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RESUMO

Os organismos vivos alteram a expressdo de seus genes em resposta a
modificagcdes ambientais por meio de mecanismos que incluem sistemas de transducéao
de sinais. Um numero significativo de proteinas desses sistemas ndo estdo
caracterizadas, o que aumenta a lacuna da nossa compreensao sobre funcao e
mecanismos de sinalizagdo ainda n&o conhecidos em microrganismos néo modelo,
como Herbaspirillum seropedicae. H. seropedicae um microrganismo de relevancia a
agricultura, como promotora de crescimento vegetal de diversas culturas importantes do
ponto de vista econdbmico como, arroz, milho, cana de acucar e sorgo. Estudos
gendmicos revelaram um potencial sistema de dois componentes contendo a histidina
quinase Hsero_ 3508 e o regulador de resposta Hsero_3507. Analises do transcriptoma
de H. seropedicae relataram a co-expressao dos genes Hsero 3507 e Hsero 3508 em
variadas condi¢cdes de crescimento, inclusive durante a interacado planta-bactéria. Neste
contexto, este estudo teve o objetivo de caracterizar funcionalmente os produtos dos
genes Hsero 3507 e Hsero_3508 em H. seropedicae SmR1. Analises in silico revelaram
que Hsero 3507 possui um dominio REC solitario, enquanto Hsero 3508 apresenta
dominios sensoriais (BaeS e RbsRD) e cataliticos (HATPase_c). Ensaios de expressao
em E. coli BL21(DE3) confirmaram a producdo das proteinas, purificadas por
cromatografia de afinidade. A interacéo direta entre Hsero_3507 e Hsero_3508 n&o foi
detectada in vitro por ensaios pull down, sugerindo dependéncia de condigdes
especificas. Experimentos com extratos celulares de H. seropedicae identificaram
parceiros de interacdo para Hsero 3507, incluindo a fosfatase CheZ (quimiotaxia) e
proteinas de estresse geral e transporte de nitrato, indicando seu papel na regulagéo de
processos adaptativos. Ensaios de atividade nitrogenase demonstraram que as estirpes
mutantes Hsero 3507Tn e Hsero_3508Tn mantém capacidade de fixacdo de N, nao
sendo essenciais para a fixacdo biologica do nitrogénio nesse microrganismo, no
entanto, alteragdes fenotipicas sugerem envolvimento em motilidade e resposta ao
estresse. Resultados de ensaios de [3-galactosidase verificaram que a expressdo do
promotor do gene Hsero 3507 e Hsero_3508 em H. seropedicae SmR1 sao ativados em
condigao de limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo. Conclui-se que Hsero_ 3507
possa atuar como integrador de sinais ambientais, modulando respostas pos-
traducionais, enquanto Hsero 3508 possa funcionar como sensor de estresse ambiental.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae; sistemas de dois componentes; histidina
quinase; regulador de resposta; interagao proteina-proteina.



ABSTRACT

Living organisms alter their gene expression in response to environmental
changes through mechanisms that include signal transduction systems. A significant
number of proteins from these systems remain uncharacterized, widening our
understanding of the function and signaling mechanisms still unknown in non-model
microorganisms, such as Herbaspirillum seropedicae. H. seropedicae is a microorganism
of agricultural relevance, promoting plant growth in several economically important crops,
such as rice, corn, sugarcane, and sorghum. Genomic studies have revealed a potential
two-component system containing the histidine kinase Hsero 3508 and the response
regulator Hsero 3507. Transcriptome analyses of H. seropedicae reported the co-
expression of the Hsero_3507 and Hsero_3508 genes under various growth conditions,
including during plant-bacteria interactions. In this context, this study aimed to functionally
characterize the products of the Hsero_3507 and Hsero_3508 genes in H. seropedicae
SmRA1. In silico analyses revealed that Hsero 3507 possesses a solitary REC domain,
while Hsero_3508 presents sensory (BaeS and RbsRD) and catalytic (HATPase_c)
domains. Expression assays in E. coli BL21(DE3) confirmed the production of the
proteins, which were purified by affinity chromatography. Direct interaction between
Hsero_3507 and Hsero_ 3508 was not detected in vitro by pull-down assays, suggesting
dependence on specific conditions. Experiments with H. seropedicae cell extracts
identified interacting partners for Hsero 3507, including the phosphatase CheZ
(chemotaxis) and general stress and nitrate transport proteins, indicating its role in the
regulation of adaptive processes. Nitrogenase activity assays demonstrated that the
mutant strains Hsero_3507Tn and Hsero_3508Tn maintain N, fixation capacity, although
they are not essential for biological nitrogen fixation in this microorganism. However,
phenotypic alterations suggest involvement in motility and stress response. Results of 3-
galactosidase assays verified that the expression of the Hsero 3507 and Hsero 3508
gene promoters in H. seropedicae SmR1 are activated under nitrogen-limited conditions
in the culture medium. We conclude that Hsero 3507 may act as an integrator of
environmental signals, modulating post-translational responses, while Hsero_3508 may
function as an environmental stress sensor.

Keywords: Herbaspirillum,; seropedicae; two-component systems; histidine kinase;
response regulator; protein-protein interaction.
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1 INTRODUGCAO

Os sistemas de dois componentes (TCS, do inglés Two-component systems)
constituem um dos principais mecanismos de transdugdo de sinal em bactérias,
permitindo a percepgéo de estimulos ambientais e a regulagdo coordenada de respostas
fisiologicas adaptativas (STOCK et al, 2000). Esses sistemas sao tipicamente compostos
por uma histidina quinase sensorial (HK) e uma proteina reguladora de resposta (RR),
que atuam em conjunto através de um mecanismo de fosfotransferéncia para modular a
expressao génica (GAO; STOCK, 2009).

Estudos tém demonstrado que os TCS desempenham funcdes criticas em
processos bacterianos essenciais, incluindo metabolismo nutricional, viruléncia e
interagdo com hospedeiros (STOCK, ROBINSON, GOUDREAU, 2000; ZSCHIEDRICH
et al, 2016).

Apesar dos avancos significativos no entendimento desses sistemas em bactérias
modelo, ainda existe uma lacuna sobre as caracteristicas de varias proteinas que
participam de sistemas de dois componentes em procariotos, constituindo o que tem sido
denominado "matéria escura da transdugéo de sinais bacterianos" (BARRETTO et al,
2024). Esta lacuna no conhecimento representa tanto um desafio quanto uma
oportunidade para pesquisas futuras, particularmente no desenvolvimento de novas
estratégias de otimizacdo de bactérias benéficas para aplicagbes agricolas. A
caracterizagao desses sistemas promete n&o apenas avangar nossa compreensao
fundamental da sinalizagdo microbiana, mas também abrir novas fronteiras no controle
de patégenos e no aproveitamento de microrganismos para fins biotecnolégicos.

O género Herbaspirillum compreende bactérias diazotréficas endofiticas de
relevancia agricola, destacando-se pela capacidade de promover o crescimento vegetal
em culturas economicamente importantes, como milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa)
e cana-de-agucar (Saccharum officinarum). Entre as bactérias do género Herbaspirillum,

a bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe SmR1 (H. seropedicae SmR1) emerge
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como um modelo particularmente relevante, cujo genoma completamente sequenciado,

revelou a presenca de diversas proteinas participantes de TCS com fun¢gdes ainda nao
elucidadas (PEDROSA et al, 2011).

Analises transcriptdmicas indicam que os genes Hsero_3507 (codifica um RR) e
Hsero 3508 (codifica uma HK) podem estar envolvidos na resposta a condicbes de
estresse nutricional, particularmente a limitagao de fosfato e amonio (BALSANELLI et al,
2016; BONATO et al, 2024). Esses nutrientes sao frequentemente limitantes em solos
agricolas, sugerindo um potencial papel desses genes nos mecanismos de adaptacao
bacteriana durante a colonizagao de plantas.

Considerando a importancia dos TCS na regulacdo de processos bacterianos
fundamentais e o potencial biotecnologico de H. seropedicae SmR1 como promotor de
crescimento vegetal, este trabalho tem como objetivo caracterizar os produtos dos genes
Hsero 3507 e Hsero_3508 buscando obter informagdes sobre sua fun¢ao na fisiologia
bacteriana e na interagédo planta-microrganismo, empregando abordagens gendmicas,

bioguimicas e fisioldgicas integradas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizagdo dos produtos dos genes Hsero 3507 e Hsero 3508

pertencentes a sistemas de dois componentes em H. seropedicae SmR1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressar e purificar as proteinas Hsero 3507 e Hsero 3508 em E. coli BL21
(DE3).

e \Verificar a interagcdo entre as proteinas Hsero 3507 e Hsero 3508 por meio de
ensaios de co-precipitagao in vitro.

e |dentificar proteinas alvo das proteinas Hsero 3507 e Hsero 3508 em H.
seropedicae SmR1.

e Determinar a atividade nitrogenase das estirpes Hsero_3507Tn e Hsero_3508Tn

em condi¢des de limitagao da fonte de nitrogénio.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SISTEMAS DE TRANSDUGAO DE SINAL DE DOIS COMPONENTES EM
BACTERIAS

A capacidade de perceber e responder a variagdes ambientais € fundamental
para a sobrevivéncia bacteriana. Em um contexto de constantes mudangas nas
condi¢cbes externas, as células desenvolveram sofisticados mecanismos de sinalizagcao
que lhes permitem adaptar rapidamente seu metabolismo e fisiologia. Entre esses
mecanismos, os sistemas de dois componentes (TCS) destacam-se como um dos
principais modulos de transducgao de sinal em bactérias (STOCK et al, 2000).

Os TCS foram inicialmente caracterizados em Escherichia coli (E. coli) na
década de 1980 (NIXON et al, 1986), revelando uma arquitetura molecular eficiente.
Esses sistemas sdo compostos por dois elementos principais: uma histidina quinase
(HK), que atua como sensor ambiental e uma proteina reguladora de resposta (RR),
responsavel por gerar a resposta celular apropriada. Em conjunto, essas proteinas
desempenham trés fungdes essenciais: (1) deteccdo de estimulos especificos, (2)
transdugao do sinal intracelular e (3) regulagdo da expressao génica (GAO; STOCK,
2009).

A nomenclatura "Sistemas de dois componentes" origina-se da observacéo de
dominios conservados em diversas proteinas regulatérias bacterianas. Esses
componentes comunicam-se através de um mecanismo preciso de fosfotransferéncia,
envolvendo dois residuos de aminoacidos-chave: uma histidina na HK e um aspartato
na RR. Os sistemas de fosfotransferéncia His-Asp representam o principal mecanismo
de sinalizacdo em bactérias, enquanto em eucariotos predominam cascatas de
fosforilacdo em serina, treonina e tirosina. Ambos os esquemas podem ocorrer tanto em
procariotos quanto em eucariotos, embora com frequéncias distintas (STOCK et al,
2000). O mecanismo molecular dos sistemas de dois componentes envolve uma cascata
de sinalizagdo altamente conservada. O processo inicia-se com a percepcao de
estimulos ambientais pela histidina quinase, que sofre autofosforilagdo em um residuo
especifico de histidina. Subsequentemente, o grupo fosfato é transferido para um residuo
de aspartato na proteina reguladora de resposta, ativando sua fungao regulatéria. Por

seguinte, a RR fosforilada atua modulando a expressdo de genes essenciais para a
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adaptacado bacteriana, por meio de diferentes mecanismos de comunicagao celular.

Alguns mecanismos ocorrem por meio de interagdes fisicas diretas, como no caso de
RRs com dominios REC solitarios (sem dominio efetor), que interagem com outras
proteinas pela ligacdo do dominio efetor ao DNA para ativar a transcricdo de genes, ou
ainda pela participacdo em sistemas mais complexos de fosforelay, nos quais multiplas
proteinas intermediarias se comunicam para amplificar e diversificar a resposta celular.
Esta versatilidade permite a regulagéo precisa de diversos processos fisioldgicos, desde
a adaptacao a variagdes ambientais (luz, temperatura, oxigénio) até comportamentos
complexos como quimiotaxia, formacdo de biofilmes e esporulacdao (STOCK,
ROBINSON, GOUDREAU; GAO; STOCK, 2009).

Um exemplo da importancia dos TCS na interagcao bactéria-planta é o sistema
GacS-GacA, amplamente conservado em proteobactérias. Em Pseudomonas
fluorescens estirpe CHAOQO, este sistema regula a produgcéo de metabdlitos secundarios
antifungicos e enzimas extracelulares essenciais para sua atividade de biocontrole na
rizosfera (BULL et al, 2001). Em contrapartida, em um outro exemplo de sistemas de
dois componentes observado agora na bactéria Dickeya oryzae EC1, observa-se um
papel oposto, onde a variante TzpS-TzpR regula a producdo de zeaminas, toxinas
cruciais para a viruléncia deste patégeno (CHEN et al, 2022). Esta variabilidade funcional
ilustra a plasticidade evolutiva dos TCS.

A importéncia fisiologica dos sistemas de dois componentes (TCS) inclui a
percepcao de ions metalicos essenciais. Muitos microrganismos utilizam esses sistemas
para monitorar a disponibilidade de metais de transi¢gdo, como ferro (Fe**, Fe3*), zinco
(Zn**), manganés (Mn?*) e cobre (Cu*, Cu**), que além de atuarem como cofatores
enzimaticos, frequentemente regulam a expressao de fatores de viruléncia (PAREDES
et al, 2023). Esta capacidade de integrar multiplos sinais ambientais torna os TCS alvos
promissores para intervengdes biotecnolégicas.

Diferentes técnicas estdo tém sido usadas para investigar a via regulatoria ligada
aum TCS. Uma abordagem é modular um sinal ambiental ja conhecido por desencadear
o TCS de interesse, seja suplementando ou esgotando o meio de cultura com esse sinal
especifico (nutrientes ou compostos quimicos), como temos realizado no presente
trabalho. No entanto, os TCSs funcionam levando a resultados variaveis dependendo da
amplitude da variacado do sinal ambiental, como é o caso do regulon do fosfato

(LAMARCHE et al, 2008). Assim, silenciar ou desativar a expressé&o do gene TCS tem
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sido uma estratégia experimental relevante para identificar o papel de um TCS

(CONNAN et al, 2012; DAHLSTEN et al, 2013).

3.2 HISTIDINAS QUINASES

As histidinas quinases representam uma classe enzimatica que esta presente em
todo dominio procariético, atuando como elementos centrais nos sistemas de dois
componentes. Estas enzimas exercem dupla fungdo molecular, servindo
simultaneamente como sensores ambientais e reguladores da atividade dos
componentes efetores através de mecanismos de fosforilagdo (STOCK et al, 1990).

Embora apresentem similaridades cataliticas com as proteinas quinases de
Serina, Treonina e Tirosina (STY), as HKs distinguem-se fundamentalmente em sua
quimica de fosforilagdo. Enquanto as quinases STY formam fosfoésteres, as HKs
catalisam a formacéao de fosforamidatos, diferenca estrutural com profundas implicagdes
termodinamicas e funcionais (WARD; ZUSMAN, 1997).

A natureza quimica distinta dos intermediarios fosforilados influencia
significativamente a estabilidade das proteinas em sistemas de transdugéo de sinais em
sistemas biolégicos. Apenas uma pequena fragdo da populagdo de HKs se mantém no
estado fosforilado em condigdes fisioldgicas. Essa diferenga fundamental na estabilidade
dos intermediarios tem importantes consequéncias funcionais. Nas vias de sinalizacao
mediadas por HKs, o fluxo dinamico de grupos fosforila assume maior relevancia do que
a fosforilagdo estequiométrica, contrastando com os sistemas baseados em quinases
STY (WARD; ZUSMAN, 1997). Neste contexto, a arquitetura modular dos dominios
cataliticos das HKs evoluiu para otimizar o fluxo fosforilativo, permitindo respostas
rapidas e reguladas as variagdes ambientais. A eficiéncia catalitica posiciona as HKs
como elementos importantes para sistemas de sinalizagdo que demandam rapida

ativagao e desativacdo em resposta a estimulos ambientais transitérios.

3.2.1 Estrutura e funcao das proteinas histidinas quinases

As histidinas quinases sao enzimas sensoras cruciais em sistemas de transdugao

de sinais bacterianos, especialmente em sistemas de dois componentes. Sua arquitetura

molecular € composta por dominios distintos, cada um com caracteristicas funcionais
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especificas que determinam sua capacidade de detectar estimulos e iniciar a cascata de

fosforilagdo. De modo geral, as HKs apresentam um dominio sensor N-terminal nao
conservado, frequentemente transmembranar, responsavel pela detec¢cao de estimulos
extracelulares. Esse dominio € altamente variavel, refletindo a diversidade de sinais que
podem ser percebidos, como mudangas quimicas, osmolaridade ou luz. Quando um
estimulo é detectado, inicia-se a fosforilagdo de um residuo de histidina conservado,
processo que depende da hidrélise de Adenosina Trifosfato (ATP) no sitio catalitico
(MASCHER et al, 2006).

O dominio CA (HATPase_c), localizado na regiao C-terminal, € altamente
conservado entre as HKs e contém o sitio de ligagdo para ATP. Embora as HKs
apresentem diferengas estruturais em relagao as proteinas quinases de eucariotos, seu
dominio CA assemelha-se ao de outras proteinas que interagem com ATP. Esse
dominio conecta-se ao dominio DHp (HisKA), que contém o residuo de histidina
fosforilavel e € essencial para a dimerizacdo da HK. A dimerizacdo permite a
autofosforilagdo intramolecular, na qual o grupamento fosfato do ATP é transferido para
a histidina do dominio DHp no mondémero adjacente (GAO et al, 2009).

Apos a fosforilagao da histidina, o grupo fosfato € transferido para uma proteina
reguladora de resposta, especificamente para um residuo de aspartato conservado em
seu dominio RD (receiver domain) (FIGURA 1). Essa transferéncia desencadeia uma
mudanga conformacional na RR, ativando-a e permitindo que ela regule a expressao
génica ou outras respostas celulares adaptativas. Para que a fosfotransferéncia ocorra,
os dominios CA e DHp devem interagir de forma transitoria, garantindo a transferéncia
do fosfato do ATP para a histidina e, posteriormente, para a RR. Essa comunicagao entre
dominios é essencial para a sinalizacao eficiente e para a geragdo de uma resposta
celular coordenada ao estimulo ambiental. A interagao entre os dominios CA e DHp é
fundamental para a autofosforilacdo e subsequente ativacdo da RR, culminando em

ajustes metabdlicos ou transcricionais (GAO et al, 2009).
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FIGURA 1 - REPRESENTACAO DE UMA VIA DE FOSFORILAGAO EM UM SISTEMA DE DOIS
COMPONENTES
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A histidina quinase (HK) liga-se ao ATP e autofosforila um residuo de histidina conservada no dominio
DHp do seu homodimero. O grupo fosforil € entdo transferido para um aspartato na proteina reguladora
de resposta (RR). A fosforilagdo do regulador de resposta ativa seu dominio de saida para efetuar
alteragcdes em diferentes processos bioldgicos. Fonte: Elaboragéo do autor.

A caracterizagao estrutural das histidinas quinases revela padrées conservados
essenciais para sua classificagao e compreenséo funcional. Essas enzimas apresentam
cinco regides caracteristicas de similaridade de aminoacidos: a regidao H no dominio DHp
(responsavel pela dimerizagao e aceitacdo do grupo fosfato), as regides N, G1, G2 e F
no dominio CA (envolvido na ligacdo do ATP) (FIGURA 2). Esses motivos estruturais
sédo particularmente relevantes para distinguir entre histidinas quinases candnicas e
formas ndo convencionais com organizagao estrutural mais complexa (ADEBALI et al,
2017).

Um exemplo notavel de histidina quinase n&o convencional € a CheA,
amplamente estudada por seu papel central na quimiotaxia de procariotos. Como
destacado por Adebali et al. (2017), a CheA apresenta caracteristicas estruturais
distintas: € uma proteina citoplasmatica que carece de dominio sensorial

transmembrana, e seu residuo de histidina fosforilavel esta localizado em um dominio
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HPt especializado, diferindo da localizacdo usual no dominio DHp observada na maioria

das histidinas quinases.

Essas diferengas estruturais fundamentaram a classificagdo das histidinas
quinases em trés categorias principais. As de Classe | representam as formas classicas,
enquanto as de Classe Il (FIGURA 2) incluem enzimas especializadas em quimiotaxia
como a CheA. Mais recentemente, foi descrita uma Classe Ill que exibe caracteristicas
hibridas, combinando elementos estruturais tanto da Classe | (como o0 médulo sensor N-
terminal e dominio DHp) quanto da Classe Il (dominio HPt). Como demonstrado por
Adebali et al. (2017), essas enzimas hibridas estdo envolvidas na modulagdo da
motilidade mediada por pili tipo IV, expandindo nossa compreensao sobre a diversidade
funcional deste importante grupo de proteinas sinalizadoras.

Uma variagao dos sistemas de dois componentes sao os sistemas fosforelay.
Embora o TCS classico envolva apenas uma histidina quinase sensora (HK) e uma
proteina reguladora de resposta (RR) (FIGURA 1), o fosforelay introduz etapas
intermediarias de transferéncia de fosfato, permitindo uma modulagido mais complexa e
fina da resposta celular (FIGURA 2). Em sistemas de fosforelay, o fosfato é
sucessivamente transferido para um residuo de aspartato em um dominio receptor
(REC), depois para um residuo de histidina em uma proteina intermediaria do tipo HPt
(Histidine Phosphotransfer), e finalmente, para um segundo residuo de aspartato na
proteina reguladora de resposta (RR).

A RR fosforilada sofre alteragdes conformacionais que promovem a interagéo do
RR com outros fatores de transcri¢gao para regular a expresséo génica, adicionando uma
camada extra de complexidade regulatoria ao modelo tradicional de TCS. A principal
vantagem do sistema fosforelay séo as multiplas etapas de fosforilagdo ocorrendo dentro
de um mesmo complexo proteico ou em proteinas intimamente associadas (fisica e
funcionalmente), sem necessidade de grandes deslocamentos espaciais no citoplasma
(TERAN-MELO et al, 2019; FOULKES et al, 2025). O sistema RcsC/RcsD/RcsB de
bactérias entéricas € um exemplo de sistema fosforelay que controla diversas
propriedades, incluindo a motilidade e as propriedades da superficie celular bacteriana.
(MAJDALANI et al, 2005).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA E MECANISMO DE SINALIZAGAO DAS HISTIDINAS QUINASES DE
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A figura ilustra a arquitetura modular das HKs de Classe | (modelo classico) e Classe Il (HK especializadas
em quimiotaxia), destacando as diferengas na localizagdo da histidina fosforilavel e nos dominios de
interacdo com o regulador de resposta. A Classe | apresenta dominios sensor transmembrana, DHp com
a caixa H e CA com os motivos cataliticos N, G1 e G2. Ja a Classe Il possui os dominios P1 (com a
histidina fosforilavel) e P2 (para reconhecimento do RR), conectados por regides flexiveis ao dominio de
dimerizagdo. O esquema também mostra o fluxo fosforilativo em cascatas fosforelay, que incorporam
dominios intermediarios HPt e REC. As setas mostram o fluxo de fosfotransferéncia (Fonte: Jung et al.,
2012) (Fonte: Jung et al, 2012).

A compreensao dos sistemas de dois componentes bacterianos avanca
significativamente quando analisamos a diversidade estrutural das histidinas quinases
(HKs) e sua relagao com os mecanismos de transducao de sinais. Estudos estruturais
revelam que as HKs podem ser categorizadas em trés grupos principais com base na
localizacdo e natureza de seus dominios sensores, uma classificacdo que reflete
diretamente sua funcgao bioldgica na percepgao ambiental (MASCHER et al, 2006).

As HKs com sensores periplasmaticos representam o0 grupo mais numeroso e
bem caracterizado. Nestas proteinas, um dominio sensor extracelular é flanqueado por
duas regides transmembranares, frequentemente associado a dominios regulatérios
como HAMP ou PAS (MASCHER et al, 2006). O sistema EnvZ/OmpR de E. coli serve
como modelo exemplar desta classe, onde estudos estruturais demonstraram que o
subdominio HisKA (DHp) de EnvZ forma um dimero estavel através de um feixe de

quatro hélices a, sendo o residuo de histidina fosforilavel acessivel ao dominio catalitico
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CA (HWANG et al, 2017). Esta organizacao estrutural permite que EnvZ atue como um

dimero funcional, integrando sinais do periplasma com a atividade catalitica
citoplasmatica.

Um segundo grupo distinto compreende as HKs ancoradas na membrana,
particularmente prevalentes em sistemas de quorum sensing de bactérias gram-
positivas. Estas enzimas apresentam uma arquitetura marcante com multiplas regides
transmembranares (2 a 20) conectadas por loops curtos, refletindo sua especializagéo
na deteccao de alteragcdes na membrana celular, como estresse mecanico ou gradientes
ibnicos (MASCHER, 2006; BELLIENY-RABELO et al, 2021). Exemplos notaveis incluem
PInB de Lactobacillus plantarum, envolvida na regulagdo da biossintese de
bacteriocinas, e as proteinas LuxN e CqgsS de bactérias gram-negativas, que
desempenham papéis centrais em sistemas de quorum sensing (FUQUA et al, 2001;
DIEP et al, 2009).

O terceiro grupo principal € formado por HKs com sensores citoplasmaticos,
especializadas na detecgcdo de solutos intracelulares ou indicadores do estado
metabdlico. Estas proteinas tipicamente possuem 2 a 4 regides transmembranares e
dominios sensores intracelulares. Sistemas como RsbT/RsbR em Bacillus subtilis e
BaeS/BaeR em E. coli ilustram a importancia deste grupo na resposta a estresses
ambientais, regulando desde a expressao de bombas de efluxo até mecanismos de
protegdo contra estresse salino e térmico (PANE-FARRE et al, 2005; AKBAR et al, 1997;
BURY-MONE et al, 2009).

Uma caracteristica notavel que transcende estes grupos é a ocorréncia frequente
de multiplos dominios sensores em uma unica HK. Esta modularidade permite tanto a
integracdo de multiplos sinais ambientais quanto a regulagao fina da atividade quinase
através de mecanismos mutuamente exclusivos (STEPHENSON; HOCH, 2001; BRAY,
2002; BELLIENY-RABELO, 2021; WINSKI et al, 2023). A presenga de dominios
adicionais como PAS, GAF ou HAMP frequentemente confere maior sensibilidade e
especificidade na detecgao de sinais, permitindo que as células bacterianas respondam
de maneira precisa a flutuagées ambientais.

A classificagado baseada na arquitetura de dominios vai além da mera descri¢cao
estrutural, ela reflete fundamentalmente o papel biolégico destas proteinas na interface
entre a célula e seu ambiente. Como demonstrado pelos diversos exemplos, a

organizacgdo estrutural das HKs esta intrinsecamente ligada a natureza dos estimulos
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que detectam e aos mecanismos de resposta que desencadeiam, tornando esta

abordagem essencial para compreender a sinalizagdo bacteriana em toda sua

complexidade.

3.3 REGULADORES DE RESPOSTA

As proteinas reguladoras de resposta representam o componente efetor terminal
dos sistemas procaridticos de dois componentes, atuando como interruptores
moleculares ativados por fosforilagdo para implementar respostas adaptativas. Embora
tradicionalmente consideradas dependentes da fosfotransferéncia das histidinas
quinases associadas, a literatura revela uma notavel autonomia funcional dessas
proteinas. Evidéncias demonstram que pequenas moléculas como fosfato de acetila,
fosfato de carbamoila e fosfato de imidazol podem servir como doadores de fosfato
alternativos, permitindo que as RRs catalisem tanto a fosfotransferéncia quanto a
desfosforilagdo independentemente das HKs (STOCK et al, 2000). Esta plasticidade
funcional sugere mecanismos regulatorios mais complexos do que inicialmente previsto
nos sistemas de sinalizagcao bacteriana.

A organizagdo gendmica dos sistemas de dois componentes apresenta padroes
distintos entre sistemas classicos e nao classicos. Nos sistemas convencionais, as HKs
e suas RRs cognatas sao tipicamente co-transcritas em um operon (MITROPHANOQOV et
al, 2010). Ademais, para certos operons do sistema de dois componentes, um unico
promotor é usado para fornecer expressao basal e autorregulada, como nos genes que
especificam o sistema de dois componentes ComD/ComE na bactéria gram-positiva
Streptococcus pneumoniae (MARTIN et al, 2010). A transcricdo dos genes comD e comE
em condi¢des nao indutoras requer tanto o sensor ComD quanto a capacidade de ComE
se tornar fosforilada.

Um aspecto da regulagado transcricional destes sistemas reside na capacidade
das RRs de autorregular sua propria expressao, enquanto as HKs s&o co-reguladas por
seus parceiros. Os promotores constitutivos que controlam esses genes apresentam
atividade basal fraca, um mecanismo importante para prevenir ativacao espontanea na
auséncia de estimulos especificos. Essa regulacao fina é particularmente importante
considerando que as RRs frequentemente funcionam como homodimeros, cuja

fosforilagdo e consequente ativagdo podem ocorrer mesmo na auséncia da HK, desde
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que condigdes favorecem a dimerizacdo (MITROPHANOV et al, 2010; GROISMAN,

2021).

3.3.1 Arquitetura estrutural e mecanismos de ativagao

A superfamilia de RRs compartilha uma arquitetura conservada centrada no
dominio regulador/receptor (REC), caracterizado por uma estrutura a/f que abriga
residuos acidos criticos em seu sitio ativo. O acido aspartico na extremidade C-terminal
da folha B3 serve como sitio primario de fosforilagdo, enquanto outros residuos acidos
na alga B1-a1 coordenam um ion Mg?* essencial para as reagées de fosfotransferéncia
e hidrélise (SAITO, 2001).

A diversidade funcional das RRs deriva principalmente de seus dominios efetores
variaveis determinam a natureza da resposta celular. Proteinas, como a CheY envolvida
na regulagao flagelar, frequentemente atuam como intermediarios em vias de sinalizagéo
ou reguladores alostéricos. Em Bacillus subtilis, por exemplo, o dominio REC unico sem
dominio efetor, spoOF funciona como intermediario fosforilado sem regular diretamente
as respostas de saida (GAO; STOCK, 2009; VARUGHESE, 2005; HOCH, 2017). A
estrutura canénica do dominio REC compreende cinco folhas B circundadas por cinco
hélices a anfipaticas, organizagdo que permite transigcdes conformacionais sutis mas
criticas para a regulagao da atividade.

As proteinas reguladoras de resposta em sistemas de dois componentes regulam
sua propria expressdo no qual o dominio REC tém atividade enzimatica, catalisando
tanto a transferéncia de fosforila quanto a auto desfosforilacdo, enquanto a expressao
da HK é tipicamente co-regulada pelo RR (GROISMAN, 2010). A maioria destes
corresponde a proteinas CheY codificadas em operons de quimiotaxia, muitos dos quais
regulam a motilidade por meio de interagdes intermoleculares com proteinas motoras.
Outros dominios REC independentes, como o spoOF de Bacillus subtilis funcionam como
intermediarios fosforilados em vias de fosforelay. Esses dominios REC n&o regulam
diretamente as respostas de saida (GAO; STOCK, 2009).

3.3.2 Mecanismos n&o candénicos de regulagao
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A regulagéo alostérica emerge como um mecanismo importante na sinalizagao
por dois componentes. RRs sem dominios efetores, como DivK de Caulobacter
crescentus, podem modular alostericamente a atividade de suas HKs cognatas (Paul et
al, 2008). O sistema DesK/DesR de Bacillus subtilis ilustra outro mecanismo n&o
convencional, onde a ativagdo ocorre através de interagdes proteina-proteina sem
fosfotransferéncia direta (TRAJTENBERG et al, 2014).

Esses exemplos destacam a complexidade dos mecanismos regulatoérios que
transcendem o paradigma linear de fosfotransferéncia. As alteragbes conformacionais
induzidas por fosforilagdo sao sutis, envolvendo deslocamentos estruturais de
aproximadamente 1 Angstrom. Residuos altamente conservados, incluindo serina e
treonina na regidao C-terminal da folha B4 e fenilalanina/tirosina na folha 5, medeiam
essas transi¢des, propagando as mudangas desde o sitio ativo até a superficie a4-B5-
a5 (STOCK et al, 2000; ROBINSON et al, 2000). A fosforilagao reorienta esses residuos,
estabilizando a conformacéo ativa da proteina, embora a magnitude desses efeitos varie
entre diferentes RRs (GAO; STOCK, 2009).

Condicbes experimentais revelam que concentragdes elevadas de RRs podem
inibir sua prépria ativacdo, exigindo sinais indutores para superar este bloqueio
(GROISMAN, 1995). Na maioria dos sistemas, as RRs sdo expressas em niveis mais
altos que suas HKs parceiras, um desequilibrio que pode suprimir a transcricdo génica
quando invertido (SONCINI et al, 1995; YEO et al, 2012). Esta plasticidade regulatoria
permite ajustes finos na expressao génica, adaptando as respostas celulares as

demandas ambientais.

3.4 SISTEMAS DE DOIS COMPONENTES EM Herbaspirillum seropedicae SmR1

O género Herbaspirillum tem despertado crescente interesse cientifico desde o
isolamento pioneiro de H. seropedicae, uma bactéria ndo patogénica, aerdbica,
endofitica e fixadora de nitrogénio, pertencente a classe Betaproteobacteria e a familia
Oxalobacteraceae (OLIVARES et al., 1996). Além dessas caracteristicas, também
destaca-se sua capacidade de produzir fitormbnios, como o &acido indol-3-acético,
(BASTIAN et al, 1998). Esses fatores, contribuem para o potencial de H. seropedicae
como biofertilizante, reduzindo assim, a necessidade de fertilizantes nitrogenados

sintéticos em culturas importantes do ponto de vista econémico, como por exemplo, arroz
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(Oryza sativa) e o milho (Zea mays) (GYANESHWAR et al., 2002; BRUSAMARELLO-

SANTOS et al., 2017; CUNHA et al., 2022).

Entre as diversas linhagens de H. seropedicae, a estirpe SmR1 um mutante
espontaneo da estirpe Z78, destaca-se pelo seu potencial biotecnolégico. O genoma da
estirpe SmR1, possui um genoma circular contendo 5.513.887 pares de bases e 4.804
genes, seu genoma foi completamente sequenciado por Pedrosa e seus colaboradores
em 2011, o tornando acessivel para estudos (PEDROSA et al, 2011),

Estudos transcriptémicos tém revelado diferentes padrées de expressao génica em
H. seropedicae SmR1 sob diferentes condigbes ambientais, com destaque para a
expressao de numerosos genes codificantes de componentes de sistemas de dois
componentes (TCS) (BONATO et al, 2024). A caracterizacao funcional dos sistemas de
sinalizacao representa uma fronteira importante para a compreensao dos mecanismos
moleculares que governam o reconhecimento e colonizagdo de plantas por bactérias
diazotroficas, podendo fornecer subsidios para o desenvolvimento de aplicagcdes
biotecnologicas na agricultura.

Entre os TCS melhor caracterizados em H. seropedicae encontra-se o sistema
NtrB/NtrC, componente central da regulacdo do metabolismo nitrogenado em -
proteobactérias. Este sistema responde a condi¢cdes de limitagdo de nitrogénio através
de um mecanismo bem conservado: a histidina quinase NtrB autofosforila-se e transfere
o grupo fosforil para o regulador de resposta NtrC, que entdo modula a expresséo de
genes relacionados a assimilagcao de nitrogénio (DIXON et al, 2004; SOUZA et al, 1991;
PERSUHN et al, 2000). Apesar do conhecimento sobre este sistema especifico, a
analise gendmica de H. seropedicae SmR1 revela que aproximadamente 24% de seus
4.735 ORFs codificam proteinas com fungdes desconhecidas ou apenas previstas
(PEDROSA et al, 2011), incluindo diversas proteinas ainda nao caracterizadas.

Neste contexto, os genes Hsero 3507 e Hsero 3508 se mostram como alvos
promissores para a investigagao, codificando um regulador de resposta (Hsero_3507) e
uma histidina quinase sensora (Hsero_3508). Estes genes foram alvo de um estudo
realizado por Cassilla (2018), que construiu estirpes mutagenizadas através de
recombinagdo homologa utilizando um plasmideo contendo um fragmento do gene
interrompido pela insercdo de transposon. Os fendtipos observados nos mutantes
obtidos, revelaram que enquanto o mutante Hsero 3508Tn apresentou crescimento

reduzido e motilidade aumentada mesmo na presenca de altas concentracbes de
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nitrogénio, o mutante Hsero_3507Tn exibiu comprometimento de motilidade, com
auséncia de halo de crescimento e formacao de pelicula em meio semissélido. Esses
resultados indicam que o produto do gene Hsero 3507 possa estar envolvido na
regulacdo da motilidade flagelar, enquanto Hsero 3508 parece desempenhar papel no
controle do crescimento bacteriano.

Analises de predicao de interacbes proteicas utilizando a plataforma STRING
(SZKARCZYK et al, 2023) revelaram que a proteina Hsero 3507 potencialmente
interage com oito parceiros moleculares, incluindo a proteina de quimiotaxia CheY e um
regulador transcricional da familia MarR (CASSILHA, 2018). Estas predicbes foram
parcialmente validadas por estudos complementares (LIBL, 2019, dados nao
publicados), que confirmaram a manutencao da capacidade de quimiotaxia nas estirpes
mutagenizadas, embora com alteragdes significativas nos padrées de motilidade e
crescimento, corroborando os achados de Cassilha (2018).

Evidéncias adicionais sobre a importancia fisiolégica destes genes vieram de
estudos de transcriptémica realizados por Balsaneli et al. (2016), entre os resultados, foi
observada a regulagao positiva de ambos os genes durante a colonizagao de raizes de
milho por H. seropedicae SmR1. Estes dados sugerem um papel para estes
componentes de sinalizacdo nos processos adaptativos durante a interagcdo planta-
bactéria. Mais recentemente, Bonato e seus colaboradores (2024) revelaram também
entre seus resultados, que a expresséo dos genes Hsero_ 3507 e Hsero_3508 em altas
concentragbes de aménio e em condigdes de microaerobiose, indicando que suas
fungcdes podem se estender além da regulacdo do metabolismo do nitrogénio,
possivelmente envolvendo respostas a outros estresses ambientais.

O possivel sistema de dois componentes formado por Hsero 3507 e Hsero 3508,
pode nao ser constituido apenas pela histidina quinase e a proteina reguladora de
resposta. Ha também a possibilidade das proteinas Hsero 3507 e Hsero 3508 estarem
envolvidas com proteinas auxiliares, que regulam a atividade da HK ou influenciam a
estabilidade da fosforilagdo da RR. Por fim, a proteina Hsero_3507 é uma proteina de
dominio REC solitario, o qual pode ser possuidora de diversas fungdes, seja para se ligar
a outras proteinas, podendo por exemplo estar envolvida na regulagdo de proteinas
motoras do flagelo celular como acontece com proteinas estruturalmente similares como
a proteina CheY, ou funcionando como intermediarios fosforilados em vias de transducao

de sinal.
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Assim, o conhecimento detalhado de participantes de sistema de dois

componentes, pode fundamentar o desenvolvimento de inoculantes bacterianos mais
eficientes, estratégias inovadoras de biofertilizagdo nitrogenada e até aplicagdes em
biorremediagdo ambiental, haja vista a participagdo desses sistemas na adaptacéo
bacteriana e sensoriamento ambiental, assim, informagdes sobre esses sistemas sao
relevantes para otimizar a interagcao benéfica entre bactérias diazotréficas e plantas

cultivadas, contribuindo para uma agricultura mais sustentavel.

4 METODOLOGIA
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As estirpes dos microrganismos utilizados estao listados na TABELA 1 e os

plasmideos utilizados estao listados na TABELA 2.

TABELA 1 - ESTIRPES BACTERIANAS

Estirpes Caracteristicas Referéncia
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
E. coli TOP10 ©80lacZAM15AlacX74 recA1 araD139 A (araleu) :\'I\'V'TROGE
7697 galU galKrpsL (SmR) endA1 nupG
. SIMON et al
+ R ’
E.coli S17 1 Tra*, Sm 1983
E.coli BL21 (DE3) hsdSB, gal(Aclts 857 ind 1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 SAMBROOK
genel) et al, 1989
H. seropedicae SmR1 Nif*, SmR, Estirpe selvagem g&%ZA etal,
SmR, KmR, TcR, SmR1 contendo plasmideo CASSILHA
H.seropedicae 3508Tn pSUP3508Tn inteiro na regido do genoma ligado ’
2018
ao Hsero_3508
SmR, KmR, TcR, Smr1 contendo a inser¢éo do CASSILHA
H.seropedicae 3507Tn plasmideo pSUP3507Tn inteiro na regido do ’
. 2018
genoma ligado ao Hsero 3507
_ SmR KmR | Nif*, SmR1 contendo uma fus&o AQUINO et
SmR1:LacZ cromossomal nifH:lacZ al, 2015
TABELA 2 - PLASMIDEOS
Plasmideo Caracteristica Referéncia
pSUP202 ApR, TcR, CmR, mob site SN
pET28a KmR, vetor de expressao (promotor T7) NOVAGEN
AmpR, KmR, TcR, contém o gene Hsero_3508 de
H.  seropedicae = SMR1 interrompido CASSILHA et al,
pSUP3508Tn pelo transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em 2018
pSUP202
AmpR, KmR, TcR, contém o gene Hsero_3507 de
H.  seropedicae = SMR1 interrompido CASSILHA et al,
pSUP3507Th pelo transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> em 2018
pSUP202
KmR, contém a sequéncia codificadora da proteina
ET3508P Hsero 3508 de H. seropedicae clonada em CASSILHA et al,
P pET28a, que expressa a proteina com cauda 2018
histidina
KmR, contém a sequéncia codificadora da proteina
PET3507P Hsero_3507 de H. seropedicae clonada em CASSILHA et al,
pET28a, que expressa a proteina com cauda de 2018
histidina
TABOR;
pT7-7 ApR, vetor para expressao a partir do promotor T7 RICHARDSON,
1985
T7-7 3507 ApR, vetor para expresséo a partir do promotor T7 LIBL, 2019 (nao
P - contém a sequéncia codificadora da proteina publicado)
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Hsero 3507 de H. seropedicae clonada em pT7-7

ApR, vetor para expresséo a partir do promotor T7,

pT7-7_3508 contém a sequéncia codificadora da proteina LIBL, 2019 (nao

Hsero 3508 de H. seropedicae clonada em pT7-7 publicado)
TcR, vetor com o gene lacZ sem
pMP220 promotor.(apresenta sitio de policlonagem em 1S§$INK etal,
orientacdo inversa ao pPW452)
pPW452 TcR, vetor com o gene lacZ sem promotor XY?S%%LEY et
TcR, vetor com o gene lacZ sem promotor LIBL, 2019 (ndo
pPPW_Hsero_3507  ciniendo a regido promotora do gene Hsero_3507  publicado)
pPW_Hsero_3508 TcR, vetor com o gene lacZ sem promotor LIBL, 2019 (nao

contendo a regido promotora do gene Hsero 3508 publicado)

4.2 CONDIGOES DE CULTIVO

As estirpes de E. coli foram cultivadas sob agitagdo constante a 37°C em meio
liquido Luria-Bertani (LB), e sem agitagdo em meio solido Luria-Bertani agar (LA)
(SAMBROOK et al, 1989). O meio sélido (LA) foi obtido pela adicdo de agar (15g/L) ao
meio liquido (LB). A composi¢cdo do meio LB esta descrita na TABELA 3.

TABELA 3 - COMPOSICAO DO MEIO LB

Composigao Concentragao
Extrato de levedura 5qg/L
Cloreto de sédio 10 g/L
Triptona 10 g/L

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas a 30°C a 120 rpm sob agitacao
constante em meio NFbHP utilizando malato (KLASSEN et al, 1997) com diferentes
concentragdes de cloreto de aménio (20 mmol/L, 4 mmol/L ou glutamato de sédio 5
mmol/L) como fonte de nitrogénio e com os antibidticos apropriados. A sigla NFbHP
refere-se a composi¢cao do meio de cultivo, onde HP significa alto fosfato. A composigao
do meio de cultivo NFB-Malato esta descrita na TABELA 4. O meio sélido e o meio
semissolido foram obtidos pela adigdo de agar 15g/L e 1,75 g/L, ao meio NFb-Malato
liquido, respectivamente. O Meio de cultivo possuia pH 6,5. Além disso, a mistura de
fosfatos foi esterilizada por autoclavagcdo separadamente ao meio NFb-Malato e
adicionada fria ao meio em um volume de 50 mL/LA composi¢ao da solugao de fosfatos
foi K2HPOa. 17,8 g/L e KH2PO4 159,5 g/L.
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TABELA 4 - COMPOSICAO DO MEIO NFB-MALATO

Composicao Concentracao
MgS04.7H20 2,0 x 10-Tg/L
NaCl 1,0 x 10-"g/L
CaCly 2,0 x 10-2g/L
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 102 g/L
FeS04.7H20 2,0 x 10-2g/L
Acido malico 5,0 g/L
Biotina 1,0 x 10-*g/L
NaMoO4.2H20 2,0x10-3g/L

Os meios de cultura listados acima foram previamente esterilizados por
autoclavacgao a 120°C durante 60 minutos. As estirpes de E. coli foram armazenadas em
glicerol 50% e armazenadas a - 80°C, e os estoques foram repicados uma vez ao ano.
Para preparo dos estoques das estirpes de H. seropedicae SmR1 , 4 mL de meio de
cultura semi-sélido ou meio sélido foram incubadas sem agitagao, a 30°C, em frasco de
vidro de 5 ml com os antibiéticos adequados, lacradas com fita de silicone e mantidas a

temperatura ambiente. Os estoques foram repicados a cada seis meses.

4.3 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos utilizados estao listados na TABELA 5. Todas as solugdes de

antibidticos foram mantidas a -20°C.

TABELA 5 - ANTIBIOTICOS

Concentragao utilizada na Concentragéo utilizada
Antibiotico selegao de H. seropedicae para selecéo de E. coli

i (Mg/mL) (Mg/mL)

Acido Nalidixico (Nal) 10 10
Ampicilina (Amp) - 250
Canamicina (Km) 500 100

Estreptomicina (Sm) O 80 -
Tetraciclina (Tc) 10 -

4.4 PURIFICACAO DE PLASMIDEOS EM PEQUENA ESCALA

A purificagdo de plasmideos a partir das culturas bacterianas foi realizada
seguindo método de lise alcalina, conforme descrito por Sambrook e colaboradores
(1989) com adaptagdes. Apds o crescimento das culturas bacterianas por cerca de 12

horas, 1,5 mL de cultura foram centrifugados a 13.400 rpm por 1 minuto. O pellet
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resultante foi ressuspendido em 120 yL de tampdo GET (contendo 50 mmol/L de
glucose, 10 mmol/L de EDTA, 25 mmol/L de Tris-HCI, pH 8,0).

A lise celular foi realizada adicionando 120 pL de uma solugao de lise contendo
1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) e 180 mmol/L de NaOH, com homogeneizagao
lenta. Em seguida, foram adicionados 120 yL de acetato de potassio 3 mmol/L,
homogeneizado lentamente, em seguida a mistura foi mantida em gelo por 10 minutos.
Ap6s centrifugacéo a 13.400 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e misturado com 120 uL de cloroférmio alcool-isoamilico (24:1), seguido de
nova centrifugacédo a 13.400 rpm por 5 minutos. A fase aquosa, contendo o DNA dos
plasmideos foi transferida para um novo tubo e adicionado 1 mL de etanol absoluto e
deixado em repouso por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds esse tempo, a
suspensao foi centrifugada a 13.400 rpm por 5 minutos, o DNA plasmidial precipitado foi
lavado com 0,5 mL de etanol 70%, centrifugado novamente a 13.400 rpm por 5 minutos,
seco em estufa 37°C por até 20 minutos e dissolvido em 20 yL de agua ultrapura estéril.
O DNA purificado foi quantificado no equipamento Nanodrop, a concentracao final foi

ajustada para 50 ng/uL.

45 PREPARO DE CELULAS QUIMIOCOMPETENTES E TRANSFORMACAO
BACTERIANA

As células de E. coli TOP 10 e S17.1 quimiocompetentes foram armazenadas
em aliquotas de 100 pL em tubos tipo eppendorf estéreis a - 80°C para transformacéao
bacteriana, 3 yL do DNA de interesse com concentragédo de 50 ng/pL foi adicionado a
suspensao de células quimiocompetentes e incubado por 15 minutos em gelo, seguido
de incubagao por 2 minutos a 42°C e resfriamento por 5 minutos em gelo. Em seguida,
900 uL de meio LB foram adicionados e a suspensao incubada por 60 minutos em estufa
a 37°C para recuperagao das células. Em seguida, em capela de fluxo laminar estéril, as
células foram plaqueadas em meio LA contendo os antibiéticos apropriados para a
selecao das bactérias transformantes. Apds isso, as placas foram incubadas em estufa
a 37°C por 12 horas.
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4.6 TRANSFERENCIA DE PLASMIDEOS POR CONJUGAGCAO BACTERIANA

Os plasmideos recombinantes de interesse foram previamente transformados
em E. coli S17.1. As estirpes de H. seropedicae (receptora) e E. coli (doadora) foram
cultivadas um dia antes da conjugacéao bacteriana nos meios NFbHPN-Malato (NH4ClI 20
mmol/L) e LB, respectivamente contendo os antibioticos apropriados para a selegdo. No
dia da realizagao da conjugacao, as culturas saturadas foram utilizadas para o reinéculo
das estirpes de interesse nos meios de cultura adequados sem adi¢cao de antibioticos.
Um volume de 75 pL das estirpes de H. seropedicae SmR1 foram inoculadas em 2,5 mL
de NFbHPN-malato 3 horas antes do in6culo de 25 uL da estirpe S17.1 de E. coliem 2
mL de meio LB.

Os tempos de incubagao, no dia da conjugacéo, das estirpes de H. seropedicae
e E. coli S17.1 foram de, respectivamente, 6 e 3 horas nas condigdes ideais de
crescimento (Iltem 4.2). Em seguida foram preparadas misturas da cultura de H.
seropedicae com cultura de E. coli em duas propor¢des (50 yL da cultura de H.
seropedicae com 5 uL da cultura de E. coli S17.1) e em outro tubo 100 pL da cultura de
H.seropedicae com 2 uL da cultura de E. coli S17.1.

As suspensobes de células de ambas misturas foram aplicadas como uma gota
em polos opostos na placa com meio LA/NFbHPN-malato (1:3) e incubadas a 30°C por
24 horas. A massa de células crescidas na placa foi raspada, ressuspensa em 1 mL de
NFb-Malato liquido, submetidas a diluigdo seriada (10! e 10-2) e entdo 100 uL de cada
diluicdo foram plaqueadas separadamente em meio NFb-Malato sélido contendo NH4Cl

20 mmol/L e antibidticos adequados.

4.7 AMPLIFICAGAO DE FRAGMENTOS DE DNA POR PCR

A amplificagéo dos fragmentos do gene Hsero 3507 e Hsero_3508 foi realizada
pelo método de Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) (MULLIS e FALOONA, 1987).
Para a amplificagdo da construgdo Hsero 3507Tn utilizando os primers para o gene
selvagem, foi utilizado 10 pmol dos respectivos primers forward e reverse, 50 ng/uL de
DNA molde, dNTPs 0,2 mmol/L, MgCl: 1 mmol/L, 1U de GoTag®DNA polimerase e
tamp&o GoTaq®(PROMEGA) em uma reagéo de volume final de 20 L. As condigdes de

temperatura da PCR foram os seguintes: 1 ciclo de 95°C por 2 min, 25 ciclos com uma



31
etapa de 95°C por 30 segundos, gradiente de temperatura de anelamento para tubos

individuais com os reativos da reagao em: 43°C, 50°C, 55°C, 60°C por 30 segundos e

outra de 72°C por 2 minutos e, um ciclo de extensao de 72°C por 5 minutos.

4.8 QUANTIFICAGAO DO DNA POR ESPECTROFOTOMETRIA

A concentracado do DNA foi estimada pela absorbancia da amostra em 260 nm.
A quantificagao foi realizada em aparelho Nanodrop 2000 (Thermo-Fischer Scientific). A
quantificagao da amostra foi determinada pela relagcéo absorbancia 260 nm/absorbancia
280 nm. O score 2 foi considerado para inferir a pureza da amostra. Valores mais

préximos de 2 inferem maior pureza.

4.9 DIGESTAO DE DNA POR ENZIMAS DE RESTRICAO

As digestdes de DNA foram executadas apenas para confirmagao dos padrées
de restricdo do vetor pPSUP202 com banda de 8000 pb e as bandas correspondentes ao
Hsero 3508Tn de 2400 pb e do Hsero 3507Tn de 1600 pb. Os sistemas foram
realizados seguindo as recomendagdes dos fabricantes das enzimas (FERMENTAS ou
INVITROGEN) em um volume final de 10 pL, contendo 1 unidade de EcoRI, 1 ug de
DNA, tampdo CutSmart®1x. O sistema foi incubado a 37°C. Apos a incubacdo, os

sistemas foram aquecidos a 70°C por 30 minutos para inativacao enzimatica.

4.10 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA NITROGENASE

A atividade da nitrogenase foi verificada utilizando o método de redugao do
acetileno para etileno, conforme descrito por Dilworth (1966) e Schollhorn & Burris
(1967), com adaptagdes realizadas por Klassen e colaboradores (1997). No dia anterior
ao experimento, as culturas de H. seropedicae SmR1, Hsero_3507Tn e Hsero_3507Tn
foram cultivadas a 30°C com agitagdo constante a 120 rpm em meio NFbHP-Malato
(NH4Cl 20 mmol/L) até atingirem a saturacdo. Posteriormente, foram reinoculadas em
frascos contendo meio NFbHP-Malato semissélido suplementado glutamato 0,5 mmol/L

e vedados com rolhas de borracha.
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Apos a vedagao dos frascos acetileno gasoso (10% do volume da fase gasosa do

frasco de 10 mL) foi injetado nos frascos e em seguida as culturas foram incubadas a
30°C por 1 hora. Apos esse tempo, uma amostra de 500 yL da fase gasosa dos frascos
foi coletada para analise do etileno formado, utilizando um cromatografo Varian Star
3400 CX equipado com uma coluna de Porapak N e detector de ionizagdo de chama. A
temperatura da coluna foi mantida em 120°C e do detector em 200°C, com nitrogénio
utilizado como gas de arraste. O etileno padrao (100 ppm) foi fornecido pela empresa
White Martins S.A. A fase gasosa dos frascos foi coletada para analise, enquanto o meio
semissolido foi homogeneizado em aparelho vértex e utilizado para realizar o ensaio de
determinagao da concentracdo de proteinas, seguindo o método de Bradford (1976). A
atividade da nitrogenase foi expressa como nmol de etileno formado por minuto por
miligrama de proteina da cultura. Para comparar a atividade da nitrogenase entre as
estirpes selvagens e mutagenizadas sob diferentes condi¢gdes de nitrogénio (N- e N+),
utilizou-se o teste T nao pareado com correcao de Welch. Essa abordagem foi escolhida
devido a heterogeneidade das variancias entre os grupos (identificada por diferencas
significativas nos desvios padrao), que viola o pressuposto de homocedasticidade do
teste T tradicional. A corregdo de Welch ajustou os graus de liberdade para garantir a
robustez dos resultados, especialmente quando as amostras tém tamanhos ou
variancias desiguais (RUXTON et al, 2006). As analises foram realizadas no Python

(pacote SciPy, v1.8), com significancia estatistica definida como p < 0,05.

4.11 SUPEREXPRESSAO DE PROTEINAS

Os plasmideos pET3507P e pET3508P (CASSILHA, 2018) e os plasmideos pT7-
7 3507P e pT7-7 3508P (LIEBL, 2019), foram transformados em E. coli BL21 (ADE3). As
colénias transformantes de E. coli BL21 (ADE3) contendo os plasmideos de interesse
foram inoculadas em 20 mL de LB com 20 yL de canamicina 100 ug/ml (plasmideos
pET3507P, pET3508P) e ampicilina 250 pg/ml (plasmideos pT73507P e pT73508P) e
entdo incubadas durante a noite a 37°C. A partir desse pré-indculo foi feito um inéculo
1:50 (6 mL de pré-indculo para 300 mL de meio LB) em Erlenmeyer de 1L, sendo
incubado em um agitador shaker a 120 rpm e 37°C até atingir D.Oe00 entre 0,5 a 0,7.

Atingida a absorbéancia desejada, foram adicionados 150 yL de IPTG 1M, e incubou-se
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por 3 horas a 37°C. Ap0s esse periodo, as culturas foram centrifugadas a 5.000 rpm por

10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi armazenado a -20°C.

4.12 ELETROFORESE DE PROTEINA SOB CONDICOES DESNATURANTES SDS-
PAGE

A eletroforese de proteinas sob condi¢cdes desnaturantes com SDS, foi realizada
em gel de poliacrilamida 12,5 ou 15% (LAEMMLI, 1970). As amostras de interesse foram
diluidas em tamp&o de amostra desnaturante (Tris HClI 60 mmol/L, 10% glicerol, 2%
SDS, 5% B-mercaptoetanol, 0,02% azul de bromofenol, pH 6,8), fervidas por 3 minutos
e aplicadas no gel. As eletroforeses das amostras foram realizadas em sistema vertical
(sistema Mini Protean, Biorad). As corridas eletroforéticas ocorreram a 170 V, em tampao
de corrida 1X (3 g/L Tris, 14,4 g/L glicina, 0,1% SDS) por 60 minutos. O gel foi corado
com solugao de Comassie Blue (50% metanol, 10% acido acético, 0,55 g/L Brilliant Blue
(R) por trinta minutos, o corante excedente foi retirado com solugdo descorante (50%

metanol, 10% acido acético) até obter a visualizagdo das bandas proteicas.

4.13 PURIFICACAO DAS PROTEINAS NATIVAS HSERO_3507 E HSERO_3508

Para realizacao da purificacdo com resina em falcon, foram utilizados 1mL das
resinas DEAE, e Q em seus respectivos tubos Falcons, e deixadas decantar para
possibilitar a remog¢ao da camada liquida referente ao etanol 20% onde as resinas estao
armazenadas. Foi realizada uma lavagem com 1 mL de agua ultrapura, apos decantar,
0 sobrenadante foi removido. Foi entdo adicionado 1 mL do tampao A (Tris-HCI 50
mmol/L, KCI 100 mmol/L, pH 8,0), a resina foi vortexada com este tampao, centrifugada
por 30 segundos e o sobrenadante foi descartado e 500 pL do tampao A foi adicionado
ao falcon onde se encontrava a resina, 5 mL da fragdo soluvel do lisado centrifugado
(20.000 g por 10 minutos) foi adicionada e o tubo homogeneizado por meio de vortex e
incubado em temperatura ambiente por 10 minutos sob agitagdo. Em seguida o tubo foi
submetido a centrifugacdo (30 segundos a 5.000 rpm). O sobrenadante foi coletado e
chamado de fragédo néao ligada (NL). Foi adicionado 1 mL de tampao A, o tubo foi agitado
por aparelho vértex, centrifugado por 30 segundos a 5.000 rpm e o sobrenadante

coletado, este foi chamado de fragéo de lavagem (L).
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O tampao B (Tris-HCI 50 mmol/L, KCI 1M, pH 8,0) foi preparado em diferentes

concentragdes (15, 35, 50, 70 e 100 (%) para eluir as proteinas, para cada concentragéo
o tubo foi “vortezado”, depois foi centrifugado por 30 segundos a 5.000 rpm e a fragéo
coletada. 20 uL das fragdes coletadas foram submetidas a SDS-PAGE. As fragdes mais
enriquecidas da proteina foram agrupadas e submetidas a Desalting com tampao Tris
HCI 50 mmol/L, KCI 100 mmol/L, 15% de glicerol. A presencga de proteinas foi confirmada
por adigdo de 100 pL do reagente Bradford, para 10 yL de amostra, em placa de 96

pocos. As amostras foram aliquotadas em tubos de eppendorf e armazenadas a -20C.

4.14 PURIFICACAO DAS PROTEINAS HSERO 3507 E HSERO_3508 COM CAUDA
DE HISTIDINA

A coluna Hitrap Chelating foi carregada com NiCl2, como descrito pelo fabricante,
e lavada com agua ultrapura para retirar o excesso de cloreto de niquel. A coluna foi
equilibrada com 5 volumes de coluna de tampao A (Tris HCI 50 mmol/L, KCI 100 mmol/L,
Imidazol 25 mmol/L, pH 8,0) e em seguida carregada com a Fragédo Soluvel (FS) das
proteinas (a fragao soluvel foi obtida apos sonicagéo e centrifugagao do extrato celular).
As proteinas nao ligadas foram coletadas e a fragao foi chamada de Fragcédo nao Ligada
(FNL). Depois disso, a coluna foi lavada com o tampéao A, cerca de 10 volumes de coluna,
e coletada a Fracdo de Lavagem (FL). A eluicdo da proteina ocorreu por meio de
gradiente de imidazol que variou de 100 mmol/L a 500 mmol/L sendo coletadas fracdes
de aproximadamente 1,5 mL. As fragdes foram analisadas por gel de SDS-PAGE. As
fragdes com maior concentragéo de proteina foram agrupadas e submetidas a Desalting
em tampéao Desalting (Tris-HCI 50 mmol/L, KCI 100 mmol/L, Glicerol 15%).

415 TESTE DE AFINIDADE PROTEINA-LIGANTE ENTRE A PROTEINA HIS-
HSERO 3507 E PARTICULAS DE NiQUEL

A resina Magne-His Ni foi lavada 2x com tamp&o (Tris HCL 50 mmol/L, pH 7,5 ou
8.0, KCI 100 mmol/L, glicerol 10%, Imidazol 10 mmol/L). Apds a lavagem e remogao do
sobrenadante, 4 uL da resina foi coletada e adicionada a um eppendorf com 200 pL de
tampéo de interagédo. O eppendorf foi agitado no aparelho vértex e submetido a contato

com um ima, e o sobrenadante foi descartado. Em outro tubo, foi adicionado 70,1 uL da
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proteina purificada mais 79,9 de tamp&o. Em um terceiro tubo, aplicou-se 41,49 uL da
fracdo soluvel do extrato celular lisado (centrifugado a 20.000 g por 10 minutos) e 108,
51 pL do tampéo de interagao (20 uL de cada tubo foi coletado para SDS-PAGE). Aos
tubos foi adicionado 4 pL de resina Magne-His Ni e agitados no aparelho vortex,
mantidos em temperatura ambiente por 15 minutos. Apds este tempo, foram submetidos
ao ima e o sobrenadante removido. 20 pyL do sobrenadante de cada tubo foram coletados
apos adicao da resina, e submetidos a SDS-PAGE, 12,5%. As eluicbes ocorreram com
concentragao final de 500 mmol/L ou 1 mol/L de imidazol no tampao de eluig¢ao (Tris HCI
50 mmol/L, pH 7,5 ou 8.0, KCI 100 mmol/L, glicerol 10%, Imidazol 500 mmol/L ou 1 mol/L

).

4.16 ENSAIO DE CO-PRECIPITACAO PARA VERIFICAR A INTERAGCAO ENTRE A
PROTEINA HIS-HSERO 3507 E A PROTEINA NATIVA HSERO_3508

O ensaio de co-precipitacdo foi realizado utilizando a proteina purificada His-
Hsero 3507 e a proteina Hsero 3508 purificada com resina Q em tubo de falcon. As
proteinas purificadas foram dosadas por Bradford. O tampao de interagcado continha Tris
HCI 50 mmol/L, pH 8.0, KCI 100 mmol/L, glicerol 10% e Imidazol 10 mmol/L. A
quantidade de 4 pL de Magne-His Ni foi posta em contato com as proteinas
individualmente (controles) e ambas as proteinas no tubo para avaliagdo da interagéo.
Os tubos apés submissao ao voértex foram mantidos em temperatura ambiente por 15
minutos, com a agitagcao a cada 3 minutos. Apés 15 minutos o tubo foi submetido ao ima,
o sobrenadante foi removido (Fracdo Nao Ligada) e 20 pL foram coletados para a etapa
de SDS-PAGE. O tampao de interagcao variou apenas em relacdo a quantidade de
imidazol (Imidazol 50 mmol/L para lavagem e 500 mmol/L para eluigdo). A analise foi

realizada por SDS-PAGE 12,5%, o gel foi corado com Comassie Blue R.

4.17 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS HIS-HSERO_3507 E HSERO_3508 NATIVA
POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS DO TIPO MALDI-TOF/MS

A expressao de cada proteina de interesse foi confirmada por SDS-PAGE e a
banda do gel de poliacrilamida de tamanho e abundancia compativeis foi extraida para

analise. A banda foi descorada em tubo eppendorf por lavagens com solugcdo de
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acetonitrila 50% e bicarbonato 25 mmol/L pH 8.0 (400 pL). O descorante foi removido e

a banda desidratada com 200 pL de solugao de acetonitrila 100% por 5 minutos. Uma
solugao contendo 15 ng/uL de tripsina, 36 pL de bicarbonato de aménio 50 mmol/L, 9 uL
de agua ultra pura, e 5 yL de acetonitrila 100% foi preparada e mantida em banho de
gelo por 30 minutos com o gel para reidratagao. O gel hidratado foi cortado em pedacgos
e incubado durante a noite a 37°C. No dia seguinte a matriz foi preparada (100 uL de
acetonitrila, 92 pyL de agua ultra pura, 8 yL de TFA 2,5%) e adicionada com a amostra
na placa de analise até a cristalizagdo. Os espectros de massas foram adquiridos por
meio espectrofotdbmetro MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). As
massas foram adquiridas em modo reflexor positivo. A lista de picos foi produzida por
meio do software Mascot versao 2.8 e o banco de dados utilizado de H. seropedicae
SmR1

418 ENSAIO DE INTERACAO ENTRE AS PROTEINAS HIS HSERO 3507 E
HIS_HSERO 3508 E PROTEINAS ALVO NO EXTRATO DE Herbaspirillum seropedicae
SmRA1

Para o ensaio controle, foi adicionado 1 mg da proteina purificada em uma coluna
Hitrap chelating de 1 mL (GE Healthcare) previamente carregada com niquel 100
mmol/L. A coluna estava previamente lavada com 15 mL de tampao 1 (Tris-HCI 50
mmol/L [pH 8], KCI 100 mmol/L, Imidazol 50 mmol/L) para remover proteinas ligadas
inespecificas antes da adicao do extrato de H. seropedicae SmR1. O extrato de H.
seropedicae SmR1 obtido a partir do cultivo em quatro condi¢gdes com diferentes
concentragdes de nitrogénio. A aeracgao foi alterada utilizando frascos Erlenmeyer com
diferentes volumes (2 L para O+ e 1 L para O -, com 400 mL de meio NFb-Malato em
cada). A medicao da turbidez da suspensao celular foi realizada em espectrofotémetro,
com o comprimento de ondas a 600 nanémetros (D.Oe00). A D.O inicial foi D.Oso0 0,05.
O cultivo seguiu por 26 horas. A tabela 6, apresenta as caracteristicas do extrato celular
utilizado neste experimento como: a concentracdo de amoénio, a D.Oso0 N0 momento da
coleta e quantidade de proteinas obtidas na fracdo soluvel.

Para obter a fragao soluvel, o extrato bruto foi submetido a sonicagédo com 10 mL
de tampao 2 (Tris-HCI 50 mmol/L [pH 8], KCI 100 mmol/L e Imidazol 20 mmol/L, MgCl25
mmol/L, ATP 1 mmol/L) e submetido a centrifugag¢ao (30.000 x g a 4 °C por 30 min).
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A coluna controle foi lavada com 5 mL de tampao 2 (Tris-HCI 50 mmol/L [pH 8],

KCI 100 mmol/L, Imidazol 20 mmol/L, MgCl2 5 mmol/L, ATP 1 mmol/L) e a fragao soluvel
do extrato foi injetada (aproximadamente 6 mg de proteina em 5 mL). Em seguida, a
coluna controle foi lavada com 20 mL de tamp&o 2 e as duas ultimas fragcdes coletadas.
A eluicao aconteceu com 3 mL de tampao 3 (Tris-HCI 50 mmol/L [pH 8], KCI 100 mmol/L
e Imidazol 20 mmol/L, MgClz2 5 mmol/L, ATP 1 mmol/L, Imidazol 500 mmol/L) e as 3
Ultimas fragdes foram coletadas (1 mL em cada fragéo). A coluna 1 e 2 foram injetadas
as proteinas His_Hsero 3507 e His_Hsero 3508, respectivamente (2 mg de proteina
purificada foi aplicada em cada coluna).

As etapas de lavagem e eluicdo foram realizadas conforme as etapas descritas
anteriormente para o ensaio controle. As fragdes do eluato foram precipitadas com

acetona pura gelada e aplicadas no gel SDS-PAGE.

TABELA 6 - CARACTERISTICAS DO EXTRATO OBTIDO DE H. seropedicae SmR1

Condigao de culivo D0 (1fnal de amonio o | [] de proteinas no
N- O+ 1,121 0, 078 mmol/L 2,13 pg/uL
N+ O- 1, 233 21, 85 mmol/L 2,49 pg/uL
N+ O+ 1,419 21, 4 mmol/L 3, 64 pg/uL
N- O- 1,238 0, 071 mmol/L 2, 58 pglul

[ 1indica concentragéo

4.19 PRECIPITAGAO DE PROTEINAS COM ACETONA

A cetona foi previamente resfriada a -20°C. A amostra de proteina foi adicionada
a um tubo eppendorf compativel com acetona, em seguida foi adicionado quatro vezes
o volume da amostra de acetona fria ao tubo. O tubo foi agitado no aparelho vortex e
incubado por 60 minutos a -20°C. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
15.000 xg e o sobrenadante descartado. A acetona remanescente no tubo foi deixada
evaporar em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds, foi adicionado ao pellet 150
ML de tampao de sonicagao (Tris HCI 50 mmol/L, MgCl2 25 mmol/L, KCI 100 mmol/L) e
homogeneizado para dissolver o pellet de proteina.

4.20 ENSAIO DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE
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Foi realizado um pré-inéculo da bactéria H. seropedicae SmR1 carregando os
plasmideos pPW_452 ou pPW_3507 ou pPW_3508 (LIBL, 2019) em 3 mL de meio NFb-
Malato HPN em frascos médios utilizando aménio 20 mmol/L e manter durante a noite
sob agitagédo (120 rpm) a 30°C por até 16 horas, com os antibioticos adequados. Em
seguida, a bactéria foi reinoculada em 3 mL de meio NFb-Malato HPN sob a mesma
condicdo, novamente até 16 horas. No dia seguinte, a bactéria foi reinoculada em
triplicata de 200 microlitros de pré-indculo em 10 mL de NFb-Malato em duas condicdes
separadas, uma em que 0 meio continha amoénio 4 mmol/L e no outro amonio 20 mmol/L,
fosfatos 50 mmol/L em cada frasco. Os frascos continham um volume de 250 mL e
volume final de 100 mL.

Para a determinacdao das densidades opticas foi utilizado o espectrofotdmetro
(Synergy-BIOTEK, USA) com leitor de microplacas. A densidade optica a 600 nm
(D.Oe0o0) das culturas foi acompanhada a partir de D.Osoo 0,05 até 30 horas de
crescimento. A cada duas horas ou 3 horas. Cem microlitros da cultura foram utilizados
para determinacdo da atividade da enzima [-galactosidase. Para isso, foram
adicionados a 900 uL de tampao Z (NazHPO4 60 mmol/L, NaH2PO42H20 40 mmol/L, KCI
10 mmol/L, MgS04.7H20 1 mmol/L dissolvido em 500 mL de Agua Mili-Q ultrapura) em
tubos de 2 mL, Para o controle foi adicionado 900 uL de tampao Z e 100 pL de agua a
outro tubo de 2 mL. Aos tubos foram adicionados uma gota de cloroférmio e estes
agitados em aparelho vortex. As amostras foram deixadas em banho Maria a 30°C
durante 10 minutos.

Apds o banho Maria, aos tubos foram adicionados 200 yL de O-nitrophenyl-B-D-
galactopyranoside (ONPG) (4 mg/mL™"). Os tubos foram agitados no aparelho vortex e
novamente levados ao banho Maria a 30°C. O tempo foi cronometrado desde a adigao
de ONPG no primeiro tubo até aparecer coloragéo, e entdo a reacgao foi parada com
adicao de 500 pL de carbonato de sddio 1M.

A densidade 6ptica das culturas foi medida a 420 nm e 550 nm e a atividade de
B-galactosidase foi calculada em unidades Miller: Unidades Miller = DOa420 - (1,75 x DO
550)/ T X V x DOs00 X 1000. Onde, DO420 e DOss0 sao leituras da reagdo. DOeoo € a leitura
da densidade da suspensdo de células. T é o tempo de reacdo em minutos e V é o

volume de cultura no ensaio durante a reacdo em mL.
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4.21 ANALISES IN SILICO

As analises in silico foram realizadas a partir das sequéncias de nucleotideos e
das sequéncias primarias de aminoacidos deduzidas dos genes Hsero 3507 e
Hsero 3508 obtidas no projeto de sequenciamento do genoma da bactéria H.
seropedicae (GENOPAR). O alinhamento das sequéncias de aminoacidos foi realizado
utilizando o Clustaw (MADEIRA, et al, 2022), BlastP (PSI- BLAST- Position-Specific
Iterated BLAST) (SAYERS et al, 2021).

As anadlises de arquitetura de dominio foram realizadas no Interpro (PAYSAN-
LAFOSSE et al, 2023), SMART (Schultz, 2000), Conserved Domain Architecture
Retrieval Tool - CDART (GEER et al, 2002), Conserved Domain Database- CDD (WANG
et al, 2023) a partir da sequéncia primaria de aminoacidos depositado no NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Foi realizada busca no banco de dados Uniprot
(codigo de acesso: D8IPUO_HERSS) e analise da estrutura tridimensional no Swiss-
model através do método Alphafold (WATERHOUSE et al, 2018).

5 RESULTADOS
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5.1 ANALISE IN SiLICO DA PROTEINA HSERO_3507

5.1.1 Arquitetura dos dominios da proteina Hsero_ 3507

A sequéncia de aminoacidos da proteina Hsero 3507 foi analisada utilizando as
ferramentas InterProScan, SMART e CDD. Os resultados do CDD confirmaram a
presengca de um unico dominio REC (FIGURA 3), concluindo que Hsero_3507 é uma
proteina de dominio solitario. Analises complementares no InterProScan corroboram
esse achado. O InterProScan revelou que a proteina Hsero 3507 pertence a
superfamilia de reguladores de resposta ao estresse.

A analise da sequéncia de aminoacidos de Hsero 3507 identificou residuos
ligantes de metal (D15 e D60), que possivelmente se ligam de forma especifica ao calcio.
O sitio de fosforilagdo, um residuo de aspartato (D60), esta localizado em uma regido
crucial da estrutura primaria da proteina, composta por 125 aminoacidos (FIGURA 3).
Observou-se uma interface de dimerizagao na regiao C-terminal, sugerindo um possivel

mecanismo de regulacéo por oligomerizagéo.

FIGURA 3 - DOMINIO RECEPTOR DA PROTEINA HSERO_3507
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A
proteina Hsero_3507 €& composta por 125 aminoacidos. Na regido N-terminal, em destaque estdo os
residuos de acido glutamico (E) e Aspartato (D) como ligantes de metal. Na posicao 60 esta o residuo
Aspartato fosforilavel e na regido C-terminal o sitio de dimerizacdo FAALLTK, formados por Fenilalanina,
Alanina, Leucina, Treonina e Lisina.

A andlise in silico do dominio REC da proteina Hsero_ 3507 sugere fungao
possivelmente relacionada a resposta ao estresse, segundo analises no banco de dados
Interpro. O sitio ativo desta proteina contém um aglomerado de residuos acidos
conservados, incluindo o acido aspartico que ¢é o sitio de fosforilagdo. Nas proteinas de
dominio unico, residuos acidos adicionais s&o encontrados e posicionam um ion metalico
divalente, comumente o Mg?* necessario tanto para a fosfotransferéncia e hidrélise do
grupo fosforil. Nesta analise a estrutura da proteina Hsero_3507 sugere que o Ca* como
possivel ion metalico ligante.

Estudos demonstraram que o Ca?* citosdlico livre aumenta em resposta a

diferentes estimulos ambientais, atuando como um transdutor de sinal em condi¢cdes



41
como estresse oxidativo em Bacillus subtilis (HERBAUD et al, 1998), estresse salino e

osmotico em Anabaena sp. PCC7120 (TORRECILLA et al, 2001). No presente estudo,
foi observado in silico presenga de residuos acidos adicionais na proteina Hsero 3507
e um residuo de ligagdo ao calcio, podendo indicar que possa haver um mecanismo
regulatoério no qual o Ca?* poderia de alguma maneira esta envolvido em auxiliar a fungao
de Hsero_3507.

Informagdes adicionais sobre a estrutura da proteina Hsero 3507 foram obtidas
no ProtParam (GASTEIGER et al, 2005) revelando um indice alifatico de 117,04 o que
indica que Hsero 3507 possa ser uma proteina termoestavel a qual pode ser um
importante parametro bioquimico durante processos celulares em que ela esteja
envolvida.

O indice de instabilidade também foi obtido (26,32). Geralmente, uma proteina
com um indice de instabilidade superior a 40 é considerada instavel (GURUPRASAD et
al, 1990). A proteina Hsero_ 3507 pode ser considerada uma proteina com estabilidade
global elevada, com meia vida in vivo estimada em média >10 horas comparado a meia
vida de proteinas do microrganismo E.coli, ao considerar o N-terminal da sequéncia de

aminoacidos com metionina.

5.1.2 Predig¢ao da estrutura tridimensional do regulador de resposta Hsero_3507

Com o objetivo de conhecer a estrutura tridimensional da proteina Hsero 3507,
foi realizada busca da sequéncia primaria no banco de dados Uniprot (codigo de acesso:
D8IPT9_HERSS) e analise da estrutura tridimensional no Swiss-model pelo método
AlphaFold2. Os diedros da espinha dorsal ocuparam 95,93% da &area, segundo
estatisticas de Ramachadran e conformagdes improvaveis (score 0,81%). A validagao
do Molprobity 4.4 de qualidade do modelo em nivel global e local para proteinas, obteve
um score de 0,96. O valor GMQE score de 0,91. A cobertura e identidade obtida para
este modelo obteve escore de 100.0 de identidade e 0.60 de similaridade em relagao a
sequéncia alvo no método AlphaFold2.

A proteina modelada apresentou estruturas secundarias regulares do tipo
hélice-a e folha-B paralelas, contendo cinco folhas B e cinco a hélices, as folhas 4-
B5 mostraram uma estrutura irregular relatada nas proteinas REC de dominio unico,

como pode ser observado na FIGURA 4.
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FIGURA 4 - PREDICAO DA ESTRUTURA TERCIARIA DA PROTEINA HSERO_3507
J
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Modelo estrutural da proteina Hsero_3507 em estado mondmerioo. (a) sequéncia de aminoacidos, os
residuos s&o coloridos pelo seu valor de qualidade local. (b) as cores indicam o fator de confianga do
modelo no servidor Swiss-Model; regides azuis escuras denota muito alta confiabilidade na analise; azul
claro confiabilidade alta; amarelo denota baixa confiabilidade e laranja muito baixa confiabilidade para a
regiao.

5.1.3 Analise in silico da sublocalizacéo celular de Hsero 3507

A previsao da sublocalizagdo celular foi realizada no PSORTdb e PSIPRED. Um
score elevado foi encontrado (score 9, 26), sugerindo que Hsero 3507 € uma proteina
citoplasmatica. O resultado condiz com o observado na literatura para os reguladores de
resposta em sistemas de dois componentes, em que uma histidina quinase de membrana
detecta estimulos externos fosforilando seu regulador de resposta citoplasmatico (URAO
et al, 2000; HIRAKAWA et al, 2020; LIAO et al, 2021).

5.1.4 Analise in silico da interacdo da Hsero 3507 com proteinas alvo em H. seropedicae
SmR1

A busca no banco de dados STRING 12.0 (SZKLARCZYK et al, 2023) foi realizada
com o objetivo de prever interagbes com as proteinas de interesse neste estudo, e,
estimar possiveis processos celulares em que elas possam estar envolvidas. A TABELA
7, apresenta seis proteinas alvo do regulador de resposta Hsero 3507 com alta
pontuacgao de confiabilidade (>0,700), o que inclui a proteina Hsero_3508 como possivel

proteina alvo.
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TABELA 7 - POSSIVEIS PROTEINAS ALVO DA PROTEINA HSERO_3507 EM H. seropedicae

ID Genbank Proteina Score
ADJ64071.1 Proteina histidina quinase sensora de dois componentes 0,819
ADJ62750.1 Proteina hibrida de histidina quinase com sensor Hpt 0,791
ADJ65990.1 Sensor hibrido de dois 0, 746
componentes histidina
quinase/proteina reguladora de resposta
ADJ65990.1 Proteina histidina quinase de transdugéo de sinal do 0,717
sensor
ADJ65207 .1 Proteina hipotética; S -Funcéo desconhecida. 0,716
ADJ64987.1 Proteina histidina quinase sensora de dois componentes 0,702
SmR1

Com base nos resultados obtidos através de buscas de sequéncias no NCBI e
identificacdo de dominios funcionais utilizando as ferramentas SMART e CDART, foi
possivel caracterizar in silico as possiveis proteinas alvo das proteinas em estudo, de
acordo com seus respectivos Scores. A proteina Hsero 2572 (ADJ64071.1), que
apresentou o maior escore, caracteriza-se pela presenga de um dominio quimiorreceptor
combinado com um dominio PAS sensivel a oxigénio, sugerindo seu potencial
envolvimento em processos celulares associados a mecanismos de redox e quimiotaxia.

No caso da proteina Hsero 1234 (ADJ62750.1), trata-se de uma quinase hibrida

portadora de um dominio sensor BarA, reconhecido por sua capacidade de detectar
concentracbes de acetato durante o metabolismo de compostos acetogénicos,
incluindo glicose e acidos carboxilicos de cadeia curta como o propionato.
Adicionalmente, esta proteina apresenta um dominio PAS, conhecido por mediar a
percepcao de diversos estimulos ambientais e nutricionais, tais como a presencga de
metabdlitos especificos, variagdes na concentracao de gases, intensidade luminosa e
flutuagbes no potencial redox. A proteina Hsero 4524 (ADJ65990.1) é uma histidina
quinase sensora relacionada ao transporte de C4-dicarboxilatos através da membrana
celular. Esses dicarboxilatos, que atuam como intermediarios no ciclo do acido
tricarboxilico (TCA), podem ser utilizados por diversas bactérias como fonte de carbono
e energia, tanto em condi¢des aerdbicas quanto anaerobicas (KROM et al, 2003).

A proteina Hsero_3729 (ADJ65207), contém um dominio CACHE, cujo nome
deriva de "canais de calcio e receptores de quimiotaxia". Esse dominio extracelular esta
associado ao reconhecimento de pequenas moléculas em uma variedade de proteinas,
incluindo receptores de quimiotaxia bacteriana. A proteina Hsero 3508 (ADJ64987.1),

foi classificada nos COGs (Clusters of Orthologous Groups) como uma proteina
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envolvida no transporte e metabolismo de ions inorgénicos (GRILLO-PUERTAS, 2021).
Segundo analise das proteinas alvo, a proteina Hsero_3508 pode estar relacionada com
o transporte de ions e pequenas moléculas durante processos como quimiotaxia,
potencial redox e metabolismo em condigdes anaerdbicas ou aerdbicas, o que corrobora
com 0s processos relacionados as proteinas da vizinhanga génica do gene Hsero 3508

que codifica para essa proteina.

5.2 ANALISE IN SILICO DA PROTEINA HSERO_3508

5.2.1 Arquitetura dos dominios sensores da proteina Hsero_3508

A analise estrutural da histidina quinase Hsero 3508, realizada através de buscas
nos bancos de dados CDD e InterPro a partir de sua sequéncia de aminoacidos, revelou
a presenga de dois dominios sensores principais. Na regiao N-terminal foi identificado o
dominio RbsRD, enquanto na regiao C-terminal, contendo a histidina fosforilavel (H166),
encontra-se o dominio BaeS.

O dominio RbsRD esta tipicamente associado a regulagéo do fator sigma B em
bactérias Gram-positivas, onde atua na resposta a estresses como alta salinidade, etanol
e variagbes de temperatura (PANE-FARRE et al, 2005). Embora bactérias gram-
negativas nao possuam o fator sigma B, a presenca deste dominio em Hsero 3508
sugere sua possivel participagdo em mecanismos de resposta a estresses ambientais
através de vias alternativas.

O dominio BaeS (FIGURA 5), caracteristico de bactérias gram-negativas, esta
envolvido na deteccao de alteragdes fisico-quimicas no ambiente externo, regulando a
expressao de genes relacionados a diversos processos celulares, incluindo a resposta
ao estresse do envelope celular, transporte de multidrogas, biossintese flagelar,
quimiotaxia e deteccdo de quorum sensing (NISHINO et al, 2000). Analises mais
detalhadas no CDART e CDD permitiram identificar neste dominio um sitio especifico de
ligacao ao Mg?* (N280) e um dominio HATPase _c (CAl et al, 2017; ZHANG et al, 2017).

A presencga do dominio HATPase_c classifica a Hsero_3508 como membro da
superfamilia GHKL, que agrupa histidinas quinases caracterizadas pela dobra de
Bergerat, uma estrutura tridimensional ndo convencional, evolutivamente conservada

nesta superfamilia especializada na ligagao ao ATP.
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A atividade catalitica das Histidinas quinases demonstra dependéncia do ion

Mg?*, embora sua fungado completa requeira adicionalmente a presenga de ions potassio
(K*), que se mostraram indispensaveis para os processos de ligacao e hidrélise de
nucleotideos. O sitio de ligagdo para cations monovalentes, especificamente adaptado
para K*, apresenta elevado grau de conservagao entre os membros da superfamilia
GHKL e parece ser crucial para as atividades ATPase e quinase. Paralelamente, na
bolsa de ligacdo ao ATP, a presenga de um ion magnésio divalente (Mg?*) também se
revela essencial para o pleno funcionamento dessas atividades enzimaticas (DUTTA et
al, 2000; HU et al, 2003).

FIGURA 5 - ARQUITETURA DOS DOMINIOS CONSERVADOS DA PROTEINA HSERO_3508
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A figura apresenta os 401 aminoacidos da proteina Hsero_3508. Na regidao N-terminal esta o dominio
RsbRD_N e na regiao C-terminal estd o dominio BaeS.

A analise estrutural realizada no InterPro revelou que o dominio RsbRD_N esta
localizado entre os residuos 9 e 114, enquanto a maior parte da regido catalitica da
histidina quinase se encontra no terminal C, abrangendo tanto o dominio semelhante a
BaeS (residuos 139-386) quanto o dominio HATPase (residuos 266-381). Estes
resultados sugerem que o dominio BaeS pode exercer um papel funcional mais relevante
em Hsero_ 3508 quando comparado ao RsbRD.

Informagdes adicionais foram obtidas no Protparam, classificando Hsero 3508
como uma proteina termoestavel (indice alifatico de 92, 33) no entanto, menos
termoestavel que Hsero_3507 (117, 04). O indice de instabilidade foi 31,25, a
classificando como uma proteina estavel, com meia vida >10 horas, assim como
Hsero 3507, considerando a presenca do residuo metionina N-terminal. Essas
caracteristicas podem ser importantes para manutencido de Hsero 3508 em sua

localizagao celular.

5.2.2 Predicao da estrutura tridimensional da proteina sensora Hsero_ 3508

Objetivando prever a estrutura tridimensional da proteina Hsero_3508 obteve-se
0 codigo de acesso Uniprot: D8IPUO_HERSS. A partir dessa entrada, foi modelada a

estrutura monomeérica. No modelo, diedros da espinha dorsal ocuparam 97,49% da area,
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segundo estatisticas de Ramachadran; conformagdes improvaveis obtiveram score de

0,75%. O Molprobity 4.4 avaliou a qualidade do modelo (score de 0,97). O valor GMQE
que representou a soma das estimativas de qualidade por residuo normalizadas pelo
comprimento da sequéncia alvo obteve escore de 0,81. A cobertura e identidade obtida
para este modelo obteve escore de 100.0 de identidade e 0.60 de similaridade em
relacéo a sequéncia alvo. Segundo esses resultados, o modelo pode ser considerado de
elevada confiabilidade.

O modelo da estrutura revelou estruturas secundarias helicoidais (hélices a
representadas como espirais e cadeias 3 representadas como setas. A estrutura possui
uma bolsa de ligagdo do ATP em uma fenda entre os dois dominios presentes. Nesses
dominios ha cinco folhas B e nove alfa hélices, contendo um nucleo catalitico com um
dominio N-terminal menor, principalmente formado de folha f e um dominio C-terminal

maior principalmente helicoidal, como pode ser observado na FIGURA 6.
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FIGURA 6 - PREDIGAO DA ESTRUTURA TERCIARIA DA PROTEINA HSERO_3508
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Modelo estrutural da proteina Hsero_3508 em estado monomérico. A vista lateral esquerda retrata a
histidina quinase e seus dominios N-terminal e C-terminal rotuladas de acordo com a convencgéao padrao.
As cores indicam o grau de confianga do modelo no servidor SWISS-MODEL; regides azuis escuras
denotam muita alta confiabilidade na analise para aquela regido; azul denota alta confiabilidade; verde a
vermelho diminui gradualmente a confiabilidade do modelo na regido, onde amarelo denota baixa
confiabilidade e laranja muito baixa confiabilidade do modelo para a regido. As setas indicam a fenda entre
os dois dominios onde fica a bolsa de ligagdo ao ATP. Os parénteses indicam a borda externa da regido
de ligacdo ao ATP. A caixa vermelha na sequéncia de aminoacidos marca a histidina fosforilavel e o
aspartato imediatamente adjacente, uma caracteristica que diferencia as histidinas classicas das histidinas
atipicas

5.2.3 Analise in silico da sublocalizacao celular de Hsero 3508

As histidinas quinases classicas sao tipicamente proteinas de membrana, embora
existam variantes citoplasmaticas soluveis que nao apresentam dominios
transmembrana (PANE-FARRE, 2005). No caso da proteina em estudo, a analise
preditiva realizada no Psortdb 3.0 indicou a membrana como a sublocalizagdo mais
provavel, com um escore significativo de 7.88, além de demonstrar correlagdo com
proteinas integrais de membrana. Para validar esses achados, foi empregado o servigo
PSIPRED, cujos resultados corroboraram as predigdes iniciais, confirmando a previsao
do carater membranar da proteina.

A histidina quinase Hsero 3508 pode ser classificada no terceiro grupo de
histidinas quinases, caracterizado pela presenca de proteinas de membrana com

dominio sensor voltado para a regiao citoplasmatica (BELLIENY-RABELO, 2021). Este
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grupo engloba proteinas integrais de membrana que possuem dominios sensores
localizados nas regides N-terminal ou C-terminal citoplasmaticas. Essas proteinas
sensoras sao especializadas na deteccao de solutos citoplasmaticos, estado metabdlico
ou estagios do ciclo celular. Entre os membros representativos deste grupo destacam-
se a proteina osmosensora KdpD, que regula a resposta adaptativa a variagdes de
osmolaridade, e a proteina BaeS, presente em bactérias gram-negativas e envolvida na
resposta ao estresse extracitoplasmatico e processos de detoxificacdo (PANE-FARRE
et al, 2005; AKBAR et al, 1997; BURY-MONE et al, 2009).

5.2.4 Analise in silico da interagéo da histidina quinase Hsero 3508 com proteinas alvo

em H. seropedicae SmR1

Para investigar as potenciais interagées da histidina quinase Hsero_ 3508, foi
realizada uma analise preditiva utilizando os mesmos parametros descritos no item 5.1.3
considerando interagbes com escore superior a 0,700, como estatisticamente
significativas (TABELA 8). A proteina demonstrou maior probabilidade (score 0,860) com
a histidina quinase hibrida Hsero_2490 (ADJ63989.1), que contém dominios sensores e
reguladores envolvidos na resposta ao estresse ambiental e regulagao do ciclo celular.
Outras interagbes relevantes incluiram a proteina Hsero 0547 (ADJ63801.1; score
0,773), um regulador transcricional da superfamilia FhlA envolvido no metabolismo de
formiato, e a proteina CheY-4 (score 0,770), responsavel pela transducdo de sinais

quimiotaticos.

TABELA 8 - POSSIVEIS PROTEINAS ALVO DA PROTEINA HSERO_3508 EM H. seropedicae SmR1

ID Genbank Proteina Score
ADJ63989.1 Sensor_ hibrido d(la dois componentes histidina 0.860
quinase/proteina reguladora de resposta
ADJ62066.1 Proteina histidina quinase hibrida multissensor. 0,779
Proteina reguladora de resposta de histidina quinase

ADJ63801.1 hibrida com sensor PAS/PAC. 0,773
CheY-4 Proteina CheY de quimiotaxia. 0,770
IpdA 2-oxoglutarato desidrogenase, componente E3, proteina 0,761

lipoamida desidrogenase

YgiX Proteina reguladora de reguladora de resposta 0,754
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ADJ66197.1 Proteina reguladora de resposta de dois componentes. 0,749
ADJ65990 1 Don_n’n_io_s PAS/PAC HisKAATPa~se_c cc_)ntendo proteina 0748
histidina quinase de transducao de sinal do sensor
ADJ64872.1 Sistema de dois componentes, familia OmpR, regulador 0747
de resposta TctD
ADJ64864.1 Proteina reguladora de resposta de dois componentes 0,746

A analise in silico revelou que Hsero 3508 possa estabelecer interagcdes
preferenciais com proteinas hibridas. A presenca de interacdes com proteinas hibridas
nos da a hipotese de que Hsero_ 3508 participa de sistemas de fosfotransferéncia em
cascata, caracteristicos de vias de sinalizagao bacteriana complexas.

Adicionalmente, foram identificadas interagcbes com componentes metabdlicos
como a dihidrolipoamida acetiltransferase LpdA (score 0,761), relacionada a producgéao
energética através dos complexos piruvato/2-oxoglutarato desidrogenase, e com
reguladores de resposta da familia OmpR (Scores 0,747 - 0,749), envolvidos na
assimilagao de fosfato.

Esses resultados apontam para uma possivel participacdo de Hsero 3508 em
uma rede de sinalizacdo complexa para modulacdo da quimiotaxia, metabolismo

energeético e homeostase de nutrientes.

5.3 EXPRESSAO DAS PROTEINAS HSERO 3508 E HSERO_3507 EM E. coli BL21

A caracterizagao dos produtos dos genes Hsero 3507 e Hsero 3508 foi iniciada
com experimentos em E. coli. A estirpe BL21 (DE3) contendo o plasmideo
pET28a_ Hsero 3507, pET 28a_Hsero 3508 e pT7-7_Hsero_ 3508, foram crescidas em
LB suplementado com os antibioticos adequados, até uma DOeoo 0,4-0,5 e induzidas
com 0,5 mmol/L de IPTG por 3 horas a 37°C sob agitacdo de 120 rpm. Entdo essas
culturas foram centrifugadas, sonicadas e aplicadas em um gel de SDS-PAGE e corados
com Coomassie Blue, como mostra a FIGURA 7. A analise do perfil de expressao dessas
proteinas, revelou que ambas se distribuem entre as fragdes soluvel e insoluvel do lisado

celular.
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FIGURA 7 - PERFIL DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS HSERO_3507 E HSERO_3508 COM CAUDA
DE HISTIDINA E DA PROTEINA HSERO_3508 EM SUA FORMA NATIVA EM E. Coli BL21.
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Gel de poliacrilamida SDS-PAGE apresentando a expressao das proteinas Hsero 3507 e Hsero 3508
nativas ou com fusionadas a cauda de histidina. M: Marcador de peso molecular; Ext: extrato bruto (células
transformadas com pET28a vazio). 1-2: Fra¢des insoluvel e soluvel de His_Hsero 3507; 3-4: Fragdes
insoluvel e soluvel de His_Hsero 3508; 5-6: Fracbes insoluvel e soluvel de Hsero 3507 nativa (sem
expressdo detectavel); 7-8: Fracdes insoluvel e soluvel de Hsero_3508 nativa. Peso molecular:
Hsero 3508 (~45 kDa) e Hsero 3507 (~14,4 kDa).

O experimento de expressao da proteina Hsero 3507 em sua forma nativa, foi
realizado a partir do vetor pT7-7 (pT7-7_3507) transformado em E.coli BL21, no entanto,
nao foi observada expressdo, mesmo apdés multiplas tentativas experimentais
independentes. Em contraste, as proteinas His-Hsero 3507 e His_Hsero 3508, assim
como Hsero 3508 em sua forma nativa, foram expressas com sucesso e posteriormente
purificadas para ensaios de co-precipitacao.

A FIGURA 8, apresenta as fragdes do eluato de His-Hsero 3507 apéds
cromatografia de afinidade a niquel, destacando um maior enriquecimento proteico das
fragdes correspondentes aos picos 5 e 6 do gradiente de imidazol. Essas fragbes foram
submetidas a um processo de Desalting para remogao de sais, imidazol e outras
moléculas de baixo peso molecular. Apos purificacdo e quantificacao pelo método de
Bradford, obteve-se 10 mL de proteina purificada em diferentes experimentos, com uma

concentragao média de 0,4 pg/uL.
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FIGURA 8 - PERFIL ELETROFORETICO DE FRAGOES OBTIDAS DURANTE A PURIFICAGAO DA
PROTEINA HSERO_3507 COM CAUDA DE HISTIDINA, POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR

NIQUEL.
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Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12,5%. Purificagéo da proteina His_Hsero_3507 (~14,4 kDa). Ext-
fragao soluvel apds centrifugagéo do lisado; NL: fragdo nao ligada; L: fragdo de lavagem. Linhas 3 a 10
picos de eluigdo da proteina His-Hsero_3507 em gradiente crescente de imidazol (25 a 500 mmol/L).

A FIGURA 9, apresenta o perfil eletroforético da purificacdo da proteina His-
Hsero_3508 por cromatografia de afinidade a niquel. As fragdes correspondentes aos
picos de eluicéo (linhas 4 a 15) foram agrupadas e submetidas a um passo de Desalting
para remocao de impurezas. O processo iniciou-se com 300 mL de cultura bacteriana,
dos quais se obteve um extrato bruto utilizado para a purificacdo. Apos quantificacao por
espectrofotometria, verificou-se um rendimento final de aproximadamente 10 mL de
proteina purificada em cada experimento independente, com concentracdo média de 1
Mg/uL. Esses resultados demonstram a eficiéncia e reprodutibilidade do protocolo
estabelecido para purificagdo das proteinas fusionadas a cauda de histidina, garantindo

rendimentos adequados para analises posteriores.
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FIGURA 9 - PERFIL ELETROFORETICO DE FRAGOES OBTIDAS DURANTE A PURIEICAQAO DA
PROTEINA HIS_HSERO_3508 POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR NIQUEL.
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Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) de fragbes resultantes da purificacdo da
proteina His_Hsero 3508, corados com azul brilhante de coomassie. Ext- fragdo soluvel do extrato bruto
apos lisado e centrifugado; NL- fragdo nao ligada; L- fragcdo de lavagem. Linhas 1 a 18- picos de eluigéo
da proteina His-Hsero 3508 em gradiente crescente de imidazol (25 a 500 mmol/L). A seta na cor preta
indica a banda correspondente a proteina His-Hsero 3508 (45 kDa).

Com o objetivo de verificar a ligagdo da proteina Hsero 3508 em sua forma nativa
as resinas comumente usadas em coluna cromatografica de troca ibnica para obter a
proteina purificada, foram testadas as resinas DEAE, Q, Heparina, SP e CM Sepharose
Fast Flow (GE HealthCare). Observou-se nos testes maior ligacdo da proteina alvo as
resinas Q e DEAE. Entretanto, apds purificagédo em coluna cromatografica HiTrap® Q ou
DEAE, o rendimento final obtido se apresentou reduzido, observando-se grande parte
da proteina presente na fragdo ndo ligada (NL). Nesse sentido, foram realizados
diferentes ensaios de purificacdo com resina em tubo. A purificacdo em tubos com as
resinas Q e DEAE ocorreu utilizando maior volume de extrato proteico soluvel (5 mL). A

FIGURA 10 mostra a obtengcao da proteina Hsero 3508 nativa semi-purificada.
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FIGURA 10. PERFIL ELETROFORETICO DE FRAGOES OBTIDAS DURANTE A PUARIFICA(}AO DA
PROTEINA HSERO_3508 NATIVA POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
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Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%) das fra¢des resultantes da purificagéo da
proteina Hsero 3508 nativa por troca idnica com resina Q Sepharose Fast Flow. Coloracao azul brilhante
de coomassie. Ext- fragao soluvel do extrato bruto apés lisado e centrifugado; NL- fragéo néo ligada; L1 e
L2- fracoes de lavagem. Linhas 4-10: picos de eluicao da proteina Hsero 3508 nativa. Eluicgdo com tampao
B contendo KCI 1M (Tris HCL 50 mM, KCI 1M, pH 8.0)

5.4 IDENTIFICAGAO DAS PROTEINAS HSERO 3508 E HSERO_3507 COM CAUDA
DE HISTIDINA E HSERO_3508 NATIVA POR MALDI-TOF/MS

ApOs a expressado das proteinas e obtencdo das proteinas purificadas, as
amostras foram submetidas a analise por espectrometria de massas, com objetivo de
confirmar se as proteinas purificadas estavam corretas quanto a sua identificacdo. Foram
submetidas a analise as proteinas Hsero 3508, Hsero 3507 com cauda de histidina e a
proteina purificada Hsero_3508 nativa. Para que o objetivo fosse alcancado, as proteinas
de interesse foram tripsinizadas e em seguida, foi realizada a adigao de matriz HCCA
(acido a-ciano-4-hidroxicinamico). A analise por espectrometria de massas foi realizada
no aparelho MALDI-TOF Autoflex Il (BrukerDaltonics, Bremen Germany). Todas as
etapas seguiram de acordo com o descrito no topico 4.17.

Para comparar os espectros de massa obtidos experimentalmente com bancos
de dados de espectros de massa tedricos, foi utilizado o software MASCOT a partir do
banco de dados de H. seropedicae SmR1. A calibragdo externa foi realizada
considerando uma janela de erro de 200 ppm, oxidagéo (M) massa monoisotodpica, score
(20) numero de consultas (22) estado de carga (1+) maximo de clivagens perdidas
aceitas (1) e busca por impressao digital de massa de peptideos. A FIGURA 11, é um

histograma das pontuacdes das dez principais correspondéncias. A analise conclui que
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as proteinas identificadas sao as proteinas de interesse neste estudo. Os scores

maiores que 20 demonstram elevada possibilidade de acerto.

FIGURA 11 - COBERTURA DE SEQUENCIA DE PROTEINAS IDENTIFICADAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF
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As regides sombreadas em verde no histograma indicam correspondéncias aleatérias e sem significado.
A barra fora da regido sombreada indica correspondéncias com significancia estatistica, ultrapassam o
limiar de pontuacdo baseado em probabilidade. (a) Identificagdo da proteina Hsero 3508 nativa, score
217 (b) ldentificacdo da proteina His-Hsero 3508, score 207 (c) Identificacdo da proteina Hsero 3507,
score 65.

5.5 DETERMINACAO DAS CONDICOES DE EXPRESSAO DOS GENES Hsero_3507
E Hsero_3508 DE H. Seropedicae SmR1

A determinacdo das condicbes de expressao dos genes Hsero 3507 e
Hsero 3508 de H. seropedicae SmR1 foi realizada através da detec¢ao da atividade de
B-galactosidase e foram conduzidos conforme Miller (1992). Como controle negativo,
utilizou-se a estirpe SmR1 contendo somente o vetor pPW452, como controle positivo
foi utilizada a estirpe SmR1:LacZ. As estirpes foram crescidas em diferentes
concentragbes de nitrogénio (4 mmol/L e 20 mmol/L). Nestas condigdes, foram
realizadas curvas de crescimento de 0 a 30 horas (FIGURA 12) e a cada tempo realizada
a determinagao da atividade da enzima [B-galactosidase, de acordo o descrito no tépico
4.20. A analise dos dados de densidade optica (DOeoo) ao longo do tempo revela padrées
de crescimento bacteriano que refletem a capacidade das linhagens de H. seropedicae

em responder as condi¢des de disponibilidade de nitrogénio.
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FIGURA 12 - CRESCIMENTO DAS ESTIRPES DE H. SEROPEDICAE EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE NITROGENIO

Tempo (horas)
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Crescimento bacteriano em diferentes concentragées de nitrogénio. Valores de densidade éptica (D.Oe00)
ao longo do tempo (18—30 horas) para estirpes de H. seropedicae em meio NFb-Malato com N+ (20
mmol/L) ou N- (4 mmol/L). pPW: estirpe pPW452 (Controle negativo). Hsero 3507: estirpe
pPW Hsero 3507. Hsero_3508: estirpe pPW_Hsero 3508. A (600): medidas da absorbancia a 600
nanometros. Células vazias indicam medi¢des nao realizadas.

A atividade da enzima (-galactosidase foi avaliada por 18, 20, 23, 26 e 30 horas
verificando-se a ativagao das regides promotoras dos genes Hsero 3507 e Hsero_3508,
como observado na FIGURA 13. O nivel de expressao do promotor do gene Hsero 3507
apresentou aumento continuo apds 20 horas de cultivo em baixas concentragcdes de
nitrogénio e expressdo similar ao controle negativo em altas concentragbes de
nitrogénio. Foram realizados os mesmos experimentos com elevadas concentragdes de
nitrogénio (20 mmol/L) também com pPW _Hsero 3508, no entanto a expresséo ao
longo de 30 horas foi similar ao controle negativo.

Considerando a atividade [-galactosidase de pPW _Hsero 3507, como

apresentado na FIGURA 13, pode-se observar maior expressao a partir de 20 horas de
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cultivo na condigado N- (4 mmol/L), isto € um indicio que esta possa ser a condigdo de

expressao desse promotor em H. seropedicae SmR1. Estes resultados sugerem que a

expressao do promotor do gene Hsero_3507 em H. seropedicae SmR1 é dependente da

concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo, sendo induzida em condi¢des de limitagéo

de nitrogénio (N-, 4 mmol/L), com um pico de atividade da B-galactosidase apds 26

horas.

Estirpes de H. seropedicae

FIGURA 13 - ENSAIO DE ATIVIDADE DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE DAS ESTIRPES DE

H. seropedicae SmR1 EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE NITROGENIO
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Atividade de B—galactosidase das estirpes SmR1:NifH (fusdo cromossomal), pPW452, pPW_Hsero_3507e
pPW_Hsero 3508. (-) indica presenca de 4 mmol/L de amdnio e (+) 20 mmol/L de ambnio no cultivo em
aerobiose. Dados representam médias de trés repeti¢cdes bioldgicas. Células vazias indicam medi¢des néo
realizadas.
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5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA NITROGENASE DAS ESTIRPES

Hsero _3507Tn e Hsero_3508Tn E SELVAGEM DE H. seropedicae SmR1

A fixagao biolégica de nitrogénio (FBN) € um processo bioquimico essencial no
qual o gas dinitrogénio (N,) da atmosfera é convertido em amédnio (NH,") pela agao do
complexo enzimatico da nitrogenase. Esse mecanismo desempenha um papel
fundamental no ciclo do nitrogénio, garantindo a disponibilidade desse elemento crucial
para os ecossistemas (LARA-CABEZAS et al, 2007). Além de sua importancia ecoldgica,
a FBN tem grande relevéancia econdmica, uma vez que o nitrogénio € um dos nutrientes
mais limitantes para a producao agricola (REETZ et al, 2016). Neste contexto,
considerando a importancia do microrganismo H. seropedicae, realizamos o ensaio de
determinagao da atividade da enzima nitrogenase, para determinar se a auséncia dos
genes Hsero 3507 e Hsero_3508 alteram FBN nessa bacteria. Foram utilizadas as
estirpes Hsero _3507Tn e Hsero_3508Tn nessa andlise, uma vez que os genes foram
interrompidos pela insergéo de transposon. A atividade de nitrogenase foi determinada
em culturas crescidas em meio NFbHP semissdlido suplementado com glutamato (0,5
mmol/L). Foram realizados trés experimentos independentes.

As concentragdes de etileno formado a partir de acetileno, foram determinadas
utilizando um cromatégrafo gasoso, conforme descrito por KLASSEN (1997). A atividade
especifica de nitrogenase foi expressa em nmoles de etileno formado por mg de proteina
total na cultura por minuto (FIGURA 14). Para analise estatistica foi realizado teste T nao
pareado com correcdo de Welch, utilizado para comparar as médias da atividade
nitrogenase, entre estirpe selvagem e estirpes Hsero 3507Tn ou Hsero 3508Tn, em
diferentes concentracdes de nitrogénio.

A estirpe selvagem SmR1 apresentou atividade elevada sob condicao N~ (8,01
nmol de etileno/mg de proteina/min), como esperado, ja que a limitagado de nitrogénio
induz a atividade da nitrogenase. Sob condicdo N*, no entanto, a atividade foi
praticamente nula (0,01), indicando repressao da enzima na presenca de alto nitrogénio
fixado. A estirpe Hsero 3507Tn exibiu comportamento semelhante ao da estirpe
selvagem, com atividade alta na condigdo N~ (8,59) e inibida na condigdo N* (0,01)
conforme pode ser visualizado na FIGURA 14, sugerindo que essa mutagdo nao
comprometeu o controle da expressao da nitrogenase. Por outro lado, Hsero _3508Tn

apresentou a maior atividade observada no experimento sob condi¢do N~ (13,81), apesar
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disso, ndo ha diferenga estatisticamente significativa (p > 0.05). O controle negativo

(meio sem inoculagao) apresentou atividade residual minima (0,06), atribuida ao ruido
experimental. Os resultados indicaram que a atividade da nitrogenase em H. seropedicae
e fortemente reprimida pela presenga de nitrogénio (N+) (p < 0.001) como descrito na
literatura (KLASSEN et al, 1997).

Casilha (2018) concluiu que a estirpe mutante 3508Tn possui maior motilidade em
ensaios de motilidade em meio semissoélido em (N+) do que a estirpe selvagem SmR1,
principalmente em condigdo de alto nitrogénio, sugerindo a possibilidade do gene
Hsero 3508 participar do sensoriamento de ions amoénio, porém sem se relacionar com
o0 complexo da nitrogenase. Os resultados do ensaio de nitrogenase no presente
trabalho, confirmam a hipotese de Casilha (2018) de que nao ha relacdo desses genes
com o complexo da nitrogenase, uma vez que a auséncia dos genes Hsero 3507 e
Hsero_3508 nao afetou a capacidade de fixagao de N, nas condi¢oes testadas (p > 0.05)
demonstrando que nessas condicbes esses genes nao sdo essenciais para a fixagcao

biolégica do nitrogénio desse microrganismo.

FIGURA 14 - ATIVIDADE DA ENZIMA NITROGENASE EM H. seropedicae SmR1 E ESTIRPES
HSERO_3507TN E HSERO_3508TN EM DIFERENTES CONDICOES DE NITROGENIO
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Estirpes cultivadas em diferentes concentracdes de nitrogénio

Atividade da enzima nitrogenase
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Atividade da nitrogenase em estirpes de Herbaspirillum seropedicae cultivadas em diferentes fontes de
nitrogénio (N*, 20 mmol/L) e (N-, glutamato 0,5 mmol/L). A enzima é ativa apenas sob condi¢gdo N~. A
estirpe Hsero_3508Tn em N~, apresentou a maior atividade, enquanto manteve baixa atividade na
presenga de nitrogénio (N*). CT N~: controle negativo. Dados representam meédias de trés repeticdes
biolégicas.
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5.7 ENSAIO DE CO-PRECIPITAGAO ENTRE AS PROTEINAS HIS-HSERO_3507 E
HSERO_3508 NATIVA

5.7.1 Teste proteina-ligante entre as proteinas His_Hsero_3507 e Hsero_3508 nativa

e o ligante MagneHis-Ni

Antes de proceder com o0s ensaios de co-precipitagdo entre a proteina His-
Hsero_ 3507 (com cauda de histidina) e a Hsero_3508 nativa, realizamos um ensaio
controle de afinidade entre a Hsero_3508 nativa e as beads MagneHis-Ni (FIGURA 15).
Esse teste foi importante para verificar se a proteina nativa apresentava ligagao
inespecifica a matriz de niquel, o que poderia interferir nos resultados. Como esperado,
a Hsero_3508 nativa ndo se ligou as beads, confirmando a auséncia de interacbes nao
especificas com a resina. Para validar esse resultado, esse ensaio foi realizado também
com His-Hsero_3507 (controle positivo) e a Hsero_3508 nativa nas mesmas condigdes.
Apenas a His-Hsero 3507 foi retida pelas beads de niquel, enquanto a Hsero 3508

nativa ndo apresentou ligacao detectavel.

FIGURA 15 - TESTE DE AFINIDADE PROTEINA-LIGANTE ENTRE AS PROTEINAS HIS-HSERO_3507
E HSERO_3508 NATIVA AO LIGANTE MAGNEHIS-NI.
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M- Marcador de peso molecular. (a) Cti- His-Hsero_3507 sem adigao de MagneHis-Ni. Ct>- Hsero_3508
nativa sem adicdo de MagneHis-Ni. N1- Fragdo nao ligada de His-Hsero_3507 a MagneHis-Ni; N2- Fragédo
nao ligada Hsero_3508 a MagneHis-Ni. L1- Fragado de lavagem His_Hsero_ 3507 (Imidazo 50 mmol/LI). L2-
Fracéo de lavagem Hsero_3508 nativa (50 mM de imidazol). E+- Eluato de His_Hsero_3507 (Imidazol 500
mmol/L). E2- Eluato de Hsero_3508 (Imidazol 1 mol/L).

5.7.2 Ensaio de co-precipitacao entre as proteinas His-Hsero 3507 e Hsero 3508
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Os ensaios de co-precipitacdo foram realizados de acordo com o item 4.16,

objetivando verificar a interagao entre a proteina histidina quinase Hsero 3508 e a sua
possivel reguladora de resposta Hsero_3507 em um sistema de dois componentes.

No gel A, FIGURA 16, observa-se a presenga de uma banda compativel com a
massa molecular de His_Hsero 3507 (~14 kDa) na fracao eluida (E), confirmando a
purificagdo da proteina marcada com histidina por afinidade. Além disso, uma banda
adicional com massa estimada em ~45 kDa, correspondente a proteina Hsero_3508 (n&o
marcada), também é visivel no eluato, apesar de nao possuir cauda His. A mesma banda
de ~45 kDa esta ausente nos controles e fragdes nao ligadas, mas co-elui com a proteina
His_Hsero 3507. Esses dados sugerem que Hsero 3508 foi co-purificada com
His_Hsero_3507, o que pode indicar uma interagao fraca entre essas duas proteinas nas
condi¢cdes do ensaio. Isso € compativel com o modelo funcional de sistemas de dois
componentes, nos quais uma histidina quinase interage fisicamente com sua reguladora
de resposta.

No gel B, FIGURA 16, foram realizados dois controles (N1 e N3). N1 apresenta
a fracdo nao ligada de His_Hsero 3507 individualmente submetida ao contato com as
beads magnéticas, enquanto N3 Apresenta a fragdo ndo ligada de Hsero 3508
individualmente submetida ao contato com as beads. N2 apresenta a fragao nao ligada
de His Hsero 3507 e Hsero 3508, ambas em contato com as beads. Os eluatos
sugerem uma interagao inespecifica entre Hsero_3508 e as beads magnéticas. Isso
pode ser explicado pela adi¢ao de além dos co-fatores ATP 1 mmol/L e MgCI2 5 mmol/L.
Neste ensaio para viabilizar a fosforilacdo da proteina, foi adicionado acetil fosfato 10
mmol/L. Diante disso, a interagédo inespecifica observada no Eluato 2 (E2), pode ser
devido a alteracédo da carga superficial de proteinas causadas pelo acetil fosfato que
pode ter aumentado a afinidade com as beads. Além disso, a proteina fosforilada muda
de conformacgéo, o que pode ter exposto regides hidrofébicas ou novas superficies que
aderem inespecificamente as beads (mesmo sem interagao especifica com a proteina-
alvo). Apesar do observado, o resultado do SDS-PAGE nao é suficiente para demonstrar
definitivamente uma interacao especifica (uma vez que a co-purificagédo pode ocorrer por
interacbes ndo especificas ou agregacao), no entanto, a presenga das duas proteinas
na mesma fragdo do eluato, em ambos os experimentos representativos indica que
possa ter ocorrido interacao entre elas as duas proteinas alvo, mesmo que de forma

transitoria.
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FIGURA 16 - ENSAIO DE CO-PRECIPITAGAO DAS PROTEINAS HIS_3507 E HSERO_3508
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(A) Gel corado com Coomassie mostrando a co-precipitagdo das proteinas His_3507 e Hsero_3508. A
proteina His_Hsero_3507 aparece em ~14 kDa e Hsero_3508 em ~45 kDa. Ext: extrato celular; N: fragéo
nao ligada; L1- L,: lavagens; E: eluato. (B) N1: Fragédo nao ligada de His_Hsero 357; N2-N3: Fragdo nao
ligada de Hsero_3408 nativa; L1-L3: Lavagens; E1: His_Hsero_3507; E2: Eluato Hsero_3508; E3: Eluato
His_Hsero_3507 e Hsero_3508 nativa.

5.8 INTERACAO ENTRE A PROTEINA HSERO_ 3507 E PROTEINAS ALVO NO
EXTRATO DE H. seropedicae SmR1

Com objetivo de conhecer as proteinas alvo da proteina Hsero 3507 foi realizado
um ensaio de interagcdo por meio de cromatografia de afinidade. Nesse ensaio, foi
utiizada a proteina His_Hsero_3507 purificada e o extrato do microrganismo H.
seropedicae SmR1 para a co-purificagdo. A identificacdo das interacbes entre as
proteinas co-purificadas foi realizada por espectrometria de massas do tipo MALDI-
TOF/TOF, conforme descrito no item 4.17. Foi revelado um conjunto diversificado de
parceiros potenciais de interacdo nas condi¢des fisiologicas distintas: N+/O+, N-/O+ e
N+/O- e N-/O-, conforme apresentado na TABELA 9 e FIGURA 14. Durante este ensaio
foram identificadas 10 proteinas que interagem com a proteina His_Hsero 3507, destas,
a proteina CheZ, uma fosfatase envolvida na regulagcéo da quimiotaxia bacteriana, foi

detectada de forma recorrente em todas as condi¢cbes testadas, sugerindo uma
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associagao funcional com Hsero 3507. Essa interagdo recorrente € particularmente

relevante considerando que Hsero 3507 € uma reguladora de resposta de dominio
unico, ou seja, composta apenas pelo dominio REC, sem dominio efetor associado. As
demais proteinas apresentaram padrbes de expressdo dependentes do estado
nutricional (N+ ou N-) e de oxigenagao (O+ ou O-). Esse tipo de RR néao atua diretamente
na transcrigdo génica, como fazem os reguladores candnicos, mas exerce sua fungao
principalmente por meio de interagdes proteina-proteina, servindo como intermediario de
sinalizagdo ou modulador de atividade de proteinas parceiras.

A detecgao de outras proteinas co-purificadas, como a dGTPase (relacionada ao
metabolismo de nucleotideos), transportadores de membrana (porina e transportador
ABC de nitrato), proteinas envolvidas com quimiotaxia e regulagcao da tradugao (HisS),
reforca essa hipotese (FIGURA 17). Esses parceiros potenciais apontam para uma
possivel funcdo de Hsero 3507 como modulador de processos celulares por meio de
interagdo direta, sem a necessidade de regulagdo transcricional. Esse padrdo é
compativel com mecanismos alternativos observados em outros sistemas bacterianos
como spoOF de Bacillus subtilis, em que o regulador de resposta de dominio unico
funciona como “encaminhadores de dados” ou “trampolim” molecular ativados por
fosforilagao, alterando a conformacéo e afinidade por alvos proteicos especificos.

A presenca de UreE (proteina acessoria da urease) e de uma proteina de estresse
geral (detectada com massa molecular alterada) sob condigdes de nitrogénio limitado ou
estresse, respectivamente, pode refletir a capacidade de Hsero 3507 de atuar como um
sensor integrador do ambiente celular, modulando a atividade de proteinas em diferentes
contextos fisiolégicos. Assim, mesmo na auséncia de um dominio de saida classico,
Hsero 3507 pode desempenhar um papel regulador importante na fisiologia de H.
seropedicae, possivelmente coordenando respostas a estimulos externos por meio de
um mecanismo exclusivamente pds-traducional e baseado em interacao direta. Embora
interagdes inespecificas ndo possam ser totalmente descartadas, principalmente em
funcao do uso de ATP/ADP nos tampdes e da complexidade do extrato celular, o uso de
coluna controle (sem proteina His) e a recorréncia de interagcdes especificas fornecem

suporte a relevancia biologica dessas associagdes.
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FIGURA 17 - ENSAIO DE INTERACAO DA PROTEINA HIS_HSERO_3507 E PROTEINAS ALVO EM H.
seropedicae SmR1
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Eletroforese SDS-PAGE apresentando padrdo de interagao da proteina His-Hsero 3507 com proteinas
de H. seropedicae SmR1 em quatro condigdes fisioldgicas distintas: N+O+ (20 mmol/L NH,*, aerébico),
N+O- (20 mmol/L NH,*, baixo oxigénio), N-O+ (4 mmol/L NH,*, aerdébico) e N-O- (4 mmol/L NH,*, baixo
oxigénio). M: Massa molecular; L: Fracdo de lavagem do controle; LO7: Fracdo de lavagem da proteina
Hsero_3507; E+1 e E2: Eluatos; E107 e E207: Eluatos do ensaio com a proteina Hsero_3507. A numeracgéo
correspondente as proteinas mais observadas nas condigdes testadas: 1- CheZ (27,8 kDa; fosfatase de
quimiotaxia). 2- ADH (41 kDa; alcool desidrogenase). 3- proteina de estresse geral (127,7 kDa), 4-
dGTPase (45,4 kDa), 5- HisS-histidinil-tRNA transferase (51,7 kDa), 6- transportador ABC de nitrato (46,8
kDa), 7- proteina FixC. A analise de identificagdo foi realizada por espectrometria de massas (MALDI-
TOF/MS). Marcadores de peso molecular (kDa) séo indicados a esquerda; a seta indica a proteina
His Hsero 3507.

TABELA 9 - PROTEINAS DIFERENCIAIS IDENTIFICADAS DURANTE A INTERAGCAO DE HIS-
HSERO_3507 E EXTRATO DE H. seropedicae SmR1 ANALISADAS POR MALDI-TOF

Proteina *MMT(KDa | *MMC (KDa- Gel) | Score
Condicao N+ O+
CheZ fosfatase de quimotaxia 26,5 27,78 28

dGT desoxiguanosina trifosfato

trifosfohidrolase(dGTPase) 43.8 45,39 98

Condigéo N - O+ |

UreE proteina acessoria urease 19,5 20,98 54

Desoxiguanosinatrifosfato trifosfohidrolase

(dGTPase) 43.8 45,39 98




Proteina da membrana externa (porina) 39,3 40,39 101

CheZ fosfatase de quimiotaxia 26,5 27,78 28
Proteina de stress geral 71.2 127,66 23
HisS Histidinil tRnA transferase 50,4 51,67 87

Condicao N+ O-

CheZ fosfatase de quimiotaxia 26,5 27,78 28
Transportador de nitrato tipo ABC 45.3 46,78 26
Proteina transmembrana de_ quimiotaxia aceptora de 583 60,00 27
metil
Condigao N- O-
Flavoproteina FixC 47.9 49.01 36
Alcool desidrogenase 39,7 41 135

*Massa molecular tedrica
**Massa Molecular Calculada foi obtida a partir do gel por equacgéo da reta, utilizando os padrdes de
migracao dos marcadores de massa molecular

6 DISCUSSAO
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A analise estrutural das proteinas in silico Hsero 3507 e Hsero 3508, mostrou

caracteristicas moleculares que ajudaram a compreender a fungao dos produtos desses
genes em H. seropedicae SmR1. Conforme demonstrado na FIGURA 3, a proteina
Hsero 3507 apresenta um dominio REC solitario com residuos conservados para
fosforilagao (D60) e ligagao de ions metalicos (D15) que possivelmente ligam de forma
especifica o calcio, mas nao possui dominios efetores. Esta arquitetura é consistente
com a classificagdo proposta por Gao e Stock (2009) para reguladores de resposta de
dominio unico, que atuam predominantemente através de interagdes proteina-proteina.
Os dados do ProtParam indicaram que Hsero_3507 possui um indice alifatico de
117,04 e indice de instabilidade de 26,32, caracteristicas que sugerem uma proteina
estavel e possivelmente termorresistente. Essas propriedades fisico-quimicas séao
relevantes considerando o ambiente variavel da rizosfera onde H. seropedicae coloniza
plantas. A previsdo de localizagéo citoplasmatica (PSORTdb) corrobora com o papel
proposto para esta proteina como intermediaria em vias de sinalizagao intracelular. Ja o
produto do gene Hsero_ 3508 apresenta uma organizagao modular tipica de histidinas
quinases sensoras, com dominios BaeS e RbsRD na regido N-terminal e o dominio
catalitico HATPase_c na regido C-terminal (FIGURA 5). A presengca do motivo
conservado H166 no dominio HisKA sugere o sitio de autofosforilacdo, enquanto os
residuos N280 no dominio HATPase_c indicam um possivel sitio de ligacao para Mg+
que pode ser essencial para a atividade quinase. Essas caracteristicas estruturais sdo
consistentes com a hipotese que Hsero 3508 possui a fungao de sensor ambiental.
Embora as andlises in silico (TABELA 7) prevejam uma interagdo com score de
0,819 para interagao entre Hsero_3507 e Hsero 3508, os ensaios de co-precipitagao
(FIGURA 13, A e B) nao detectaram uma interacédo estavel, sugerindo uma interagao
fraca e transitoria entre as proteinas purificadas. Esta discrepancia pode ser explicada
por varios fatores entre eles, o observado por Trajtenberg et al. (2014), em que muitas
histidinas quinases requerem condi¢des especificas para interagir com seus reguladores
cognatos, incluindo a presenga de ligantes ou modificagdes pds-traducionais. O fato de
Hsero_3508 possuir dominios sensores (BaeS e RbsRD) sugere que sua conformagéo
ativa pode depender de estimulos ambientais ndo presentes nos ensaios in vitro. A
analise por MALDI-TOF/MS (FIGURA 8) confirmou a identidade das proteinas

His Hsero 3507, His_Hsero 3508 e Hsero 3508 nativa purificadas, mas nao descarta
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possiveis problemas de dobramento ou modificacdes pds-traducionais ausentes no

sistema heterdlogo de expressao em E. coll.

Os estudos de expressdao génica (descritos na seg¢do 4.20) forneceram
informacdes sobre a regulagdo do sistema de dois componentes, em que as proteinas
Hsero 3507 e Hsero 3508 participam em H. seropedicae SmR1. A fusao transcricional
pPW_Hsero 3507, apresentou expressao significativamente aumentada em condi¢des
de limitagc&o de nitrogénio. Esse resultado concluiu que a expressao do promotor do gene
Hsero 3507 é dependente da disponibilidade de nitrogénio. Neste contexto, o sistema
Ntr € um forte candidato para mediar essa resposta, podendo estar relacionado a
ativacéo do promotor de Hsero_3507 quando ha limitagdo de nitrogénio, dado seu papel
central na regulacao de genes de assimilagcao de nitrogénio em Proteobactérias.

A literatura mostra que o sistema Nitr ativa uma rede de reguladores
transcricionais para preparar a célula para a falta de nitrogénio e também sincroniza o
metabolismo do nitrogénio com as vias de equilibrio de carbono e redox (BONATO et al,
2024), dentre os genes ativados por Ntr estdo os genes Nif. A interacdo de Hsero 3507
na condi¢do N-/O- com a proteina FixC, refor¢a a sugestédo do papel de Hsero_3507 em
vias de assimilagdo de nitrogénio. Essa hipdtese é corroborada com o fato de que o
promotor do gene FixC, é dependente da regulagao por NifA (SPEROTTO et al, 2004).

Além do sistema Ntr, sistemas alternativos de metabolismo do nitrogénio séo
importantes para a sobrevivéncia de H. seropedicae, como o sistema de redugéo de
nitrato. A redugao de nitrato a nitrito € catalisada pela nitrato redutase, e ocorre também
no metabolismo anaerdbico de nitrogénio, como o observado em Escherichia coli, que
assimila o nitrito gerado pela respiracao anaerdbica do nitrato (STEWART, 1994). Os
sistemas relacionados ao nitrato sao importantes tanto na redugao assimilatéria, onde o
nitrato é convertido em amoénia, quanto na redugé&o dissimilatoria, onde o nitrato € usado
como aceptor final de elétrons em condicdes anaerdbicas, levando a produtos como
amonia. A interacdo de Hsero_3507 com a proteina transportadora de nitrato do tipo
ABC na condicdo N+/O-, pode indicar a atuacdo desse regulador de resposta no
equilibrio do metabolismo de nitrogénio e detoxificagdo sob hipdxia.

Outros aspectos foram avaliados no presente estudo em condi¢gdes de estresse
relacionadas a limitagao de nitrogénio ou de oxigénio, ou ambas. Os ensaios de atividade
da enzima nitrogenase demonstraram que as estirpes mutantes Hsero 3507Tn e

Hsero _3508Tn, mantém a capacidade de fixar N, em baixas concentracdes de aménio.
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Esses resultados, combinados com os fendtipos observados por Cassilla (2018), onde

Hsero 3507Tn apresentou defeitos em motilidade e Hsero _3508Tn mostrou alteragdes
no crescimento em microaerobiose, sugerem que este sistema de dois componentes,
esta mais envolvido na adaptagédo geral ao estresse relacionado a disponibilidade de
nitrogénio, do que no controle direto da fixacdo de nitrogénio. Além disso, a analise das
proteinas que interagem com Hsero_ 3507 (FIGURA 17) revelou um perfil consistente
com esta interpretacdo, porque, além da interacdo com FixC, os experimentos com
extratos celulares de H. seropedicae revelaram que Hsero_ 3507 interage com multiplas
proteinas, incluindo CheZ uma fosfatase envolvida na quimiotaxia.

A identificagdo recorrente de CheZ sugere que Hsero 3507 possa modular o
comportamento de motilidade de H. seropedicae SmR1, em resposta a condigdes
ambientais como o estresse relacionado a limitagdo de nitrogénio ou a limitagao de
oxigénio. Isso € indicado também pela interagcdo dessa proteina com a proteina de
estresse geral em condigdes de limitagdo de nitrogénio (condigdo N- O+). O papel
principal da resposta geral ao estresse € prevenir e reparar danos subletais e letais. Em
bactérias Gram-negativas, a resposta geral ao estresse promove a sobrevivéncia sob
estresses ambientais, onde Hsero 3507 pode estar envolvida.

A interacdo com a proteina transmembrana de quimiotaxia aceptora de metil
(condigao N+ O-) também foi revelada. As proteinas de quimiotaxia aceitadoras de metila
(MCPs), constituem uma familia grande altamente conservada de proteinas associadas
a quimiossensibilidade bacteriana. Dentre o grupo dessas proteinas, estdo as proteinas
de aerotaxia como por exemplo, as do tipo Aer, as quais sao sensores para potencial
redox celular, fazendo que a bactéria se mova para fontes com maior quantidade de
oxigénio em caso de escassez (STOCK; BAKER, 2009). Isto sugere que Hsero 3507
possa ter um papel na ativagdo de proteinas relacionadas a modulagao da aerotaxia.

Além disso, quando analisada a sequéncia de aminoacidos de Hsero 3507 foi
analisada in silico no banco de dados Interpro, havia uma previsao de que esta proteina
estava relacionada ao estresse, mas sem dados na literatura para sustentar essa
previsao. Os resultados do presente estudo, indicam que Hsero 3507 possa atuar na
regulacéo do metabolismo de nitrogénio e estresse, integrando sinais de varias quinases,
nao apenas de Hsero_3508 como é previsto in silico e sugerido in vitro.

Com base nos dados apresentados, propomos um modelo onde Hsero 3507 é

um regulador de resposta que integra multiplos sinais, possivelmente relacionados ao
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estado redox ou disponibilidade de nutrientes, que por sua vez modularia a atividade de

proteinas efetoras como CheZ através de interagdes diretas. Isso independente da
interacdo com Hsero 3508, tendo em vista que a literatura mostra que proteinas
reguladores de resposta, frequentemente funcionam como homodimeros, cuja
fosforilagdo e consequente ativagao, podem ocorrer mesmo na auséncia da HK, desde
que condigdes favorecam a dimerizagao (MITROPHANOQV et al, 2010). Isto permitiria
respostas rapidas e ajustaveis sem envolver mudangas na expressdo génica, sendo
particularmente adequado para condi¢des de estresse transitorio.

Os resultados obtidos sao importantes na compreensao da complexa rede de
sinalizagédo que permite a H. seropedicae colonizar e promover o crescimento de plantas,
em condicbes ambientais variaveis, abrindo novas perspectivas para aplicagcdes

biotecnolégicas na agricultura sustentavel.

7 CONCLUSAO

1. A proteina Hsero_3507 € um regulador de resposta de dominio unico (REC
solitario), sem dominios efetores adicionais e Hsero 3508 apresenta arquitetura modular
caracteristica de histidinas quinases sensoras.

2. A expressdo de Hsero 3507 ¢é induzida em condicbes de limitacdo de
nitrogénio, abrindo a possibilidade que seu promotor seja regulado pelo sistema Ntr

3. As proteinas Hsero_3507 e Hsero_3508 ndo apresentam interacao estavel in

vitro nas condicdes testadas.
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4. Hsero_3507 interage in vitro com multiplas proteinas efetoras, particularmente

componentes do sistema de quimiotaxia (CheZ), proteinas de estresse geral,
transportadoras de nitrato do tipo ABC e proteina FixC, indicando que Hsero 3507
possa estar relacionada a integragdo de sinais ambientais relacionados ao estresse e
regulacao de processos adaptativos como motilidade e quimiotaxia.

5. As estirpes mutantes Hsero 3507Tn e Hsero 3508Tn mantém capacidade de
fixagdo de N, portanto, os genes Hsero 3507 e Hsero 3508 n&o sao essenciais para a

fixagao bioldgica do nitrogénio.
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