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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae é um diazotrofo endofítico encontrado em associação 
com várias gramíneas. O gene nifB de H. seropedicae foi sequenciado e a proteína NifB 
deduzida da seqüência de nucleotídeos apresentou uma identidade de 62 % com a de 
Bradyihizobium japonicum , 57% com a de R. capsulatus e 47% com a de Klebsiella 
pneumoniae. A região promotora apresenta sítios de ligação para a proteína NifA e para a 
RNA polimerase-RpoN (oN). Para se determinar o envolvimento das proteínas NifA e 
RpoN na ativação do promotor nifB de H. seropedicae, uma fusão plasmidial nifB::lacZ 
(pEMS140) foi construída e a expressão do promotor do gene nifB de H. seropedicae 
analisada nas estirpes TH1 (rpoN") e ET8894 (rpoN^) de Escherichia coli e nas estirpes 
SmRl (selvagem) e SmR54 (nifA') de H. seropedicae. Uma fusão cromossomal nifBr.lacZ 
foi construída originando a estirpe de H. seropedicae SmR2126. Posteriormente, o gene 
n if A desta estirpe foi inativado por inserção do gene de resistência à canamicina originando 
a estirpe Smr2126/1 (inifBr.lacZ, nifAvKm). Em E. coli, o promotor nifB foi ativo apenas 
na presença das proteínas NifA (expressa constitutivamente pelo pMC71 A) e RpoN de K. 
pneumoniae. Em H. seropedicae, o gene nifB foi expresso apenas baixas tensões de 
oxigênio e ausência de íons amônio nas estirpes SmRl contendo o plasmídeo pEMS140 
(selvagem) e SmR2126 (nifBr.lacZ). Juntos estes resultados indicam que o a expressão do 
gene nifB de H. seropedicae requer as proteínas NifA e RpoN. Ensaios de retardamento em 
gel mostraram que tanto a proteína NifA quanto a RpoN de K. pneumoniae foram capazes 
de se ligar a região promotora do gene nifB de H. seropedicae.

xvii
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1 INTRODUÇÃO

O nitrogênio é um nutriente essencial para as plantas e animais e corresponde a 78% 

da atmosfera na forma de nitrogênio molecular ou dinitrogênio (N2). Nesta forma é 

metabolieamente indisponível para aqueles organismos. Entretanto, muitas espécies de 

microrganismos podem converter o dinitrogênio atmosférico a íons amônio pela ação da 

enzima nitrogenase, em um processo denominado fixação biológica de nitrogênio. Estes 

microrganismos capazes de fixar nitrogênio são chamados de diazotrofos (van BERKUM et 

al, 1980; POSTGATE, 1982a).

A habilidade de fixar nitrogênio e o crescimento diazotrófico são encontrados 

somente em procariotos, que podem ser aeróbios facultativos, aeróbios obrigatórios e 

anaeróbios. Eles podem ser, autotróficos, heterotróficos, mixotróficos, fotoautotróficos, 

fotorganotróficos, oxidantes de hidrogênio ou metanotrófícos (POSTGATE, 1982a).

Os microrganismos que fixam nitrogênio independentemente de outros organismos 

são denominados de vida livre e, se não forem fotossintetizantes, requerem uma fonte de 

energia química, enquanto que os diazotrofos fotossintetizantes utilizam energia solar. A 

amônia produzida por estes organismos é exclusiva para seu próprio consumo, não sendo 

liberada para o ambiente. Pertencem a este grupo as bactérias do gênero Azotobacter e as 

enterobactérias Klebsiella pneumoniae e Enterobacter agglomerolans (PEDROSA, 1987).

Os microrganismos fixadores de nitrogênio associativos vivem em íntima 

proximidade com as raízes das plantas (na rizosfera ou dentro da planta) e podem obter 

materiais energéticos das plantas. Estes microrganismos podem contribuir com nitrogênio



fixado para a planta ou ainda estimular o crescimento de raízes pela produção de fito- 

hormônios (DÒBEREINER & PEDROSA, 1987). Espécies dos gêneros Azospirillum, 

Herbaspirillum e Acetobacter são encontrados associadas às gramíneas (millio, arroz, 

sorgo, trigo, etc) e são exemplos do sistema associativo (van BERKUM et al, 1980; 

PATRIQUIM et a i, 1983; PEDROSA, 1987).

A relação simbiótica entre rizóbia e leguminosas ocorre dentro de estruturas 

especializadas chamadas de nódulos, na sua maioria localizadas nas raízes e, em alguns 

casos, no caule. A planta fornece materiais energéticos aos diazotrofos e, em troca, recebe 

o nitrogênio fixado pelo microrganismo. Entre os diazotrofos simbióticos encontram-se 

microrganismos dos gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Frankia (POSTGATE, 1982a; 

PEDROSA, 1987).

As plantas superiores e animais obtêm compostos nitrogenados primariamente 

gerados por microrganismos fixadores ou de fertilizantes. Ocorre ainda uma pequena taxa 

de fixação de nitrogênio atmosférico catalisada por descargas elétricas. Porém, o nitrogênio 

disponível no solo não supre a demanda da produtividade agrícola atual, o que levou ao 

aumento exponencial da utilização de fertilizantes nitrogenados, principalmente na forma de 

nitrato, nas últimas três décadas. A utilização indiscriminada de compostos nitrogenados na 

agricultura traz riscos consideráveis, além de ser dispendiosa. Em primeiro lugar, o nitrato, 

devido a sua alta solubilidade, é lavado do solo para rios, lagos e lençóis freáticos causando 

uma alta contaminação dos reservatórios de água potável. A redução parcial de nitrato a 

óxido nitroso aumenta a quantidade deste gás na atmosfera que, junto com o CO2 , diminui a 

perda de calor pela terra, causando aumento de temperatura global. Além disso, a síntese 

industrial de N H / através do processo de Haber requer altas temperaturas e pressões, 

obtidas da queima de combustível fóssil e acarretando elevada emissão de C 02 na atmosfera
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(van BERKUM et a l , 1980; POSTGATE, 1982a; PEDROSA, 1987; DOBEREINER, 

1992b; BODDEY et a l, 1995; DOBEREINER 1997). Uma alternativa mais barata e 

ecologicamente aceitável ao uso de fertilizantes nitrogenados é o uso da fixação biológica 

de nitrogênio. A dificuldade neste caso é a especificidade da relação planta-microrganismo. 

Assim, a cultura de soja pode ser inoculada com Bradyhizobium japonicum que faz uma 

associação simbiótica altamente produtiva, dispensando o uso de fertilizantes nitrogenados. 

Calcula-se que apenas no Brasil cerca de 3 bilhões de dólares são economizados em 

fertilizantes nitrogenados graças a fixação de nitrogênio de Bradyhizobium associado a soja 

(PEDROSA, 1987; DOBEREINER, 1997). Por outro lado, não se conhece nenhum 

diazotrofo que se associe simbioticamente com muitas culturas economicamente 

importantes como trigo, milho, cana-de-açúcar e arroz.

Recentemente, diazotrofos como o Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum 

spp foram encontrados em tecidos vasculares de cana-de-açúcar, sugerindo uma associação 

endofítica (DOBEREINER, 1993; DOBEREINER, 1995; OLIVEIRA et a l , 1995; 

OLIVARES et al., 1996). Estes achados sugerem uma explicação para o fato de áreas de 

culturas de cana-de-açúcar permanecem produtivas por décadas ou séculos sem exaustão 

das reservas de nitrogênio do solo ou declínio de produtividade. Pelo menos para certas 

variedades de cana-de-açúcar, a fixação biológica de nitrogênio parece ser suficiente para 

garantir uma produção duradoura (DOBEREINER, 1993; FRANCO & DOBEREINER, 

1994; BODDEY et a l, 1995; DOBEREINER 1997).

Além disso, uma variedade de cereais capazes de serem colonizados por diazotrofos 

endofíticos tem sido identificados e já foi demonstrado que estas culturas utilizam 

fertilizantes nitrogenados em uma taxa inferior ao seu requerimento teórico 

(DOBEREINER, 1992b; DOBEREINER, 1997). Várias espécies de microrganismos foram



isoladas, especialmente Herbaspirillum spp., Burkholderia spp. e certas estirpes de 

Azospirillum spp, colonizando raízes, caules e folhas de milho, Pennisetum e arroz 

(DÔBEREINER, 1992b; BODDEY, 1995; DÕBEREINER, 1997).

1.1 Fixação Biológica de Nitrogênio

1.1.1 Bioquímica da Fixação de Nitrogênio

A fixação biológica de nitrogênio é catalisada pelas nitrogenases, enzimas que os 

sistemas biológicos utilizam para processar o dinitrogênio atmosférico (LEIGH, 1997).

A redução do substrato pela nitrogenase consiste basicamente de três reações de 

transporte de elétrons. Primeiramente, a proteína ferro é reduzida por transportadores de 

elétrons, tais como flavodoxinas ou ferrodoxinas (in vivo) e ditionito (in vitro); 

posteriormente ocorre a transferência de elétrons da proteína Fe para a proteína MoFe, 

reação dependente da hidrólise de 2 MgATP por elétron transferido; e, finalmente, ocorre a 

transferência de elétrons ao substrato (KIM & RESS, 1994). Sob condições ótimas, a 

estequiometria da redução de dinitrogênio pela nitrogenase é representada pela seguinte 

reação (SIMPSON & BURRIS, 1984):

N2 + 8 H f + 8 e ‘ +16 MgATP 2 NH3 + H2 + 16 MgADP + 16 Pi

A nitrogenase catalisa a redução também de outros substratos alternativos além do 

dinitrogênio tais como o acetileno, a azida ou o cianeto (KELLY et a i, 1967; 

SCHÕLLHORN & BURRIS, 1967; LOWE et al., 1978).
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A enzima nitrogenase é um complexo constituído de duas metalo-proteínas 

(POSTGATE, 1982b; PETERS et a l, 1995). Estas duas metalo-proteínas são denominadas 

proteína ferro (proteína Fe ou dinitrogenase redutase) e proteína molibdênio-ferro (proteína 

MoFe ou dinitrogenase) devido ao tipo de seus constituintes metálicos (DEAN et a l, 1993).

Em A. vinelandii a proteína Fe é codificada pelo gene nifH  e é um homodímero 

constituído de duas subunidades y, ligadas por um núcleo [4Fe-4S] simetricamente 

coordenado pelas cisteínas das posições 97 e 132 de cada subunidade (HOWARD et a l , 

1989). Esta proteína apresenta uma massa molecular de aproximadamente 60 kDa e suas 

propriedades estruturais e funcionais são muito conservadas entre os diferentes diazotrofos 

(HOWARD & REES, 1994). Uma das duas principais características funcionais da proteína 

Fe é a capacidade de ligação dos nucleotídeos MgATP e MgADP. Cada subunidade 

apresenta um domínio tipo a-hélice/folha (3-pregueada (GEORGIADIS et al., 1992), 

constituindo um motivo comumente encontrado em proteínas que se ligam a nucleotídios. 

Este motivo estrutural é caracterizado pela seqüência de aminoácidos consenso 

GXXXXGKS, denominada motivo A de Walker (HOWARD & REES, 1994; KIM & 

REES, 1994). A proteína Fe ainda apresenta um segundo sítio funcional, o núcleo [4Fe-4S], 

que sofre um ciclo redox entre os estados [2Fe2+2Fe3+] e [3Fe2+Fe3+] (MORGAN et al, 

1990; PETERS et a l,  1995).

A proteína Fe difere das outras proteínas ferro enxofre quanto a sensibilidade ao 

oxigênio. Isto ocorre porque o núcleo [4Fe-4S] da nitrogenase é mais exposto e também 

pela mudança de ambiente químico que o núcleo sofre devido a mudança conformacional da 

proteína decorrente de sua ligação ao MgATP (MORGAN et a l, 1990; PETERS et a l, 

1995). Esta importante característica da proteína Fe obriga os diazotrofos aeróbios a
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encontrar formas de proteger a nitrogenase do oxigênio (POSTGATE, 1982a; PEDROSA, 

1988; YATES, 1987).

A proteína MoFe apresenta massa molecular de aproximadamente 240 kDa e é um 

tetrâmero a 2p2 - As subunidades a  e p são codificadas pelos genes nifD e nifK, 

respectivamente (KIM & REES, 1994). Dois centros metálicos fazem parte desta proteína: 

o cofator FeMo e um par de centros P. O cofator FeMo, primeiramente identificado por 

Shah & Brill (1977) como um centro metálico estável à desnaturação ácida da proteína 

MoFe, tem fórmula molecular MoiFe7S9 e coordena uma molécula de homocitrato 

(HOWARD & REES, 1994; KIM & REES, 1994). O cofator FeMo está contido no interior 

da subunidade a  da proteína MoFe, interagindo com apenas dois ligantes proteicos, os 

resíduos aCys 275 e affis 442 (KIM & REES, 1994; PETERS et a l, 1995; REES et a l , 

1997). O centro P pode ser considerado um núcleo Fe8S8 onde dois núcleos Fe4S4 estão 

ligados por pontes tiol dos resíduos cisteínas a88 e p95 da proteína MoFe da A. vinelandii 

e ainda por uma ponte dissulfeto de dois átomos de enxofre inorgânico (HOWARD & 

REES, 1994; SMITH, et al. 1995).

O fluxo de elétrons através do sistema nitrogenase começa na proteína Fe e termina 

nos produtos reduzidos, contudo as etapas de transferência de elétrons entre os estágios 

inicial e final ainda não foram estabelecidas experimentalmente (KIM & REES, 1994).

Para o microrganismo fixar o dinitrogênio, o ambiente em que ele se encontra deve 

ser favorável, ou seja, este ambiente deve suprir nutrientes e condições necessárias para 

promover e suportar tanto a síntese quanto a atividade da nitrogenase. Os fatores essenciais 

para a fixação de nitrogênio são fontes de energia (ATP e elétrons), molibdênio, ferro, 

enxofre, baixas concentrações de oxigênio e hidrogênio no sítio da nitrogenase, ausência de 

nitrogênio fixado (NH4+) e temperatura apropriada (PEDROSA, 1988). O oxigênio é



nocivo a fixação de nitrogênio, causando inativação irreversível da proteína Fe e da proteína 

MoFe; inativação reversível por remoção dos doadores de elétrons para a nitrogenase 

(auto-redução das flavodoxinas e ferrodoxinas) ou por indução de mudanças 

conformacionais na nitrogenase; e ainda a repressão de sua síntese (ROBSON & 

POSTGATE, 1980; GALLON, 1981).

Diazotrofos aeróbios precisam regular o fornecimento de oxigênio para produzir 

níveis adequados de ATP e por outro lado proteger a nitrogenase contra o dano pelo 

oxigênio (POSTGATE, 1982a; YATES, 1987; PEDROSA, 1988). Várias espécies de 

bactérias aeróbias se comportam como microaerófilos quando fixam nitrogênio. Aeróbios 

fixadores de nitrogênio bem adaptados como Azotobacter utilizam proteção respiratória e 

conformacional para proteger a nitrogenase do oxigênio (POSTGATE, 1982b). Outros 

utilizam a compartimentalização, como os heterocistos das cianobactérias ou nódulos 

microaerófilos de leguminosas (POSTGATE, 1982b; LOWE et al., 1985).

1.1.1.1 Nitrogenases Alternativas

Azotobacter vinelandii possui duas nitrogenases alternativas em adição à 

convencional e os componentes destas nitrogenases alternativas tem sido purificados e 

parcialmente caracterizados (PAGE & COLLINSON, 1982; BISHOP et al., 1986a; 

BISHOP et al., 1986b; HALES et a l, 1986a; HALES et a l, 1986b; CfflSNELL et a l,

1988). Uma das nitrogenases alternativas, a que contém vanádio, também foi encontrada em 

Azotobacter chroococcum (ROBSON et a l, 1986; EADY et a l,  1987). Os sistemas 

alternativos de fixação de nitrogênio foram identificados a partir de estirpes de A. vinelandii 

e A. chroococcum contendo deleções dos genes nifHDK. Estas estirpes não eram capazes

7



de crescimento diazotrófico na presença de molibdênio, mas eram capazes de crescer e 

possuíam atividade de nitrogenase na sua ausência (BISHOP et al., 1986a; BISHOP et al., 

1986b; HALES et al., 1986a; PAU et al., 1989).

A principal diferença estrutural entre as três nitrogenases de A. vinelandii são os 

seus componentes metálicos. A nitrogenase clássica ou nitrogenase 1 contém molibdênio e 

ferro e é sintetizada quando o microrganismo é crescido em presença de Mo. A nitrogenase 

2 contém vanádio e ferro, e é encontrada quando o microrganismo cresce na ausência de 

Mo, mas na presença de vanádio. A nitrogenase 3 é encontrada em células crescidas na 

ausência de Mo e V e parece conter apenas o Fe (DRUMMOND, 1996).

A expressão dos três sistemas de fixação de nitrogênio ou nitrogenases é reprimida 

por íons amônio e é regulada por molibdênio a nível de transcrição (JACOBSON et a l, 

1986; DRUMMOND, 1996).

As proteínas das nitrogenases alternativas são estruturalmente similares às da 

nitrogenase convencional (EADY, 1991). Os dois sistemas alternativos são compostos de 

uma dinitrogenase redutase (proteína Fe) e uma dinitrogenase. As proteínas Fe do sistema 2 

e 3 exibem um alto grau de similaridade com a proteína Fe do sistema convencional e ambas 

possuem núcleos Fe4S4 similares (PREMAKUMAR et al., 1989; ROBSON et al., 1989; 

BISHOP & JOERGER, 1990; JOERGER et al., 1990). Ao contrário da dinitrogenase 

clássica, as dinitrogenases 2 e 3 são hexaméricas oc2(32õ2 (ROBSON et al., 1989). Além 

disso, as dinitrogenases dos sistemas 2 e 3 possuem núcleos metálicos distintos do cofator 

FeMo: a dinitrogenase 2 ou proteína FeV possui um núcleo constituído de ferro, vanádio e 

enxofre, enquanto a dinitrogenase 3 não contém nem molibdênio nem vanádio, apenas ferro 

e enxofre. A troca de Mo por V ou por Fe nos diferentes tipos de nitrogenase indica que o 

molibdênio não é absolutamente necessário para dinitrogenase, mas estes metais não são



participantes inteiramente passivos no mecanismo de reação uma vez que as propriedades 

de redução de substrato das diferentes nitrogenases não são idênticas (ROBSON et a l, 

1986; KIM & REES, 1994). Em contraste com a nitrogenase convencional, que reduz o 

acetileno a etileno, as nitrogenases alternativas reduzem o acetileno a uma mistura de 

etileno e etano, (DILWORTH et al., 1987; DILWORTH et al., 1988; SCHNEIDER et al.,

1991).

As nitrogenases alternativas também foram encontradas nas bactérias fototróficas R. 

capsulatus (SCHNEIDER et al., 1991; MA et al., 1994) e Rhodospirillum rubrum 

(LEHMAN & ROBERTS, 1991; DAVIS et al., 1996).

1.1.2 Genética de Fixação de Nitrogênio

1.1.2.1 Genes n if

Os genes responsáveis pela fixação biológica de nitrogênio são denominados de n if 

(POSTGATE, 1982b).

O microrganismo que tem sido melhor estudado é a K. pneumoniae e será usado 

como modelo para a descrição da organização estrutural e funcional dos genes nif. Neste 

microrganismo 20 genes são responsáveis pela capacidade de fixar nitrogênio, ocupando 

uma região de 25 kb do seu genoma e organizados em 8 unidades transcricionais ou 

operons (Figura 1) (MERRICK, 1982; MERRICK, 1992). O agrupamento de genes n if está 

localizado entre o operon his (operon para síntese de histidina) e shiA (gene relacionado 

com a captação de ácido shikímico) (POSTGATE, 1982a; POSTGATE, 1982b). Estudos 

comparativos de genes n if de diversos microrganismos, entre eles A. vinelandii, A.
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chroococcum, Rhodobacter capsulatus, E. agglomerans e K. pneumoniae sugerem que 

existam pelo menos 14 genes nif comuns a todos os diazotrofos: os genes nifH, D, K, E, N, 

X, U, S, V, Z, W, M, B, Q, cujos produtos provavelmente são essenciais para a biossíntese 

da nitrogenase (MERRICK, 1982).

A hipótese da existência de genes homólogos aos n if  em outras regiões do 

genoma foi levantada, uma vez que mutações em vários destes genes não eliminaram 

completamente a atividade de nitrogenase (MERRICK, 1992). Estes genes homólogos 

provavelmente codificariam proteínas com funções relacionadas que poderiam substituir, 

embora parcialmente, os produtos dos genes n if  Por exemplo, um gene homólogo ao nifM  

foi identificado na região a montante do operon pdxA em E . coli, e um outro, homólogo ao 

nifS, em Saccharomyces cerevisae (MERRICK, 1982; ROA et a l, 1989; OLIVER et a l,

1992).

Os genes estruturais da nitrogenase são os genes nifHDK, onde nifH  codifica as 

subunidades y da proteína Fe e nifDK codificam as subunidades a  e p da proteína MoFe 

(SUNDARESAN & AUSUBEL, 1981; HOLLAND et a l, 1987; IOANNIDIS & BUCK, 

1987). Os genes nifHDK foram sequenciados e caracterizadas em uma variedade de 

organismos fixadores de nitrogênio (HOWARD & RESS, 1994). De modo geral, as 

propriedades estruturais e funcionais de seus produtos são altamente conservadas em 

diferentes organismos (EMERICH & BURRIS, 1976).
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FIGURA 1. Organização estrutural dos genes nif em K. pneumoniae
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Mutantes nifM  de K. pneumoniae produzem proteína Fe inativa, sugerindo que a 

proteína NifM seja importante no processo de maturação desta enzima (ROBERTS et al, 

1978). Experimentos utilizando E. coli como hospedeiro demonstraram que apenas os 

produtos dos genes n if A, niJH e nifM  são necessários para a síntese da proteína Fe ativa 

(HOWARD et a l, 1986; PAUL & MERRICK, 1988; PAUL & MERRICK, 1989). A 

função do produto do gene nifM  ainda não é conhecida, mas os autores sugerem que a 

proteína NifM permitiria que a aponitrogenase redutase adquirisse uma conformação 

apropriada para a captação do grupo Fe4S4, promovendo a inserção pós-traducional do 

grupo FeS ou ainda poderia ser necessária para o posicionamento apropriado das 

subunidades da proteína Fe para receber o grupo Fe4S4 (HOWARD et al, 1986; HOWARD 

et a l, 1989; GEORGIARDIS et a l, 1992). É possível que outros genes cromossomais 

também sejam requeridos para produção da proteína Fe madura, como por exemplo, os 

genes envolvidos na captação de Fe e em sistemas produtores de sulfato, que são 

normalmente utilizados na síntese de proteínas FeS (HOWARD et a l, 1986). Roberts et a l 

(1978) e Jacobson et a l (1989b) mostraram que mutantes nifXJS de K. pneumoniae e A. 

vinelandii apresentaram níveis muito baixos de atividade de dinitrogenase redutase. Estes 

resultados aparentemente contradizem os resultados obtidos por Paul & Menick (1988,

1989) e Howard et a l (1986). Uma possível explicação seria a presença de alguma proteína 

em is. coli que pudesse substituir os produtos dos genes nifUS (JACOBSON et a l, 1989b). 

Os produtos dos genes nifUS aparentemente estão envolvidos na captação e mobilização de 

Fe e S necessários para a formação do núcleo Fe4S4 da proteína Fe em estirpes de A. 

vinelandii e K. pneumoniae, uma vez que a deleção dos genes nifUS resulta no acúmulo de 

proteína Fe inativa (ROBERTS et a l, 1978; JACOBSON et a l, 1989b; MILLER & 

ORME-JOHNSON, 1992). A proteína NifS é um homodímero contendo piridoxal fosfato e
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seu papel na mobilização do enxofre para a formação do grupo FeS foi recentemente 

estabelecido através de sua purificação e caracterização (ZHENG et al., 1993). Uma vez 

que a proteína NifS catalisa a dessulfurização da L-cisteína , é possível que o produto do 

gene nifS ative o enxofre através da formação do complexo enzima-persulfeto, que serviria 

como doador de enxofre na formação do grupo FeS da nitrogenase (DEAN et a l, 1993; 

ZHENG et a l, 1993; ZHENG et a l, 1994).

Recentemente o produto do gene nifU foi purificado e se demonstrou que este é um 

homodímero e que provavelmente contenha um grupo Fe2S2 redox ativo por subunidade. 

Esta proteína poderia doar o grupo Fe2S2 para as formas imaturas de proteína Fe ou 

proteína MoFe ou poderia ser a responsável pela manutenção do ferro em um estado 

apropriado de oxidação e disponível para ligação com o grupo FeS ou ainda poderia 

interagir com a proteína NifS para a liberação do enxofre (DEAN et a l, 1993).

Estudos genéticos e bioquímicos identificaram as proteínas necessárias para a síntese 

do cofator FeMo: os produtos dos genes nifH, nifE, nifN, nifB, nifV  e nifQ. Na ausência 

dos genes nifH, nifE, nifN  e nifB apenas uma apoproteína MoFe é sintetizada, sugerindo 

que estes genes são imprescindíveis para síntese do cofator (DEAN et al, 1993).

A função da proteína NifH na síntese do cofator FeMo é independente de sua 

atividade de nitrogenase redutase, uma vez que mutantes nifM  em K. pneumoniae 

(incapazes de sintetizar a proteína Fe ativa) e mutantes de K. pneumoniae e A. vinelandii 

com deleção parcial do gene nifH  (produzem proteína Fe incapaz de transferir elétrons) 

ainda sintetizam cofator FeMo ativo (ROBINSON et al, 1987; FILLER et al, 1986).

Os produtos dos genes nifEN apresentam homologia com aqueles dos genes nifDK 

(AGUILAR et a l, 1987; BRIGLE et a l, 1987; ARNOLD et a l, 1988). Esta evidência junto 

com a necessidade dos produtos dos genes nifEN para a biossíntese do cofator FeMo levou
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à sugestão de que o cofator FeMo não seria sintetizado diretamente sobre a apoproteína 

MoFe, mas em um complexo proteico formado por NiíE e NifN, que funcionaria como um 

suporte para a síntese do cofator (DEAN et a l, 1993). Os produtos dos genes nifEN 

formam um heterotetrâmero a 2p2 com massa molecular de aproximadamente 200 kDa, 

podendo ser inativado pelo oxigênio devido a oxidação do grupo FeS presente no seu 

interior (PAUSTIAN et al., 1989). Recentemente o papel de NifNE na síntese do cofator 

FeMo foi reforçado pelos resultados de Roll et al. (1995) que mostraram o acúmulo de 

diferentes precursores de cofator neste complexo proteico. A. vinelandii apresenta uma 

segunda cópia dos genes ni/ENX, que podem participar no processamento da nitrogenase-2 

e nitrogenase-3 (MERRICK, 1992).

Mutantes nijV  de K. pneumoniae produzem proteína MoFe com propriedades 

alteradas de redução de substrato, e o mesmo ocorre quando uma apoproteína MoFe 

extraído de mutante nifB é reconstituída por um cofator obtido de um mutante nifV  

(HAWKES et al., 1984a). O produto do gene nijV  é requerido para a formação do 

homocitrato, o constituinte orgânico do cofator FeMo (HOOVER et al., 1989). A análise 

da seqüência de vários produtos de genes nifV  revelou que a proteína NifV provavelmente é 

uma homocitrato sintase e catalisa a condensação de 2-oxoglutarato e acetil-CoA (WANG 

et al., 1991; MEIJER & TABITA, 1992). A incorporação de homocitrato ao cofator FeMo 

lhe confere características de especificidade (HOOVER et a l, 1988; SHAH et a l,  1988).

O produto do gene nifQ participa da mobilização de Mo, necessário para biossíntese 

do cofator FeMo. A análise da seqüência de aminoácidos das proteínas NifQ de K. 

pneumoniae e A. vinelandii revelou um grupo de resíduos de cisteínas na porção C- 

terminal, sugerindo um sítio de ligação para metal (JOERGER & BISHOP, 1988). O 

fenótipo NifQ pode ser suprimido por um aumento na concentração de Mo ao meio de

14



cultura (UGALDE et a l, 1985) ou pela presença de cisterna, fonte de enxofre para a 

biossíntese do grupo FeS, indicando que a proteína NiíQ possa auxiliar na formação da 

unidade MoFe3S3 do cofator FeMo (DEAN et al., 1993). A produção da proteína NifQ em 

pequena quantidade pela célula sugere que é uma proteína eficiente no transporte e 

processamento de Mo (RODRIGUEZ-QUINONES et a l, 1993).

A proteína NifB apresenta um grupo de resíduos altamente conservados e 

semelhantes àqueles encontrados em proteínas que se ligam a grupos FeS, como as 

ferrodoxinas (BUIKEMA et a l, 1987; JOERGER & BISHOP, 1988). O produto do gene 

nifB poderia ter um papel complementar na formação da unidade Fe4S3 do cofator FeMo. 

Não se conhece um pré-agrupamento de unidades de cofator FeMo nos produtos dos genes 

nifB e nifQ, mas a formação de precursores do cofator FeMo nestas proteínas é sustentada 

pelo arranjo dos resíduos de suas seqüências de aminoácidos, capazes de coordenar grupos 

metálicos e que, posteriormente, seriam transferidos para o complexo formado pelo produto 

dos genes nifEN  (DEAN et al, 1993).

O papel central ocupado pelo gene nifB na biossíntese de cofator FeMo é suportado 

pelo seu alto grau de conservação em uma variedade de diferentes organismos, entre eles K. 

pneumoniae (BUIKEMA et a l, 1987), R. meliloti (BUIKEMA et a l, 1987), A. vinelandii 

(JOERGER & BISHOP, 1988), Frankia (HARRIOT et a l, 1995), R, capsulatus (KLIPP et 

a l,  1988; MASEPOHL et a l, 1988; MORENO-VIVIAN et a l, 1989), R. leguminosarium 

(ROSSEN et a l, 1984; BUIKEMA et a l, 1987; GRÕNGER et a l, 1987), R. japonicum 

(FUHRMANN et a l, 1985), Enterobacter agllomerans (SIDDAVATTAM et a l,  1995) e

H. seropedicae (SOUZA et a l, 1991b).

A proteína NifB tem massa molecular de aproximadamente 55 kDa (HARRIOT et 

a l, 1995), e possui um domínio N-terminal muito conservado em relação ao C-terminal
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(SIDD AVATT AM et a l, 1995). Esta proteína apresenta uma região rica em cisternas 

conservadas que caracterizam um motivo de ligação para metais (Cys-X3-Cys-X2-Cys-X5- 

Cys), semelhante ao dos grupos [4Fe-4S] encontrados em ferrodoxinas (BUIKEMA et a l,

1987). A porção C-terminal de NifB em E. agglomerans, K. pneumoniae, R. meliloti e R. 

leguminosarium apresenta um motivo conservado (VA-Xn-HFG-X7-Y-X5-G) que é 

encontrado nas proteínas NifX e NifY de K. pneumoniae e R. meliloti (MASEPOHL et a l, 

1988; MORENO-VTVIAN et a l, 1989; SIDDAVATTAM et a l,  1995).

O papel do produto do gene nifB na síntese de cofator FeMo não era conhecido até 

pouco tempo, mas recentemente foi isolado uma pequena molécula contendo Fe e S, um 

provável precursor de cofator FeMo, associado a NifB. Nesta forma NifB passa a ser 

denominado de NifB-co (SHAH et a l,  1994). Tem sido sugerido que NifB-co possa ser 

sintetizado por enzimas como NifS (ZHENG et a l, 1993) e rodanase (PAGANI et a l, 

1987; PAGANI et a l, 1991), que aparentemente estariam envolvidas na mobilização de Fe 

e S requeridos para a formação de grupos metálicos. O possível envolvimento de NifU 

também tem sido reportado (DEAN et a l, 1993). NifB-co tem sido considerado uma fonte 

potencial de Fe e S para a biosíntese do cofator FeMo porque em ensaios in vitro a 

quantidade de cofator FeMo sintetizado é proporcional a quantidade de NifB-co adicionado 

ao sistema. Além disso, NifB-co pode associar-se com outras proteínas que participam da 

biossíntese do cofator FeMo, tais como proteína y e NifNE e ainda a proteínas 

desconhecidas (ALLEN et a l, 1995). NifB também é necessário para síntese dos cofatores 

FeV e FeFe das nitrogenases alternativas (SHAH et a l, 1994).

Já foi demonstrado que o produto do gene nifY  pode ser encontrado ligado a 

apoproteína MoFe em certos mutantes de K. pneumoniae, em uma proporção de 2:1 

(NifY:apo proteína MoFe) (HAWKES & SMITH, 1984a; WHITE et a l , 1992; HOMER et
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al, 1993). Porém, este complexo é desfeito na presença de cofator FeMo, sugerindo que a 

proteína NifY poderia funcionar como um suporte molecular, estabilizando a conformação 

da apoproteína MoFe e tomando-a receptiva à inserção de cofator FeMo (WFUTE et al., 

1992; HOMER et a l, 1993). A demonstração de que a apoproteína MoFe é menos estável 

em mutantes nifY  reforça a hipótese do papel do produto deste gene (HOMER et al,

1993).

Roberts et a l  (1978) sugeriram o envolvimento dos produtos dos genes nifF e nifJ 

no transporte de elétrons, o que foi reforçado por Hill & Kavanagh (1980) ao observarem 

que o piruvato só poderia atuar como doador de elétrons para nitrogenase em estirpes 

selvagens de K. pneumoniae, mas não em mutantes nifF  e nifJ. De fato, o produto do gene 

nifJ é uma piruvato flavodoxina oxirredutase e o produto do gene nifF, uma flavodoxina, e 

ambos participam da transferência de elétrons do piruvato para a proteína Fe (HILL & 

KAVANAGH, 1980; DEISTUNG e ta l,  1985; SHAH et a l, 1983).

A proteína NifX aparentemente está envolvida na regulação negativa da transcrição 

de genes n if em resposta a flutuações dos níveis de íons amônio e oxigênio, uma vez que 

mutantes nifX  de K. pneumoniae apresentam acúmulo da proteína MoFe e sua 

superexpressão bloqueia a transcrição do operon nifHDKTY. Outro fato importante é que a 

análise da seqüência de aminoácidos codificada pelo gene nifX  apresenta regiões homólogas 

aos genes n if A e nifB de K. pneumoniae (GOSINK et a l, 1990).

Os genes nifW  e nifZ aparentemente não são essencias para a fixação de nitrogênio 

em K. pneumoniae, uma vez que mutações nestes genes causam apenas uma desrepressão 

mais lenta da atividade da nitrogenase, sugerindo que a função do produto destes genes 

poderia ser parcialmente substituída por outras proteínas (PAUL & MERRICK, 1989). 

Porém, em A. vinelandii a mutação dos genes nifWZ resultou em um crescimento
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diazotrófico mais lento e na perda da estabilidade da proteína MoFe, sugerindo o 

envolvimento destes genes no processamento e estabilidade da proteína MoFe neste 

microrganismo (JACOBSON et a l, 1989b).

Ainda não se conhece a função do gene nifT na fixação de nitrogênio (HOMER et 

al, 1993). Os produtos dos genes nifLA são proteínas regulatórias da expressão dos genes 

n if em K. pneumoniae, ou seja, controlam a transcrição dos outros genes n if Enquanto o 

produto do gene nifA ativa a transcrição dos genes n if o de nifL reprime (MERRICK,

1983).

As seqüências dos produtos dos genes vnfDK e anfDK, que codificam as 

subunidades da proteína VFe e da proteína FeFe, respectivamente, apresentam considerável 

similaridade com a dos genes nifDK (EADY, 1991), em particular os resíduos que ligam os 

centros metálicos a estas proteínas são conservados. O operon codificador dos genes 

estruturais das nitrogenases alternativas apresentou um pequeno gene adicional, vnfG e 

anfG, entre os genes vnfD, vnfK e anfD, anfK, que não está presente entre nifD e nifK 

(KJM & REES, 1994). Os genes vnfG e anfG codificam para a subunidade ô das proteínas 

VFe e FeFe (KIM & REES, 1994).

Alguns genes n if  parecem ser necessários para todos os sistemas de fixação de 

nitrogênio, o convencional e os alternativos. Evidências do envolvimento do produto do 

gene nifM, necessário para o processamento do produto do gene nifH  em K. pneumoniae 

(HOWARD et a l, 1986; JACOBSON et a l, 1989b) nos sistemas alternativos e 

convencional, foram apresentados por Kennedy et a l (1986). Experimentos de 

complementação bioquímica com as estirpes Ca-30 mutantes (nifB::Tn5) e UN-45 {nif-45) 

de A. vinelandii {nifB ) contendo o gene nifB de K. pneumoniae, mostraram que estas 

estirpes passam a fixar nitrogênio tanto em presença de Mo ou V, indicando o envolvimento
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do produto do gene nifB nos sistemas alternativos e convencional de fixação de nitrogênio 

(SHAH et a l, 1986). Recentemente também foi demonstrado que a expressão do promotor 

do gene nifB de A. vinelandii pode ser ativada pelos ativadores transcricionais análogos a 

proteína NifA (nitrogenase convencional), a VnfA (nitrogenase 2) e a AnfA (nitrogenase 3) 

(DRUMMOND, 1996).

1.1.2.2 Genes fix

Os genes f ix  foram inicialmente identificados em mutantes de rizóbio deficientes na 

fixação de nitrogênio. Apesar de envolvidos na fixação de nitrogênio, estes genes não são 

homólogos aos genes n if  de K. pneumoniae, mas posteriormente foram encontrados em 

outros organismos, inclusive em não diazotrofos, sugerindo que estes genes podem não 

estar envolvidos especificamente com a fixação de nitrogênio. Os genes fix  identificados são 

fixR, fixABCX ,, fixGHIS, fixK, fixLJ, fixNOPQ, e fixW  (MERRICK, 1992; FISCHER,

1994).

Os produtos dos genes fixBC  também estão presentes em A. vinelandii, A. 

brasilense e E. coli e parecem estar envolvidos no transporte de elétrons para a nitrogenase 

(MERRICK, 1992). A análise de seqüência de aminoácidos deduzida dos genes fixNOQP 

de B. japonicum, sugere que estas proteínas compõem um complexo oxidase de alta 

afinidade necessário para manter a respiração bacteriana nas condições de baixo nível de 

oxigênio dos nódulos de raízes (PREISIG et al, 1993). Os genes fixGHIS codificam para 

proteínas transmembrana: FixI formaria uma bomba de cátions que funcionaria acoplada às 

reações redox catalisada pela subunidade FixG (KAHN et a l, 1989). A função dos 

produtos dos genes fixGHIS em rizóbio s fixadores de nitrogênio ainda precisa ser elucidada
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(FISCHER, 1994). O produto do gene fixR  de B. japonicum parece estar envolvido na 

ativação e inativação da proteína NifA por oxigênio (BAKER, 1992; FISCHER, 1994). As 

proteínas FixL e FixJ são membros do sistema regulatório de dois componentes, 

capacitando a bactéria responder ao ambiente ou a sinais citoplasmáticos com atividades 

celulares específicas (ALBRIGHT et a l, 1989). A proteína FixK pertence a uma família de 

reguladores transcricionais de procariotos, sendo necessária para a regulação positiva ou 

negativa de promotores n if  e fix  em Rhizobium e Bradyrhizobium (BATUT et a l, 1989; 

FISCHER, 1994).

1.1.3 Síntese do Cofator FeMo

A síntese de cofator FeMo in vitro requer molibdato, ATP, os produtos dos genes 

nifB, nifN  e nifE (SHAH et a l, 1986), nifH  (SHAH et a l, 1988; ALLEN et a l, 1993) e 

ácido homocítrico (HOOVER et a l, 1987).

A apodinitrogenase purificada de mutantes nifB de A. vinelandii ou de K. 

pneumoniae apresenta-se associada a uma proteína de 20 kDa, formando um complexo 

0C2 P2Y2 (HAWKES & SMITH, 1983; PAUSTIAN et a l, 1990). Esta proteína y é essencial 

para a biossíntese e inserção do cofator FeMo (ALLEN et a l, 1993). A apodinitrogenase 

de mutantes nifH  não está associada a proteína y (TAL et a l, 1991), mas o complexo 

0C2P2Y2 pode ser formado por complementação bioquímica com dinitrogenase redutase e 

ATP (ALLEN et a l, 1993).

A proteína y de A. vinelandii aparentemente interage com a apodinitrogenase e com 

cofator FeMo (HOMER et a l, 1995), possivelmente causando uma alteração 

conformacional na apodinitrogenase que tomaria mais acessível o sítio de ligação para
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cofator FeMo (HOMER et a l , 1995). As etapas envolvidas neste processo ainda não estão 

totalmente esclarecidas. Duas hipóteses foram sugeridas: a) a proteína y ligada ao cofator 

FeMo teria maior afinidade pela apodinitrogenase, deslocando as proteínas y já associadas; 

ou b) a apodinitrogenase associada a proteína y teria mais afinidade pelo cofator FeMo, que 

então se associaria ao hexâmero a 2j32y2 (HOMER et a l , 1995). Aparentemente a proteína y 

tem propriedades de uma chaperona, podendo ser uma proteína processadora de proteínas 

metálicas em geral. O gene que a codifica ainda não foi identificado, mas sabe-se que não se 

trata de um gene n if (HOMER et a l, 1995; LUDDEN et a l,  1997).

O mecanismo proposto para a biossíntese do cofator FeMo envolve em uma 

primeira etapa onde o produto do gene nifB se toma ativado na forma de NifB-co, pela 

ação de NifU e NifS (DEAN et a l, 1993). Posteriormente ocorreria a interação entre NifB- 

co, NifNE (ALLEN et a l, 1995; ROLL et a l, 1995) e uma proteína ácida desconhecida 

(LUDDEN et a l, 1997) e, finalmente, o cofator FeMo se acumularia na proteína y, em um 

processo envolvendo a dinitrogenase redutase, (ALLEN et a l, 1995; LUDDEN et a l, 

1997) antes de ser incorporado na dinitrogenase.

1.1.4 Regulação da Fixação de Nitrogênio

O processo de fixação de nitrogênio é energeticamente muito caro, devido ao alto 

consumo de ATP e elétrons por molécula de dinitrogênio reduzido (SIMPSON & BURRIS, 

1984). Desta forma este processo é estritamente regulado, tanto a nível de expressão como 

a nível de atividade da nitrogenase.
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1.1.4.1 Regulação da Expressão dos Genes n if

22

K. pneumoniae é o microrganismo que melhor tem sido estudado com relação ao 

mecanismo de regulação do processo de fixação de nitrogênio. Neste organismo a 

expressão dos genes n if é regulada em dois níveis: pelo sistema de regulação geral do 

nitrogênio (ntr) e por proteínas ativadoras e repressoras n if específicas, produto dos genes 

nifL e nifA, em resposta aos níveis de íons amônio, aminoácidos ou outras substâncias 

nitrogenadas, oxigênio e fontes energéticas (POSTGATE, 1982a).

Os genes n if  apresentam promotores RpoN-dependentes, ou seja, são reconhecidos 

pelo fator gn, que é uma subunidade sigma alternativa da RNA polimerase (MERRICK, 

1992). A subunidade gn (RpoN, Ntr A, sigma-54), codificada pelo gene rpoN (glnF ou 

ntrA) participa do reconhecimento de várias seqüências promotoras pela RNA polimerase 

(LONETTO et a l, 1992; FISCHER, 1994). Duas funções principais são atribuídas ao fator 

crN: reconhecer e ligar ao DNA e interagir com a RNA polimerase (CANNON et al., 1994).

O número de resíduos de aminoácidos que compõem a RpoN em diferentes 

organismos varia entre 426 e 526, que se distribuem em três diferentes domínios 

denominados I, II e III (FISCHER, 1994). O domínio I, N-terminal, é conservado, rico em 

leucina e glutamina e é responsável pela ligação ao DNA, além de auxiliar no 

desenrolamento do DNA no local do promotor (FISCHER, 1994; CANNON et a l, 1995b). 

O domínio II apresenta um tamanho variado, é pouco conservado mas apresenta uma alta 

proporção de resíduos ácidos e poderia ser responsável por uma mudança conformacional 

levando a fusão do complexo transcricional fechado (WONG & GRALLA, 1992; 

FISCHER, 1994). Recentemente, foi demonstrado que esta região é essencial para a ligação 

à RNA polimerase (TINTUT et a l,  1994). O domínio C-terminal (III) é bem conservado,



apresentando dois motivos característicos na porção distai: o motivo hélice-volta-hélice, 

que pode estar envolvido na interação com a região promotora -24/-12, e 10 aminoácidos 

estritamente conservados. Sua função ainda não é conhecida e é designado de RpoN-box 

(van SLOOTEN et al., 1990; MERRICK & CHAMBERS, 1992). Um modelo que descreve 

a interação do fator a N, RNA polimerase e regiões do DNA, foi proposto. Neste modelo o 

fator a N formaria um complexo com a enzima, que seria capaz de se ligar ao DNA e iniciar 

a síntese de RNA. Durante ou após a iniciação, o fator gn seria liberado do complexo, 

tomando-se disponível para interagir com outras moléculas de RNA polimerase 

(TRAVERS & BURGESS, 1969).

Através de sequenciamento de DNA foi verificado que a região a jusante à região 

codificadora da RpoN é bem conservada. Os autores sugerem que estes genes poderiam ser 

sensíveis ao estado nutricional da bactéria e regular a atividade do fator g n  por fosforilação 

(IMAISHÍ et al., 1993; JONES et al., 1994).

A região promotora dos genes RpoN-dependentes apresentam uma seqüência 

consenso conservada (5 ’-TGGCAC-N5-TTGCA/T-3 ’) localizada entre as posições -26 e - 

11 (posições relativas ao início de transcrição) (MORETT & BUCK, 1989). A designação 

promotor -24/-12 se deve aos nucleotídeos GG e GC altamente conservados nas posições - 

25/-24 e -13/-12, respectivamente (FISCHER, 1994). Em contraste com a RNA polimerase 

contendo o fator a 70, a holoenzima contendo gn é incapaz de iniciar a transcrição por si só, 

requerendo a presença de um ativador transcricional que catalise a isomerização do 

complexo fechado para complexo aberto (POPHAM et a l, 1989; FISCHER, 1994). 

Consequentemente, a expressão de genes RpoN-dependentes está sempre sujeita a um 

controle positivo por uma proteína ativadora, cuja atividade é modulada em resposta a 

sinais fisiológicos específicos (KUSTU et al, 1989). As proteínas NifA e NtrC
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representam reguladores transcricionais releventes para a expressão dos genes oN- 

dependentes envolvidos no processo de fixação de nitrogênio (FISCHER, 1994), e ligam-se 

à uma seqüência específica de nucleotídeos da região promotora, localizada a cerca de 100 

pares de base acima do promotor consenso -24/-12. Esta região é denominada seqüência 

ativadora a montante (“upstream activator sequence”, UAS) (MERRICK, 1992).

O ativador requerido pelos promotores dos genes n if  é o produto do gene n if A 

(proteína NifA), que se liga à seqüência consenso TGT-Nio-ACA (OW & AUSUBEL et al, 

1983).

1.1.4.1.1 Regulação dos Genes n if  através de Proteínas NifA e NifL

Uma vez que na maioria dos casos a expressão do gene rpoN é constitutiva, o 

principal controle da expressão dos genes n if é realizado pela regulação da expressão e da 

atividade da proteína NifA. Neste processo estão envolvidos principalmente três fatores: o 

nível de oxigênio, de nitrogênio fixado e a disponibilidade de metais no meio (MERRICK, 

1992). Em K. pneumoniae, A. chroococcum, E. agglomerans e A. vinelandii, a proteína 

NifL modula a atividade da proteína NifA em resposta aos níveis de oxigênio e íons amônio 

(DIXON et al., 1980; HILL et al., 1981; MERRICK et a l, 1982; SIBOLD et a l, 1982). 

Em outros organismos, tais como rizóbios, H. seropedicae e A. brasilense, a atividade da 

proteína NifA é inibida diretamente pelos níveis de oxigênio, que provavelmente são 

monitorados através de um motivo específico (Cys-X4-Cys) (MERRICK, 1992). Em R. 

capsulatus, H. seropedicae e A. brasilense a atividade da proteína NifA é controlada pelos 

níveis de íons amônio (MASEPOHL et a l, 1988; SOUZA et a l, 1995b; ARSENE et a l, 

1996). E m i. brasilense o controle da atividade da proteína NifA aparentemente é mediado
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pela proteína PII (ARSENE et al., 1996). Em H. seropedicae e A. brasilense a modulação 

da atividade da proteína NifA em resposta às mudanças dos níveis de íons amônio ocorre 

através do domínio N-terminal da própria proteíma NifA (SOUZA et al., 1995b; ARSENE 

et ah, 1996).

A proteína NifA é um membro da família de ativadores de promotores a N- 

dependentes. EmK. pneumoniae, possui massa molecular de aproximadamente de 58 kDa e 

está organizada em três domínios funcionais (DRUMMOND et al.y 1986; ARNOLD et al,

1988). O domínio N-terminal da proteína NifA varia de 175 a 225 aminoácidos, podendo 

estar ausente como em Rhizobium trifolii (MERRICK, 1992; FISCHER, 1994). Por 

analogia com outras proteínas ativadoras a N -dependentes, como NtrC, foi sugerido o 

envolvimento desta região na modulação da atividade de NifA por interação com fatores 

que sinalizam mudanças ocorridas no meio (DRUMMOND et a l, 1990; MERRICK, 1992). 

O domínio central consiste de cerca de 240 aminoácidos e, ao contrário do N-terminal, 

apresenta alto grau de conservação de sua seqüência entre os diazotrofos. Esta região 

apresenta um motivo característico de ligação de ATP e catalisa a hidrólise de ATP na 

passagem para o complexo aberto (DRUMMON et a l, 1990; CANNON & BUCK, 1992). 

Ensaios in vitro demonstraram que a atividade do domínio central da proteína NifA de K. 

pneumoniae é inibida por NifL e sugerem que NifL interfíre com o contato entre NifA e 

RNA polimerase (BERGER et al., 1994). O domínio C-terminal apresenta um motivo 

hélice-volta-hélice altamente conservado capaz de ligar o DNA (FISHER, 1994).

A proteína NifL é um inibidor da proteína NifA: em condições de alto níveis de íons 

amônio e oxigênio NifL inibe NifA, aparentemente por complexação. A proteína NifL 

apresenta uma seqüência de aminoácidos com baixa homologia com outras proteínas 

regulatórias e uma massa molecular de aproximadamente 50 kDa. Esta proteína apresenta
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dois domínios e foi sugerido que a região N-terminal poderia estar envolvida na 

sensibilidade da proteína ao oxigênio por conter uma seqüência Cys184-Ala-Asp-Cys187 que 

seria um potencial sítio sensível a oxido-redução (DRUMMOND & WOOTTON, 1987). 

Estudos recentes, monstraram que a região N-terminal realmente está envolvida no 

sensoriamento do estado redox da célula, além de ser capaz de ligar-se a ADP, sugerindo 

que a atividade de NifL possa estar regulada pelo nível energético da célula (HILL et a l,

1996). A região C-terminal está envolvida no sensoriamento de nitrogênio fixado. He et al. 

(1997) sugerem que esta atividade de NifL é mediada pelo produto do gene glnK. 

Aparentemente NifL interage com NifA através do seu domínio N-terminal, o qual seria 

suficiente para inibir a atividade de NifA (NARBERHAUS et al., 1995).

A expressão dos genes reguladores também está sob controle das condições 

ambientais de nitrogênio fixado e oxigênio nos diferentes diazotrofos. Em K. pneumoniae a 

regulação da expressão do gene nifA por íons amônio é mediada pelo sistema ntr, onde os 

níveis de íons amônio são percebidos pela uridililtransferase/enzima removedora de uridilil 

(produto do gene glnD) e transmitidos via PII (produto do gene glnB) para a proteína 

NtrB. Em condições limitantes de nitrogênio NtrB fosforila NtrC, ativando a transcrição do 

operon niJLA (DRUMMOND et al., 1983; OW & AUSUBEL, 1983; MERRICK, 1992). Já 

o controle da expressão do gene nifA pelo oxigênio ocorrre através do estado de 

superenrolamento do promotor nifLA, que é afetado pelos níveis de oxigênio (DDCON et 

al., 1988; WHITEHALL et a l, 1992).

O modelo que representa o mecanismo de ativação de promotores a N-dependente 

pela proteína NifA é universal e descreve, além da ativação mediada por NifA de 

promotores n if  em K. pneumoniae, Rizobia e outros diazotrofos, a ativação de outras 

proteínas ativadoras que interagem com RNA polimerase-aN (KUSTU et a l, 1989;
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THÒNY & HENNECKE, 1989; MERRICK, 1992). A proteína NifA se liga a UAS que, 

em geral está localizada a cerca de 80-150 nucleotídeos a montante do promotor -24/-12 

enquanto que RNA polimerase-aN ligam-se a seqüência promotora (BUCK et al, 1987). A 

interação entre NifA e RNA polimerase-aN é facilitada pelo dobramento do DNA. Em 

vários promotores n if este dobramento é induzido por uma pequena proteína denominada 

fator de integração do hospedeiro ou IHF ("Integration Host Factor"), que se liga entre a 

UAS da proteína NifA e a região -24/-12 de vários promotores nif. Este mecanismo foi 

originalmente demonstrado para o promotor nifH  em K. pneumoniae (SANTERO et al., 

1992).

Em K. pneumoniae a transcrição do operon nifHDKTY além de sofrer regulação 

pelos produtos dos genes nifLA, sofre regulação negativa pelo produto do gene nifX  em 

resposta aos níveis intracelulares de íons amônio e oxigênio. Contudo, este mecanismo de 

regulação ainda não foi esclarecido (GOSINK et al., 1990).

1.1.4.1.2 Regulação da Expressão dos Genes n if  pelo Sistema ntr

Embora os íons amônio seja a fonte de nitrogênio preferida para o crescimento 

bacteriano, as bactérias frequentemente utilizam uma grande variedade de fontes 

nitrogenadas alternativas tais como nitrato, aminoácidos, nucleotídeos ou nitrogênio 

molecular. A viabilização da utilização destas fontes alternativas de nitrogênio ocorre 

através da síntese de várias proteínas que promovem a captação e a metabolização destes 

compostos nitrogenados. A expressão destas vias metabólicas está sob controle do sistema 

de regulação geral do nitrogênio {ntr). O sistema ntr envolve seis proteínas que são
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produtos dos genes glnA, glnD, glnB, glnK, ntrB e ntrC, os quais interagem em um 

complexo mecanismo em cascata (MERRICK & EDWARDS, 1995).

A glutamina sintetase (GS) é uma proteína multimérica, constituída de 12 

subunidades idênticas de massa molecular de aproximadamente 52 kDa (LEO & 

MAGAS ANIK, 1975). Esta enzima juntamente com a glutamato sintase (GOGAT) está 

envolvida na assimilação de nitrogênio (PAHEL et al., 1982). A glutamato sintase apresenta 

duas subunidades não idênticas de massa molecular aproximado de 188 kDa, que são 

codificadas pelos genes gltBD (MERRICK & EDWARDS, 1995). A GS e GOGAT 

catalizam as seguintes reações:

GS

NH4++ GLUTAMATO + ATP -------- ► GLUTAMINA + ADP + Pi +

GOGAT

E t + GLUTAMINA + a-CETOGLUTARATO + NADPH ----------------►

2 GLUTAMATO + NADP+

Em bactérias entéricas, glnA faz parte do operon glnAntrBC. Nestes organismos o 

gene glnA é expresso por dois promotores, glnApl e glnAp2, enquanto que os genes ntrBC 

podem ser cotranscritos com glnA a partir de seus dois promotores ou expressos 

separadamente, a partir do promotor pntrBC, situado entre glnA e ntrB (UENO-NISHIO et
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al, 1983; MacFARLANE & MERRICK, 1985; REITZER & MAGASANIK, 1985; 

DIXON, 1984). Em presença de íons amônio glnA é expresso a partir do promotor glnApl 

(do tipo a 70), enquanto a expressão de ntrBC ocorre primariamente através do promotor 

pntrBC. Em condições limitantes de nitrogênio, a proteína NtrC ativa o promotor glnApl 

(tipo -24/-12) e reprime os promotores o70 (glnApl e pntrB), que são sobrepostos por um 

sítio de ligação de NtrC (REITZER & MAGAS ANIK, 1985; MAGAS ANIK, 1989; 

MERRICK & EDWARDS, 1995). E m E  coli, a organização do operon glnAntrBC permite 

um baixo nível de transcritos glnA e ntrBC em presença de íons amônio, resultando em uma 

concentração estimada de 5 moléculas do dímero NtrC por célula. Em condições limitantes 

de íons amônio ocorre um aumento de até 14 vezes no número de transcritos ntrBC, isto 

porque o nível de transcrição pelo promotor a N-dependente é muito maior do que a do 

glnApl (REITZER & MAGAS ANIK, 1983). Em resposta ao aumento de nitrogênio celular 

a atividade de GS também é pro gressivamente reduzida através de sua adenililação, 

processo que consiste na adição covalente de um grupo AMP ao resíduo de tirosina 51 em 

cada uma das subunidades de GS. Já em baixos níveis de íons amônio, a GS é desadenililada 

(MERRICK & EDWARDS, 1995).

O processo de adenililação de GS é catalisado pela enzima adenililtransferase 

(Atase), de massa molecular de 115 kDa e codificada pelo gene glnE (JANSSEN & 

MAGAS ANIK, 1977). A atividade da enzima Atase também é regulada pela proteína PII 

que, juntamente com glnD, exerce função central no mecanismo da regulação da atividade 

da GS e no sistema ntr (JANSSEN & MAGAS ANIK, 1977; MERRICK & EDWARDS, 

1995).

A proteína PII é um homotrímero com massa molecular de 36 kDa e codificada pelo 

gene glnB (HOLTEL & MERRICK, 1988; VASUDEVAN et al.} 1994). Quando os níveis
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de íons amônio são limitantes, PII é uridililada a PII-UMP e, nesta forma, promove a 

desadenililação de GS, reação catalisada pela ATase. Por outro lado, PII não modificada 

estimula a atividade de adenililtransferase da ATase e a conseqüente inativação de GS por 

adenililação. A proteína PII estimula também a atividade fosfatásica de NtrB, que inativa 

NtrC-P por desfosforilação (BROWN et a l, 1971; KAMBEROV et al, 1995). Estudos 

recentes demonstraram que PII pode se ligar a ATP, 2-oxoglutarato e glutamato (MEL et 

al, 1994; KAMBEROV et a l, 1995). Quando ligada a estes efetores PII pode sofrer 

uridililação (ADLER et a l , 1975; KAMBEROV et a l , 1995).

A enzima responsável pela remoção e adição do grupamento UMP à PII é o produto 

do gene glnD. Esta proteína possui duas atividades: uridililtransferase (UTase) e de enzima 

removedora de uridilil (UR). Sua massa molecular aproximada é de 100 kDa (ADLER et 

al, 1975; GARCIA & RHEE, 1983). A ligação de 2-oxoglutarato e ATP por PII parece 

induzir uma mudança conformacional favorecendo sua uridililação por GlnD. Em altos 

níveis de íons amônio o 2-oxoglutarato é convertido a glutamina pela GS. Nesta situação o 

produto do gene glnD liga-se a glutamina, inibindo sua atividade de uridililtransferase e 

ativando a de enzima removedora de uridilil, removendo o grupamento UMP de PII-UMP 

(MEL et a l , 1994; KAMBEROV et a l , 1995)

A regulação da expressão do gene glnD de E. coli ainda não está esclarecida, van 

Heeswijk et a l (1993) não encontraram variação na expressão de glnD enquanto que 

Kamberov et a l (1995) sugere que a transcrição de glnD pode ser regulada por íons 

amônio.

A proteína NtrB é uma histidina quinase, homodimérica e o monômero apresenta 

massa molecular de 34 kDa (MacFARLANE & MERRICK, 1985; STOCK, 1989). As 

proteínas histidina quinases apresentam dois domínios, um sensor, normalmente N-terminal,
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e outro com atividade quinase, o C-terminal (MERRICK & EDWARDS, 1995). A 

fosforilação da proteína NtrC é catalisada por NtrB em condições limitantes de íons 

amônio; NtrC-P é capaz de ativar transcrição de promotores -24/-12 (NINFA & 

MAGAS ANIK, 1986; KEENER & KUSTU, 1988; WEISS & MAGAS ANIK, 1988). Em 

altos níveis de íons amônio, a forma não uridililada de PII interage com NtrB, ativando sua 

atividade fosfatásica que, nesta forma, remove o grupamento fosfato de NtrC (MERRICK 

& EDWARDS, 1995). NtrC na forma desfosforilada é incapaz de ativar a transcrição dos 

operons /2/r-dependentes. Vários estudos têm indicado que o domínio N-terminal de NtrB 

poderia atuar como receptor de PII, embora isto ainda não tenha sido demonstrado 

formalmente (ATKINSON & NINFA, 1992; KAMBEROV et a l, 1994).

A proteína regulatória NtrC é dimérica e o monômero possui massa molecular de 

55 kDa (HAWKES et a l, 1985; DRUMMOND et a l, 1986). É uma proteína ativadora 

típica de promotores a N-dependente, apresentando três domínios (DELGADO & RAMOS, 

1954; DRUMMOND et a l, 1986; NIXON et al, 1986). O seu domínio N-terminal 

apresenta um resíduo conservado de aspartato (Asp-54) que é fosforilado (KLOSE et al, 

1993; NINFA & MAGAS ANIK, 1986; WEISS & MAGASANÍK,1988; SANDERS et a l , 

1992). A fosforilação de NtrC, embora aumente a afinidade, não é necessária para que este 

se ligue ao DNA, mas é necessária para induzir a oligomerização dos dímeros de NtrC e 

ativação da transcrição (WEISS et al, 1992; WYMAN et a l, 1997). O domino central é 

característico da família de proteínas ativadoras a N-dependentes e contém um sítio de 

ligação a nucleotídeos. Este domínio está envolvido na interação com RNA polimerase-aN e 

hidrólise de ATP (SfflAU et a l, 1993; MERRICK & EDWARDS, 1995). A atividade de 

ATPase de NtrC é essencial para a formação do complexo aberto pela RNA polimerase-cN, 

e é estimulada pela ligação de NtrC ao DNA e por sua fosforilação (WEISS et al, 1991;



AUSTIN & DIXON, 1992; MERRICK & EDWARDS, 1995). O domínio C-terminal 

apresenta o motivo hélice-volta-hélice, responsável pela ligação de NtrC ao DNA (SHIAU

e ta l,  1993).

De forma resumida (Figura 2) a regulação do sistema ntr ocorre pelo controle da 

atividade da UTase/UR e da forma da proteína PII (ADLER et a l, 1975): em condições de 

nitrogênio limitante, a UTase adiciona o grupamento UMP ao resíduo de tirosina 51 da 

proteína PII; PII uridililada promove a desadenililação de GS (reação catalisada pela Atase). 

PII-UMP não é capaz de interagir com NtrB, que na forma livre catalisa a fosforilação de 

NtrC. Em presença de íons amônio, a atividade removedora de uridilil de GlnD predomina e 

PII desuridililada promove a adenililação de GS pela ATase e ativa a atividade de fosfatase 

de NtrB (MERRICK & EDWARDS, 1995). Assim em condições limitantes de nitrogênio 

fixado o sistema de assimilação de íons amônio via GS tem sua atividade máxima e as 

proteínas das vias metabólicas de utilização de fontes de nitrogênio alternativos, incluindo 

fixação de nitrogênio, tem sua biossíntese ativada por NtrC-P (MERRICK & EDWARDS,

1995).

1.1.4.2 Regulação da Atividade de Nitrogenase

O complexo nitrogenase pode ser inibido reversivelmente em resposta aos níveis 

celulares de íons amônio, e este processo tem sido denominado de desligamento (“switch- 

off’) da nitrogenase por íons amônio (PEDROSA, 1988; YATES, 1987).

Em R. rubrum, R. capsulatus, A. brasilense, A. chroococcum e A.lipoferum o 

desligamento da nitrogenase por íons amônio ocorre pela ligação covalente de um grupo 

ADP-ribosil a uma das subunidades idênticas da proteína Fe (POPE et a l, 1985).
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FIGURA 2. Mecanismo de regulação da expressão dos genes nif em K. pneumoniae
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Duas enzimas estariam envolvidas neste processo, a DRAT (dinitrogenase redutase 

ADP-ribosil transferase) que catalisa a ADP-ribo silação da proteína Fe e a DRAG 

(dinitrogenase redutase glico-hidrolase ativadora) que remove o grupo ADP-ribosil, 

reativando a proteína Fe (LOWERY et al., 1986; POPE et a l, 1986). Recentemente foi 

sugerido que PII regularia a atividade de DRAT e DRAG, mas foi demonstrado que a 

regulação da inativação da nitrogenase em R. capsulatus é independente de PII, o que 

implica no envolvimento de outro sistema de sensoriamento dos níveis de íons amônio 

(HALLENBECK, 1992).

Aminoácidos como glutamina ou asparagina também são ativos no processo de 

desligamento e as concentrações de íons amônio que causam o desligamento da nitrogenase 

são menores do que as que reprimem a síntese da nitrogenase (POSTGATE, 1982a).

As nitrogenases de H. seropedicae e A. amozonense são inativadas por íons amônio 

ou glutamina, mas o mecanismo de inativação é diferente nestas bactérias (PEDROSA & 

YATES, 1983; HARTMAN et a l, 1986; KLASSEN et a l,  1997). Nestes organismos não 

foi demonstrado modificação covalente da proteína Fe e foi sugerido que esta inativação 

reversível por íons amônio se deve a um desvio de elétrons da nitrogenase (HARTMAN et 

a l, 1986; KLASSEN et a l,  1997). Os autores sugerem que o desligamento nestes 

organismos ocorre por um desequilíbrio na transferência de elétrons para nitrogenase 

(LAANE et a l, 1980; FU & BURRIS, 1989).

A nitrogenase também pode sofrer desligamento por oxigênio, fenômeno que pode 

ser total ou parcialmente reversível, dependendo da concentração e do tempo de exposição 

ao oxigênio (ROBSON & POSTGATE, 1980; HARTMAN & BURRIS, 1987). Em 

Azotobacter a proteção conformacional da nitrogenase ocorre pela formação de um 

complexo entre a nitrogenase e a proteína Shethna (FeSII ou proteína protetora à inativação
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pelo oxigênio) (ROBSON, 1979; HILL, 1988; YATES, 1987). Outros microrganismos que 

apresentam o desligamento por oxigênio da nitrogenase são A. brasilense, A.lipoferum, K. 

pneumoniae e Xantobacter flavus, porém apenas o último apresenta mecanismo de 

proteção conformacional semelhante ao de Azotobacter (HARTMAN & BURRIS, 1987; 

HILL, 1988). O oxigênio pode provocar o desligamento reversível da nitrogenase 

possivelmente causando um desvio do fluxo de elétrons (GOLDBERG et al. , 1987).

1.2 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae é um microrganismo diazotrofo de vida livre, isolado 

pela primeira vez da rizosfera ou da superfície de raízes de milho, sorgo e arroz. É uma 

bactéria aeróbia, gram-negativa, móvel, que fixa nitrogênio em condições de microaerofília 

e portanto apresenta interesse econômico potencial por ser capaz de se associar a cereais, 

gramíneas e cana-de-açúcar (BALDANI et a l, 1986; BALDANI et al, 1992).

Inicialmente, H. seropedicae foi identificado como uma nova espécie de 

Azospirillum, mas posteriormente com base em sua morfologia, características bioquímicas, 

estudos de homologia de ácidos nucleicos e padrão proteico de membrana foi possível 

concluir que se tratava de um novo gênero (BALDANI et al., 1986; FALK et a l, 1986 

DIANESE et al., 1989; FU & BURRIS, 1989).

H. seropedicae além de apresentar um alto grau de homologia DNArrRNA, 

apresenta muitas características bioquímicas e morfológicas em comum com o fitopatógeno 

Pseudomonas rubrisubalbicans, causador das estrias mosqueadas de cana-de-açúcar 

(GILLIS et a l, 1990; PIMENTEL et al., 1991; BALDANI et a l, 1996). Porém, quando 

estes microrganismos foram inoculados na única variedade de cana-de-açúcar brasileira
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susceptível à doença, apenas P. rubrisubalbicans foi virulenta (PIMENTEL et a l, 1991). 

Estudos posteriores comprovaram que H. seropedicae e P. rubrisubalbicans pertencem de 

fato ao mesmo gênero e levaram a reclassificação do segundo microrganismo como 

Herbaspirillum rubrisubalbicans (PIMENTEL et a l, 1991).

Devido a grande dificuldade de isolar H. seropedicae do solo, mas apenas a partir da 

planta, inclusive caule e folhas, foi sugerido que este microrganismo fosse uma bactéria 

endofítica (BALDAM et a l, 1992; DÒBEREINER, 1992a; DÕBEREINER et a l, 1993). 

Este fato foi comprovado recentemente por Boddey et a l  (1995).

Estudos realizados por Oliveira et a l (1995) mostraram que a co-inoculação de H. 

seropedicae e micorrizas em cana-de-açúcar micropropagada auxiliou a bactéria a se 

estabelecer na planta. Olivares et a l  (1995) sugeriram que a infecção de H. seropedicae em 

cana-de-açúcar ocorre primeiramente pela fixação na superfície da planta em regiões de 

ferimentos ou eclosões de raízes secundárias, proliferação no sítio de infecção, penetração, 

difusão, seguido de colonização e estabelecimento nas partes aéreas.

Várias evidências sugerem que o H. seropedicae associado à cultura de cana-de- 

açúcar, arroz e milho possa contribuir com nitrogênio fixado para a planta ou estimulando o 

crescimento da planta, constituindo um sistema economicamente viável. Por exemplo, a 

inoculação de H. seropedicae em arroz produziu um aumento do peso seco da planta de até 

50% (BALDAM et a l, 1996).

A organização estrutural e a regulação dos genes n if  de H. seropedicae tem sido 

estudada desde 1986. Os primeiros genes isolados foram nifA e nifB por complementação 

do mutante nifA' de A. brasilense FP10 com um plasmídeo recombinante contendo um 

fragmento de DNA de H. seropedicae (PEDROSA & YATES, 1984; SOUZA et a l, 

1991a; SOUZA et a l,  1991b).
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A análise da seqüência de nucleotídeos da região promotora do gene nifA revelou a 

presença de sítios de ligação para RNA polimerase-oN (promotor tipo -24/-12) e para as 

proteínas NifA e NtrC. Foi identificada ainda uma possível seqüência “anaerobox”, 

localizada após o início de tradução e um potencial sítio do fator de integração do 

hospedeiro (IHF), localizado a jusante do sítio de ligação para NtrC (SOUZA et al, 1991b). 

Em H. seropedicae a expressão do gene nifA parece ser dependente de NtrC e RpoN e é 

reprimida por íons amônio mas não por oxigênio. Além disto, a expressão do gene nifA no 

mutante nifA inifAr.lacX) de H. seropedicae é normal, sugerindo que NifA é incapaz de 

ativar o seu próprio promotor. Porém quando seqüências localizadas a montante do sítio de 

ligação para NifA, incluindo a UAS de NtrC, são deletadas, o promotor nifA passa a ser 

reprimida por íons amônio e oxigênio (SOUZA et a l, 1995a) e dependente de NifA 

Estudos recentes da regulação do promotor de nifA demonstraram que a ativação deste 

promotor é dependente da seqüência promotora na posição 615 e que as proteínas NifA e 

IHF aparentemente competem pela ligação à mesma região de DNA (WASSEM et al.,

1997).

A proteína NifA de H. seropedicae apresenta alto grau de homologia com as 

proteínas de diazotrofos simbióticos como Azorhizobium caulinodans e Rhizobium meliloti 

(SOUZA et a l, 1991a; SOUZA et a l, 1991b) e sua atividade é dependente de íons Fe2+ e é 

inibida por íons amônio e/ou oxigênio. Quando o domínio N-terminal é deletado, a proteína 

NifA toma-se insensível a íons amônio, mas continua sensível ao oxigênio, indicando que 

este domínio está envolvido no sensoriamento dos níveis de íons amônio (SOUZA et a l, 

1995b).

Os genes nifHD e parte do gene nifK também foram isolados por hibridização com 

uma sonda contendo os gene nifHDK de A. brasilense. O sequenciamento de DNA desta
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região revelou que o promotor do gene nifH  possui sítios de ligação para RNA polimerase- 

a N, NifA e IHF. Os gene nifHDK de H. seropedicae são altamente homólogos aos genes 

nifHDK de Bradyrhizobium japonicum, A. brasilense e Thiobacillus ferrooxidans. Através 

de fusões nifHr.lacZ foi demonstrado que o promotor do gene nifH  é ativado por NifA e 

reprimido por íons amônio e oxigênio (MACHADO et al. , 1995).

Os genes glnA ntrBC foram clonados e caracterizados, apresentando-se organizados 

de forma contígua, como em K. pneumoniae e A. vinelandii (TEIXEIRA et al., 1992). 

Recentemente estes genes foram sequenciados (RIGO et al., 1996).

Os genes glnB e glnD de H. seropedicae também foram clonados. O gene glnB foi 

sequenciado e caracterizado e o produto deste gene, PII, foi purificado, cristalizado e teve 

sua estrutura tridimensional determinada (BENELLI et a l, 1997a; BENELLI et a l, 

1997b). Um mutante glnB isolado de H  seropedicae foi incapaz de fixar nitrogênio 

(BENELLI et a l, 1997b) mas a expressão do gene n if A neste mutante foi normal, 

sugerindo que a proteína NifA tem sua atividade regulada por GlnB, como sugerido para A. 

brasilense (ARSENE et a l, 1996).

Na região contígua aos genes nifHDK foram identificados os gene nifE, nifN, nifX, 

ORF1 e ORF2. Ainda adjacentes a esta região foram encontrados os genes nifQ, 

modABCD, f ix X e parte do genefixC  (KLASSEN et al., 1997b).

A regulação da fixação de nitrogênio em H. seropedicae está centrada na expressão 

e atividade de NifA. A regulação da expressão do gene n if A, reprimida por íons amônio, 

ocorre através do sistema ntr e é RpoN-dependente. A atividade da proteína NifA também é 

regulada pelos níveis de nitrogênio fixado, num processo que provavelmente envolve os 

produtos do gene glnB e glnD, e pelos níveis de oxigênio. Em baixos níveis de nitrogênio
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fixado e baixas tensões de oxigênio a proteína NifA está na forma ativa, enquanto que em 

uma situação inversa a proteína NifA se encontraria na forma inativa (SOUZA, 1990).

O gene nifB de H. seropedicae foi identificado por Souza (1991b) e a sua região 

promotora e os primeiros 450 nucleotídeos codificadores foram sequenciados. Na seqüência 

promotora foi identificado dois sítios de ligação para proteína ativadora NifA e a seqüência 

consenso -24/-12. Visando dar continuidade ao trabalho desenvolvido por Souza, foram 

traçados os objetivos deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

1. Completar o sequenciamento do gene nifB de Herbaspirillum seropedicae.

2. Estudar a regulação do gene nifB de Herbaspirillum seropedicae.

3. Caracterizar os sítios de ligação para as proteínas NifA e RpoN na região promotora do 

gene nifB de Herbaspirillum seropedicae.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Microrganismos e Plasmídeos

Os microrganismos e plasmídeos utilizados neste trabalho estão listados na Tabela 1.

3.2 Reagentes

Antibióticos, aminoácidos, albumina bovina, acrilamida, SDS, agarose, lisozima, o- 

nitrofenol-p-o-galactosídeo, bis-acrilamida, persulfato de amônio, TEMED, Tris base, 

ditiotreitol, DEAE-cellulose, formaldeído, triton X-100, EDTA e ficoll foram adquiridos de 

Sigma Chemical Company. O glicerol e o sulfato de amônio foram obtidos da Merck. 

DEAE sepharose fast flow, padrão de massa molecular de proteínas, Supero se 12 HR 

10/30, pronase, desoxiribonucleotídeos, enzimas de restrição, T4-DNA ligase, DNA 

polimerase fragmento Klenow e RN Ase foram adquiridos de Pharmacia LKB 

Biotechnology, Bethesda Research Laboratories (BRL), Boheringer Mannheim Biochemica 

ou de Sigma Chemical Company. Nucleotídeos marcados com [35S] ou [32P] foram 

adquiridos de Amershan International Corporation. O padrão de tamanho molecular “1 KB



ladder” foi adquirido de BRL. Os demais reagentes foram provenientes de diversas fontes, 

pró-análise e do mais alto grau de pureza.
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TABELA 1. Estirpes e plasmídeos.

Estirpes F enótipo/genótipo Referência

Herbaspirillum
seropedicae

SmRl

SmR2126

SmR2126/1

SmR54

Escherichia coli: 

-TH1

-S17.1

- ET8894

- DH5oc 

-71.18

Estirpe selvagem, SmR, Nií* 

SmR, T cr , nifBwTn5-21

SOUZA, E.M. 

SOUZA, E.M.

SmR, T c r , KmR, wj®::Tn5-21, SOUZA, E.M. 
nifA:: Km

SmR, KmR, nifA' SOUZA, E.M.

ÀglnF251% (rpoN) e AlisdK HUNT &
supE44 Alac4169 BV  MAGASANIK, 1985

SmR SpR Tra+ pro thi recA hsdR SAMBROOK et al., 
(RP4-2 kan::Tn7 tet::Mu, integrado 1989. 
no cromossoma)

A (rha glnA, ntrB ntrC) rbs gyrA BUCHANAN-
hutCK lacZ:: 1S1 Mucts62 WOLLASTON et a l, 1981,

recA13 endAl gyrA Álac Gibco-BRL

F'\proAB+ lacq /acZAM15] supE thi SAMBROOK et a l 1989
A(/ac-proAB) ______________________________________
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Plasmideos Fenótipo/genótipo_____________ Referência

pMC71A

- pN H ll

pPW452

pEMS304

pEMS140

pTZl 8R

pEMSUO

pSUPnifAKIXX

pR2073

pRK2013

pWVC93025

CmR Kp nifA é expresso
constitutivamente pelo promotor 
tet de pACYC184

Fragmento de 2,2 Kb EcoRI- 
Hinàlll de Kp nifA de pRT903 
em pMM40. Expressa nifA sob 
controle do promotor tac.

Tc , vetor de 
transcricional lacZ

fusão

AmpR fragmento Sall de 1,1 Kb 
clonado empTZ18R

Tcr  Mob+. promotor nifB 
clonado empPW452.

Vetor multifuncional de
clonagem e sequenciamento.

nifBvUnS-ll
pSUP202

clonado no

Fragmento de Sall 2,1 Kb 
contendo o gene nifA::Km de H. 
seropedicae clonado no vetor
pSUP202

Tra+ SmR 

Tra+ Rm*

Gene rpoN de K. pneumoniae 
clonado em pMM40. Expressa 
rpoN sob controle do promotor 
tac

BUCHANAN- 
WOLLASTON et a l , 
1981.

HENDERSON et aL, 
1989

WOODL 
EY, P.

SOUZA, E.M.

SOUZA, 
E. M.

Pharmacia

SOUZA,
E.M

SOUZA,
E.M.

LEONG, 1982

FIGURSKI 
HELINSKI, 1979

CANON,
W.

&
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3.3 Antibióticos

As concentrações utilizadas de antibióticos para estirpes de Escherichia coli foram 

as seguintes: ampicilina 200 pg/mL, canamicina 50 pg/mL, cloranfenicol 30 pg/mL, 

estreptomicina 10 pg/mL e tetraciclina 10 pg/mL. Para Herbaspirillum seropedicae foram: 

estreptomicina 80 pg/mL, canamicina 500pg/mL e tetraciclina 10 pg/mL.

Ampicilina, canamicina e estreptomicina foram preparadas com água milli-Q, 

esterilizados por fútração (filtro Millipore 0,45 pm) e estocados a -20°C. Cloranfenicol e 

tetraciclina foram solubilizados em etanol 95% e as soluções mantidas a -20°C.

3.4 Meios de Cultura

H. seropedicae foi cultivado em meio NFbHP (MACHADO et al., 1991), sendo que 

o lactato de sódio foi substituído por malato de sódio (NFbHP malato) e o pH do meio foi 

ajustado para 6,0. No momento do uso, o meio foi suplementado com 20 mmol/L cloreto 

de amônio ou 5 mmol/L de glutamato monossódico e 50 mL/L da mistura de fosfatos

(K2HP0 4 17,8 g/L e KH2PO4 159,5 g/L), fornecendo pH final de 6,0. O meio NFbHP 

contendo íons amônio foi denominado NFbHPN e o meio contendo glutamato e fosfato de

NFbHPG.



Os meios NFbHPN sólido e semi-sólido possuem a mesma composição que o 

líquido, mas acrescidos de 1,5 e 0,15% de ágar, respectivamente.

A composição do meio NFbHP-malato é a seguinte:

45

gramas/litro

k h 2p o 4 7,97

k 2h p o 4 0,89

M gS04.H20 0,2

NaCl 0,1

CaCl2 2,0 X 10'5

Ácido nitrilo triacético 5,6 X 10'2

FeS04.7H20 2,0 X 10‘!

Biotina 1,0 x 10-4

Na2Mo4.2H20 2,0 X10'3

M nS04.H20 2,4 X 10‘3

H3BO3 2,8 XI O'3

CuS04.5H20 8,0 X 10‘3

ZnS04.7H20 2,4 X 10'4

Ácido málico 5,0

As estirpes de E. coli foram cultivadas em Luria-Bertani Broth (LB), Luria-Bertani 

Agar (LA) (SAMBROOK et al, 1989), Terriíic Broth (TARFOD & HOBBS, 1987) ou 

NFDM (DIXON, 1977).
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A composição do meio LB é a seguinte:

Triptona 10 g

Extrato de levedura 5 g

NaCl 10 g

Água q.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 5 mol/L. A formulação do meio LA é a 

mesma do meio LB acrescido de 1,5%p/v de ágar.

O meio Terrific Broth apresenta os seguintes componentes:

Bacto triptona 12 g

Extrato de levedura 24 g

Glicerol 4 mL

Água destilada q.s.p. 900 mL

Após esterilização do meio por autoclavagem, 100 mL da solução de fosfatos 

(KH2P 0 4 0,17 mol/L e K2H P04 0,72 mol/L) e glucose (20 mmol/L final) foram

acrescentadas.

O meio NFDM é um meio mínimo e tem a seguinte composição:

M gS04.7H20  0,1 g

Na2M 04.2H20  0,1% 25mg

FeS04.7H20  0,2% em HC120 mol/L 25 mg

Glucose 20 g

Água destilada q.s.p. 950 mL



Cinqüenta mililitros da solução de fosfatos vinte vezes concentrada (KH2P 0 4 241,2 

g/L e K2HPO4 68 g/L) foi adicionada ao meio NFDM no momento do uso, bem como a 

solução de cloreto de amônio (concentração final de 20 mmol/L). Este meio foi 

suplementado com 5 pg/mL de tiamina.

Para se obter os meios sólidos, os respectivos meios líquidos foram acrescido de 

1,5% de ágar.

As bactérias foram estocadas em meio NFbHPN semi-sólido a temperatura ambiente 

ou em glicerol 50% a -20°C.

3.5 Purificação de DNA

3.5.1 Mini-preparação de Plasmídeo (mini-prep)

A purificação de plasmídeos de E. coli em pequena escala foi realizada segundo 0  

método de lise alcalina (SAMBROOK et al, 1989).

Alíquotas (1,5 mL) de culturas de E. coli cultivadas em meio TB a 37°C sob forte 

agitação (220 rpm) por 12-16 horas foram coletadas para centrifugação (13000 rpm por 1 

min). A massa celular foi suspensa em 150 pL de uma solução gelada de GET (glucose 50 

mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tris-HCl 25 mmol/L) e lisada pela adição de 150 pL de uma 

solução de NaOH 0,2 mol/L contendo 1% de SDS. Para precipitar 0  SDS, DNA 

cromossomal, restos celulares e proteínas 150 pL de KAcF (acetato de potássio 3 mol/L,
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ácido fórmico 1,8 mol/L) foi acrescentado à mistura e mantido no gelo por 5 minutos. 

Finalmente, foram adicionados 50 \xL de fenol:álcool isoamíHco xlorofórmio (25:24:1) para 

inativar nucleases. Após centriíugação em centrífuga Eppendorf (modelo 5410) (13000 rpm 

por 5 min), a fase aquosa foi coletada e o DNA plasmidial precipitado com etanol 95% por 

aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente. O precipitado foi submetido a duas 

lavagens com álcool a 80%, seco à vácuo e ressuspenso em 20 fuL de tampão Tris-HCl 10 

mmol/L e EDTA 1 mmol/L (Ti0Ei).

3.5.2 Maxi-preparação de Plasmídeos (maxi-prep)

A obtenção de plasmídeos em larga escala foi realizada segundo descrito por 

Sambrook et al. (1989). Este procedimento consistiu em uma mini-preparação em maior 

escala, ou seja, foram utilizados um maior volume de culturas e de reagentes: para 20 mL 

de cultura foi utilizado 5 mL de GET, 5 mL de tampão de lise, 5 mL de KAcF e 2,5 mL de 

fenol.álcool isoamílico -.clorofórmio (1:24:1). No restante, o protocolo foi o mesmo, com 

exceção da troca de etanol absoluto por álcool iso-propílico e um tempo de incubação 

maior (30 minutos a temperatura ambiente) para precipitar o DNA.
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As células foram obtidas por centriíugação a 5000 rpm a 4°C por 10 minutos de 

uma cultura recente de H. seropedicae crescida em meio NFbHPN. As células foram 

ressuspensas em 500 pL de tampão Tris-HCl 50 mmol/L e EDTA 20 mmol/L (T5oE2o) 

contendo 100 mmol/ L de NaCl. Após completa ressuspensão, foram adicionados SDS e 

pronase até as concentrações finais de 1% e 100 pg/mL, respectivamente. O lisado, após 

incubação a 37°C por 3 a 4 horas, foi desproteinizado várias vezes com fenol-clorofórmio- 

álcool isoamílico (25:24:1) até que não houvesse formação de precipitado na interfase. 

Posteriormente, o DNA foi precipitado com dois volumes de etanol absoluto, centrifugado 

e lavado com etanol a 80%. Após secagem a vácuo o DNA foi ressuspenso em 200 pL de 

tampão TioEi contendo 100 pg/mL de RN Ase e incubado por 1 hora a 37°C. O lisado foi 

desproteinizado, precipitado com etanol absoluto, lavado com etanol 80%, seco à vacuo e 

ressupenso em 100 pL TioEi.

3.6 Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

As eletroforeses de DNA em gel de agarose foram realizadas como descrito por 

Sambrook et a l , (1989). Os géis foram preparados na concentração desejada, normalmente 

a 0,7%, em tampão TBE (Tris-base 89 mmol/L, ácido bórico 89 mmol/L, EDTA 2 mmol/L 

pH 8,0) ou TAE (Tris-base 40 mmol/L, acetato de sódio 5 mmol/L, EDTA 1 mmol/L pH

3.5.3 Purificação de DNA Total de H. seropedicae



8,0) e as corridas eletroforéticas foram realizadas nos mesmos tampões em que os géis 

foram preparados. As amostras foram misturadas ao tampão de aplicação FSUDS (azul de 

bromofenol 0,25%, SDS 0,1%, ficoll 20% em Ti0Ei) na proporção de 4:1 e aplicadas no 

gel. A corrida foi desenvolvida entre 25 a 60 V durante um período que variava conforme a 

separação desejada dos fragmentos. A solução reveladora continha brometo de etídio (0,5 

pg/mL) e a visualização das bandas foi através de um transiluminador ultravioleta de 312 

um.

3.7 Digestão de DNA com Enzimas de Restrição

As condições de digestão pelas diferentes enzimas de restrição respeitaram as 

recomendações dos fabricantes. Sendo que este procedimento se resumiu à incubação do 

DNA e a enzima de restrição em seu tampão ótimo, em um volume final de restrição 

variável por um período de 1 a 2 horas a 37°C.

3.8 Ligação dos Fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA a serem ligados que possuíam pontas coesivas ou pontas 

cegas foram misturados na proporção 1:5 (vetor:inserto) em um volume variável (10-30 

pL). A mistura de fragmentos foi aquecida durante 10 minutos a 65°C e resfriada
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rapidamente em gelo. A esta solução foi adicionado tampão ligase (Tris.HCl 50 mmol/L pH

7,6, MgCl2 10 mmol/L, DTT 1 mmol/L, ATP 0,5 mmol/L, PEG 5%) e a enzima T4-DNA 

ligase (0,5 a 1 U), e esta mistura foi incubada a 16-22°C por 12-24 horas. Para verificar o 

sucesso da reação de ligação, uma alíquota do sistema foi submetido a eletroforese em gel 

de agarose.

Quando o inserto foi um produto de PCR, um resíduo A (dATP) foi introduzido nas 

extremidades 3’ do inserto e um resíduo T (dTTP) nas extremidades 3’ do vetor. Desta 

forma, vetor e inserto possuíam extremidades coesivas. Para isto foi utilizado o seguinte 

procedimento: ao vetor dissolvido em tampão da enzima Taq DNA polimerase (20 mmol/L 

Tris-HCl pH 8,4 e 50 mmol/L KC1 ), foi adicionado MgCl2 (1,5 mmol/L), dTTP (0,2 

mmol/L) e Taq DNA polimerase (1U), e o volume final foi acertado para 50 jaL. A mistura 

de reação foi incubada a 72°C por 30 minutos. Para que fosse evitada a redução de volume 

da solução por evaporação, foi adicionado óleo mineral ao sistema. O inserto foi tratado da 

mesma maneira, mas foi utilizado dATP ou invés de dTTP. A ligação foi realizada da 

mesma forma como descrito acima, mas em uma relação 1:10 (vetor:inserto).

3.9 Transformação Bacteriana por Choque Térmico de E. coli

A transformação de E. coli com DNA plasmidial foi realizada segundo Miller 

(1992). Primeiramente as células utilizadas para o processo de transformação sofreram um 

tratamento para se tomarem aptas a receber o plasmídeo, ou seja, competentes. Culturas
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recentes de estirpes de E. coli com D .0.6oo de aproximadamente 0,05 foram incubadas a 

37°C sob forte agitação (200 rpm) até atingir D . 0 . 6qo entre 0,3 a 0,5. As culturas foram 

resfriadas em banho de gelo por 10 minutos e as células foram coletadas por centrifugação 

(5000 rpm, 4°C por 5 minutos). O sedimento de células foi ressuspenso em tampão TSS 

(meio LB 85%, PEG 8000 10%, DMSO 7% e MgCl2 10 mmol/L pH 6,5) e a suspensão 

aliquotada e mantida a -70°C.

Alíquotas de 20 pL das células competentes foram incubadas por 30 min em banho 

de gelo com 1 a 10 pL do plasmídeo de interesse. A mistura então foi então submetida a um 

choque térmico (2 min em banho maria a 42°C), seguido de incubação em gelo por mais 15 

min. A suspensão de células foi então incubada a 37°C por 1-2 horas com meio de cultura 

LB e plaqueada em meio LA contendo os antibióticos necessários.

3.10 Transformação Bacteriana por Choque Elétrico de E. coli

A técnica de eletroporação foi realizada conforme descrito por Sambrook et al 

(1989). No preparo de células eletrocompetentes, culturas de estirpes de E. coli com 

D.O *6oo de aproximndamente 0,02 fòram incubadas a 37 C sob forte agitaçao (200 rpm) ate 

atingir D .0.6oo entre 0,8 a 1,0. As culturas foram resfriadas em banho de gelo por 10 

minutos, coletadas por centrifugação (5000 rpm, 4°C por 5 minutos) e lavadas (duas vezes 

com água milli-Q). As células eletrocompetentes foram ressuspensas em glicerol 20%, 

aliquotadas e mantidas a -70°C.
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Para eletroporação, as células eletrocompetentes (20 pL) foram misturadas com um 

volume de 0,5 a lpL  de plasmídeo de interesse e cuidadosamente colocadas nas cubas de 

eletroporação para serem submetidas a um choque elétrico rápido (4 KO, 320 pF). Um 

mililitro de meio LB foi adicionado à suspensão de células que foi incubada por 45 min a 

37°C e posteriormente plaqueada em meio sólido LA com os devidos antibióticos.

3.11 Conjugação Bacteriana

A conjugação foi realizada segundo Hanke com modificações (1995). 

Primeiramente, ImL de cultura de H. seropedicae com D .0.6oo de aproximadamente 1,0 a

1,3 foi adicionado de 10 pL de lisozima (20 mg/mL) e incubado por 30 minutos a 30°C. 

Quando a E. coli doadora não possuia os genes tra+, volumes iguais de cultura de E. coli 

do adora e E. coli contendo plasmídeo auxiliar ( pRK2013 ou pRK2073 ) foram misturadas 

e incubadas por 1 hora a 37°C. Um volume de 50 pL da E. coli doadora ou da mistura de

E. coli (doadora + auxiliar) foi adicionado a 1 mL de cultura de H. seropedicae, 

previamente tratada com lisozima. Esta mistura foi então centrifugada por 30 segundos a 

12000 rpm e a solução sobrenadante descartada. O precipitado celular foi lavado com 

sulfato de magnésio 10 mmol/L e centrifugado. As células foram ressupensas em 50 pL de 

sulfato de magnésio e a suspensão depositada sobre uma membrana de nitrocelulose em 

meio sólido contendo NFbHPN e LA na proporção de 3:1. As culturas foram então 

incubadas por 24 horas a 30°C, a massa de células foi ressuspensa em 1 mL de meio NFb e
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plaqueada (200 pL) em meio NFbHPN seletivo contendo as fontes de carbono e 

antibióticos requeridos.

3.12 Estratégia para Sequenciamento da Porção Final do Gene nifB

Um "primer" (5 ’CACGAGCGACGCCGATTATCG3 ’; nifB-1) complementar à 

porção final sequenciada do gene nifB (SOUZA et al., 1991a) foi sintetisado e utilizado 

para amplificar a região a jusante do gene nifB em uma reação de PCR (PARK et al.,

1996). Para esta amplificação foi utilizado como molde o DNA cromossomal de H. 

seropedicae e como segundo "primer" o "primer" universal. O sistema de reação consistia 

de 0,5 pg de DNA, 2,0 pL de dNTP (5 mmol/L), 1,0 pL de "primer" universal e nifB-1 (10 

pmol cada), 5,0 pL de tampão de PCR 10 vezes concentrado (200 mmoFL Tris-HCl pH 8,4 

e 500 mmol/L KC1), 1,5 pL de MgCF (1,5 mmol/L); 38,8 pL de água (q.s.p. 50 pL) e 0,2 

pL de enzima Taq polimerase (1U). Com a finalidade de evitar evaporação, óleo mineral foi 

adicionado ao sistema. A reação de PCR se constituiu de três etapas: Ia etapa com um 

ciclo (96°C-2 min, 40°C-30 seg e 72°C-2 min); 2a etapa com 40 ciclos (96°C-30 seg, 50°C- 

30 seg e 72°C-2 min) e a 3a etapa com um ciclo (96°C-30 seg, 50°C-30 seg e 72°C-10 

min). O produto de PCR obtido (aproximadamente 1 kb) foi clonado no vetor de 

sequenciamento pTZl 8R produzindo o plasmídeo denominado pFRl.
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3.13 Obtenção de Deleções para o Sequenciamento
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Os plasmídeos pFRl e pEMS304 foram digeridos com as enzimas de restrição Saci 

e BamBl, precipitados com etanol 95% e submetidos a reação de deleção segundo Henikoff

(1984).

A amostra digerida foi incubada a 37°C por 5 minutos em presença do tampão para 

DNA exonuclease (EXO III) (Tris-HCl 660 mmol/L, MgCl2 0,66 mmol/L pH 8,0), 

acrescida da enzima DNA exonuclease (EXO III) (200 U) e alíquotas de 2,5 pL foram 

retiradas a cada 20 segundos e colocadas em outro tubo de microcentrííuga em banho de 

gelo contendo tampão de parada (NaCl 0,2 mol/L e EDTA 12 mmol/L). Quatro frações 

foram coletadas nos dois primeiros tubos de microcentrífuga e duas frações no último tubo. 

A EXO III foi inativada através de incubação a 72°C por 10 minutos e o DNA foi 

precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, lavado com etanol 80% e seco á vácuo. As 

extremidades de fitas simples foram eliminadas pela ressuspensão do DNA em 50 pL de 

mistura de nuclease SI (acetato de potássio 30 mmol/L pH 4,6, NaCl 250 mmol/L, ZnS04 1 

mmol/L, glicerol 5% e 67 U/naL de nuclease Sl) e incubação a temperatura ambiente por 30 

minutos. A enzima nuclease Sl foi inativada por extração com 25 pL de fenol e 25 pL de 

clorofórmio, o DNA precipitado com etanol absoluto, lavado com etanol 80% e seco á 

vácuo. O precipitado foi ressuspenso em 10 pL de mistura de DNA polimerase (Tris-HCl 

50 mmol/L pH 8,0, MgCl210 mmol/L, p-mercaptoetanol 1 mmol/L, dNTP 0,5 mmol/L e 10 

U/mL de DNA polimerase fragmento Klenow) e incubado a temperatura ambiente por 10 

minutos. Ao sistema foi adicionado 40 pL da mistura de ligase (Tris.HCl 50 mmol/L pH



7,6, MgCl2 10 mmol/L, DTT 1 mmol/L, ATP 5 mmol/L, PEG 5%, T4-DNA ligase 1U e 

água q.s.p. 40 pL) e incubado por 16 horas a 15°C. Um microlitro desta mistura foi 

utilizado para transformar E. coli estirpe 71-18.

3.14 Produção de DNA Fita Simples para Sequenciamento

Uma colonia isolada da estirpe de E. coli, 71.18, capaz de ser infectada por 

bacteriófago Ml 3 K07, carreando o plasmídeo de interesse, foi retirada de placas em meio 

mínimo (NFDM), inoculada em 3 mL de meio TB contendo 2% de glucose e fago Ml 3 

K07 (109-1010 pfu) em frascos de 60 mL e incubada a 37°C por 24 horas (1:20). O sistema 

de infecção foi incubado sob agitação a 37°C por 24 horas.

3.15 Purificação de DNA Fita Simples para Sequenciamento

A cultura infectada pelo fago M13K07 foi centrifugada e 1 mL da solução 

sobrenadante tratada com 250 pL de uma solução de PEG 20% e NaCl 2,5 mol/L e mantida 

em gelo por 30 minutos. A amostra então foi centrifugada (13000 rpm por 10 min), o 

sobrenadante descartado, e para sua eliminação total, uma centrifugação adicional (13000 

rpm por 30 seg) foi realizada. O precipitado foi ressuspenso em 100 pL em Ti0Ei e extraído 

com 50 pL de fenol, seguido de extração com fenoliclorofórmio:áleool isoamílico (1:24:1)
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e com clorofórmio: álcool isoamüico (24:1). A fase aquosa foi coletado e o DNA 

precipitado com três volumes de etanol absoluto e o precipitado lavado três vezes com 

etanol 80%, seco à vácuo e ressupenso em 10 pL de TioEi.

3.16 Purificação de DNA Dupla Fita para Sequenciamento

Os transformantes de E. coli estirpe DH5oc contendo os plasmídeos recombinantes 

do pTZ18R foram inoculados em 5 mL de meio Terrifc Broth com os antibióticos 

requeridos e foram incubados a 37°C sob agitação (200 rpm) até atingirem D.O. 1,5 a 2,0. 

As células coletadas por centriíugação foram submetidas a uma mini-prep (item 3.5.1 de 

Material e Métodos) no primeiro passo de purificação do plasmídeo. A seguir, a preparação 

de plasmídeo foi submetida a um tratamento com RNAse (1 mg/mL) por 4 horas a 37°C. O 

segundo passo da purificação consistiu em duas extrações com fenolxlorofórmio:álcool iso- 

amílico, precipitação com etanol absoluto e três lavagens do DNA precipitado com etanol 

80%. O precipitado foi ressuspenso em 5 pL de água milli-Q estéril.

3.17 Sequenciamento

O sequenciamento foi feito pelo método de terminação de cadeia segundo Sanger & 

Coulson (1977), utilizando 2'3'dideoxinucleotídeos fluorescentes em sequenciador 

automático Perking-Elmer ABI PRISM 310.
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DNA simples fita (0,5-1 pg) e dupla fita purificados (l-5pg) foram acrescidos de 

2,62 pL de tampão TACS (Tris 106 mrnol/L, MgCl2 2,6 mmol/L e (NLL^SCL ), 1,5 pL de 

"primer" (10 pmol) e 8,0 pL de mistura para sequenciamento Terminator Ready Rxn Mix 

(Perkin-Elmer). Esta solução então foi submetida a uma reação de PCR que consistia dos 

seguintes passos: 1 ciclo: 95°C-5 min e 96°C-30 seg, 40°C-30 seg e 65°C-6 min repetidos 

trinta vezes. A purificação dos produtos de PCR foi realizada segundo recomendação do 

fornecedor do kit de sequenciamento.

Aos 20 pL de amostra foram acrescentados 2,0 pL de acetato de sódio 3 mols/L 

(1,2 mols/L) ou 7,2 pL de acetato de amônio 7,4 mols/L (2,7 mols/L) e 50 pL ou 80 pL de 

etanol absoluto e deixado em gelo por 15 minutos. A seguir a amostra foi centrifugada 

(13000 rpm por 15 min), o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com etanol a 

80%. O precipitado foi seco à vácuo e ressupenso em 15 pL de TSR (Template Supression 

Reagent) e submetido ao sequenciador automático Perkin Elmer.

3.18 Obtenção do Fragmento Contendo o Promotor nifB e Marcação com 32P

A marcação radioativa do fragmento contendo o promotor do gene nifB de H. 

seropedicae foi feita de duas maneiras, uma em que o fragmento de DNA contendo o 

promotor nifB foi marcado na ponta 5’ e outra em que "primers" utilizados para a 

amplificação desta região estavam marcados.
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O fragmento de DNA contendo o promotor nifB foi obtido por uma reação de 

amplificação em cadeia (PCR) utilizando dois "primers" ("primer" 11, 

5GTATTGATGGATTCCCCGGC31; e "primer” 12, 5TCCAGCAAGGTGCCTAGGC3') 

complementares às regiões 2570 e 2850 do gene nifB, respectivamente. Na reação de PCR 

foi utilizado como molde o plasmídeo pEMS300 contendo fragmento Sal Ide 2,1 Kb e o 

fragmento obtido foi de aproximadamente 280 pares de base. O sistema de reação continha 

0,5 pg de DNA molde, 2,0 pL de dNTP (5 mmol/L), 1,0 pL de cada "primer" (10 

pmol/pL), 5,0 pL de tampão de PCR concentrado 10 vezes (200 mmol/L Tris-HCl pH 8,4 e 

500 mmol/L KC1), 1,5 pL de MgCh (50 mmol/L), 38,8 pL de água (q.s.p. 50 pL) e 0,2 pL 

de Taq DNA polimerase (1U). O programa para a amplificação consistiu do seguintes 

passos: 96°C-1 min, 30° C-30 seg e 72°C-30 seg 2 ciclos; 96°C-30 seg, 40°C-30 seg e 

72°C-30 seg 30 ciclos; e 96°C-30 seg, 40°C-30 seg e 72°C-2 min um ciclo. O produto de 

PCR obtido foi purificado por extração com fenol-clorofórmio e precipitação com etanol, 

dissolvido em 20 pL de água e o DNA quantificado por espectrofotometria.

O DNA foi marcado com 32P segundo Sambrook et a l (1989). Em um tubo de 

microcentrífiiga de 1,5 mL, foram adicionados 2 pmol de DNA, 2 pL de tampão T4 

polinucleotídeo quinase dez vezes concentrado (Tris-HCl 500 mmol/L pH7,6; MgCl2 100 

mmol/L e DTT 50 mmol/L), lpL  de [y-32P] rATP (3000CÍ/mmol/L) e lpL  de T4 

polinucleotídeo quinase (10 unidades) em um volume final de 20 pL. A mistura foi incubada 

a 37°C por 30 minutos. A T4 polinucleotídeo quinase foi inativada por tratamento térmico a 

72°C por 15 minutos.
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Alternativamente, os "primers" foram marcados com [y-32P] rATP antes da reação 

de PCR. Vinte pmols do "primer" p l l  ou p l2  foram marcados num sistema contendo 10 U 

de T4 polinucleotídeo quinase (Gibco), tampão (70 mmols/L Tris-HCl pH 7,6, 10 mmols/L 

Mg€l2 , 1000 mmols/L KC1 e 1 mmol/L 2-mercaptoetanol) e 10 pCi de [32P] yATP, e 

incubado a 37° C por 30 minutos. A região promotora do gene nifB de K  seropedicae foi 

então amplificada com os ”primers" marcados como descrito acima.

3.19 Superexpressão e Purificação Parcial da Proteína NifA de K. pneumoniae

A proteína NifA de Klebsiella pneumoniae foi parcialmente purificada segundo 

Austin et al. (1990). As culturas (0,5 mL) das estirpe TH1 e ET8894 contendo ou não o 

plasmídeo pNHl 1 foram inoculadas em meio LB (50 mL) e incubadas sob agitação a 37°C 

até atingirem D.O.eoo 0,5. IPTG foi adicionado (1 mmol/L) para a indução da expressão da 

proteína NifA por 5 horas a 30°C. As células obtidas por centrifugação (5000 rpm por 5 

min a 4°C) foram ressuspensas em 2,5 mL tampão (Tris-HCl 20 mmol/L pH 8,0, EDTA 1 

mmol/L, DTT 1 mmol/L, lisozima 23 pg/mL, PMSF 0,2 mmol/L e glicerol 10%), lisadas 

por sonicação (10 vezes em força 2 por 20 seg) e os restos celulares foram removidos por 

centrifugação (13000 rpm por 15 min a 4°C). Para remover fragmentos de DNA, a amostra 

foi tratada com 2% em p/v de sulfato de estreptomicina e homogeneizada por 20 minutos a 

4°C. Após centrifugação (13000 rpm 15 min a 4°C), o sobrenadante foi tratado com sulfato 

de amônio (50%, 30 min a 4°C) e o precipitado ressupenso em 500 juL de tampão (Tris- 

HCl 10 mmol/L pH 8,0, EDTA 0,2 mmol/L, DTT 1 mmol/L, NaCl 0,05 mols e glicerol
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20%). Finalmente a amostra foi dialisada no próprio tampão de ressuspensão por 16 horas e 

mantida em nitrogênio líquido.

3.20 Purificação da Proteína RpoN de K. pneumoniae

A purificação pracial da proteína RpoN (sigma-54) foi realizada segundo Hunt & 

Magasanik (1985) com modificações.

3.20.1 Preparo da Cultura e do Extrato Livre de Células

A proteína RpoN foi expressa a partir do plasmídeo de superexpressão pWVC 

93025 (CANNON et al., 1993). Neste plasmídeo a seqüência que codifica a proteína RpoN 

está fusionada ao promotor tac. A estirpe TH1 (RpoN ) de E. coli contendo o plasmídeo 

pWVC 93025 foi crescida em dois litros de meio LB contendo ampicilina (200 pg/mL) a 

30°C até a D .O .ôoo de aproximadamente 0,3 (3 horas de incubação). Em seguida, IPTG (0,5 

mmol/L) foi adicionado e a cultura incubada por mais 12 horas a 30°C. A cultura foi 

resfriada em gelo, as células foram coletadas por centrifugação (5000 rpm por 10 min a 

4°C), ressuspensas em 30 mL do tampão de ressuspensão ( Tris-HCl 50 mmol/ L pH 7, 8; 

DTT 1 mmol/L; EDTA 1 mmol/L; Triton X-100 0,5%; glicerol 10%, PMSF 0,2 mmol/L e 

NaCl 500 mmol/L) e, finalmente, lisadas em French Press (14000 psi). Aos 20 mL de lisado 

foram adicionados 0,2 mmol/L de PMSF. Os resto celulares foram removidos por 

centrifugação (15000 rpm por 15 min a 4°C).
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3.20.2 Cromatografia em Coluna DEAE-Cellulose

Para eliminar fragmentos de DNA da amostra o sobrenadante foi cromatografado 

em coluna de DEAE-Cellulose em 0,5 mols/L de NaCl.

A coluna de DEAE-cellulose (20 X 60 mm) foi equilibrada com tampão de 

ressupensão (Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,8; DTT 1 mmol/L; EDTA 1 mmol/L; Triton X-100 

0,5%; glicerol 10% e NaCl 500 mmol/L) e carregada com 17 mL de amostra. A amostra foi 

eluída no mesmo tampão em um fluxo de 8 gotas/min. O eluato (35 mL) foi coletado em 

apenas uma fração.

3.20.3 Fracionamento com Sulfato de Amônio

Ao eluato da coluna DEAE-cellulose (35 mL) foi adicionado lentamente sulfato de 

amônio para se obter saturação final de 30% (5,74 g). A mistura foi homogeinizada por 30 

minutos a 4°C e o precipitado foi removido por centrifugação (15000 rpm por 15 min a 

4°C). Aos 36 mL de sobrenadante foi adicionado sulfato de amônio até saturação final de 

60% (6,5 g). O precipitado foi obtido por centrifugação (15000 rpm por 15 min a 4°C) e 

dissolvido em 12,5 mL de tampão de diálise (20 mmol/L de imidazol pH 7,0; 1 mmol/L 

DTT; 0,5% Triton X-100; 10% glicerol e 180 mmol/L NaCl) e a preparação dialisada por 

16 horas neste tampão (1000 mL).
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3.20.4 Cromatografia em Coluna de DEAE-sepharose Fast Flow

A amostra dialisada (12,5 mL) foi aplicada em coluna de DEAE-sepharose Fast 

Flow (129 mm X 16 mm) acoplada ao FPLC (Pharmacia). A coluna foi equilibrada com 

tampão de diálise (imidazol 20 mmol/L pH 7,0; DTT 1 mmol/L; Triton X-100 0,5%; 

glicerol 10% e NaCl 180 mmol/L) e eluída em um gradiente de concentração de 180 a 700 

mmol/L de NaCl em um fluxo de 0,5 mL/min. Quatrocentos e dezoito frações foram 

coletadas, sendo que as frações 1 a 363 foram de 250 pL e as frações 364 a 418 de 1,5 mL. 

Eletroforese em SDS-PAGE foi realizada para determinar em que frações a proteína se 

encontrava. As frações 305 a 360 foram reunidas (12,6 mL) e dialisadas contra o tampão A 

(Tris-HCl 25 mmol/L pH 8,0; DTT 1 mmol/L; EDTA 0,1 mmol/L; glicerol 10% e NaCl 50 

mmol/L) por 16 horas a 4°C.

3.20.5 Concentração da Amostra com Sulfato de Amônio

A amostra dialisada (13.2 mL - volume após a diálise) foi precipitada com 60% 

sulfato de amônio (4,76g). O precipitado obtido foi dissolvido em 200 pL de tampão A (25 

mmol/L Tris-HCl pH 8,0; 1 mmol/L DTT; 0,1 mmol/L EDTA; 10% glicerol e 50 mmol/L 

NaCl) e aplicado em uma coluna Superose 12 HR 10/30.
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3.20.6 Cromatografía em Coluna de Supero se 12 HR

A coluna Superose 12 HR 10/30 (300 mm X 20 mm), acoplada ao FPLC, foi 

equilibrada com tampão A e carregada com 200 pL de amostra. A amostra foi eluída com o 

mesmo tampão em um fluxo de 0,2 mL/min Cento e dezenove frações foram coletadas. 

Eletroforese em SDS-PAGE foi realizada para se determinar em que frações a proteína se 

encontrava. As sete frações onde a proteína se encontrava em grande concentração, foram 

as frações 47 a 53.

3.21 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Desnaturante com SDS

O método utilizado foi o descrito por Laemmli (1970), em gel de 1 mm de 

expessura. A concentração de acrilamida no gel de empilhamento foi de 4% e no gel 

separador de 12%, e a relação acrilamida: bis-acrilamida foi de 30:1. A corrida foi relizada 

em voltagem constante (200 V) por 45 minutos.

3.22 Ensaio de Retardamento Eletroforético do pnifB pela Proteína NifA e RpoN

Este ensaio foi realizado segundo Feng et al (1995) e Rickwood & Hames (1990).



A proteína NifA ou RpoN de K. pneumoniae (20 ng) foi incubada em tampão (Tris- 

acetato 10 mmol/L, acetato de magnésio 8 mmol/L pH 8.0, acetato de potássio 10 mmol/L, 

DTT 1 mmol/L and PEG 3.5%) contendo 1 pg DNA de timo, quando indicado, por 1 

minuto. O fragmento de 320 pb de DNA contendo o promotor do gene nifB (6.4 pg) 

marcado radioativamente foi então adicionado e incubado por 3 minutos. As amostras 

foram adicionadas de 10% de glicerol no momento de aplicação no gel. A corrida 

eletroforética em gel de acrilamida nativa (4%) foi realizada por 2 horas em tampão TAE 

(0,625 X) a 70 V a 4°C. O gel foi seco e autoiradiografado.

3.24 Métodos Analíticos

3.24.1 Determinação da Atividade de p-galactosidase

Estirpes de E. coli cultivadas em meio LB foram inoculadas (50 pL) em 2,0 mL de 

meio mínimo NFDM suplementado com 10 pg/mL de glutamina e 20 mmol/L de cloreto de 

íons amônio (condição de repressão) ou 100 pg/ de serina mL (condição de desrepressão), 

incubados a 30°C por 18 horas.

Em 77 seropedicae, as estirpes foram cultivadas em meio NfbHPN até D.O. 1,5. As 

células foram coletadas e ressuspensas em NFbHP D .0.6oo 0,2 e incubadas a 30°C por 6 

horas em presença (20 mmol/L) ou ausência de cloreto de íons amônio e em presença de 

20% ou 1,5% de oxigênio.
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Em ambos os casos a atividade de (3-galactosidase foi determinada segundo Miller 

(1992). Unidade Miller foi calculada pela seguinte fórmula:
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número de U Miller = 1000 . (__________ D.Q.a?» - ( D.CUnn X 1.75 )_________ )

volume de cultura X D .0.6oo da cultura X tempo

3.24.2 Dosagem de Proteínas

A concentração de proteínas foi determinada segundo a técnica descrita por Lowry 

(1951) ou Bradford (1979). O padrão utilizado foi de albumina de soro bovino.

3.24.3 Dosagem de Oxigênio Molecular

A concentração de oxigênio, na fase gasosa foi determinada em cromatógrafo 

Varian. O gás de arraste foi argônio e a coluna utilizada MS 5A. O sistema de detcção foi 

de condutividade térmica e como padrão foi utilizado ar atmosférico (20,9% de 0 2 e 79,1%

de N2).



3.24.4 Quantificação de DNA por Espectrofotometria
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A concentração de DNA foi determinada empregando a seguinte relação: D.O .260 

igual a 1,0 corresponde a concentração de 50pg/mL de DNA dupla fita ou de 37 pg de 

DNA simples fita (SAMBROOK et al, 1989). As soluções de ácidos nuclêicos foram 

consideradas puras quando apresentavam uma relação D . 0 . 2 6 o / D . 0 . 2 8 o  entre 1,8 a 2,0.



4 RESULTADOS
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4.1 Sequenciamento do Gene nifB de H. seropedicae

O plasmídeo pEMS304 contém o inserto de SalI de 1,1 kb de DNA de H. 

seropedicae. Esta região esta a jusante do gene nifA e presumivelmente contém todo o 

resto do gene nifB de H. seropedicae. O conjunto de deleções obtido a partir de pEMS304 

foi ordenado por tamanho e os clones foram sequenciados. Após alinhamento e edição dos 

dados brutos, uma seqüência de nucleotídeos de cerca de 1,1 kb de base foi obtida (Figura 

3). Esta região compreende, junto com aquela publicada por Souza et al. (1991), todo o 

gene nifB de H. seropedicae (aproximadamente 1,5 kb).

A comparação da seqüência de aminoácidos obtida da seqüência de nucleotídeos 

com o banco de dados de seqüência (Genbank) mostrou que a proteína NifB de H. 

seropedicae possui uma identidade de 62% com a de B. japonicum; 57% de R. capsulatus 

47% com a de K. pneumoniae (Tabela 2 ).

Na Figura 4 a comparação das seqüências das proteínas NifB de H. seropedicae, 

Bradyrhizobium japonicum e Klebsiella pneumoniae é mostrada. É importante destacar 

que a região CNIQCNYCNRKYDC, que corresponde a um provável sítio de ligação de 

metal, e é bastante conservada nestes microrganismos.



A região do promotor do gene nifB de H. seropedicae já havia sido descrita por 

Souza et a l  (1991) e compreende uma seqüência potencial de promotor -24/-12, dois 

prováveis sitios de ligação para NifA e um provavél sítio de ligação de IHF.

FIGURA 3. Seqüência de nucleotídeos do gene nifB de H. seropedicae.
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CCTTCTCCTTCTCCACTGCGTCAGGCTCATTGCGGCGCGCTCAATTGCAGGCGCCGGCCC 

3 3 1 0  3 3 2 0  3 3 3 0  3 34 0  3 3 5 0  3 36 0

GTGCT GCATT GT CGT GTT CAT GACAAGCGCCACCCACAATGTATCGCCGATT GT CGCTAT 

33 7 0  338 0  339 0  34 0 0  34 1 0  342 0

CCTCACATCGCCGTACGACGCAATTCTCCGCTAT GT CATT GAATT GATT GATT ATTTT GT 

3 4 3 0  34 4 0  34 5 0  3 4 6 0  34 7 0  34 8 0

CTGGCACGGTTTTGGCTAT GTCCT CAGGAGAAGGCCCAGGCATCACTTTCCT GAAAGGGA 

3 4 9 0  35 0 0  35 1 0  3 52 0  3 53 0  35 40

M Q P T Q Y V G I Q D I K S L G T L

CT AT C CAT GCAGC C CACACAAT AC GT C GGT AT C CAGGACAT CAAAT C GCT AGGCAC CT T G 

3 5 5 0  356 0  3 5 7 0  35 8 0  35 9 0  36 00

L D K V A E H K G C G T  S S E G G K A S

CTGGACAAGGTAGCCGAACACAAAGGCTGTGGCACCAGCAGTGAAGGCGGCAAAGCCAGT 

3 6 1 0  36 2 0  363 0  3640  365 0  366 0

C G S  S D G P A D M A P E V W E K V K N  

T GC GGT T CAT C C GAT GGT C C C GC C GACAT GGC GC C C GAGGT T T GGGAAAAGGT CAAGAAC 

3 6 7 0  3 6 8 0  369 0  370 0  37 1 0  372 0
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H P C Y S E E A H H H Y A R M H V A V A  

CATCCCTGCTACAGCGAAGAGGCTCATCACCACTATGCGCGTATGCACGTGGCGGTGGCA 

3 7 3 0  3 7 4 0  375 0  3 7 6 0  3 7 7 0  37 80

P A C N I Q C N Y C N R K Y D C A N E S  

CCGGCCTGTAACATCCAGTGCAACTACTGCAACCGCAAATACGATTGCGCCAACGAGTCG 

3 7 9 0  3 8 0 0  3 81 0  3 8 2 0  3 8 3 0  38 4 0

R P G V V S  E K L T  P E Q A A K K V F A  

CGTCCAGGCGTGGTCAGCGAAAAGCTCACGCCCGAACAAGCGGCCAAGAAGGTCTTTGCG 

3 8 5 0  3 86 0  3 8 7 0  3 88 0  38 9 0  3 90 0

V A S T I  P Q M T V L G I A G P G D P L  

GTGGCCTCGACCATTCCGCAGATGACGGTGCTGGGCATTGCCGGTCCTGGCGACCCGCTG 

39 1 0  3 92 0  39 30  39 4 0  39 5 0  39 60

A N P A K T F K T F E L I  S Q T A P D I  

GCCAATCCGGCCAAGACCTTCAAGACCTTCGAGCTGATTTCGCAGACCGCGCCCGATATC 

3 9 7 0  3 9 8 0  3 99 0  40 0 0  40 1 0  40 20

K L C L S T N G L A L P D H I D T I A A  

AAGCTGTGCCTGTCGACCAATGGCCTGGCCTTGCCTGACCACATCGATACCATTGCTGCC 

4 03 0  4 04 0  4 05 0  4 06 0  4 0 7 0  40 80

F N V D H V T I T T N M V D P E I G Q H  

T T T AAC GT C GAT CAC GT C AC C AT CAC CAC GAAC AT GGT C GAT C C C GAGAT C GGACAGCAC 

4 0 9 0  4 10 0  4 11 0  4 12 0  41 3 0  414 0

I  Y P W I  Y Y Q N K R W T G I  D A A R I  

ATCTATCCCTGGATCTATTACCAGAACAAGCGCTGGACCGGTATCGACGCGGCCCGCATC 

4 1 5 0  41 6 0  4 1 7 0  4 1 8 0  4 1 9 0  42 00

L H E R Q M L G L E M L T A R G I  L C K  

CTGCACGAACGGCAGATGCTGGGACTGGAGATGCTCACGGCGCGCGGCATCCTGTGCAAG 

42 1 0  42 2 0  4 2 3 0  4 24 0  4 2 5 0  42 60

V N S V M I  P G I N D Q H L V E V N R A  

GT CAACT C GGT GAT GAT C CC GGGCAT CAAT GAC CAGCAT CT GGT GGAAGT CAAT CGCGC C 

4 2 7 0  42 8 0  4 29 0  4 3 0 0  43 10  43 20
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V K S R G A F L H N I M P L I  S A P E H  

GTCAAGTCACGCGGTGCCTTCCTGCACAACATCATGCCGCTCATTTCAGCGCCCGAGCAT 

43 3 0  4 3 4 0  4 35 0  436 0  437 0  43 80

G T V F G L N G Q R G P S A Q E L K A L  

GGCACCGTGTTTGGCCTGAACGGCCAGCGCGGCCCCAGCGCGCAGGAGCTCAAGGCCTTG 

43 9 0  440 0  441 0  44 2 0  443 0  4 44 0

Q D A C E G E M N M M R H C R Q C R A D  

CAGGATGCCTGTGAAGGCGAGATGAACATGATGCGCCACTGCCGCCAGTGCCGCGCCGAT 

4 4 5 0  446 0  4 4 7 0  4 48 0  44 9 0  45 00

A V G L L G E D R S A E F T T E K I  E A  

GCGGTGGGCCTGCTGGGTGAAGACCGCAGCGCCGAATTCACCACCGAAAAGATCGAGGCC 

4 5 1 0  45 2 0  4 5 3 0  45 40  45 5 0  456 0

M E V A Y D G A T R K A Y Q E L V E Q E  

ATGGAAGTGGCCTATGACGGCGCCACCCGCAAGGCTTACCAGGAGCTGGTGGAACAGGAA 

4 57 0  45 8 0  45 9 0  4 60 0  461 0  462 0

R Q A K S A A K A A E Q Q E L A Q M A D  

CGCCAGGCCAAGTCGGCCGCCAAGGCCGCCGAGCAGCAGGAGCTGGCCCAGATGGCAGAC 

4 6 3 0  4 64 0  4 65 0  4 6 6 0  467 0  46 80

Q S  G L  S L L V A V A T K G Q G R V N E  

CAGAGCGGCCTGTCCTTGCTGGTGGCGGTGGCGACCAAGGGGCAGGGACGCGTCAACGAG 

4 6 9 0  4 70 0  4 71 0  472 0  473 0  47 40

H F G H V S E F Q I Y E V S S A G S K F  

CACTT CGGACACGT CAGCGAATT CCAGATCTAT GAAGT CAGCAGCGCCGGCAGCAAGTTC 

47 5 0  4 7 6 0  47 7 0  4 78 0  479 0  4800

V G H R R V D Q Y C Q G G Y G E E D A L  

GTCGGACACCGGCGCGTGGACCAGTACTGTCAGGGCGGCTATGGCGAGGAGGATGCACTG 

4 8 1 0  482 0  483 0  48 4 0  485 0  48 60

E T V I  R A I N D C H A V L V A K I  G G  

GAGACCGTCATCCGCGCCATCAACGACTGCCATGCAGTGCTGGTGGCCAAGATCGGCGGC 

48 7 0  4 8 8 0  48 9 0  490 0  4 9 1 0  4920
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C P K D D L Q K V G I E P V D R Y A H E  

TGTCCCAAGGATGATCTGCAGAAGGTGGCCATCGAGCCGGTGGACCGGTATGCCCATGAA 

4 9 3 0  49 4 0  495 0  4960  4 9 7 0  498 0

F I  E Q S V I A Y F M D Y L E R V R S G  

TTCATCGAGCAATCCGTCATCGCCTACTTCATGGATTACCTGGAACGCGTGCGCAGCGGA 

499 0  500 0  5 0 1 0  502 0  50 3 0  5040

Q I  E H R P R G D A D I  R Q G A Y T S V  

CAGATCGAGCATCGGCCACGAGGCGACGCCGATATCCGCCAGGGGGCGTATACCTCGGTG 

50 5 0  50 6 0  507 0  508 0  509 0  510 0

Q S 

CAGTCGAC

5110

A seqüência obtida do fragmento Sall de 1,1 kb (vermelho) foi unida a seqüência publicada 
por Souza et al. (1991) de 0,4 kb (preto), compondo o gene nifB de H. seropedicae e sua 
região promotora com aproximadamente 1,5 kb. A seqüência sublinhada corresponde aos 
sítios de ligação da proteína NifA; a seqüência sublinhada e em negrito ao promotor -24/- 
12; a seqüência em negrito ao sítio de ligação para ribossomo. A seqüência de aminoácidos 
da proteína NifB está representada acima da seqüência de nucleotídeos do gene nifB.

4.2 Clonagem e Sequenciamento da Região a Jusante do Gene nifB

O fragmento de DNA correspondente a porção a jusante do gene nifB obtido pela técnica 

de PCR (item 3.12 de Material e Métodos), foi clonado no vetor pTZ18R, produzindo o 

plasmídeo pFRl. Este plasmídeo foi purificado e submetido a sequenciamento (item 3.17 de 

Material e Métodos). A seqüência de aminoácidos deduzida da seqüência de nucleotídeos 

do clone pFRl apresenta 51 % de identidade com aquela codificada pela ORF4 da região 3



do gene nifX  de Rhodohacter capsulatus (Figura 5), mas a região C-terminal do gene nifB 

ou o gene nifQ não foram identificada.
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TABELA 2. Similaridade e identidade da proteína NifB de H. seropedicae com a de 
proteínas homólogas de outros microrganismo s.

Microrganimo Similaridade {%) ___ Identidade (%

B. japonicum 74 62

R. capsulatus 71 57

K. £neumoniae ^  61 47

A identidade foi determinada com a relação entre o número de aminoácidos conservados e 
o número de aminoácidos totais da proteína enquanto a similaridade é dada pela relação 
entre o número de aminoácidos conservados somados às substituições por aminoácidos do 
mesmo grupo e o número de aminoácidos totais da proteína. As seqüência de aminoácidos 
das proteínas NifB de K. pneumoniae, R . capsulatus e Bradyrhizobium japonicum foram 
obtidas de sua seqüências de nucleotídeos contidas no banco de dados de seqüência 
(Genbank).
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FIGURA 4. Comparação entre as seqüência de aminoácidos das proteínas NifB de H. 
seropedicae, Bradyrhizobium japonicum e Klebsiella pneumoniae.

H s n i f B  MQPTQYVGIQDIKSLGTLLDKVAEHKGCGTSSEGGKASCGSSDGPADMAPEVWEKVKNHP
B j  n i  f  B --------------------------------------MQSITEHKGCRASAKTGRARLRSQAGRGDLPVEIWERVKNHP
K p n if B  ---------------------------------------------------MTSCSSFS-GGKACRPADDS— ALTPLVADKAAAHP

k k k #  ̂ ★ ★

H s n i f B  CYSEEAHHHYARMHVAVAPACNIQCNYCNRKYDCANESRPGWSEKLTPEQAAKKVFAVA
B j  n i  f  B CYSEDAHHHYARMHVAVAPACNIQCNYCNRKYDCANESRPGWSEKLTPEQAVRKVIAVA
K p n if B  C YS RH GHH RFARMH L P VAP ACNLQCNY CNRKFDC S N E S RP GVS S T LLT P EQAWKVRQ VA

k k k  k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k

H s n i f B  STIPQMTVLGIAGPGDPLANPAKTFKTFELISQTAPDIKLCLSTNGLALPDHIDTIAAFN
B j n i f B  T T IP  QMT VL GI AGP ADALAN PAKT FKT LALVT EAAP D I KL CL S TN GLAL P D YVDTIVRAK
K p n if B  QAIPQLSWGIAGPGDPLANIARTFRTLELIREQLPDLKLCLSTNGLVLPDAVDRLLDVG

k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k  k k k k ^

H s n i f B  VDHVTITTNMVDPEIGQHIYPWIYYQNKRWTGIDAARILHERQMLGLEMLTARGILCKVN
B j n i f B  VDHVTITINMVDPEIGAKIYPWIFFNHKRYTGIEAARILTNRQLQGLEMLSERGILCKIN
K p n if B  VDHVTVTINTLDAEIAAQIYAWLWLDGERYSGREAGEILIARQLEGVRRLTAKGVLVKIN

H s n i f B  SVMIPGINDQHLVEVNRAVKSRGAFLHNIMPLISAPEHGTVFGLNGQRGPSAQELKALQD
B j n i  fB  SVMIPNINDDHLVEVNKAVTSRGAFLHNIMPLISVPEHGTAFGLNGQRGPTAQELKTLQD
K p n if B  SVLIPGINDSGMAGVS RALRASGAFIHNIMPLIARPEHGTVFGLNGQPEPDAETLAATRS

k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k

H s n i f B  ACEGEMNMMRHCRQCRADAVGLLGEDRSAEFTTEKIEAMEVAYDGATRKAYQELVEQERQ
B j n i  fB  ACEGKINMMRHCGSA-ADAVGLLGEDRSAEFTNDQVMKMDVHYDLEMRKAYQKRVENERV
K p n if B  RCGEVMPQMTHCHQCRADAIGMLGEDRSQQFTQLPAPESLPAWLPILHQRAQLHAS---------

H s n i f B  AKSAAKAAEQQELAQMADQSGLSLLVAVATKGQGRVNEHFGHVSEFQIYEVSSAGSKFVG
B j n i f B  SKVAAGQKE— LAGVSGEMSAITVLVAVATKGSGLINEHFGHAKEFQLYELSTSGAKFVG
K p n if B   IATRGE-------------SE — ADDACLVAVAS S RGDVIDCHFGHADRFYIYSLSAAGMVLVN

k k k k k k k k k k k r̂ # r̂ . ^r . . ^ r 4r

H s n i f B  HRRVDQYCQGGYGEE— D ALETVIRAINDCHAVLVAKIGGCPKDDLQKVGIEPVDRY
B j n i f B  LRRVEGYCQAGYGEE— D RLSVIMRDIRDCHAVFVAKIGGCPKSGLIKAGIEPVDQF
K p n if B  ERFTPKYCQGRDDCEPQDNAARFAAILELLADVKAVFCVRIGHTPWQQLEQEGIEPCVDG

k k k k k k k k k k k  ̂ k k  ̂ k k k k

H s n i f B  AHEFIEQSVIAYFMDYLERVRSGQIEHRPRGDADIRQGAYTSVQST
B j n i f B  AYEYIEKSTIAWFRAYVGKVKRGEIQHVQRGVPPRWPGDRIS7VA—
K p n if B  AWRPVSEVLPAWWQQRRGSWP-AALPH— KG VA----------------------------

As seqüências de aminoácidos foram deduzidas da seqüência de nucleotídeos dos gene nifB 
e alinhadas. Em azul está destacado a região conservada que constitui um provável sítio de 
ligação a metal.
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FIGURA 5. Alinhamento da seqüência de aminoácidos deduzida da seqüência de 
nucleotídeos obtida do plasmídeo pFRl com a da orf4 de Rhodobacter capsulatus da região 
do gene nifá.

Hs 3 ELIKQWRAQDTHGAWDGKSNADLLAPYII
+L+ RA+D+HG WD K+N+++L +1+

Rc 21 QLVAVIRAEDSHGLWDDKTNSEILREFIV

Hs TREQRREIPIIGDPDPEXLWRLELFYN 170
T E+RR +PIIGDPDPE +WR+ FY+

Rc TAEERRSMPIIGDPDPELIWRMTKFYD 76

Alinhamento da seqüência de aminoácidos deduzida da seqüência de nucleotídeos do clone 
pFRl obtido por PCR com a da orf4 de Rhodobacter capsulatus da região do gene nifX.

4.3 Estudo da Regulação do Gene nifB de K  seropedicae

Os ensaios fisiológicos foram realizados através da determinação da atividade de p- 

galactosidase de estirpes de H. seropedicae e E. coli contendo fusões nifBr.lacZ.
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4.3.1 Regulação do Promotor nifB em Fusão Plasmidial

O fragmento Pstl-BamHl do plasmídeo pEMS300A (SOUZA et a i,  1991) foi 

clonado no vetor de fusão lacZ pPW452 produzindo o plasmídeo pEMS140. Neste 

plasmídeo toda a região promotora do gene nifB está presente (Figura 6).

4.3.1.1 Estudo da Regulação do Gene nifB de H. seropedicae em Estirpes de E. coli

As estirpes de E. coli utilizadas foram a TH1 {rpoK) e ET8894 (ntrC), contendo o 

plasmídeo pEMS140 (fusão nifBv.lacZ). Quando estas estirpes foram crescidas em meio 

mínimo na presença ou ausência de cloreto de amônio os níveis de p-galactosidase foram 

muito baixos. O plasmídeo pMC71A (expressa o gene nif A de K. pneumoniae 

constitutivamente) introduzido nas estirpes contendo a fusão nifB::lacZ, provocou um 

aumento de 35 vezes na atividade de p-galactosidase quando a fusão estava na estirpe 

ET8894 mas não na estirpe TH1 (Tabela 3). O atividade de p-galactosidase da estirpe 

ET8894 (pEMS 140/pMC71 A) independeu da presença ou ausência de cloreto de amônio 

no meio de cultura.
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FIGURA 6. Representação esquemática do plasmídeo pEMS140

Pstl

O plasmídeo pEMS140 possui o fragmento Sal l/Pst I de 0,9 kb clonado no vetor pPW452. 
O sítio de ligação para NifA está representado em lilás, o promotor -24/-12 em vermelho, a 
região codificadora do gene nifB em azul claro e o gene lacZ em amarelo.

4.3.1.2 Estudo da Regulação do Gene nifB de H. seropedicae em Estirpes de H. 

seropedicae

O plasmídeo pEMS140 foi introduzido por conjugação nas estirpes selvagem SmRl 

e mutante nifA  (SmR54) de H. seropedicae e os ensaios foram conduzidos em condições 

de fixação de nitrogênio ou não, isto é, presença ou ausência de íons amônio e baixa ou alta



tensão de oxigênio. Sob condições de fixação de nitrogênio, os níveis de P-galactosidase da 

estirpe SmRl (pEMS140) foram cerca de vinte vezes superiores àqueles obtidos em 

condições de repressão (presença de íons amônio) (Tabela 4), sugerindo que o gene nifB só 

é expresso em condições de baixos níveis de íons amônio e oxigênio. Quando a mesma 

fusão nifBv.lacZ foi testada na estirpe n if A' não houve ativação da expressão do gene nifB 

na ausência de NH4C1 e 1,5% de oxigênio (Tabela 4).

4.3.2 Regulação do Promotor nifB em Fusões Cromossomais em H. seropedicae

A estirpe de Herbaspirillum seropedicae SmR2126 contém uma fusão cromossomal 

nifBv.lacZ e foi construída conjugando a estirpe SmRl com o plasmídeo pEMSl 10 seguida 

de seleção em meio NFbHPN contendo tetraciclina e estreptomicina. O plasmídeo 

pEMSllO (SOUZA, 1991) contém 0  transposon Tn5-21 inserido no gene nifB e o gene 

lacZ (desprovido de seu promotor) do transposon está na mesma orientação de transcrição 

que 0  gene nifB. Quando a expressão do gene nifB foi investigada utilizando esta estirpe, os 

níveis de p-galactosidase foram reprimidos em mais de 95% na presença de 20 mmol/L de 

NH4CII e/ou 20% de oxigênio (Tabela 5). Novamente os resultados demonstram a regulação 

do promotor do gene nifB de H. seropedicae pelo produto do gene n if A e pelos níveis de 

íons amônio e tensão de oxigênio.

A estirpe SmR2126/l foi construída a partir de SmR2126 pela introdução do cassete 

contendo o gene de resistência a canamicina no gene n if A, produzindo 0  genótipo
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nifB::lacZ, ra/i::Km. Nesta estirpe o promotor do gene nifB não foi ativado em qualquer 

das condições testadas (Tabela 5).
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TABELA 3 .Expressão do gene nifB de H. seropedicae em estirpes de E. coli.

Atividade de (3-alactosidase
(Unidades Miller)

Estirpe Plasmídeo - N lV  + NH4+

THI (rpoN") 0 (0 ) 0 (0 )

THI pEMS140 1 ( 1 ) 1(1 )

THI pEMS 140/pMC71A 1 (2 ) 0 (0 )

ET8894 - 0 (0 ) 3 (1 )

ET8894 pEMS140 5(0) 7(7)

ET8894 pEMS 140/pMC71A 179 (20) 195 (20)

Valores obtidos nos ensaios de (Lgalactosidase em estirpes. THI (rpoN) e ET8894 
(AglnAntrBCrpolf) de E. coli na ausência e na presença dos plasmídeos pEMS140 
{nifBr.lacZ) e pMC71A (NifA de K. pneumoniae expresso constitutivamente). - NH**, 
culturas crescidas na presença serina 1 0 0  pg/ml; + NH4+, culturas crescidas na presença de 
NH4CI (20 mmol/L). As determinações foram realizadas como descrito no item 3.24.1 de 
Material e Métodos. Os valores numéricos correspondem a média de pelo menos três 
ensaios e entre parênteses estão os valores de desvio-padrão.



TABELA 4. Efeito do oxigênio e íons amônio sobre a expressão do gene nifB em H. 

seropedicae a partir de fusão plasmidial.
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Atividade de (3 - gaíactosidase (Unidades Miller)

Estirpes Plasmídeos -NH4+ 

20% O2

-NH4+ 

1,5% 0 2

+ NHt+ 

20% 0 2

+ NH,+ 

1,5% 0 2

SmRl - 2(4) 0(0) 0(0) 1(2)

SmRl pEMS140 18(4) 208 (46) 3(2) 11(5)

SmRl pPW452 16(1) 32,1 (4) 40(0) 48 (14)

SmR54 2 (2 ) 4,5 (3) 1(0) 3(1)

SmR54 pEMS140 12(1) 8,9 (2) 5(2) 11(2)

SmR54 pPW452 5(3) 13,3 (10) 12(2) 22(3)

Valores obtidos nos ensaios de (3-galactosidase em estirpes de H. seropedicae SmRl 

(selvagem) e SmR54 {nifA') e contendo a fusão plasmidial (pEMS140; nifB::lacZ). - NH4+, 

culturas crescidas na ausência de NH4CI; + N H /, culturas crescidas na presença de NH4CI 

(20 mmol/L), As determinações foram realizadas como descrito no item 3..24.1 de Material 

e Métodos. Os valores numéricos correspondem a média de pelo menos três ensaios e entre 

parênteses estão indicados os valores de desvio-padrão.
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TABELA 5. Expressão do gene nifB em H. seropedicae é dependente da proteína NifA.

Atividade de p-galactosidase (Unidades Miller)

ESTIRPE - N H / - N H / + N H / - N H /

20% 0 2 1,5% 0 2 20% O2_ 1,5% 0 2

SmR2126 0(0) 550(156) 25 (22) 4(6)

SmR2126/l 37(10) 17(5 1) 12 (12) 19(2)

Valores obtidos nos ensaios de p-galactosidase nas estirpes de H. seropedica SmR2126 
(fusão nifBr.lacZ) e SmR2126/1 {nifA: :Km e nifBrãacZ). - N H /, culturas crescidas na 
ausência de NH4CI; + N H /, culturas crescidas na presença de NH4CI (20 mmol/L). As 
determinações foram realizadas como descrito no item 3.24.1 de Material e Métodos. Os 
valores numéricos correspondem a média de pelo menos três ensaios e entre parênteses 
estão os valores de desvio-padrão.

4.4 Superexpressão e Purificação Parcial da Proteína NifA de K. pneumoniae

A proteína NifA de K. pneumoniae foi superexpressa e parcialmente purificada a 

partir das estirpes de E. coli TH1 (rpoN) e ET8894 (ntrC) contendo 0  plasmídeo pN H ll. 

O plasmídeo pN H ll contém 0  gene n if A de K. pneumoniae clonado sob controle do 

promotor tac, induzido por IPTG (0,1-1 mmol/L). A Figura 7 mostra o eletroforetograma 

em gel de poliacrilamida (10%) na presença de SDS (PAGE-SDS) antes e após indução 

com IPTG. A eletroforese revelou a presença de uma nova banda de proteína com uma



massa molecular de aproximadamente 60 kDa nas estirpes contendo pNHl 1 e induzidas 

com IPTG.
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FIGURA 7. Eletroforetograma de proteínas em gel de SDS-PAGE dos extratos livre de 
células das estirpes de E. coli expressando a proteína NifA de K. pneumoniae.

1 2 3  4 5  6 7 8  9

As estirpes de E. coli TH1 ( rpoN) e ET8894 ( *) contendo ou não o plasmídeo pNHl 1
(expressa a proteína NifA de K. pneumoniae a partir do promotor tac) foram crescidas em 
meio LB e induzidas com IPTG, conforme o item 3.19 (Material e Métodos).

1. Marcador de massa molecular
2. Extrato de TH 1
3. Extrato de TH1 induzida com IPTG
4. Extrato de TH1 (pN H ll)
5. Extrato de TH 1 (pNH 11) induzida com IPTG
6. Extrato de ET8894
7. Extrato de ET8894 induzida com IPTG
8. Extrato de ET8894 (pNH 11)
9. Extrato de ET8894 (pNH 11) induzida com IPTG
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4.5 Superexpressão da Proteína RpoN de K. pneumoniae

A proteína RpoN foi superexpressa em E. coli TH1 contendo o plasmídeo 

pWVC93025. A Figura 8 mostra o eletroforetograma em PAGE-SDS das proteínas totais 

desta estirpe antes e após indução com IPTG. Uma banda de massa molecular aproximada 

de 72 kDa, correspondente a RpoN, pode ser visualizada após indução.

4.6 Purificação da Proteína RpoN K. pneumoniae

A proteína RpoN de K. pneumoniae foi purificada utilizando o método de Hunt & 

Magasanik (1985) modificado. As modificações realizadas no processo de purificação da 

proteína RpoN consistiram na utilização de Triton X-100 como agente solubilizante e na 

substituição, na etapa final de purificação por cromatografía de exclusão molecular, da 

coluna AcA44 (LKB) pela supero se 12HR. Quando as células foram lisadas no tampão 

sugerido por Hunt & Magasanik (1985) a proteína RpoN permaneceu no precipitado. Após 

a adição de Triton X-100 (0,1%) a maior parte da proteína passou ao sobrenadante (dados 

não mostrados).



84

4.6.1 Cromatografia em Coluna de DEAE-Cellulose

A amostra (17 mL) contendo 97 mg de proteína foi aplicada em coluna de DEAE- 

Cellulose para eliminar o DNA presente. Uma vez que a proteína RpoN não se liga a resina 

quando a concentração de NaCl for 350 mM (HUNT & MAGAS ANIK, 1985), mas o DNA 

ainda está ligado em 500 mM de NaCl, foi possível reter o DNA na resina e coletar a 

proteína no eluato da coluna. O eluato (35 mL) foi precipitado com 30% de sulfato de 

amônio e o sobrenadante foi precipitado com 60% de sulfato de amônio. O precipitado, 

contendo a proteína RpoN, foi dissolvida em 12,5 mLde tampão A.

4.6.2 Cromatografia em Coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow

Sessenta e duas miligramas de proteína total foi aplicada na coluna e 12 mg foi 

recuperada nas frações 305 a 360 (NaCl 0,42-0,47 mol/L), que continha a banda 

correspondente a proteína RpoN. A proteína RpoN devido a presença de um domínio 

altamente ácido, liga-se muito mais fortemente a DEAE que a maioria das proteínas de E.

coli (HUNT & MAGAS ANIK, 1985 e FISHER, 1994).
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4.6.3 Cromatografia em Superose 12

A amostra contendo 12 mg de proteína sofreu a última etapa de purificação ao ser 

eluída na coluna Superose 12 HR 10/30. As frações 47 a 53 (3,5 mL) foram coletadas e 

submetidas a eletroforese em PAGE-SDS. Após esta etapa de purificação foi obtida uma 

proteína pura o suficiente para a realização do ensaio de retardamento em gel. As frações 

52 e 53 foram utilizadas nos ensaios e continham 500 pg e 350 pg de proteína total, 

respectivamente.

A purificação parcial da proteína RpoN foi realizada a partir de 97 mg de proteína 

solúvel na extrato bruto e 3 mg de RpoN foram obtidos com uma pureza aproximada de

80%.

A Figura 8 mostra a purificação gradativa da proteína durante as várias etapas de 

purificação que foi submetida. Na Tabela 6 estão representados as concentrações de 

proteínas nas principais etapas de purificação e o grau de pureza obtido por densitometria.



FIGURA 8. Eletroforetograma de proteínas em gel de SDS-PAGE das etapas de 
purificação da proteína RpoN.
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Alíquotas (20pL) das frações obtidas durante cada etapa de purificação da proteína RpoN 
foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE (10%) e as proteínas foram coradas com 
coomassie blue (Material e métodos item 2.21).

1. Marcador de massa molecular
2. Extrato livre de células de TH1 (pWVC93025).
3. Extrato livre de células deTHl (pWVC93025) induzido com IPTG.
4. Sobrenadante do lisado.
5. Precipitado do lisado.
6. Frações reunidas do eluato da coluna de DEABSellulose
7. Precipitado das frações reunidas da coluna de DEAE-Cellulose após precipitação com 

sulfato de amônio 30%
8. Sobrenadante das frações reunidas da coluna de DEAE-Cellulose após precipitação com 

sulfato de amônio 30%
9. Sobrenadante das frações reunidas da coluna de DEAE-Cellulose após precipitação com 

sulfato de amônio 30-60%
10. Precipitado das frações reunidas da coluna de DEAE-Cellulose após precipitação com 

sulfato de amônio 30-60%
11. Frações reunidas (305-360) da coluna de DEAE-sepharose.
12. Fração 52 da coluna Superose 12
13. Fração 53 da coluna Superose 12



TABELA 6. Tabela de purificação da proteína RpoN.
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Etapas de purificação Volume de 
Amostra

(ml) ........

Proteína Total
(mg)

Concentração de 
proteína (mg/ml)

Lisado 17 97 _ ..'....~ 5 J ....... ....

Eluato da coluna de DEAE- 35 66 1,9
Cellulose

Precipitação com sulfato de 12,5 56 4,5
amônio

Eluato da coluna de DEAE- 14,6 12 0,96
Sepharose

Eluato da coluna de 3,5 3 0,85 *
Superose-12

* A percentagem de pureza da proteína RpoN foi determinada por densitometria e 
correspondeu a 80%

4.7 Ensaio de Retardamento Eletroforético do Promotor nifB pela NifA ou RpoN

4.7.1 Ensaio de Retardamento Eletroforético do Complexo Promotor nifB-pioXdm NifA

Neste ensaio foi possível verificar a presença de complexo DNA-proteína quando 

extratos parcialmente purificados das estirpes contendo o plasmídeo pNHl 1 foram testadas



contra o promotor do gene nifB de H. seropedicae marcado radio ativamente (Figura 9). A 

ligação da proteína ao DNA foi detectada mesmo na presença de alta concentração de DNA 

de timo, o que sugere ligação específica DNA-proteína. Entretanto, também foi possível 

detectar a formação de complexo entre proteína e DNA quando foi utilizado extrato da 

estirpe ET8894 (ntrC) que não continha o plasmídeo pN H ll. Este resultado sugere a 

interação do promotor nifB com a proteína RpoN, uma vez que não ocorreu com a estirpe 

TH1 (rpoN).

4.7.2 Ensaio de Retardamento em Gel do Complexo Promotor «//B-proteína RpoN

A proteína RpoN purificada foi capaz de se ligar com a região promotora do gene 

nifB de H. seropedicae. A Figura 10 mostra que quando a concentração de RpoN aumenta 

de 0,9 pinol a 9 pmol a intensidade da banda do complexo RpoN-DNA também aumenta. 

Quando o fragmento contendo o promotor nifB não marcado foi adicionado ao sistema, a 

banda do complexo não foi visualizado (Figura 11).



89

FIGURA 9. Ensaio de retardamento em gel do complexo promotor n//B-proteína NifA

Extratos livre (20 pg) de células das estirpes TH1 (rpoN~) e ET8894 (AglnAntrBC, rpoKT) 
contendo ou não o plasmídeo pNHl l  (expressa a proteína NifA de K. pneumoniaé) foram 
adicionados ao fragmento de 280 pares de base contendo o promotor nifB marcado 
radiativamente na presença ou ausência de 1 pg de DNA de timo de bezerro (item 3.22 de 
Material e Métodos).

1. Nenhuma proteína adicionada
2. Extrato livre de células TH1 e DNA de timo
3. Extrato livre de células TH1 (pNHl 1) e DNA de timo
4. Extrato livre de células ET8894 e DNA de timo
5. Extrato livre de células ET8894 (pNHl 1) e DNA de timo
6. Extrato livre de células TH1
7. Extrato livre de células TH1 (pNHl 1)
8. Extrato livre de células ET8894
9. Extrato livre de células ET8894 (pNHl 1)



90

FIGURA 10. Efeito da concentração da proteína RpoN na formação do complexo promotor
«//B-RpoN .

1 2  3 4  5

C O M P L E X O
D N A - P R O T E Í N A

D NA L I V R E

A proteína RpoN de K. pneumoniae parcialmente purificada foi adicionada ao fragmento de 
280 pares de base contendo o promotor nifB marcado radiativamente (item 2.22 de Material 
e Métodos).

1. Nenhuma proteína adicionada
2. 1 pg de proteína RpoN
3. 3 pg de proteína RpoN
4. 6 pg de proteína RpoN
5. 10 pg de proteína RpoN
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FIGURA 11. Efeito do DNA competidor homólogo na formação do complexo promotor
«i/B-RpoN .

A proteína RpoN de K. pneumoniae parcialmente purificada (10 pg) foi adicionada ao 
fragmento de 280 pares de base contendo o promotor nifB marcado radiativamente e, 
quando indicado, DNA competidor homólogo não marcado (item 2.22 de Material e 
Métodos).

1. Nenhuma proteína adicionada
2. Proteína RpoN
3. Proteína RpoN e DNA competidor frio (6,66 ng)
4. Proteína RpoN e DNA competidor frio (66,6 ng)
5. Proteína RpoN e DNA competidor frio (666 ng)

DNA LIVRE

- COMPLEXO 
DNA-PROTEÍNA



5 DISCUSSÃO
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Neste trabalho foi determinada a seqüência do gene nifB de Herbaspirillum 

seropedicae e estudada a regulação de seu promotor através de fusões cromossomais e 

plasmidial em H. seropedicae e E. coli.

Analisando a seqüência de aminoácidos (SOUZA et al., 1991b) que codificava parte 

do gene nifB, foi verificada a presença de duas regiões consenso para sítio de ligação para a 

proteína NifA e um sítio característico de ligação para o fator alternativo gn da RNA 

polimerase. Estes resultados levaram os autores a sugerir que a expressão do gene nifB de

H. seropedicae é dependente da proteína ativadora NifA e da holoenzima RNA polimerase- 

oN. Porém, nenhuma evidência fisiológica ou genética foi apresentada para comprovar esta 

hipótese.

Inicialmente a expressão do promotor nifB foi ensaiada em estirpes de Escherichia 

coli contendo a fusão plasmidial nifB::lacZ (plasmídio pEMS140) na presença e ausência 

da proteína NifA (expressa constitutivamente do plasmídeo pMC71A) sob condições 

limitantes ou de excesso de nitrogênio fixado. Duas estirpes de E. coli mutantes foram 

utilizadas nos ensaios: a estirpe ET8894, mutante AglnAntrBC, foi escolhida para evitar a 

eventual ativação do promotor -24/-12 pela proteína ativadora NtrC; e a estirpe TH1, 

mutante rpoN, para testar a necessidade do fator gn na expressão do gene nifB de H. 

seropedicae. A estirpe ET8894 (pEMS140) apresentou níveis basais de p-galactosidase, 

mas quando esta estirpe foi transformada com o plasmídeo pMC71 A a atividade aumentou 

significativamente, indicando que o gene nifB de H. seropedicae é ativado pela proteína



NifA. Por outro lado, na estirpe TH1 os níveis foram muito baixos em qualquer das 

situações testadas, indicando que a expressão do gene nifB de H. seropedicae não ocorre 

em estirpes mutantes rpolST e que o gene nifB é transcrito exclusivamente pelo promotor 

RpoN-dependente. O nível de expressão do gene nifB na estirpe ET8894 (pEMS140 

pMC71A) foi independente da presença de íons amônio. Isto ocorreu porque o gene nifA 

de K. pneumoniae é expresso constitutivamente a partir do promotor tet do plasmídeo 

pMC71 A e esta proteína NifA não é sensível a íons amônio (BUCHANAN-WOLLASTON 

etal., 1981; FISCHER, 1994).

Quando o plasmídeo pEMS140 foi introduzido nas estirpes de H. seropedicae 

selvagem e nifA', a expressão do gene nifB foi observada apenas na estirpe SmRl 

(selvagem) desreprimida em 1,5% de oxigênio e na ausência de íons amônio. Perfil de 

expressão semelhante foi encontrado na estirpe SmR2126 (com a fusão cromossomal 

nifBr.lacZ). Altas concentrações de NEUCl (20 mmol/L) ou oxigênio (20%) reprimiram a 

expressão do gene nifB. Por outro lado, na estirpe SmR54 0  gene nifB não foi expresso em 

nenhuma das condições testadas, indicando novamente o requerimento da proteína NifA 

para expressão do gene nifB.

Apesar do gene nifA de H. seropedicae ser expresso na estirpe selvagem na 

presença de ar (20% de oxigênio) (PEDROSA et al., 1997) o gene nifB não foi expresso na 

ausência de NH4CI e presença de ar. Este resultado pode ser explicado pela sensibilidade da 

própria proteína NifA de H. seropedicae a altos níveis de íons amônio (PEDROSA et al., 

1997). O controle da atividade da proteína NifA pelos níveis de nitrogênio fixado 

aparentemente ocorre via proteína PII (BENELLI et al., 1997). Além disto a proteína NifA 

de H. seropedicae é diretamente regulada por oxigênio (SOUZA et al., 1991b; PEDROSA,
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1997) como ocorre com aquelas de R. meliloti, B. japonicum e R. leguminosarum 

(FISCHER, 1994) em contraste com a de K. pneumoniae (FISCHER, 1994).

Para estudar a interação entre a região promotora do gene nifB de H. seropedicae 

com as proteínas NifA e RpoN, estas proteínas de K. pneumoniae foram parcialmente 

purificadas e ensaios de ligação in vitro foram realizados.

Nos ensaios de ligação com a proteína NifA foi utilizado extrato livre de células de 

duas estipes de E.coli, uma RpolNT (ET8894) e outra RpoN' (TH1) contendo ou não o 

plasmídeo superexpressando a proteína NifA de K. pneumoniae (pNHll). Os ácidos 

nuclêicos foram removidos por tratamento com sulfato de estreptomicina e as proteínas 

foram concentradas por precipitação com sulfato de amônio. Os ensaios de ligação foram 

realizados pelo método de retardamento em gel. Uma banda contendo o DNA marcado e de 

menor velocidade de migração foi identificada quando estavam presentes as proteínas 

extraídas das estirpes de E. coli contendo plasmídeo pNHl 1. O mesmo resultado foi obtido 

quando DNA de timo de bezerro (DNA competidor heterólogo) foi adicionado. Estes 

resultados sugerem que a seqüência de ligação para a proteína NifA presente no promotor 

nifB é fisiologicamente ativa. Por outro lado, proteínas da estirpe ET8894, mas não da 

estirpe TH1, também foram capazes de se ligar fracamente ao promotor do gene nifB. Este 

resultado pode ser devido a presença do fator a N em ET8894.

Para verificar se o fator gn era capaz de se ligar especificamente ao promotor do 

gene nifB, a proteína RpoN (aN) de K. pneumoniae foi purificada (pureza aproximada de 

80%) e utilizada em ensaios de retardamento em gel com o promotor do gene nifB marcado 

radiativamente.
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Uma banda de retardamento foi claramente visível na presença do fator gn e 

desapareceu quando DNA competidor homólogo foi adicionado ao sistema, indicando 

ligação específica com o promotor nifB de H. seropedicae.

Os estudos de expressão do gene nifB de H. seropedicae in vivo e ligação de 

proteínas in vitro juntos indicam fortemente que a expressão deste gene é dependente da 

proteína NifA e requer o fator a N.

O fragmento de DNA SalL de 1,1 Kb contido no plasmídio pEMS304 (SOUZA et 

al., 1991) foi completamente sequenciado. A análise deste fragmento mostrou uma única 

região codificadora de proteínas cujo produto apresentou uma identidade de 47 a 62% com 

a proteína NifB de outros organismos. Aquele fragmento, isolado do plasmídeo pEMSl, é 

contíguo ao fragmento de 2,1 Kb que contém os primeiros 162 codons do gene nifB. A  

união da seqüência obtida por Souza et al., (1991) com a obtida aqui permitiu a 

determinação da quase totalidade da seqüência do gene nifB de H. seropedicae. A  

seqüência de aminoácidos da proteína NifB de H. seropedicae possui o agrupamento de 

cisteínas característico de proteína NifB: C-X3-C-X2-C-X5-C. Este agrupamento é similar 

àqueles de proteínas que contém grupos Fe-S (BUIKEMA et al., 1987) e presumivelmente 

ligam um grupo Fe-S quando a proteína NifB se encontra na forma de NifB-co.

Nenhum codon de parada de leitura foi identificado na seqüência obtida, indicando 

que este gene não está completo. Porém, a comparação da seqüência de aminoácidos e do 

tamanho da proteína NifB de H. seropedicae deduzida desta seqüência (522 aminoácidos) 

com a de outros organismos (Klebsiella pneumoniae, 468; Bradyrhizobium japonicum, 

498) sugere que o codon de parada deve estar muito próximo do final da região 

sequenciada. Outra possibilidade é um possível erro de leitura de base, causando a 

eliminação do codon de parada.
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Com o objetivo de isolar e sequenciar a região a jusante do gene nifB, incluindo os 

últimos codons, um "primer" complementar a região final sequenciada do gene nifB foi 

construído ("primer’' niíBl) e utilizado numa reação de amplificação de DNA em cadeia 

(PCR) (PARK et al., 1996). O DNA total (cromossomal) de H. seropedicae foi utilizado na 

primeira PCR. Nesta etapa foi produzido um DNA de fita simples, pois só um "primer" foi 

utilizado. O produto desta reação foi utilizado numa segunda reação de PCR utilizando o 

"primer" nifBl e o "primer" universal. Esta etapa foi feita em baixa estringência, permitindo 

que o "primer" universal se ligasse inespecificamente a uma região a jusante do "primer" 

nifBl. O produto de amplificação de 1,2 Kb foi clonado (plasmídeo pFRl) e parcialmente 

sequenciado. A análise da seqüência de aminoácidos deduzida desta seqüência de 

nucleotídeos mostrou uma proteína que apresentou 51% de identidade com aquela 

codificada pela ORF4 da região do gene nifX  de R. capsulatus. Além disto, a seqüência de 

nucleotídeos foi idêntica aquela obtida por Klassen (1997, comunicação pessoal) da região 

dos genes nifEN de H. seropedicae. De fato, o gene nifX  de Rhodobacter capsulatus possui 

uma região homóloga à região C-terminal do gene nifB e está localizado adjacente aos 

genes nifEN  (MORENO-VTVTAN et al., 1989). Aparentemente, o gene nifX  de H. 

seropedicae também possui região homóloga ao nifB, permitindo que o "primer" 

hibridizasse e a TaqDNA polimerase amplificasse a região do gene nifX  e não a do nifB.
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6 CONCLUSÕES

1. A expressão do gene nifB de Herbaspirillum seropedicae é ativada pela proteína NifA.

2. A expressão do gene nifB de Herbaspirillum seropedicae requer o fator sigma 

alternativo (RpoN,a54).

3. O promotor do gene nifB de Herbaspirillum seropedicae interage especificamente com 

as proteínas NifA e RpoN.

4. A proteína NifB de Herbaspirillum seropedicae é altamente similar às proteínas de 

Bradyrhizobium japonicum (62%), Rliodobacter capsulatus (57%) e Klebsiella 

pneumoniae (47%), especialmente na região N-terminal no agrupamento de cisteínas C- 

X3-C-X2-C-X5-C.
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