quimiorreceptores
bacterianos. A funcdo geral das GCSs € ligar o oxigénio diatbmico ou outros
ligantes gasosos e mediar uma resposta aerotatica sobre uma ampla faixa de
concentracoes de oxigénio (HOU et al., 2001).

A funcdo das Hemoglobinas Truncadas, como um grupo, permanece
desconhecida, mas a baixa concentracdo in vivo sugere funcdes cataliticas em
vez de armazenamento de oxigénio. Mycobacterium tuberculosis contém uma
TrHb grupo | que possui funcdo de detoxificacdo de NO e uma TrHb grupo Il
que tem atividade de peroxidase com formacdo de intermediarios férricos
(VINOGRADOV e MOENS, 2008). Nostoc commune, uma cianobactéria capaz
de fixacdo biologica de nitrogénio, possui uma TrHb grupo I, que é sintetizada
em condicfes de baixa concentracdo de oxigénio e em células crescidas na
auséncia de nitrogénio fixado. O gene trHbl € localizado adjacente aos genes
nif no cromossomo. A proteina se localiza na face citosélica da membrana
celular e existe uma correlacédo entre acréscimo de TrHbN e NifH (HILL et al.,
1996).
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2 JUSTIFICATIVA

A regulacao da expressao dos genes que codificam proteinas/enzimas
envolvidas na fixacdo de nitrogénio em Herbaspirillum seropedicae é
dependente do controle da expressao e atividade da proteina NifA, que atua
como um ativador transcricional. A presenca de possiveis sitios de ligacdo para
a proteina NifA na regido a montante do gene Hsero 2872 sugere que a
expressdo deste gene seja regulada por NifA e que seu produto possa ter
algum papel relevante na regulacdo da fixacdo de nitrogénio em H.
seropedicae ou, apresentar funcdo ainda ndo descrita que sofre regulagéo por
NifA.

Este trabalho tem o objetivo de auxiliar na elucidacéo do possivel papel
da proteina Hsero 2872 no complexo processo de fixacdo biolégica de

nitrogénio pela bactéria Herbaspirillum seropedicae.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o gene Hsero 2872 de H. seropedicae SmR1 em relacéo a

seus aspectos estruturais e funcionais.

3.2 Objetivos especificos

1. Analisar in silico a sequéncia do gene Hsero_2872;
2. Clonar o gene Hsero_2872 em diferentes vetores;
3. Determinar as condicfes de expressao da proteina Hsero_2872;

4. Investigar o possivel efeito de ativador transcricional da proteina
NifA sobre regido promotora do gene Hsero_2872;

5. Obter um mutante cromossomal do gene Hsero 2872 e

caracteriza-lo fisiologicamente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Bactérias e plasmideos

As estirpes de E. coli e H. seropedicae utilizadas neste trabalho estéo

listadas nas tabelas 1 e 2 respectivamente. Os plasmideos utilizados neste

trabalho estédo listados na tabela 3.

TABELA 1 - Estirpes de Eschericha coli

Estirpe Caracteristica Referéncia
F- mcrA (mrr-hsdRMS-crBC) 80lacZM15
TOP 10 lacX74 recAl ara 139 (ara-leu)7697 galU galK Invitrogen
rpsL (StrR) endAl nupG
SIMON,
S17.1 sSmR, Tra* PRIEFFER E
PUHLER, 1983
ET8000 MACNEILL,
rbs lacZ::IS1 gyr A hut Ck
1982
Hsd gal (A clts 857 ind 1 Sam7 nin5
BL21 (DE3) SAMBROOK et

lacUV5-T7 gene 1) (produtora da RNA

polimerase do fago T7).

al., 1989.
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TABELA 2 - Estirpes de Herbaspirillum seropedicae

Estirpe Caracteristica Referéncia
SmR1 Estirpe selvagem, Sm~, Nif* MACHADO
et al.;1995
SmR54 R R SOUZA
Sm”, Nif, Km™, nifA::Km
et al.,1995
DCP286A R R PERSUHN
Sm™, Km™, ntrC::Tn5-B20
et al., 2000
MBFNR2/3/1 SmR1 contendo delec¢des de aproximadamente 250 BATISTA,
nucleotideos nos genes fnrl, fnr2 e fnr3 2011
EN2872 SmR1 contendo delecdo de aproximadamente 230 Este trabalho

nucleotideos na regido central do gene Hsero_ 2872
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TABELA 3 - Plasmideos

Plasmideo Caracteristica Referéncia
pET28a Vetor de expressado. Expressa a proteina de fuséo Novagen
com His-Tag/promotor T7. Km~®
pPW452 TcR, vetor fusdo transcricional com gene lacZ WODLEY
sem promotor et al., 1996
pMP220 TcR, vetor fusdo transcricional com gene lacZ sem promotor, | SPAINKet al., 1987
com sitio de policlonagem do pPW452 invertido
pSUP202 AmpR, cmR, TcR, Mob* SIMON, PRIEFFER
E PUHLER, 1983
pTZ57R/T | AmpR, 3°-T para ligacéo de fragmentos de DNA amplificados Fermentas
pela Taq Pol
pDB737 Amp" | gene nifA de Azotobacter vinelandi clonado no AUSTIN
vetor de expressao pT7.7 etal., 1994
pRW1 TcR, contendo o promotor do gene nifA de WASSEM, 1999
H. seropedicae em pPW452
pEMS140 TcR, contendo o promotor do gene nifB de REGO
H. seropedicae em pPW452 et al, 2006
pMH1701 KmR, contém cassete nptl-sacR-sacB HYNES
et al., 1989
pTZPROM | Produto de PCR com 547 pb contendo regido promotora do Este trabalho
gene Hsero_2872 ligado ao vetor pTZ57R/T
pTZEXP | Produto de PCR com 699 pb contendo regido codificadora do Este trabalho
gene Hsero_ 2872 ligado ao vetor pTZ57R/T
pTZDEL1 Produto de PCR com 628 pb contendo parte codificadora Este trabalho
inicial do gene Hsero_2872 ligado ao vetor pTZ57R/T
pTZDEL2 |Produto de PCR com 622 pb contendo parte codificadora final Este trabalho
do gene Hsero 2872 ligado ao vetor pTZ57R/T
pMPPROM | Fragmento EcoRlI e Bglll do vetor pTZPROM ligado ao vetor Este trabalho

pMP220, linearizado com as mesmas enzimas

Continua na préxima pagina
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PETEXP Fragmento EcoRI e Hindlll do vetor pTZEXP ligado ao vetor Este trabalho

pPET28a, linearizado com as mesmas enzimas

pEN2872 | Fragmento Hindlll e Bglll do vetor pTZDEL1 e fragmento Bglll Este trabalho

e BamHI do pTZDEL2 ligados ao vetor pSUP202, linearizado
com BamHI e Hindlll

pPEN2872sac | pEN2872 contendo cassete sacR-sacB-Km, derivado do vetor Este trabalho

pMH1701, ligado ao sitio BamHI

4.2 Reagentes

Antibioticos, enzimas e reagentes foram todos de alto grau de pureza
obtidos da Fermentas International Inc., Sigma Chemical Company, Merck
Chemical Company, Amersham Biosciences, Invitrogen Inc. (Life
Technologies), British Drug House (BDH) e New England Biolabs.

4.3 Meios de Cultura e Condi¢cbes de Cultivo

As estirpes de E. coli foram cultivadas a 30°C ou 37°C, nos meios
liquidos LB (Luria Broth) (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989), SOB
(SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989) (no caso de preparo de células
eletrocompetentes) ou NFDM (Nitrogen-Free Davis and Mingioli) (CANNON et
al., 1974) sob agitacdo (130rpm), ou em meio sdlido LA. Apds transformacéo,
as ceélulas de E. coli foram recuperadas em meio SOC (Invitrogen Inc.). Ao
meio foram adicionados antibiéticos, de acordo com a resisténcia da estirpe ou

do vetor que continham.

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas a 30°C em meio liquido
NFb utilizando malato como fonte de carbono (NFb-malato) (KLASSEN et al.,
1997), sob agitacdo (120 rpm). O meio foi suplementado com solugao estéril de
fosfatos e fonte de nitrogénio (20mmol/L ou 5mmol/L de cloreto de aménio ou
5mmol/L de glutamato de sodio), conforme as concentracdes requeridas para
cada experimento. Os meios solido e semissélido foram obtidos pela adigdo de

agar ao meio NFbHPN liquido nas concentracbes de 15g/L e 1,5g/L
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respectivamente. Os antibidticos também foram adicionados de acordo com a

marca de resisténcia das diferentes estirpes.

4.3.1 Meios de cultivo

O meio LB tem a composicao apresentada na tabela 4. O pH foi ajustado
para 7,0 com NaOH 4mol/L. O meio so6lido LA foi obtido apos adi¢éo de 15g/L

de agar ao meio LB.

TABELA 4 — Composi¢éo do meio LB (Luria Bertani)

Reagente gramas/litro
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sédio 10,0
Triptona 10,0

O meio SOB tem a composicao apresentada na tabela 5. O meio SOC

foi obtido apds a adicédo de glucose 20mmol/L ao meio SOB.

TABELA 5 - Composi¢édo do meio SOB

Reagente gramasl/litro
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sédio 0,5
Bacto triptona 20,0
Cloreto de potassio 0,186
Sulfato de magnésio 2.4

O meio NFDM é um meio minimo e tem a composi¢cao apresentada na
tabela 6. No momento de uso, solugéo de fosfatos (KH,PO,4 241,2g/L e K;HPO,
68g/L) foi adicionada ao meio, bem como a fonte de nitrogénio (NH,4CI
20mmol/L).
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TABELA 6 — Composicédo do meio NFDM

Reagente gramas/litro
MgS0O,.7H,0 0,1
Na,M00,.2H,0 0,025
FeS0,.7H,0 0,025
Glucose 20

O meio NFb-malato apresenta a composicdo apresentada na tabela 7.
No momento do uso foram adicionados ao meio NFb-malato 50 mL/L de
solucéo de fosfatos (159,4 g/L de KH,PO4 e 17,8 g/L de K,;HPO,), bem como a

fonte de nitrogénio na concentracdo requerida para o experimento.

TABELA 7 — Composicdo do meio NFb-malato

Reagente gramas/litro
MgSO,.7H,0 0,2
NaCl 0,1
FeS0,.7H,0 0,02
CaCl, 0,02
Acido nitrilo acético 5,6x10_2
Biotina 1,010
Acido malico 5,0
Na,;M0O,.2H,0 2.0x10
MnS0,.H20 2.4x10
H3BO3 2,8x10
CuS0,.5H,0 8,010
ZnS0,.7H,0 2,4x10_4
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4.3.2 Antibioticos

As concentracdes e os antibioticos utilizados na selecdo e cultivo das
estirpes bacterianas estdo apresentados na tabela 8. As solucdes estoque
foram preparadas como descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). Os
antibiéticos foram adicionados aos meios no momento de uso. Para preparo de
meios solido e semissélido, estes, depois de fundidos, foram resfriados até
temperatura de aproximadamente 55°C e entdo os antibidticos foram
adicionados.

TABELA 8 — Antibi6ticos utilizados

Antibiético Concentracéo Concentracéao Concentracéo final
inicial final H. seropedicae
E. coli

Ac. nalidixico 10 mg/mL 5 ug/mL 5 pug/mL
Ampicilina 250 mg/mL 250 pg/mL 250 pg/mL
Canamicina 100 mg/mL 50 pg/mL 500 pg/mL

Cloranfenicol 30 mg/mL 30 pg/mL 100 pg/mL

Estreptomicina 80 mg/mL 80 pg/mL 80 pg/mL
Tetraciclina 10 mg/mL 10 pg/mL 10 pg/mL

4.4 Oligonucleotideos iniciadores para clonagens em diferentes

vetores

Oligonucleotideos iniciadores foram desenhados com base na sequéncia de
nucleotideos do gene Hsero_2872 (figura 10). Sitios de restricdo foram
inseridos de acordo com os vetores utilizados para clonagem de cada regiao
(tabela 3). Antes da sintese os oligonucleotideos iniciadores foram testados
utilizando o Programa OligoAnalyser (OWCZARZY et al. , 2008). A tabela 9

lista os oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho.
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TABELA 9 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo

das regides clonadas.

Oligonu- Sitio de Regido Temp. de
cleotideo Sequéncia restricao Amplifi- | Anelamen
cada -to (°C)
Prom F 5" ATACTGGAATTCCATGCGCTGCCT 3 EcoRI PROM 61,0
Prom R 5" CCGGCCAGATCTGGGTCAGATAAC 3’ Bglll 547 pb 61,0
Exp F 5" CATCCAGAATTCCCCACTATGAATGTG 3 EcoRI EXP 57,7
Exp R 5’ AAGAAAAAGCTTCGGGGCTGCC 3’ Hindlll 699 pb 58,4
Del F1 5 CTGAGAAAGCTTGAACCCGCCTTG ¥ Hindlll DEL1 60,4
Del R2 5" CCCGATAGATCTCACAGCGCCA 3’ Balll 628 pb 60,9
Del F3 5’ TTGACGAGATCTGTTTCCCGCCCG 3’ Balll DEL 2 63,1
Del R4 5 CGAATTGGATCCGCGCGTTGCTGA ¥ BamHI 622 pb 63,8
4.5 Manipulagdo de DNA
4.5.1 Amplificacdo do gene Hsero_2872 por Reagdo em Cadeia da
Polimerase

A amplificacdo do gene Hsero 2872 por PCR utilizou oligonucleotideos
iniciadores desenhados com base na sequéncia de nucleotideos do gene
disponivel no banco de dados do Programa Genopar. Foram inseridos sitios de
restricdo para enzimas de acordo com o vetor em que os fragmentos
amplificados foram clonados. Os iniciadores Universal, Reverso e o0s
iniciadores mutagénicos desenhados foram produzidos pela Invitrogen Inc., ou
pela IDT (Intgrated DNA Technologies).

A amplificacdo das regides do gene Hsero_2872 de H. seropedicae
foram feitas pelo método de reacdo em cadeia da polimerase ou PCR,
utiizando como molde DNA genbmico de H. seropedicae SmR1, em

termociclador Mastercycler Gradient da Eppendorf.

O sistema de reagédo para um volume final de 20uL foi composto de:

0,2U de enzima Taq DNA polimerase (Fermentas Int. Inc.), tampao para Taq
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[(NH4)2.SO4] na concentracéo de 1x o volume final de reacéo, 1-5ng/mL de DNA
gendmico de H. seropedicae, 0,5pmol/L de cada oligonucleotideo iniciador,
0,2mol/L de dNTPs e 1,5mmol/L de MgCl,. As condi¢des de reagéo foram: 1
ciclo de 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95°C por 15 segundos, temperatura
de anelamento (variavel para cada dupla de iniciadores) por 30 segundos, 72°C

por 45 segundos, seguidas de 1 ciclo de 72°C por 5 minutos.

4.5.2 Purificacdo de DNA plasmidial em pequena escala

A extracdo de plasmideos foi realizada segundo o método de lise
alcalina modificado (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989). A cultura
bacteriana foi coletada por centrifugacdo a 13.400 rpm por 30 segundos e
ressuspensa em 200uL de solugao GET (glucose 50mmol/L, Tris.HCI 25mmol/L
pH 8.0 e EDTA 10mmol/L) com 1uL de RNase (Invitrogen Inc.). As células
foram lisadas pela adicdo de 200uL de solugdo com SDS 1% e NaOH
0,18mol/L e leve homogeneizacao. Foi entdo adicionado 200uL de solugao de
KAcCF (acetato de potassio 3mol/L, pH 4,8 e acido formico 1,8mol/L) e a
mistura foi incubada por 15 minutos no gelo. A mistura foi centrifugada a
13.400 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo,
tratado com 200uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), misturado com
auxilio de vortex e centrifugado por 5 minutos a 13.400 rpm. A fase aquosa foi
retirada com auxilio de uma pipeta, transferido para novo tubo e o DNA
plasmidial precipitado com a adicdo de alcool isopropilico (concentracéo final
de 60%). Ap6s homogeneizacao vigorosa e centrifugacdo a 13.400 rpm por 10
minutos, o precipitado foi lavado com 1mL de etanol 70% e seco a temperatura
ambiente. O material plasmidial foi ressuspenso em 30 pL de agua destilada
esterilizada e estocado a -20°C. Os plasmideos purificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1% (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS,
1989).
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4.5.3 Clivagem de DNA com enzimas de restricéo

As amostras de DNA foram clivadas utilizando as condi¢cdes mais
adequadas (temperatura, tempo, tampao de reacédo, proporcdo enzima/DNA)
para a atividade de restricdo, conforme indicado pelo fabricante da enzima. As
enzimas utilizadas na linearizacdo dos vetores foram as correspondentes aos
sitios de restricdo nos oligonucleotideos desenhados para cada segmento

amplificado.

4.5.4 Ligagao dos fragmentos de DNA aos respectivos vetores

As reacdes de ligacdo foram feitas segundo SAMBROOK, FRITSCH e
MANIATIS (1989), nas condicGes especificas para atividade méaxima da
enzima. Foram utilizados 2uL de vetor (aproximadamente 50ng/uL),10uL de
inserto (aproximadamente 100ng/uL), 2uL de tampéo para a enzima T4 DNA
Ligase (10X) e 0,5 U de T4 DNA Ligase, para um volume final de 20uL. A

reacao foi incubada a 4 °C durante um periodo de 12 horas.

4.5.5 Preparo dos vetores

Os vetores utilizados foram clivados com as enzimas de restricdo
adequadas para as clonagens e a purificacdo dos vetores foi realizada segundo
Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). A preparacdo dos vetores foi feita através
da clivagem dos plasmideos de interesse com as enzimas de restricdo
adequadas, em uma reagao com volume final de 100uL, com 30upL do
plasmideo preparado como descrito no Item 4.4.2, e cerca de 10 unidades de
enzima. O material foi incubado a 37 °C durante a noite. Todo o volume foi
aplicado em gel de agarose para separacdo, confirmacéo da restricdo e
purificagdo dos fragmentos através da utilizacdo dos kits Illustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).
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4.5.6 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os segmentos de DNA, ap6s amplificacéo e restricdo, foram analisados
em gel de agarose a 1%, horizontal e tampéao TBE 1X (Tris-borato 40 mmol/L e
EDTA 1mmol/L pH 8,3), conforme descrito por SAMBROOK, FRITSCH e
MANIATIS (1989). O DNA foi visualizado apés tratamento com brometo de
etidio (0,5ug/mL) por 10 minutos. O complexo DNA-brometo de etidio foi
analisado em transiluminador ultravioleta (312nm) EC3 System — UVP
Biolmaging Systems (UVP, Inc. Upland, CA-USA) e o perfil eletroforético foi
registrado em um sistema de video documentacdo (UVP). O tamanho dos
fragmentos foi estimado com base na comparagdo com marcador de peso

molecular 1Kb ladder (Fermentas Int. Inc.).

4.5.7 Reacao de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando dideoxinucleotideos
terminadores de cadeia marcados com fluoroforos, seguindo metodologia
descrita por Sanger, Nicklen e Coulson (1977). Nesta reacao foram utilizados 2
pmol dos primers apropriados, aproximadamente 200 a 400ng do DNA
plasmidial purificado e 3uL de mistura para sequenciamento Sequencing
Reagent Premix (DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, GE
Healthcare Biosciences), num volume final de reagéo de 7,5yL.

A reacao foi realizada utilizando o termociclador Mastercycler Gradient
da Eppendorf. As condicdes de reacao foram: 1 ciclo de desnaturacdo a 95°C
por 1minuto e outro para anelamento e extensdo a 60°C. O produto da reacdo
foi precipitado com a adicdo de 60uL de etanol absoluto, 2uL de acetato de
amonio 7,5mol/L e centrifugacéo a temperatura ambiente a 14.000 rpm por 20
minutos. O precipitado foi lavado com 150uL de etanol a 70%. Apds secagem
completa o precipitado foi dissolvido em 4uL de Formamide Loading Dye
(Applied Biosystems), desnaturado por 2 minutos a 96°C e submetido a
eletroforese em sequenciador de DNA ABI-PRISM 377 (Applied Biosystems).
As sequéncias obtidas foram submetidas a analise utilizando o programa
Bioedit (HALL, 2001).
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4.6 Transformacé&o Bacteriana

4.6.1 Preparo de células competentes de E. coli

As células de E. coli foram tornadas competentes conforme protocolo
para o eletroporador Cell-Porator Voltage Booster (Invitrogen Inc.), ou
utiizando TSS (“Transformation and storage solution”) segundo Chung,
Niemela e Miller (1989).

4.6.1.1 Preparo de células eletrocompetentes

Células de E. coli (TOP10, S17.1, ET8000) provenientes de uma cultura
saturada, previamente crescida em LB durante a noite, foram diluidas 1:100 em
meio SOB fresco em um frasco do tipo erlenmeyer e cultivadas a 37°C e 130
rpm por aproximadamente 4 horas ou até que a cultura de células alcancasse
uma D.Osgsnm entre 0,2 — 0,4. As células foram transferidas para tubos tipo
Falcon, deixadas por 15 minutos em banho de gelo e centrifugadas a 2.500 x g
por 8 minutos a 0°C. As células foram posteriormente lavadas por 2 vezes com
agua ultrapura, esterilizada e gelada. A ressuspensao das células foi feita com

a agua residual apés a segunda lavagem.

4.6.1.2 Preparo de células competentes (protocolo TSS)

Cultura saturada de células de E. coli estirpes TOP10, S17.1 ou ET8000
crescidas em LB durante a noite, foram diluidas 1:100 em meio SOB em frasco
tipo erlenmeyer. Apés um periodo de cultivo de aproximadamente 3 a 4 horas
ou até que a cultura de células alcancasse uma D.Osgs5 entre 0,2—0,4, aliquotas
de 1mL foram transferidas para microtubos de 1,5mL previamente gelados. O
material foi centrifugado em centrifuga minispin Eppendorf® a 13.400 rpm por 1
minuto a temperatura ambiente, e as células foram ressuspensas em 100uL de
TSS (LB contendo 10%PEG 6000, 50mmol/L MgCl, e 5%DMSO).
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4.6.2 Eletroporacgéo

Para eletroporacdo, 35uL de células competentes e 1uL do plasmideo
de interesse foram misturados e acondicionados em cubeta para eletroporacéao.
O aparelho foi ajustado para a aplicacdo de diferenca de potencial de 16 a
21kV/cm e um campo elétrico de 4Q/uF a camara de eletroporagao, com tempo
de pulso de 6 a 10ms. Apds o choque, as células foram recuperadas em 900pL
de meio SOC por 1 hora a 37°C. Em seguida, foram inoculadas em placas
contendo meio LA e os antibiéticos necessarios para a selecdo dos clones e,

entdo, incubadas a 37°C durante um periodo de 12 a 16 horas.

4.6.3 Transformacéao por Choque Térmico

Plasmideos integros ou ligagdes foram misturados a uma suspensao de
100uL de células competentes na proporcao de 1:100 e incubadas em banho
de gelo por 30 minutos. Apos este tempo, a mistura foi levada a banho-maria a
42°C por 30 segundos e incubada novamente em gelo por 2 minutos. Apos o
choque as células foram recuperadas em 900uL de meio SOC por 1 hora a
37°C.

4.6.4 Transferéncia de plasmideos por conjugacéo

Os plasmideos a serem transferidos para as estirpes de H. seropedicae
foram mantidos em E. coli S17.1 (tra®). As estirpes de H. seropedicae e E. coli
foram cultivadas em meios NFbHPN-malato e LB respectivamente. Apos 16
horas, foram reinoculadas (1:100) nos mesmos meios e incubados por 6 e 3
horas respectivamente, e em seguida misturadas na propor¢ado de 1:20, num
volume final de 1050uL. A mistura foi centrifugada e uma gota
(aproximadamente 50uL) foi aplicada em meio solido contendo meios LA e
NFbHPN-malato (1:3). Apds 16 horas a massa foi raspada, diluida em 1mL de
meio NFbHPN-malato e 250uL da suspenséo foi plaqueada em meio NFbHP-
malato solido com o antibiético adequado para selecdo dos transconjugantes.
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As colbnias selecionadas foram confirmadas por analise de restricdo e/ou

amplificacé@o por reacdo de PCR dos plasmideos extraidos.

4.7 Expressao do gene Hsero_2872

Apés a clonagem do gene Hsero 2872 no vetor pET28a, o plasmideo
construido foi transformado em E. coli BL21(DE). A expressdao génica foi
induzida com IPTG, utilizando a metodologia descrita por Monteiro (2001). A
proteina expressa foi analisada através de separacdo eletroforética em
condicbes desnaturantes em géis de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE),
segundo o procedimento descrito por Laemmli (1970).

4.8 Mutagénese do gene Hsero_2872

Com o objetivo de caracterizar o feno6tipo de um mutante do gene
Hsero 2872, foi realizada a delecdo de aproximadamente 230 bp da regido
central do gene. Para isso, um fragmento de aproximadamente 620 bp
contendo regibes a montante e a jusante do gene Hsero 2872 foram
amplificadas e clonadas em vetor utilizado para mutagénese, juntamente com
um marcador de selecao negativa, o gene sacB (Gay et al.,1983). A expressao
desse gene é letal quando H. seropedicae € cultivada em meio contendo
sacarose. A levano-sucrase codificada por este gene catalisa a formacgéo de
polimeros de frutose no envelope celular que sdo em seguida liberados para o
meio de cultura. Em bactérias Gram negativas, a expressdao do gene, em
presenca de sacarose, leva ao acumulo destes polimeros no espaco
periplasmatico, resultando na lise da célula bacteriana (STEINMETZ et al.,
1983). O cassete contendo o gene sacB, obtido a partir do vetor pMH1701
(HYNES et al., 1989), por restricdo com a endonuclease BamHI, possui um
gene de resisténcia a canamicina, 0 que permitiu a sele¢cdo de bactérias que
tiveram a integracdo do vetor ao DNA cromossomal.

O vetor suicida, construido com a fusdo das regides a montante e a
jusante do gene Hsero_ 2872, amplificadas e do cassete sacB, foi conjugado

em H. seropedicae estirpe SmR1 e as estirpes resistentes ao antibiético
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canamicina foram selecionadas em placas em meio NFbHPN-malato-Km. A
ocorréncia deste primeiro evento de recombinacdo foi confirmada por PCR,
onde se detectou a presenca de 2 copias (selvagem e deletada) do gene
Hsero_2872. As colbnias selecionadas foram reinoculadas em meio contendo
sacarose 5%, sem antibidtico, para selecdo das estirpes que sofreram o
segundo evento de recombinacéo (eliminacdo do vetor suicida). Um esquema
da estratégia de mutagénese esté representado na figura 9 (BATISTA, 2011,

com modificacdes).

Hsero_2872 4
montante = jusante

PR ————— — RIS Estirpe selvagem

p———
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\_:'\
Ctar Suicida )
N J

Hsero_2872 Hsero_2872
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Mutante Intermedidrio
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FIGURA 9 - ESQUEMA DA ESTRATEGIA DE MUTAGENESE DO GENE
HSERO_2872. Num primeiro evento de recombinacdo o vetor suicida inteiro é
integrado ao genoma de H. seropedicae. O vetor suicida € eliminado no segundo
evento de recombinagdo, permanecendo apenas a cOpia mutada do gene. Fonte:
BATISTA, 2011, com modificagoes.
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4.9 Determinacao de atividade de B-galactosidase

A determinacdo de atividade de p-galactosidase para avaliar a
funcionalidade de um provavel promotor do gene Hsero 2872 de H.
seropedicae foi feito segundo Miller (1990).

Estirpes de E. coli ou H. seropedicae foram pré-inoculadas em meio
NFDM e NFbHP-malato (20mmol/L de NH4CI), respectivamente. Apdés
alcancarem a saturacdo foram reinoculadas nos respectivos meios numa
D.Osgs nm inicial de 0,1. Aliquotas foram coletadas em diferentes tempos e
determinada a D.Osgs nm. Aliquotas de 100uL coletadas foram misturadas a
900uL de tampao Z (NaxHPO,4.7H,O 60mol/L, NaH,PO4.7H,O 40mol/L, KCI
10mol/L, MgS0O,4.7H,O 1mmol/L, B-mercaptoetanol 50mmol/L e SDS 0,0027%
pH 7,0) em microtubos de 2,0mL. A mistura foram adicionados 25 uL de
cloroférmio e o sistema de reacéo foi agitado em voértex por aproximadamente
15 segundos para lise das células. A mistura foi incubada por 5 minutos a 30°C
e a reacgao foi iniciada pela adicdo de 200uL de ONPG (o-nitrofenil B-D-
galactosideo 4mg/mL preparado em tampdao Z com adigao de B-mercaptoetanol
50mmol/L e SDS 0,0027%). A reacéo foi interrompida pela adigdo de 500uL de
Na,CO3z 1mol/L em diversos tempos. Os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 13.400 rpm e o sobrenadante foi levado para determinacdo da

absorbancia em 415nm e 550nm.

4.10 Determinacao de Atividade de Nitrogenase

A atividade de nitrogenase foi determinada pelo método de reducdo do
acetileno (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN & BURRIS, 1967) em estirpes
SmR1 e EN2872 de H. seropedicae conforme metodologia descrita por
KLASSEN (1997).

Inéculos crescidos em meio NFbHP-malato (com 5mmol/L de glutamato)
foram reinoculados em meio NFbHP-malato semissoélido suplementado com
0,5mmol/L de glutamato, sem antibioticos, em frascos de 10mL e vedados com
rolhas de borracha. Acetileno gasoso na proporgao de 10% da fase gasosa foi

injetado. A cultura foi incubada a 30°C por 1 hora, entdo uma amostra de 0,5mL
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da fase gasosa foi coletada para analise. A quantificacéo do etileno formado foi
feita em cromatdgrafo Varian Star 3400 CX equipado com uma coluna de
Porapak N e detector de ionizagdo de chama. A temperatura da coluna foi
mantida a 120°C e do detector a 200°C. O gas de arraste utilizado foi o
nitrogénio. Apos analise, o0 meio semissolido foi homogeneizado em vortex e o
material coletado para ensaio de determinagdo da concentracdo de proteinas
pelo método descrito por Bradford. A atividade de nitrogenase foi expressa em

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

4.11 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi feita utilizando-se o método colorimétrico
descrito por Bradford (1976). O método se baseia na ligacgdo de Comassie
Brilhante Blue G-250 a proteina e entdo determinacdo da absorbancia a 595
nm em espectrofotometro.

Para quantificacdo, 30uL da cultura em meio semissolido
homogeneizada foi lisada com adicdo de 30uL de NaOH 0,4mol/L por
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. Apos a lise, 30uL da mistura
foi transferido para placa de ELISA (Greiner Bio One) e entdo adicionado
170uL de reativo de Bradford (Comassie Brilhant Blue G-250 100mg/L, metanol
40mol/L e acido fosférico 85% 120mol/L). A solucdo foi homogeneizada e sua
absorbancia a 595nm determinada em leitor de microplacas (ELX 800 BIO-TEK
Instruments). A curva padrdo foi determinada utilizando albumina de soro

bovino (BSA) como padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise in silico da sequéncia nucleotidica do gene Hsero 2872

O gene Hsero 2872 de H. seropedicae SmR1 possui 642 pares de
bases e estd localizado na posicdo 3260058-3260699 do genoma
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). A sequéncia do gene Hsero_ 2872, bem
como regides a montante e a jusante estdo mostradas na figura 10.

Na regidao a montante do cédon de inicio de traducdo pode-se observar
provaveis sitios de ligacdo para a proteina NifA (5’ [F&H-N1o-BEA-3’) (BUCK et
al., 1986) e um provavel promotor dependente de > (TEBBCAC-Ns-TTES)
(MERRICK e EDWARDS, 1993). Também existem uma provavel regido de
ligacao para a proteina IHF (5’'WATCAA-N;-TTR3’) (CRAIG e NASH, 1984) e
uma sequéncia para ligacdo a proteina FNR (TTGAT-N4,-ATCAA) (GUEST et
al., 1996), que estéo parcialmente sobrepostas.

Na regido intergénica nifA/Hsero_ 2872 (figura 11), os provaveis sitios de
ligacdo para NifA da regido promotora do gene Hsero_ 2872 correspondem aos
mesmos sitios de ligacdo para NifA da regido promotora do gene nifA, j& bem
estudados por Wassem e colaboradores (2000). O mesmo acontece para a

proteina FNR, porém n&o para a proteina IHF e provaveis promotores ¢°*.
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ACTGGAACCCCATGCGCTGCCTGAGAGCGCTAGAACCCGCCTTGCTACTCTGTCGTGAGATCCGAGATCC
TGAAAAACGGCAGAAAAAGCGCCGTGTAATTACCGAATAGTTACCTTGCTGGTCAAGCAAACTTCATGCC
CAAGCAGATGCATGAATCGATCTCGCCAAGCAACCCCACACAATGCCGGCTTTCCTCGATGTCGCCTTGG
CGGGTTGGCGACAACGGTGTCGTCTT.CGGATTTACG ATCATCGCCACTGGCGCAGCAATCAGAA
ATCGTCGCTATCCCATTGATTTAAAAGAAAAATATTGTAT CATGGTTTTG.TATTCATACCTGCATC
.CCGCTCACCG.CAAGCGAAACGACAAAGCAGAGCAAGCCGGTAGCCCAGCCAGCGTTA.AGCGAG
ATAT.GACCTCCAACATCCACCATCGCCCACTATGZ—\ATGTGCCTTCGACTTCCGAACCCGGTGCACCA
CGTGCGTGCTGGGCGCCCTGCTCCCAGGCATGTTATCTGACCCTGAACTGGCCGGTCGCCGGCCCGGCGA
TGGCGCGCGGCACGCAACAGGTGATATGTGAGCCGCCACAATTACCTCAACCGGCGCACCGGTTGCTGGC
GCTGTGTGATGAATCCGGCTTGCGCAAACTGGTGCTGCATCATATGCGGCGCCTGCGCCATTCCCCGCTG
TTCGCACGTTCGCACAATTGTTTTGATTGCGTCAGCTCGCGCATCGCCGACTTCGTGGTGGAGTCATGCG
GCGGTCCGCTCTACTACAGCCAACGCCATGCCCATCTGCAAGCGGGCGCAGGCTTGCCGTTGCTATTGGA
CGAAGCTGGGCGCGAACTGTGGCTGGTACAGCTTTGGCATACCTTTGACGATATCGGTTTCCCGCCCGLG
CTGCGGGCCGACTTCTGGGCCTGGGCCGAACCCTTGTCGATTCATCTGCTGGTACGTCATGCGCGCGTCG
AACCGCCGCGGCGCTACCCCTATGAGCTGGTACGCAGCTGGTTCCACTCGCCCGCCACCGACATGCTGCC
GCCGATAGCGGATCTGATCCGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGCCATCCGGCATCGCATCC
CCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTGAGCGATGTCCAACTCTTTTTCCCGTGAACCTGCCATGCCG
GATTACCCGCAACGCTACGGCGTCTTCCTCAATGTCGAAAATCCCCATGGCAACGCACGCGATGCGCTGT
TGCAGACCGTCGATCATGCCGTCGTGGCAGAGGCCCTGGGCTATCACGATGTCTGGGTCGCCGAGCACCA
TTACAGCAGCTTCGCCATCGGCAGCGCCTTGATGGTGCTGCTGGCCCAGATCGCCGCACGCACTTCGCGC
ATCCGCCTCGGTACGGGCGCTTCGTTGCTGGCGCTCAATGATCCCTTGCGGGTTGCCGAGGACGTCGCCA
CGCTGGACCTGCTCAGCAACGGCCGGATGGAATTCGGCGTGGCACGCGGCGGCCCGTTTCCCGAGCAATA
TCGTCACGCCGGATTGAGCGGTGCCGATCAGGCGCGCGCACGCATGATTGAAGCACTGGACGTCATCCAG

FIGURA 10 — SEQUENCIA DO GENE HSERO_ 2872 E REGIOES A MONTANTE E A
JUSANTE. Em amarelo cédon de inicio (ATG) e término (TGA) da tradug&o; em rosa
provaveis sitios de ligacdo para a proteina NifA; em vermelho provaveis promotores
dependentes de sigma®; em verde provavel sitio de ligacdo para proteina FNR;

sublinhado e em italico provavel sitio de ligagdo para a proteina IHF.
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CATCTGACTCTCCTAACGTGAATACTGGAACCCCATGCGCTGCCTGAGAGCGCTAGAACCCGCCTTGCTA

ACTGAGAGGATTGCACTTATGACCTTGGGGTACGCGACGGACTCTCGCGATCTTGGGCGGAACGAT
RBS NifA

nifA
CTCTGTCGTGAGATCCGAGATCCTGAAAANCGGCAGARAMNGCGCCGTGTAATTACCGAATAGTTACCTT

GAGACAGCACTCTAGGCTCTAGGACTTTTTGCCGTCTTTTTCGCGGCACATTAATGGCTTATCAATGGAR

GCTGGTCAAGCAAACTTCATGCCCAAGCAGATGCATGAATCGATCTCGCCAAGCAACCCCACACAATGCC

CGACCAGTTCGTTTGAAGTACGGGT TCGTCTACGTACTTAGCTAGRAGCGGTT CGTTGGGGTGTGTTACGG
Lo g
o NifA

GGCTTTCCTCGATGTCGCCTIGECEGEETTGGCGACAACGGTGTCGTCTTTGTCGGATTTACGACAATCAT

CCGRARGGAGCTACAGCGGAACCGCCCAACCGCTGT TGCCACAGCAGARAACAGCCTAAATGCTGTTAGTA
Sitio 3 para NifA Sitio 2 para NifA

CGCCACTGGCGCAGCRAATCAGARATCGTCGCTATCCCATTGATT TARAAGAAAAATATTGTATGGCATGG

Sitio para IHF o

GCGGTGACCGCGTCGTTAGTCTTTAGCAGCGATAGGGTAACTAART TT TCTTTTTATAACATACCGTACC
Sitio para IHF

TTTTGGCTATTCATACCTGCATCGGCCGCTCACCGGCCAAGCGAAACGACAANGCAGAGCAAGCCGGTAG
Hsero_2872 o> Hsero_2872
ALRAACCGATAAGTATGGACGTAGCCGGCGAGTGGCCGETTCGCTTTGCTGTTTCGTCTCGT TCGGCCATC
54 o1
o~ NifA

Hsero_2872

CCCAGCCAGCGTTATGTAGCGAGATATACAGACCTCCAACATCCACCATCGCCCAC

GGGTCGGTCGCAATACATCGCTCTATATGTC TGGAGGT TGTAGGTGGTAGCGGGTGATAC
Sitio 1 para NifA

FIGURA 11 — REGIAO INTERGENICA nifA/IHSERO_2872 Em rosa codons de inicio
(ATG) da traducdo das proteinas NifA e Hsero _2872; em vermelho provaveis
promotores dependentes de sigma®'; em verde provéavel sitio de ligagéo para proteina
FNR; realcado em cinza estdo as sequéncias consenso regulatorias conservadas; em
italico e sublinhado provéavel sitio de ligacao para proteina IHF; sitios de ligacédo para a

proteina NifA e RBS na regido promotora do gene nifA estdo mostrados.
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5.2 Anadlise in silico da proteina codificada pelo gene Hsero_2872

O gene Hsero_ 2872 codifica uma proteina de 213 aminoéacidos. A
analise por alinhamento de sequéncia de aminoacidos pelo programa Blast

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) revelou a presenca de dominio conservado

relacionado a Superfamilia das globinas, que contém globinas e hemoglobinas
truncadas (COG2346) (figura 12).

— e —— —— - - = — — — - —

= http:/ Awww.ncbinlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgifINPUT_TYPE=live&SEQUENCE 0 ~ B & X || 2 MCEI Conserved Domain Se... &1 Google Tradutor®en|pt|general... |
|
Conserved | LB
965 -
BRSNS NewSearch | Structure Home | 3D Macromolecular Structures [ Conserved Domains [ Pubchem | BioSystems |
Conserved domains on [gi300312180jrefYP_003776272(] View concise resut | @

oxygen-binding protein [Herbaspirillum seropedicae SmR1]

Graphical summary show options »

Query seq,

Hon-specific [ COGZ2346

hits - Trunc_globin

Superfanilies | globin_like superfamily |
List of domain hits

LH Description

1]
[HCOG2346[COG2346], Truncated hemoglobins [General function prediction only]
Truncated hemoglobins [General function prediction only]

Cd Length: 133 Bit Score: 37.128 E-value: 5 92e-04

10 20 30 40 50 60 70
L I R e T N I T T e T Y
gi 300312180 85 {————-LOAGAGLP1114dEAGRELWLVOLWHT FDOIGFPPALRADFWAWAEFLSIHL 168
Cdd:C0GZ346 49 PEKQKARFLTQFWGGEFFLYTERYGHpplraRHLPFGIT-———--PEEFDAWLGLFADALDEIGLFEELEEEILARRERTAHAM 123

Blast search parameters
Data Source: Precalculated data, version = cdd v.3 .03
Preset Options: Database: cd Low c ity filter: yes E-wvalue threshold: 0.01

FIGURA 12 — PREDICAO DA FUNCAO GERAL DA PROTEINA. COG2346 — dominio
conservado de  hemoglobinas  truncadas. @i/300312180/YP_003776272.1=

identificacdo do gene Hsero_2872. Em vermelho: aminoacidos conservados.
Em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?INPUT_TYPE=live&SEQUENCE=YP_003776272.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?INPUT_TYPE=live&SEQUENCE=YP_003776272.1

A sequéncia de aminoacidos da proteina codificada pelo gene
Hsero 2872 foi homéloga as sequéncias de aminoacidos das seguintes
proteinas: proteina Bchl 08802 de Burkholderia sp. 1-1 (67% de identidade),
proteina Bxe_B1477 de Burkholderia xenovorans LB400 (72% de identidade) e
proteina Bcepl808 6027 de Burkholderia viethamiensis G4 (62% de
identidade). Estas proteinas encontram-se também no cluster nif do genoma
das respectivas bactérias. Outras proteinas com identidade menor que 40%
sao listadas na tabela 10. Mesmo apresentando identidade baixa, a maioria das
proteinas listadas foram anotadas como globinas. Pode-se entdo assumir que a
proteina codificada pelo gene Hsero_2872 é uma globina, ratificando o anotado
no genoma de Herbaspirillum seropedicae SmR1 (PEDROSA et al., 2011).
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TABELA 10 — Porcentagem de identidade da proteina HSERO_ 2872
com outras proteinas disponiveis no banco de dados do NCBI

Acesso (NCBI)

ZP_09817512.1

YP 553837.1

YP 001115207.1

YP_005554302.1

YP_001939874.1

ZP_10016912.1

YP_004060016.1

YP_002219642.1

EG061218.1

YP _001490471.1

YP_005538972.1

ZP _07892782.1

YP_005554228.1

YP_003655409.1

YP_004041281.1

YP_003891909.1

YP_004059098.1

YP_004060307.1

YP_003892868.1

YP_003656287.1

Identificacdo

hypothetical protein BCh1-_ 08802 [Burkholderia sp. Ch1-1]
>gb|ABE34487.1| hypothetical protein Bxe_B1477 [Burkholderia
xenovorans LB400]
>gb|AB0O58952.1| hypothetical protein Bcep1808_6027
conserved hypothetical protein [Burkholderia viethamiensis G4]
>dbj|BAK73985.1| globin [Arcobacter sp. L]
unnamed protein product [Arcobacter sp. L]
Hemoglobin-like protein [Methylacidiphilum infernorum V4]
>gb|ACD83276.1| Hemoglobin-like protein
Hemoglobin-like protein [Methylacidiphilum fumariolicum SolV]
>emb|CCG92785.1| Hemoglobin-like protein
>gb|ADR33816.1]| globin
globin [Sulfuricurvum kujiense DSM 16994]
>gb|ACH83435.1| globin [Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC
53993] >gh|ACK78005.1| conserved domain protein
hypothetical protein GGI1_05241
[Acidithiobacillus sp. GGI-221]
>gb|ABV67801.1| protozoan/cyanobacterial globin-like protein
[Arcobacter butzleri RM4018]
>dbj|BAK71162.1| conserved hypothetical protein [Arcobacter
butzleri ED-1]
>gb|EFU68892.1| conserved hypothetical protein [Arcobacter
butzleri JV22]
>dbj|BAK73911.1| conserved hypothetical protein [Arcobacter
sp. L]
>gb]ADG92902.1] globin [Arcobacter nitrofigilis DSM 7299]
>gb|ADQ78296.1]| globin [Paludibacter propionicigenes WB4]
>gb|ADN08897.1]| globin
[Sulfurimonas autotrophica DSM 16294]
>gb|ADR32898.1] globin [Sulfuricurvum kujiense DSM 16994]
>gb|ADR34107.1| globin [Sulfuricurvum kujiense DSM 16994]
>gbJADN09856.1| globin [Sulfurimonas autotrophica DSM
16294]
>gbJADG93780.1| globin [Arcobacter nitrofigilis DSM 7299]

Identidade
(%)
67
72
62
32
37
35
34
31
31
28
28
28
29
24
27
26
29
30

28

25
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/378315650?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91778629?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/134291438?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384172925?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189219233?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384916765?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313682278?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/198283321?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/339833366?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157737787?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384156157?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/315637575?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=13&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384172851?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/296272778?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313202624?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=16&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307720769?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=17&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313681360?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313682569?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=19&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307721728?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/296273656?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=21&RID=U0Z6KG7E016

YP 393506.1

YP_004167228.1

YP 824776.1

ZP_09659972.1
YP_005553298.1

YP _007978.1
ZP_09264283.1

ZP_09254746.1

ZP_05071177.1

NP 714156.1

unnamed protein product [Arcobacter nitrofigilis DSM 7299]
>gb|ABB44271.1| Truncated hemoglobin [Sulfurimonas
denitrificans DSM 1251]
>gb|ADV45479.1]| globin [Nitratifractor salsuginis DSM 16511]
>gb|ABJ84491.1| globin [Candidatus Solibacter usitatus
Ellin6076]
>gb|EHQO07735.1| globin [Leptonema illini DSM 21528]
>dbj|BAK72981.1] globin [Arcobacter sp. L]
>emb|CAF23703.1| conserved hypothetical protein [Candidatus
Protochlamydia amoebophila UWE25]
bacterial globin-like protein [Leptospira weilii str. 2006001855]
bacterial globin-like protein [Leptospira santarosai str.
2000030832]
>gb|EDZ63825.1| protozoan/cyanobacterial globin family protein
[Campylobacterales bacterium GD 1] >gb|EHP30166.1| protein
containing Globin [Sulfurimonas sp. GD1]
>gb|AER03943.1]| bacterial globin-like protein [Leptospira

interrogans serovar Lai str. IPAV]

20

21
29

25

24

26

24
24

26

28

Resultado parcial (30 primeiras proteinas) do alinhamento obtido pelo
programa BlastP. Em: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/78777191?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=22&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/319955965?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=23&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116622620?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=24&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/374586880?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=25&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384171921?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=26&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/46446613?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=27&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/359725587?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=28&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/359684745?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=29&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/254457749?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=30&RID=U0Z6KG7E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/24216675?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=31&RID=U0Z6KG7E016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

O alinhamento da globina Hsero 2872 com as proteinas de Burkholderia
sp. 1-1 (Bchl 08802), Burkholderia xenovorans LB400 (Bxe B1477) e
Burkholderia viethamiensis G4 (Bcepl808 6027) utilizando o programa
ClustalW (THOMPSON et al., 1994) mostrou uma identidade de 70% entre as
quatro globinas, similar ao ja descrito e obtido pelo programa BlastP.

O alinhamento de aminoacidos da globina Hsero_2872 com outras duas
globinas de H. seropedicae mostrou que ha 26% de identidade e 43% de
similaridade com Hsero 2855 e 29% de identidade e 45% de similaridade com
Hsero_1880, uma hemoglobina truncada do grupo Il que possui sua estrutura
bem caracterizada (RAZZERA et al., 2008). Entre Hsero_2855 e Hsero_1880
foi encontrado 47% de identidade e 68% de similaridade, e os aminoacidos
conservados His-F8, Trp-G8, Phe-B9, Tyr-B10 bem como os dois pares do
motivo Gly-Gly das hemoglobinas truncadas grupo Il também foram
observados (figura 13). Estes residuos Gly-Gly estdo relacionados a
construcdo da estrutura compacta das hemoglobinas truncadas por
participarem da formacéo de voltas estruturais nos grupos | e Il.

A andlise do alinhamento das trés globinas de H. seropedicae mostrou
15% de identidade e confirmou a presenca de residuos de aminoacidos
conservados His-F8, Trp-G8 e motivo Gly-Gly na regido E-F no gene de estudo
e na globina putativa Hsero 2855 (figura 14). Pode-se observar, também, a
conservacao dos residuos His-CD1, Phe-E14 e Tyr no segmento pré-F, que
sdo importantes para a regulacdo da ligacdo com o grupo heme na globina
Hsero _1808. O alinhamento para a posi¢cdo B10 ndo apresenta o aminoacido
Tirosina, fortemente conservado das trHbs do grupo Il, mas sim uma Leucina,
gue mantém alta similaridade com o residuo Tirosina e € 0 mesmo presente na

posicdo B10 da mioglobina humana.
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A CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Hsero 2855
Hsero 2872

Hsero 2855
Hsero 2872

Hsero 2855
Hsero 2872

Hsero 2855
Hsero 2872

——————— MPGAS--—-—-—-—-————-—-—-—-—-—-—---KSAPLANPHYQQIGGEP-VVRQLVDRFYAL
MNVPSTSEPGAPRACWAPCSQACYLTLNWPVAGPAMARGTQQVICEPPQLPQPAHRLLAL

***. :.* **: * x . * ..*: * K
MDQLPQAAVVRAMHP--—————————— GDLTPAKQRLFMFLSGWIGGPPLYAEAFGHPRL
CDESGLRKLVLHHMRRLRHSPLFARSHNCFDCVSSRIADFVVESIGGPLYYSQR*—H———

* . .k * . * . * Ak K. . *

RHAH----AGFA--VDAAARDA
A-+HLOAGAGLPLLLDEAGRE]

x| * Kk . ek kK.

MACMNQALQELVPDEVLRQOQLGAAFFKTADFLCNQ—-—
LVQLWHTFDDIGFPPALRADFWAWAEPLSIHLLVRHA

...... * x .. * . *

RVEPPRRYPYELVRSWEFHSPATDMLPPIADLIRPSGRSES

B CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Hsero 1880
Hsero 2872

Hsero 1880
Hsero 2872

Hsero 1880
Hsero 2872

Hsero 1880
Hsero 2872

MQIEDPNQP-—-———=—=—=——————— TTFELIGGAEKLR--———————— EMVDRFYDLMDL
MNVPSTSEPGAPRACWAPCSQACYLTLNWPVAGPAMARGTQQVICEPPQLPQPAHRLLAL
FrroLo..% * HINON * HE R
EPEFAG-———--—-—- IRALHPPSLEGSR-—————- EKTYMFLSGWTGEPSLYMEKFGHPRL
CDESGLRKLVLHHMRRLRHSPLFARSHNCFDCVSSRIADFVVESUGEPLYYSQR—H---

* * * K . * . . * . * k| * * .. *

RHLP----FPIGISE--RDQWLRCMTWAMQDVGLP--=-—===—=——— EDLMKRLLAALY
--AHLOAGAGLPLLLDEAGREIWLVQLWHTFDDIGFPPALRADFWAWAEPLSIHLLVRHA
HE - S B O HE RO Kok ixx
QTADWMRNKPE-——————=—————————————————————
RVEPPRRYPYELVRSWFHSPATDMLPPIADLIRPSGRSES
* *

C CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Hsero 2855
Hsero 1880

Hsero 2855
Hsero 1880

Hsero 2855
Hsero 1880

FIGURA 13 — ALINHAMENTO EM PARES DAS GLOBINAS DE H. seropedicae. Os
dados do alinhamento foram obtidos com o programa ClustalW (THOMPSON et al.,
1994). Ajuste manual para alinhamento da His-F8 em A e B. (*) Aminoacidos idénticos;
(:) Aminoéacidos de alta similaridade; (.) Aminoacidos de baixa similaridade. Em (A)
globinas putativas Hsero 2872 e Hsero_2855; em (B) globina Hsero 2872 e trHb
Hsero_1880; em (C) Hsero_2855 e Hsero_1880. Residuos de aminoéacido His-F8, Trp-

———MQIEDPNQPTTFELIGGAEKLREMVD FYDLMDLEPEFAGIRALHPPSLEGSREKTY

MPGASKSAPLANPHYQQIGGEPVVRQLVDREFYALMDQLPQAAVVRAMHPGDLTPAKQRLE
sk kkAKH KkK k. ok kK LxkK K

MFLSGWTGGPSLYMEKEF PFPIGISERDQWLRCMTWAMQDVGLPEDLMKRL

kxkkhkxk [ xRk K*x Kk K * . e kk | K. kK Kk ook oo * ke ek

MFLSGWIG!PPLYAEAFE}PRLRHhH‘GFAVDAAARD“ MACMNQALQELVPDEVLRQQL

GAAFFKTADFLCNQ--
LAALYQTADWMRNKPE

hk oo okkhk oo ko

G8 e motivo Gly-Gly estédo destacados.
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

B10
Hsero 2855 MPGASKSAPLAN-=====—===———————————————-— PHYQQIGGEPVVRQLVDRFYAL
Hsero 1880 ---MQIEDPNQP--------—-—-———————————————— TTFELIGGAEKLREMVDREYIDL
Hsero 2872 MNVPSTSEPGAPRACWAPCSQACYLTLNWPVAGPAMARGTQQVICEPPQLPQPAHRLL‘L
* .
CD1 E7 El4
Hsero 2855 MDQLPQAAVVR-—-——-— ANMHPGDLTPAK-—------— QORLF SGWILGGPPIYAEAFGHPRL
Hsero 1880 MDLEPEFAGIR----- ALHPPSLEGSR-==—--- EKTYNFLSGWTGEGPSIYMEKFGHPRL
Hsero 2872 CDESGLRKLVLHHMRRLRHSPLFARSHNCEFDCVSSRIAIDE] ESIGGPLn SQR*—H———
* .
F8 G8
Hsero 2855 RHAH----AGFA--VDAAARDAWMACMNQALQELVPDEVLRQQLGAAFFKTADFLCNQ--
Hsero 1880 RARHL----PFPIGISE--RDQWLRCMTWAMQDVGLPEDLMKRLLAALYQTADWMRNKPE
Hsero 2872 A—THLQAGAGLPLLLDEAGRELWLVQLWHTFDDIGFPPALRADFWAWAEPLSTHLLVRHA
Hsero 2855 = —————-—-—————-mmm oo
Hsero 1880  -—-------—————-——-———————— - —————————
Hsero 2872 RVEPPRRYPYELVRSWFHSPATDMLPPIADLIRPSGRSES

FIGURA 14 — ALINHAMENTO CONJUNTO DAS GLOBINAS DE H. seropedicae. Os
dados do alinhamento foram obtidos com o programa ClustalW (THOMPSON et al.,
1994). Ajuste manual para alinhamento da His-F8. (*) Aminoacidos idénticos; (:)
Aminoacidos de alta similaridade; (.) Aminoacidos de baixa similaridade. Residuos de
aminoacido His-F8, Trp-G8 e motivo Gly-gly conservados nas trHbs estdo destacados.
Também estdo destacados os aminoécidos His-CD1, Phe-E14 e Tyr-pré-F
conservados nas globinas Hsero 1808 e Hsero 2872 e que sao cruciais para a
coordenacédo do grupo heme na trHb Hsero_1808.

A sequéncia de aminoacidos da proteina Hsero_2872 foi alinhada com
os diferentes grupos de hemoglobinas truncadas utilizando o programa
ClustalwW. O alinhamento com as trHbs do grupo | foi ajustado manualmente
pela His-F8. O alinhamento com as truncadas do grupo | mostrou identidade de
alguns aminoacidos, além da His-F8. Dentre as Glicinas importantes neste
grupo, apresentou identidade com apenas duas delas, uma na regiao entre
hélices E e F e outra na regido entre hélices G e H e nenhuma na regido A-B.
Outros aminoéacidos idénticos foram Tyr-pré-F e Ala-B1. O residuo de Acido
aspartico (D) na posicéao C-D, que é fortemente conservado nas trHbs do grupo

I ndo foi encontrado (figura 15).
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

B1
Synechocystis ~ —-—--——————-—- MSTLYEKLGGTTAVDLAVDKFYERVLODDRIKH
T.pyriformis = --——-—-—--—- MNKPQT I YEKLGGENAMKAAVPLFYKKVLADERVKH
C.reinhardtii EPVAAAAGVVDAAAPPSIFDRLGGEAAVEKAVDVFYERIVADPQLAP
M.tuberculosis  —---MGLLSRLRKREPISIYDKIGGHEATEVVVEDFYVRVLADDQLSA
M.avium -—-MKILARFRKAEPASIYDRIGGHEALEVVVENFYVRVLADEQLSG
N.punctiforme = -—--—-—--—--—-- MSTLYDNIGGQRATEQVVDELHKRIATDSLLSP
N.commune = —————————————— MSTLYDNIGGQRATEQVVDELHKRIATDSLLAP
N.punctiforme2  ELSAARVTIAHNSAGSSLYKRLGGYNATAAVIDDSAKNIFADPLIGK
Hsero 2872 GPAMARGTQQVICEPPQLPQPAHRLIALCDESGLRKLVLHHMRRLRH
. * e . .

cpl F8
Synechocystis FFADVDMAKQ---RAHQKAFLTYAFJG DKYDGRYMREAH
T.pyriformis FFKNTDMDHQ---TKQQTDFLTMLLGGPNHYKGKNMTEAH]
C.reinhardtii FFEGVDMRTQ---RRKQ-QFMTYAFQGATGYTGRDLAAAHR
M.tuberculosis  FFSGTNMSRL---KGKQVEFFAAALQGPEHYTGAPMKQVHQ
M.avium FFTGTNMNRL---KGKQVEFFAAALGGPHEYTGAPMKQVHQ
N.punctiforme IFAGTDMAKQ---RNHLVAFLGQIFHGPKQY[GGRPMDKTHP
N.commune IFAGTDMAKQ---RNHLVAFLGQI FHGPKQYGGRPMDKT
N.punctiforme2  YFIGLSTNSKQRLRELLIAQFCQAAQGPCIYTGRTMKLY
Hsero 2872 SPLFARSHNCFDCVSSRIADFVVESQGEPIYY SQRH--1

. . . * *
Synechocystis --ELVENHGLNGEHFDAVAEDLLATLKEMGVPEDLIAEVAAVAGA
T.pyriformis --GMNLON----LHFDAITENLAATLKENGVTDAVINEAAKVIEH
C.reinhardtii --RLIRDKGLKEEHFDMVAGHLAGTLQLIGI GADLVDEVIALVAT
M.tuberculosis  —--GR----GITMHHFSLVAGHLADALTAAGVPSETITEILGVIAP
M.avium --GR----GITMHHFGLVAGHLADALTAAGVPSETVSEILGATAP
N.punctiforme --GL----NLQQPHFDAIAKHLGEAMAVRGVSAENTKAALDRVTN
N.commune --GL----NLQQPHFDATAKHLGEAMAVRGVSAEDTKAALDRVTN
N.punctiforme2  --GIG--RGLTNGEFYAFVNDIALALDKNGVKQPEKNQVLGFANS
Hsero 2872 QAGAGLPLLLDEAGRELWLVQLWHTFDDIGFPPALRADFWAWAEP
- .. *|
FIGURA 15 - ALINHAMENTO DE HSERO_ 2872 COM HEMOGLOBINAS

TRUNCADAS DO GRUPO I. Os dados do alinhamento foram obtidos com o programa
ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Ajuste manual para alinhamento da His-F8. (*)
Aminoécidos idénticos; (1) Amino&cidos de alta similaridade; (.) Aminoacidos de baixa
similaridade. Residuos conservados estdo destacados, além da His-F8. Primeiros 32
residuos de aminoéacidos e 50 residuos finais do alinhamento de Hsero 2872 foram

excluidos da montagem da figura. M. tuberculosis — Mycobacterium tuberculosis H37Rv ; M. avium
— Mycobasterium avium subsp.paratuberculosisk-10; Synechocystis — Synechocystis sp. PCC6803 ; T.

pyriformis — Tetrahymena pyriformis ; C. reinhardti — Chlamydomonas reinhardtii ; N. punctiforme —

Nostoc punctiforme PCC73102 ; N. commune — Nostoc commune UTEX584.
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O alinhamento de Hsero 2872 com as trHbs grupo Il foi ajustado
manualmente para His-F8 e nao evidenciou o motivo Gly-gly entre as regides A
e B, nem os residuos Phe-B9 e Tyr-B10 fortemente conservados na
hemoglobinas truncadas do grupo Il. Os Unicos residuos conservados sdo o

motivo Gly-Gly e uma Tirosina no segmento pré-F e Trp-G8 (figura 16).

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

A-B B9B10O
M. tuberculosis DAVGGAKTFDAIVSREFYAQVAEDEVLR-—-——=————-——————————————— RVY
T.fusca EAVGGEETFTRLARRFYEGVAADPVLR-——————————————————————— PMY
G.stearothermophilus EAIGGEETVAKLVEAFYRRVAAHPDLR-——————————————————————— PIF
Burkholderia ELVGGEARVREMVDRFYDLMDLEPEFAQ-—-————-——————————————— IRAL
Hsero 1880 ELIGGAEKLREMVDRFYDLMDLEPEFAG-—=-——————————————————— IRAL
B.vietnamiensis DRLGGAAALARIVDAFYROMDTRPDAAG-————————————————————— IRAM
A.tumefaciens EAIGGDATVRALTRRFYELMDTLPEAAR-—--——————=————————————— CRATI
Hsero 2872 LTLNWPVAGPAMARGTQQVICEPPQLPQPAHRLLALCDESGLRKLVLHHMRRLR
M.tuberculosis PEDDLAGAE-—--—-- ERLRMFLEQYWGGERTYSEQRGHPRLRMRHAPFRISLI
T.fusca PEEDLGPAE-—---—- ERLRLFLMOYWGGERTYSERRGHPRLRMRHFPYRIGAE
G.stearothermophilus  P-DDLTETA------- RKQKQFLTQYLGGRPLYTAEHGHPMLRARHLRFEITPK
Burkholderia HPDSLDGSR——--——-— DKFFWFLCGWLGGEDHY[I SREGHPRLRARHLPFPIASV
Hsero 1880 HPPSLEGSR----—-- EKTYMFLSGWIGGRSIYMEKFGHPRLRARHLPFPIGIS
B.vietnamiensis HGADLGPVK---——-— TVLVTYLCEWLGGERRHYSAQRGHPRLRMRHRAFAIGMA
A.tumefaciens HPADLSGSE----—-- AKFYDYLTGYLGGEPYYNVEKHGHPMLRRRHFVAPIGPA
Hsero 2872 HSPLFARSHNCFDCVSSRIADEFVVES(GGRLYY[-SQRHA-———+ HLOAGAG-L
. .. * % A * * .
Geco I
M. tuberculosis ERDA-—---—- FWRCMHTAVASIDSETLDDEHRRELLDYLEMA
T.fusca ERDR----—- rWITHMR---AAVDDLALPAHLEQQLWEYLVYA
G.stearothermophilus ERDA------ rWHACMR---AAMDEIGLSGPAREQFYHRLVLT
Burkholderia ERDQ----—- FWIJRCMA---WAMDDIGLPEPLRERLMHSEFYDT
Hsero 1880 ERDQ-———-—-— FrWHRCMT ---WAMQDVGLPEDLMKRLLAALYQT
B.vietnamiensis ERDA-—---—-— rWIJACMR---AALDECGVEPALRDELMQALFKL
A.tumefaciens ERDE------ FWHLCFR---RAMDETIENAKLREIIWAPVERL
Hsero 2872 PLLLDEAGRELWLVQLW---HTFDDIGFPPALRADFWAWAEPL
* A . . . .

—

FIGURA 16 - ALINHAMENTO DE HSERO 2872 COM HEMOGLOBINAS
TRUNCADAS DO GRUPO IlI. Os dados do alinhamento foram obtidos com a utilizacdo
do programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Ajuste manual para alinhamento da
His-F8. (*) Aminoéacidos idénticos; (:) Aminoacidos de alta similaridade; (.)
Aminoacidos de baixa similaridade. Residuos conservados estdo destacados.
Primeiros 24 residuos de aminoacidos e 49 residuos finais do alinhamento de

Hsero_ 2872 foram excluidos da montagem da figura. R. eutropha — Rasltonia eutropha H16;
Burkholderia — Burkholderia sp.383 ; B. viethamiensis — Burkholderia viethamiensis G4 ; A. tumefaciens —
Agrobacterium tumefaciens ; B. subtillis — Bacillus subtilis subsp.Subtilis str.168 ; G. stearothermophil -
Geobacillus stearothermophilus; M. tuberculosis — Mycobacterium tuberculosis H37Rv; T. fusca —

Termobifida fusca.
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Quando Hsero 2872 foi alinhada com as trHbs do grupo Il e as globinas
putativas Bchl 08802 de Burkholderia sp. 1-1 e Bxe_B1477 de Burkholderia
xenovorans LB400, um maior numero de residuos de aminoacidos
conservados foi encontrado, mostrando-se mais parecida com o grupo lll. Entre
eles estdo, além da His-F8 e Trp-G8, os residuos de Leucina e Arginina na
regido inicial (a-hélice B) do dominio semelhante a globina truncada, Phe-CD1,

uma fenilalanina na hélice E, Tyr-pré-F, Ala-F7, Prolina na regido entre hélices

F e G, Lis-G9 e uma alanina na hélice H (figura 17).

— B10
B.vietnamiensis = = ———————mmmmmmm—mm oo MTSLPASSDTAPARIRDAEPTEANIRILVYAFYDRVR
S.melilotil021 = ———mmmm—m— e MSDELKGHAVQSAAMRERAEAEMKALGIDEAFIGHLYDTFYARVL
BChl 08802 TRACYLTLOWPVVDSQQGPRARALPPACVPALPQPPHRLLAICDEAGLROLVLCHMARLR
Bxe B1477  mmmmmm e PPHRLLAICDEAGLRIOLVLCHMRRILR
Hsero 2872  —mmmmmmmmmm e PQPAHRLLALCDESGLRKLVLHHMARLR
M.avium e MVSGLTMPDLRDRADVEALLRRFYGRAL
. . *|e *
cnl His 4 pré=r FIES -
B.vietnamiensis ADPLLGPYFPAKLDGRWDTHLPKMVYFWSSLVLGTRAYRGNVQQIAHQPLDGIHPRHFSR-
S.melilotil021 AHPELGPVFDARLSGRWPEHMEKMS 1 FNSAVAFRSGAYGGKPVQAHLGVANMY PELFPK~
BChl 08802 -——-LTPIFFARAGHCFDCVASRVADFVVESCGGPLYYE - -ERHAHLOAGSGIPLLLDEE
Bxe B1477 --—-LTPIFFARAGHCFDCVASRVADFVVESCGGPLYYS--ERRAHLQAGSGLPLLLDEE
Hsero 2872 ----HSPIFFARSHNCFDCVSSRIADFVVESCGGPLYYE--ORHAHLQAGAGIPLLLDEA
M.avium DDEVLAEHFARLRATGLDDHVPTMCIOFWETVLFRAGRYRGSALQAHRDIHRRT PLSDRHF
* . * * of % *

B.vietnamiensis
S.melilotil021

9

—-——WLSLFLKTVEARYTP-AAAVRFMEH
———WLGLFAATLDDIAPNEEAKAWEFMAT

RIARSLTLSLF

RIAQSLOLSRFGWDYRIPAEQQALLDAIA
————————— YNPALDDPA

BChl_O8802 GREIWLVQLWHAFDDVGFPPALRADFWSW PLSVHLLAPHARHAGLTRYPYDTVRSWFL
Bxe B1477

Hsero_2872 GREIWLVQLWHTFDDIGFPPALRADFWAW PLSIHLLVRHARVEPPRRYPYELVRSWFH
M.avium RR-

B.vietnamiensis

WLTLWHNTVDEMYRG-PAADRAKI(

A

A

A
GRELGWLVOLWHAFDDVGFPPALRADFWSWAEPLSVHLLAPHARHAGLTRYPYDTVRSWEFL

A

Al

*

RIAWAMHRRLTGADSPELLVTQRVRDDRA

S.melilotil021 TKRS——mmmmm e
BChl 08802 APAAGEPLADHDTRRSP-————————————m—m—m———
Bxe B1477 APAAAEPLADHDTRRSP-——————————m—m o
Hsero_2872 SPATDMLPPIADLIRPSGRSES—————=————=———————
M.avium PDRTGSDDR-———————————m e
FIGURA 17 ALINHAMENTO DE HSERO_2872 COM HEMOGLOBINAS

TRUNCADAS DO GRUPO

Os dados do alinhamento foram obtidos com o

programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Foi utilizado apenas o dominio de
semelhancia as hemoglobinas truncadas das proteinas Hsero 2872, BCh1l 08802 e
Bxe B1477 para realizacdo do alinhamento. (*) Aminoacidos idénticos; (i)
Aminoacidos de alta similaridade; (.) Aminoacidos de baixa similaridade. Residuos

conservados estdo destacados. B. vietnamiensis — Burkholderia vietnamiensis G4 ; BCh1_08802 —

Burkholderia sp.Ch1-1 Bxe_B1477 - Burkholderia xenovorans LB400; S. melilotil021 — Sinorhizobium
meliloti 1021 ; M. avium — Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis K-10.
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Pela andlise dos alinhamentos feitos entre a Hsero 2872 e os diferentes
grupos de hemoglobinas truncadas, pode-se observar que a Hsero_ 2872
possui maior semelhanca com as hemoglobinas truncadas do grupo Ill. A maior
proporcao de residuos conservados com este grupo, o alinhamento sem ajuste
para a His-F8, além de residuos caracteristicos como Phe-CD1, Ala-F7, Trp-G8
e Lys-G9 apdiam esta observacédo, porém néo foram encontrados a histidina 26
residuos a montante da His-F8 e os residuos Phe-B9 e Tyr-B10 fortemente
conservados nas hemoglobinas truncadas. Estes dois ultimos residuos nédo sao
fortemente conservados no grupo | das trHbs, principalmente entre o subgrupo
II. A Phe bem conservada na hélice E das trHbs do grupo lll também é
encontrada na maioria das trHbs grupo | subgrupo | e a Ala-F7 pode ser
encontrada em algumas trHbs do grupo I.

Analise filogenética realizada por Vuletich e Lecomte (2006) com 111
sequéncias de trHbs revelou a presenca de genes de trHbs grupo Il em quase
todos os exemplos de organismos que possuem genes de mais de um grupo
de trHbs, sugerindo que os genes trHb do grupo Il originaram-se antes dos
genes trHb do grupo | ou do grupo Ill. Os autores ainda sugerem que é
provavel que os genes trHb do grupo | e Il resultem de duplicacdo do gene do
grupo Il ou por transferéncia horizontal. Somente o0s organismos
Mycobacterium avium e Methylococcus capsulatus contém genes de cada um
dos trés grupos. Nenhuma proteobactéria analisada possui ambos 0s genes
dos grupos | e Il, apenas duas actinobactérias analisadas. Quando ha a
presenca de gene do grupo | nas proteobactérias, ele se faz sozinho ou menos
frequentemente, com gene de trHb grupo Ill. Dentre as B-proteobactérias
analisadas, nenhuma apresentou gene de trHb grupo I. A maioria dos
organismos que possuem gene trHb grupo Il sdo proteobactérias e genomas
que contém gene de trHb grupo Il contém um gene trHb grupo Il tipicamente.

Uma éarvore filogenética foi construida com as trHbs citadas neste
trabalho e outras globinas de bactérias e eucariotos. Ela organizou as
hemoglobinas em familias e grupos e o0s eucariotos em vertebrados, néo

vertebrados e plantas. A posi¢éo do Hsero_2872 esta destacada (figura 18).
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—— M. tuberculosis-N
. M.awvium-M

Hsero 2698

M_punctiforme2-N Truncadas

r N.commune-N grupo |

L M_punctiforme1-M

C.reinhardii-MN
Synechocystis-MN
T_pyriformis-M

] l— Burkholderiazsp 383-O

R.eutropha-O
Hsero 1880
Hsero 2855

B.vistnamiensisG4-O Truncadas
grupo 1l

A tumefaciens-0

M_tuberculosis-O
T.fusca-O
B.subtillis-C

G stearothermophilus-0  __

C jejuni-P

M.avium-F Truncadas
5. melilcti1021-P grupo Il

—— B.vietnamiensisG4-P
L Burkholderiasp.383-P|

| G.max
1 F'.nonsyml:-iotic:|, Plantas

P _pacifica

l Hsero 2872 l

Boepi1806 6027

r BCh1 08802
Bxe B1477

B_subtillis
itreoscilla
H Flavohemoglobinas

S.cerevisiae

A eutrophus

{ Beta-glohin
Delta-glokbin .

] = Eucarioto
—LAlfa—globll‘l vertebrado
| Gama-globin J

Mioglobin
Cytochrome
C_elegans | Eucariotos néo
vertebrados
| Ascaris

P._decipiens |

FIGURA 18 — ARVORE FILOGENETICA (MINIMUM EVOLUTION TREE). Baseada
em 44 sequéncias de globinas de vérias subfamilias. O programa utilizado foi 0 MEGA
versdo 5.05 (TAMURA et. al., 2011). Identificagcdo das globinas no Anexo 1.
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Paralelamente, utilizando o programa PSIPRED verséo 3,0 (BUCHAN et
al., 2010) obteve-se uma previsdo de estrutura secundaria para a proteina
Hsero 2872 que mostra uma proteina composta de 6 a-hélices, sendo a
primeira e Ultima curtas e de baixo indice de confianca. A andlise leva a
concluir que a proteina Hsero_ 2872 possui, provavelmente, a estrutura de uma
hemoglobina truncada 2/2 a-hélice, ratificando a indicagéo prévia (figura 19). A
previsdo da estrutura secundéaria foi confirmada utilizando-se o programa
RAPTORX (PENG e XU, 2011) que confirmou a estrutura 2/2 a-hélice. Pelo
mesmo programa foi predita uma estrutura terciaria utilizando como modelos as
seguintes globinas que apresentaram maior score de alinhamento (figura 20):
trHb O de Mycobacterium tuberculosis, trHb de Bacillus subtilis, trHb de
Geobacillus stearothermophilus, trHb de Thermobifida fusca, trHb O de M.
tuberculosis mutante WG8F e trHb grupo Il de Agrobacterium tumefaciens.

Com a andlise in silico realizada, é possivel sugerir que o produto do
gene Hsero_2872 seja uma globina da superfamilia das globinas/hemoglobinas
truncadas. Mesmo apresentando maior semelhanca com as truncadas do
grupo lll, a analise filogenética agrupou a Hsero 2872 e as proteinas com que
apresentou indice de similaridade igual ou maior de 70% num grupo distinto
das trHbs tipicamente classificadas como grupo lll. Portanto, € necessaria uma
analise estrutural e funcional mais aprofundada para a classificacdo definitiva
da globina Hsero_2872.

Além disso, utilizando o programa ProtParam (GASTEIGER et al., 2005)

disponivel no site EXPASY (www.expasy.ch/tools/protparam.html), foi possivel

prever também algumas caracteristicas bioquimicas tedricas da proteina
Hsero_ 2872, como massa molecular igual a 23964,5 Da e pl tedrico igual a
7,68. O peso molecular tedrico da hemoglobina truncada grupoll Hsero_1880
foi de 15515,8 Da e 0 massa molecular aparente desta proteina fusionada a
cauda de histidinas foi de 18,2 kDa (His-tag e residuos adicionais na
construcdo do clone representam aproximadamente 3 kDa) (RAZZERA et al.,
2008). A hemoglobina truncada grupo Il de C. jejuni, a Unica caracterizada
estruturalmente até o momento, apresentou um peso molecular estimado de 14
kDa, apds purificagdo, consistente com o valor teorico de 14060 Da
(WAINWRIGHT et al., 2006).
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FIGURA 19 — PREVISAO DE ESTRUTURA SECUNDARIA DA GLOBINA
HSERO_2872. O programa utilizado foi o PSIPRED versdo 3,0 (BUCHAN et al.,

2010). —— = nélice; Laallt _ confianca da predicdo; AA = sequéncia de

aminodacidos de Hsero_2872.
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3D for the whole sequence 3D for segment 1 [57, 171]: LLALCDESGL...

segment_1 57-171 2-119 4.20e-19
segment_2 1-56 Pfam N/A
segment_ 3  172-213 Pfam N/A

FIGURA 20 — PREVISAO DE ESTRUTURA TERCIARIA DA GLOBINA
HSERO_2872. O programa utilizado foi o RAPTORX (PENG e XU, 2011). A
imagem da esquerda mostra a previsdo para toda a estrutura, e a da direita mostra
previsdo de estrutura do segmento 1 (aminoacidos do 57 ao 171), regido do dominio
conservado das hemoglobinas truncadas. Seis estruturas j4 determinadas de

hemoglobinas truncadas foram utilizadas como modelo.
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5.3 Clonagem da regido codificante do gene Hsero 2872 visando

expressao da proteina

Para expressdo do gene Hsero 2872, a regido codificante amplificada foi
subclonada no vetor pET28a. Foi amplificada uma regido com 699 pb (EXP),
incluindo 18 pb a montante do gene e 39 pb a jusante do gene (figura 21). A
regido codificante foi amplificada, por reacdo de PCR, com primers contendo
sitios de restricdo para as enzimas EcoRI e Hindlll e clonada no vetor
pTZ57R/T, resultando no plasmideo pTZEXP (figura 22). A integridade da
sequéncia da regido promotora amplificada foi conferida por sequenciamento
de DNA (item 4.4.7). A confirmacé&o da clonagem do inserto no vetor pTZ57R/T
foi feita por reacdo de PCR e por restricdo com as enzimas EcoRI e Hindlll
(figura 23). Em ambos os casos pode-se observar uma banda entre 500 e 750
pb da regido codificante (699 pb). No perfil eletroforético da restricdo se
observa, também, uma banda do vetor pTZ57R/T linearizado (2886 pb).

ATATACAGACCTCCAACATCCACCATCGCCCACTATGAATGTGCCTTCGACTTCCGAACCCGGTGCACCA
CGTGCGTGCTGGGCGCCCTGCTCCCAGGCATGTTATCTGACCCTGAACTGGCCGGTCGCCGGCCCGGCGA
TGGCGCGCGGCACGCAACAGGTGATATGTGAGCCGCCACAATTACCTCAACCGGCGCACCGGTTGCTGGC
GCTGTGTGATGAATCCGGCTTGCGCAAACTGGTGCTGCATCATATGCGGCGCCTGCGCCATTCCCCGCTG
TTCGCACGTTCGCACAATTGTTTTGATTGCGTCAGCTCGCGCATCGCCGACTTCGTGGTGGAGTCATGCG
GCGGTCCGCTCTACTACAGCCAACGCCATGCCCATCTGCAAGCGGGCGCAGGCTTGCCGTTGCTATTGGA
CGAAGCTGGGCGCGAACTGTGGCTGGTACAGCTTTGGCATACCTTTGACGATATCGGTTTCCCGCCCGCG
CTGCGGGCCGACTTCTGGGCCTGGGCCGAACCCTTGTCGATTCATCTGCTGGTACGTCATGCGCGCGTCG
AACCGCCGCGGCGCTACCCCTATGAGCTGGTACGCAGCTGGTTCCACTCGCCCGCCACCGACATGCTGCC
GCCGATAGCGGATCTGATCCGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGCCATCCGGCATCGCATCC
CCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTGAGCGATGTCCAACTCTTTTTCCCGTGAACCTGCCATGCCG

FIGURA 21 - REGIAO CODIFICANTE AMPLIFICADA E CLONADA PARA
EXPRESSAO DA PROTEINA. Em negrito esta destacada a regidio EXP amplificada
com 699 pb; em italico e sublinhado os oligonucleotideos iniciadores; em vermelho e

sublinhado os cédons de inicio (ATG) e término (TGA) da traducgéo.
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EcoR1 Hindllll

bla{&mp)
dadT

pTZ57R/T EXP 4

rep(pMB1)

bla{Amp)

rep(pMB1)

FIGURA 22 — ESQUEMA DA CLONAGEM DA REGIAO CODIFICANTE DO GENE
HSERO_2872 NO VETOR pTZ57RI/T.
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FIGURA 23 — CONFIRMACAO DA CLONAGEM DA REGIAO CODIFICANTE DO
GENE HSERO_2872 NO VETOR pTzZ57R/T. Perfil eletroforético em gel de agarose
1% em TBE. 1Kb = 1 Kb ladder (Fermentas). Em A, reacdo de PCR utilizando como
molde o vetor pTZEXP e os oligonucleotideos desenhados para amplificacéo da regiao
promotora, mostrando uma banda (=699 pb). Em B, restricdo do plasmideo pTZEXP
com enzimas EcoRI e Hindlll, mostrando banda (=699 pb) do segmento da regido

promotora e do vetor pTZ57R/T linearizado (=2886 pb).

Para subclonagem no vetor de expressdo, o segmento codificante foi
isolado do vetor pTZEXP por restricdo com EcoRI e Hindll, purificado e ligado
ao vetor pET28a previamente linearizado com as mesmas enzimas (figura 24).
A confirmacéo da clonagem do inserto no vetor pET28a foi feita pela presenca
de bandas correspondentes ao segmento codificante (699 pb) e ao vetor
pET28a linearizado (5369 pb), apos restricdo com as enzimas EcoRI e Hindlll,

em gel de agarose 1% (figura 25).
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FIGURA 24 — ESQUEMA DA CLONAGEM DA REGIAO CODIFICANTE DO GENE
HSERO_2872 NO VETOR pET28a.
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FIGURA 25 — CONFIRMACAO DA CLONAGEM DA REGIAO CODIFICANTE DO
GENE HSERO_2872 NO VETOR pET28a. Perfil eletroforético em gel de agarose 1%
em TBE. 1Kb = 1 Kb ladder (Fermentas). Restricdo do plasmideo pTZEXP com
enzimas EcoRIl e Hindlll, mostrando banda (=699 pb) do segmento da regido
codificante e do vetor pET28a linearizado (=5369 pb). Linha 1, vetor pET28a sem
inserto, linhas 2 a 4, plasmideo pETEXP.

Para teste de expressdao da proteina o plasmideo pETEXP foi
transformado por choque térmico (TSS) em E. coli estirpe BL21 (DE3). As
colénias transformantes, selecionadas em meio com o antibiético adequado,
foram cultivadas em meio LB durante aproximadamente 3 horas, a 37°C, sob
agitacdo, até D.O.sgshm de 0,6 a 0,8. Foram, entdo, induzidas com IPTG
(Immol/L) e cultivadas por mais 3 horas, a 37°C, sob agitacdo. A cultura foi
centrifugada por 5 minutos a 30.000 x g e o precipitado de células ressuspenso
em tampdo (300mmol/L NaCl/ 50mmol/L Tris-HCI pH 8). O precipitado
ressuspenso foi sonicado em 10 ciclos de 30 segundos cada e posteriormente
centrifugado por 20 minutos a 4°C e 30.000 x g. O sobrenadante (FSI) foi
retirado e reservado e o precipitado (FPI) ressuspenso novamente em tampao

(300mmol/L NaCl/ 50mmol/L Tris-HCI pH 8). A analise das fragcbes em gel de
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poliacrilamida 12% confirmou a superexpressao da proteina na fracao insoluvel

nesta condicao (figura 26).

97,0 kDa ——>

66,0 kDa —>

45,0 kDa —>

——
© —
Mw EBNI EBI FSNI FSI FPNI FPI

FIGURA 26 - ELETROFORESE DO EXTRATO BRUTO DA PROTEINA
HSERO_2872. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) do extrato
bruto da proteina Hsero_ 2872 fusionada a uma cauda de histidinas. MW = padrao de
massa molecular; EBNI = extrato bruto ndo induzido; EBI = extrato bruto induzido;
FSNI = fragdo soluvel ndo induzido; FSI = fragdo soluvel induzido; FPNI = fragcdo

precipitado n&o induzido ; FPI = frag&o precipitado induzido.

Uma estratégia de solubilizacdo da proteina com 8mol/L de uréia foi
testada. A fracdo precipitado ressuspensa foi submetida a mais 10 ciclos de
sonicacdo de 30 segundos cada, seguida de agitacdo por 1 hora e
centrifugacéo por 20 minutos a 4°C e 30.000 x g. Foram separadas as fracdes
soltvel (FS2) e precipitado (FP2). O precipitado foi ressuspenso em 30 mL de
tampéao (500mol/L NaCl / 50mmol/L Tris-HCI / 8mol/L uréia / 5mmol/L imidazol
pH 8), agitado por 30 minutos e novamente centrifugado por 20 minutos a 4°C
e 30.000 x g. A proteina foi observada em parte na fracdo soluvel (FS3) e

fracdo insoltvel (FP3) (figura 27).
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FIGURA 27 - ELETROFORESE DAS FRACOES DO TESTE DE
SOLUBILIZACAO DA PROTEINA HSERO 2872 COM 8mol/L DE UREIA.
Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). MW = padrdo de massa
molecular; EBI = extrato bruto induzido; FSI = fracdo soltvel induzido; FPI = fracdo
precipitado induzido; FS = fracdo soluvel; FP = fracdo precipitado; FS(2) = fracdo
solavel 2; FS(3) = fracao soluvel 3; FP(3) = fracéo insoluvel 3.

A fracdo soluvel (FS3) obtida da estratégia de solubilizacdo da proteina
Hsero_2872 expressa foi submetida a purificagdo em coluna Hi-trap Chelating
Ni (ImL). A coluna foi preparada com 4CV (volume de coluna) de EDTA
50mmol/L,10CV de agua ultra pura, 3CV de cloreto de niquel 100mmol/L e
10CV de agua ultra pura. O equilibrio foi feito com 4CV de tampéao (500mmol/L
NaCl / 50mmol/L Tris-HCI / 8mol/L uréia/ 5mmol/L imidazol / pH 8). Foi injetado
30mL da fragédo soluvel 3 (FS3) e, em seguida, feita a lavagem com 10mL de
tampéao (500mmol/L NaCl/ 50mmol/L Tris-HCI 8 mol/L uréia/ 5mmol/L imidazol
pH 8). A eluicéo foi feita com 2CV de tampdes (500mmol/L NaCl / 50mmol/L
Tris-HCI / 8mol/L uréia pH 8) com 100, 200, 300, 400, 500 e 1000mmol/L de
Imidazol. Fracdes de 1mL da eluicdo foram colhidas e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Maiores quantidades de proteina
foram obtidas nas primeiras fracfes de eluicdo com diferentes concentracdes
de imidazol (figura 28). Novos ensaios deverédo ser conduzidos para aprimorar
as condicbes de inducdo e purificacdo da proteina Hsero_ 2872 para que,
entdo, a mesma possa ser utilizada em ensaios de caracterizagdo “in vitro”.
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FIGURA 28 — ELETROFORESE DAS FRACOES ELUIDAS NA ESTRATEGIA DE
PURIFICACAO DA PROTEINA HSERO_2872. Eletroforese em gel de poliacrilamida
12% (SDS-PAGE). MW = padrédo de massa molecular; 1= FS(3); 2 = ap0s inje¢do da
FS(3); 3 e 4 = apos lavagem com tampdo; 5 a 16 = fracdes de 1mL da eluicdo com
tampdo — imidazol, sendo: 5 e 6 = 100mmol/L; 7 e 8 = 200mmol/L; 9 e 10 =
300mmol/L; 11 e 12 = 400mmol/L; 13 e 14 = 500mmol/L; 15 e 16 = 1 mol/L).
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5.4 Clonagem e caracterizacao funcional do gene Hsero_2872

5.4.1 Construcao da fusédo transcricional da regido promotora do
gene Hsero 2872 de Herbaspirillum seropedicae e andalise de sua

expressao

Com o objetivo de determinar a funcionalidade do provavel promotor ¢
do gene Hsero_ 2872 foi obtida a fusdo transcricional pHsero_2872:lacZ,
contendo a regido promotora deste gene. Para isso foi amplificada uma regiéo
com 547 pb (PROM), contendo 456 pb da regido a montante do gene mais 91
pb da regido codificante da proteina (figura 29).

ATCGTTACGAGTTCTAAATTCACACTGCGGTCGTCGAGAATAGTGGCCATCTGACTCTCCTAACGTGAAT
ACTGGAACCCCATGCGCTGCCTGAGAGCGCTAGAACCCGCCTTGCTACTCTGTCGTGAGATCCGAGATCC
TGAAAAACGGCAGAAAAAGCGCCGTGTAATTACCGAATAGTTACCTTGCTGGTCAAGCAAACTTCATGCC
CAAGCAGATGCATGAATCGATCTCGCCAAGCAACCCCACACAATGCCGGCTTTCCTCGATGTCGCCTTGG
CGGGTTGGCGACAACGGTGTCGTCTTTGTCGGATTTACGACAATCATCGCCACTGGCGCAGCAATCAGAA
ATCGTCGCTATCCCATTGATTTAAAAGAAAAATATTGTATGGCATGGTTTTGGCTATTCATACCTGCATC
GGCCGCTCACCGGCCAAGCGAAACGACAAAGCAGAGCAAGCCGGTAGCCCAGCCAGCGTTATGTAGCGAG
ATATACAGACCTCCAACATCCACCATCGCCCACTATGAATGTGCCTTCGACTTCCGAACCCGGTGCACCA
CGTGCGTGCTGGGCGCCCTGCTCCCAGGCATGTTATCTGACCCTGAACTGGCCGGTCGCCGGCCCGGCGA
TGGCGCGCGGCACGCAACAGGTGATATGTGAGCCGCCACAATTACCTCAACCGGCGCACCGGTTGCTGGC
GCTGTGTGATGAATCCGGCTTGCGCAAACTGGTGCTGCATCATATGCGGCGCCTGCGCCATTCCCCGCTG
TTCGCACGTTCGCACAATTGTTTTGATTGCGTCAGCTCGCGCATCGCCGACTTCGTGGTGGAGTCATGCG
GCGGTCCGCTCTACTACAGCCAACGCCATGCCCATCTGCAAGCGGGCGCAGGCTTGCCGTTGCTATTGGA
CGAAGCTGGGCGCGAACTGTGGCTGGTACAGCTTTGGCATACCTTTGACGATATCGGTTTCCCGCCCGCG
CTGCGGGCCGACTTCTGGGCCTGGGCCGAACCCTTGTCGATTCATCTGCTGGTACGTCATGCGCGCGTCG
AACCGCCGCGGCGCTACCCCTATGAGCTGGTACGCAGCTGGTTCCACTCGCCCGCCACCGACATGCTGCC
GCCGATAGCGGATCTGATCCGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGCCATCCGGCATCGCATCC
CCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTGAGCGATGTCCAACTCTTTTTCCCGTGAACCTGCCATGCCG

FIGURA 29 - REGIAO PROMOTORA AMPLIFICADA. Em negrito esta destacada a
regido PROM amplificada com 547 pb; em italico e sublinhado os oligonucleotideos
iniciadores; em vermelho e sublinhado os cédons de inicio (ATG) e término (TGA) da

traducao.

70



A regido promotora foi amplificada, por reacdo de PCR, com primers
contendo sitios de restricdo para as enzimas EcoRI e Bglll (tabela 9) e clonada
no vetor pTZ57R/T resultando no plasmideo pTZPROM (figura 30). A
confirmacédo da integridade da sequéncia da regido promotora amplificada foi

obtida por reacdo de sequenciamento de DNA como descrito no item 4.4.7.

G)

EcoR1 Bglll

blafAmp)
| 4

ddT
pTZ57RIT

PROM

repi(pMB1)

bla{Amp)
lacZ

pTZPROM

PROM

FIGURA 30 — ESQUEMA DA CLONAGEM DA REGIAO PROMOTORA DO GENE
HSERO_2872 NO VETOR pTZ57R/T.
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A confirmacgéo da clonagem do inserto no vetor pTZ57R/T foi feita por
reagdo de PCR e por restricdo com as enzimas Bglll e EcoRlI (figura 31). Em
ambos 0s casos pode-se observar uma banda entre 500 e 750 pb da regiédo
promotora (547 pb). No perfil eletroforético da restricdo se observa, também,
uma banda do vetor pTZ57R/T linearizado (2886 pb).

pTZPROM 1Kb

1Kb  pTZPROM

3000 pb
< 750 pb
« 500 pb
A B

FIGURA 31 — CONFIRMAGCAO DA CLONAGEM DA REGIAO PROMOTORA DO
GENE HSERO_2872 NO VETOR pTZzZ57R/T. Perfil eletroforético em gel de agarose
1% em TBE. 1Kb = 1 Kb ladder (Fermentas). Em A, reacdo de PCR utilizando como
molde o vetor pTZPROM e os oligonucleotideos desenhados para amplificacdo da
regido promotora, mostrando uma banda (=547 pb). Em B, restricdao do plasmideo
pTZPROM com enzimas Bglll e EcoRI, mostrando banda (=547 pb) do segmento da
regido promotora e do vetor pTZ57R/T linearizado (=2886 pb).
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O fragmento de DNA da regido promotora foi isolado do plasmideo

pPTZPROM por restrigdo com as enzimas EcoRI e Bglll, purificado e subclonado

no vetor de fusdo pMP220 digerido com as mesmas enzimas, resultando no

plasmideo pMPPROM (figura 32). Os plasmideos foram transformados em E.

coli top10. As colonias transformadas foram crescidas em meio LB, e os

plasmideos extraidos para confirmacgdo da clonagem.

EcoRl | Balll

Digestao com
EcoRl e Bglll

EcoR1

/PROM

l

PROM

pMPPROM

11,0 kb

Bglll

16)

bla{Amp)

Digestao com
EcoRl e Bgl

pTZPROM

FIGURA 32 — ESQUEMA DA CLONAGEM DA REGIAO PROMOTORA DO GENE

HSERO_2872 NO VETOR pMP220.
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A confirmacdo da clonagem do inserto no vetor pMP220 foi feita por
reacdo de PCR e por restricio com as enzimas Bglll e EcoRlI (figura 33).
Observa-se, em ambos o0s casos uma banda da regido promotora (547 pb).
Uma banda de aproximadamente 10.000 pb (vetor pMP linearizado) observada
no perfil de restricdo do plasmideo pMPPROM confirma a clonagem da regido

promotora no vetor pMP220.

ikb  pMPProm

10000 pb ikb  pMPProm

750 pb

500 pb

A B

FIGURA 33 - CONFIRMACAO DA CLONAGEM DA REGIAO PROMOTORA DO
GENE HSERO_2872 NO VETOR pMP220. Perfil eletroforético em gel de agarose 1%
em TBE. 1Kb = 1 Kb ladder (Fermentas). Em A, restricdo do plasmideo pMPPROM
com enzimas Bglll e EcoRI, mostrando banda (=547 pb) do segmento da regido
promotora e do vetor pMP220 linearizado (=10000 pb). Em B, reagdo de PCR
utilizando como molde o vetor pMPPROM e os oligonucleotideos desenhados para
amplificagéo da regido promotora, mostrando uma banda (=547 pb). As duas amostras
em ambos o0s géis sdo plasmideos extraidos apés transformacdo da subclonagem
feita no vetor pMP220.
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Com o objetivo de determinar as condicdes de expressdo da fuséo
transcricional pHsero_2872::lacZ, o plasmideo pMPPROM foi transformado em
E. coli S17.1 (item 4.5). As col6nias transformadas foram selecionadas em
meio LA contendo antibiotico tetraciclina e os clones foram confirmados por
restricdo com EcoRI e Bglll dos plasmideos extraidos. A estirpe E. coli S17.1
(PMPPROM) foi entdo conjugada com as estirpes de H. seropedicae: SmR1,
SmR54, DCP286A e MBFNR2/3/1 (tabela 1). Os transconjugantes foram
selecionados com os antibidticos apropriados e confirmados por analise de
restricdo dos plasmideos extraidos. Os transconjugantes foram crescidos em
meio NFb-malato contendo 5mmol/L ou 20mmol/L de NH4CI e os antibidticos
especificos para cada estirpe e, apos 24horas de cultivo, foi realizada a
determinacao da atividade de -galactosidase (item 4.9).

A regido promotora de Hsero 2872 mostrou-se funcional na estirpe
selvagem de H. seropedicae e a expressao foi sensivel aos niveis de amonio

no meio (figura 34).

2500

2000

m5mR1 pMP220
E5SmR1 pMPPROM

o tn
8 8

Atividade de pB-galactosidase
Unidades Miller
2

s5mi NH4CI 20mBM NH4CI

FIGURA 34 - DETERMINA(;AO DA EXPRESSAO DO PROMOTOR DO GENE
HSERO_2872 NA ESTIRPE SmR1 DE H.seropedicae. Atividade de B-galactosidase
determinada com 24 horas de cultivo em meio NFb-malatoHPN e D.O.5g5,m inicial de
aproximadamente 0,01. A estirpe SmR1 contendo o vetor pMP220 foi utilizado como
controle negativo. Grafico representando grupo de quatro experimentos realizados em

triplicata.
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Para avaliar a possivel influéncia das proteinas NifA, NtrC e FNR, foi
determinada a atividade de p-galactosidade da fusdo transcricional
pHsero_2872::lacZ nas estirpes mutantes SmR54 (nifA’), DCP286A (ntrC’) e
MBFNRZ2/3/1 (fnr’) de H. seropedicae. O resultado apresentado na figura 35
demonstrou que a estirpe SmR54 apresentou metade da atividade de [3-
galactosidase da estirpe selvagem SmR1, na auséncia de amonio, e as
estirpes DCP286A e MB231 apresentaram aproximadamente 25% da atividade
de pB-galactosidase nesta mesma condicdo. A menor atividade de pB-
galactosidase das estirpes mutantes nifA, far e ntrC é indicativa de uma
possivel participacdo da proteina NifA na expressdo do promotor do gene
Hsero_2872. A atividade de [B-galactosidase observada na estirpe selvagem
SmR1 na presenca de 20mmol/L de cloreto de aménio sugere uma expressao
constitutiva do promotor e a maior atividade em baixo amonio indicaria ativagao
da expressdo do promotor por NifA. Batista (2011) sugeriu um possivel
envolvimento das proteinas FNR na atividade de NifA o que justificaria a menor

atividade do promotor no mutante fnr.
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FIGURA 35 — DETERMINACAO DA EXPRESSAO DO PROMOTOR DO GENE
HSERO_2872 EM ESTIRPES MUTANTES DE H.seropedicae. Atividade de B-
galactosidase determinada com 24 horas de cultivo em meio NFb-malatoHPN, 20% de
oxigénio e D.O.5gs,m inicial de aproximadamente 0,01. A estirpe SmR1 contendo o
vetor pMP220 foi utilizado como controle negativo. Gréafico representando grupo de

trés experimentos realizados em triplicata.

Visando melhor avaliar o envolvimento da proteina NifA na expressao
do gene Hsero_ 2872, o vetor pMPPROM foi transformado em E.coli ET8000 ja
hospedando os vetores pMP220 (controle), pDB737 (expressa a NifA de
Azotobacter vinelandii) e pPRW1 (contém o promotor do gene nifA), em diversas
combina¢cBes. Colbnias foram selecionadas em meio com o antibiético
adequado e os plasmideos foram confirmados por reacdo de PCR e/ou
restricdo. As colonias foram inoculadas em meio NFDM suplementado com
solucéo de fosfatos e 20mmol/L de NH4ClI, por 24 horas, e entdo a atividade de
B-galactosidase foi determinada (figura 36). Observou-se significativa atividade
de B-galactosidase apenas na presenca da proteina NifA e dos promotores
pHsero_2872 (pMPPROM) e pNifA (pRW1). O nivel de ativagdo do promotor
do gene Hsero 2872 pela proteina NifA foi proximo ao nivel de ativacdo do
promotor do gene nifA de H. seropedicae. Com este resultado € possivel

afirmar que a expressao do promotor da globina Hsero 2872 é dependente da
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proteina NifA em Escherichia coli. Com o0s resultados obtidos, tanto em H.
seropedicae como em E. coli, € possivel concluir que a proteina NifA é

importante para a ativagao do promotor do gene Hsero_2872.
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FIGURA 36 - DETERMINA(;AO DA EXPRESSAO DO PROMOTOR DO
GENE HSERO_2872 EM E.coli ET8000. Atividade de B-galactosidase determinada
com 24 horas de cultivo em meio NFDM, suplementado com fosfatos e 20mmol/L de
NH,4CI, com D.O.5g5,, inicial de aproximadamente 0,01. A estirpe ET 8000 contendo o
vetor pMP220 foi utilizado como controle negativo. Gréfico representando grupo de

trés experimentos realizados em triplicata.
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5.4.2 Construcdo do mutante cromossomal Hsero 2872 e sua

caracterizacgdo fisiolégica.

Para construcdo do mutante com delecdo de aproximadamente 200 pb
da regido central do gene foram amplificadas duas regides. A primeira, de 628
pb (DEL1), contendo 194 pb da regido inicial do gene mais 434 da regido a
montante do gene, e a segunda de 622 pb (DEL2) contendo 212 pb da

sequéncia final do gene mais 410 pb da regido a jusante do gene (Figura 37).

ACTGGAACCCCATGCGCTGCCTGAGAGCGCTAGAACCCGCCTTGCTACTCTGTCGTGAGATCCGAGATCC
TGAAAAACGGCAGAAAAAGCGCCGTGTAATTACCGAATAGTTACCTTGCTGGTCAAGCAAACTTCATGCC
CAAGCAGATGCATGAATCGATCTCGCCAAGCAACCCCACACAATGCCGGCTTTCCTCGATGTCGCCTTGG
CGGGTTGGCGACAACGGTGTCGTCTTTGTCGGATTTACGACAATCATCGCCACTGGCGCAGCAATCAGAA
ATCGTCGCTATCCCATTGATTTAAAAGAAAAATATTGTATGGCATGGTTTTGGCTATTCATACCTGCATC
GGCCGCTCACCGGCCAAGCGAAACGACAAAGCAGAGCAAGCCGGTAGCCCAGCCAGCGTTATGTAGCGAG
ATATACAGACCTCCAACATCCACCATCGCCCACTATGAATGTGCCTTCGACTTCCGAACCCGGTGCACCA
CGTGCGTGCTGGGCGCCCTGCTCCCAGGCATGTTATCTGACCCTGAACTGGCCGGTCGCCGGCCCGGCGA
TGGCGCGCGGCACGCAACAGGTGATATGTGAGCCGCCACAATTACCTCAACCGGCGCACCGGTTGCTGGC
GCTGTGTGATGAATCCGGCTTGCGCAAACTGGTGCTGCATCATATGCGGCGCCTGCGCCATTCCCCGCTG
TTCGCACGTTCGCACAATTGTTTTGATTGCGTCAGCTCGCGCATCGCCGACTTCGTGGTGGAGTCATGCG
GCGGTCCGCTCTACTACAGCCAACGCCATGCCCATCTGCAAGCGGGCGCAGGCTTGCCGTTGCTATTGGA
CGAAGCTGGGCGCGAACTGTGGCTGGTACAGCTTTGGCATACCT TTGACGATATCGGTTTCCCGCCCGCG
CTGCGGGCCGACTTCTGGGCCTGGGCCGAACCCTTGTCGATTCATCTGCTGGTACGTCATGCGCGCGTCG
AACCGCCGCGGCGCTACCCCTATGAGCTGGTACGCAGCTGGTTCCACTCGCCCGCCACCGACATGCTGCC
GCCGATAGCGGATCTGATCCGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGCCATCCGGCATCGCATCC
CCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTGAGCGATGTCCAACTCTTTTTCCCGTGAACCTGCCATGCCG
GATTACCCGCAACGCTACGGCGTCTTCCTCAATGTCGAAAATCCCCATGGCAACGCACGCGATGCGCTGT
TGCAGACCGTCGATCATGCCGTCGTGGCAGAGGCCCTGGGCTATCACGATGTCTGGGTCGCCGAGCACCA
TTACAGCAGCTTCGCCATCGGCAGCGCCTTGATGGTGCTGCTGGCCCAGATCGCCGCACGCACTTCGCGC
ATCCGCCTCGGTACGGGCGCTTCGTTGCTGGCGCTCAATGATCCCTTGCGGGTTGCCGAGGACGTCGCCA
CGCTGGACCTGCTCAGCAACGGCCGGATGGAATTCGGCGTGGCACGCGGCGGCCCGTTTCCCGAGCAATA
TCGTCACGCCGGATTGAGCGGTGCCGATCAGGCGCGCGCACGCATGATTGAAGCACTGGACGTCATCCAG

FIGURA 37 — REGIOES AMPLIFICADAS VISANDO CONSTRUGCAO DO MUTANTE.
Em negrito estdo destacadas as regides amplificadas DEL1 (628 pb) e DEL2 (622 pb)
com total de 1250 pb; em italico e sublinhado os oligonucleotideos iniciadores; em
vermelho e sublinhado os cédons de inicio (ATG) e término (TGA) da traducéo.

Delecédo de 236 pb da regido central do gene Hsero_2872 de H. seropedicae.
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Os segmentos DEL1 e DEL2 (figura 37) foram amplificados por reacéo
de PCR com primers contendo sitios de restricdo para as enzimas Hindlll/Bglll
(DEL1) e Bglll/BamHI (DEL?2) e clonados no vetor pTZ57R/T, dando origem aos
plasmideos pTZDEL1 e pTZDEL2 respectivamente (figura 38). A integridade
das sequéncias amplificadas foi confirmada por reacdo de sequenciamento e

anélise com o programa BioEdit.

G)

bla{fmp) lacZ
Hindlll Balll wr Balll BamHI
pTZ57RIT /t
::/; )
DEL1 DEL2

repipMB1)

bla{Amp) bla{Amp)

DEL1 DEL2

FIGURA 38 — ESQUEMA DA CLONAGEM DAS REGIOES PARA CONSTRUCAO
DO MUTANTE DO GENE HSERO_2872 NO VETOR pTZ57R/T.
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A confirmacao dos insertos no pTZ57R/T foi feita por reacdo de PCR e
restricdo dos plasmideos pTZDEL1 e pTZDEL2 com as enzimas Hindlll/Bglll e
Bglll/BamHI respectivamente (figura 39). Foram observadas as bandas
correspondentes aos segmentos clonados DEL1 (628 pb) e DEL 2 (622 pb),
bem como do vetor pTZ57R/T linearizado (2886 pb) no perfil eletroforético da

restricao.

pTZDEL2 pTZDEL1 1Kb

-

3000 pb 3
2500 pb —>

€ 750 pb —3

€500 pb ~——>

A

FIGURA 39 - CONFIRMAQAO DA CLONAGEM DAS REGIOES PARA
CONSTRUQAO DO MUTANTE DO GENE HSERO_2872 NO VETOR pTZ57R/T.
Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TBE. 1Kb = 1 Kb ladder (Fermentas).
Em A, amplificacdo por reacdo de PCR; Em B restricdo do plasmideo pTZDEL1 com
enzimas Hindlll e Bglll, mostrando banda (=628 pb) do segmento da regido DEL1 e
restricdo do vetor pTZDEL2 com enzimas Bglll e BamHI, mostrando banda (=622 pb)
da regido DEL2 e banda (=2886 pb) do vetor pTZ57R/T linearizado.
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Apés confirmacdo da clonagem e da integridade das sequéncias
amplificadas, os segmentos DEL1 e DEL2 foram isolados por restricdo dos
plasmideos PTZDEL1 e pTZDEL2 respectivamente e foram ligados um ao
outro e ao plasmideo pSUP202 dando origem ao plasmideo pEN2872 (figura
40). A confirmacdo da clonagem foi feita por reacdo de PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores DelF1 e DelR4 (tabela 9) e por analise de
restricio com as enzimas Hindlll e BamHI (figura 41). Foi confirmada a
clonagem pela observacdo das bandas do fragmento DEL1-DEL2 (1250 pb) e

do vetor pSUP linearizado (7720 pb) no perfil eletroforético de restricao.
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bla(Amp)

Hindlll

BamHI

Digestap com Digestap com Bglll
Hindlll ¢ Bglil e BamH| .
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Hindlll Balll Bglll BamHlI
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Hindlll e BamHI

mob site

Te

A

FIGURA 40 — ESQUEMA DA CONSTRUCAO DO PLASMIDEO MUTAGENICO
PEN2872.

83



psup
1Kb pEN2872 1Kb 22 pEN2872
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FIGURA 41 — CONFIRMACAO DA CLONAGEM DOS SEGMENTOS DEL1 E DEL2
NO VETOR pSUP202. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TBE. 1Kb = 1 Kb
ladder (Fermentas). Em A, amplificagcdo por reacdo de PCR com primers DelF1 e
DelR4; Em B restricdo do plasmideo pEN2872 com enzimas Hindlll e BamHI,

mostrando banda (=1250 pb) do segmento DEL1-DEL2 e banda (=7720 pb) do vetor
pSUP202 linearizado.

O plasmideo pEN2872 foi entdo linearizado com a enzima BamHI e
ligado ao cassete SacR-SacB-Km" (item 4.8) dando origem ao plasmideo
pEN1872sac (figura 42). A clonagem foi confirmada pela presenca de uma
banda do segmento DEL1- DEL2 (1250 pb), uma banda do vetor pSUP
linearizado (7720 pb) e trés bandas correspondentes ao perfil de restricao do

cassete SacB-Km® apos restricdo com as enzimas BamHI e Hindlll (figura 43).
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FIGURA 42 — ESQUEMA DA CONSTRUCAO DO PLASMIDEO MUTAGENICO

pEN2872sac.
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Hindill i
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85



1Kb pEN2872sac

8000 pb ==

1500 pb

1000 pb 5

FIGURA 43 - CONFIRMAC}AO DA CONSTRUC;AO DO PLASMIDEO pEN2872SAC.
Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TBE. Restricdo do plasmideo
pPEN2872sac com enzimas Hindlll e BamHI, mostrando banda (=1250 pb, destacada
em vermelho) do segmento DEL1-DEL2 e banda (=7720 pb) do vetor pSUP202
linearizado. As 3 bandas restantes correspondem ao perfil de restricdo do cassete
SacB-Km®™. 1Kb = 1 Kb ladder (Fermentas).

Para construgcdo do mutante cromossomal Hsero 2872, o plasmideo
pPpEN2872sac foi transformado na estirpe S17.1 de E. coli. As colbnias
transformadas foram selecionadas em meio LA contendo os antibiéticos
canamicina e cloranfenicol. Apdés a transformacdo, uma colbnia isolada foi
inoculada em meio LB e utilizada para conjugagcdo com a estirpe SmR1 de H.
seropedicae como descrito no item 4.5.4.

As colbnias transconjugantes crescidas em meio NFbHPN-malato
contendo estreptomicina, cloranfenicol e canamicina foram reinoculadas no
mesmo meio, adicionado ou ndo de sacarose 5%. As colbnias obtidas foram
submetidas a reacdo de PCR para avaliar a ocorréncia de recombinacéo
homologa (primeiro evento de recombinagéo). O resultado esta mostrado na

figura 44. Foi constatada a presenca de dois fragmentos (linhas 2 a 5), sendo o
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de maior numero de bases o da cépia selvagem do gene (1486 pb) e o menor,
0 da cOpia mutada (1250 pb) do gene Hsero_2872 .

ghE 2 S 4 5 6T

FIGURA 44 — CONFIRMACAO DO PRIMEIRO EVENTO DE RECOMBINACAO. Perfil
eletroforético em gel de agarose 1% em TBE. Reacdo de PCR com oligonucleotideos
DelF1 e Del R4 para confirmag¢do dos mutantes Hsero_2872 de H. seropedicae. 1Kb =
1 Kb ladder (Fermentas). Em: 1 = plasmideo pEN2872; 2 a 5 = coldnias
transconjugantes selecionadas; 6 = cultura de H. seropedicae SmR1; 7 = DNA de H.
seropedicae estirpe SmR1.

As coldnias transconjugantes confirmadas foram inoculadas em meio
NFbHPN-malato sem antibioticos a 30°C e 120 rpm por 16 horas. Depois deste
tempo, 100puL de cultura foi reinoculado em meio NFbHPN-malato com 5% de
sacarose e estreptomicina 80pg/mL (Sm®), a 30°C por 36 a 48 horas. As
colbénias crescidas neste meio foram reinoculadas em meio sélido NFbHPN-

malato contendo: 1°- Sm&, Km®®°, cm® ou 2°- Sm®. As colonias crescidas
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somente na presenca de Sm® foram analisadas por reacéo de PCR utilizando
os oligonucleotideos DelF1l e DelR4. Os fragmentos amplificados foram
analisados por eletroforese (figura 45). Foi possivel confirmar a delecdo da
copia selvagem do gene Hsero 2872 (segundo evento de recombinacao)
(colbnias 2 a 4). O mutante foi utilizado em ensaios de caracterizacao

fisiolégica.

1 Kb 1 2 3 4 5

1500 pb

1000 pb s

FIGURA 45 - CONFIRMACAO DO SEGUNDO EVENTO DE RECOMBINAQAO. Perfil
eletroforético em gel de agarose 1% em TBE. Reag¢do de PCR com oligonucleotideos
DelF1 e Del R4 para confirmacdo dos mutantes Hsero_2872 de H. seropedicae. 1Kb =
1 Kb ladder (Fermentas). Em: 1 = plasmideo pEN2872; 2 a 4 = DNA amplificado das

colbnias transconjugantes selecionadas; 5 = DNA de H. seropedicae estirpe SmR1.
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5.4.2.1 Caracterizagcdo funcional do mutante cromossomal
Hsero_2872.

Inicialmente foi analisado o perfil de crescimento em meio contendo
cloreto de aménio (20, 5 ou 2mmol/L) ou nitrito de potassio (1Immol/L), a fim de
avaliar possivel efeito do produto do gene na detoxificacdo celular quando na
presenca de especies reativas de nitrogénio e em atmosfera limitante de
oxigénio. Curvas de crescimento foram obtidas e comparadas a da estirpe
selvagem SmR1. As estirpes mutantes cultivadas em meio NFbHP-malato com
diferentes concentracdes de cloreto de amonio ndo apresentaram mudanga no
perfil quando comparadas com a estirpe selvagem (figura 46). O mesmo foi
observado quando cultivadas em meio NFbHPN-malato acrescido de 1mmol/L
de KNO; (figura 47). Os resultados sugerem que a auséncia do produto do
gene Hsero 2872 néao influencia o perfil de crescimento de H. seropedicae nas
diferentes concentracdes de nitrogénio fixado, nem possui papel importante na

detoxificacdo do NO.

1,8 -
1,6 -
1,4 -
e 12 - ——SmR1 20mM
5 1 - —8—EN2872 20mM
%. 0,8 - SmMR1 5mM
8 06 —<EN2872 5mM
04 - =#=SmR12mM
EN2872 2mM
0,2 -
0 . .
0 20 30
Tempo (horas)

FIGURA 46 — PERFIL DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES CONCENTRACOES
DE CLORETO DE AMONIO. Crescimento acompanhado por determinacdo da
densidade otica em comprimento de onda de 595 nm. A D.O. sgsnn inicial foi de 0,01.

Gréfico representativo de 2 experimentos realizados em duplicata.
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FIGURA 47 - PERFIL DE CRESCIMENTO EM 1mmol/L DE NITRITO DE
POTASSIO. Crescimento acompanhado por determinacdo da densidade otica em
comprimento de onda de 595 nm. A D.O. sgshm inicial foi de 0,01. Gréfico representativo

de 2 experimentos realizados em duplicata.

Para caracterizar o perfil de crescimento em condic¢des diferenciadas de
oxigénio, as estirpes foram cultivadas em meio NFbHPN-malato, em frascos de
igual volume (10mL), porém com diferentes volumes de cultura (BATISTA,
2011). Devido a esta variagdo o consumo do oxigénio durante o crescimento
poderia acarretar condicBes diferenciadas de concentracdo de oxigénio, que
poderiam ou nao ser limitantes ao crescimento. Conforme mostrado na figura
48 nao foi observada diferenca no perfil de crescimento entre a estirpe mutante
e a selvagem nas condicbes testadas. Os resultados indicam que, nas
condi¢cbes analisadas, a auséncia do produto do gene Hsero_2872, n&do alterou
as condic¢des de crescimento de H. seropedicae em diferentes niveis de O,.
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FIGURA 48 - PERFIL DE CRESCIMENTO EM ATMOSFERA LIMITANTE DE
OXIGENIO. Crescimento acompanhado por determinacdo da densidade o6tica em
comprimento de onda de 595 nm. A D.O. sgsnm inicial foi de 0,01. Foram cultivadas em
frascos de 10mL com diferentes volumes de cultura (1,0mL; 2,0mL; 3,0mL; 5,0mL;
7,5mL e 9,0mL) fechados com tampa de borracha, com agitagdo de 120 rpm, a 30°C,
durante 24 horas. Gréfico representativo de 2 experimentos realizados em triplicata.

Com o objetivo de avaliar o efeito da mutacdo no gene Hsero 2872
sobre a fixacdo biolégica de nitrogénio, foi determinada a atividade de
nitrogenase da estirpe mutante EN2872 e comparada com a estirpe selvagem
SmR1. Os testes foram realizados como descrito no item 4.9. Nestes ensaios
foram utilizadas culturas com D.O.s9snm de aproximadamente 1,5 para indculo
em meio semissolido e obtidas curvas de 16 a 50 horas de cultivo. A figura 49
mostra atividade da enzima determinada em 24, 36 e 48h. A estirpe mutante
apresentou atividade de nitrogenase cerca de 40 a 55% menor que a atividade
da estirpe selvagem na maioria dos pontos, sugerindo que o produto do gene
Hsero_2872 € importante para a melhor atividade de nitrogenase em H.

seropedicae.
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FIGURA 49 — ATIVIDADE DE NITROGENASE DAS ESTIRPES MUTANTE EN2872 e
SELVAGEM SmR1. Ensaio realizado em meio semissolido NFbHP-malato com
0,5mmol/L de glutamato nos tempos indicados. A atividade foi expressa como nmol de
etileno formado por minuto por miligrama de proteina na cultura. Resultados de 3
experimentos diferentes realizados em triplicata.

Com a finalidade de determinar o efeito da mutacdo do gene
Hsero_ 2872 na expressao da proteina NifA de H. seropedicae foram realizados
experimentos de determinacdo da atividade de B-galactosidase, utilizando o
plasmideo pRW1 (Wassem, 2000). Este plasmideo que contém a fuséo
promotor nifA::gene lacZ foi transformado em E. coli S17.1 e esta foi
conjugada com as estirpes EN2872 e SmR1 de H. seropedicae. As colbnias
transconjugantes foram selecionadas em meio com antibiético adequado. A
atividade na estirpe mutante foi duas vezes menor que na estirpe SmR1 (figura
50), sugerindo o envolvimento do produto do gene Hsero 2872 na expressao

do gene nifA em H. seropedicae.
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FIGURA 50 - ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DAS ESTIRPES MUTANTE
EN2872 E SELVAGEM SmR1 CONTENDO PLASMIDEO pRW1. Teste realizado em
meio liquido NFbHP-malato com 5,0mmol/L de NH4CI, como descrito no item 4.8. A
D.O. sgsnm inicial foi de 0,01. Figura mostra ensaio realizado com 20h de cultivo. A
estirpe SmR1 contendo vetor pPW452 (gene para B-galactosidase sem promotor) foi
utiizada como controle negativo. Gréfico representativo de trés experimentos

diferentes realizados em triplicata.

Para avaliar o efeito do gene Hsero_2872 sobre a atividade da proteina
NifA foi utilizado o plasmideo pEMS140 que contém o promotor do gene nifB
fusionado ao gene lacZ. O gene nifB tem sua expressao regulada pela proteina
NifA, assim como outros genes relacionados a fixacdo biolégica de nitrogénio.
O plasmideo pEMS140 foi transformado em E. coli S17.1 e, entdo, a estirpe
contendo o plasmideo foi conjugada com as estirpes SmR1 ou EN2872 de H.
seropedicae. As colbnias transconjugantes foram selecionadas em meio com o
antibiotico adequado e confirmadas por reacdo de PCR. A determinacédo da
atividade de B-galactosidase foi realizada apos 20h de cultivo em meio NFbHP-
malato com 5mmol/L de NH,CI, mais 5h de cultivo em atmosfera com 2% de
oxigénio em frascos tampados. A atividade da proteina NifA na estirpe EN2872
foi aproximadamente de 15% da atividade da estirpe selvagem SmR1 (figura
51). O resultado mostra que a auséncia do produto do gene Hsero_2872 afeta

negativamente a atividade da proteina NifA. Com base nos resultados obtidos
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com as fusdes contendo tanto o promotor do gene nifA como do nifB é possivel

sugerir que o efeito do produto do gene Hsero_ 2872 se faz sobre a atividade

da proteina NifA j& que a expressao desta proteina € ativada por ela mesma.
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FIGURA 51 - ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DAS ESTIRPES MUTANTE
EN2872 E SELVAGEM SmR1 CONTENDO PLASMIDEO pEMS140. Teste realizado

em meio liquido NFbHP-malato com 5,0mmol/L de NH4CI, como descrito no item 4.8.

A D.O.595nm inicial foi de 0,01. Apdés 20h de cultivo, os frascos foram tampados com

rolha de borracha e o ar foi trocado para uma atmosfera com 2% de oxigénio. As

amostras foram cultivadas a 30°C, agitacdo de 120 rpm por mais 5 horas, apds o que

foi determinada a atividade de B-galactosidase. A estirpe SmR1 contendo vetor

pPW452 (gene para [B-galactosidase sem promotor) foi utilizada como controle

negativo. Gréfico representativo de trés experimentos diferentes realizados em

triplicata.
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6. CONCLUSOES

1. O promotor do gene Hsero 2872 é funcional e sua expressdo €

aumentada quando os niveis de am6énio no meio diminuem;

2. As proteinas NifA, FNR e NtrC sdo importantes para a expressao do

gene Hsero_2872;

3. A atividade do promotor do gene Hsero_2872 em E. coli ET8000 s¢ foi
significativa quando houve expressdo de proteina  NifA

concomitantemente;

4. O gene Hsero 2872 tem, aparentemente, efeito no metabolismo do
nitrogénio uma vez que a atividade de nitrogenase do mutante foi

aproximadamente 50% da atividade da estirpe selvagem;

5. O mutante Hsero_2872 com fusdes pnifA/lacZ e pnifB/lacZ apresentou
menor atividade de pB-galactosidase que a estirpe selvagem SmR1,
sugerindo necessidade do gene Hsero_ 2872 para maior atividade da
proteina NifA,;

6. O produto do gene Hsero 2872 possui similaridade com as

hemoglobinas truncadas do grupo Ill, porém sua classificacdo mais

precisa necessita de maior caracterizacdo estrutural e funcional.
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ANEXO 1 - Globinas utilizadas para construcao da arvore filogenética

M. tuberculosis-N

trHbN de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

M. avium-N trHbN de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis K-10

Hsero_ 2698 Hsero_2698 de Herbaspirillum seropedicae

N. punctiforme2 -N trHbN de  Nostoc  punctiforme PCC73102
(Npum_R1005)

N. commune-N trHobN de Nostoc commune UTEX 584
(NOSCYGLOB)

N. punctiformel-N trHbN de  Nostoc punctiforme PCC73102

(Npum_R0416)

C. reinhardt-N

putative truncated hemoglobin de Chlamydomonas

reinhardtii

Synechocystis-N trHbN de  Synechocystis sp. PCC 6803
(NP_441311)

T. pyriformis-N trHbN de Tetrahymena pyriformis

(TRHBN_TETPY)

Burkholderiasp.383-O

trHbO de Burkholderia sp. 383 (Bcep18194 A5606)

R. eutropha-O

trHbO de Ralstonia eutropha H16 (H16_A1023)

Hsero_1880

Hsero_1880 trHbO de Herbaspirillum seropedicae

Hsero_2855

Hsero_2855 trHbO de Herbaspirillum seropedicae

B. viethamiensisG4 O

trHbO de Burkholderia  vietnamiensis G4

(Bcep1808_6013)

A. tumefaciens-O

trHbO de Agrobacterium tumefaciens (Atu2380)

M. tuberculosis-O

trHbO de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

T. fusca-O

trHbO de Thermobifida fusca

B. subtillis-O

trHbO de Bacillus subtilis subsp. Subtilis str. 168
(NP_389038)

G. stearothermophilus-O

trhbO de Geobacillus stearothermophilus (Q5L1S0)
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C. jejuni-P

trHbP de Campylobacter jejuni (Cj0465c)

M. avium-P

trHbP de Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis K-10

S. melilotil021-P

trHbP de Sinorhizobium meliloti 1021 (SMc02351)

B. vietaniensisG4-P

trHbP de Burkholderia viethamiensis G4
(Bcepl808_1776)

Burkholderiasp.383-P

trHbP de Burkholderia sp.383 (Bcep18194 A5150)

G. max

Leghemoglobina de Glycine max

P. nonsymbiotic

Hemoglobina de Parasponia nonsymbiotic

P. pacifica FAD-binding protein PPSIR1_ 31848 de
Plesiocystis pacifica SIR-1
Hsero_ 2872 Hsero_2872 de Herbaspirillum seropedicae

Bcep1808_6027

Burkholderia vietnamiensis (strain G4 / LMG 22486)

BCh1 08802 Burkholderia sp. Ch1-1

Bxe B1477 Burkholderia xenovorans LB400

B. subtillis Flavohemoglobina de Bacillus subtilis
subsp. subtilis str. 168

Vitreoscilla Hemoglobina de Vitreoscilla sp. C1

S. cerevisae

Flavohemoglobin de Saccharomyces cerevisiae
YIM789

A. eutrophus

Flavohemoglobina de Alcaligenes Eutrophus At 1.75

Beta-globin Beta —globina humana
Delta-globin Delta-globina humana
Alfa-globin Alfa-globina humana

Gama-globin

Gama-globina humana

Mioglobin

Mioglobina de Homo sapiens

Cytochrome

Citocromo ¢ de Homo sapiens
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C. elegans

Hemoglobina de Caenorhabditis elegans

Ascaris

Hemoglobina de Ascaris suum

P. decipiens

Hemoglobina de Pseudoterranova decipiens

113




