
 

Titulo: Análise functional de factor transcricional ortólogo do  NorR  em D. gigas. 
Introdução: 
As bactérias redutoras de sulfato contituem um grupo diversificado de procariotas. 

Estas bactérias utilizam o sulfato como aceitador final de electrões e obtêm a energia 

para o seu crescimento a partir da oxidação de compostos orgânicos e de hidrogénio 

[1,2]. O sulfato é termodinamicamente estável e a forma mais abundante de enxofre 

na biosfera, sendo a redução de sulfato a base do ciclo de enxofre no ambiente [3]. 

Além do seu papel importante no ciclo de enxofre, as bactérias redutoras de sulfato 

contribuem ainda para a regulação de vários processos nos solos, incluindo 

reciclagem de matéria orgânica, biodregradação de poluentes aromáticos clorados em 

solos anaérobios e sedimentos, bem como na metilação de mercurio [4, 5, 6]. 

A bactéria Desulfovibrio gigas é importante tanto ao nível ecológico, por pertencer ao 

género das bactérias responsáveis pela reciclagem de matéria orgânica, como a nível 

económico, por estar envolvida na corrosão de estruturas metálicas em ambientes 

aquáticos e terrestres. Estas bactérias possuem mecanismos de protecção contra as 

espécies de nitrogéneo existentes em diferentes estados de redox formando o ciclo 

biogeoquímico do nitrogéneo. A resposta ao oxido nitrico (NO) é de grande 

importância visto que se trata de um intermediário obrigatório do cicle do nitrogéneo. 

Com efeito, estas bactérias podem utilizar os óxidos de nitrogéneo,  nitrito e nitrato , 

como aceitadores terminais de electrões para o oxigéneo – condições limitantes sob 

condições anaeróbicas. Durante a respiração por nitrato, a formação de compostos 

comunas intermediários ocorre mas termina com diferentes produtos como a amónia, 

gases de óxido de nitrogéneo ou de dinitrogéneo.  

A presença de mecanismos de protecção contra o NO em espécies de Desulfovibrio 

levanta a possibilidade de que estes organimos façam frente ao stress nitrosativo no 

seu meio ambiente. Podem efectivamente ter que destoxificar o NO formado e 

libertado  no processo da redução dos nitritos  por coexistirem com organismos 

desnitrificantes. Compreender estes mecanismos é de enorme relevância estando 

subjacente a estes mecanisos a compreensão das redes transcricionais e assim 

compreender os processos celulares da bactéria Desulfovibro gigas  [7,8]. 

Estes mecanimos não são conhecidos nas proteobactérias, contudo sabe-se que em   

E. coli e R. eutropha existe um factor transcricional que responde ao NO, σ54-NorR, 

que revelou activar a expressão das NO-redutases norVW e norAB de E. coli e norAB 

de R. eutropha respectivamente[9,10]. 

Neste laboratório já foram removidos os genes codificantes para a rubradoxin:oxigen 

oxiredutase (ROO), que é a última proteína numa cadeia de transferência de electrões 



citoplasmática que acopla a oxidação de NADH com a redução de oxigénio a água, 

técnicas que exigem a transformação das bactérias com uma cassete contendo as 

regiões flanqueadoras do gene a deletar e o gene reporter que substitui este. O facto 

que o gene roo contém duas sequências [GT-(N7)-AC] a montante do discistrão rd-roo 

sugere que o gene possa ser regulado por um órtologo do factor transcricional NorR 

[11] 
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Objectivos 
 

Este trabalho tem assim como objectivo contribuir para o estudo da regulação da 

expressão dos genes ROO através da identificação dos factores de transcrição 



potencialmente    envolvidos nessa regulação. Foi identificada uma família de genes 

codificando para o factor transcricional NorR no genoma da bactéria redutora de 

sulfato Desulfovibrio gigas.  

 

Tarefa 1  Clonagem e sequenciação do gene  norR in D. gigas.  
O norR hipotético de D. gigas será clonado num vector de expressão  pFLAG-CTC 

(SIGMA), e o plasmídeo resultante será usado para transformar E. coli norR mutant 

strain, na qual a indução pelo stress nitrosativo do homólogo ROO é abolida [1].  

A estirpe mutante superexprimindo D.gigas NorR sera analisado na presença de quer 

NO ou GSNO, como descrito em  [2]. 

 

Tarefa 2- Construcção da cassete de disrupção para delecção do gene NorR  
Será construida uma cassete contendo as regiões flanqueantes do gene norR 

contendo o reporter canamicina KnR  no plasmídeo pJRD215 com a finalidade de 

eliminar o ortólogo em D.gigas de norR. Serão escolhidos os primers de molde a 

tornar a cassette específica. Esta construção sera utilizada para  transformer  D. gigas 

por electroporação  [1,2]. 
 

Tarefa 3- Delecção do gene norR 

A delecção será levada a cabo por recombinação homóloga com o DNA genómico de   

D. gigas conduzindo à substituição da região a ser deletada pela cassette de 

disrupção  acima referida [1,2].  

Afim de verificar a disrupção do gene fazer-se- ão  vários testes entre os quais se 

extrai o DNA de D.gigas e dos respectivo mutante que será hidrolizado  com enzimas 

de restrição, feita a transferência para papel de nitrocelulose que será em seguida 

hibridado com a sonda do gene marcada radiaoctivamente com ATP[P32] 

 

Tarefa 4- Caracterização do mutante  norR  de D. gigas  
 O crescimento do mutante nroR  será avaliado quer na presença de NO como do 

agente nitrosativo GSNO, como descrito em [1]. 

As células crescem em condições anaerobicas a 37 º no meio lactate/sulfato  até á 

fase precoce de crescimento exponencial (OD600nm~0.3-0.4). Quando necessário 10 

mM NO ou 10 mM GSNO sera adicionado às culturas sendo o crescimento 

monitorizado lendo OD600nm [1,4]. 
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