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RESUMO 

Herbaspirillum seropedicae é um organismo fixador de nitrogênio (diazotrófico) 

que possui potencial aplicação como fertilizante biológico. A regulação da 

expressão dos genes que codificam proteínas/enzimas envolvidas na fixação de 

nitrogênio, genes nif, é dependente do controle da expressão e atividade da 

proteína NifA. Nos diazotrofos, esta proteína atua como ativador transcricional de 

promotores genes nif (JN dependentes. A proteína NifA apresenta três domínios 

estruturais: o domínio C-terminai com um motivo héiice-voita-héiice altamente 

conservado e responsável pela ligação ao DNA; o dominio Central com um motivo 

de ligação de ATP e envo~vido na interação com a subunidade sigma da RNA 

polimerase e na formação o complexo aberto; e o domínio N-terminal, que 

apresenta o menor grau de similaridade entre as proteínas NifA e está envolvido 

no controle da atividade por nitrogênio fixado. A atividade da NifA em H. 

seropedicae é controlada por amônia e oxigênio. O controle por amônia está 

relacionado ao domínio N-terminal, uma vez que a proteína sem este domínio é 

ativa na ausência de oxigênio, independente dos níveis de amônia. Para ampliar a 

compreensão, a nível molecular, do mecanismo de controle por amônia do 

domínio N-termina!, aiguns aminoácidos foram substituídos através de 

mutagênese sítio-dirigida deste domínio. Após a comparação da seqüência de 

aminoácidos da NifA de Azospirillum brasilense, Rhodobacter capsulatus e H. 

seropedicae, os resíduos de valina nas posições 40 e 138 foram escolhidos para 

substituição por ácido giutâmico. A seqüência de nucieotídeos do domínio N­

terminal da NifA selvagem de H. seropedicae foi clonada no vetor de expressão 

pET28a, originando o plasmideo pLET. Este plasmídeo foi utilizado como DNA 

molde nas amplificações do domínio N-etrminal da NifA e será utilizado como 

controle das mutagêneses sítio-dirigida e dos posteriores testes fisiológicos. O 

estudo dos efeitos das mutações sítio-dirigidas contribuirá para a melhor 

compreensão do mecanismo de controie do domínio N-terminal da NifA de H. 

seropedicae pelo nitrogênio. 
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1. INTRODUÇÃO 

1 .1 Herbaspirillum seropedicae 

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria Gram-negativa vibrióide que 

pertence à subdivisão 13 das Proteobactérias. É um microrganismo diazotrofo 

endofítico que foi isolado em 1986 por BALDANI et aI. A importância atribuída ao 

gênero Herbaspirillum provém da sua associação com gramíneas de interesse 

econômico como milho, sorgo e cana-de-açúcar (DOBEREINER, 1992). Em certas 

regiões produtoras de cana-de-açúcar do Brasil, por mais de cem anos não foi 

necessário utilizar adubação nitrogenada, sugerindo que o nitrogênio fixado 

biologicamente, principalmente pelos endofíticos Herbaspirillum spp. e 

Gluconoacetobacter diazotrophicus, possa ter contribuído de maneira significativa 

para o metabolismo nitrogenado da planta (DOBEREINER, 1992). Além disso, 

estudos realizados por OUVARES e colaboradores (1997) indicaram que o H. 

seropedicae pode fornecer fitormônios para a planta, favorecendo dessa forma, 

seu desenvolvimento. 

Tendo em vista que o H. seropedicae possui potencial aplicação como 

fertilizante biológico, o estudo dos genes relacionados com a fixação e o 

metabolismo de nitrogênio, bem como sua regulação, pode auxiliar no 

esclarecimento dos processos bioquímicos envolvidos. O Núcleo de Fixação de 

Nitrogênio do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular desta 

Universidade vem estudando esse microrganismo há mais de 15 anos e já foram 

identificados e seqüenciados os genes nifA (SOUZA et aI., 1991 a e b), nifB 

(REGO et al.,1997), glnAntrBC (PERSHUN et ai., 2000), recA (STEFFENS et ai., 

1993), nifHDK (MACHADO et al.,1996), glnB (BENELLI et al.,1997), recX 

(GALVÃO et al. .. 1998 e 2003}. glnKamtB (NOINDORF et ai.,. 1999). 

nifENXorf1orf2 (KLASSEN et al., 1999), nifQmodABC e fixXC (KLASSEN, 2000") 

e orf4modEorf5orf6 (VOIGT, 2000). 

Aparentemente, os genes nif de H. seropedicae já seqüenciados estão 

organizados em duas regiões separadas: uma contendo os genes contíguos nifA e 
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nifB (SOUZA et ar, 1991 b) e outra região contendo o operon 

nifHDKENXorf1orf2orf3 (KlASSEN et aI., 1999). A região contendo os genes nifQ 

e modABC, 3kpb a jusante do operon nifHDKENXorf1orf2orf3, pode constituir um 

único operon(KLASSEN, 1999). Os genes fixXC foram encontrados a jusante de 

nifQmodABC mas são transcritos no sentido oposto (KLASSEN, 2000). 

A interação Herbaspirillllm-planta está sendo estudada e a expressão do 

gene nifA já foi confirmada em gramíneas (RONCATO-MACCARI et. aI., 2003). O 

genoma de H. seropedicae Z78 foi comparado, por eletroforese em campo 

pulsado, com outras estirpes (Soares-Ramos et aI., 2003, no prelo). 

Atualmente, está em andamento o Programa Genoma do Paraná (Genopar) 

que tem por objetivo o sequenciamento do genoma comp!eto desta bactéria. 

1.2 FIXAÇÃO BIOLÓG!CA DE NITROGÊNIO 

Todos os seres vivos necessitam de nitrogênio para a bíossíntese de 

importantes macromolécuias, como proteínas e ácidos nucléicos. Contudo a 

crosta terrestre contém pouco nitrogênio na forma assimilável e o nitrogênio 

atmosférico, embora abundante (cerca de 80%), não é assimilado diretamente 

pela maioria dos seres vivos. Os microorganismos diazotróficos são os únicos 

capazes de reduzir o nitrogênio atmosférico (N2) a amônio (NH/), processo 

denom·mado fixação biológica de nltrogên"io. A fixação do nitrogênio é cataflsada 

pelo complexo enzimático nitrogenase (POSTGATE, 1982), cuja reação geral é a 

seguinte: 

2NH4 + + 16ADP. Mg + 16Pi + H2 

Esse processo ocorre em condições especiais: baixas concentrações de 

nitrogênio fixado, baixas tensões de oxigênio, presença de metais (molibdênio e 
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magnésio) e temperatura adequada (POSTGATE, 1982). 

o complexo nitrogenase é formado por uma metaloenzima constituída por 

duas proteínas distintas, a dinitrogenase redutase ou proteína ferro (proteína-Fe), 

e a dinitrogenase ou proteína ferro-molibdênio (proteína-FeMo). Estas unidades 

reunidas na presença de ATP e de uma fonte de baixo potencial de redução 

promovem a formação de amônia (POSTGATE, 1982). 

A síntese de uma nitrogenase ativa requer a transcrição de um grande 

número de genes da fixação de nitrogênio (nif). Em diazotrofos, os operons nif são 

transcritos a partir de promotores dependentes de crN ativados pela proteína NifA 

(LEE et aI., 1993). Esta proteína, que é um ativador transcricional, atua juntamente 

com o fator crN para iniciar o processo de transcrição. Portanto, a proteína NifA 

exerce um papel central como ativadora da transcrição dos genes nif, necessários 

para a síntese e atividade da nitrogenase (RUDNiCK et aI., 1997). 

A amônia é virtualmente a fonte de nitrogênio preferida para o 

desenvolvimento bacteriano, proporcionando uma maior taxa de crescimento se 

comparado a outras fontes nitrogenadas. Embora existam várias evidências de 

que a amônia atravesse a membrana bacteriana por difusão, tem sido sugerida a 

existência de um sistema transportador ativo desse composto, denominado Amt 

(MERRICK & EDWARDS, 1995). 

1.3 A PROTEíNA NifA 

O papel da NifA como ativadora transcricional para expressão dos genes nif 

foi descrito pela primeira vez em K. pneumonia e (FISCHER, 1994). Comparações 

entre seqüências de várias proteínas NifA mostraram que seu tamanho pode 

variar de 519 a 626 aminoácidos e que consiste de 3 domínios estruturais com 

variável grau de conservação (FISCHER, 1994). Sua estrutura parece apresentar 

características comuns a muitos ativadores transcricionais, que regulam a 

expressão de genes em coniunto com a RNA polimerase crN (MERRICK, 1992). 

O domínio C-terminal possui um motivo hélice-volta-hélice altamente 
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conservado e envolvido na ligação ao DNA, em que a primeira hélice mostra um 

significativo grau de conservação entre todos os ativadores dependentes de crN e a 

segunda hélice é específica das proteínas NifA. Este domínio está ligado ao 

domínio central através de uma região interdomínio (LlD) de 32 a 44 resíduos e, 

no caso das proteínas NifA de Rhizobium sp, H. seropedicae e Azospirillum 

brasilense apresenta duas cisternas, que em conjunto com outras duas do domínio 

central formam um motivo Cys-X11 -CyS-X19-CyS-N-CyS, o qual constitui um 

potencial sítio de ligação de metais (FISCHER, 1994; SOUZA et ai., 1991 b; UANG 

etal.,1991). 

O domínio central apresenta cerca de 240 aminoácidos e possui um motivo 

característico de ligação ao ATP, provavelmente envolvido na interação com a 

subunidade crN da RNA polimerase e com a formação do complexo aberto. Este é 

o domínio catalítico da proteína NifA (LEE et ai., 1993). 

Entre o domínio central e o N-terminal existe uma região interdomínio, cuja 

função é manter unidos esses dois domínios funcionais. Essa região interdomínio 

é geralmente encontrada em proteínas moduladoras de sistemas de transdução e 

é denominada "Q-linker", devido ao alto conteúdo de resíduos de glutamina e 

outros aminoácidos hidrofílicos (FISCHER, 1994). 

O domínio N-terminal é o que apresenta o menor grau de conservação da 

seqüência de aminoácidos entre as proteínas NifA e aparentemente apresenta 

função regulatória (FISCHER, 1994). 

A seqüência de aminoácidos deduzida da proteína NifA de H. seropedicae 

apresenta 542 resíduos (SOUZA et aI., 1991 a). Estudos comparativos mostraram 

que esta também possui os três domínios estruturais (N-terminal, central e C­

terminal) e as duas regiões interdomínios UD e "Q-linker", comuns a maioria das 

proteínas NifA (MONTEIRO et aI., 1999a) (figura 1). 
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Figura 1 - Esquema representativo da estrutura da proteína NifA de H.seropedicae. Os 

números que aparecem abaixo do domínio Central indicam a localização das seqüências 

de aminoácidos consenso de ligação de ATP (resíduos 231 a 238 e 294 a 303), e os 

números que aparecem abaixo do domínio C-terminal indicam a localização dos resíduos 

que formam o motivo hélice-volta-hélice (514 a 533) . (Fonte: Monteiro, 2001) . 

1.4 CONTROLE DA ATIVIDADE DA PROTEíNA NifA 

A regulação da transcrição dos genes nif é mediada inteiramente pela 

regulação da expressão e controle da atividade da proteína NifA. Os níveis de 

amônia e oxigênio e a disponibilidade de elementos metálicos no meio parecem 

influenciar esse sistema de regulação (MERRICK, 1992). 

Nos microrganismos K. pneumoniae (BERGER et aI. , 1995) e A. vinelandii 

(H ILL, et. aI., 1996), a ativação dos genes nif pela proteína NifA é controlada pela 

proteína sensora NifL. A atividade de NifA é inibida por NifL em resposta aos altos 
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níveis de oxigênio e nitrogênio fixado. Nesses organismos o sensoriamento do 

estado redox é feito via domínio N-terminal da proteína NifL, que contém o fator 

flavina adenina dinucleotídeo (FAD) (SCHMITZ, 1997; HILL et al.,1996). A 

proteína NifL na sua forma oxidada é capaz de inibir a atividade de NifA, mas 

quando é convertida na forma reduzida, NifL não atua mais como um anti-ativador 

(HILL et ai., 1996). A proteína NifL de K. pneumoniae (HE et ai., 1998) e A. 

vinelandii (JACK et ai., 1999) também atua como proteína sensora dos níveis de 

nitrogênio fixado, via uma proteína semelhante a PII, denominada GlnK. Em 

condições de excesso de amônia, a proteína GlnK de A. vinelandii não está na 

forma uridililada, sendo capaz de interagir com o domínio C-terminal de NifL, o que 

aumenta a habilidade desta proteína em inibir NifA. Já em condições limitadas de 

amônia, a uridililação de GlnK previne sua interação com NifL e 

conseqüentemente a atividade de NifA não é inibida (UTTLE et ai., 2002). Em 

Klebsiela pneumoniae a proteína GlnK, independente do seu estado de 

uridililação, é necessária para manter NifL inativa em baixos níveis de nitrogênio 

(HE et aI., 1998). Entretanto, a proteína PU pode antagonizar o efeito inibitório de 

GlnK sobre a atividade de NifL, provavelmente devido a formação de 

heterotrímeros da proteína GlnK e PU, inativando a proteína GlnK 

(ARCONDEGUY et aI., 1999). 

A proteína NifA de Azospirillum brasilense, um diazotrofo pertencente à 

subdivisão a das Proteobactérias, é sintetizada em baixos níveis de oxigênio mas 

de forma independente de amônia (FADEL-PICHETH et al.,1999). Neste 

organismo onde também não foi detectado o gene nifL, a atividade da NifA parece 

ser regulada de acordo com os níveis de amônia, por um mecanismo mediado 

pela proteína PU (ZAMAROCZY et aI., 1993; UANG et aI., 1992). Na ausência de 

amônia, PU parece ser necessária para manter a proteína NifA na forma ativa 

(ARSENE et aI., 1996). Já na presença de amônia, o domínio N-terminal da NifA 

aparentemente inibe sua atividade, provavelmente porque PU é incapaz de manter 

NifA na forma ativa. Essa sugestão é decorrente de experimentos utilizando a 

proteína NifA N-truncada (sem o domínio N-terminal). Os resultados mostraram 

que a proteína NifA N-truncada permanece ativa na presença de amônia ou na 



7 

ausência de PU, indicando que o domínio N-terminal participa da regulação da 

atividade da NifA por amônia, juntamente com a proteína PI! (ARSENE et aI., 

1996). 

Diferente de outros diazotrofos, Rhodobacter capsulatus possui duas cópias 

funcionais do gene nifA, denominados nifA 1 e nifA2, os quais codificam proteínas 

NifA que diferem somente em seus 19 ou 22 aminoácidos da extremidade N­

terminal respectivamente, sendo os 560 aminoácidos restantes idênticos entre 

elas (MASEPOHL et ai., 1988). Ao contrário do que acontece com as proteínas 

NifA de A. brasilense e H. seropedicae, nas quais deleções do domínio N-terminal 

levaram a proteínas NifA ativas e tolerantes a amônia, mutantes da NifA 1 de R. 

capsulatus que tiveram o domínio N-terminal eliminado total ou parcialmente,· 

tornaram-se completamente inativos, tanto em E. coli quanto em R. capsulatus 

(PASCHEN et ai., 2001). Isso indica que o domínio N-terminal possa de alguma 

forma ser essencial para a atividade da NifA neste microrganismo. 

o controle da atividade da proteína NifA de H. seropedicae tem sido 

investigado, tanto em sistemas in vivo quanto in vitro (SOUZA et ai., 1999; 

MONTEIRO et aI., 1999a, 1999b e 2001 a). Para estudos in vitro é necessária a 

obtenção de proteínas purificadas. A purificação de proteínas NifA tem-se 

mostrado difícil pela insolubilidade da proteína super-expressa que tende a formar 

agregados. Contudo, os domínios estruturais da NifA de K. pneumonia e expressos 

separadamente como proteínas de fusão foram parcialmente solúveis (LEE et ai., 

1993). A partir desse fato e levando em consideração que a NifA de H. 

seropedicae apresenta domínios estruturais similares àqueles da NifA de K. 

pneumoniae, foi possível a expressão e purificação da proteína contendo somente 

os domínios central e C-terminal, denominada NifA N-truncada, e do domínio N­

terminal isolado (MONTEIRO et aI., 1999a, 1999b.e 2001 a). 

Experimentos para verificar a capacidade de ligação ao DNA mostraram 

que a proteína NifA N-truncada purificada liga-se especificamente a região 

promotora do gene nifB de H. seropedicae (MONTEIRO et aI., 1999a). Entretanto 

essa atividade foi inibida pelo domínio N-terminal da NifA purificado, já que o 
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complexo formado DNA - NifA N-truncada foi progressivamente desfeito quando o 

domínino N-terminal foi adicionado (MONTEIRO et aI., 2001a). A proteína NifA N­

truncada também mostrou atividade ATPase in vitro, a qual apresentou um 

aumento de 2 vezes quando o promotor do gene nifB também estava presente. 

No entanto, a adição de quantidades crescentes do domínio N-terminal da NifA, 

que não possui atividade ATPase, inibiu essa atividade da NifA N-truncada. 

Sugeriu-se, então, que o domínio N-terminal interage especificamente com a 

proteína NifA N-truncada promovendo um efeito inibitório, o que foi reforçado 

pelos ensaios de proteção de proteóhse que indicaram contato direto entre os 

domínios Central+C-terminal e o domínio N-terminal da NifA de H. seropedicae in 

vítro (MONTEIRO et aI., 2001 a). 

Paralelamente também foram efetuados experimentos in vivo para verificar 

a expressão e regulação da atividade da proteína NifA de H. seropedicae. A 

proteína NifA foi expressa em E. calí e testada quanto à capacidade de ativar a 

expressão do promotor nifH de K. pneumoniae (fusão nifH:lacZ). A proteína NifA 

selvagem de H.seropedicae apresentou-se inativa sob todas as condições 

testadas, indicando que é inerte quando expressa em Enterobactérias (SOUZA et 

aI., 1999). Contudo, a NifA N-truncada (sem o domínio N-terminal) foi capaz de 

ativar a transcrição do gene nifH de K. pneumoniae, mas somente na ausência de 

oxigênio. Este resultado é consistente com a hipótese de que a sensibilidade ao 

oxigênio não envolve o domínio N-termina~, mas sim o domínio Central e a região 

interdomínio (UD), que apresenta um motivo de cisteínas conservado e que 

possivelmente é um sítio para ligação de metais e sensor do estado redox celular. 

A atividade ferro-dependente da NifA N-truncada também reforça essa hipótese 

(SOUZA et aI., 1999). Recentemente Monteiro e colaboradores (2003) sugeriram 

que a sensibilidade da proteína NifA N-truncada ao oxigênio e à indisponibilidade 

de ferro estão re~acionadas e que a proteína Fnr é essencial para a atividade e a 

estabilidade da proteína NifA N-truncada de H. seropedicae em E. cali. A proteína 

Fnr é o regulador transcricional responsável por mudar o metabolismo celular de 

aeróbio para anaeróbio em resposta ao oxigênio molecular, podendo ser um 

possível transdutor de sinal da disponibilidade de ferro intracelular (GREEN et a/. , 
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1996). 

Por outro lado, a proteína NifA N-truncada ativa a transcrição do gene nifH 

tanto na presença quanto na ausência de amônio, indicando que o domínio N­

terminal (ausente nesta proteína) possa estar envolvido na resposta aos níveis de 

nitrogênio celular (MONTEIRO et ai., 1999a e SOUZA et aI., 1999). O controle da 

atividade de ativador transcricional da proteína NifA N-truncada pela presença de 

amônio, foi restabelecido somente quando o domínio N-terminal da NifA foi 

expresso "in trans" em E. coli, onde o domínio N-terminal foi capaz de inibir a 

atividade transcricional da NifA N-truncada em resposta aos níveis de nitrogênio 

fixado (MONTEIRO et aI., 1999b). Parece que o domínio N-terminal possa exercer 

um efeito inibitório sobre os outros domínios da NifA de H. seropedicae, em 

resposta a altas concentrações de amônio, atuando de maneira análoga à 

proteína NifL em K. pneumoniae (BERGER et aI., 1995) e A. vinelandii (HILL et 

aI., 1996). Também em H. seropedicae uma proteína PI! foi identificada e parece 

estar envolvida no processo de sinalização de limitação de nitrogênio para a 

proteína NifA (BENELLI et aI., 1997). 

Em vista das evidências de que o domínio N-terminal da proteína NifA de 

diversos diazotrofos está envolvido na regulação da atividade desta proteína de 

acordo com os níveis de nitrogênio, tem-se buscado elucidar ao nível molecular 

esse mecanismo de controle. Estudos cristalográficos da proteína NifA ainda não 

são conclusivos, devido a difícil solubilização da proteína super-expressa. 

Entretanto, resultados interessantes obtidos de experimentos de mutagênese e 

análise do comportamento fisiológico de diferentes mutantes, foram recentemente 

descritos (ARSENE et aI., 1999; PASCHEN et aI., 2001). 

Em A. brasilense uma única mutação na posição 18 do domínio N-terminal 

da NifA, onde um resíduo de tirosina foi trocado por um de fenilalanina, foi 

suficiente para permitir o escape do controle de PI! mas não do controle de 

amônia. A partir deste achado, especula-se que o resíduo de tirosina 18 possa ser 

essencial para interação direta entre NifA e PU, ou que possa ser alvo de 

modificações covalentes promovidas por uma proteína desconhecida, cuja 
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atividade esteja sob o controle de PII (ARSENE et ai., 1999). 

Em R. capsulatus, tanto uma troca do aminoácido leucina por glutamina na 

posição 66, como a troca de valina por glutamato na posição 42 do domínio N­

terminal da NifA, resultou em mutantes com atividade de NifA tolerante a amônio. 

Mutações na região interdomínio 10 também resultaram em mutantes com 

atividade de NifA tolerante a amônio. Com esses dados se sugere que essas 

mutações possam afetar uma possível interação intramoiecular dos domínios N­

terminal e C-terminal, levando a tolerância da proteína NifA a amônio (PASCHEN 

et aI., 2001). 

A seqüência deduzida de aminoácidos do domínio N-terminal da proteína 

NifA de A. brasilense e H. seropedicae apresentam um alto grau de identidade na 

região do resíduo de tirosina 18, podendo se indicar mecanismos similares de 

regulação da atividade da NifA nessas duas bactérias (ARSENE et aI., 1999). 

Desta forma, estudos de mutagênese já descritos na literatura podem orientar 

estudos semelhantes em H. seropedicae. 
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2. OBJETIVOS 

Em 2001 Schmidt, em sua dissertação de Mestrado, deu início ao projeto 

de mutagênese do domínio N-terminal da proteína NifA de H. seropedícae, 

visando contribuir para sua caracterização funcional. Para tanto foram planejados 

e sintetizados os oligonucleotídeos iniciadores mutagênicos (primers) MUTY18F; 

MUTV40E-R; MUTL52Q-R e MUTV138E-V. Foram obtidos dois plasmídeos 

derivados de mutagênese sítio-dirigida com o primer NifAmutY18F (SCHMIDT, 

2003). 

Neste trabalho pretendemos continuar a caracterização do domínio N-terminal 

da proteína NifA de H. seropedicae, tendo-se como objetivos específicos: 

e Obter seqüências mutantes da região N-teminal da proteína NifA, utilizando 

os "primers" MUTV40E-R e MUTV138E-V; 

li) Confirmação da presença das mutações por sequenciamento; 

@ Clonar as seqüências mutadas em vetor de expressão; 

e Clonar a seqüência da N-terminal da proteína NifA selvagem em vetor de 

expressão. 
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3. METODOLOGIA 

3.1 BACTÉRIAS E PLASMíDEOS 

As estirpes da bactéria Escherichia cali e plasmídeos que foram utilizadas neste 

trabalho estão nos quadros 01 e 02. 

QUADRO 1 - ESTIRPES DE BACTÉRIA 

Genótipo I Fenótipo Referência 

DH10B F -mcrAJ.( mrr-hsdRMS- GRANT et al.., 
mcrBC)<p80d/acZJ.M15J./acX74 deaR recA 1 endA 1 1990. 
araD139 L\.lara, leu)7697 galU galK "A,- rpsL nupG 

XL 1-Blue recA 1 endA 1 gyrA96thi-1 hsdR 17 supE44relA 1 Stratagene 

lac[F'proAB lacflZI:!.M15Tn10(tef)] 

QUADRO 2 - PLASMíDEOS 

Plasmídeo Características Referência 

pET28a Vetor de expressão/promotor T7/canamicinaR Novagen 

pEMS130 Contém a sequêncía codíficadora da NífA de SOUZA et aI. (1991b) 
H.seropedicae subclonada no vetor pTZ18-R 

'rt A . ., . 
confere reslstencla ao refendo antlblotlco 

3.2. REAGENTES 

Antibióticos, enzimas e reagentes foram obtidos da Sigma Chemical 

Company, Merck Chemical Company, Amersham Biosciences, Invitrogen Inc. (Life 

Technologies - Gibco/BRL), British Drug House (BDH) e New England Biolabs. 

3.3. MEIOS E CONDiÇÕES DE CULTIVO 

As estirpes de E. calí foram cultivadas nos meios líquidos LB (Luria Broth) 

ou SOC (SAMBROOK et. aI., 1989) e agitação (130 rpm); ou em meio sólido LA 

(Luria Broth Ágar). Em ambos os casos a temperatura de incubação foi de 3r C. 
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3.4. ANTIBiÓTICOS 

As concentrações finais dos antibióticos utilizados estão listados no quadro 

3. 

QUADRO 3 - LISTAGEM DE ANTIBiÓTICOS COM SUAS RESPECTIVAS 

CONCENTRAÇÕES 

Antibióticos Solução estoque Concentração final 
(mg/ml) (~g/ml) 

Amp·lc·ll"Ina (Amp) 250 250 
Canamicina (Km) 100 50 
T etracic\ina (Te) 10 10 

As soluções estoque foram preparadas como descrito por SAMBROOK et aI., 

1989. 

3.5. PREPARAÇÃO DE PLASMíOEOS EM PEQUENA E LARGA ESCALA 

A extração de plasmídeos foi feita segundo o método de lise alcalina 

(SAMBROOK et ai., 1989). Para a extração em larga escala, os volumes do 

método foram adaptados. 

3.6. PREPARAÇÃO RÁPIDA DE PLASMíDEOS 

A extração rápida de plasmídeos foi feita segundo método descrito por 

Monteiro et. al.(2001 b). 

3.7. CUVAGEM DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRiÇÃO 

o material (plasmídeo ou produto de amplificação) foi digerido com enzimas 

oe festfição Nde\ (5'Cl'TATG3') e BamH\ (5'G(!ATCC3'), seguindo pfocedimento 

recomendado pelo fabricante (New England Biolabs). 



3.8. AMPLIFICAÇÃO E MUTAGÊNESE SíTIO-DIRIGIDA DA REGIÃO N­

TERMINAL DA PROTEíNA NifA 

14 

Para a amplificação da região correspondente ao domínio N-terminal da 

proteína selvagem e para a obtenção de mutantes por mutagêneses sítio­

dirigidos, foi necessário construir primers específicos. Os "primers" HsnifA 1, 

HsnifA3A, PET5' e PET3' foram sintetizados no laboratório de Fixação de 

Nitrogênio da UFPR, os "primers" mutagênicos MUTV40E-R e MUTV138E-U 

foram produzidos pela Invitrogen Inc. 

• HsnifA1 (alinha com a extremidade 5' da seqüência do domínio N-terminal 

da NifA de H. seropedicae) ~ 5' - TAGGGATCCCATATGGCCACT - 3' 

• HsnifA3A (alinha com a extremidade 3' da seqüência do domínio N-terminal 

da NifA de H. seropedicae) ~ 3' - GAGCTATTGACTCCTAGGTA - 5' 

Em azul está destacado o sítio de restrição para a endonuclease BamHI e 

em vermelho, para a endonuclease Ndel. A presença destes sítios de restrição 

permite a clonagem posterior destes fragmentos de DNA. 

• PET-5' (alinha com a seqüência do promotor T7 do vetor pET-28a) 

~ 5' - TI AA T ACGACTCACT AT AGG - 3' 

• PET-3' (alinha com a seqüência do terminador T7 do vetor pET-28a) 

~ 3' - GTGGCGACTCGTI ATTGATCG - 5' 

• MUTV40E-R (alinha com a extremidade 5' da seqüência do domínio N­

terminal da NifA de H. seropedicae, causando uma mudança no aminoácido 

valina por ácido glutâmico na posição 40, sublinhado na seqüência (5'­

GGCGGAGAGCTCGTTGAGG-3') (SCHMIDT, 2003). 

• MUTV138E-U (alinha com a extremidade 3' da seqüência do domínio N-

terminal da NifA de H. seropedicae, causando uma mudança no aminoácido 

valina por ácido glutâmico na posição 138, sublinhado na seqüência (5'­

AATGCTGGGTGAGTIGTGCG-3') (SCHMIDT, 2003). 
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As temperaturas .de fusão dos "primers" foram determinadas através do 

cálculo: T (oC) = X-V, onde 

X (oC) = 2( 'Lno de adeninas + 'Lno de timinas) + 4( 'Lnode guaninas + 'Lno de 

citocinas) e 

y (oC) = nO de bases trocadas (que não pareiam com a seqüência original) x -

SoCo 

Para a amplificação e clonagem do domínio N-terminal selvagem, foi 

realizada uma reação de amplificação do DNA pela polimerase (PCR), usando 

como molde o plasmídeo pEMS130 e os "primers" HsnifA1 e HsnifA3A. A reação 

foi conduzida no termociclador Mastercicler Gradient (Eppendorf) seguindo o 

seguinte programa de ciclos: 94°C 2 minutos uma vez; 94°C 1 minuto, SOOC 1.,S 

minuto e 72°C 3 minutos vinte e cinco vezes; e 94°C 4S segundos, SOoC 1 minuto 

e 72°C S minutos uma vez. O fragmento de DNA resultante desta reação foi 

purificado em eletroforese em gel de baixo ponto de fusão ("low Melting Point" -

LMP). Após a extração do gel e purificação, o DNA obtido foi analisado quanto à 

pureza e quantidade para posterior clonagem. 

A fim de se obter a seqüência correspondente ao N-terminal NifA mutada, a 

estratégia de mutagênese sítio-dirigida foi utilizada para substituir aminoácidos 

específicos. Foram realizadas duas reações de PCR. A primeira foi feita para a 

construção de "megaprimers" (ANGElACCIO et. aI., 2002) sendo usando como 

molde o plasmídeo pEMS130 e os pares de "primers" MUTV40E-R e HsnifA1 ou 

MUTV138E-U e HsnifA3A. 

As reações foram conduzidas no termociclador Gene Amp PCR System 

9700 (Applied Biosystem), seguindo o seguinte programa de ciclos: 94°C 2 

minutos uma vez; 94°C 1 minuto, SOQC 1 ,S minutos e 72°C 3 minutos vinte e cinco 

vezes:, e 94°C 4S segundos, SOOC 1 minuto e 72°C S minutos uma vez. Na 

segunda reação foram utilizados os produtos da primeira amplificação e os 

"primers" HsnifA 1 ou HsnifA3A. As reações foram conduzidas no termociclador 

Mastercicler Gradient (Eppendorf, seguindo o seguinte programa de cicios:. 96°C 

10 minutos; 30°C 2 minutos e 72°C uma vez; 9SoC 1,S minutos, 30°C 1,S minutos 
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e 72°C 1,5 minutos trinta e cinco vezes,: e 72°C 10 minutos Os fragmentos de DNA 

resultantes da primeira e da segunda reação foram purificados em eletroforese em 

gel de baixo ponto de fusão. Após a extração do gel e purificação, o DNA obtido 

foi analisado quanto à pureza e quantidade para uma posterior clonagem. 

3.9. SEPARAÇÃO ELETROFORÉTiCA DO DNA 

As eletroforeses de DNA foram realizadas em gel de agarose horizontal 

conforme descrito por SAMBROOK et aI. (1989). A visualização do DNA foi feita 

em um transluminador de luz ultravioleta após tratamento do gel com solução de 

brometo de etídio (0,5 mg/ml) e o perfil eieíroforético foi registrado através de um 

sistema de vídeo documentação (UVP-GDS 5000). 

3.10. PURIFICAÇÃO DE FRAGMENTOS DE DNA POR ElETROFORESE EM 

GEl DE AGAROSE DE BAIXO PONTO DE FUSÃO 

As bandas DNA de interesse foram purificadas para posterior subclonagem 

conforme descrito por SAMBROOK et aI. (1989) ou utilizando Kit de purificação de 

gel S.N.A.p.TM UV-FREE, da Invitrogen inc. Este procedimento foi utilizado para a 

purificação de "megaprimers" e do domínio N-íerminal NifA com a mutação 

inserida. 

3.11. SUBCLONAGEM DOS FRAGMENTOS DE DNA AMPLIFICADOS 

3.11.1. Desfosforilação do vetor 

A desfosforilação dos vetores foi realizada utilizando-se 1 unidade de 

fosfatase alcalina de camarão (SAP) (Amersham Biosciences) em um sistema de 

20llL que continha o plasmídeo previamente clivado com enzimas de restrição e o 

tampão específico para a enzima SAPo A mistura foi incubada por 1 hora e meia a 
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37°C e a fosfatase alcalina foi posteriormente inativada por aquecimento a 65°C 

por 15 minutos. 

3.13.2. ligação do fragmento de DNA ao vetor 

Os fragmentos de DNA digeridos com enzimas de restrição foram ligados 

ao vetor pET -28a, na proporção 10: 1 (fragmento:vetor), na presença de tampão 

T4 e DNA ligase 1x e 0,5 U da enzima T4 DNA ligase. A mistura de ligação foi 

transformada em células de E. coli XL 1 Blue. 

3.14. TRANSFORMAÇÃO BACTER~ANA POR ElETROPORAÇÃO 

Células eletrocompetentes foram obtidas conforme protocolo para Celi­

Porator Electropation System (Bethesda Research Tech, INC.), subdivididas em 

alíquotas de 20 III e mant~das a -70°C. Para transformação bacteriana 11lL da 

mistura da ligação foi misturado com 20llL da suspensão de células 

eletrocompetentes e mantido em gelo por 1 minuto. Essas células foram 

transferidas para uma cu beta de eletroporação (BRL) e submetidas a um campo 

elétrico (41«2, 330IlF). Após a eletroporação as célu~as foram ressuspensas em 

1 mL de meio soe e incubadas a 3r C, sob agitação por 1 hora. Ao término da 

incubação, alíquotas da suspensão foram semeadas em placas de Petri contendo 

meio LA com os antibióticos adequados e incubadas a 37°C. As colônias foram 

coletas e analisadas para presença de plasmídeos recombinantes. 

3.15 SEQUENCiAMENTO DO DNA 

Fragmentos de DNA clonados nos vetores pET28a foram seqüenciados. A 

reação de sequenciamento foi baseada no método de Sanger (SANGER et aI., 

1977), onde dideoxinucleotídeos foram utilizados como terminadores de cadeia. O 

DNA foi sequenciado em Sequenciador Automático AB~377 Prism (Perkin Elmer). 
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3.15.1. Preparo do material para sequenciamento 

A extração dos plasmídeos foi realizada de acordo com item 3.5 

(preparação de plasmfdeos em pequena escala). À solução de plasmídeos obtida 

foram adicionadas 0,5'M-L de RNAse (5mg/ml) e a mistura foi incubada a 37° C 

por 2 horas. Terminado o tempo, foi efetuada mais uma extração com 100 III de 

fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1). Em seguida o DNA foi precipitado 

com 3 volumes de etano I absoluto por 30 minutos no gelo, centrifugado, e o 

precipitado lavado com etanol 80%, seco a vácuo e dissolvido em 8 IlL de H20 

ultrapura. A qualidade do DNA foi verificada através de eietroforese em agarose, a 

pureza e a concentração do DNA foi determinada pela absorbância a 260 e 280 

nm. 

3.15.2. Reação de sequenciamento 

A reação de sequenciamento continha de 100 a 500ng do ONA purificado, 

41lL de mistura para sequenciamento (tampão com Terminator Ready Rxn Mix­

Perkin Elmer e DNA polimerase), 10 pmol do "primer' reverso ou universal e H20 

estéril para o volume final de 10 1lL. A solução foi submetida a uma reação de 

seqüenciamento no termociclador com o seguinte programa: 1 ciclo de 5 minutos 

a 95°C; 30 cicios de 20 segundos a 96°C e 1 minuto e 30 segundos a 60°C. O 

produto da reação de sequenciamento foi transferido para um tubo tipo Eppendorf 

de 500IlL, sendo então acrescentados 10lll de água e 20lll de isopropanol. Essa 

mistura foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Após centrifugação 

por 15 minutos a 13.000 rpm, o precipitado foi lavado com etanol 80%, seco a 

vácuo e dissolvido em 15 IlL de tampão TSR (Perkin Elmer). O material foi 

aplicado em gel de poliacrilamida desnaturante com uréia e analisado em 

Sequenciador Automático de DNA. 
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3.15.3. Análise das seqüências de DNA 

A análise de comparação das seqüências obtidas após o sequenciamento 

foi feita utilizando o programa BLAST (GeneBank/NCBI) (ALTSCHUL et aI., 1997) 

ou Clustal W (THOMPSON et aI., 1997). 
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4. Resultados e Discussão 

o processo de fixação de nitrogênio é altamente dispendioso do ponto de 

vista energético [para a redução de 1 moi de N2 a 2 mols de NH/ são gastos 

aprox·imadamente 32 mols de ATP (POSTAGATE, 1982) e portanto prec"!sa ser 

altamente controlado. Tal mecanismo de controle exige a participação de 

proteínas específicas, dentre elas a proteína NifA . Esta proteína é expressa pelo 

gene nifA e é responsável pela ativação transcricional para a expressão dos 

demais genes nif 

A estrutura da proteína NifA compreende 3 domínios característicos: o 

domínio C-terminai que possui um motivo hélice-volta-hélice altamente 

conservado envolvido na ligação ao DNA; o domínio central que possui um motivo 

característico de ligação ao ATP, provavelmente envolvido na interação com a 

subunidade (JN da RNA polimerase e com a formação do complexo aberto. Este é 

o domínio catalítico da proteína NifA (LEE et aI., 1993) e o domfnío N-terminal que 

apresenta o menor grau de conservação da seqüência de aminoácidos entre as 

proteínas NifA e sua função ainda não foi claramente estabelecida (FISCHER, 

1994), embora dados recentes indiquem estar relacionado à regulação por amônio 

(ARSENE el aI., 1996; SOUZA et aI., 1999). Esta proteína apresenta características 

comuns a muitos ativadores transcricionais que regulam a expressão de genes em 

coniunto com a RNA polimerase (JN. A primeira estrutura para esse ativador 

transcrícíonal foí proposta para a proteína NífA de K pneumoníae (FISCHER, 

1994). 
A sensibilidade à amônia é uma função atribuída ao domínio N-terminal, 

uma vez que a NifA sem esse domínio ativa a transcrição dos genes nif e não é 

inibida pela presença de amônia, mas somente de oxigênio (MONTEIRO et ai., 

1999 a e b; SOUZA et ar, 1999). 

Embora o grau de similaridade entre os domínios N-terminal de diferentes 

diazotrofos seja baixo, estudos de mutagênese já realizados podem servir como 

base para estudos semelhantes em H. seropedicae. Como comentado 

anteriormente, em A. brasilense, uma única mutação na posição 18 do domínio N-
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terminal da NifA, onde um resíduo de tirosina foi trocado por um de fenilalanina, foi 

suficiente para permitir o escape do controle de PI! mas não do controle de 

amônia (ARSENE et ai., 1999). Já em R. capsulatus, tanto uma troca do 

aminoácido leucina por glutamina na posição 66, como a troca de valina por 

glutamato na posição 42 do domínio N-terminal da NifA, resultou em mutantes 

com atividade de NifA tolerante a amônio (PASCHEN et aI., 2001). Em vista dos 

resultados obtidos com esses dois microrganismos, as seqüências de 

aminoácidos do domínio N-terminal de A. brasilense e R. capsulatus foram 

comparadas com a seqüência de aminoácidos do domínio N-terminal de H. 

seropedicae, através do programa ClustalW (figura 2). 

Apesar do baixo grau de identidade entre as seqüências de aminoácidos 

dos domínios N-terminal (apenas 14,22%) de R. capsulatus, A. brasilense e H. 

seropedicae, na análise dos alinhamentos observou-se que os resíduos de 

aminoácidos valina na posição 40 e na posição 138 estão conservados. Além 

desses dois resíduos, outros apresentam algum grau de conservação. 

Geralmente aminoácidos envolvidos em interações intra ou intermoleculares são 

conservados entre diferentes espécies. Os resultados obtidos nesse alinhamento 

foram utilizados para direcionar os experimentos de mutagênese sitio-dirigida. 
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Figura 2 - Comparação da seqüência de aminoácidos do domínio N-Terminal das 
proteínas Nifa de A. brasilense (AZOBRANIFA), R. capsulafus (RHOCANIFA1 e 
RHOCANIFA2) E H. seropedicae (HERSENIFA). 
Em vermelho estão os aminoácidos idênticos (14.20/0) , verde os aminoácidos de alta 
similaridade (22.4%) , azul os aminoácidos de baixa similaridade (9.5%) e no retângulo os 
aminoácidos selecionados para a mutagênese sítio dirigida. 
O alinhamento foi feito pelo programa ClustalW. 



23 

4.1 Clonagem do domínio N-terminal da proteína NifA 

Com a finalidade de se obter um controle para os experimentos fisiológicos 

que deverão ser realizadas após a seleção e confirmação dos mutantes, foi 

necessário a clonagem do domínio N-terminal da proteína NifA selvagem de H. 

seropedicae em vetor de expressão. 

A seqüência de nucleotídeos correspondente ao domínio N-terminal da 

proteína NifA foi amplificada com os "primers" HsnifA 1 e HsnifA3A utilizando como 

molde o plasmídeo pEMS130 (Souza et aI., 1991b). O fragmento obtido 

apresentou aproximadamente 600 pares de bases (figura 3) e foi então purificado 

(item 3.12). Posteriormente este fragmento foi c1ivado com as enzimas Ndel e 

BamHI (item 3.7), cujos sítios foram inseridos pelos "primers" HsnifA 1 e HsnifA3A 

respectivamente. 

Para a clonagem dos amplificados em vetor de expressão, plasmídeo 

pET28a (mapa em anex01) foi purificado de E. colí estirpe DH10B pelo método de 

lise alcalina (item 3.5) e posteriormente clivado com as enzimas Ndel e BamHI 

(item 3.7). As pontas coesivas dos produtos de clivagem (fragmento 

correspondente ao domínio N-terminal de H. seropedicae e pET28a) foram ligadas 

(item 3.13.2) e a mistura de ligação transformada em células de E.colí XL 1 Blue 

(item 3.14). Colônias transformantes foram recuperadas em meio SOC e 

posteriormente plaqueadas em meio LA contendo os antibióticos correspondentes 

(Tc10 pl XL 1 blue e Km50 pl pET28a). Vinte e oito colônias coletadas neste meio 

foram incubadas em meio líquido LB e tiveram seus plasmídeos extraídos por lise 

alcalina (item 3.5). Os prováveis clones foram analisados por eletroforese em gel 

de agarose 0,8% (figura 4). Um clone foi selecionado e a presença do inserto de 

aproximadamente 600pb, foi confirmada após c1ivagem do plasmídeo com as 

enzimas Ndel e BamHI (figura 5 e 6). Este clone foi denominado pLET. 

O fragmento correspondente ao domínio N-terminal de H. seropedícae 

inserido no vetor pET28a foi seqüenciado com os "primers" PET 5' e PET3' e 

verificou-se que durante os processos de amplificações que precederam esta 

ligação não ocorreu alteração da seqüência original de nucleotídeos (Figura 7). 
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Figura 3 Padrão eletroforético de fragmentos de DNA, obtidos por amplificação, 

contendo o domínio N-terminal da NifA de H.seropedicae. 

Poço1: padrão 1 kb ladder; poço 2: N-terminal selvagem; poço 3: N-terminal mutado com o 

primer MUTV40E-U e poço 4: N-terminal com o primer MUTV138V-U. 
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Figura 4. Padrão eletroforético dos plasmídeos transformados E. coli XL 1 Blue. 
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Poço 1: padrão 1 Kb ladder, poço 2: vetor pET28a (controle); poço 3: clone sem a 

inserção do fragmento de 600pb e poço 4: clone com a inserção do domínio N-terminal da 

Nifa de H. seropedicae. 
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Figura 5. Padrão eletroforético do plasmídeo recombinante contendo o domínio N­

terminal de H. seropedicae. 

Poço 1: padrão 1 Kb ladder; poço 2: clone contendo o domínio N-terminal de H. 

seropedicae após clivagem com as enzimas Ndel e BamHI, que resultou na liberação 

deste domínio e poço 3: domínio N-terminal da NifA de H. seropedicae utilizado como 

padrão. 
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Figura 6. Mapa do plasmídeo pLET. 

Este plasmídeo é resultado da fusão do plasmídeo pET28a e do domínio N-terminal da 

NifA. O mapa mostra a origem de replicação do pBR322 (ori) , o gene lacl , o gene de 

resistência a canamicina (Kan) e a seqüência de nucleotídeos do domínio N-terminal da 

NifA de H. seropedicae mostrada em vermelho. 



1 60 
atg gcc act att etc gac gac cgc agt gtg aat tta gaa etc gta acg att tac gag ate 
M A T I L D D P 5 V N L E ~ V T I ~ E I 

61 120 
age aag ata ttg ggt tca tcg ctg gat cta tcc aag acc ttg cgc gaa gtc etc aac gtc 
5 K ] L G S S L D L ~ K T L R E V L ~ V 

121 180 
etc tcc gcc cac ctg gaa acg aaa cgg gta ttg ctg agt ctg atg cag gac tcc ggt gaa 
L S A H L E T K R V L L S L M Q D S G ~ 

181 240 
ttg caa ctg gtc age gcc ate ggc ctg agt tac gaa gaa ttc cag agt ggc aga tac cgg 
L Q L V S A I G L S ~ ~ ~ F Q S G P Y ~ 

241 300 
gtc ggc gag ggc ate acc ggc aag ate ttc cag acg gaa act ccc ate gtg gtg cgc gac 

G E. G J T G K J 'F Q 'I E: T P 1 V -\7 R Il 

301 360 
ttg gcc cag gag ccg ctg ttc ctg gct cgc acc age ccg cgc cag tcg caa gac ggg gaa 
L ~ Q E P L F L ~ R T S ? R Q S Q D G ~ 

361 420 
gtc att tcc ttt gtg ggc gtg ccg ate aag gct gcc cgt gaa atg ctg ggt gtg ttg tgc 

\ r I S. F 'l G 'l P I ~, p.~ p.~ P E. M L G 'l L r: 

421 480 
gtt ttt cgg gat gga caa tcg ccc tcg cgt agt gtc gac cat gag gtg cgc ctg ctg acc 
V ~ R D G Q S P S P S V D ff E V R L L r 

481 540 
atg gtg gcc aac ctg ate gga caa acc gtc cgg ctg tat cgc age gta gcg gcc gag cgc 
~ V A N L I G Q T V P L I P S V A A E R 

541 600 
cag cag ctg caa gag gaa aag cgc cag ctg tcc cgg caa etc cag ggc aag tac aag etc 
o Q L Q E E K R Q L S R Q L Q G K Y K L 

601 
gat aac 
D N 
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Figura 7. Seqüência de nucleotídeos do domínio N-terminal NifA de H. 

seropedicae no pLET. 

Esta seqüência foi obtida após amplificação e clonagem do fragmento contendo o domínio 

N-terminal da proteína NifA, no vetor pET 28a. 

Os aminoácidos correspondentes de cada códon estão em vermelho. 
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4.2 MUTAGENESE SíTIO DIRIGIDA 

A partir da comparação das seqüências de aminoácidos dos domínios N­

terminal das proteínas NifA de A. brasilense, R. capsulatus e H. seropedicae 

(Figura 3), foram selecionados como alvos para os estudos de mutagênese em H. 

seropedicae os resíduos de valina na posição 40 e 138. 

A substituição de valina na posição 40 ("primer" MUTV40E-R) foi 

selecionado por estar numa região mais conservada, em relação à região que 

alinha com o resíduo de valina na posição 42 da seqüência de aminoácidos da 

NifA 1 de R. capsulatus onde tal mudança resultou em mutantes com atividade de 

NifA tolerante a amônio (PASCHEN et aI., 2001). A substituição do aminoácido 

valina da posição 138 (MUTV138E-U) também foi selecionada por estar numa 

região com alto grau de conservação. O estudo desses resíduos pode fornecer 

resultados importantes para a caracterização funcional do domínio N-terminal da 

NifA em H. seropedicae. 

No quadro 4 são mostrados os resíduos observados na seqüência 

selvagem, as mutações sugeridas e os "primers" mutagênicos desenhados. 

Quadro 4. Códons e resíduos de aminoácidos substituídos pelos "primers" 
mutagênicos. 

Resíduo 
Substituido 

Códon por Códon Primer mutagênico 'I 

" 

,I Valina 40 GTC Ac. glutâmico GAG MUTV40E-R I 

I, 1 

5 , GGC GGAGAGCTCGT TGAGG 3 ' 1 

Valina 138 GTG Ac. glutâmico GAG MUTV138E-U 
5 'AATGCTGGTGAGTTGTGCG3' 

-Legenda: * As bases que foram trocadas estao representadas em vermelho escuro e o codon 
modificado em vermelho. ** O sítio de restrição para a endonuclease Sac I inseridos no "primer" 
MUTV40E-R está destacado em itálico. 

O "primer" MUTV40E-R (Schmidt, 2003) apresenta 19 nucleotídeos e foi 

desenhado para efetuar a troca da valina na posição 40 por um ácido glutâmico, 

, 
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pela troca do códon GTC por GAG. Com essa modificação também foi criado um 

sítio para a enzima Saci que possibilita diferenciar por análise de restrição a 

seqüência mutante da seqüência selvagem que não apresenta este sítio. O 

"primer" MUTV138E-U (Schmidt, 2003) apresenta 19 nucleotídeos e a troca do 

códon GTG por GAG, modificando a valina na posição 138 para um ácido 

glutâmico. 

4.2.1 Estratégia de mutagênese sítio dirigida 

O plasmídeo pEMS130 que contém a seqüência codificadora da proteína 

NifA de H.seropedicae, clonado no vetor pTZ18-R (Souza et aI, 1999) foi utilizado 

como molde para as reações de mutagênese sítio-dirigida. Na primeira reação se 

utilizou os primers HsnifA 1 e MUTV40E-R ou MUTV138E-U e HsnifA3A, para a 

obtenção de "megaprimers" (Figura 8) com os devidos códons alterados. Na 

segunda reação se utilizou o produto da primeira amplificação mais os "primers" 

HsnifA3A ou HsnifA 1 respectivamente para a obtenção da seqüência codificadora 

do domínio N-terminal NifA de H. seropedicae com a mutação inserida. 

Para a obtenção da seqüência do domínio N-terminal NifA com a mudança 

do códon correspondente à valina na posição 40 por ácido glutâmico (figura 9), foi 

utilizado os "primers" HsnifA 1 e MUTV40E-R, que resultou em um fragmento de 

DNA NifAMUTV40E que apresenta aproximadamente 130pb. Este foi então 

purificado por gel de agarose de baixo ponto de fusão (item 3.12) e posteriormente 

utilizado como "megaprimer" em uma reação de amplificação juntamente com o 

"primer' HsnifA3A, resultando no domínio N-terminal, que apresenta 

aproximadamente 600 pb, com a mutação desejada inserida (figuras 2 e 10). Este 

domínio foi também purificado em gel de agarose de baixo ponto de fusão. 
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1 2 3 

Figura 8. Padrão eletroforético dos "megaprímers". 

Poço 1: padrão 1 Kb ladder; poço 2: "megaprimers" NifAMUTV40E (130pb) e poço 3: 

"megaprimers" NifAMUTV138E (205 pb). 



1 6C 

atg- g-cc act att etc gac gac cgc agt gtg aat tta gaa etc gta acg att tac gag- ate 
M A T I L D D R 5 V N L E L V T I Y E I 

61 120 
age aag ata ttg ggt tca tcg ctg gat cta tcc aag acc ttg cgc gaa gtc etc aac gag 
". X ] L (::, S S l. 11 l. .::, X 'I' l· P E V l· 1~ E 

121 180 
etc tcc gcc cac ctg gaa acg aaa cgg gta ttg ctg agt ctg atg cag gac tcc ggt gaa 
L S A H L E ~ K ? V L L S L M Q O S G ~ 

181 2 4 0 
ttg caa ctg gtc age gcc ate ggc ctg agt tac gaa gaa ttc cag agt ggc aga tac cgg 
l., Q L V S A I G L 50 \ E. E. 11 Q 50 G ,?, {. li> 

241 300 
gtc ggc gag ggc ate acc ggc aag ate ttc cag acg gaa act ccc ate gtg gtg cgc gac 
V G E G I T G K I ~ Q r E r 2 I V V e a 

301 360 
ttg gcc cag gag ccg ctg ttc ctg gct cgc acc age ccg cgc cag tcg caa gac ggg gaa 

A Q E P L f' L A P T S P R Q S Q D r ' E 

361 420 
gtc att tcc ttt gtg ggc gtg ccg ate aag gct gcc cgt gaa atg ctg ggt gtg ttg tgc 
j- 1 5 F V G V P I J< .li .li R E 11 L- G V L- C 

421 480 
gtt ttt cgg gat gga caa tcg ccc tcg cgt agt gtc gac cat gag gtg cgc ctg ctg acc 
~ F R D G Q 3 P 3 R 3 V D li E V R L L ~ 

481 540 
atg gtg gcc aac ctg ate gga caa acc gtc cgg ctg tat cgc age gta gcg gcc gag cgc 
~ V A N L 1 G Q ~ V ? L \ R S V A A ~ I? 

541 600 
cag cag ctg caa gag gaa aag cgc cag ctg tcc cgg caa etc cag ggc aag tac aag etc 
( 1 lJ 1. Q F;: E X 'P. l' l· t.,H l1 l· Q G X 'Y ~ 1· 

601 
gat aac 
D N 
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Figura 9. Seqüência de nucleotídeos do domínio N-terminal NifA de H. 

seropedicae contendo a mutação da valina na posição 40 usando o "primer" 

MUTV40E-R. 

o códon modificado está marcado em verde e o aminoácido modificado em azul. 

Os aminoácidos correspondentes de cada códon estão em vermelho. 
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Domínio N-terminal Donúnio Central Douúnio C-terminal 

NifA 

HsnifAl 
DmnhuQ 

r-----------------------------------1i N-lennim~J 

MUTV40E-R 

NifAMUTV40E 

NifAMUTV 40E 

Domínio 

t-----------------------------------tt N-lcmll1k-'JJ 

HsnifA3A 

Domínio 

I--------------------------------J N-temtinal 
mutado 

Figura 10. Esquema ilustrativo da estratégia de mutagênese sítio dirigida 

utililizando o "primer" mutagênico MUTV40E-R. 

O plasmídeo pEMS130 (SOUZA et a1.1991b) foi utilizado como DNA molde. 
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Para a obtenção da seqüência do domínio N-terminal NifA com a mudança 

do códon correspondente à valina na posição 138 por ácido glutâmico (figura 11), 

foram utilizados os "primers" HsnifA3A e MUTV138E-U. A amplificação resultou 

em um fragmento de DNA, NifAMUTV138E, que apresenta aproximadamente 

205pb (figura 8). Este foi purificado por gel de agarose de baixo ponto de fusão 

(item 3.12) e posteriormente utilizado como "megaprimer" em uma reação de 

amplificação juntamente com o primer HsnifA 1, resultando no domínio N-terminal, 

que apresenta aproximadamente 600 pb, com a mutação deseja inserida (figuras 

2 e 12). Este fragmento foi então purificado em gel de agarose de baixo ponto de 

fusão. 

Os domínios N-terminais contendo as mutações após serem purificados 

foram clivados com Ndel e BamHI, e deverão ser clonados no vetor de expressão 

pET28a, seguindo a a metodologia aplicada neste trabalho para a clonagem do 

domínio N-terminal NifA não mutado. Com a obtenção destes clones será possível 

super expressar a proteínas correspondentes (selvagem e mutadas) e purificá-Ias 

em colunas cromatográficas para realização de ensaios fisiológicos e bioquímicos. 
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61 120 
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121 180 
etc tcc gcc cac c t g gaa acg aaa cgg gta ttg ctg agt ctg atg cag gac tcc ggt gaa 
L S A H L E T K R V L L S L M Q D 3 G ~ 

181 240 
ttg caa ctg gtc age gcc ate ggc ctg agt tac gaa gaa ttc cag agt ggc aga tac cgg 
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241 3 00 
gtc ggc gag ggc ate acc gg c aag ate ttc cag acg gaa act ccc a t e gtg gtg cgc gac 

"\ G E, C,. ] T C.., }\ ] r ' Q J' :E: T P ] v V R D 

301 360 
ttg gcc cag gag ccg ctg ttc ctg gct cgc acc age ccg cgc cag tcg caa gac ggg gaa 
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361 420 
gtc att tcc ttt gtg ggc gtg ccg ate aag gct gcc cgt gaa atg ctg ggt qag ttg tgc 
i r I S F V G V P I Y A. .zt R E M L G :g L r ' 

421 480 
gtt ttt cgg gat gga caa tcg ccc tcg cgt agt gtc gac cat gag gtg cgc ctg ctg acc 
~ F R D G Q S P 3 R 3 V D H E V R L L 1 
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~, \J A N L I G '~ l' 'J P I.. { P S V A ]i 1:. 9-. 

541 600 
cag cag ctg caa gag gaa aag cgc cag ctg tcc cgg caa etc cag ggc aag tac aag etc 
, C L Q E E K R Q L R Q L Q G K i ~ L 

601 
gat aac 
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Figura 11 . Seqüência de nucleotídeos do domínio N-terminal NifA de H. 

seropedicae mutado com o "primer" MUTV138E-U. 

OS aminoácidos correspondentes de cada códon estão em vennelho. 

O códon modificado está marcado em verde e o aminoácido modificado em azul. 
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Figura 12. Esquema ilustrativo da estratégia de mutagênese sítio dirigida 
utililizando o "primer" mutagênico MUTV138E-R e como DNA molde o plasmídeo 
pEMS130 (SOUZA et aI,1991b). 
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5. Conclusã.o 

Neste trabalho foram realizadas mutagênese sítio-dirigida do domínio N­

terminal da proteína NifA de H. Seropedicae, a fim de contribuir para sua 

caracterização funcional. 

Foram obtidas as seqüências correspondentes ao domínio N-terminal com 

as mutações nas vali nas, posição 40 e 138, por ácidos glutâmicos. 

Foi também obtido um clone em vetor de expressão contendo o domínio N­

terminal selvagem que será usado como controie nos experimentos fisiológicos. 
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6. Perspectivas 

As seqüências mutadas do domínio N-terminal da proteína NifA já obtidas 

estão sendo subclonadas no vetor pET28a e pTZ18-R, para que possam ser 

realizados ensaios de expressão de proteínas e análise do comportamento 

fisiológico dos diferentes mutantes. 
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