Titulo: Analise functional de factor transcricional ortélogo do NorR em D. gigas.
Introducdo:

As bactérias redutoras de sulfato contituem um grupo diversificado de procariotas.
Estas bactérias utilizam o sulfato como aceitador final de electrées e obtém a energia
para o0 seu crescimento a partir da oxidacdo de compostos organicos e de hidrogénio
[1,2]. O sulfato é termodinamicamente estavel e a forma mais abundante de enxofre
na biosfera, sendo a reducao 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 regulacdo de varios processos nos solos, incluindo
reciclagem de matéria organica, biodregradacéo de poluentes aromaticos clorados em
solos anaérobios e sedimentos, bem como na metilacdo de mercurio [4, 5, 6].

A bactéria Desulfovibrio gigas é importante tanto ao nivel ecoldgico, por pertencer ao
género das bactérias responsaveis pela reciclagem de matéria organica, como a nivel
econdmico, por estar envolvida na corrosdo de estruturas metalicas em ambientes
aquéticos e terrestres. Estas bactérias possuem mecanismos de protec¢do contra as
espécies de nitrogéneo existentes em diferentes estados de redox formando o ciclo
biogeoquimico do nitrogéneo. A resposta ao oxido nitrico (NO) é de grande
importancia visto que se trata de um intermediario obrigatdrio do cicle do nitrogéneo.
Com efeito, estas bactérias podem utilizar os 6xidos de nitrogéneo, nitrito e nitrato ,
como aceitadores terminais de electrdes para o oxigéneo — condi¢des limitantes sob
condicbes anaerdbicas. Durante a respiracdo por nitrato, a formacdo de compostos
comunas intermediarios ocorre mas termina com diferentes produtos como a amoénia,
gases de oxido de nitrogéneo ou de dinitrogéneo.

A presenca de mecanismos de proteccdo contra 0 NO em espécies de Desulfovibrio
levanta a possibilidade de que estes organimos facam frente ao stress nitrosativo no
seu meio ambiente. Podem efectivamente ter que destoxificar o NO formado e
libertado no processo da reducdo dos nitritos por coexistirem com organismos
desnitrificantes. Compreender estes mecanismos € de enorme relevancia estando
subjacente a estes mecanisos a compreensdo das redes transcricionais e assim
compreender os processos celulares da bactéria Desulfovibro gigas [7,8].

Estes mecanimos ndo séo conhecidos nas proteobactérias, contudo sabe-se que em
E. coli e R. eutropha existe um factor transcricional que responde ao NO, ¢>*-NorR,
gque revelou activar a expressao das NO-redutases norVW e norAB de E. coli e norAB
de R. eutropha respectivamente[9,10].

Neste laboratdrio ja foram removidos os genes codificantes para a rubradoxin:oxigen

oxiredutase (ROO), que € a ultima proteina numa cadeia de transferéncia de electrdes



citoplasmética que acopla a oxidagdo de NADH com a redugdo de oxigénio a agua,
técnicas que exigem a transformacé@o das bactérias com uma cassete contendo as
regides flanqueadoras do gene a deletar e o gene reporter que substitui este. O facto
que o gene roo contém duas sequéncias [GT-(N;)-AC] a montante do discistrao rd-roo
sugere que o0 gene possa ser regulado por um ortologo do factor transcricional NorR
[11]
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Objectivos

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

expressdo dos genes ROO através da identificagdo dos factores de transcrigdo



potencialmente  envolvidos nessa regulacdo. Foi identificada uma familia de genes
codificando para o factor transcricional NorR no genoma da bactéria redutora de

sulfato Desulfovibrio gigas.

Tarefal Clonagem e sequenciacédo do gene norRin D. gigas.

O norR hipotético de D. gigas sera clonado num vector de expressdo pFLAG-CTC
(SIGMA), e o plasmideo resultante sera usado para transformar E. coli norR mutant
strain, na qual a inducéo pelo stress nitrosativo do homaélogo ROO é abolida [1].

A estirpe mutante superexprimindo D.gigas NorR sera analisado na presenca de quer
NO ou GSNO, como descrito em [2].

Tarefa 2- Construccao da cassete de disrupc¢ao para deleccdo do gene NorR

Serd construida uma cassete contendo as regides flanqueantes do gene norR
contendo o reporter canamicina Kn® no plasmideo pJRD215 com a finalidade de
eliminar o ortélogo em D.gigas de norR. Serdo escolhidos os primers de molde a
tornar a cassette especifica. Esta construcdo sera utilizada para transformer D. gigas

por electroporacédo [1,2].

Tarefa 3- Delecgédo do gene norR

A delecgéo sera levada a cabo por recombinagdo homologa com o DNA gendmico de
D. gigas conduzindo a substituicdo da regido a ser deletada pela cassette de
disrupgdo acima referida [1,2].

Afim de verificar a disrup¢cdo do gene fazer-se- 80 varios testes entre os quais se
extrai o DNA de D.gigas e dos respectivo mutante que sera hidrolizado com enzimas
de restricdo, feita a transferéncia para papel de nitrocelulose que sera em seguida

hibridado com a sonda do gene marcada radiaoctivamente com ATP[P%]

Tarefa 4- Caracterizacdo do mutante norR de D. gigas

O crescimento do mutante nroR sera avaliado quer na presenca de NO como do
agente nitrosativo GSNO, como descrito em [1].

As células crescem em condicBes anaerobicas a 37 © no meio lactate/sulfato até a
fase precoce de crescimento exponencial (OD600nm~0.3-0.4). Quando necessario 10
mM NO ou 10 mM GSNO sera adicionado as culturas sendo o crescimento
monitorizado lendo OD600nm [1,4].
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