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1. INTRODUCAO

A descricdo deste memorial tem como objetivo descrever a trajetoria
intelectual, académica e cientifica de Rose Adele Monteiro.

2. IDENTIFICACAO

Rose Adele Monteiro
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Endereco Profissional

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
Setor de Ciéncias Bioldgicas

Centro Politécnico

Universidade Federal do Parana

Caixa Postal 19046

Jardim das Ameéricas

81531-980 - Curitiba, PR — Brasil
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Informagdes suprimidas em decorréncia da Lei
Geral de Protegao de Dados Pessoais (LGPD)
- Lei n® 13.709, de 14 de agosto de 2018.

URL da Homepage: www.ufpr.br
3. FORMACAO ACADEMICA

3.1 Graduacéo
Farmacia e Bioquimica (1991-1995)
Pontificia Universidade Catodlica do Parana, PUC/PR
3.2 Mestrado em Ciéncias (Bioquimica) (1996-1998)
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias (Bioquimica)

Universidade Federal do Parana, UFPR


http://www.ufpr.br/
Stamp

Stamp


Titulo: Expressdo e Caracterizagdo dos dominios Central-C-terminal da
proteina NifA de H. seropedicae (1998)
Orientadora: Leda Satie Chubatsu
Bolsista: CNPq
3.3 Doutorado em Ciéncias (Bioquimica) (1998-2001)
Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncias (Bioquimica)
Universidade Federal do Parana, UFPR
Titulo: Andlise funcional dos dominios modulares da proteina NifA de H.
seropedicae (2001)
Orientadora: Leda Satie Chubatsu
Bolsista: CAPES
3.4 Pos-doutorado
3.4.1 Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias (Bioquimica) - (2003)
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular - UFPR
Supervisor: Professor Emanuel Maltempi de Souza
Bolsista: CAPES
3.4.2 John Innes Centre, Inglaterra (2006)
Supervisor: Dr. Ray Dixon
Bolsista: CAPES

4. DESCRICAO DA TRAJETORIA

Quando eu estava cursando o segundo grau no colégio Dom Bosco
(1988-1990), eu ja tinha interesse na interacdo entre as disciplinas de Biologia
e Quimica. Entédo eu decidi fazer a graduacdo em Farmacia e Bioquimica, pois
a bioquimica é uma area de conhecimento que integra a biologia e a quimica.

Ingressei no curso de Farmacia e Bioquimica da Pontificia Universidade
Catdlica do Parani - PUC em 1991. Durante o periodo da graduacéo, eu ja
comecei a desenvolver interesse pelas atividades de pesquisa cientifica.
Como na PUC ainda nao existia iniciacdo cientifica eu comecei a realizar um
estagio voluntario no laboratorio de Microbiologia e de Imunologia da PUC-Pr.
No laboratdrio de Microbiologia eu trabalhava sob a orientagdo da Professora

Cintia Picheth que tinha feito mestrado em genética na Universidade Federal



do Parana, gracas a ela eu decidi que eu queria fazer Mestrado e Doutorado
guando eu terminasse a graduacédo. Durante a graduacgéo eu fui plantonista no
laboratério de analises clinicas do Hospital Cajuru (1993), fiz estagio voluntario
no laboratério de analises clinica Frischmann Aisengart (1993 — 1995) e fui
estagiaria no Centro de Producédo e Pesquisa de Imunobiologicos — Instituto de
Saude do Parana. Durante esse periodo eu realmente percebi que o que eu
gostaria de fazer era pesquisa cientifica. Em 1994, eu recebi o diploma de
proficiéncia em inglés pelo centro cultural Brasil-Estados Unidos de Curitiba,
eu sabia que esse diploma seria muito util pois a literatura cientifica se
encontra em inglés.

Quando eu estava fazendo estagio voluntario no laboratério Frischmann
Aisengart eu comecei a desenvolver meus primeiros trabalhos cientificos em
colaboracdo com o Departamento de Farméacia da Universidade Federal do
Parana sob a orientacdo do Professor Geraldo Picheth. Eu auxiliei no
desenvolvimento de dois trabalhos através da analise de amostras de
pacientes. O trabalho - Correlacdo entre a hemoglobina glicosilada
automatizada e glicemia. — foi apresentado na forma de resumo e poster no Il
CONGRESSO DE FARMACIA E ANALISES CLINICAS, 1995, Ponta-Grossa.
O trabalho - Quanto pode variar uma dosagem de triglicerideos em duas
amostras sucessivas. — foi apresentado na forma de resumo e poster no XXI
CONGRESSO BRASILEIRO DE ANALISES CLINICAS, 1994, Florianépolis.
Esses dois trabalhos foram a primeira pesquisa cientifica que eu participei, sob
a orientacdo do Professor Geraldo Picheth. Portanto posso dizer que a
professora Cintia e o professor Geraldo foram as primeira pessoas que me
mostraram como € interessante a realizacdo de trabalhos cientificos e como é
bom ser professor e poder inspirar as outras pessoas. Na PUC-Pr também tive
a oportunidade de trabalhar e aprender com a Professora Dra. Kasuko Ishida
do Nascimento. A professora Kasuko fez um relato de como ocorreu o
desenvolvimento da sua carreira cientifica no Departamento de Bioguimica da
Universidade Federal do Parana, e também sobre as linhas de pesquisa deste
Departamento. Foi nesse momento que eu decidi que iria fazes pos-graduacao
em Bioquimica no Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do

Parana.



Durante a graduacdo eu participei de varios cursos e congressos
relacionados com a area de Farmacia e Bioquimica, 0 que me permitiu ter uma
visdo geral sobre a area que eu havia escolhido.

Quando eu terminei a graduacdo em Farmacia e Bioquimica a minha
meédia final em Bioquimica foi e minha média geral foi. Depois de formada eu ja
sabia o caminho que eu gostaria de seguir - a carreira docente e cientifica - Eu
me inscrevi para o mestrado em ciéncia-bioquimica, do curso de pés-
graduacdo em bioquimica da Universidade Federal do Parana. No nivelamento
meu conceito foi A 0 que permitiu que eu ingressa-se no mestrado recebendo
uma bolsa de estudos do CNPq. Durante o mestrado eu fiz diversas disciplinas
que ajudaram no meu crescimento cientifico e intelectual. Apos o término do
nivelamento eu conversei com a professora Leda Satie Chubatsu sobre a
possibilidade de trabalhar com ela. A professora Leda trabalhava com
proteinas e eu tinha um grande interesse em trabalhar nessa &rea. Foi a partir
dessa conversa que eu comecei a ser orientada pela professora Leda e entrei
para o grupo de fixacdo biolégica de nitrogénio. Fazendo parte desse grupo eu
tive a oportunidade de aprender e trabalhar com Biologia Molecular. No meu
mestrado o tema da minha tese foi — Expressdo e Caracterizagcdo dos
dominios Central+C-terminal da proteina NifA de Herbaspirillum
seropedicae. Essa tese foi orientada pela professora Leda Satie Chubatsu,
pelo Professor Fabio de Oliveira Pedrosa e pelo professor Emanuel Maltempi
de Souza. Eu entrei no mestrado em 1996 e defendi a tese de mestrado em
1998, no tempo regulamentar. A banca de defesa de tese foi composto pela
Professora Glaci T. Zancan e pelo Professor Shigehiro Funayama, obtendo o
conceito A. Os resultados obtidos na tese serdo descritos no item 6 deste
memorial.

Em 1997, eu me filiei a Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia
Molecular (SBBq). A partir desta data eu participei de todos as Reunides
Anuais da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular, aonde apresentei
trabalhos em todas elas.

Logo apos a minha defesa de tese de mestrado, eu ingressei no
Doutorado em Bioquimica. Durante o doutorado eu fui bolsista da CAPES e o
tema da minha tese de doutorado foi - Analise funcional dos dominios

modulares da proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae. Esta tese foi



desenvolvida sob a orientagcdo da professora Leda Satie Chubatsu, do
Professor F4bio de Oliveira Pedrosa e do professor Emanuel Maltempi de
Souza, no laboratério de Fixacao Biologica de Nitrogénio. Durante o periodo de
desenvolvimento do meu doutorado (1998 — 2001) tive a oportunidade de
aprender e me aperfeicoar em diversas técnicas de Biologia Molecular.

Em 1998 e 1999 eu fui representante discente dos alunos de Pés-
Graduacao em Bioquimica no Departamento de Bioquimica. Em 1999 e 2001
eu fui representante discente dos alunos no Colegiado de Pds-Graduacdo em
Bioquimica.

Em 1999 eu participei da IXX Reunido Anual de usuarios do LNLS,
aonde eu apresentei oralmente um trabalho sobre cristalografia de proteinas.
Neste ano eu também participei como comissdo organizadora e como
palestrante do décimo segundo congresso internacional de Fixacdo Biologica
de Nitrogénio. Neste congresso eu pude conhecer varios pesquisadores
renomados na area de fixacdo de nitrogénio e pude aprender muito com eles.

Em dezembro de 2001 eu defendi a minha tese de doutorado, perante a
Comissdo Examinadora constituida pelos professores: Dra. Leda Satie
Chubatsu (orientadora), Dra. Liu Un Rigo, Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular — UFPR, Dra. Aline Maria da Silva, Instituto de Quimica-
USP, Dra. Elizabeth Angelica Leme Martins, Instituto Butantan — SP e Dr.
Hernan Francisco Terenzi, Departamento de Bioquimica — UFSC, tendo a
mesma sido aprovada com o conceito A. Os resultados obtidos na tese serdo
descritos no item 6 deste memorial.

No ano de 2001 eu participei de cursos sobre proteoma, essa
experiéncia foi muito interessante pois o grupo de pesquisa de Fixacdo de
Nitrogénio j& estava comecando a desenvolver pesquisas nessa area.

No final de 2001 eu comecei a fazer parte do projeto Genoma estrutural
da bactéria fixadora de nitrogénio endofitica Herbaspirilum seropedicae do
programa Genoma do Parana — Genopar. A partir de 01 de janeiro de 2002 eu
fui beneficiada com a bolsa de Recém- Doutor do CNPq para trabalhar no
projeto Genoma. A descricdo dos experimentos realizados nesse projeto pode
ser encontrada no item 6 deste memorial. Até hoje eu faco parte desse projeto.
A participacao nesse projeto foi fundamental para a minha formagédo e me deu

embasamento pratico e tedrico para participar de outros projetos Genoma.



No final de 2002 eu fui selecionada pelo colegiado da Pés-Graduacao
em Bioquimica, através da andlise de curriculo, para receber a bolsa
PRODOC-CAPES e desenvolver o projeto “ldentificagao e caracterizagao
de genes de Herbaspirillum seropedicae envolvidos na associacdo com
gramineas”. O desenvolvimento deste projeto tem sido muito interessante
pois estou aprendendo novas técnicas, como por exemplo experimentos com
plantas e também de microscopia. Durante esse projeto, estou recebendo uma
verba para a compra de material de consumo, gracas a isso estou aprendendo
a lidar com compras de materiais para o laboratério e também a fazer
prestacdo de contas, 0 que também é importante dentro da rotina de um
laboratorio de pesquisa.

Em 2003, eu fiz parte do projeto genoma e estou desenvolvendo o
projeto sobre a interacdo entre o H. seropedicae e gramineas. Neste ano
também participei do curso de Ultraestrutura vegetal — Microscopia eletrdnica,
o que vai melhorar o desenvolvimento do projeto da bolsa PRODOC-CAPES.

Prestei o concurso em 2004 na Universidade Federal do Parana, no qual
fu aprovada em segundo lugar e entdo iniciei minha carreira docente, e
continuei fazendo parte do grupo de fixacdo bioldgica de nitrogénio. Em 2004,
passei a fazer parte do Programa de Pd4s-Graduacdo em Bioquimica como
professora Orientadora. Em 2006, fiz PGs-Doutorado no Jhon Innes Centre,
Norwich, Inglaterra, sobre orientagcdo do Professor Ray Dixon. De 2004 a
2023, orientei 18 dissertacdes de mestrado, 12 tese de doutorado, 27 projetos
de iniciacao cientifica, e 6 monografias de conclusao de curso.

Em 2004 integrei a equipe do projeto Instituto do Milénio "Melhoramento
da Produtividade Agricola Brasileira via Fixacdo Biologica de Nitrogénio e
Transgenia”.

Entre 2008 e 2016 integrei a equipe do projeto Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia de Fixacdo Biologica de Nitrogénio

Dentro de minha trajetéria na UFPR também assumi o desafio de
exercer uma fungcdo administrativa. Fui membro do Comité Setorial de
Pesquisa (CSP). Assumi a chefia do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular por dois mandatos (PORTARIA N° 1307/UFPR, DE 01 DE
OUTUBRO DE 2014 (2 anos), PORTARIA N° 2764/UFPR, DE 28 DE
SETEMBRO DE 2016 (2 anos)).



Desde 2018, sou vice coordenadora do subprojeto “Biologia de Sistemas
e Ciéncias Omicas Aplicadas a Biociéncias e Saude” ,integrante do PrINT
(Programa da Internacionalizagcdo) custeado pela CAPES que visa
aumentar as interacdes internacionais, principalmente pelo transito de
pesquisadores e alunos para o fortalecimento e ampliacdo das parcerias.
Durante minha trajetéria na UFPR, resumida nas péginas anteriores, progredi
na carreira de professor do magistério superior— Professor Adjunto |
(ingresso), através dos demais niveis dessa classe (Adjunto Il, 1lI, 1V) e, em
seguida para a Classe D — Professor Associado (I, I, 1l e 1V). Assim, nesta
avaliagdo pleiteio minha promocéo para Classe E, Professor Titular. Para tanto
também sdo descritas a seguir minhas atividades de docéncia, administrativas
e de
pesquisa exercidas na UFPR, bem como minha producdo cientifica e

tecnoldgico

5. ATIVIDADES DOCENTES

Durante o doutorado eu era bolsista da CAPES e portanto deveria cursar
a disciplina de estagio em docéncia. Eu ministrei aulas praticas de Bioguimica
para o curso de Farmécia e Bioquimica sob a orientacdo da Professora Glaci
Zancan. Para mim esse periodo foi de grande aprendizado pois pude viver a
relacdo entre alunos e professores. Em 1999 eu participei do Curso
preparatério para exame de licenciatura nos Estados Unidos como professora
de Bioquimica, com o objetivo de aperfeicoar a minha didatica. Em 2001 eu fui
convidada para ministrar uma palestra no Curso de extensdo — Métodos
Moleculares para o Estudo de DNA Il. — Sequenciamento e Analise dos
Resultados — realizado pelo Centro de Estudos de Insetos Sociais — UNESP,
foi uma 6tima experiéncia participar como palestrante em um curso de
extensdo de outra universidade.

Durante o ano de 2002, eu era bolsista recéem-doutor do CNPq eu
ministrei algumas aulas de Biologia Molecular para o curso de Biotecnologia
sobre a orientacdo do professor Emanuel Maltempi de Souza, o que foi muito

gratificante pois pude passar a minha experiéncia em biologia molecular para
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os alunos. Nesse ano também ministrei algumas aulas praticas de Bioquimica
para Biotecnologia sob orientagéo da professora Maria Eugénia Duarte.

Em 2003 eu era bolsista PRODOC-CAPES, o programa PRODOC
permite que o aluno ministre aulas para graduacdo. Entdo eu comecei a
ministrar aulas tedricas de Bioquimica Basica — disciplina Bq403 para o Curso
de Educacéo Fisica da UFPR. Esse periodo foi de grande importancia, pois foi
possivel aprender muito e ter uma experiéncia maior em ministrar aulas
teoricas.

Em 2004, ingressei na Universidade Federal do Parana, no departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular como professora Adjunta (DE) e passei a fazer

parte do Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica como professora.

5.1 Docéncia em cursos de graduacao

Desde meu ingresso na UFPR, como professora, ministrei aulas teoricas e
praticas em diferentes disciplinas. Inicialmente comecei a ministrar a disciplina
de Bioquimica Vegetal para o curso de Engenharia Agronomica o que trouxe
beneficios para mim e para os alunos, ja que o meu trabalho na pesquisa
cientifica estava relacionado com plantas e com os beneficios que a inoculacao
de bactérias promotoras de crescimento vegeta traz para a agricultura.

Devido a minha formacéao ter sido em Farmacia e Bioquimica, em 2010 me
tornei professora responsavel pela disciplina Bioquimica da Célula para o curso
de Farmacia e pude contribuir com o curso durante 8 anos, sempre ministrando
a disciplina de uma foram direcionada aos alunos da Farméacia. Minha
experiéncia com Biologia Molecular fez com que eu me tornasse professora
dos cursos de Biomedicina, Ciéncias Biologicas e Engenharia de Bioprocessos
e Biotecnologia onde pude contribuir com a formacédo dos alunos nessa area.

Em 2014 eu ministrei durante um semestre, a disciplina de Bioquimica para
Terapia Ocupacional. Durante esse semestre eu percebi que esse curso
precisava de uma disciplina de Bioquimica mais voltada para os alunos de
Terapia Ocupacional, para que eles pudessem se engajar melhor no contetdo
da matéria. Entdo, em 2019, eu pedi a chefia do meu departamento para me
tornar a professora responsavel pela disciplina de Bioquimica para Terapia

Ocupacional e a partir desse momento tenho ministrado essa disciplina todos
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0s semestres e acredito que tenho conseguido alcancar o meu objetivo que €
ministrar a disciplina de uma forma que os alunos consigam perceber a
importancia dessa matéria para a area.

Em 2021, pedi a chefia de departamento para ministrar a disciplina de
Fundamentos de Bioquimica para o curso de Educacao Fisica, pois devido ao
meu interesse pelos processos Bioquimicos que cocorrem durante a realizacao
do exercicio fisico, eu poderia contribuir para o ensino de Bioquimica para
esses alunos, inserindo a Bioquimica no dia a dia desses alunos. Tenho
ministrado essa disciplina todos os semestres desde entdo o que tem sido um

aprendizado para mim e para os alunos de Educacéo Fisica.

5.2 Docéncia em curso de pés-graduacao stricto sensu

Desde meu ingresso, em 2004, ministrei disciplinas no Programa de PG4s-
Graduacdo em Ciéncias Bioquimica. Durante todos os semestres utilizo a
minha experiéncia em Bioquimica e Biologia Molecular, e também na é&rea da
minha pesquisa para contribuir com o aprendizado dos alunos de POs-

Graduacao.

6. ATIVIDADES DE ADMINISTRACAO ACADEMICA

Iniciei minhas atividades de administracdo académica em 2007 como
membro do Comité Setorial de Pesquisa e do Comité Assessor de Pesquisa, e
logo passei a fazer parte do colegiado de Cursos de Graduacdo (Farmécia e
Bioquimica, Terapia Ocupacional e Educacao Fisica) e também do colegiado
do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias — Bioquimica por cerca de 10
anos.

Em 2014 me candidatei a Chefia do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular pois tinha vontade de participar desta area da vida
académica. A participagdo no Conselho Setorial do Setor de Ciéncias
Bioldgicas, a convivéncia com professores de outros departamentos e o

aumento da minha interagcdo com o0s servidores técnicos administrativos me
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permitram  uma evolucdo tanto no ambito  académico, no
ambito administrativo e de gestdo de pessoas e no ambito pessoal. Fui chefe
de departamento durante 2 mandatos (4 anos) e ampliei o meu conhecimento
no quesito gestdo e também o meu conhecimento na parte administrativa da

Uniersidade, foi um excelente apremdizado.

7. ATIVIIDADES DE EXTENSAO

Em 2019 submeti ao CNPq um projeto de Extensdo coordenado por
mim: Biologia Molecular nas Escolas - Levando a Ciéncia para o estudante de
Ensino Médio. Esse projeto foi iniciado pelo professor Fabio de Oliveira
Pedrosa em 2016.

Este projeto € uma ferramenta importante para construir a ponte
entre o conhecimento de senso comum, de sala de aula e cientifico. O objetivo
€ estimular nos jovens estudantes 0 gosto pela pesquisa, espirito investigativo
e critico, que tornam professor e alunos corresponsaveis pelo processo ensino-
aprendizagem através de descoberta baseada em projeto. O projeto permitira o
uso de recursos didaticos inovadores, com praticas diferentes e diferenciadas,
ofertando possibilidades diversas de aprendizado, de modo que o aluno seja
capaz de buscar as informacdes por si proprio.

A possibilidade de experimentacéo cientifica e o despertar do interesse
pela Ciéncia impulsionara a transformacdo do individuo pelo conhecimento,
ampliando a possibilidade de participacdo social, desenvolvimento mental,
interacdo de maneira mais ativa com o mundo que o cerca e principalmente o
despertar da curiosidade do aluno sobres as “coisas da vida”, apropriando-se
de conhecimentos e saberes, além de estreitar a relacdo professor-aluno-

escola-Universidade.

8. ATIVIIDADES DE PESQUISA
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O tema da minha dissertacdo de mestrado foi — Expressdo e

Caracterizacdo dos dominios Central+C-terminal da proteina NifA de

Herbaspirillum seropedicae; e o tema da minha tese de doutorado foi -

Andlise funcional dos dominios modulares da proteina NifA de

Herbaspirillum seropedicae.

Com os dados obtidos através dos experimentos realizados durante a

realizacdo destas duas teses foi possivel apresentar:

doze trabalhos com resumos publicados em congressos nacionais e
internacionais;

uma apresentacao oral (Role of Herbaspirillum seropedicae NifA
domains in the expression of nif genes) no congresso internacional
de fixag&do de nitrogénio;

um capitulo de livro publicado (Role of Herbaspirillum seropedicae
NifA domains on the expression of nif genes. In: PEDROSA, F. O.,
HUNGRIA, M., YATES, M. G. & NEWTON, W. E. (eds). Nitrogen
Fixation: From Molecules to Crop Productivity. Dordrecht: Kluwer
Academic Press, 2000);

sete trabalhos publicados em periddicos internacionais (Fnr is involved
in oxygen control of Herbaspirillum seropedicae N-truncated NifA
protein activity in Escherichia coli-Applied and Environmental
Microbiology,2003; Expression, purification, and functional analysis
of the C-terminal domain of Herbaspirillum seropedicae NifA
protein-Protein Expression and Purification, 2003; Inter-domain cross-
talk controls the NifA protein activity of Herbaspirillum seropedicae-
FEBS LETTERS, 2001; Isolation of recombinant plasmids for rapid
analysis using a sodium dodecyl sulfate/ potassium chloride
precipitation-Analytical Biochemistry, 2001; Use of lactose to induce
expression of soluble NifA protein domains of Herbaspirillum
seropedicae in Escherichia coli-Can. J. Microbiol-2000; Expression
and functional analysis of an N-truncated NifA protein of
Herbaspirillum seropedicae-FEBS LETTERS, 1999; In-trans
regulation of the N-truncated NifA protein of Herbaspirillum
seropedicae by the N-terminal domain-FEMS Microbiological Letters,
1999).
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Abaixo serdo descritos 0s principais resultados obtidos durante a tese de
mestrado e doutorado e também seré apresentada uma discussdo comparando
os resultados obtidos com a NifA de Herbaspirillum seropedicae e de outros
organismos.

A proteina NifA de H. seropedicae e os seus dominios Central+C-
terminal, Central, C-terminal e N-terminal foram superexpressos na forma de
proteinas de fusdo contendo uma cauda de 6 histidinas na regido N-terminal.
Como as demais proteinas NifA, a NifA de H. seropedicae quando super-
expressa em E. coli estava presente em sua quase totalidade, na fracéo
insolavel do extrato celular. O dominio N-terminal, também presente na fracédo
insolavel do extrato, pode ser solubilizado apds tratamento com sarcosil. Os
dominios Central, Central+C-terminal e C-terminal estavam presentes tanto na
fracdo insolivel como na soltuvel do extrato celular. Quando o agente indutor,
IPTG, foi substituido pela lactose, foi possivel observar um aumento na
propor¢cdo das proteinas Central, Central+C-terminal e C-terminal na fragdo
solivel. Comparando as curvas de tempo de inducdo com IPTG e lactose,
observamos uma inducdo mais lenta com lactose, 0o que provavelmente
favorece o enovelamento correto da proteina, permitindo uma maior
solubilidade da proteina expressa. A utilizacdo da lactose como indutor permitiu
a expressao das proteinas na forma soluvel em quantidade suficiente para a
purificacdo. Por outro lado a inducdo com lactose néo foi eficiente para permitir
a solubilizacédo da proteina NifA inteira ou do dominio N-terminal indicando que
a insolubilidade da proteina NifA possa ser uma caracteristica intrinseca dessa
proteina, ja que ela é rica em residuos hidrofébicos, que podem interagir entre
si formando agregados.

As proteinas de fusdo His-tag-Central+C-terminal, His-tag-Central, His-
tag-C-terminal e His-tag-N-terminal foram purificadas por cromatografia de
afinidade em coluna Hi-trap-Chelating-Ni*%>. A proteina His-tag-N-terminal foi
purificada na presenca de sarcosil para evitar a precipitagdo da proteina. A
proteinas His-tag-Central+C-terminal e His-tag-C-terminal foram submetidas a
um passo adicional de purificacéo, através de cromatografia em uma coluna Hi-
trap-Heparina. De maneira geral as proteinas purificadas apresentaram pureza

superior a 98%, permitindo sua caracterizagao in vitro.
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Todos o0s ensaios in vitro foram realizados na presenca de oxigénio,
como também a purificagdo e expressao da proteina.

A proteina de fusdo His-tag-C-terminal mostrou-se capaz de se ligar
especificamente a regido promotora do gene nifB de H. seropedicae in vitro. A
proteina  His-tag-Central+C-terminal mostrou-se capaz de se ligar
especificamente as regides promotoras dos genes nifH de S. meliloti e nifB de
H. seropedicae. Ensaios de protecdo de DNA confirmaram a ligacdo ocorreu
nos sitios UAS presentes na regido promotora do gene nifB. A proteina His-tag-
Central+C-terminal apresentou atividade ATPasica in vitro. Esta atividade
ATPasica foi estimulada especificamente pela adicdo de um fragmento de DNA
contendo a regido promotora do gene nifB de H. seropedicae que apresenta
dois sitios de ligacdo para a NifA. DNA de timo de bezerro nao foi capaz de
reproduzir este efeito. A proteina His-tag-Central+C-terminal purificada foi
incapaz de ativar de transcricdo in vitro na presenca de oxigénio,
provavelmente devido a sensibilidade da proteina NifA de H. seropedicae ao
oxigénio in vivo. As outras atividades in vitro que a proteina NifA apresenta,
como a capacidade de se ligar ao DNA e atividade ATP&sica, ndo foram
inibidas pelo oxigénio, ou talvez essas atividades sejam maiores se a proteina
for purificada na auséncia de oxigénio, ou ainda se trata de uma populacéo
contendo formas ativas e outras inativas. Quando a proteina His-tag-Central+C-
terminal foi purificada na auséncia de oxigénio o rendimento foi muito baixo e
diversas vezes a proteina ficou retida na coluna, sugerindo mudancas na
estabilidade e estrutura da proteina em condi¢cdes de anaerobiose. A proteina
purificada, na auséncia de oxigénio, foi utilizada para a realizacdo de
experimentos de ligacdo ao DNA e mostrou-se mais ativa do que a proteina
purificada na presenca de oxigénio, indicando que quando a proteina é
expressa e purificada na presenca de oxigénio pode assumir uma conformacao
com menor atividade.

As proteinas His-tag-NifA, His-tag-Central, His-tag-N-terminal e His-tag-
C-terminal foram incapazes de ativar a transcrigéo in vivo em E. coli do gene
nifH de K. pneumoniae independente da presenca ou auséncia de oxigénio e
amonia. O resultado obtido com as proteinas His-tag-N-terminal e His-tag-C-
terminal era esperado pois essas proteinas ndo possuem o dominio

responsavel pela funcdo catalitica da proteina. O dominio Central que nas
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proteinas NifA de outros microrganismos, interage com a subunidade " para
catalisar a formacdo do complexo aberto, poderia ser capaz de ativar a
transcricdo in vivo, quando expresso separadamente. Entretanto, esse efeito
nao foi observado. Embora o dominio Central isolado da proteina NifA de S.
meliloti tenha sido capaz de ativar a transcricdo da regido promotora do gene
nifH de S. meliloti in vivo, o resultado negativo obtido com o dominio Central
isolado de H. seropedicae sugere a necessidade da ligacdo desta proteina ao
DNA para uma eficiente ativacdo de transcricdo de promotores. Essa idéia é
reforcada pelo fato da proteina His-tag-Central+C-terminal ser capaz de ativar a
transcricdo, mas perde parte desta capacidade quando em presenca da
proteina His-tag-C-terminal. Os resultados sugerem que o dominio C-terminal
esteja competindo com a proteina de fusdo His-tag-Central+C-terminal, pelo
sitio de ligacdo NifA-UAS, e consequentemente impedindo a sua atividade de
ativadora de transcricao.

A proteina NifA de H. seropedicae € inativa na presenca de oxigénio. A
sensibilidade ao O, pode ser devido a uma sequéncia de 4 cisteinas presente
entre os dominio Central e a regido interdominio (IDL) que formam um possivel
sitio de ligacdo para metais. Por outro lado as cisteinas também podem estar
envolvidas na formacdo de pontes de dissulfeto intra ou intermoleculares.
Essas pontes podem estar envolvidas na dimerizacdo da proteina NifA uma
vez que Vérias proteinas que ligam DNA mostraram ser dimeros na sua forma
ativa. As proteinas NifA de B. japonicum e S. meliloti possuem esta sequéncia
de 4 cisteinas e sdo sensiveis ao O,, assim como as proteinas NifA de
Azospirillum lipoferum e A. brasilense . Ja as proteinas NifA de K. pneumoniae
e A. vinelandii ndo possuem este motivo e sdo resistentes ao O, A
sensibilidade destas proteinas a O, € dependente da NifL. Quando a proteina
NifA de B. japonicum teve as suas quatro cisteinas substituidas (uma de cada
vez) por serinas, foi observado perda de capacidade de ativadora de
transcricdo. A troca das cisteinas por histidinas e a delecdo de aminoacidos
entre as cisteinas também causou inativacdo da proteina. Esses resultados
indicam que em B. japonicum a sequéncia de cisteinas é fundamental para a
capacidade de ativadora de transcricdo da proteina NifA.

Além da presenca de oxigénio, a auséncia de ferro também leva a perda
da atividade da proteina NifA de H. seropedicae. Esse fendbmeno também é
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observado nas proteinas NifA de B. japonicum e S. meliloti. A proteina NifA de
K. pneumoniae ndo apresenta esse motivo de cisteinas, e esta
permanentemente inibida pela NifL na auséncia de ferro, em todas as
condicbes testadas. Como nao foi demonstrado que o ferro age diretamente
sobre a proteina NifL, existe a sugestdo do envolvimento de outra proteina no
processo. Recentemente foi sugerido que a proteina Fnr estaria envolvida na
regulacdo da NifL por oxigénio. Na auséncia da proteina Fnr, a proteina NifL
mantém a proteina NifA sempre inibida, independente dos niveis de oxigénio.
Este papel da proteina Fnr na regulacdo do sistema NiIfLA, também explica
porque a proteina NifL, na auséncia de ferro, esta sempre inibindo a NifA. Isto
provavelmente ocorre porque a proteina Fnr € inativa na auséncia deste metal.
Esses resultados sugerem que na auséncia de oxigénio a proteina Fnr age
como sensor primario de oxigénio, ativando a transcricdo de genes cujo
produtos tem a funcdo de reverter a inibicdo da NifL pela reducdo do cofator
flavina adenina dinucleotideo.

Para avaliar a possibilidade da proteina NifA de H.seropedicae receber
um sinal de uma proteina sensora de oxigénio, semelhante ao sistema descrito
acima, realizamos ensaios in vivo para avaliar a atividade da proteina NifA em
células de E. coli mutantes para o gene fnr. A proteina Fnr é necesséria para a
mudanca do metabolismo aerdébico para o anaerdbico, agindo como uma
proteina ativadora de transcricdo na auséncia de oxigénio. Aparentemente o
oxigénio molecular interage diretamente com a proteina Fnr, sem o
envolvimento de outra proteina agindo como transdutora de sinal. Os
resultados obtidos com a estirpe mutante (fnr) de E. coli mostraram que a
proteina de fusdo His-tag-Central+C-terminal € inativa, independente da
presenca ou auséncia de oxigénio. Esses resultados sugerem uma relacao
entre a proteina NifA de H. seropedicae e a proteina Fnr, indicando que de
alguma maneira a proteina Fnr possa estar envolvida no sinal de auséncia de
oxigénio para a proteina NifA de H.seropedicae. Isto pode estar ocorrendo
através da ativagdo da transcricdo por Fnr, na auséncia de oxigénio, de uma
determinada proteina que poderia interagir com a proteina NifA. Outro dado
observado é que quando a proteina His-tag-Central+C-terminal era expressa a
partir do promotor lac, ocorria 0 desaparecimento dessa proteina na presenca

de oxigénio, na estirpe selvagem, e independente de oxigénio, nas células
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mutantes. Provavelmente na presenca de oxigénio ou na falta da proteina Fnr,
a proteina NifA & degradada mais rapidamente. Este efeito também foi
observado, na auséncia de ferro. Em B. japonicum a inativacdo da proteina
NifA promovida pelo O, € rapida, sugerindo que seja via inativacdo direta da
proteina por oxigénio e ndo por uma cascata regulatoria. Em 1991 alguns
autores mostraram que a proteina NifA de B. japonicum foi inativada por
oxigénio e em seguida degradada, indicando que a primeira resposta ao
oxigénio ndo seria a degradacéo. A proteina também é inativada e degradada
na auséncia de ferro. Mutagbes nos genes snoC, snoB e lon, que estédo
envolvidos com o sistema de protedlise da célula, afetando a degradacéo e a
inativacdo da proteina NifA de S. meliloti em E. coli. Os produtos dos genes
snoC e lon afetam a velocidade de degradacdo da proteina e mutaces nesses
genes levam ao acumulo da proteina NifA. O produto do gene snoB parece
afetar a degradacdo e inativacdo da proteina, a mutacdo do gene snoB
aumenta a atividade aerébica da proteina NifA. Embora ndo tenha sido
demonstrada uma relacéo direta entre NifA e Fnr, parece existir um efeito desta
proteina sensora de oxigénio sobre a atividade de NifA. Outro aspecto é que
embora 0s ensaios tenham sido realizados num sistema heterdlogo, NifA de H.
seropedicae e Fnr de E. coli, considerando que Fnr € uma proteina bastante
conservada, € possivel que exista um sistema homdélogo em H. seropedicae e
gue este esteja envolvido na sensibilidade a oxigénio da NifA. Resultados
preliminares de seqlenciamento indicam a presenca de uma proteina
homologa a Fnr em H. seropedicae.

A proteina NifA de H. seropedicae também é regulada in vivo pelos
niveis de ions amodnio. A proteina His-tag-NifA ndo conseguiu ativar a
transcricdo do promotor nifH de K. pneumoniae em E. coli. A andlise do perfil
protéico das estirpes de E. coli expressando a proteina His-tag-NifA afasta a
hipétese de ndo estar sendo expressa ou estar sofrendo protedlise, como
descrito para a proteina NifA de S. meliloti expressa em E. coli. Resultado
semelhante foi obtido em E. coli com a proteina NifA de A. brasilense.
Considerando que a proteina expressa era ativa em A. brasilense, estes dados
sugerem a necessidade de algum cofator ou uma proteina regulatoria que

ativaria a NifA em E. coli e que estaria ausente.
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Ao contrario do que ocorreu com a proteina de fusdo His-tag-NifA, a
proteina His-tag-Central+C-terminal foi capaz de ativar a transcricdo do
promotor nifH de K. pneumoniae in vivo. Esta ativagdo ocorreu somente na
auséncia de oxigénio e independente da concentragdo de ions NH4'. Esse
resultado mostra que em E. coli a proteina de fusdo é inibida pelo oxigénio,
semelhante ao que ocorre em H. seropedicae, no entanto, a auséncia do
dominio N-terminal tornou a proteina insensivel a amoénia. Esses resultados
indicam que o dominio N-terminal ndo € necessario para a ativacdo da
transcricdo pela proteina, dado esse também observado para as proteinas NifA
de A. brasilense e B. japonicum, mas deve possuir uma funcéo regulatéria em
relacdo a NH4". Em R. capsulatus o dominio N-terminal além de ter uma fungédo
regulatoria € essencial para a atividade da proteina NifA. A insensibilidade a
amonia apresentada pela proteina em E. coli confirma os resultados obtidos
por Souza e colaboradores (1999) indicando que a amodnia parece ter seus
niveis detectados direta ou indiretamente pelo dominio N-terminal em H.
seropedicae. Efeito semelhante também foi descrito para a proteina NifA de A.
brasilense.

Considerando que a proteina Pll possa estar envolvida na regulagéo por
NH,", foram realizados experimentos co-expressando a proteina NifA integra e
as proteinas GInB (PIl) e sua homdloga GInZ de A. brasilense.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que a proteina GInB de A.
brasilense é capaz de ativar a proteina NifA em E. coli, enquanto que a
proteina GInZ nédo, sendo portanto esta acdo especifica para GInB de A.
brasilense. A auséncia de atividade da NifA integra em E. coli parece ndo ser
devido a auséncia de proteinas GInB homélogas, mas sim, resultado de uma
baixa expressao destas em condi¢cdes normais. Nao € possivel descartar, no
entanto, um papel mais especifico para essa proteina, de modo que GInB de E.
coli ndo substitua GInB de A. brasilense ou H. seropedicae.

Com os resultados obtidos até o momento pode-se sugerir que a
proteina NifA de H. seropedicae integra estaria em uma conformacao inativa
em altas concentragdes de ions NH;", sendo necesséaria a presenca da
proteina PIl para sua ativacao na auséncia de amoénia. Em altas concentragcdes
de fons NH,4*, é provavel que o dominio N-terminal esteja interagindo com os

demais dominios, impedindo a ativacdo da transcricdo. Esse fato é reforcado
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pela auséncia de inibicdo se o dominio N-terminal ndo estiver presente.
Quando o nivel de ions am6nio € baixo, a proteina Pl interagiria com a NifA,
atravées de seu dominio N-terminal, permitindo que esta assuma uma
conformacao adequada para a ativacao da transcricdo. Quando a concentracao
de ions NH;" aumenta, a interacdo entre NifA e a proteina reguladora se
desfaz, fazendo com que a NifA volte a assumir uma conformagéao inativa. O
dominio N-terminal da proteina NifA de A. brasilense € um regulador negativo
da atividade da proteina NifA e que a proteina PIl pode impedir essa inibicao
em condi¢des de fixacdo de nitrogénio. Também foi mostrado que a mutacéo
de um residuo de tirosina na posicdo 18 do dominio N-terminal origina uma
proteina NifA ativa que ndo requer a proteina Pll para a ativacdo da transcricao
em condi¢cdes de fixacdo de nitrogénio. Apesar de nao responder mais a
auséncia ou presenca da proteina PII, a proteina NifA mutante ndo € ativa na
presenca de amonia. Em K. pneumoniae, a proteina GInK é necessaria para
liberar o efeito inibitério da NifL sobre a NifA que ocorre quando os niveis
intracelulares de nitrogénio estdo altos. Em uma estirpe selvagem a acéo da
proteina GInK ndo pode ser substituida pela da proteina PII . Utilizando
mutantes gInB e gInK, foi mostrado que a modula¢édo da atividade da proteina
NifA pela NifL € dependente da concentragdo da proteina GInK na célula,
embora uma substituicdo de GInK por PII possa ocorrer quando esta ultima é
superexpressa. Alguns experimentos comparando estirpes ginB* e gInB’,
sugerem que a proteina PIl possa antagonizar o efeito da proteina GInK em
liberar a proteina NifA da inibicdo pela proteina NifL e que esse efeito € muito
mais acentuado quando a proteina GInK ndo esta uridililada. Isto pode estar
ocorrendo pela formacdo de heterotrimeros entre a proteina Pll e GInkK,
provavelmente inativando a proteina GInK.

Em A. vinelandii a atividade inibitéria da proteina NifL € estimulada pela
interacdo com a forma ndo uridililada da proteina PIl. Também foi observado
gue o sistema NifL-NifA responde diretamente ao 2-oxocetoglutarato. Entdo em
altas concentracdo de nitrogénio a proteina PIll interageria com o sistema
NifLA. Em condi¢cfes limitantes de nitrogénio a atividade inibitoria da proteina
NifL seria inativada pelos niveis elevados de a-cetoglutarato quando a proteina

PII € uridililada .
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Os dados apresentados sugerem um papel inibitério do dominio N-
terminal da proteina NifA de H. seropedicae e A. brasilense. Ensaios realizados
em E. coli de co-expressdo do dominio N-terminal e dos dominios Central+C-
terminal mostraram efeito in trans. Observou-se que quando essas duas
proteinas tinham o mesmo nivel de expressao, o dominio N-terminal era capaz
de diminuir a capacidade de ativadora de transcricdo da proteina His-tag-
Central+C-terminal na presenca de fons NH,;". Quando o dominio N-terminal
era expresso em maior quantidade, ocorria a inativacdo da proteina His-tag-
Central+C-terminal independente da presenca ou nio de ions NH,". Pode-se
sugerir que existe uma interacdo entre os dominios N-terminal e Central+C-
terminal e que essa interacdo possa ser influenciada pela presenca de ions
NH;" e pela relacdo entre as duas proteinas. Assim o dominio N-terminal
interagiria com o0s demais dominios da proteina inibindo a ativacdo da
transcricdo in vivo; essa interacdo negativa ndo ocorreria em condicfes de
desrepressao.

Ensaios in vitro também foram realizados para verificar a interacao entre
o dominio N-terminal isolado e a proteina His-tag-Central+C-terminal. O
dominio N-terminal atuou de forma inibitéria sobre a proteina His-tag-
Central+C-terminal tanto na capacidade de ligacdo ao DNA quanto na atividade
de ATPase. Foram utilizados como controles albumina de soro bovina e
fosfatase alcalina de camarao para verificar que a inibicdo era especifica. Pelo
observado pode-se sugerir que a atividade de ATPase observada é
proveniente da proteina de fusdo His-tag-Central+C-terminal, e segundo, que
essa atividade é inibida especificamente pelo dominio N-terminal. O dominio N-
terminal da proteina NifA de H. seropedicae também inibe a atividade ATPasica
da proteina NifA de A. vinelandii, mas néo inibe a atividade da proteina NtrC de
K. pneumoniae, sugerindo que a acdo pelo dominio N-terminal é especifica
para a proteina NifA.

A andlise do padrao de digestdo da proteina His-tag-Central+C-terminal
pelas proteases proteinase K e tripsina também demonstrou haver algum tipo
de interacédo direta entre essas proteinas. A presenca do dominio N-terminal
inibiu a digestdo da proteina His-tag-Central+C-terminal sugerindo que as
proteinas formem algum tipo de complexo impedindo o0 acesso das proteases

aos seus sitios especificos de digestdo. A utilizacdo de BSA como controle
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mostrou que o dominio N-terminal ndo altera o padrédo de digestdo desta
proteina, sugerindo que esta acdo seja especifica para a proteina His-tag-
Central+C-terminal. O efeito observado néo foi devido a auséncia de protease
ou tempo de incubacéo, uma vez que o aumento na concentracdo de protease
ou tempo de incubacdo ndo alterou o resultado. Curvas de digestdo na
presenca de concentracdes crescentes do dominio N-terminal confirmam uma
dependéncia da relacdo molar entre o dominio N-terminal e a proteina His-tag-
Central+C-terminal.

Esses resultados indicam que o dominio N-terminal interage de forma
negativa com os dominios Central+C-terminal.

Este efeito negativo pode ser considerado semelhante aquele observado
para o sistema NifLA, de gama-Proteobacterias, onde ocorre a formacédo de um
complexo inativo 1:1. A formacdo de tais complexos depende dos niveis de
nitrogénio fixado e de oxigénio in vivo, o que aparentemente faz com que a NifL
mude de uma forma de baixa afinidade pela NifA para uma forma de alta
atividade. In vitro, as proteinas NifL e NifA de A. vinelandii formam um
complexo que pode ser co-eluido em uma coluna de gel filtracdo na presenca
de MgADP. Em A. vinelandii, a proteina NifL inibe a capacidade de ligacdo ao
DNA, a atividade de ATPase e de ativadora de transcricdo da proteina NifA.
Resultados obtidos in vivo e in vitro sugerem que embora a proteina NifL
interaja com o dominio Central da proteina NifA, a presenca do dominio N-
terminal de NifA é necessario para a inibicdo da atividade de ATPase e
também para a formacao de um complexo NifA:NifL estavel.

No sistema regulatério de dois componentes NtrBC, a transducdo de
sinal ocorre por fosforilacdo. Na proteina NtrC, um residuo de aspartato
conservado no dominio N-terminal é fosforilado por NtrB. A mudanca de
conformacao causada pela fosforilacdo é aparentemente transmitida para os
dominios central e C-terminal, 0 que causa um grande aumento na atividade
ATPasica e na capacidade de ligacdo ao DNA, juntamente com a formacao de
oligbmeros, fazendo com que a NtrC atinja uma forma transcricionalmente
ativa. Nao estad bem claro como o dominio N-terminal se comunica com o
dominio catalitico, mas foi sugerido que o controle positivo ocorra por uma
interacdo intermolecular. O complexo NifL-NifA forma um sistema regulatério

de dois componentes atipico no qual a transdugdo de sinal ndo ocorre por
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fosforilagdo e sim por interacdo proteina-proteina. Em H. seropedicae e A.
brasilense (B e o Proteobactéria, respectivamente) o dominio N-terminal
regulatorio parece desempenhar uma das funcgdes inibitoria da proteina NifL (y-
Proteobactéria). Foi mostrado neste trabalho que o dominio N-terminal da
proteina NifA de H. seropedicae recebe um sinal dependente da concentracdo
de fons NH4" e controla a atividade dos dominios central e C-terminal por uma
interacdo direta negativa.

A proteina NifA de H. seropedicae possui as mesmas atividades
cataliticas da proteina NifA de outros organismos e também apresenta funcdes
regulatérias da proteina NifL. O dominio N-terminal tem uma ac¢édo inibitdria
sobre os dominios Central e C-terminal, na presenca de jons NH;", com o
aparente envolvimento da proteina PII. Isto também ocorre com a proteina NifL
que possui uma acdao inibitoria sobre a proteina NifA na presenca de nitrogénio
fixado, cujo processo também tem o envolvimento de uma proteina tipo PII. A
inibicdo da proteina NifA por oxigénio parece ter o envolvimento da proteina
Fnr; a proteina NifL exerce uma funcao inibitdria sobre a proteina NifA na
presenca de nitrogénio e a proteina Fnr também parece estar envolvida na
regulacdo desse processo. Nossos resultados sugerem, portanto, que em H.
seropedicae o sistema de dois componentes NifLA tenha sido substituido por
uma interacdo entre os dominios da proteina NifA levando ao controle de sua
atividade.

Os resultados descritos acima contribuiram para um maior entendimento
do funcionamento da proteina NifA em Herbaspirillum seropedicae. Alguns
desses resultados permitiram a publicacdo de sete resumos; dois capitulos de
livro e um trabalho em colaboragcédo com outros alunos e pesquisadores, que
executam projetos envolvidos com o mecanismo de fixagao de nitrogénio.

e Recent developments in the structural organization and regulation
of nitrogen fixation genes in Herbaspirillum seropedicae. Journal of

Biotechnology, 2001.

e Regulation of nitrogen fixation and glutamine synthetase in
Herbaspirillum seropedicae. In:. PEDROSA, F. O., HUNGRIA, M.,
YATES, M. G. & NEWTON, W. E. (eds). Nitrogen Fixation: From
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Molecules to Crop Productivity. Dordrecht: Kluwer Academic Press,
2000.

e Regulation of nitrogen fixation in Herbaspirillum seropedicae.
Elmerich, C., Kondorosi, A., Newton, W. E. (eds) Biological nitrogen
fixation for the 21°. Century. Paris, Franca-Publicado, 1998.

Experimentos com a proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae
continuam sendo realizados em conjunto com o aluno de iniciacdo cientifica
Marco Aurélio S. de Oliveira.

Em 2001 eu ingressei no projeto de Sequenciamento do genoma de
Herbaspirillum seropedicae, abaixo sera descrito alguns dos experimentos que
eu realizei neste projeto.

O Herbaspirillum seropedicae tem um genoma de aproximadamente
6.000.000 pares de bases nucleotidicas (dados nédo publicados). O projeto
GENOPAR tem por objetivo sequenciar o genoma completo de uma bactéria
fixadora de nitrogénio Herbaspirillum seropedicae determinando assim o seu
genoma estrutural e funcional. O trabalho desenvolvido pelo nosso grupo no
Nucleo de Fixacdo de Nitrogénio do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Parana tem como propésito entender os mecanismos
basicos envolvidos na regulacdo da expressao dos genes da fixacdo de
nitrogénio de controle da atividade de seus produtos e suas interacdes, visando
a construcao de estirpes mais eficientes destes microrganismos para uso na
Agricultura.

Juntamente com o professor Emanuel Maltempi de Souza eu construi as
bibliotecas genbémicas utilizadas no projeto GENOPAR, e também uma
biblioteca genémica no cosmideo SuperCos 1. Todo o DNA gendmico utilizado
na construcdo das bibliotecas teve o0 seu gene 16S sequenciado para a
confirmacgéo do organismo Herbaspirillum seropedicae. Foram construidos 30
bibliotecas gendmicas. Essa bibliotecas foram analisadas e validadas. Eu
também estou participando, juntamente com outros integrantes do projeto
Genopar, do armazenamento dos clones obtidos a partir das bibliotecas; da
realizacdo das minipreps e reacdes de sequenciamento; da anotacdo e

fechamento do genoma.
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No inicio de 2003 eu inicie o desenvolvimento do projeto (PRODOC-
CAPES) -ldentificacdo e caracterizacdo de genes de Herbaspirillum
seropedicae envolvidos na associagcdo com gramineas.

O mecanismo utilizado pelo Herbaspirilum seropedicae para a
colonizacdo de gramineas ainda nao esta completamente elucidado e os genes
e proteinas envolvidos nesse processo ainda ndo foram determinados. O
estudo desse mecanismo de colonizacdo virA esclarecer quais genes e
proteinas sdo responsaveis pela associagcdo entre as gramineas e 0
Herbaspirillum seropedicae. Conhecendo essas proteinas serd possivel
modifica-las com o objetivo de potencializar a interagdo entre o microrganismo
e a planta.

Em 2004, me tornei professora desta Universidade e passei a
fazer parte do Programa de P4s-Graduacdo em Bioquimica como professora
Orientadora. Em 2006, fiz Pos-Doutorado no Jhon Innes Centre, Norwich,
Inglaterra, sobre orientacdo do Professor Ray Dixon.

Em 2005 iniciei a orientagcdo do meu primeiro aluno de mestrado, o
Marco Aurelio S. de Oliveira continuou a minha linha de pesquisa baseada no
estudo da proteina NifA de H.seropedicae. O Marco Aurelio também foi o meu
primeiro aluno de doutorado ( inicio em 2007) e continuou a minha pesquisa
com a proteina NifA. De 2004 a 2023, orientei 18 dissertacBes de mestrado,
12 teses de doutorado, 27 projetos de iniciacdo cientifica, € 6 monografias de
concluséo de curso.

Durante a minha trajetoria cientifica orientei projetos relacionados com a
linha de pesquisa Fixacdo Biologica de Nitrogénio e faco parte do grupo de
pesquisa do CNPg Fixacao Biologica de Nitrogénio. Os alunos orientados por
mim desenvolveram projetos para o estudo da fixacdo bioldgica de Nitrogénio
em H. seropedicae cujo principal alvo de estudos foi a proteina NifA e também
a proteina Fnr.. Neste periodo coordenei dois projetos dentro dessa linha que
receberam recurso do CNPg. A submissdo de projetos aos 6rgdos de
financiamento e a administragcdo dos recursos obtidos foram de grande
aprendizado para mim, e essa parte € muito importante para 0 meu grupo de
pequisa e também para a Universidade Dentro dessa linha mantenho uma

cooperacao internacional com o professor Ray Dixon do John Innes Centre, o
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professor Dixon foi o orientador de trés alunos meus durante o doutorado
sanduiche desses alunos realizado em Norwich, na Inglaterra.

Em 2008 iniciei a orientacdo de projetos relacionados com a linha de
pesquisa Interacdo Planta Bactéria com o objetivo de elucidar os mecanismos
moleculares da Interacédo de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans com plantas
de interesse econdmico. Em 2012 fui contemplada com a minha primeira bolsa
de produtividade em pesquisa pelo CNPg ap6s a submissdo projeto
Determinacdo do papel das moléculas de LPS e EPS na interacdo de
Herbaspirillum seropedicae com milho, e durante o periodo descrito neste
memorial submeti projetos de Interacdo Planta Bactéria para mais trés editais
de Bolsa de Produtividade em Pesquisa e fui aprovada, o que foi importante
para 0 nosso grupo de pesquisa e para a nossa Pos-Graduacdo. Coordenei 5
projetos dentro dessa linha e recebi financiamento do CNPq (2 projetos),
Fundacdo Araucaria (1 projeto) e PRPPG-UFPR (2 projetos). A obtencdo
destes recursos foi muito importante para a continuidade dos experimentos
realizados no nosso laboratério de Fixacdo Biologica de Nitrogénio-UFPR.
Em 2018 iniciei a orientacdo do meu primeiro aluno de Pd&s-Doc. que
desenvolveu um projeto dentro dessa linha. Em 2021 me tornei lider do Grupo
de Pesquisa certificado pelo CNPqg: NFN-Interacdo Planta-Bactéria. Dentro
desta linha de pesquisa estabeleci uma cooperacdo com o professor Gary
Stacey da Universidade de Missouri (USA). Nesta colaboracdo temos
orientagbes conjuntas e também manuscritos publicados em revista
internacionais.

Minha experiéncia em pesquisa, na submissdo de projetos e
administracdo de recursos recebidos das agéncias de fomento permitiram que
eu participasse de 15 projetos de pesquisa desenvolvidos pelo Grupo de
Fixacao Biologica de Nitrogénio —UFPR, nesses projetos eu contribui tanto na
parte relacionada a pesquisa, quanto na parte relacionada a compras e
administragcdo dos recursos. Dentre esses projetos gostaria de destacar: o
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio-
CNPg no qual tivemos colaboracdes com pesquisadores brasileiros de
diferentes instituicdes; o projeto internacional Newton Fund- Understanding
and Exploiting Biological Nitrogen Fixation for Improvement of Brazilian

Agriculture que envolveu colaboragcbes com pesquisadores brasileiros e
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estrangeiros da area; e o projeto CAPES PRINT - Biologia de Sistemas e
Ciéncias Omicas Aplicadas a Biociéncias e Saude, que é um projeto de
Internacionalizacdo do qual eu sou vice-coordenadora. Este projeto tem
permitido que pesquisadores estrangeiros venham até o nosso laboratorio e
interajam com os pesquisadores e com os alunos, também estamos recebendo
alunos de Pdés-Doutorado estrangeiros o que é um aprendizado para nos, e
muito importante para a nossa universidade.

Durante o desenvolvimento de todos os projetos de pesquisa que eu
participei eu publiquei 82 artigos cientificos, 10 como primeiro autor e 16 como
ultimo autor. Todos os resultados publicados permitiram um avanco para a
nossa linha de pesquisa, fortalecendo o nosso grupo de pesquisa dentro da
UFPR.

9. CONSIDERACOES FINAIS

Agradeco a Universidade Federal do Parand, aos meus colegas
professores, em especial aos professores Fabio de Oliveira Pedrosa, Emanuel
Maltempi de Souza, Leda Satie Chubatsu, Marcelo Muller, Leonardo
Magalhdes Cruz, Luciano Huergo, Edileusa Gerhardt, Lui Um Rigo, Maria
Berenice Steffens e Shigehiro Funayama, a todos os meus alunos, de
graduacdo e pos-graduacdo, pela oportunidade de me desenvolver como
profissional e como pessoa. Sou grata também as Agéncias CNPq, CAPES e
Fundacédo Araucaria pelo apoio financeiro.
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Biologia Molecular
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Referata

Estagios , Setor de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Bioquimica.
Estagio realizado

Estagio Voluntario de Pesquisa.

Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio

Estudo das interagdes da bactéria promotora de crescimento vegetal Azospirillum brasilense com
milho em situacdo de estresse hidrico

Projeto certificado pelo(a) coordenador(a) Emanuel Maltempi de Souza em 31/03/2023.

Descrigdo: Bactérias promotoras de crescimento vegetal, como o Azospirillum brasilense, sdo um
grupo de micro-organismos benéfico as plantas devido a capacidade de colonizar a superficie de
raizes, a rizosfera, a filosfera e os tecidos internos da planta e de promover o crescimento vegetal
destas. Essas bactérias sdo capazes de estimular um maior crescimento vegetal por meio da fixagdo
bioldgica de nitrogénio, da producdo de fitormonios, principalmente acido indol-3-acético (AIA),
vitaminas e fatores de crescimento que estimulam o crescimento vegetal e a producao das plantas.
Bactérias promotoras de crescimento vegetal também podem auxiliar a planta perante diferentes
tipos de estresses, como o estresse hidrico. O objetivo desse projeto é determinar se o Azospirillum



brasilense é capaz de auxiliar o milho a resistir ao estresse hidrico.. 2021 - Atual
Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduagdo: (3) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Integrante / Ana Claudia Bonatto - Integrante / EMANUEL,
MALTEMPI de SOUZA - Coordenador / Leonardo M. Cruz - Integrante.

Envolvimento das Proteinas Efetoras do Sistema de Secrecdo do Tipo 3 na Interacdo entre
Herbaspirillum rubrisubalbicans e Gramineas.

Descricao: Proteinas efetoras do Sistema de Secrecao do Tipo 3 tem uma funcgao essencial na 2021 - Atual
interagdo entre patdgeno-hospedeiro, mimetizando a fungdo e estrutura de proteinas do
hospedeiro, e inibindo o sistema imune do hospedeiro (DEAN et al., 2011), devido a importancia
dessas efetoras para a viruléncia das bactérias patogénicas, o objetivo desse projeto é caracterizar
as proteinas efetoras do sistema de secregdo do tipo 3 de H. rubrisubalbicans M1, e determinar o
papel dessas proteinas no fenotipo patogénico e na interagdo benéfica de H. rubrisubalbicans M1
com as plantas..

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacao: (1) / Doutorado: (2) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Valter A de Baura - Integrante / Maria Berenice
R. Steffens - Integrante / Thalita Tuleski - Integrante / Balsanelli, Eduardo - Integrante / Gerhardt,
Edileusa C.M. - Integrante / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante / EMANUEL, MALTEMPI de
SOUZA - Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - Bolsa.

Promogao da produtividade e sustentabilidade agricola pelo uso de rizobactérias fixadoras de
nitrogénio

Projeto certificado pelo(a) coordenador(a) Emanuel Maltempi de Souza em 03/04/2023.

Descricdo: Na agricultura a disponibilidade de N é o principal limitante de produtividade e 2019 - Atual
fertilizantes nitrogenados um dos principais custos. Bactérias diazotréficas reduzem N2 a NH3
permitindo sua utilizagdo por outros organismos, executando uma fungdo central na biosfera.
Alguns diazotrofos sao capazes de interagir com plantas, contribuindo com a nutrigdo vegetal,
estimulando produgdo vegetal, suprindo todo ou parte do N necessario. Na agricultura, rizobios
formam simbioses com leguminosas e sdo largamente utilizados. Porém cereais (milho, arroz, trigo),
principal fonte de energia para humanos e animais, ndo sdo capazes de formar simbiose. Alguns
diazotrofos podem colonizar suas raizes e fornecer parte de N. Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae sao dois dos principais modelos de estudo dessa associagao. Duas
estirpes selecionadas em nosso laboratdrio de A. brasilense (Ab5 e Ab6) ja sdo utilizadas em
milhdes de hectares no Brasil em milho e soja. Os mecanismos de controle da fixacdo de nitrogénio
(FBN) na rizosfera e promogdo de crescimento ainda ndo sdo bem compreendidos, mas beneficios
observados na interagdo graminea-bactéria sdo marcantes embora limitados a aumentos de 5-20%.
O objetivo deste projeto € estudar a interacdo benéfica planta-diazotrofo e explorar a associagao
para aumentar a produtividade de cereais. Para isso propomos atuar em 3 eixos: i ? Compreender
0s mecanismos moleculares que determinam a eficacia da interagao planta-bactéria; ii ?
Compreender o metabolismo de nitrogénio nas bactérias A. brasilense e H. seropedicae e sua inter-
relagdo com o metabolismo de carbono e energia, e como isso interfere na FBN; iii. Utilizar o
conhecimento para construir estirpes bacterianas fixadoras de nitrogénio com maior capacidade de
excretar amonio fixado para a planta. Propomos estudar diferentes aspectos do metabolismo
bacteriano e vegetal para entender a dindmica envolvida na interacdo planta-bactéria utilizando
diversas técnicas moleculares como construgdo de mutantes transcriptémica, metabolémica e
genética reversa..

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (3) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (5) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Integrante / Valter A de Baura - Integrante / Thalita Tuleski -
Integrante / Ana Claudia Bonatto - Integrante / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante / EMANUEL,
MALTEMPI de SOUZA - Coordenador / Leonardo Magalhaes Cruz - Integrante.

Proteinas ativadoras de transcricdo do fitopatogeno Herbaspirillum rubrisubalbicans envolvidas na
colonizagdo de sorgo e no desenvolvimento da doenca da estria vermelha em sorgo.

Descrigdo: O perfil transcricional das células de H. rubrisubalbicans aderidas a raiz de sorgo foi 2018 - Atual
determinado e os resultados indicaram que o metabolismo de nitrogénio esta fortemente ativado na
rizosfera. Os genes envolvidos com a biosintese de polissacarideos, peptidioglicano e proteinas de
membrana externa sugerem que nas células aderidas ocorre uma reorganizagdo dos componentes
do envelope da parede da célula. Proteinas de quimiotaxia e sistemas de dois componentes estao
diferencialmente expressos nas células aderidas, indicando que os sistemas sensores das bactérias
esta envolvido na adaptacdo da bactéria ao ambiente da planta. Uma das maneiras dos sistemas
sensores transmitem os sinais é através de proteinas ativadoras de transcricdo que ativam a
expressdo de genes responsaveis pelas respostas aos sinais enviados. Durante a analise dos dados
do transcriptoma selecionamos 22 genes que codificam para proteinas ativadoras de transcricdo e
tiveram a expressao aumentada nas células aderidas a raiz. Essas proteinas ativadoras de
transcricdo devem ser as responsaveis por ativar a expressao de genes que sdo importantes para o
processo de colonizagdo. Para dar continuidade aos estudos, da interagdo entre H. rubrisubalbicans
e as raizes de sorgo, que ja estdo sendo feitos a anos no nosso laboratdrio, nosso projeto tem como
objetivo mutagenizar esses genes, determinar o efeito dessa mutagdo no processo de colonizagdo e



determinar qual é a rede de moléculas cuja expressdo esta sob influéncia desses genes. Para
determinar quais dos 22 genes selecionados sdo realmente importantes para o processo de
colonizagdo de plantas por H. rubrisubalbicans sera utilizada a seguinte estratégia: 1 - Construir
estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans nesses genes; 2 ? Determinar se as estirpes mutantes
construidas sdo capazes de colonizar epifiticamente e endofiticamente as raizes de sorgo; 3 ?
Determinar se as estirpes mutantes construidas sdo capazes de causar a doencga da estria vermelha
em sorgo. 4 - Determinar o transcriptoma da interacdo entre raizes de sorgo e as estirpes mutantes
que apresentarem um padrdo de colonizacdo diferente da estirpe selvagem, e daquelas estirpes
mutantes que ndo forem capazes da causar a doenca da estria vermelha; 5 ? Identificar o conjunto
de genes que sdo regulados pela ativadora de transcrigdo codificada pelo gene mutagenizado, para
isso, vamos comparar o transcriptoma da interagao das estirpes mutantes escolhidas e da estirpe
selvagem; 6 ? Determinar a relagdo entre os grupos de genes cuja expressdo é regulada pelas
ativadoras de transcrigao selecionadas..

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (2) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (3) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante / Leonardo
M. Cruz - Integrante.

Proteinas ativadoras de transcrigdo regulando o processo de interagdo entre a bactéria promotora
de crescimento vegetal Herbaspirillum seropedicae e a planta hospedeira

Descrigdo: Devido ao crescimento populacional existe a necessidade de uma produgdo sempre 2015 - Atual
maior de alimentos, sendo necessario um aumento da produtividade das culturas aliado a uma
maior economia e a sustentabilidade dos sistemas agricolas. As bactérias promotoras de
crescimento vegetal podem ser utilizadas como biofertilizante, evitando assim os danos a natureza
causados pela utilizagdo de inoculantes tradicionais. Para que a promogao do crescimento das
plantas por essas bactérias seja satisfatdria € preciso que haja uma eficiente interacdo entre a
planta hospedeira e a bactéria. Durante todos esses passos do processo de colonizagdo, a
comunicacgdo da bactéria com o hospedeiro depende de diversos fatores, dentre eles
exopolissacarideos, polissacarideos capsulares, sistemas de secrecao de proteinas,
lipopolissacarideos, da expressao das proteinas ativadoras responsavel pela expressao de genes
envolvidos na interagdo com a planta (MARIE et al., 2004; BROUGHTON et al., 2006). Desta forma,
a compreensdo dos mecanismos de colonizagdo é indispensavel para a utilizacdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal na agricultura..

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (2) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (3) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Balsanelli, Eduardo - Integrante / Cruz, L. M. -
Integrante / Tuleski, T. R. - Integrante / Baura, V. - Integrante / Emanuel Maltempi de Souza -
Integrante / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Bolsa.

Numero de produgdes C, T & A: 6

Definigdo do papel das moléculas de LPS e EPS de H. rubrisubalbicans M1 na interagdo com a
planta

Descricdo: O objetivo geral desse projeto é definir se as moleculas de LPS e EPS estdo envolvidas 2014 - Atual
na interacdo benéfica e patogenica que o H. rubrisubalbicans M1 é capaz de fazer com algumas
plantas hospedeiras. A importéncia dessas moleculas tbem esta sendo estudada durante a interagdo
de H. seropedicae com plantas..

Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (3) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (3) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Cruz, L.M. - Integrante / Tuleski, T. R. -
Integrante / Emanuel Maltempi de Souza - Integrante / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante /
Michelle Zibeti Tadra-Sfeir - Integrante / Baura, V. A. - Integrante / VALDAMERI, GLAUCIO -
Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Bolsa.
Numero de produgdes C, T & A: 4

Identificacdo de fatores envolvidos na interacao entre Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 e
Sorghum bicolor

Descrigao: Este trabalho tem como objetivo estudar fatores potencialmente envolvidos no processo 2012 - 2016
de interagdo planta-bacteria e que podem estar relacionados com o potencial patogénico de H.
rubrisubalbicans M1 quando em associagdo com cana de agUcar e sorgo..

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (3) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (3) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Maria Augusta Schmidt - Integrante / Thalita
Tuleski - Integrante / Balsanelli, Eduardo - Integrante / Cruz, L. M. - Integrante / Fabio de Oliveira
Pedrosa - Integrante / EMANUEL, MALTEMPI de SOUZA - Integrante / Michelle Zibeti Tadra-Sfeir -
Integrante / BAURA, V. A. - Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Auxilio financeiro.
Numero de produgdes C, T & A: 9

Importancia da Biossintese de Celulose na Interagdo entre a bactéria Herbaspirillum
rubrisubalbicans M1 e Gramineas.



Descrigdo: Bactérias diazotroficas pertencentes ao género Herbaspirillum sdo capazes de se associar2012 - 2016
a gramineas de importancia econémica e podem aumentar o crescimento da planta e a
produtividade. Baldani e colaboradores (1995) inocularam diferentes estirpes de Herbaspirillum
seropedicae em sementes de arroz e observaram aumento de pelo menos 30% do nitrogénio total
acumulado pela planta. Um aumento de nitrogénio total acumulado também foi observado quando
plantas de cana de aglcar foram inoculadas com H. seropedicae (Canuto et al., 2003). Quando a
bactéria Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 foi inoculada na variedade de cana de aglcar B-4362
ocorreu o desenvolvimento da doenga da estria mosqueada. A inoculagdo com H. seropedicae ndao
produziu sintomas da doenca. Entdo foi feita a comparacdo gendmica entre essas duas bactérias,
com o objetivo de encontrar diferengas que podem estar envolvidas no comportamento
fitopatogénico da bactéria Herbaspirillum rubrisubalbicans M1. Foram encontradas diferengas entre
0s genes envolvidos com o metabolismo de lipopolissacarideos e exopolissacarideos, sugerindo que
os determinantes moleculares da superficie destas bactérias podem estar envolvidos com esse
fenétipo diferenciado. Também foi encontrado um cluster de genes envolvidos com a biossintese de
celulose, este cluster esta presente em H. rubrisubalbicans M1 e ausente em H. seropedicae SmR1.
Experimentos de adesdo das bactérias Agrobacterium tumefaciens and Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii a raiz de plantas mostraram que a celulose é importante para ancorar a bactéria a
superficie da raiz, garantindo uma adesdo mais firme e eficiente (Matthysse et al., 1981; Ausmees
et al.,, 1999). Em 1991, Ross e colaboradores (1991) mostraram que a celulose era importante para
excluir competidores durante a colonizacdo de superficie de plantas por Acetobacter xylinus. Em
2006, Ude e colaboradores mostraram que a celulose é importante para a formagdo de biofilme em
Pseudomonas. Olivares e colaboradores (1997) mostraram que o xilema das folhas de cana de
agucar B-4362 esta completamente preenchido por H. rubrisubalbicans, esse padrdo de colonizagao,
que ndo é observado com H. seropedicae, parece ser o responsavel pela produgao das estrias
vermelhas na folha. Também foi observado a produgdo de EPS por H. rubrisubalbicans dentro do
xilema. Podemos entdo sugerir que a producado de celulose por H. rubrisubalbicans pode estar
envolvida com esse padrdo bacteriano dentro do xilema, sendo portanto importante para o
comportamento fitopatogénico desta bactéria quando inoculada em cana de agucar B-4362. Para
elucidarmos o papel da celulose na interacdo-planta bactéria, foi construida uma estirpe mutante no
gene wssB. A expressdo dos genes do operon wss é aumentada durante a adesdo com as raizes de
milho, indicando o envolvimento deste operon na interagao de H.rubrisubalbicans com raizes de
milho. A mutagdo no gene wssD afetou a adesdo, a colonizagdo epifitica e endofitica de raizes de
milho, indicando que a biossintese de celulose é importante para a interagdo entre
H.rubrisubalbicans e o milho. A mutagdo no gene wssD causou a diminuigdo na produgdo de EPS
pela estirpe mutante. Esta mutagdo também alterou a produgdo de biofilme e a motilidade da
estirpe mutante, indicando que a biossintese de celulose pode ser importante para esses dois
processos. A mutagao no operon wss, apesar de ser importante para a interagdo planta-bacteria,
ndo é essencial para o desenvolvimento da doenca da estria mosqueada na variedade B4362 de
cana-de-alcar..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Valter A de Baura - Integrante / Eduardo
Balsanelli - Integrante / Thalita Tuleski - Integrante / SOUZA, E. M. - Integrante / PEDROSA, F. O. -
Integrante / Michelle Z. Tadra-Sfeir - Integrante.

Financiador(es): Fundacdo Araucaria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Auxilio
financeiro.

Numero de produgdes C, T & A: 2

Determinar o transcriptoma de Herbaspirillum seropedicae sob condigdes de limitacdo de nitrogénio
e apos o choque de amonio

Descrigdo: Microrganismos diazotroéficos realizam a fixagdo bioldgica de nitrogénio, isto &, eles sdo 2012 - 2015
capazes de reduzir o nitrogénio atmosférico a amonio. Para que isso ocorra, 0 microrganismo deve
estar diante de condigOes favoraveis tais como, baixas concentragdes de nitrogénio fixado, baixas
tensGes de oxigénio e temperatura adequada. O estudo da fixagdo bioldgica de nitrogénio é de
grande importancia, pois todos os organismos vivos necessitam de nitrogénio para a biossintese dos
aminoacidos e das bases pricas e pirimidicas, constituintes das proteinas, dos acidos nucleicos e
outras biomoléculas. Este projeto tem como objetivo contribuir para o entendimento das vias
metabdlicas que sdo ativadas ou reprimidas quando o H. seropedicae € cultivado em condigdes de
limitagdo de nitrogénio e apos o choque de amonio. 3 amostras de cultura de H. seropedicae em
diferentes pontos da curva de crescimento sob condigOes de limitagdo de nitrogénio e uma amostra
apos o choque de amonio serdo coletadas e o padrao transcriptomico de H. seropedicae em
diferentes pontos da curva de crescimento sob condigoes de limitagao de nitrogénio e apds o
choque de amdnio sera determinado por RNA-seq utilizando a plataforma SOLID. O entendimento
do metabolismo do nitrogénio permitira definirmos o que acontece durante a fixagdo de nitrogénio
e como este estado metabdlico pode influenciar na interagdo da bactéria com a planta. Para isso
sera feito o transcriptoma de H. seropedicae sob condigGes de limitagdo de nitrogénio e apds o
choque de aménio..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) Doutorado: (2) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Adriano Stefanello - Integrante / Dixon, Ray -
Integrante / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante / EMANUEL, MALTEMPI de SOUZA - Integrante /



BATISTA, MARCELO BUENO - Integrante / Bruno Casilha - Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Auxilio financeiro.
Numero de produgdes C, T & A: 4

Determinagdo do papel das moléculas de LPS e EPS na interacdo de Herbaspirillum seropedicae
com milh

Descrigao: Devido ao crescimento populacional existe a necessidade de uma produgao sempre 2011 - 2013
maior de alimentos, portanto é necessario que ocorra um aumento da produtividade das culturas
aliado a uma maior economia e sustentabilidade dos sistemas agricolas. A fixagdo bioldgica de
nitrogénio é um fator importante para que esse objetivo seja alcangado, considerando que este
processo nao despende a energia atualmente gasta para a produgao de fertilizantes nitrogenados,
além de ndo poluir o ambiente e enriquecer o solo com nitrogénio, o qual podera ser aproveitado
pela cultura seguinte. No Brasil, a interagdo simbidtica entre rizobium e a cultura de soja é um
exemplo da economia gerada pela fixacdo bioldgica de nitrogénio, sendo estimada em US$ 6
bilhGes/ano. Para as culturas de gramineas, a utilizagdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
(diazotrofos) ainda é incipiente, embora resultados mostrem melhor desenvolvimento de plantas
inoculadas, além de aumento de resisténcia a condigbes de estresse. Para um efetivo
aproveitamento deste potencial é preciso que haja uma eficiente interacdo entre a planta
hospedeira e o organismo diazotréfico. Durante todos os passos do processo de colonizagdo, a
comunicacgdo da bactéria com o hospedeiro depende de diversos fatores, dentre eles
exopolissacarideos, polissacarideos capsulares, sistemas de secrecdo de proteinas e
lipopolissacarideos (MARIE et al., 2004; BROUGHTON et al., 2006). A capacidade dos
microrganismos diazotrofos de fixar o nitrogénio atmosférico e fornecé-lo para a planta depende
intimamente da sua interagdo com o hospedeiro. Desta forma, a compreensdo dos 2 mecanismos
de colonizagdo é indispensavel para a utilizagdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio na agricultura.
Assim, neste projeto propomos estudar a interacdo entre a bactéria diazotrofica Herbaspirillum
seropedicae e a planta hospedeira milho, visando identificar e caracterizar fatores importantes no
estabelecimento desta interacdo. Salientamos que a associacdo H. seropedicae-milho estimula o
desenvolvimento vegetal ndo causando danos ao hospedeiro..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Valter A de Baura - Integrante / Eduardo
Balsanelli - Integrante / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante / EMANUEL, MALTEMPI de SOUZA -
Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Bolsa.

Numero de produgdes C, T & A: 3

Envolvimento do lipopolissacarideo de Herbaspirillum seropedicae na interagdo com milho (Zea
mays).

Descrigao: Genes potencialmente envolvidos na interagao planta-H. seropedicae foram identificados 2009 - 2016
no banco de dados do projeto de sequenciamento gendmico de H. seropedicae estirpe SmR1 (Z78
SmR)(PEDROSA et al., 2011). Foram encontrados genes envolvidos na biossintese de 4cido indol-
acético e giberelinas, sistema de secregao do tipo 3, flagelo, pilli tipo 4, exopolissacarideos,
lipopolissacarideos e adesinas. Estruturas do envelope bacteriano como lipopolissacarideos,
exopolissacarideos, flagelos e adesinas constituem a primeira estrutura de contato com o
hospedeiro, e podem ser requeridas para a adesdo da bactéria na superficie radicular do
hospedeiro. Assim, a caracterizacdo destes fatores em H. seropedicae deve permitir um melhor
entendimento dos mecanismos moleculares de sua associacao com plantas..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (3) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (4) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Valter A de Baura - Integrante / Eduardo
Balsanelli - Integrante / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante / EMANUEL, MALTEMPI de SOUZA -
Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Auxilio financeiro.
Numero de producdes C, T & A: 5

Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

Descrigdo: INCT da Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio tem como objetivo o desenvolvimento de 2009 - 2014
tecnologia inovadoras da produtividade agricola com a utilizagdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio. O Instituto desenvolve pesquisas fundamentais em biologia molecular da fixagdo de
nitrogénio, linteracdo planta-bactériaq, ecologia molecular de diazotrofos, selecdo de estirpes
bacterianas fixadoras de nitrogénio e promotoras de crescimento vegetal e melhoramento de
germoplasmas vegetais mais eficientes em fixagdo de nitrogenio..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Integrante / Leda Satie Chubatsu - Integrante / Roseli Wassem -
Integrante / Maria Berenice R. Steffens - Integrante / Pedrosa, Fabio O. - Coordenador / Huergo,
L.F. - Integrante / Souza, E.M. - Integrante / Rigo, Liu Un - Integrante / Gruz, Leonardo Magalhdes -
Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Auxilio financeiro.
Numero de produgdes C, T & A: 26

Estudo dos mecanismos de regulagdo da proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae em resposta
aos niveis de amonio e oxigénio



Descrigdo: A atividade da proteina NifA é quase sempre regulada em resposta a dois sinais 2009 - 2011
ambientais: oxigénio molecular e nitrogénio fixado. A proteina NifL, quando presente, funciona com
um anti-ativador da proteina NifA, inibindo-a por contato direto. Em organismos nos quais a
proteina NifL estd ausente, como o H. seropedicae, a proteina NifA responde diretamente a esses
sinais ambientais. No entanto, os mecanismos de inativagdo da proteina NifA por oxigénio ou
nitrogénio fixado nesses organismos ainda ndo foram esclarecidos. O mecanismo de regulagéo da
atividade da proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae em resposta aos niveis de nitrogénio
fixado, envolve o dominio N-terminal (GAF) desta proteina e as proteinas do tipo PII de
Herbaspirillum seropedicae. O objetivo geral desse projeto € descrever os mecanismos da inativagao
da proteina NifA de H. seropedicae em resposta aos niveis de nitrogénio fixado, determinando
quem sdo as proteinas envolvidas, como ocorre essa interagdo e quais residuos de aminoacidos
podem estar envolvidos na interagdo entre essas proteinas..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (2) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / M G Yates - Integrante / Fabio de Oliveira
Pedrosa - Integrante / Leda Satie Chubatsu - Integrante / E M de Souza - Integrante / Roseli
Wassem - Integrante / Maria Berenice Steffens - Integrante / Liu Un Rigo - Integrante / Leonardo
Magalhdes Cruz - Integrante / Marco Aurélio S. de Oliveira - Integrante / Ray Dixon - Integrante /
Ana Caludia Bonatto - Integrante / Luciano F. Huergo - Integrante / Bruno Aquino - Integrante /
Adriano Stefanello - Integrante / Marcelo Bueno Batista - Integrante.

Numero de produgdes C, T & A: 5

Mutagénese e analise funcional do dominio N-terminal da proteina NifA de Herbaspirillum
seropedicae.

Descrigdo: A fixagdo de nitrogénio consiste na reacdo de reducdo do N2 a NH3, catalisada pelo 2004 - 2009
complexo enzimatico nitrogenase. A regulagdo da fixacdo de nitrogénio pode ocorrer através da
regulagdo transcricional da nitrogenase e da regulagdo pds traducional. Esses dois tipos de
regulagdo respondem aos niveis de amonio e oxigénio, e a proteina NifA e as proteinas do sistem
Ntr estdo diretamente envolvidas com essa regulagao. Este projeto tem como objetivo contribuir
para o entendimento da regulagdo da fixagdo de nitrogénio no organismo diazotréfico
Herbaspirillum seropedicae, estudando os aminoacidos importantes para a atividade da proteina
NifA, que é a proteina ativadora deste processo. Para isto serdo construidas proteinas NifA
mutantes e a atividade destas sera determinada in vivo e in vitro..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Leda Satie Chubatsu - Integrante / E M Souza -
Integrante / F O Pedrosa - Integrante / Leonardo Magalhdes Cruz - Integrante / Maria Berenice R.
Steffens - Integrante / Luciano F. Huergo - Integrante / Rigo, Liu U. - Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Auxilio financeiro.
Numero de produgdes C, T & A: 6

Regulagao da fixagao de nitrogénio e colonizagdo endofitica de gramineas por Herbaspirillum
seropedicae e Azospirillum brasilense

Descricdo: Este projeto pretende estudar o metabolismo nitrogenado, com énfase em fixacdo de 2004 - 2008
nitrogénio, dos organismos endofiticos H. seropedicae e A. brasilense utilizando métodos de biologia
molecular, bioquimica e biologia estrutural. A colonizacdo de gramineas por estes enddfitos também
serd estudada..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (3) / Especializagdo: (0) / Mestrado académico: (3) / Mestrado
profissional: (0) / Doutorado: (8) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Integrante / Emanuel Maltempi de Souza - Coordenador / Fabio
de Oliveira Pedrosa - Integrante / Leda Satie Chubatsu - Integrante / Roseli Wassem - Integrante /
Maria Berenice Steffens - Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Auxilio financeiro.
Numero de produgdes C, T & A: 6

Identificacdo e caracterizagao de genes de Herbaspirillum seropedicae envolvidos na associagao
com gramineas

Descrigdo: O projeto tem como objetivo a identificacdo e a caracterizagdo funcional de genes que 2003 - 2009
estdo envolvidos com o mecanismo de interagdo entre planta e bacteria.

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacdo: (4) / Especializacdo: (0) / Mestrado académico: (2) / Mestrado
profissional: (0) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Emanuel Maltempi de Souza - Integrante / Fabio
de Oliveira Pedrosa - Integrante / Leda Satie Chubatsu - Integrante / Roseli Wassem - Integrante /
Maria Berenice Steffens - Integrante / Leonardo Magalhdes Cruz - Integrante.

Numero de produgdes C, T & A: 13
Caracterizagao estrutural e funcional dos genes hrpL e hfq de Herbaspirillum seropedicae
2002 - 2010



Descrigao: Durante a fase de anotagdo do programa de sequenciamento do cromossoma do
diazotrofo Herbaspirillum seropedicae (Projeto Genopar), foram identificados os genes hrpL e hfq,
que codificam para um fator sigma alternativo e para uma proteina que interage com o RNA,
respectivamente. Ha indicios que os produtos genes podem estar envolvidos no metabolismo de
nitrogenio em diversos diazotrofos. portanto, pretende-se caracterizar estruturalmente e
funcionalmentos genes citados, bem como, seus produtos..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (2) / Especializacdo: (0) / Mestrado académico: (0) / Mestrado
profissional: (0) / Doutorado: (0) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Integrante / Emanuel Maltempi de Souza - Integrante / Fabio de
Oliveira Pedrosa - Integrante / Leda Satie Chubatsu - Integrante / Roseli Wassem - Integrante /
Maria Berenice Steffens - Coordenador / Leonardo Magalhdes Cruz - Integrante.

NUmero de produgdes C, T & A: 1

CNPq - Genoma Estrutural da Bactéria Fixadora de Nitrogénio Endofitica Herbaspirillum seropedicae
Descrigdo: Este projeto conta com financiamento do CNPq (nivel Federal) e do Programa Parana 1998 - 2003
Tecnologia (nivel Estadual). O Programa Genopar € constituido por um consorcio de Instituicbes de
Ensino Superior Federais (UFPR, Embrapa/Soja,UFSC) ; Estaduais (UEL, UEM, UEPG, UNIOESTE,
Instituto de Pequisa Estadual (IAPAR) e Instituicdes de Ensino Superior Privadas (PUC e UNIPAR). O
Objetivo é realizar o sequenciamento completo do genoma da bacteria fixadora de nitrogénio
Herbaspirillum seropedicae...

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagao: (0) / Especializagdo: (0) / Mestrado académico: (0) / Mestrado
profissional: (0) / Doutorado: (0) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Integrante / Emanuel Maltempi de Souza - Integrante / Fabio de
Oliveira Pedrosa - Coordenador / Leda Satie Chubatsu - Integrante / Roseli Wassem - Integrante /
Maria Berenice Steffens - Integrante / Liu Un Rigo - Integrante / Leonardo Magalhdes Cruz -
Integrante.

Numero de produgdes C, T & A: 1

Andlise funcional dos dominios modulares da proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae
Descricdo: A fixagdo bioldgica de nitrogénio é um processo que vem sendo amplamente estudado.
Isso ocorre porque organismos capazes de fixar nitrogénio podem ser utilizados na agricultura,
aumentando lucros e agredindo menos a natureza. A fixagdo bioldgica de nitrogénio consiste na
reducdo de nitrogénio atmosférico a amdnia por um pequeno grupo de procariotos, os diazotrofos.
Como o processo de fixacdo de nitrogénio € estreitamente regulado, a regulagéo da fixacdo é um
dos maiores alvos das pesquisas feitas com esses organismos. A proteina NifA dos diazotrofos é
responsavel pela ativagdo da transcrigdo dos genes que codificam para o complexo enzimatico que
tem como fungdo a redugdo do nitrogénio a amonia. O presente trabalho tem como objetivo geral
entender melhor como a atividade da proteina NifA € modulada em resposta a fatores ambientais..
Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Leda S Chubatsu - Integrante / Fabio de Oliveira
Pedrosa - Integrante / EMANUEL, MALTEMPI de SOUZA - Integrante.

Numero de produgdes C, T & A: 8

Projetos de extensao

2019 - Atual Biologia Molecular na Escola ? Levando a Ciéncia para o Estudante de Ensino Médio.
Descrigdo: Biologia Molecular é parte do curriculo do Ensino Médio ministrados do primeiro ao
terceiro ano na disciplicina de Biologia. Neste topico os estudantes sdo apresentados a forma como
a informagdo genética é mantida e transmitida entre geragdes. As estruturas (nucleo,
cromossomos) que contém moléculas informacionais (DNA) e os mecanismos de transmissdo de
informacdo dentro de uma mesma célula e de uma célula para outra (transcrigdo, traducdo,
replicacdo, mitose e meiose) sao descritos para possibilitar aos estudantes uma melhor
compreensao da vida. Ainda é abordado como estes processos podem ser replicados artificialmente
através da tecnologia de DNA recombinante ou engenharia genética e os seus diversos usos na
industria, medicina e entre outra aplicagdes. Estes conhecimentos deverdo prover uma visao
integrada da Biologia e sua aplicacdo. Além de facilitar ao estudante de segundo grau o
entendimento desse assunto, esta proposta deve ainda permitir a reciclagem de conhecimentos do
professor de Biologia do ensino médio, através de curso de Biologia Molecular e Genémica. Nesse
curso, os assuntos serdao apresentados de forma atual e mais aprofundada, permitindo aos
professores reformularem suas aulas quando necessario..
Situagdo: Em andamento; Natureza: Extensao.
Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) Doutorado: (4) .

Integrantes: Rose Adele Monteiro - Coordenador / Leda S Chubatsu - Integrante / Maria Berenice R.
Steffens - Integrante / Luciano F. Huergo - Integrante / Fabio de Oliveira Pedrosa - Integrante /



EMANUEL, MALTEMPI de SOUZA - Integrante / Leonardo M. Cruz - Integrante / Marcelo Miiller dos
Santos - Integrante.

Areas de atuacao

1. Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioquimica / Subarea: Biologia Molecular/Especialidade:
Biologia Molecular.
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1. MONTEIRO, R. A.; PICHET, C.; PEDROSA, Fabio de Oliveira. Participacdo em banca de Patricia Castellan.Sequenciamento e analises de
regides gendmicas de Azospirillum brasilense.. 2002 - Universidade Federal do Parana.

Participagdo em bancas de comissoes julgadoras

Concurso publico
1. PICHETH, G.; MONTEIRO, R. A.. Professor Substituto da matéria especifica Bioquimica Clinica II. 2007. Universidade Federal do
Parana.

Outras participacoes

1. MONTEIRO, R. A.; Noseda, M.. Exame de qualificacdo para o ingresso no Doutorado da aluna Gracielli Viccini. 2005. Universidade
Federal do Parana.

2, MONTEIRO, R. A.; Cadena, S.. Exame de qualificacdo para o ingresso no doutorado da aluna Andrea Tarzia. 2005. Universidade
Federal do Parana.

3. MONTEIRO, R. A.; PEDROSA, Fabio de Oliveira. Exame de Qualificagdo para ingresso no doutorado do aluno Doumit Camilios Neto.
2005. Universidade Federal do Parana.

4. MONTEIRO, R. A.. Avaliacdo do Programa de Iniciagdo Cientifica da UFPR- 12 Evento de Iniciagdo Cientifica. 2004. Universidade
Federal do Parana.

5. MONTEIRO, R. A.; HUERGO, L.. Participagdo na comissdo de avaliagdo do programa institucional de bolsas de iniciagdo cientifica ?

PIBIC, durante o 11° Evento de iniciagdo cientifica da UFPR.. 2003. Universidade Federal do Parana.

Eventos
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Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. 48 Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular.. Role of the Type VI Secretion System in the Interaction between
Herbaspirillum rubrisubalbicans and Sorghum bicolor.. 2019. (Congresso).

2. 47 Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular. Transcritptome profile of the interaction between mild
phytopathogen Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 and Sorghum bicolor. 2018. (Congresso).

3. UBNFC 2nd Annual meeting 23rd -24th November 2017.UBNFC 2nd Annual meeting 23rd -24th November 2017. 2017. (Simpdsio).

4., XXXVII-SBBq. Purification and in vitro characterization of NifAQ1: a chimeric protein between Herbaspirillum seropedicae and
Azotobacter vinelandii NifA protein. 2008. (Congresso).

5. XXXVI-SBBg. 10th. The International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2007. Construction of Chimeric Proteins to Investigate
the Role of Herbaspirillum seropedicae NIFA Domains in the Response to Fixed Nitrogen. 2007. (Congresso).

6. XXXIV Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular.. XXXIV Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia
Molecular.. 2005. (Congresso).

7. XXXIII Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular.. XXXIII Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia
Molecular.. 2004. (Congresso).

8. XXXII Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular.. XXXII Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia
Molecular.. 2003. (Congresso).

9. XXXI Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular.. XXXI Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia
Molecular.. 2002. (Congresso).

10. XXX Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular.. XXX Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia
Molecular.. 2001. (Congresso).

11. XXIX Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular. XXIX Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia
Molecular. 2000. (Congresso).

12, 12th. International Congress on Nitrogen Fixation. 12th. International Congress on Nitrogen Fixation. 1999. (Congresso).

13. IXX Reunido Anual de usuarios do LNLS.IXX Reunido Anual de usuarios do LNLS. 1999. (Encontro).

14, XXVIII Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia Molecular.. XXVIII Reunido Anual da Soc. Bras. De Bioquimica e Biologia

Molecular.. 1999. (Congresso).

Orientagoes
Orientacgdes e supervisoes em andamento

Dissertacao de mestrado

1. Claudia Fialho Lopes. Efeitos de diferentes concentragdes de fosfato e ferro sobre o padrao de colonizaagdo de raizes de arroz por H.
seropedicae e A. brasilense. Inicio: 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana,
Coordenacdo de Aperfeigopamento de Pessoal de Nivel Superior. (Orientador).

Tese de doutorado

1. Ana Caroline Conrado. Identificacdo e caracterizagao de genes envolvidos na interacao entre Azospirillum brasilense FP2 e milho (Zea
mays).. Inicio: 2021. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. (Coorientador).

@ LORENA STEFANNE LOPES DE OLIVEIRA. CARACTERIZAGAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS Hsero_3507 E Hsero_3508

PERTENCENTES A SISTEMAS DE DOIS COMPONENTES EM Herbaspirillum seropedicae. Inicio: 2020. Tese (Doutorado em Ciéncias

(Bioguimica)) - Universidade Federal do Parand, Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. (Orientador).

3. Marcos Damrley. CARACTERIZAGAO DOS SISTEMAS DE SECRECAO DO TIPO 6 (HS1-T6SS E HS2-T6SS) E IDENTIFICAGAO DE
VgrGs/PAARs ORFAS EM Herbaspirillum seropedicae. Inicio: 2019. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioguimica)) - Universidade Federal do
Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. (Orientador).

4. Josue Oliveira Camargo. ESTUDO COMPARATIVO DOS GENOMAS DAS BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO DO GENERO

AZOSPIRILLUM. Inicio: 2018. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. (Coorientador).

Iniciagdo cientifica

1. ANNA BEATRIZ COELHO. Determinagdo da atividade antibacteriana de Herbaspirillum rubrisubalbicans contra as estirpes mutantes T3SS,
estirpes de Herbaspirillum seropedicae e estirpes de Azospirillum brasilense.. Inicio: 2022 - Universidade Federal do Parana, Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. (Orientador).

2. KEILA CAROLINE ZIMMERMANN. Construgdo do plasmideo mutagénico gene GALA TnKm.. Inicio: 2022. Iniciacdo cientifica (Graduando
em Biomedicina) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. (Orientador).
3. GIOVANA LEANDRA CORREIA GARCIA. Expressdo e Purificacdo da proteina GALA efetora do Sistema de Secregao do Tipo 3 de H.

rubrisubalbicans.. Inicio: 2022. Iniciagdo cientifica (Graduando em Farmacia e Bioquimica) - Universidade Federal do Parana, Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. (Orientador).

Orientacgodes e supervisoes concluidas
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Dissertacao de mestrado

1.

10.

11.

12,

13.

14.

15.
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17.

18.

19.

20.

21.

22,

Kalinka Pereira Gonzales. Determinagdo da atividade da proteina FliA de Herbaspirillum seropedicae. 2020. Dissertagao (Mestrado em
Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador:
Rose Adele Monteiro.

@' MARCOS DAMRLEY GALVAO DA LUZ. CARACTERIZACAO DE GENES DO SISTEMA DE SECREGAQO DO TIPO VI (SST6) EM
Herbaspirillum seropedicae ATIVADOS DURANTE A INTERAGAO COM O MILHO. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) -
Universidade Federal do Parand, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.
BRUNO AFONSO RAMOS CASSILHA. CARACTERIZACAO DE GENES DE Herbaspirillum seropedicae ATIVADOS EM CONDICAO DE BAIXO
NITROGENIO. 2018. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias (Bioguimica)) - Universidade Federal do Parand, Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ JULIA LIEBL. Construcao e Caracterizagdo de estirpes mutantes de Herbaspirillum seropedicae em genes regulados durante a
interagdo entre esta bactéria e raizes de milho.. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do
Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Estevan Rafael Tomazini. Determinagdo da fungdo da molécula de LPS na interagdo de Herbaspirillum rubrisubalbicans com as
plantas.. 2016. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ TAYNA FALQUIEVICZ DE LIMA. Caracterizagdo Funcional das Globinas Truncadas Codificadas Pelos Genes Hsero_1880 e
Hsero_2855 de Herbaspirillum seropedicae SmR1. 2016. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do
Parand, Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Vanessa Kessler Chicora. Associacdo Benéfica e Fitopatogénica entre espécies de Herbaspirillum e Plantas Hospedeiras. 2015.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico. Coorientador: Rose Adele Monteiro.

@ HELBA CIRINO DESOUZA BARBOSA. RE-ANOTACAO NO GENOMA DE HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE SmR1 COM DADOS DE RNA-
Seq. 2014. Dissertagdo (Mestrado em Bioinformatica) - Universidade Federal do Parand, Coordenacgéo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Adriano Stefanello. IDENTIFICAGAO DE RESIDUOS DE AMINOACIDOS IMPORTANTES PARA A ATIVAGAO DE NifA POR PII EM
Herbaspirillum seropedicae. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Paranda, Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ ROXANA BEATRIZ RIBEIRO CHAVES. Identificacdo de Bactérias Associadas a plantas por espectrometria de massa e criagdo de um
banco de dados. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Thalita Tuleski. Determinar o papel do T3SS de Herbaspirillum ribrusubalbicans no desenvolvimento a doenca da estria mosqueada
em cana de acucar. 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenacgdo de
Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Rafael Antonio Covre. WEDRING: PIPELINE PARA ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL EM EXPERIMENTOS DE RNA-SEQ. 2013.
Dissertagdo (Mestrado em Bioinformatica) - Universidade Federal do Parana, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Jessé Teixeira da Silva. Genetic Transcript Analyzer ? Ferramenta Computacional para Andlise de Transcrigdo Génica por RNA-seq. 2012.
Dissertagdo (Mestrado em Bioinformética) - Universidade Federal do Parang, . Coorientador: Rose Adele Monteiro.

@ Eduardo Balsanelli. Envolvimento dos genes rmiB e rmIC de Herbaspirillum spp. na interacdo deste microrganismo com Gramineas..
2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Paranda, Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Maria Augusta Schmidt. Envolvimento do sistema de secregdo do tipo III de Herbaspirillum rubrisulbalbicans na interagdo
fitopatogénica.. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Anelis Marin. Caracterizagdo estrutural e funcional da regido do gene nodD de Herbaspirillum seropedicae. 2009. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.
Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Marcelo Bueno Batista. Caracterizagdo das proteinas FNR de Herbaspirillum seropedicae. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
(Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele
Monteiro.

@ Michelle Zibetti Tadra Sfeir. Mutagenese Aleatoria e identificacdo de genes regulados por naringenina em Herbaspirillum
seropedicae. 2008. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Marco Antonio Kadowaki. Caracterizacdo estrutural e funcional da proteina HFQ de Herbaspirillum seropedicae. 2008. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.
Coorientador: Rose Adele Monteiro.

@ Marco Aurelio S. de Oliveira. Efeito da mutagdo das cisteinas 414, 426, 446 e 451 da proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae.
2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Andre Schenkel Dedecek. Analise estrutural da provavel ilha de patogenicidade de Herbaspirillum seropedicae.. 2006. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.
Coorientador: Rose Adele Monteiro.

Daniela Seixas. Analise Protedmica Comparativa entre as estirpes SMRI, SMR54 e DCP286A de Herbaspirillum seropedicae em diferentes
condigGes fisioldgicas. 2003. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Coorientador: Rose Adele Monteiro.
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Tese de doutorado

1.

10.

11.

12,

13.

@ Estevan Rafael Tomazini. Determinagdo de genes envolvidos na interagdo de Herbaspirillum rubrisubalbicans com o sorgo (Sorghum
bicolor).. 2022. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenagdo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ ROXANA BEATRIZ RIBEIRO CHAVES. Determinagao do mecanismo molecular de reconhecimento e colonizagai do milhoe por
Herbaspirillum seropedicae. 2021. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Adriano Stefanello. Estudar a regulagdo de NifA em resposta a concentracdo de nitrogénio fixado. 2018. Tese (Doutorado em
Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador:
Rose Adele Monteiro.

@ HELBA CIRINO DE SOUZA BARBOSA. Caracterizagdo funcional dos genes de Herbaspirillum seropedicae SmR1 regulados por
Cloreto de Amdnio. 2018. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Thalita Tuleski. Estudo do transcriptoma da bacteria Herbaspirillum rubrisubalbicans durante a sua interagdo com Sorgo. 2016. Tese
(Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.
Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Marcelo Bueno Batista. Determinagdo do Regulon das Proteinas Fnrl, Fnr2 e Fnr3 em Herbaspirillum seropedicae Smr1 em resposta
a diminuigdo nos niveis de oxigénio. 2015. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Eduardo Balsanelli. Caracterizacdo de fatores moleculares envolvidos na interacdo de Herbaspirillum seropedicae com gramineas.
2014. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Vania Pankievicz. Mecanismos Moleculares Envolvidos na Interacdo Herbaspirillum seropedicae-Gramineas e Adogao da planta modelo
Setaria viridis para Estudos da Interagdo Diazotrofos-Gramineas.. 2014. Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade
Federal do Parand, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Coorientador: Rose Adele Monteiro.

@ Anelis Marin. Estudo de genes de Herbaspirillum seropedicae envolvido na degradacdo de compostos fenolicos. 2013. Tese
(Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.
Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Maria Augusta Schmidt. Analise funcional e estrutural do sistema de secregdo do tipo III em Herbaspirillum rubrisubalbicans. 2013.
Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parand, Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Michele Zibetti Tadra Sfeir. Identificagdo e Caracterizagdo de Genes de Herbaspirillum seropedicae regulados por naringenina. 2012. Tese
(Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.
Orientador: Rose Adele Monteiro.

@ Marco Aurélio S. de Oliveira. Andlise dos Fatores que regulam a atividade da proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae. 2010.
Tese (Doutorado em Ciéncias (Bioquimica)) - Universidade Federal do Parand, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Daniela Fojo Seixas Chaves. Analise das proteinas Secretadas pelo Herbaspirillum seropedicae. 2008. Tese (Doutorado em Ciéncias
(Bioquimica)) - Universidade Federal do Parana, Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Coorientador: Rose
Adele Monteiro.

Supervisao de pos-doutorado

1.

Eduardo Balsanelli. 2021. Universidade Federal do Parana, Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Rose Adele
Monteiro.

Trabalho de conclusdo de curso de graduagao

1.

Bruno Aquino. EFEITO DA PROTEINA GLNK DE Herbaspirillum seropedicae SOBRE A PROTEINA QUIMERICA NIFAQ1. 2008. Trabalho de
Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Biologia) - Pontificia Universidade Catdlica do Parana. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Juliana Osaki. EXPRESSAO E PURIFICAGAO DA PROTEINA NtrX. 2006. Trabalho de Conclus&o de Curso. (Graduagdo em Biologia) -
Universidade Federal do Parand. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Anelis Marin. Titulo da monografia: Identificagdo e caracterizagdo do gene nodD de Herbaspirillum seropedicae. 2006. Trabalho de
Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Biologia) - Universidade Federal do Parana. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Maria Augusta Schmidt. Obtengao e caracterizagdo de estirpes mutantes no gene fixN de Herbaspirillum seropedicae. 2006. Trabalho de
Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Biologia) - Universidade Federal do Parana. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Michele Zibetti Tadra. OBTENCAO DE MUTANTES DE Herbaspirillum seropedicae REGULADOS PELO FLAVONOIDE NARINGENINA. 2005. 0
f. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacdo em Biologia) - Universidade Federal do Parana, Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Marco Aurélio S. de Oliveira. Atividade da Proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae em estirpes de Escherichia coli mutantes nos
genes ndh e frd. 2004. Trabalho de Conclusdo de Curso - Universidade Federal do Parana. Orientador: Rose Adele Monteiro.

Iniciacdo cientifica

1.

Giovana Leandra. Determinar a capacidade promotora de crescimento vegetal de 200 bactérias isoladas de solo da Mata Atlantica ..
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