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RESUMO

O surgimento e conseqiiente acimulo de O, livre na atmosfera a partir do inicio da
atividade fotossintética foi um evento que causou extingdes em massa no nosso planeta.
Apesar do grande aumento da quantidade de energia disponibilizado pela utilizacdo do O,
na oxidag¢do dos alimentos em comparacdo com a fermentagdo, a toxicidade do mesmo
causou uma pressdao seletiva nos organismos € o desenvolvimento de atividades de
protecdo contra o ataque do oxigénio e seus radicais aos clusters metélicos de enzimas de
atividades essenciais como a nitrogenase e outras biomoléculas. Trabalhos demonstraram
que o microrganismo diazotréfico Azospirillum amazonense, apesar de pouco estudado,
estd presente em grande quantidade no solo de pastagens e culturas de arroz, trigo, milho e
cana-de-acticar no Brasil, e além de estar adaptado a acidez do solo, produz importantes
hormonios vegetais em associagdo com as mesmas. O presente estudo tem o objetivo de
contribuir pa ra o entendimento da alta tolerancia de A. amazonense ao estresse por
oxigénio e seus radicais. A utiliza¢do do herbicida Gramoxone (Singenta) como indutor da
resposta bacteriana resultou na resisténcia pelo microrganismo a concentragdes maiores do
que 100uM de paraquat. A metodologia de Representational Difference Analysis (cDNA-
RDA) como forma de identificar genes diferencialmente expressos pela bactéria nessa
condicdo resultou no isolamento de seis genes envolvidos direta e indiretamente no
processo sendo um regulador transcricional da familia GntR; uma alcanosulfonato
monooxigenase; uma epimerase/desidratase dependente de NAD e uma serina protease.
Este € o primeiro trabalho que utiliza emulsdao fendlica em ciclos oscilatérios de
temperatura (OSPERT) associada a cDNA-RDA. A metodologia utilizada mostrou ser
funcional para as condi¢Oes testadas sendo uma grande ferramenta para o estudo de

expressao diferencial em organismos cujo genoma nao é conhecido.
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ABSTRACT

The emergence and consequent accumulation of free O, in the atmosphere from the
beginning of the photosynthetic activity was an event that caused mass extinctions on our
planet. Despite of the large increase in the amount of energy available by the use of O, in
the oxidation of nutrients compared to the fermentation, the toxicity of the same caused a
selective pressure on live organisms and the development of activities to protect against the
attack of oxygen radicals in essential clusters of metallo-enzymes as nitrogenase and other
biomolecules. Previous works showed that the diazotrophic microorganism Azospirillum
amazonense, is present in large quantities in the soil, pasture, rice, wheat and sugarcane in
Brazil, and besides being adapted to the acidity of the soil, is able to produce important
phytormones in association with them. This study is intended to contribute to the
understanding of the high tolerance of A. amazonense to stress by oxygen and their
radicals. The use of the herbicide Gramoxone (Singenta) as inducer of bacterial response
resulted in resistance greater then 100uM of paraquat by the microorganism. The
methodology of Representational Difference Analysis (cCDNA-RDA) as a way to identify
genes expressed by bacteria in this specific conditions resulted in the isolation of six genes
involved directly and indirectly in the process being a transcriptional regulator of the GntR
family; an alcanosulfonato monooxigenase; a NAD dependent epimerase/desidratase and
one serine protease. This is the first work that uses Oscillating Phenol Emulsion
Reassociation Technique (OSPERT) in association with cDNA-RDA. The methodology
used was shown to be functional for the conditions tested and it’s a powerful tool for the

study of differential expression in organisms whose genome is unknown.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Fixacao Biolégica do Nitrogénio

O nitrogénio, quimicamente inerte na sua forma molecular, é de extrema
importancia para a vida, devido a sua presenca em diferentes biomoléculas como &4cidos
nucléicos e aminodcidos. Além disso, o ciclo do nitrogénio estd intimamente relacionado
ao ciclo da 4gua e do carbono, ambos imprescindiveis para as formas conhecidas de vida
(RAISON & STOTTLEMEYER, 1991).

A amonia produzida industrialmente, e que tem como principal finalidade a
producdo de fertilizantes para a agricultura € sintetizada pelo processo de Haber-Bosch que
emprega altas pressdes e temperaturas, sendo portanto oneroso. Foi demonstrado que
alguns herbicidas podem influenciar no ciclo do nitrogénio e na aeragdao do solo, além de
contaminar fontes de bens naturais de consumo (VIENNEAU et al., 2004).

O Ciclo do Nitrogénio é composto por vdrios processos: nitrificacdo, denitrificagao,
fixacdo do nitrogénio atmosférico e amonificacdo. Devido ao pequeno grupo de
organismos que podem tornar o nitrogénio molecular novamente disponivel para os outros
seres vivos e ao custo do processo industrial, além dos danos ambientais, o processo de
fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) tem despertado grande atencdo dos cientistas como
alternativa aos fertilizantes nitrogenados (FERGUSON & STUART, 1998).

Acredita-se que a FBN tenha se desenvolvido quando as reservas geoquimicas de
nitrogénio fixado se tornaram escassas na biosfera. O esgotamento dos O6xidos de
nitrogénio, nitratos € nitritos pelos organismos teria provavelmente, limitado seu
crescimento e ocasionado uma pressdo seletiva que favoreceu o aparecimento da
diazotrofia. A capacidade de fixar nitrogé€nio teria sido, portanto, um evento relativamente
precoce na evolucdo dos organismos procaridticos e anterior ao surgimento da fotossintese
- e conseqiiente aumento da concentracdo de oxigénio livre na atmosfera - uma vez que a
nitrogenase, enzima que catalisa a redu¢do de N, a amonia é extremamente sensivel ao

oxigénio (PEDROSA et al., 2000).
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1.2 A Nitrogenase

O complexo protéico da nitrogenase, a despeito da ampla variedade de bactérias
diazotréficas existentes, se apresenta relativamente conservado em termos de estrutura e
funcdo. Basicamente, o sistema € formado por duas metalo-proteinas: a ferro proteina (Fe-
proteina ou dinitrogenase redutase), codificada pelo gene nifH e a molibdénio-ferro
proteina (MoFeproteina ou dinitrogenase), codificada pelos genes nifDK, que catalisam, na
presenca de ATP, a reducdo de nitrogénio atmosférico a amodnia. A Fe-proteina € o
componente que se liga a ATP e atua como doador de elétrons, enquanto que a MoFe-
proteina contém o sitio de reduc@o do substrato (REES & HOWARD, 2000). Existem, no
entanto, sistemas alternativos homoélogos ao da Fe/MoFe-proteina, em que o molibdénio é
substituido por vanddio ou entdo uma tnica Fe-proteina estd presente (EADY, 1996).

Ambos 0s componentes da nitrogenase sao extremamente sensiveis ao oxigénio. A
sensibilidade da Fe-proteina é devido a exposicdo do cluster 4Fe-4S, que une as
subunidads do dimero. A MoFe-proteina possui dois centros metélicos: o cluster P [8Fe-
7S] e o MoFe cofator [MoFe;So], que € o sitio catalitico de reduc@o do substrato (EINSLE
et al.,2002; SEEFELDT et al., 2004) (Figura 1.1).

O mecanismo de atividade da nitrogenase necessita da reducao da Fe-proteina por
doadores de elétrons como ferridoxinas e flavoproteinas, a transferéncia de elétrons da Fe-
proteina para a MoFe-proteina e finalmente a transferéncia interna na MoFe-proteina, do
cluster P até o MoFe-cofator (DIXON & KAHN, 2004).

Além de catalizar a reducdo de N, a NH3 e prétons a hidrogénio, a nitrogenase
reduz pequenas moléculas insaturadas como o acetileno. A reagao de redugdo do acetileno
pela nitrogenase € experimentalmente utilizada para se avaliar a atividade da enzima, bem

como a capacidade de fixar nitrogénio de um organismo (HARDY et al., 1972).

1.3 Bactérias Diazotroficas

As bactérias fixadoras de nitrogé€nio se encontram distribuidas em vérios tipos de
ambientes e habitats, mostrando-se bem adaptadas a diferentes climas e solos. Embora a
diversidade de diazotréficos seja muito grande, incluindo cianobactérias (MONTOYA et

al., 2004) e simbioses de corais (LESSER et al., 2004), elas podem ser divididas em dois
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grupos principais: bactérias diazotréfcas simbidticas e bactérias diazotréficas ndo-

simbidticas/facultativas (BURRIS & ROBERTS, 1993).

Cluster P e N Cofator
S FeMo

Ligante de > . ‘ r -";.. - f"‘”. : -;:;;:-'
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Cluster [4Fe-4S]

\ AN A o4
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Figura 1.1 — Complexo da nitrogenase em Azotobacter vinelandii (SCHMID et al., 2002).
A figura mostra a estrutura das duas subunidades da nitrogenas interagindo. As duas
subunidades da Fe-proteina estdo em azul claro, marrom, bordd e cinza. As subunidades o
da MoFe-proteina estdo em verde e amarelo e as subunidades B em vermelho e azul.

As bactérias diazotréficas simbidticas, cujos principais representantes sao 0os géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium, estabelecem uma relacdo intima,
mutualistica, com as plantas as quais se associam, havendo a formacdo de estruturas
especializadas para a fixagao do nitrogénio nas raizes, os nédulos, um processo temporal e
espacialmente coordenado do qual participam tanto genes bacterianos como vegetais. O
nddulo oferece prote¢do para a nitrogenase em relagdo ao oxigénio, isSSO ocorre gracas a
uma barreira cortical, e da presenca de leg-hemoglobina (DIXON & KAHN, 2004) (Figura
1.2).

O segundo grupo, denominado endofiticos ndo obrigatdrios ou facultativos, no qual
faz parte o género Azospirillum, pode habitar a superficie ou interior de algumas gramineas
de grande importancia econdmica como milho, trigo, arroz e cana de acticar. A grande
maioria destes diazotréficos foi isolada de solos de regides tropicais como o Brasil. O

interesse na associacdo com gramineas reforca a importancia da FBN para a agricultura
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sustentdvel nos sistemas brasileiros onde baixas quantidades de fertilizantes t€ém sido

utilizados para essas culturas (BALDANI et al., 1997, DOBEREINER, 1995).

Nodule
cortex

. Central
nitrogen-
fixing zone

Figura 1.2 — Noédulo de alfafa (DIXON & KAHN, 2004), mostrando a barreira
cortical nodal e a regido de fixacdo do nitrogénio.

Embora as bactérias fixadoras de nitrogénio mais eficientes sejam aquelas que
estabelecem simbiose com seus respectivos hospedeiros (MYLONA et al., 1995), exibindo
taxas de nitrogénio fixado bastante superiores as apresentadas pelas bactérias de vida livre,
essas ultimas ocorrem em grande escala no solo e possuem uma alta diversidade especifica,
além da producdo de fitormonios e defesa contra patdgenos na rizosfera. Como sua
associacdo nao se restringe a determinadas espécies vegetais, elas podem ser inoculadas
nas sementes de diversas culturas e também servir como pré-adubadoras de solos
oligotréficos (BALDANI et al., 1997), halosolos (EL-KOMY et al., 2003) e regides do
semi-arido (TIWARI et al., 2003).

Recentemente, os diazotréficos endofiticos foram subdivididos em endofiticos
facultativos e endofiticos obrigatérios para distinguir, respectivamente, linhagens que sao
capazes de colonizar tanto a superficie quanto o interior de raizes e sobreviver bem no
solo, daquelas que ndo sobrevivem bem no solo, mas colonizam as raizes e partes aéreas
das plantas. Ao contrdrio das bactérias da rizosfera, as endofiticas obrigatérias sdo
incapazes de viver na parte externa dos tecidos vegetais e parecem seguir o ciclo biolégico
de seu hospedeiro. Por outro lado, os endofiticos facultativos sdo capazes de infectar e
colonizar o tecido interno da planta, mas apresentam habilidade de viver no exterior do

tecido vegetal por periodo varidvel de tempo (BALDANI et al., 1997).
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1.4 O Género Azospirillum

Ha quase 50 anos Dobereiner e Rushel (1958), isolaram a bactéria Beijerinckia
fluminensis da rizosfera de cana-de-agucar de regides tropicais, demonstrando o potencial
da associacdo diazotréfico-planta, mas somente apds a redescoberta do género
Azospirillum por Dobereiner e Day (1975) € que os cientistas passaram a investigar a FBN
em gramineas (BALDANI et al., 1997).

Atualmente, onze espécies sao conhecidas no género Azospirillum: A. lipoferum, A.
brasilense, A. amazonense, A. halopraeferens, A. irakense, A. largimobile, A.
doebereinerae, A. rugosum, A. oryzae, A. cannadense e A. melinis (TARRAND et al,
1978; MAGALHAES et al., 1983; REINHOLD et al, 1987; KHAMMAS et al, 1989;
DEKHIL et al, 1997; ECKERT et al, 2001; MEHNAZ et al., 2007; XIE & YOCOTA,
2005; YASSIN, 2006; PENG et al., 2006). O género Azospirillum esta classificado com
base na homologia das seqiiéncias de rRNA 16S, dentro do grupo o, das Proteobacterias,
juntamente com os géneros Rhodospirillum e Aquaspirillum (HARTMANN & BALDANI,
2006).

1.5 Azospirillum amazonense

Um estudo parcial dos genes nif dessa bactéria demonstrou que a organizagdo dos
genes da FBN ¢ semelhante ao das outras espécies do género, mas apresenta maior
similaridade com A. irakense do que A. brasilense (POTRICH et al., 2001). A. amazonense
apresenta outras caracteristicas diferenciais com relagdo a enzima nitrogenase, que possui
baixa tolerancia ao oxigénio, além de utilizar preferencialmente a sacarose como fonte de
carbono (MAGALHAES et al., 1983). Andlises do metabolismo de carboidratos em seis
linhagens A. amazonense demonstraram a capacidade dessa bactéria de utilizar
dissacarideos, hexoses e pentoses, mas ndo intermedidrios tricarboxilicos. Um sistema de
transporte ativo foi encontrado para sacarose e glicose, mas ndo para o manitol
(MARTINEZ-DRETS et al., 1985).

Potrich et al. (2001) caracterizou parcialmente os genes nif de A. amazonense e
também desenvolveu primers espécie-especificos baseados na seqiiéncia do 16S rDNA,

que amplificam somente nessa espécie quando comparada com A. brasilense. Hartmann &
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Baldani, (2006) realizaram experimentos de hibridizacdo in situ baseados na técnica de
Eckert (2001) com oligonucleotideos especificos para trés espécies de Azospirillum (Figura

1.3).

Figura 1.3 — FISH com sondas especificas para trés espécies do gé€nero
Azospirillum. A. brasilense em azul, A. amazonense em verde e A. lipoferum em vermelho
(HARTMANN & BALDANI, 2006).

Trabalhos realizados com cana-de-agicar micropropagada demonstraram a
capacidade de A. amazonense em associagdo com outras bactérias de promover a
multiplicagdo de mudas em diferentes misturas que simulam solos utilizados para o plantio
dessa graminea no Brasil (OLIVEIRA et al., 2006). Além da fixacdo do nitrogénio, uma
caracteristica de extrema importancia dessa espécie € a capacidade de produzir fitormodnios
como auxinas, giberelinas e citocininas em associacdo com gramineas que compde as
pastagens, ja que a falta de nitrogénio € o principal fator que limita a fertilidade das
mesmas (REIS JUNIOR er al.,, 2004). O fato de A. amazonense ser acido-tolerante
contribuiu para o grande destaque dado a esta espécie nos ultimos anos ja que a acidez é
uma caracteristica comum a maioria dos solos brasileiros. Andlises de varidncia molecular
mostraram que o gendtipo da planta hospedeira bem como a producdo de diferentes
exudatos influencia na genética das populagdes de A. amazonense encontradas no solo

(AZEVEDO et al., 2005).
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1.6 A Regulacao da Fixacao Bioldgica do Nitrogénio.

A enzima nitrogenase possui um furnover relativamente lento, o que faz com que os
diazotréficos sintetizem grandes quantidades dessa proteina, atingindo um valor de
aproximadamente 20% do conteddo celular. Esse gasto energético faz com que sua
expressao seja altamente controlada em nivel transcricional, em resposta a quantidade de
nitrogénio fixado.

A sensibilidade ao oxigénio também impde considerdveis restricdes para a
diazotrofia. Na maioria dos organismos fixadores vdrias estratégias de prote¢do ao dano
por oxigénio sd@o conhecidas como o consumo deste por bactérias aerébicas na respiracao,
compartimentalizacdo da nitrogenase e barreiras de difusdo de oxigénio, como os nédulos
(DIXON & KAHN, 2004).

Em adicdo a regulacdo ao nivel transcricional, alguns diazotréficos como
Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus e Azospirillum brasilense possuem
regulacdo pds-traducional da nitrogenase (MASEPOHL et al., 2002). Isso é mediado pela
ADP-ribosilacdo da Fe-proteina pela enzima DraT (dinitrogenase redutase ADP-
ribosiltransferase), que inativa a nitrogenase em resposta a amoOnia e alta intensidade
luminosa. A modificacdo covalente da nitrogenase é revertida por DraG (dinitrogenase
redutase glicohidrolase), que remove a ADP-ribose sob condicdes apropriadas de fixacao
(HALBLEIB et al., 2000).

A necessidade de responder tanto ao oxigé€nio como ao nitrogénio fixado faz com
que vdrias estratégias de controle sejam comuns nos diazotréficos, porém podem diferir
dependendo da fisiologia do hospedeiro. Por exemplo, bactérias que apresentam associa¢ao
simbidtica possuem baixa ou nenhuma regulacdo em resposta ao nitrogénio fixado. Isso
ocorre provavelmente gragas a incorporacao da amonia pelo vegetal (RATET et al., 1989).

O fato de nao ter sido encontrado o sistema DraT-DraG, responsavel pela regulacio
pos-traducional da nitrogenase pode fazer com que a fixacdo do nitrogénio em A.

amazonense tenha uma regulacdo menos estrita (BURRIS et al., 1991).
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1.7 Sensibilidade ao Nitrogénio Fixado

A transducao de sinal utilizando a proteina PII € um mecanismo importante para a
comunicacdo nas bactérias diazotréficas. A disponibilidade de varios homoélogos a PII,
proporciona uma cascata regulatéria em que um homdlogo pode regular uma segunda
proteina. Um dos primeiros sistemas estudado foi em K. pneumoniae, onde a proteina
GInB controla a atividade do sistema NtrB-NtrC, que por sua vez regula GInK e
conseqiientemente, NifLA em resposta ao nitrogénio fixado (Figura 1.4). GInB e GInK
estdo sujeitas a uridilagdo pela Utase, produto do gene GInD. Sob condi¢des limitantes de
nitrogénio, o aminodcido glutamina, que é um sinal chave no processo, torna-se escasso no
citoplasma, o que faz com que a proteina GInK seja uridilada, ativando a transcricdo dos

genes nifLLA e, conseqiientemente, a fixacao do nitrogénio (DIXON & KAHN, 2004).

1.8 Sensibilidade ao Oxigénio

Quatro grupos de proteinas que regulam a fixa¢ao do nitrogénio e tem sensibilidade
ao oxigénio sdao conhecidos. No primeiro grupo estd a proteina FixL (histidina-quinase),
que, na auséncia de oxigénio, é autofosforilada. Neste estado, ela transfere o grupo fosfato
para a proteina FixJ, resultando na ativacdo de FixJ, que por sua vez, ativa a transcricao
dos demais genes da fixagdo (TUCKERMAN et al., 2002).

O segundo grupo responde ao estado de oxidag@o e foi primeiramente descrito nas
o-proteobactérias. Este sistema de dois componentes RegA-RegB apresenta residuos de
cisteina essenciais para a sensibilidade ao estado redox, localizados entre o sitios de
autofosforilacao e de ligacao ao ATP (SWEM et al., 2007).

Os outros dois grupos de proteinas apresentam o anti-ativador NifL, que € transcrito
juntamente com NifA, inativando-a e também a prépria proteina NifA, que € uma EBP
(Enhancer-biding protein) 6-54 dependente (STUDHOLME & DIXON, 2004).

A Figura 1.4 compara o mecanismo de regulagcdo transcricional da fixacdo do

nitrogénio em bactérias de vida livre e simbidticas.
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Klebsiella pneumoniae Sinorhizobium meliloti Bradyrhizobium japonicum
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Figura 1.4. Comparagdo das cascatas regulatérias que controlam a transcri¢ao dos
genes nif na bactéria fixadora de nitrogénio de vida livre Klebsiela pneumoniae em relacao
a organismos simbiontes Sinorhizobium meliloti e Bradyrhizobium japonicum. (DIXON &
KAHN, 2004).

1.9 O Paradoxo do Oxigénio

Se por um lado o metabolismo oxidativo € energeticamente favordvel aos
organismos, em relacdo a fermentecdo, o oxigénio € t6xico aos mesmos, ja que reage €
inativa enzimas que possuem “clusters” com fons metélicos no seu sitio ativo como a
nitrogenase. O aumento da concentragdo de O, livre, a partir do inicio da atividade
fotossintética pelas cianobactérias, causou extincdo de muitas espécies € uma pressao
seletiva favoreceu o aparecimento de enzimas de defesa como superéxido dismutases,
catalases e glutationa na maioria dos organismos vivos. Mecanismos alternativos com a
funcdo de evitar esse elemento poluente essencial foram desenvolvidos por algumas
espécies, como a formacdo de nddulos, heterocistos e migracdo para ambientes menos
oxidativos por aerotaxia. A reagcdo entre ions ferrosos muito abundantes na atmosfera
ancestral e oxigénio resultou na formacao de radicais livres que afetam biomoléculas como
DNA, lipidios e proteinas. Uma exce¢do as informagdes anteriores € encontrada na bactéria
Streptomyces thermoautotrophicus que apresenta uma nitrogenase aerotolerante, fixando
nitrogénio em altas concentracdes de oxigénio (RIBBE et al., 1997).

Em Azospirillum, a producdo de carotendides e outros tipos de pigmentos, sintese

de enzimas antioxidantes, aerotaxia e atividade respiratdria elevada, além de alteragcdes
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morfoldgicas, como a formagdo de cistos e flocos sob condi¢des ambientais desfavordveis
ou de estresse, sdo possiveis mecanismos de protecio com relacdo ao oxigénio
(MARCHAL & VANDERLEYDEN, 2000).

A tolerancia de Azospirillum a oxigé€nio difere tanto entre espécies como entre
linhagens, sendo influenciada por fatores intrinsecos e ambientais. As espécies de
Azospirillum sdo, no entanto, caracteristica e obrigatoriamente microaerdbicas, fixando
nitrogénio em concentracdes de oxigénio inferiores a 10 uM. Experimentos demonstram

que concentracdo ideal para A. brasilense, por exemplo, é na faixa de 2 a 8§ uM

(HARTMANN & HUREK, 1988).

1.10 Estresse Oxidativo e Espécies Reativas de Oxigénio

Um radical livre é quimicamente definido como um atomo ou molécula que possui
um ou mais elétrons ndo pareados (BERGENDI er al, 1999). Virios processos
metabodlicos geram radicais livres, principalmente enzimas relacionadas com a cadeia
transportadora de elétrons como NAD(P)H desidrogenase, sulfito redutase, succinato
desidrogenase e fumarase redutase (HALLIWELL et al., 1999). Quando dois elétrons siao
transferidos ao oxigénio, o produto formado é o peréxido de hidrogénio que ndo é um
radical livre, sendo preferencialmente chamado de espécie reativa de oxigénio (ERO). O
ataque de radicais livres a grupos metdlicos além de inativar enzimas, causa a liberacao de
ions metdlicos no citoplasma o que favorece a reagao de Fenton (TOUATTI, 2000). Esta por
sua vez, leva a producdo de radicais hidroxil, muito mais reativos que o superéxido e que
reagem com qualquer biomolécula produzindo, ainda, radicais secundarios com reatividade
varidavel (IMLAY et al., 1988).

Existem vérios compostos quimicos ou estresses ambientais que podem induzir a
presenca destes radicais, entre eles herbicidas utilizados na agricultura como Gramoxone
(Singenta) que utiliza paraquat como principio ativo. Este composto é classificado como
um herbicida de contato ndo seletivo, utilizado em culturas de cana-de-acucar, arroz, trigo
e milho que sdo colonizadas por bactérias fixadoras de nitrogénio. Varios trabalhos
demonstram que a presenca de paraquat induz espécies bacterianas ao estresse oxidativo e
em elevadas concentracdes pode levar a morte das mesmas (CASTRO-SOWINSKI et al.,

2007; LEE et al., 2007; BAKSHI et al., 2006).
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1.11 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho € analisar a resposta genética de Azospirillum
amazonense ao estresse oxidativo causado pelo herbicida Gramoxone (paraquat) como
forma de compreender os mecanismos utilizados por essa espécie para sobreviver em um
ambiente nocivo, além de padronizar experimentos de expressdo génica nessa bactéria
pouco estudada e com vdrias caracteristicas de interesse biotecnoldgico.

Como objetivos especificos o presente trabalho visa: a) Testar a resisténcia
bacteriana ao herbicida. b) Sintetizar e analisar um banco de cDNA bacteriano induzido ao
estresse oxidativo ¢) Andlisar a expressdo diferencial de genes de A. amazonense em

resposta ao Gramoxone por Representational difference analysis - cDNA-RDA.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhagens bacterianas e plasmideos

A linhagem selvagem de Azospirillum amazonense Y2 (ATCC 35120), foi utilizada
para a extracdo de RNA total do qual foram obtidas as populacdes de cDNA para a
construc¢do do banco induzido ao estresse oxidativo e cDNA-RDA. A linhagem XL1-Blue
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001), derivada de Escherichia coli K12, foi utilizada como
hospedeira em experimentos de transformagdo bacteriana com a finalidade armazenar os
plasmideos contendo o produto do cDNA-RDA e banco de cDNA.

O vetor de clonagem empregado nos experimentos de transformacao bacteriana foi o
plasmideo pUC18 (YANISCH-PERRON ef al, 1985), que confere resisténcia ao

antibiético ampicilina a linhagem XL1-Blue.

2.2 Meios de cultura e selecio de microrganismos

Os meios de cultura utilizados para a multiplicacdo da linhagem XL1-Blue foram:
LB liquido e sdlido (1,5% de agar) e SOC liquido, preparados de acordo com Sambrook &
Russel, (2001). O meio M79 liquido e sdlido especificos para A. amazonense, foi descrito
por Fred & Waksman, (1928). Todos os meios de cultura foram preparados com &dgua

bidestilada sendo posteriormente esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min.

2.3 Antibiéticos, solugoes, tampoes e paraquat

Todos os antibidticos, solucdes e tampdes empregados nos experimentos foram
devidamente preparados com d4gua bidestilada ou MilliQ. Quando necesséario, foram
preparados sob condi¢des de esterilidade ou posteriormente esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 min. Sua composi¢ao encontra-se descrita em Sambrook & Russel (2001).

O herbicida comercial Gramoxone 200 (Singenta) baseado em paraquat, foi diluido

para uma concentracdo estoque de 10mM com édgua MilliQ conforme dados do fabricante.
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2.4 Condicoes de crescimento e inducao ao estresse oxidativo

Para testar a resisténcia bacteriana ao herbicida, bem como no experimento de
cDNA-RDA, A amazonense foi incubado a 37°C com agitacdo de 160 rpm em incubador
com agitacdo orbital de bancada CT 712 (Cientec) até uma DO de 0,2, o que corresponde
a fase inicial da multiplicacio que acontece em aproximadamente 16 horas.
Posteriormente, diferentes concentracdes de paraquat, variando de 10uM a 250uM foram
adicionadas ao meio de cultura sendo o RNA extraido entre uma e quatro horas apds a

inducdo.

2.5 Oligonucleotideos (primers)

Trés pares de oligonucleotédeos foram utilizados nos experimentos de cDNA-RDA.
Suas seqii€ncias especificas podem ser vistas na tabela 2.1. Para o seqiienciamento de
fragmentos de DNA clonados no vetor pUCI18 foi utilizado primer universal (Amersham
Pharmacia Biotech). O anelamento dos adaptadores para o cDNA-RDA foi realizado em
termocicador automatico Master Cycler (Eppendorff) por 1 min a 50°C seguido de uma
diminui¢do gradual da temperatura (r=0,3°/s) até uma temperatura de 10°C. Apéds 5
minutos nessa temperatura foram adicionados os reagentes para ligacdio (WESTBROCK-

WADMAN et al., 1999).

Tabela 2.1 — Oligonucleotideos utilizados

Adaptador  Seqiiéncia

RBam 12 5’GATCCTGCGTGA 3’

RBam 24 5’AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGAG 3’
NBam 12 5’GATCCTCCCTCG 3’

NBam 24 5’AGGCAAGTGTGCTATCCGAGGGAG 3’
JBam 12 5S’GATCCGTTCATG 3’

JBam 24 5’ACCGACGTCGACTATCCA 3’

Universal S’TTGTGAGCGGATAACAATTTC 3’
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2.6 Extracao de RNA e purificacio dos mRNAs

As extracdes de RNA foram realizadas com reagente Trizol (GIBCO-BRL). Apds
eletroforese em gel de agarose 2% com finalidade de conferir a qualidade do RNA, e
tratamento com DNAse [ (Promega), o kit Microbexpress (Ambion), que utiliza
hibridizagcdes com oligonucleotideos ligados a esferas magnéticas, foi utilizado para
remover as populacdes de 16S rRNA e 23S rRNA. O reagente DEPC (GIBCO-BRL) foi
utilizado como forma de inativar possiveis RNAses presentes nas aliquotas de H,O. Os

protocolos utilizados foram os indicados pelos fabricantes.

2.7 Quantificacao dos Acidos nucléicos

Como forma de quantificar RNA, cDNA, plasmideos e fragmentos usados como

sonda foi utilizado o fluorimetro Qubit (Invitrogen), segundo as instru¢gdes do fabricante.

2.8 Sintese de ¢cDNA bacteriano

Ap6s enriquecimento das populagdes de mRNA pela remocao dos rRNAs 16-23S, a
transcriptase reversa Impron-II (Promega) foi utilizada para a sintese da primeira fita de
cDNA. A metodologia utilizada foi a indicada pelo fabricante.

A sintese da segunda fita foi realizada com as enzimas DNA Polimerase I e DNA
Ligase de E coli, bem como RNAseH e inibidores de RNAse. O protocolo utilizado para
sintese da segunda fita foi o descrito por Sambrook & Russel (2001).

ApOs a sintese das duas fitas, o cDNA foi purificado com o kit GFX (Invitrogen),

utilizado conforme descrito pelo fabricante.

2.9 Clivagem do cDNA com enzimas de restricao

As reacOes de clivagem de cDNA foram procedidas de acordo com as instrugdes

fornecidas pelo fabricante das enzimas e tampdes. Para as clivagens com Mbol dos
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fragmentos utilizado nos experimentos de cDNA-RDA, um excesso de 10 U de enzima foi

utilizado.

2.10 Ligacao

As reacdes de ligacdo dos fragmentos aos adaptadores foram realizadas utilizando
500 uM dos oligonucleotideos de 12 e 24 pares de bases que foram anelados previamente
(WESTBROCK-WADMAN et al., 1999) — Tabela 2.1. As ligacdes foram realizadas
utilizando 10 U de T4 DNA Ligase (Promega) por 16 horas a 16°C.

O produto do cDNA-RDA, assim como o cDNA nio clivado para montagem do
banco, foi tratado com T4 DNA Polimerase I e T4 Polinucleotideo quinase. A ligacdo ao

vetor de clonagem obedeceu a uma propor¢do de 1:1 (50 ng).

2.11 Preparacao do DRIVER e TESTER

Realizada a ligacdo do primeiro par de adaptadores nas populagdes controle (sem
paraquat) e induzida, foram realizados 15 ciclos de PCR por 3 minutos a 72°C como forma
de liberar o adaptador de 12 pares de bases que por ser defosforilado nao foi efetivamente
ligado aos fragmentos, seguido por 1 minuto 94°C, 3 minutos a 70°C. Todas as reacOes de
PCR foram realizadas utilizando a enzima GoTaq Flexi (Promega), com 4 mM de MgCl,.
Para preparacio do TESTER, 500 ng do DRIVER foram clivadas com a enzima de
restricdo Mbol, para liberar o adaptador, purificadas com kit GFX e ligadas a um segundo

par de oligonucleotideos (Tabela 2.1).

2.12 Hibridizacao subtrativa

A hibridizacdo subtrativa foi realizada utilizando a técnica de OSPERT (BRUZEL &
CHEUNG, 2006) baseada em emulsdo fendlica. As estringéncias utilizadas foram Ing
TESTER : 100 ng DRIVER durante a primeira hibridizagcao; 0,2 ng : 100ng (1:500) na
segunda e 20 pg: 100ng (1:5000) durante a terceira hibridiza¢ao

Ap6s as populacdes DRIVER e TESTER serem misturadas de acordo com a

estringéncia desejada, foram desnaturadas por 15 minutos em NaOH 0,3N e incubadas na
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temperatura ambiente num volume de 17,3 uL. A reacdo foi neutralizada com 2,7 ul de
MOPS 3M e acrescentada de 25 uLL de NaCl 1,5 M contendo 2 mM de EDTA e 5 ul de
fenol tamponado pH 8,0. A emulsdo foi gerada dissolvendo o fenol a 65 °C por 1 minuto
seguido da adi¢do das amostras no gelo. Foram entdo realizados 50 ciclos de 15 segundos a
25 °C e 15 segundos a 65 °C para hibridizacdo subtrativa que foi seguida de uma extracio
com 1:1 volumes de cloroférmio. O sobrenadante foi entdo purificado em coluna GFX
estando pronto para a amplifica¢do diferencial.

A técnica de OSPERT possui a vantagem de utilizar uma pequena quantidade de
TESTER e aumentar em até 25 mil vezes a eficiéncia da hibridizacdo, além de ser
realizada em poucas horas quando comparada com as metodologias descritas

anteriormente.

2.13 Amplifica¢ao diferencial

Todo o material eluido da coluna de purificagdo, que corresponde ao produto da
hibridizacdo subtrativa deve ser utilizado na primeira PCR. Nesta reacdo o primer
(adaptador de 24 pb) deve ser adicionado apds a reagdo ser incubada a 72 °C por 3
minutos, quando ocorre a sintese das seqiiéncias complementares aos adaptadores e que
serdo responsaveis pela amplificacdo diferencial. O PCR foi realizado por 10 ciclos de 1
minuto a 94 °C seguido de 3 minutos a 72 °C.

Os fragmentos foram entdo purificados em coluna e tratados com Mung bean
nuclease (Biolabs) com objetivo de degradar fragmentos que sdo linearmente amplificados
na PCR. Apdés o tratamento e purificagcdo, 5 pl dos 50 eluidos foram reamplificados por 20

ciclos na 1* e 2* hibridizacoes e 30 ciclos na 3* hibridizag¢ao subtrativa.

2.14 Clonagem de fragmentos de DNA

Aproximadamente 5 ug de DNA do vetor pUC18 foram clivados com a enzima de
restricdo Smal a 37 °C por 2 h. O vetor foi posteriormente defosforilado com fosfatase
alcalina de camarao (USB Corporation) a 37 °C por 2 h, sendo em seguida purificado com

fenol-cloroférmio e ressuspendido em TE (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
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Na reacdo de preenchimento das extremidades, cerca de 500 ng de DNA foram
incubados com 1 mM de dNTPs, 10 mM de ATP, 1,5 U de T4 DNA Polimerase I, tampao
de reacdo, 6U de T4 Polinucleotideo Quinase e dgua MilliQ para um volume final de
reacdo de 60 ul, a 25 °C por 1 h. Os fragmentos foram entdo purificados com coluna GFX

para clonagem subseqiiente.

2.15 Transformacao bacteriana e extracio de DNA plasmidial

As transformacdes bacterianas foram realizadas utilizando células eletrocompetentes
da linhagem XLI1-Blue de E. coli, preparadas conforme Sambrook & Russel, (2001).
Aproximadamente 50 ng da reacdo de ligacdo de DNA foram usados em cada
transformagdo. Apds o choque elétrico, as células foram imediatamente transferidas para
um tubo de ensaio contendo 1 ml de LB liquido e incubadas com agitacdo (200 rpm) a
37°C por 1 h. Aliquotas de 100 ul dessa preparacdo foram plaqueadas em LB sélido
contendo concentracdes adequadas de antibidticos, IPTG e X-Gal. A selecdo das coldnias
recombinantes foi feita visualmente, através do sistema enzimdtico da [-galactosidase de
E. coli. As coldnias brancas foram individualmente multiplicadas em 1 ml de LB liquido
com agitacdo (200 rpm) a 37°C por 16 h.

O DNA dos plasmideos recombinantes foi isolado e purificado em pequena escala

segundo a técnica de lise alcalina descrito em Sambrook & Russel, (2001).

2.16 Seqiienciamento de DNA e analise das seqiiéncias de nucleotideos e

aminoacidos

Para o seqiienciamento dos fragmentos provenientes do RDA, foi utilizado o
seqlienciador automdtico MEGABACE (Amersham Biosciences), seguindo-se as
especificagcdes de uso do fabricante.

Uma vez obtidas as seqiiéncias de nucleotideos, foi realizada uma busca de
similaridade no banco de dados GenBank. Depois de identificados, os clones de maior

interesse foram submetidos a hibridizacao por Dot-blot (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
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2.17 Hibridizacao de DNA-DNA e DNA-RNA

Nas hibridizagdes northern blot 5 pg de RNA total foram transferidos para uma
membrana de nylon (GE Healthcare) utilizando o sistema Bio-Dot (Bio-Rad). A
transferéncia foi realizada conforme indicado pelo fabricante.

A hibridizacio DNA-RNA foi realizada com kit AIKphos (GE Healthcare) conforme
indicado pelo fabricante, utilizando como sonda um fragmento de superéxido dismutase de
A. amazonense isolado em nosso laboratério. O forno utilizado foi o Hybaid HS9360
(eBay express) A deteccao foi realizada com equipamento Pharos (Bio-Rad).

Durante a anélise de fragmentos presentes exclusivamente em A. amazonense, 50; 5
e 0,5 ng de cada um dos 32 clones foram transferidas para uma membrana de nylon (GE
Healthcare) utilizando o sistema Bio-Dot (Bio-Rad). A transferéncia foi realizada
conforme indicado pelo fabricante. As hibridizacdes foram realizadas utilizando como
sonda o produto do RDA e o DRIVER de A. brasilense, indicando que as seqiiéncias
isoladas parecem estar presentes somente na primeira populacdo. Aqui a marcagdo foi
realizada com fésforo radioativo e a detec¢do feita em filme radiografico apés 24 horas a -

80 °C, conforme Sambrook & Russel, (2001).

2.18 Analise por bioinformatica

Apo6s o sequenciamento dos clones, as seqiiéncias de baixa qualidade e pertencentes
ao vetor de clonagem foram removidas utilizando a ferramenta Pregap4 do pacote de
programas Staden. A comparagdo com banco de dados foi realizada usando as ferramentas
Blastn para eliminar as seqiiéncias de rDNA e Blastp para analisar a similaridade dos
fragmentos provenientes do Blastn. A selecdo das seqiiéncias homdlogas aos genes de A.
amazonense foram obtidas do Entrez Protein (NCBI), e alinhadas utilizando Bioedit

Sequence Alignment Editor Versao 7.0.5.2.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie A. amazonense  MAGALHAES et al., 1983), parece mais distribuida nos
solos brasileiros do que A. brasilense. Além de ser acido tolerante, caracteristica comum
nos solos brasileiros e estar presente em maior quantidade em solos de pastagens
(OLIVEIRA et al., 1987), cana-de-agucar, arroz, trigo, milho e outras gramineas de
importancia econdmica, essa espécie € capaz de produzir fitormOnios como auxinas,
giberelinas e citocininas em associa¢cdo com as mesmas, caracteristica compartilhada com
outras espécies.

Esses dados fazem de A. amazonense uma bactéria de interesse biotecnolégico
tanto no sentido da recuperacdo destes solos oligotréficos como economicamente em
termos de gastos com fertilizantes nitrogenados, que contaminam bens naturais de
consumo.

Poucos estudos foram realizados até o momento com esta espécie, sendo A.
brasilense a bactéria mais estudada no género. Umas das caracteristicas interessantes € que
A. amazonense parece possuir um genoma com 500 kpb a mais do que A. brasilense. O
fato de ndo ter sido encontrado até agora um sistema de regulacdo pds-traducional da
nitrogenase em A. amazonense também contribui para um grande potencial de utilizagdo
com relagdo a bactéria.

Em termos de inoculo a campo, a maioria dos experimentos feitos ao longo dos
ultimos 20 anos utilizaram A. brasilense e A. lipoferum, sendo que somente em alguns
trabalhos realizados no Brasil, utilizaram A. amazonense. A expectativa de sucesso da
inoculagdo estd ao redor de 50 a 75%, o que parece estar acima do esperado, j4 que em
vdrias leguminosas a taxa de resposta a inoculagao € de 50%.

Em 1987, Hartmann e Burris publicaram um trabalho indicando que A. amazonense
possui uma nitrogenase com alta tolerdncia ao oxigénio, o que parece ocorrer devido ao
fato de possuir mecanismos avancados de defesa quando comparada com A. brasilense e A.
lipoferum.

Podemos visualizar que essa espécie sobrevive por muito mais tempo (podendo
chegar ao dobro) que A. brasilense em placas cultivadas em temperatura ambiente. A

morfologia da colonia € de extrema importancia, j4& que torna A. amazonense de fécil
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caracterizacdo quando comparado com outra bactéria em placas de meio de cultivo s6lido

(Figura 3.1).

Figura 3.1 - Morfologia tipica do biofilme de A amazonense em tamanho original.
A bactéria foi mantida em meio M79 por 30 dias.

3.1 Testes de resisténcia bacteriana e inducao ao estresse oxidativo

Para determinar a tolerancia bacteriana ao herbicida, assim como avaliar a inducdo
ao estresse oxidativo, A. amazonense foi incubado em 150 ml de meio M79 a 37°C com
agitacdo de 160 rpm. Ao atingir uma densidade 6ptica de 0,2, esse volume foi separado em
amostras de 20 ml no qual diferentes concentracdes de paraquat foram adicionadas ao
meio. Apds 2, 3 e 4 horas de inducdo, Iml de cada amostra foi retirado e quantificado
espectrofotometricamente a 550 nm. O experimento foi realizado em triplicata e o
resultado estd apresentado na figura 3.2.

Podemos observar que baixas concentragdes de paraquat (10 uM) foram suficientes
para provocar efeitos de retardamento na multiplicagdo bacteriana. A concentracido de 100
UM foi utilizada para induzir a expressao génica nos experimentos de constru¢cdo do banco

de cDNA e cDNA-RDA. Esse valor foi escolhido pelo pouco comprometimento da
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viabilidade das células (ver concentragdao de 250uM), o que pode ser percebido ja que a

densidade das mesmas continua aumentando apds vdrias horas na presenca do herbicida.

Crescimento de A amazonense em diferentes concentracdes de paraquat
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Figura 3.2 — Curva de crescimento de A. amazonense em presenga de paraquat.
A amazonense Y2 foi incubado em concentra¢des de 10 a 250uM de paraquat.

Como forma de determinar o melhor tempo de indugdo com paraquat, um
fragmento de superdxido dismutase de A. amazonense isolado em nosso laboratério foi
utilizado como sonda em experimentos de hibridizacdo (northern blot) onde 51g de RNA
total extraido entre uma e 4 horas apos a indugdo foram fixados em uma membrana. Este
experimento sugeriu que esse herbicida parece induzir uma maior quantidade de transcritos
3 horas ap6s a inducao.

O experimento de inducao a resposta genética demonstrou uma boa resisténcia por
parte do microrganismo, permanecendo metabolicamente ativo até concentragdes
superiores a 100 uM de paraquat na fase inicial de crescimento, quando comparada a
outros experimentos com bactérias a archeas (YAMANAKA, 1983; BRIOUKHANOV et
al., 2006).

Outros trabalhos que utilizam paraquat para comparar a resisténcia de duas

linhagens de E. coli ao efeito inibitério do agente demonstraram que E. coli K12 possui
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maior tolerancia do que a linhagem E. coli B. Os valores de tolerancia dessa bactéria sdo
muito maiores do que os suportados por Azospirillum podendo ultrapassar 0,5mM. Isso
provavelmente deve-se a adaptabilidade dessas bactérias a ambientes mais oxidativos que

normalmente € encontrado por espécies patogénicas (KITZLER et al., 1990).

3.2 Isolamento de regioes genomicas diferenciais entre A. amazonense e A. brasilense

Martin-Didonet et al., (2000) demonstraram que enquanto A. brasilense possui 6,8
Mpb divididos em 7 replicons, A. amazonense tem um genoma maior, com 7,3 Mpb
distribuidos em 4 replicons. Trabalhos feitos em nosso laboratério com a finalidade de
visualizar as diferencas entre estes dois genomas resultaram no isolamento de seqii€ncias
envolvidas em varios processos metabdlicos (CECAGNO R., 2004). Entre eles podemos
citar transportadores ABC, que de bactérias a humanos estdo envolvidos no bombeamento
de uma série de moléculas através da membrana (DAVIDSON & MALONEY, 2007);
genes envolvidos com a organizacdo da forma da célula como o gene MreB/MreC que sdo
homdlogos bacterianos da actina (DIVAKARUNI er al., 2007); genes envolvidos no
metabolismo oxidativo, como a xantina oxidoredutase que € capaz de induzir a formacao
de radicais super6xido durante sua a¢do enzimdtica (HALLIWELL et al., 1999) e genes de
defesa a agentes antimicrobianos como a acriflavina. Os dois ultimos serdo discutidos
neste trabalho por estarem envolvidos nos processos de formacdo e defesa de radicais de
oxigénio.

A figura 3.3 mostra um experimento de hibridizagdo DNA-DNA onde os clones do
produto diferencial foram transferidos para uma membrana sendo hibridizados com duas

sondas: em A, o produto do RDA de A. amazonense e em B o DRIVER de A. brasilense.

3.2.1 Xanthina oxidase/desidrogenase

Entre as enzimas do metabolismo bacteriano indutoras de radicais superdxido
podemos ressaltar a xantina oxidase. A maior parte da oxidag@o de xantinas e hipoxantinas
na célula, porém, € realizada pela xantina desidrogenase, que transfere elétrons para NAD"
e ndo para O, sem formar radicais livres. O termo oxidoredutase € utilizado para definir
ambas as enzimas ja que uma pode ser convertida na outra por clivagem proteolitica em

resposta ao dano oxidativo (HALLIWELL et al., 1999). Uma vez formados, os radicais

33



superéxido sdo convertidos a peroxido de hidrogénio e radicais hidroxil, muito mais
reativos, e que reagem com lipidios, proteinas e dcidos nucléicos (CHUNG et al, 1997).

O alinhamento da figura 3.4 mostra o fragmento da xantina desidrogensase de A
amazonense juntamente com as seqiiéncias mais similares conforme o resultado obtido
utilizando o programa Blastp. Em média essas proteinas possuem 750 aminoécidos, sendo
que o fragmento isolado possui 260. Como pode ser observado na figura, uma alta
homologia € encontrada principalmente entre os aminoacidos 150 e 270 do alinhamento
mostrado. Os valores de similaridade e codigos de acessos das proteinas encontram-se na

tabela 3.1.

123 456 7 8 910 11 12 123 456 7 8 910 1112
H A
" B
e c
D “ ®
E E @
F F
G G
H H

Figura 3.3 - Diferencas gendmicas entre A. amazonense e A. brasilense.

Hibridizacdo (Southern blot) mostrando o produto do RDA de A amazonense quando
comparado com A brasilense. As sondas marcadas radioativamente foram o produto do
RDA em A e o DRIVER de A brasilense em B e foram utilizadas na mesma membrana.

3.2.2 Resisténcia a Acriflavina

A acriflavina é uma substancia antibacteriana capaz de inibir a sintese de DNA.
Virios produtos quimicos que ndo sdo necessariamente danosos a células podem ser
transformados em produtos téxicos in vivo. Esta observacdo pode ser confirmada no
organismo Dyctioselium que possui o gene acrA ativo. Mutantes para esse gene tornam-se
resistentes a0 metanol e outros agentes téxicos como a acriflavina e tiabendazol enquanto
que o gene acrA ativo € letal na presenca destas substancias. Experimentos demonstraram
que os genes acrA (resisténcia a acriflavina) e katA catalase A parecem muito semelhantes

(GARCIA et al., 2002).
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Trabalhos em E. coli mostraram que acido poli-hidroxibenzdico induz a expressao
do gene yhcP que codifica uma proteina também relacionada com o efluxo de multiplas
drogas. Varios componentes contendo dcidos carboxilicos aromaticos estao envolvidos na
inducdo do cluster y2cRQP (VAN DYK et al., 2004). Outras proteinas como AcrAB-TolC
de E. coli, pertencentes a mesma familia das anteriores sdo induzida por paraquat
(ROSNER & STORZ, 1997), acido carboxilicos (MARTIN & ROSNER, 1995) e sais
biliares (ROSENBERG et al., 2993).
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Figura 3.4 —Xantina desidrogenase. Traducao do fragmento do gene de A. amazonense
comparado com as seqiiéncias mais similares definidas pelo Blastp. Os valores de
identidade e valor E estdo mostrados na tabela 3.1.
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A figura 3.5 mostra o alinhamento da traducdo do fragmento do gene codificante de
acrA com as seqiiéncias mais similares definidas pelo programa Blastp. O fragmento de
290 aminodcidos corresponde a 30% da média da proteina completa de outras espécies,
que tem aproximadamente mil aminodcidos. A maior similaridade € encontrada entre os

aminodcidos 180 e 240. Os valores de similaridade e cddigos de acessos das proteinas

encontram-se na tabela 3.1.
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Figura 3.5 — Fragmento do gene acrA de A. amazonense. Alinhamento da traducdo do
fragmento do gene de A amazonense comparado com as seqii€éncias mais similares
definidas pelo Blastp. Os valores de identidade e valor E estdo mostrados na tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Cddigos de acesso e identidade dos genes com maior similaridade aos

isolados de A. amazonese por RDA.

N° de Acesso Género Produto Positivos  Valor
E

YP_987305.1I Acidovorax sp. Xantina desidrogenase 68% Se-42

YP_001418642.11 Xanthobacter sp. Xantina desidrogenase 64% 8e-42

YP_725526.1I Ralstonia sp. Xantina desidrogenase 62% 8e-41

YP_001313231.11 Sinorhizobium sp. Xantina desidrogenase 57% 9E-38
AAY88879.1I Azospirillum sp. Oxidoredutase - -

YP_578790.1 Nitrobacter sp. Proteina de resisténcia 87% le-26

a acriflavina
EDO74788.1l Methylobacterium sp.  Proteina de resisténcia 83% 5e-25
a acriflavina
ZP_00049695.11  Magnetospirillum sp. Proteina relacionada 83% 8e-25
com o efluxo de
multiplas drogas

A andlise dos genes presentes exclusivamente em A. amazonense
comparativamente a A. brasilense demonstrou que a metodologia de RDA utilizada
(FELSKE, 2002) € promissora para bactérias de solo, mas produz falsos positivos (Figura
3.3B). Apesar dos genes ndo terem sido testados individualmente para confirmar a
presenca especifica, o fato da maior distribui¢do de A. amazonense quando comparada com
A. brasilense e o maior tamanho do seu genoma sio indicios para acreditar na maior
complexidade do genoma da primeira espécie. O fragmento que corresponde a seqii€éncia
do gene de xantina desidrogenase analisado ndo parece ser especifica de A. amazonense ja
que oxidoredutases de A. brasilense ja foram seqlienciadas (WASIM & ALEXANDRE,
2005). A caracterizacdo de transportadores ABC e genes de resisténcia a drogas como
acriflavina pode contribuir para o entendimento da maior tolerdncia ao oxigénio da
nitrogenase desta bactéria em extratos brutos, além de maior tolerancia ao pH 4cido o que
ja foi confirmado em A. amazonense (BURRIS & HARTMANN, 1987; MAGALHAES et
al., 1983).

3.3 Banco de cDNA induzido ao estresse oxidativo
Com o objetivo de isolar seqiiéncias génicas envolvidas no metabolismo oxidativo

e resposta a estresse em A. amazonense, esta bactéria foi incubada em meio M79 liquido

por 3 horas com 100 uM de paraquat. O banco de cDNA foi sintetizado a partir de uma
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populacido de mRNA enriquecida pela remog¢do dos 16S e 23S rRNA com kit
Microbexpress (Ambion). Antes da purificacdo dos mensageiros o RNA total das
condic¢des controle e induzida foram analisados em gel de agarose 2% (Figura 3.6a). Como
forma de analisar as populacdes de cDNA bem como a contaminacdo por DNA
cromossomal, uma amplificacdo de 25 ciclos de PCR foi realizada, resultando em
fragmentos entre 200 e 1400 pb (Figura 3.6b). Devido a auséncia de fragmentos maiores e
pela visualizacdo de uma populagdo variada nas amostras que corresponderiam ao
DRIVER/TESTER concluimos que a qualidade do cDNA correspondia a necessdria para o

prosseguimento do experimento.

23S rRNA
16S rRNA

1400pb

200pb

Figura 3.6 Andlise da populacdo de RNA e cDNA de A. amazonense. a) RNA isolado a
partir das condicoes controle (C) e induzida (I) ao estresse oxidativo. A. amazonense foi
incubado a 37°C e 160 rpm até uma DO de 0,2. Apds esse periodo 100 uM de paraquat
foram adicionados ao meio e o RNA extraido apds trés horas de inducdo. b) Andlise da
qualidade dos fragmentos de cDNA ligados aos adaptadores nas condicdes controle (AC) e
induzida (AI). (M) Marcador de peso molecular DNA Ladder 100 (Ludwig)
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Apos a clonagem e sequenciamento de 96 clones, foram identificadas somente 8
seqiiéncias que correspondiam a genes ndo relacionados aos rDNAs. Apesar da quantidade
razoavel de seqiiéncias de rRNA incluindo 5S e tRNA, fragmentos de genes envolvidos no
metabolismo oxidativo foram isolados como também algumas seqii€ncias sem similaridade
com as depositadas no banco de dados. Entre as seqiiéncias de genes isoladas que
codificam proteinas com possivel correlagdo ao metabolismo oxidativo, podemos ressaltar
um regulador transcricional da familia GntR e uma epimerase/desidratase dependente de

NAD.

3.3.1 Regulador transcricional da familia GntR.

Essa familia de reguladores transcricionais relacionados a regulagao do gluconato
isolados inicialmente em Bacillus, estd envolvida no controle de vdrios processos
metabdlicos (HAYDON & GUEST, 1991). Juntamente com fatores sigma eles regulam
processos de estresse atuando via ligacdo no DNA (DELORY et al., 2006).

O modelo de liga¢do do regulador isolado é o hélice-volta-hélice no qual cada um
dos mondmeros do dimero reconhece um sitio no DNA. Essa familia de reguladores GntR-
HTH, agora com mais de 270 membros foi dividida em quatro subfamilias, de acordo com
a regido carboxi-terminal da proteina que possui menor conservacio (RIGALI et al.,
2002). Foi demonstrado em E. coli o envolvimento desses reguladores em resposta a
estresse como privagao de fosfatos e fontes de carbono (MURRAY et al., 2005).

A figura 3.7 apresenta um alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos entre as
proteinas desta familia com a seqiiéncia de aminodcidos traduzida do fragmento isolado do
banco de cDNA. Apesar do tamanho reduzido do fragmento isolado podemos notar uma
grande conservacao entre os aminodcidos 25 e 55 das proteinas correspondentes, o que é
esperado para a regido N-terminal desses reguladores (RIGALI et al., 2002). O tamanho

médio das proteinas apresentadas varia entre 270 e 500 aminodacidos.

3.3.2 NAD epimerase/desidratase

A maioria dos trabalhos indica como func¢d@o principal do gene que codifica para

NAD epimerase/desidratase o metabolismo de agticares, como a interconver¢cao de UDP-
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galactose para UDP-glicose (THODEN et al., 1997), porém, experimentos com
microarranjos demonstraram o envolvimento desse gene na resposta SOS de Pseudomonas
ao tratamento com o antibidtico Ciprofloxacin (CIRZ et al., 2006). Este € um antibitico
fluorinado utilizado como controle de bactérias Gram positivas e negativas, além de
Clamidias e Micobactérias (CAMMACK et al., 2006).

A figura 3.8 apresenta o alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos da
proteina epimerase/desidratase isolada do banco de cDNA em compara¢cdo com o banco de
dados. Apesar do fragmento de A. amazonense possuir apenas 30 dos 300 aminodcidos
encontrados em média nessa proteina, podemos visualizar uma alta homologia entre suas

seqiiéncias codificantes.

lﬂ
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Figura 3.7 — Regulador GntR

Alinhamento da seqiiéncia de aminoécidos do regulador transcricional da familia GntR de
A. amazonense com as seqiiéncias mais similares definidas pelo Blastp. Os valores de
identidade e valor E sd@o mostrados na tabela 3.2.
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Figura 3.8 - NAD epimerase/desidratase. Alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos da
proteina epimerase/desidratase de A amazonense com as seqiiéncias mais similares
definidas pelo Blastp. Os valores de identidade e valor E estdo na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Cdédigos de acesso e identidade dos genes com maior similaridade aos

isolados de A. amazonese no banco de cDNA.

N° de acesso Género Produto Positivos  Valor E
NP_742652 Pseudomonas sp. Regulador GNTR 74% 4.4
YP_001418953 Xanthobacter sp. Regulador GNTR 74% 0,013
YP_001470767 Thermotoga sp. Regulador GNTR 78% 0,078
7ZP_02058189.1  Methylobacterium sp. Epimerase 81% Se-4
desidratase
YP_968310.1 Desulfovibrio sp. Epimerase 80 % 0,006
desidratase

O banco de cDNA induzido ao estresse oxidativo resultou na identificacdo de genes
envolvidos com esse processo de maneira secunddria, sendo a funcao principal dos genes
encontrados, o metabolismo de acucares, inclusive na regulacdo como € o caso do
regulador GNTR. Apesar da utilizacdo do kit Microbexpress (Ambion) como forma de
remog¢do das seqii€éncias de 16S e 23S rDNA apenas 10% dos fragmentos seqiienciados
estavam relacionados a resposta a estresse oxidativo. Podemos sugerir que a baixa
qualidade do RNA ou a grande quantidade de transcritos de 16S e 23S rRNA tenham
colaborado para a baixa eficiéncia da purificacdo. Segundo o fabricante deste kit, a
remog¢ao dos RNA ribossomais varia de 80 a 90%. Portanto se considerarmos a populacdo
restante de 10 a 20% contendo os fragmentos de 5S rRNA e outros pequenos RNAs,
podemos considerar adequado o procedimento de purificacdo dos RNAs mensageiros de A.

amazonense.

3.4 cDNA-RDA

Visando o isolamento de genes expressos apenas na condi¢ao do estresse oxidativo
ou de expressdo aumentada por este, a metodologia de cDNA-RDA (HUBANK &
SHATZ, 1994) foi utilizada. A metodologia de Representational difference analysis
(RDA) (LISITSYN et al., 1993) combina as técnicas conhecidas de hibridizacao subtrativa
seguida por enriquecimento diferencial utilizando a PCR. Com essa metodologia foram
isoladas seqiiéncias gendOmicas: relacionadas a diversos tipos de canceres genéticos

(LISITSYN et al., 1993); responsdveis pela patogenicidade de espécies do gé€nero
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Neisseria (PERRIN et al., 1999); regides polimérficas em genomas (BALDOCCHI &
FLAHERTY, 1997); do comportamento motor em peixe zebra (SATO & MISHINA,
2003) e seqiiéncias tnicas de procariotos (ALEN et al., 2003; FELSKE, 2002).

Em 1994, Hubank & Shatz utilizaram a técnica de RDA como forma de analisar a
expressdo diferencial de genes, metodologia entdo denominada cDNA-RDA. A partir de
entdo esta tem sido amplamente utilizada como forma de analisar a expressdo gé€nica em
eucariotos (SPEROTTO et al., 2007; PARK et al., 2007).

Cinco anos depois, em 1999 foram publicados os primeiros trabalhos envolvendo
expressdo diferencial em procariotos, onde foram analisados genes diferencialmente
expressos em resposta a regulacdo por ferro (BOWLER et al., 1999), durante a formacao
de biofilmes (BECKER et al., 2001) ou mimetizando a bactéria em associagdo com
vegetais (MEHTA & ROSATO, 2005).

A andlise de expressdo diferencial por cDNA-RDA foi realizada conforme os
trabalhos de Bowler et al., (1999) e Becker et al., (2001) com excecdo do anelamento dos
adaptadores (WESTBROCK-WADMAN et al., 1999) e hibridizac¢do subtrativa (BRUZEL
& CHEUNG, 2006). Esse é o primeiro trabalho utilizando a metodologia de OSPERT
associada a RDA. Como resultado foram isolados genes do metabolismo de A.
amazonense, assim como seqiiéncias envolvidas na resposta ao estresse oxidativo.

A figura 3.9 mostra a populacdo de fragmentos do DRIVER (D) e produto do RDA
ap6s os ciclos de hibridizacdo subtrativa seguida por PCR (DP1, DP2, DP3). Os
fragmentos entre 334pb e 200pb foram retirados do gel, purificados e clonados em pUCI18.

Neste trabalho 96 clones foram submetidos a reacdo de seqiienciamento da qual
foram obtidas 85 seqiiéncias. 40 correspondiam a 16S rRNA; 19 a 23S rRNA; 12 foram
eliminadas por conterem somente seqii€ncias correspondentes ao vetor de clonagem; 3
clones de 5S rRNA; 3 hipotéticas e 6 de baixa similaridade, além de fragmentos
correspondentes a uma serina protease e alcanosulfonato monooxigenase, envolvidas

indiretamente na resposta a estresse em A. amazonense.
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Figura 3.9 Produtos da reagdo de cDNA-RDA. DRIVER e o produto do RDA durante os
trés ciclos de hibridizac@o subtrativa seguida de PCR. A estringéncia utilizada foi de 1:100
na DP1, 1:500 na DP2 e 1:5000 na DP3. Eletroforese em gel de agarose 2% onde foram
adicionados 10% das ra¢des de amplificacdo diferencial. (M) Marcador de peso molecular
DNA Ladder 100 (Ludwig).

3.4.1 Serina protease

Trabalhos envolvendo espiroquetas relatam a producdo de uma serina protease que
promove a resisténcia a estresse oxidativo. O sequenciamento do genoma de uma espécie
de Borrelia identificou o gene bhpA, homoélogo a familia de serina proteases HtrA, que
estdo envolvidas em resposta e estresse e viruléncia. Resultados demonstraram que
Borrelia aumenta a expressdo deste gene durante a infec¢do do milho. Espécies
patogénicas para humanos, por exemplo, podem utilizar essa proteina para evitar o estresse

oxidativo causado por elementos sanguineos (GUYARD et al., 2006).
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A protease HtrA, € encontrada na maioria das bactérias Gram negativas. DegP ¢ um
homdlogo de HtrA encontrado em clamidias e micobactérias, além de leveduras e
humanos. Esta serina protease estd associada na resposta a diversos tipos de estresse,
inclusive térmico e oxidativo (JONES et al., 2001).

O fragmento de 80 aminodcidos isolado e mostrado no alinhamento da figura 3.10
representa aproximadamente 20 % da média das proteinas correspondentes que possuem

em média 450 aminodcidos. A maior similaridade pode ser observada entre os residuos 200

e 235.

150 10 1T 13
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Serina_protease_A_AMAZONENSE W ETRPTTCRPRSWARTSERTWRCRSS - PREFICRP G
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YP_033313.1|_Barionella v > ME L3 Tp 7
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YP_001259289.1|_Brucella

Serina_protease_A AMAZONENSE ERECQ R
ZP 01545166.1|_Stappia LE
YP_033313.1|_Bartonella
YP_001259289.1|_Brucella

Figura 3.10 - Serina protease. Alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos da proteina de A.
amazonense com as seqiiéncias mais similares definidas pelo Blastp. Os valores de
identidade e valor E estdo na tabela 3.3.

3.4.2 Alcanosulfonato monooxigenase
O cluster ssuEADCB de E. coli é necessario para a utilizacdo de alcanosulfonatos
como fonte de carbono sendo expresso sob condi¢cdes de limitacdo de enxofre e cisteinas

(EICHHORN et al., 1999). Também foi demonstrado que o estresse oxidativo causado

pela multiplicacdo de E. coli na presenga de cromatos induz a expressdo da alcanosulfonato
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monooxigenase, além de enzimas classicas de efeito antioxidante como superoxido
dismutase e catalase (ACKERLEY et al., 2006).

A Figura 3.11 compara o fragmento de 135 aminodcidos isolado de A amazonense,
com as seqii€ncias mais similares definidas pelo Blastp. Essa proteina em outras espécies
possui em média 360 aminodcidos. A maior similaridade é encontrada entre os residuos

190 e 230 do alinhamento mostrado.
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Figura 3.11 - Alcanosulfonato monooxigenase. Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos
da proteina de A. amazonense com as seqiiéncias mais similares definidas pelo Blastp. Os
valores de identidade e valor E estdo na tabela 3.3.

A metodologia de cDNA-RDA em bactérias demonstrou ser um procedimento de
dificil realizagdo quando comparada com aquela aplicada para eucariotos. O fato de ndo
existir uma cauda de poli-A nos mRNAs bacterianos ou esta ser muito curta, faz com que a
sintese de cDNA seja realizada utilizando hexameros aleatérios como primers. Como

resultado deste procedimento temos que o cDNA sintetizado possui grandes quantidades
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de seqiiéncias de rRNAs, além de tamanho reduzido. Esse fato € limitante para a sintese de

bancos de cDNA bacterianos, assim como para outros trabalhos de expressao.

Tabela 3.3 — Cdédigos de acesso e identidade dos genes com maior similaridade aos

isolados de A. amazonese por cDNA-RDA.

N° de acesso Género Produto Positivos Valor E

ZP_01545166.1 Stappia sp. Serina protease 81% 6e-05

YP_033313.1 Bartonella sp. Serina protease 100% 9e-05

YP_001259289.1 Brucella sp. Serina protease 95% 3e-04

YP_497713.1 Novosphingobium sp.  Alcanosulfonato 85% 6e-06
monooxigenase

YP_616706.1 Sphingopyxis sp. Alcanosulfonato 85% 8e-06
monooxigenase

NP_745362.1 Pseudomonas sp. Alcanosulfonato 55% 0,094
monooxigenase

Durante nosso experimento trés diferentes abordagens foram realizadas com
finalidade de subtrair as seqiiéncias ribossomais no experimento de cDNA-RDA.

A primeira metodologia utilizada, descrita por Bowler er al.,1999 adiciona um
DRIVER que é produto da amplificacdo de seqiiéncias de 16S e 23S rDNA, de maneira
que as subtra¢des sao realizadas com um DRIVER que corresponde a condicao controle e
outro formado por amplicons de rDNA. No nosso trabalho este experimento ndo obteve
resultado satisfatorio, onde apenas fragmentos de rRNA foram encontrados e a
metodologia foi substituida pela de Becker et al., (2001).

A segunda metodologia utilizada em nosso trabalho possui a vantagem de iniciar o
experimento com quantidades muito menores de populacdes de TESTER e DRIVER,
podendo ser inferiores a 1ng no caso do primeiro. Esse fator faz com que a metodologia
seja expandida para populagdes muito raras de mRNAs como demonstra o experimento
com biofilmes de Becker er al, (2001). Somado a tudo isso ainda existe o fato da
hibridizagdo subtrativa com emulsdo fendlica utilizada por este segundo autor ser realizada
com maior eficiéncia. Um outro fator importante foi que antes do inicio da utilizacdo da
segunda metodologia, foi adicionado como forma de excluir as populagdes de seqiiéncia de

ribossomais, a purificacdio dos mRNAs com kit Microbexpress (Ambion). Desta forma, o
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melhor resultado que obtivemos pode ter sido devido a utilizacdo deste procedimento e ndo
por ser a metodologia de Becker mais eficiente.

Em nosso experimento, a emulsao fenélica em temperaturas que oscilam entre 25°C
e 65°C foi utilizada. Esta metodologia denominada de OSPERT demonstrou ser de mais
simples realizacdo, apresentar melhor desempenho e maior velocidade de realizagdo do que
as metodologias de hibridizacdo de DNA descritas anteriormente (BRUZEL & CHEUNG,
2006). Este é o primeiro trabalho utilizando OSPERT associado a técnica de RDA.

Apesar de menos de 10% das seqiiéncias obtidas serem correspondentes a
seqiiencias de mRNAs, a metodologia de cDNA-RDA utilizada resultou em genes
envolvidos com o processo de estresse oxidativo. A baixa qualidade do RNA inicialmente
utilizado assim como a possivel auséncia de sitios para Mbol em genes que codificam
superdxido dismutase, catalase e outros conhecidamente envolvidos no processo de
detoxificacdo de radicais livres sdo possiveis fatores que contribuiram para a auséncia
destes produtos no RDA.

A utilizag¢do simultanea de uma populacdo de amplicons derivados de seqiiéncias de
16S e 23S rDNA como segundo DRIVER, juntamente com a emulsdo fendlica poderiam

contribuir para um melhor desempenho do cDNA-RDA em bactérias.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que a metodologia de cDNA-
RDA para bactérias é uma técnica poderosa para o isolamento de seqiiéncias
diferencialmente expressas em microrganismos cujo genoma nao é conhecido. Em nosso
trabalho, genes envolvidos com o metabolismo oxidativo e resposta ao estresse causado
pelo herbicida Gramoxone (Singenta) foram isolados. Apesar de grande quantidade de
fragmentos correspondentes a rDNA terem sido encontradas, otimizacdes como a melhoria
da qualidade do RNA e a utilizacdo simultdnea de um segundo DRIVER baseado em
amplicons de 16S e 23S rDNA com emulsdo fendlica poderiam aumentar o desempenho
do cDNA-RDA.

Hibridizacdes (northern blot) e RT-PCR devem ainda ser realizadas como forma de
confirmar a expressdo diferencial. Andlises semiquantitativas da expressdo desses genes
também podem contribuir para o entendimento da alta tolerancia de A amazonense ao

estresse oxidativo.
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