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NISHIKAWA, C. Y. Expresséo e caracterizacdo de uma forma N-truncada da proteina
NifA de Azospirillum brasilense. 2010. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias-Bioquimica)
— Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR, Brasil.

RESUMO

Azospirillum brasilense é uma bactéria fixadora de nitrogénio que se associa com diversas
plantas agricolas de interesse comercial como o arroz, o milho e o trigo. E muito estudado por
seu potencial como biofertilizante, podendo reduzir a utilizacdo de fertilizantes quimicos
nitrogenados e consequentemente os danos ao meio ambiente, como a eutrofizacdo de rios e a
acidificacdo do solo. Neste microrganismo 0s genes responsaveis pela fixacdo de nitrogénio
(genes nif) necessitam de uma proteina ativadora transcricional, a NifA. A proteina NifA tem
sua atividade regulada pelos niveis de oxigénio e de fons NH;" e possui trés dominios
funcionais. O dominio N-terminal é responsavel pelo controle negativo dos niveis
intracelulares de nitrogénio; o dominio central interage com o fator sigma-54 da RNA
polimerase e possui um motivo de hidrélise de ATP e o dominio C-terminal possui um
motivo hélice-volta-hélice responsavel pela ligagcdo da proteina ao DNA. Esses dominios séo
interligados por regides interdominio QL (N-terminal e Central) e IDL (Central e C-terminal).
Na extremidade final do dominio central e inicio do interdominio IDL ha um motivo
conservado de residuos de cisteinas provavelmente envolvidos na sensibilidade da proteina ao
oxigénio. Neste trabalho a proteina NifA de A. brasilense foi expressa e purificada em uma
forma N-truncada fusionada a uma cauda contendo residuos de histidina e caracterizada em
ensaios de ligagdo ao DNA in vitro e de ativacdo transcricional in vivo. A proteina
recombinante His-NifA N-truncada purificada atingiu 80% de pureza com rendimento de
0,43mg de proteina por litro de cultura. A proteina purificada foi capaz de se ligar a regido
promotora do gene nifB de Herbaspirillum seropedicae. Ensaios in vivo com a proteina NifA
N-truncada contendo ou ndo cauda de histidina mostraram capacidade de ativar o promotor
nifH de Klebsiella pneumoniae a partir de uma fusdo nifH::lacZ na auséncia de oxigénio.
Nossos resultados também indicaram que a NifA N-truncada de A. brasilense parece ser
menos sensivel ao oxigénio que a NifA N-truncada de H. seropedicae.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica de nitrogénio, Azospirillum brasilense, proteina NifA.



NISHIKAWA, C. Y. Expressdo e caracterizacdo de uma forma N-truncada da proteina NifA de
Azospirillum brasilense. 2010. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias-Bioquimica) —
Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR, Brasil.

ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a nitrogen-fixing bacterium which associates with important
agricultural crops such as rice, wheat and maize. It can be used as a biofertilizer, replacing
chemically produced nitrogen fertilizer. In this bacterium the expression of genes responsible
for nitrogen fixation (nif genes) is dependent on the transcriptional activator NifA, the activity
of which is controlled by both ammonium and oxygen. NifA contains three structural
domains: the N-terminal domain is responsible for the negative control by fixed nitrogen; the
central domain has the AAA motif involved in ATP hydrolysis and interacts with the RNA
polymerase sigma-54 cofactor; the C-terminal domain contains a helix-turn-helix motif
involved in DNA-binding. These domains are linked by the two interdomain regions: QL (N-
terminal to central domain) and IDL (central to C-terminal domain). Between the central
domain end and the IDL interdomain there is a cysteine-cysteine motif probably involved in
the oxygen-sensitivity of NifA. In this work we have expressed and purified an N-truncated
form of NifA fused to a histidine tag and assayed for DNA binding. Under our experimental
conditions, we were able to obtain an 80% pure protein and a yield of 0,43mg protein per liter
of culture. The purified protein bound to the Herbaspirillum seropedicae nifB promoter
region. We also tested the transcriptional activation of the N-truncated NifA protein in vivo
using a nifH::lacZ fusion. The N-truncated NifA, with or without a His-tag sequence activated
transcription of the Klebsiella pneumoniae nifH promoter in the absence of oxygen and
showed no control by ammonium. Our results also suggest that the A. brasilense N-truncated
NifA protein is less oxygen-sensitive than the H. seropedicae N-truncated NifA.

Key-words: Biological nitrogen fixation, Azospirillum brasilense, NifA protein.
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1.  INTRODUCAO

1.1 Género Azospirillum

As bactérias do género Azospirillum pertencem a classe das o-Proteobactérias
(YOUNG et al, 1992) e sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico. Estas bactérias foram
isoladas da rizosfera de plantas de diversas partes do mundo de climas temperado e tropical.
Entre as plantas com as quais se associam estdo o trigo, o milho, o arroz e a cana-de-agucar,
plantas de grande interesse comercial (DOBEREINER; DAY, 1976). A maioria destas
bactérias coloniza superficialmente as raizes das plantas, mas algumas espécies sao capazes
de se associar endofiticamente (PATRIQUIN; DOBEREINER; JAIN, 1983).

Azospirillum é o género melhor caracterizado de rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas. Este efeito tem sido atribuido a diversos fatores, entre eles a fixacéo
bioldgica de nitrogénio e a producao de hormdnios promotores do crescimento para as plantas
(STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). Como este trabalho se relaciona a regulacédo
do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio, apenas este fator sera abordado nesta revisao

bibliogréfica.

Atualmente sdo descritas doze espécies pertencentes ao género Azospirillum: A.
brasilense, A. lipoferum (TARRAND; KRIEG; DOBEREINER, 1978), A. halopraeferens
(REINHOLD et al., 1987), A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983), A. irakense
(KHAMAS et al., 1989), A. largimobile (DEKHIL et al., 1997), A. doebereinerae (ECKERT
etal., 2001) e A. oryzae (XIE; YOKOTA, 2005). A.melinis (PENG et al., 2006), A. canadense
(MEHNAZ ; WESELOWSKI; LAZAROVITS, 2007a), A. zeae (MEHNAZ;
WESELOWSKI ; LAZAROVITS, 2007b), A. rugosum (YOUNG et al., 2008). Entre as varias

espécies, A. brasilense e A. lipoferum sdo as melhor caracterizadas.

1.2 Fixacdo biologica de nitrogénio

A forma mais abundante do elemento nitrogénio, necessario para a sintese de
inimeras biomoléculas, é o gas dinitrogénio (N;), que constitui aproximadamente 80% da

atmosfera da Terra (POSTGATE, 1982). No entanto, o nitrogénio constitui um elemento
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limitante para o desenvolvimento de microrganismos, plantas e animais, pois apenas alguns
procariotos (diazotrofos) sdo capazes de converter o nitrogénio atmosférico em aménio, forma
metabolicamente utilizavel para a sintese de biomoléculas. Desta forma, os organismos
incapazes de fixar nitrogénio atmosférico, acabam por utilizar o nitrogénio que foi fixado
pelos diazotrofos (BURRIS, 1991).

A disponibilidade de nitrogénio fixado constitui um dos fatores limitantes para a
producdo agricola, cuja demanda tem aumentado com o crescimento populacional (DIXON;
KHAN, 2004). Os vegetais podem obter o elemento nitrogénio através de microrganismos
diazotrofos ou através de fertilizantes nitrogenados. Estes, porém, constituem o mais caro dos
fertilizantes agricolas utilizados, além de causarem impactos ambientais indesejaveis, pois
aproximadamente 50% do fertilizante aplicado sdo perdidos e carregados por acdo de chuvas
e erosdo (PEDROSA, 1987). Dessa forma, a utilizagdo de microrganismos diazotrofos na

agricultura é de grande interesse econdémico e ambiental.

O processo de fixacdo de nitrogénio é realizado pelo complexo enzimatico chamado
nitrogenase, que catalisa a reducdo do N, a NH," através da seguinte reacio (POSTGATE,
1982):

nitrogenase

N, + 10H" +8¢” + 16Mg.ATP 2NH," + H, + 16Mg.ADP + 16Pi

O complexo da nitrogenase é formado por duas proteinas distintas: a dinitrogenase
(também chamada de proteina Fe-Mo, codificada pelo gene nifDK), que contém o sitio
catalitico da enzima responsavel por reduzir N, a NH,", e a dinitrogenase redutase (também
chamada proteina Fe, codificada pelo gene nifH), responsavel por doar elétrons para a
dinitrogenase (BURRIS, 1991). Esta transferéncia de elétrons envolve a hidrolise de ATP,
dessa forma, devido ao alto custo energético para a célula, o processo de fixacdo de nitrogénio
é altamente controlado, tanto na atividade da nitrogenase quanto na expressao dos seus genes
(POSTGATE, 1982).

Para o funcionamento do complexo da nitrogenase sd@o necessarios nao apenas 0sS

produtos dos genes nifHDK, mas também os produtos de outros genes nif (de nitrogen
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fixation), necessarios para a regulagdo transcricional, biossintese de cofatores e transporte de
fons (DIXON; KHAN, 2004).

1.3 Genes nif

Klebsiella pneumoniae € um dos microrganismos-modelo para o processo de fixacédo
de nitrogénio. Nesta bactéria foram identificados e seqlienciados 20 genes nif envolvidos no
processo de fixagdo de nitrogénio: nifd, nifHDKTY, nifENX, nifUSVW, nifZM, nifF, nifLA e
nifBQ (ARNOLD et al., 1988; MERRICK, 1988, 1993), que codificam para a biossintese das
proteinas do complexo da nitrogenase. Os genes nifHDK sdo 0s genes estruturais para o
complexo da nitrogenase, enquanto os genes nifLA codificam para os reguladores
transcricionais dos demais genes nif, as proteinas NifL e NifA, respectivamente (MERRICK,
1983, 1988; MERRICK et al., 1982).

O operon nifHDK de A. brasilense foi isolado baseado na similaridade com a
sequéncia dos genes nifHDK de K. pneumoniae (QUIVIGER et al., 1982; PERROUD;
BANDHARI; ELMERICH, 1985). Outros genes nif (nify, nifENX, nifus, nifV, nifw, nifQ,
nifA, nifB), envolvidos no transporte de elétrons ao complexo da nitrogenase, na biossintese
de cofatores e na regulacdo da fixacdo de nitrogénio, foram isolados (GALIMAND et al.,
1989; PASSAGLIA et al., 1991; MILCAMPS; KEYERS; VANDERLEYDEN, 1993;
FRAZZON; SCHRANK, 1998; POTRICH et al., 2001). Com excec¢do dos genes nifA e nifB,
todos estes genes nif estdo localizados em um cluster maior de 40kb, que contém os genes
nifHDK (LIANG; KAMINSKI; ELMERICH, 1991). Foram identificados o0s seguintes
operons nesta regido: nifHDKorflY, nifENXorf3orf5fdxAnifQ, nifW e orf2nifUSVorf4 e a
analise da sequéncia de nucleotideos do promotor do operon nifENXorf3orf5fdxAnifQ revelou
a presenca de sitios de ligagdo do cofator ¢>* e da proteina NifA a montante do gene nifE,
mostrando que a ativacao transcricional desses genes nif € dependente da NifA (POTRICH et
al., 2001). Potrich e colaboradores (2001) demonstraram também que o promotor do gene

nifE é aproximadamente duas vezes menos ativo que o promotor do gene nifH.

Em muitos microrganismos diazotréficos os genes nif sdo transcritos por uma forma
alternativa da RNA polimerase holoenzima e requerem um ativador transcricional, a proteina
NifA (MERRICK, 1992). Esta proteina é ativadora da transcrigdo dos genes nif e tem sua
atividade controlada/reprimida pela proteina NifL na presenca de oxigénio e de altas
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concentracdes de nitrogénio fixado. Este mecanismo de regulacdo de NifA, dependente de
NifL, é encontrado em bactérias diazotréficas entéricas do género Klebsiella e Enterobacter e
no diazotrofo encontrado no solo Azotobacter vinelandii (MERRICK et al., 1982; BLANCO
et al., 1993; MERRICK, 2004). Em A. brasilense e em membros da familia Rhizobiaceae o
gene nifL ndo é encontrado, mas a proteina NifA tem sua atividade controlada pelos niveis de
amonio e de oxigénio (ARSENE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996; FISCHER; BRUDERER;
HENNECKE, 1988), sendo o gene nifA de A. brasilense expresso tanto na presenca de oxigénio
quanto de nitrogénio fixado (FADEL-PICHETH et al., 1999).

1.4 Regulagéo transcricional da nitrogenase
1.4.1 Proteina NifA

A proteina NifA pertence a familia das EBP’s (enhancer-binding proteins), envolvida
na ativacdo da transcricdo de genes em resposta a estimulos celulares. Nas Proteobactérias os
genes nif estdo sujeitos a ativagdo transcricional pela NifA, juntamente com o fator ¢ da
RNA polimerase (DIXON; KHAN, 2004). A NifA se liga a uma regido UAS (upstream
activation sequence), caracterizada pelo motivo TGTN3;pACA (sendo N qualquer
nucleotideo), no promotor dos genes nif localizada a montante do sitio de inicio da trasncri¢do
(BUCK; CANNON; WOODCOCK, 1987; MORETT; BUCK, 1988). Para o inicio da
transcricdo, o core da RNA polimerase deve se combinar com uma subunidade dissociavel, a
subunidade sigma (o), para formar a RNA polimerase holoenzima. Essas proteinas (fator o)
séo essenciais para o funcionamento da RNA polimerase holoenzima (BUCK et al., 2000).

Os diferentes fatores ¢ identificados nas bactérias podem ser agrupados em duas
classes: a classe cujo tinico membro é 0 6°* ¢ a classe 6'°. O fator 6>* (ou o) difere da classe
6" tanto na sequéncia de aminoécidos quanto no mecanismo de transcricdo (MERRICK,
1993; LONETTO; GRIBSKOV; GROSS, 1992). Normalmente apenas uma forma do fator o
est4 presente no microrganismo, em contraste com os fatores pertencentes a classe o'°. Apesar
disso, a RNA polimerase holoenzima-c®* pode ser regulada em uma variedade de genes em
virtude das EBP’s (como a NifA), que possuem sitios especificos de ligacdo aos promotores
(COLLADO-VIDES; MAGASANIK; GRALLA, 1991). Cada EBP é controlada por uma via
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propria de transducdo de sinais, permitindo assim que apenas um tipo de o> medeie as

respostas transcricionais a uma variedade de sinais fisioldgicos e ambientais.

1.4.1.1 Estrutura e funcdo dos dominios da proteina NifA

As proteinas NifA de diversos organismos sdo estruturalmente similares e
apresentam um arranjo estrutural contendo trés dominios funcionais separados por dois
interdominios (FISCHER; BRUDERER; HENNECKE, 1988; DRUMMOND; WHITTY;
WOOTTON, 1986; DRUMMOND; CONTRERAS; MITCHENALL, 1990). O dominio
amino-terminal (N-terminal), que apresenta funcdo regulatoria, € o dominio menos
conservado entre 0s microrganismos, apresentando ndmero variado de aminoécidos
(MORETT; SEGOVIA, 1993) e em A. brasilense é responsavel pelo controle negativo da
atividade da proteina na presenca de jons amdnio (ARSENE; KAMINSKI; ELMERICH,
1996). O dominio central possui em média 240 aminodcidos, é altamente conservado em toda
a sua extensdo (MORETT; SEGOVIA, 1993), esta envolvido na interagdo com o fator > da
RNA polimerase e possui um motivo AAA de hidrélise do ATP (GONZALEZ et al., 1998;
WALKER et al., 1982). O dominio carboxi-terminal (C-terminal) € o menor dominio, possui
entre 65 e 130 aminoacidos e apresenta um motivo hélice-volta-hélice conservado responsavel
pela ligacdo da proteina ao sitio UAS presente na regido promotora dos genes nif (MORETT;
CANNON; BUCK, 1988). Em A. brasilense, os dominios Central e C-terminal sdo ligados
pela regido interdominios (IDL). No fim do dominio central e inicio da regido interdominios
IDL hd um motivo contendo residuos de cisteinas, provavelmente envolvidos com a
sensibilidade ao oxigénio (FISCHER, 1994). A Figura 1 mostra um modelo esquematico dos
dominios da proteina NifA de A. brasilense destacando os motivos conservados de cisteinas,
no final do dominio central e inicio da regido inter-dominios IDL, e hélice-volta-hélice de

ligacdo ao DNA no dominio C-terminal.

Na regido N-terminal de varias proteinas NifA ha um dominio denominado GAF. A
denominacdo GAF foi-lhe atribuida apds a descoberta de trés proteinas que contém este
dominio: fosfodiesterases estimuladas por cGMP, Adenilil ciclase de Anabaena e FhlA de E.
coli. O dominio GAF é uma regido sinalizadora encontrada em todos os reinos e no qual, em
alguns casos, tem sido demonstrada a ligacdo de pequenas moléculas, como nucleotideos
ciclicos (CHARBONNEAU et al., 1990; ARVIND; PONTING, 1997; HO; BURDEN;
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HURLEY, 2000). O dominio GAF de varias NifA possui papel na regulacdo da atividade da
NifA, porém em muitos casos 0 mecanismo de regulacdo ndo é claro, exercendo diversas
funcbes em diferentes diazotrofos (DIXON e KHAN, 2004). Por exemplo, a ligacdo de 2-
oxoglutarato ao dominio GAF da NifA de Azotobacter vinelandii provavelmente induz
mudancas conformacionais que previnem a inibi¢do da sua atividade pela NifL sob condigdes
limitantes de nitrogénio, enquanto que a ligagédo de 2-oxoglutararo ao GAF da NifA de K.
pneumoniae nao foi observada (LITTLE e DIXON, 2003). Em A. brasilense o dominio GAF
regula a atividade da NifA em resposta a concentracao de nitrogénio fixado e parece interagir
com a proteina transdutora de sinal GInB (ARSENE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996, 1999).

1 178 205 442 507 625

Cys-X;-Cys-Xy-Cys-X-Cys

I I | I
415 427 447 452
Hélice-Volta-Hélice

AlaMet-X,-AlaAla-X,-LeuGly
I I I
589 600 605

Figura 1 Modelo estrutural esquematico da proteina NifA de Azospirillum brasilense. Os dominios funcionais
sdo apresentados. Os nimeros em preto representam o nimero de aminoacidos presentes em cada dominio. A
regido conservada de cisteinas e o motivo hélice- volta-hélice de ligacdo ao DNA estdo mostrados em azul.

1.4.2 Formacéao do complexo RNA polimerase - DNA e inicio da transcricdo

A proteina NifA e a RNA polimerase holoenzima contendo o fator 6°* alternativo
ativam a transcricdo dos genes nif. Uma das caracteristicas deste sistema é o reconhecimento
de uma regido promotora do DNA com uma sequéncia consenso localizada a -12 e -24 bases
do inicio da transcricdo (MORETT; SEGOVIA, 1993).
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O processo de transcricio dependente do fator 6> envolve etapas de ligacdo de
proteinas no DNA e a formagdo do complexo aberto da RNA polimerase (Figura 2). O
complexo o>*-RNA polimerase holoenzima reconhece uma seqiiéncia promotora consenso
localizada a -12 e -24 pares de base do sitio de inicio da transcricdo (Figura 2A). Entretanto, a
RNA polimerase é incapaz de iniciar a transcricdo na auséncia de uma proteina EBP, como a
NifA (POPHAM et al., 1989; MERRICK, 1993; LEE; BERGER; KUSTU, 1993).

A interagio entre a EBP com a 6>*-RNA polimerase é facilitada pela ligacdo da EBP
a uma regido do DNA denominada UAS localizada a montante da regido promotora -24/-12.
Para a ativacdo transcricional € necessaria uma interacdo fisica entre a RNA polimerase e a
EBP. O DNA forma uma dobra para que esta ligacdo se estabeleca. Em alguns casos outras
proteinas ligadoras de DNA, como as IHF (integration host factor) sdo requeridas para que
haja a formacdo deste complexo fechado (Figura 2B). A hidrélise de nucleotideos (por
exemplo, ATP) exercida pela EBP fornece energia e promove a reestruturacdo do complexo
fechado que favorece a formacdo do complexo aberto, no qual as fitas de DNA na regido a ser
transcrita estdo desnaturadas (Figura 2C) (BUCK et al., 2000). De uma forma geral, é dessa
maneira que a proteina NifA age como uma ativadora transcricional dos genes nif de A.

brasilense envolvidos na fixacéo bioldgica de nitrogénio.

A proteina NifA de A. brasilense € expressa constitutivamente e apresenta-se
normalmente numa forma inativa, tornando-se ativa em condicGes de fixacdo de nitrogénio,
ou seja, na auséncia de amonio e sob baixa concentragdo de oxigénio (LIANG; KAMINSKI,
ELMERICH, 1991; LIANG et al., 1992; FADEL-PICHETH et al., 1999). Os niveis de NH;"
sdo indicados por uma proteina sinalizadora, provavelmente a proteina PIl GInB (ARSENE;
KAMINSKI; ELMERICH, 1996; BENELLI et al., 1997; SOUZA et al., 1999). Estudos
anteriores demonstraram que a GInB é necessaria para a ativacdo da NifA (ARAUJO et al.,
2004), prevenindo a inibicdo da atividade da NifA pelo dominio N-terminal, indicando que a
porcdo N-terminal tem papel regulatério e ndo é essencial para a sua atividade de ativadora
transcricional (ARSENE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996).
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a DNA binding
024 RNA polyrmerase holoerzyme

Fonte: DIXON e KHAN (2004)

Figura 2 Modelo esquematico do processo de ativacdo da transcri¢do a partir de promotor localizado a -24/-12
bases do inicio da trasncrigdo. (A) Ligacdo de uma EBP (por exemplo, NifA) a regido UAS do DNA; (B)
formacdo do complexo fechado que possibilita a interacdo da EBP com a RNA polimerase; (C) formacéo do
complexo aberto e inicio da transcri¢do.

1.5 Proteinas do tipo PII

As proteinas da familia PIl estdo envolvidas na regulacdo do metabolismo de
nitrogénio e tém sido encontradas em uma variedade de bactérias de uma forma muito
conservada (ARCONDEGUY; JACK; MERRICK, 2001). Elas recebem esse nome desde que
foram identificadas, em 1969, devido ao seu pico de eluicdo em coluna de gel filtracdo ter
sido o0 segundo, dai a denominacao Pl (SHAPIRO, 1969).

Genes codificando para proteinas PIl sdo encontrados em proteobactérias,
actinobactérias, firmibactérias, cianobactérias, arqueobactérias e também em plantas
superiores e apresentam alto grau de similaridade. Varios organismos apresentam mais de
uma proteina PIl e a nomenclatura utilizada refere-se ndo somente a seqiiéncia de

aminoacidos como também & presenca de determinados genes localizados no mesmo operon.
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Entre as proteinas PlI, dois dos maiores grupos sdo das proteinas GInB e GInK, codificadas
pelos genes gInB e gInK, respectivamente (ARCONDEGUY; JACK; MERRICK, 2001).
Estes genes foram inicialmente descritos em E. coli por Son e Rhee (1987) e por van
Heeswijk et al. (1996).

O gene gInB de A. brasilense foi identificado por de Zamaroczy, Delorme e Elmerich
(1990) e codifica para a proteina GInB. Esta proteina é sintetizada em altos niveis sob
condigdes limitantes de nitrogénio e em baixos niveis sob condigdes de excesso de nitrogénio
(de ZAMAROCZY; DELORME; ELMERICH, 1990; de ZAMAROCZY; PAQUELIN;
ELMERICH, 1993; HUERGO et al., 2003). Em 1996, de Zamaroczy et al. identificaram um
gene que codifica para outra proteina PIl em A. brasilense e denominaram-na GInZ. Apesar
de sua alta similaridade com a proteina PIl GInB, GInZ possui funcdo diferente e esta
envolvida no transporte de ions amdnio (de ZAMAROCZY, 1998) e regulacdo poés-
traducional da nitrogenase (HUERGO et al., 2005).

Arséne et al. (1996) demonstraram que GInB ou algum componente sob controle da
PII € necessario para prevenir a inibicdo da proteina NifA pelo dominio N-terminal (Figura 3).
Em seu estudo, Arsene et al. (1996) construiram quatro tipos de delecdes no dominio N-
terminal da proteina NifA e observaram que esta estava sempre ativa, independente da
presenca ou auséncia de GInB e de amonio, e sugeriram que o dominio N-terminal seria o
responsavel pela inibicdo (Figura 3). Araujo et al. (2004) avaliaram o papel das proteinas tipo
PIl na atividade da proteina NifA de A. brasilense, que foi expressa em E. coli e cuja
atividade foi determinada pela capacidade de ativacdo do promotor nifH de Klebsiella
pneumoniae como uma fusao nifH::lacZ. Os autores demonstraram que a proteina PIl GInB, é
essencial para a atividade da NifA na auséncia de aménio e de oxigénio em E. coli, e que a
GInB nédo pode ser substituida pelas suas paralogas GInZ ou GInK, apesar da alta similaridade

entre elas.

Em 1999, Arsene, Kaminski e Elmerich apresentaram resultados mostrando que o
residuo de Tyr-18 do dominio N-terminal de NifA de Azospirillum brasilense possui papel
importante no controle da atividade da NifA uma vez que um mutante neste residuo nao sofre
regulagdo por GInB. Chen e colaboradores (2005), utilizando sistema de duplo-hibrido em
levedura, mostraram que GInB se liga ao dominio GAF da NifA de Azospirillum brasilense,
favorecendo o mecanismo que envolve a interagdo direta proteina-proteina entre GInB e o

dominio N-terminal da NifA. Estes mesmos autores também realizaram ensaios de interagdo
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de GInB com a proteina NifA mutada nos residuos Tyr-18 e Tyr-53. Seus resultados indicam
que ambos os residuos possuem papel critico na manutencgdo do efeito inibitério do dominio
N-terminal sobre a atividade da NifA. Todas as proteinas mutadas apresentaram-se
hiperativas, sendo que mutacdes Unicas na Tyr-18 ou na Tyr-53 resultaram em proteinas NifA
que mantém a capacidade de ligar GInB, enquanto que a proteina NifA mutante dupla em
ambas as Tyr ndo mantém esta capacidade de interacdo com GInB. Dessa forma os autores
acreditam que é improvavel que os residuos 18 e 53 sejam alvo de modificacdo covalente para
ativar NifA, e que o fato de as proteinas mutantes, em particular as mutadas em Tyr-18 e em
Tyrl8/53, terem apresentado alta atividade nitrogenase que permanece sendo regulada por
amonio, mas ndo por GInB favorece a idéia de que os controles da atividade da NifA

exercidos por amonio e por GInB envolvem diferentes mecanismos.

Através de ensaio de co-precipitacdo in vitro (pull-down) Zhou, Zou e Li (2008)
confirmaram que GInB interage com o dominio N-terminal da NifA de A. brasilense em E.
coli e sugeriram que os residuos 66-88 e 165-176 do dominio N-terminal possuem funcgéo

critica na interagdo com GInB.
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Fonte: ARSENE et al. (1996)

Figura 3 Modelo da regulacéo da atividade da proteina NifA em resposta a aménio e na presenca da proteina
P1I. (A) Proteina NifA selvagem: sofre inibi¢do pelo dominio N-terminal na presenca de aménio e da proteina
Pll. (B) Proteina NifA N-truncada: ndo sofre inibigdo devido a auséncia do dominio N-terminal, estando sempre

ativa na presenca da Pl e na auséncia ou presenga de amdnio.
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OBJETIVO

Objetivo geral

Caracterizar a proteina NifA N-truncada de A. brasilense.

Objetivos especificos

Amplificar e clonar o gene que codifica para a proteina NifA N-truncada de A.
brasilense

Expressar e purificar a proteina NifA N-truncada

Realizar ensaios in vitro de atividade de ligacdo da proteina NifA N-truncada
purificada de A. brasilense a regido promotora do gene nifB de Herbaspirillum
seropedicae

Realizar ensaios in vivo de ativacao transcricional pela NifA N-truncada na presenca e

na auséncia do dominio N-terminal da NifA e de ions NH,"
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias e plasmideos

As estirpes de bactérias e os plasmideos utilizados neste trabalho estdo listados nas

Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 — Estirpes de Escherichia coli utilizadas

Estirpe de Genotipo ou Caracteristicas relevantes Referéncia
Escherichia coli
F* endAl recAl galE15 galK16 nupG rpsL

DH10B AlacX74 ®80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)7697  Sambrook et
mchA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A al., 1989
Sm

BL21 (DE3) F ompT gal decm lon hsdSB(rg” mg’) A(DE3 [lacl ~ Sambrook et
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) al., 1989

recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi

+ q
JM109 (DE3) A(lac-proAB) F’ [traD36 proAB  lacl Sambrook et
lacZAM15] (JM109 produtora da RNA @&l 1989
polimerase do fago T7)

Tabela 2 — Plasmideos utilizados

Plasmideos Genotipo ou Caracteristicas relevantes Referéncia
R
PTZS7RIT Vetor de clonagem. Amp Fermentas
Vetor de expressdo promotor T7.
pPET28a Expressa a proteina em fusdo com His- Novagen
R
Tag na por¢do N-terminal. Km
R
pT7-7 Vetor de expressao/ promotor T7. Amp _ Tabore
Richardson, 1985
R H .
pPDK> Vetor de expressao/ promotor tac. Amp Klem_er, Paul e
Merrick, 1988
R H 0
pDK6 Vetor de expressao/ promotor tac. Km Kleiner; Paul e

Merrick, 1988
R H .
pDK7 Vetor de expressao/ promotor tac. Cm Klem_er, Paul e
Merrick, 1988
Vetor de expressdo, pTZ19R com o sitio Mead;
pTZ18R de policlonagem invertido/ promotor lac. Szczena-skorupa e
AmpF Kemper, 1986




pTZ19R
pLANIfApET

pPML2A

pCN57RCCT

PCNPETCCT

pCNT7CCT

PCNK5CCT

PCNK6CCT

pCNK7CCT

PLANTPET

PCNKSNT

PCNK7NT

PCN18RNT

pTZPNIFB

pPCN57RnifB

PRT22

Vetor de expressao/ promotor lac. Amp®

Contém o gene nifA de A. brasilense
clonado em vetor pET28a. Km®

Contém o gene nifA de A. brasilense
clonado no vetor pTZ19R. Amp®

Contém a sequéncia codificadora da
proteina  NifA  N-truncada de A.
brasilense clonada no vetor pTZ57R/T.
Amp®

Expressa a proteina His-NifA N-truncada
de A. brasilense a partir de promotor T7
(vetor pET28a). Km®

Expressa a proteina NifA N-truncada de
A. brasilense a partir de promotor T7
(vetor pT7-7). KmR

Expressa a proteina His-NifA N-truncada
de A. brasilense a partir de promotor tac
(vetor pDK5). Amp®

Expressa a proteina His-NifA N-truncada
de A. brasilense a partir de promotor tac
(vetor pDK6). Km~

Expressa a proteina His-NifA N-truncada
de A. brasilense a partir de promotor tac
(vetor pDK7). Cm"®

Expressa o dominio N-terminal da
proteina NifA de A. brasilense fusionado
a cauda His a partir de promotor T7
(vetor pET28a). Km"®

Expressa o dominio N-terminal da
proteina NifA de A. brasilense fusionado
a cauda His na porcdo N-terminal a partir
de promotor tac (vetor pDK5). Amp®
Expressa o dominio N-terminal da
proteina NifA de A. brasilense fusionado
a cauda His na por¢do N-terminal a partir
de promotor tac (vetor pDK7). Cm®
Expressa o dominio N-terminal da
proteina NifA de A. brasilense fusionado
a cauda His a partir de promotor lac
(vetor pTZ18R). Amp~

Contém a sequéncia da regido promotora
do gene nifB de H. seropedicae clonada
em vetor pTZ18R. Amp"

Contém a sequéncia da regido promotora
do gene nifB de H. seropedicae clonada
em vetor pTZ57R/T. AmpR

R
nifH (K. pneumoniae)::lacZ/ Cm

Mead:;

Szczena-skorupa e

Kemper, 1986
Araujo, 2008
Ishida, 1996

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Araujo, 2008

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Rego, 2006

Este trabalho

Tuli e Merrick,
1988
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3.2 Meios de cultura

Os meios de cultura que foram utilizados para o cultivo das estirpes de Escherichia
coli foram o Luria-Bertani Broth (LB) e Luria-Bertani Agar (LA) (SAMBROOK et al, 1989),
Nitrogen-Free Davis e Mignoli (NFDM) (CANNON; DIXON; POSTGATE, 1974), SOB e
SOC (SAMBROOK et al, 1989). As culturas em meio liquido, com exce¢do das em meio
NFDM, foram incubadas a 37°C sob agitacdo de 120rpm e as culturas em meio solido a 37°C

sem agitacdo. As culturas em meio NFDM foram incubadas a 30°C sob agitacdo de 120rpm.

O meio LB possui a seguinte composicao:

g/L
Extrato de levedura |5,0
NaCl 10,0
Triptona 10,0

Para a obtencdo do meio LA, usado para cultivo em meio sélido, adicionou-se 15 g/L

de &gar ao meio LB.

O meio SOB possui a seguinte composicao:

g/L
Triptona 20
NaCl 0,6
KCI 0,186

O meio SOC foi obtido adicionando-se ao meio SOB 0s seguintes componentes:

g/L
Glucose 3,6
MgCl, 0,94
MgSO, 1,2

O meio NFDM possui a seguinte composi¢ao:

g/L
MgSO, 0.1
Na2M004.2H20 0,025
FeSO,4.7H,0 0,025
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No momento do uso, foram adicionados ao meio 20g/L glucose, 12,06g/L K,HPO, e
3,4g/L KH2PO4.

3.3 Antibioticos

Os antibioticos utilizados estdo descritos na Tabela 3 e foram adicionados ao meio de

cultura de acordo com a resisténcia da estirpe de E. coli ou do vetor.

Tabela 3 — Concentracgdes de antibioticos utilizadas

Antibidticos Solugéo estoque (mg/mL) Concentracéo final (ug/mL)
Ampicilina (Amp) 250 200
Canamicina (Km) 100 50
Cloranfenicol (Cm) 30 30
Estreptomicina (Sm) 80 80

As solucdes estoque dos antibidticos foram preparadas como descrito por Sambrook
et al. (1989) e armazenadas a -20°C. As solugfes que estavam em uso foram armazenadas a
4°C.

3.4 Amplificacdo do DNA por PCR

A amplificacdo do gene que codifica para os dominios central+carboxi-terminal
(CCT) da proteina NifA de A. brasilense foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) (KOCHER; WILSON, 1991). Os oligonucleotideos iniciadores
(primers) utilizados foram sintetizados quimicamente (Invitrogen). Foi introduzido um sitio
de restricdo em cada primer para facilitar a subclonagem em vetores de interesse e um codon

iniciador da traducéo (sequéncia ATG). A sequéncia dos primers esta representada abaixo:
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Cddon iniciador da traducéo

4
AbS’CCT 5 - CCCA{FATGAACGACGTGGTCTGCAC -3
%/_/
Ndel

y

Ab3’CCT 5 -GGTGGATCCCGCGTACATGAT -3’
W
BamHl|

Oligonucleotideos iniciadores sintetizados quimicamente utilizados para a amplificacdo dos dominios
central+C-terminal da proteina NifA de A. brasilense. As setas indicam o sitio de clivagem das
enzimas, indicadas abaixo da sequiéncia. Os nucleotideos em azul foram modificados para a criacdo
dos sitios de restricao.

A reacdo de amplificacdo continha tampéo de PCR (75mM Tris-HCI pH8,8, 20mM
(NH;)2S0O4 e 0,1% (v/v) Tween 20); aproximadamente 20ng de DNA plasmidial (pML2A);
0,2mM de dNTP’s; 1,5mM de MgCl,; 10pmol de cada primer, 5% (v/v) de DMSO, 2U de
Taq DNA polimerase recombinante (Fermentas) e 4gua MilliQ® q.s.p 20pL.

O programa utilizado constou de 1 ciclo de 5 minutos a 94°C para desnaturacéo
inicial do DNA molde; 25 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturacdo), 30 segundos de
anelamento em temperaturas de 52,7°C, 55,4°C, 58,1°C ou 60,4°C e 2 minutos a 72°C,
temperatura 6tima de extensdo da Tag DNA polimerase; e 1 ciclo de 5 minutos a 72°C para

extensao final.

3.5 Eletroforese de DNA

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agar ou agarose horizontal conforme
descrito por Sambrook et al. (1989) com modificacbes. Os geéis foram preparados na
concentracdo desejada (0,8-1,5%) em tampdo TAE 1X (40mM Tris-acetato pH8,3 e 1mM
EDTA) ou TBE 1X (89 mM de Tris base, 89 mM de &cido borico e 2 mM de EDTA pH 8,0).
As amostras foram misturadas com tampdo FSUDS (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de
EDTA pH 8,0, 0,025% azul de bromofenol; 0,025% xileno cianol, 0,1% SDS, 20% Ficoll) e a

corrida foi realizada no mesmo tampédo em que o gel foi preparado, a 60V por um periodo
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variavel de acordo com a concentracdo do gel e os tamanhos dos fragmentos que se desejou
separar. O DNA foi visualizado, apos tratamento com solugdo de brometo de etidio (1,0
ug/mL) por 15-30 minutos, em transluminador de luz ultravioleta (315nm). O perfil

eletroforético foi registrado utilizando um sistema de video-imagem acoplado (UVP).

3.6 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método de terminagdo de cadeia
utilizando didesoxirribonucleotideos (SANGER, NICKLEN; COULSON, 1977). O produto
da reacdo de sequenciamento de DNA foi submetido a um Sequenciador Automatico de DNA
(Applied Biosystems modelo 377) no qual quatro cromdéforos fluorescentes sdo utilizados
como terminadores de cadeia (sistema DYEnamic ET terminator da GE Healthcare), seguido
de eletroforese em gel de poliacrilamida e deteccéo a laser. Para a rea¢do foram utilizados 100
a 200ng de plasmideo purificado como molde, 3uL do sistema DYEnamic ET (GE
Healthcare), 0,5pmol de primer e H,O MilliQ® q.s.p. 7,5uL. Os programas utilizados para
extensdo da cadeia dependeram dos primers presentes na reacdo e foram basicamente dois: 1)
1 ciclo de 2 minutos a 94°C e 30 ciclos de 30 segundos a 94°C e 1,5 minuto a 60°C; 2) 1 ciclo
de 2 minutos a 94°C; 25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 50°C e 1,5 minuto a
60°C. Ao produto desta reacéo foram adicionados H,O MilliQ® q.s.p. 20pL, 2uL de acetato
de amoénio 7,5M e 60uL etanol 96% e ap6s foram vortexados. A mistura foi incubada a 4°C
por 30 minutos sendo posteriormente centrifugada a 11.300xg por 30 minutos. O DNA
precipitado foi lavado com etanol 70%, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco a
temperatura ambiente. As sequéncias de nucleotideos foram analisadas através do programa
BLASTn (NCBI).

3.7 Purificacdo de plasmideo

Aliguotas de 1,5 mL de culturas de E. coli cultivadas em meio LB a 37°C sob
agitacdo constante (120 rpm) por aproximadamente 16 horas foram coletadas por
centrifugacdo a 11.300xg por 1 minuto. O precipitado de células foi ressuspenso em 200 uL
de tampédo GET (50 mmol/L glucose, 10 mmol/L EDTA, 25 mmol/L Tris-HCI) e lisado com a
adigdo de 200 pL de solugdo de lise (0,2 mol/L NaOH e 1% SDS), a amostra foi
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homogeneizada por inversdo até a ocorréncia da lise. O lisado foi neutralizado pela adicéo de
200 pL de 3,0 mol/L de acetato de potassio e 1,8 mol/L de acido férmico, a mistura foi
homogeneizada e incubada em banho de gelo por 15 minutos. Apos centrifugacdo de 5
minutos a 11.300xg, ao sobrenadante foi adicionado 50 uL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 11.300xg e a fase aquosa foi coletada em
tubo novo. A esta fase aquosa foi adicionado 2 volumes de etanol 96% seguido de incubagéo
por 15 minutos a temperatura ambiente para que ocorra a precipitacio do DNA. Apds 15
minutos de centrifugacao a 11.300xg, 0 DNA precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%
e centrifugado por 5 minutos a 11.300xg. O sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco a

temperatura ambiente e dissolvido em &gua ultrapura estéril.

3.8 Purificacdo de DNA por eletroforese em agarose de baixo ponto de fusdo

A amostra contendo o DNA de interesse foi submetida a uma eletroforese em
agarose de baixo ponto de fusdo 1% a 35V. Apos corrida eletroforética o gel foi corado por 5
minutos em solucdo 0,2% de azul de metileno e descorado em agua MilliQ®. A banda de
interesse no gel foi cortada e o DNA foi purificado utilizando o “ kit” GFX PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare).

3.9 Quantificacdo de DNA
3.9.1 Determinacdo espectrofotométrica da quantidade de DNA

A quantificacdo de DNA foi realizada por método espectrofotométrico, como
descrito por Sambrook et al. (1989). Para a determinacdo da quantidade de DNA em uma
amostra foram realizadas leituras a 260nm e a 280nm. A leitura a 260nm permite o calculo da
concentragdo de acido nucléico, sendo que uma D.O.=1 corresponde a aproximadamente
50pug/mL de DNA dupla-fita. A razédo entre as leituras a 260nm e 280nm (D.O.260/D.0.20)
fornece uma estimativa da pureza da extracdo do acido nucléico. Amostras de DNA

purificado apresentam uma razéo D.O.,60/D.0.;50 de 1,8. Na presenca de contaminantes como
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proteina e fenol, a razdo serd menor que 1,8 e a quantificacdo de DNA ndo sera corretamente

determinada.

3.9.2 Quantificacdo de DNA dupla-fita por fluorescéncia emitida por brometo
de etidio

Este método, também descrito por Sambrook et al. (1989), foi utilizado quando a
quantidade de DNA ndo era suficiente para determinagdo espectrofotométrica (<250ng/mL)
ou quando a amostra de DNA apresentava-se contaminada com outras substancias que
absorvem radiacdo ultravioleta. A estimativa da quantidade de DNA nas amostras é feita
utilizando fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio intercalado no DNA. Como a
intensidade da fluorescéncia € proporcional a massa total de DNA, a quantidade de DNA na
amostra pode ser estimada comparando-se a fluorescéncia da amostra com a fluorescéncia de
um padrdo. Quantidades pequenas de DNA como 1-5ng podem ser detectadas por este

método.

Para a quantificacdo por este método, o padrdo de DNA 1Kb DNA ladder
(Fermentas) de concentragdo definida foi aplicado em gel de agarose juntamente com um
volume conhecido da amostra de DNA. O gel foi posteriormente corado com brometo de
etideo e visualizado com transiluminador UV acoplado a um sistema de video-imagem
(UVP). Através do programa LabWorks Image Acquisition and Analysis Software é medida a
densidade de cada banda do padréo, que é proporcional a quantidade de DNA. A partir dos
dados de densidade e quantidade de DNA por banda do padrdo foi feito um gréfico de
dispersdo e uma regressao linear. Com a equacéo de reta foi possivel determinar a quantidade

de DNA da amostra a partir do dado de densidade da sua banda correspondente.

3.10 Clivagem de DNA com enzima de restrigéo

Endonucleases de restricdo foram adquiridas da Invitrogen, Fermentas ou GE
Healthcare. As reacOes de restricdo foram realizadas de acordo com as condigdes sugeridas

pelo fabricante.
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3.11 Ligagio de DNA

O DNA plasmidial linearizado foi misturado ao DNA inserto na proporg¢éo 1:5 (mol)
em tampdo de ligacdo (40mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,5mM ATP), aquecido
a aproximadamente 60°C por 5minutos e resfriado em banho de gelo. Em seguida foi
adicionado ao sistema 1U a 2U de T4 DNA ligase (Fermentas) e a mistura foi incubada a 16°-
20°C por pelo menos 16 horas.

3.12 Anélise de plasmideos recombinantes

A andlise de plasmideos recombinantes foi realizada através da metodologia de
Rapidprep descrita por Monteiro et al. (2001). Duzentos microlitros de uma cultura saturada,
cultivadas por aproximadamente 16 horas em meio LB, foram transferidos para tubos tipo
Eppendorf e centrifugados por 30 a 60 segundos. As células foram ressuspensas em 40uL de
solugdo RL (10% glicerol, Spug/mL RNase, 0,05% azul de bromofenol), lisadas com a adicao
de 10ul de SDS 10% e misturadas por inversdo com cuidado, evitando-se a quebra do DNA
cromossomal. Esta mistura foi incubada por 1 minuto a temperatura ambiente para a completa
lise celular. Para a precipitacdo de proteinas ¢ DNA cromossomal foram adicionados Syl de
KCI 3M seguido de incubacdo em gelo por 5 minutos. A mistura foi centrifugada a 11.300xg
por 2 minutos. Quinze microlitros da fracdo sobrenadante contendo os plasmideos foi
submetida a eletroforese em gel de agarose 1,0%. Os clones obtidos foram comparados com o
plasmideo sem inserto como padrdo, que migra mais rapidamente. Apos essa analise alguns
clones foram escolhidos para a purificacdo do plasmideo (item 3.7) e confirmacdo do clone

por reacdo de restricdo (item 3.10).

3.13 Transformacéao bacteriana por eletroporagao

3.13.1 Preparo de células eletrocompetentes

Uma coldnia de E. coli crescida em meio LA foi inoculada em 5mL de meio SOB na

presenca de antibioticos, a cultura foi incubada sob agita¢do (120rpm) por cerca de 16 horas a
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37°C. Trés mililitros deste pré-indculo foram transferidos para um frasco de 1L contendo
300mL de SOB, esta cultura foi incubada a 37°C até atingir D.O.g0 entre 0,4 e 0,6. A cultura
foi mantida no gelo por 20 a 30 minutos e centrifugada a 2.500xg por 5 minutos a 4°C. As
células foram lavadas duas vezes com agua MilliQ® gelada estéril, sendo a primeira lavagem
com 1 volume igual ao utilizado de meio e a segunda com % deste volume, utilizando as
mesmas condi¢bes de centrifugacdo (2.500xg por 5 minutos a 4°C). O sedimento de células
foi ressuspenso em 5mL de glicerol 15% estéril gelado. Apo6s nova centrifugacéo a 2.500xg
por 10minutos a 4°C, o glicerol foi removido por inversdo do tubo e as células foram
suspensas no restante da solucdo presente no tubo. As células foram aliquotadas (40uL) e

utilizadas para eletroporagdo no mesmo dia ou armazenadas a -70°C por até 6 meses.

3.13.2 Eletroporacao

A eletroporacéo foi realizada adicionando-se 1uL da mistura de ligagdo ou 50ng de
plasmideo integro com 40uL de células eletrocompetentes previamente descongeladas e
mantidas em banho de gelo. A mistura foi transferida para a cubeta de eletroporacdo com
0,2cm de distancia entre os eletrodos e submetida a um pulso elétrico de aproximadamente
4kQ, 15kV/ecm (voltagem aplicada/distancia entre 0s eletrodos). Apos o pulso elétrico foi
adicionado 1mL de meio SOC a cubeta de eletroporacdo. A suspensdo de células foi
transferida para um frasco estéril e incubada a 37°C por cerca de 40 minutos para recuperagao.
Aliquotas da suspensao foram plaqueadas em meio LA contendo antibi6tico adequado.

3.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida
3.14.1 Eletroforese sob condic¢des desnaturantes (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas foi realizada em gel de poliacrilamida desnaturante como
descrito por Laemmli (1970). A concentragdo do gel de empilhamento foi de 4,5% e a do gel
de separacdo variou de 10% a 12,5% de acordo com a massa molecular da proteina a ser
analisada. A solugédo estoque de poliacrilamida utilizada foi de 30% e apresentava relagéo

acrilamida:bis-acrilamida de 29,2:0,8. As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical
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de acordo com orientacdo do fabricante (Hoefer). As amostras de proteinas foram misturadas
com tampdo de amostra (2% de SDS, 10% de glicerol, 0,01% de azul de bromofenol, 0,0625
mol/L de Tris-HCI pH 6,8, 5% de B-mercaptoetanol) e fervidas por 3 minutos. A corrida
eletroforética foi realizada a 160-180V em tampdo tris-glicina-SDS (25mM tris-base, 192mM
glicina, 0,1% SDS). As proteinas foram coradas com corante Coomassie Brilliant Blue R-250
(0,25% Coomassie Blue R-250, 45% metanol, 10% acido acético glacial).

3.14.2 Eletroforese sob condigdes ndo desnaturantes

Os ensaios de retardamento de banda em gel foram realizados em gel de
poliacrilamida (30%) ndo desnaturante 4% em tampdo tris-glicina (25mM Tris-base, 192mM
Glicina). A corrida foi realizada a 4°C em voltagem de 60V por 4 horas utilizando tampé&o

tris-glicina com 8mM MgCl..

3.15 Expressdo da proteina His-NifA N-truncada de A. brasilense

Para a expressdo da proteina NifA N-truncada de A. brasilense o plasmideo
PCNpETCCT foi transformado por eletroporagdo em E. coli estirpe BL21 (DE3). Uma
colbnia desta bactéria foi inoculada em 3mL de meio LB contendo antibiético canamicina e
incubada a 37°C durante a noite. Esta cultura foi inoculada em 300mL de LB na proporcéo de
1:100 e incubada sob agitacdo constante (120rpm) a 30°C até atingir D.O.go entre 0,5 € 0,7.
Neste momento foi adicionado 0,5mM IPTG e a cultura foi incubada a 18°C por
aproximadamente 16 horas sob agitacdo (120rpm). Apo6s a inducdo as células foram coletadas
por centrifugacdo a 4.700xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, a massa de
células umidas foi determinada e as células ressuspensas em 3volumes (g/mL) de tampédo de
sonicacdo (0,5mM NaCl, 50mM Tris-HCI pH 8,0, 10% glicerol, 1ImM DTT). Para diminuir a
acao de proteases foi adicionado 1mM de PMSF. As células foram lisadas em banho de gelo
por sonica¢do em um sonicador Heat System equipado com microponta em 10 ciclos de 20
segundos, com intervalos de 30 segundos entre cada ciclo para evitar o aquecimento da
amostra e a desnaturacdo da proteina. Uma aliquota do extrato celular total foi armazenada
para posterior analise e o restante do extrato foi centrifugado a 12.000xg por 15 minutos a
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4°C. O sobrenadante foi retirado e passado para novo tubo e centrifugado novamente nas
mesmas condices. O sedimento foi ressuspenso em agua MilliQ® para analise da fragdo
insoluvel e uma fracdo do sobrenadante também foi armazenada. As fragdes foram analisadas
por eletroforese SDS-PAGE como descrito por Laemmli (1970). O restante da fracdo soluvel

foi utilizada para purificacdo da proteina His-NifA N-truncada.

3.16 Purificacao da proteina His-NifA N-truncada de A. brasilense
3.16.1 Purificagdo em coluna HiTrap Chelating Ni?*

O plasmideo pCNpETCCT expressa a proteina NifA N-truncada fusionada a uma
cauda com 6 histidinas na porcdo amino-terminal. Através dessa cauda de histidinas a
proteina foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando uma coluna de 1 mL Hi-Trap
Chelating Ni** (GE Healthcare) acoplada a uma bomba peristéltica, seguindo instrucdes do

fornecedor. Para a purificacdo da proteina nesta coluna foram utilizados os seguintes tampdes:

Tabela 4 — Tampdes utilizados para purificacdo da proteina His-NifA N-truncada em
coluna Hi-Trap Chelating Ni?*

Tampéo Tris-HCI NaCl (mM) Glicerol DTT (mM) Imidazol

pH 8,0 (MM) (%) (mM)
Tpl 50 500 5 0,1 50
Tp2 50 500 5 0,1 100
Tp3 50 500 5 0,1 200
Tp4 50 500 5 0,1 250
Tp5 50 500 5 0,1 300
Tp6 50 500 5 0,1 400
Tp7 50 500 5 0,1 1000

A coluna foi inicialmente equilibrada com 5 volumes de Tpl. Apds sonicacdo da
amostra, a fracdo soltvel contendo a proteina His-NifA N-truncada (item 3.15) foi aplicada na
coluna. A coluna foi lavada com 2 volumes do Tpl. A eluicdo da proteina foi realizada com

um gradiente crescente de imidazol com 2 volumes do Tp2 e 1 volume de cada um dos
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demais tampdes Tp3, Tp4, Tp5, Tp6 e Tp7. Foram coletadas fragdes de 1mL e analisadas por
eletroforese SDS-PAGE. As fracdes nas quais a His-NifA N-truncada foi eluida em maior

quantidade foram posteriormente purificadas em coluna Hi-Trap Heparin (GE Healthcare).

3.16.2 Purificacdo em coluna HiTrap Heparin

As fragBes obtidas na purificagdo anterior foram diluidas na proporcéo 1:1 em 50mM
Tris-HCI pH8,0 para diminuir a concentracdo de sal inicial das fragcOes a serem aplicadas na
coluna de Heparina. Os tampdes utilizados para purificagdo nesta coluna estdo descritos na
Tabela 5.

Tabela 5 — Tampdes utilizados para purificacdo da proteina His-NifA N-truncada em
coluna HiTrap Heparin

Tampéao Tris-HCI NaCl (mM)

pH 7,5 (MM)

Tp8 50 100
Tp9 50 500
Tpl10 50 600
Tpll 50 700
Tpl2 50 800
Tpl3 50 900
Tpld 50 1000
Tpl5 50 1500

A coluna HiTrap Heparin (GE Healthcare) de 1mL foi acoplada a uma bomba
peristaltica e equilibrada com 5 volumes de Tp8. Apos aplicacdo da amostra, a coluna foi
lavada com 3 volumes de Tp8. A eluicdo foi feita com gradiente crescente de NaCl, sendo
utilizado 1 volume de cada um dos tampdes Tp9 e Tpl0, %2 volume dos Tpll, Tpl2, Tpl3,
Tpl4 e 1 volume do Tpl5. As fragBes coletadas foram analisadas por eletroforese SDS-
PAGE.
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3.17 Dosagem de proteinas

As concentracdes de proteinas foram determinadas pelo método de Bradford (1976).
Este ensaio consiste na ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 a proteina
causando uma mudanca no comprimento de onda de absor¢do maxima do corante de 565 para
595nm. E esta mudanga na absor¢do a 595nm que é monitorada. A curva padrdo foi
determinada utilizando albumina de soro bovino. O ensaio foi realizado adicionando-se 1mL
do reativo de Bradford (10 mg/L Coomassie Brilliant Blue G-250, 95% etanol e 85% acido
fosforico para 1L de solucdo) a 100uL da amostra de proteinas. Essa mistura foi
homogeneizada e a absorbancia a 595nm determinada entre 5 e 20 minutos apés a adi¢éo do
reagente.

3.18 Ensaio de ligacdo da proteina His-NifA N-truncada a regido promotora do gene

nifB de H. seropedicae
3.18.1 Amplificacéo da regido promotora do gene nifB

A regido promotora do gene nifB foi amplificada por PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores marcados com fluor6foros sintetizados quimicamente. A
sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores e os fluoroforos utilizados na marcacdo estdo

mostrados abaixo.

UNI: 5 - FAM-GTTGTAAAACGACGGCCAGT -3’
REV:5 —VIC-TTCACACAGGAAACAGCTATGAC -3’

Oligonucleotideos iniciadores marcados com fluoréforos utilizados na reagdo de amplificacdo por PCR da regido
promotora do gene nifB. O primer UNI foi marcado com o fluoréforo FAM e o primer REV foi marcado com o
fluor6foro VIC, ambos na extremidade 3°.

A reacdo de amplificacdo continha tampéao de PCR (75mM Tris-HCI pH8,8, 20mM
(NH4).SO, e 0,1% (v/v) Tween 20); aproximadamente 50ng de DNA plasmidial
(PCN57RnifB); 0,2mM de dNTP’s; 1,5mM de MgCl,; 10pmol de cada primer, 5% (v/v) de
DMSO, 2U de Tag DNA polimerase recombinante (Fermentas) e 4gua MilliQ® g.s.p 50pL.
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O programa utilizado constou de 1 ciclo de 5 minutos a 95°C para desnaturacao
inicial do DNA molde e 32 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturacdo), 30 segundos a 55°C

(anelamento) e 45 segundos a 72°C (extensao).

Para a obtencdo do plasmideo pCN57RnifB foi realizada uma reacdo de PCR
utilizando o plasmideo pTZPNIFB (REGO, 2006) como DNA molde e os oligonucleotideos
iniciadores pll (5’-GTATTGATGGATTCCCCGGC-3”) e pl2 (5°-
TCCAGCAAGGTGCCTAGCG-3’). A reacdo de amplificacdo continha tampdo de PCR
(75mM Tris-HCI pH8,8, 20mM (NH,4),SO, e 0,1% (v/v) Tween 20); aproximadamente 50ng
de DNA molde (pTZPNIFB); 0.2mM de dNTP’s; 1,5mM de MgCl,; 10pmol de cada
oligonucleotideo iniciador pll e pl2, 5% (v/v) de DMSO, 2U de Tag DNA polimerase
recombinante (Fermentas) e 4gua MilliQ® g.s.p 100uL. O programa utilizado para esta reagio
constou de 1 ciclo de 2 minutos a 94°C para desnaturacao inicial do DNA molde e 35 ciclos
de 20 segundos a 94°C (desnaturagdo), 30 segundos a 57°C (anelamento) e 30 segundos a

72°C (extensao).

O produto desta reacao foi clonado TA em vetor pTZ57R/T (Fermentas), que possuli
a sequéncia para a amplificacdo a partir dos oligonucleotideos iniciadores marcados com
fluoréforo.

3.18.2 Ensaio de retardamento de banda em gel

O ensaio de ligacdo da proteina His-NifA N-truncada ao DNA foi realizado por
retardamento de banda em gel de poliacrilamida nativo. A reacdo de ligacdo continha 0,1uM
de DNA marcado com fluor6foro (regido promotora do gene nifB de H. seropedicae), tampéao
de ligacdo (10mM Tris-Acetato pH 8,0; 8mM MgCl,; 10mM Acetato de potéssio; 1mM DTT
e 3,5% (p/v) PEG 8000) e concentracdes crescentes de proteina em um volume final de 15pL.
Esta reacdo foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) e
entdo foram adicionados 5uL de uma solucéo de glicerol 15% e azul de bromofenol para a
visualizacdo da corrida no gel. A analise da ligacéo foi feita em gel de poliacrilamida 4% em

tampao tris-glicina com 8mM de MgCl,. A eletroforese foi realizada a 60V por 4 horas a 4°C.

Para a realizagdo dos ensaios de competicdo de ligacdo da proteina ao DNA, 0,1uM

de DNA marcado com fluoréforo foi incubado com 3,2uM da proteina His-NifA N-truncada
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purificada (quantidade de proteina necesséria para se ligar a todo o DNA marcado presente na
reacdo) e com concentracdes crescentes de DNA homdlogo ndo marcado com fluoréforo ou
com concentracdes crescentes de DNA heterologo de timo bovino na presenca de tampéo de
ligacdo em um volume final de 15uL. A reacéo foi incubada e analisada como descrtito para a

reacdo de ligacdo anterior.

O gel foi visualizado em transiluminador e registrado por sistema de video-imagem
acoplado (UVP).

3.19 Ensaio de ativacdo transcricional pela proteina NifA N-truncada

Células de E. coli JIM109 (DE3), que ndo apresentam atividade de B-galactosidase,
foram transformadas com o plasmideo pRT22, que possui o gene de fusdo nifH (K.
pneumoniae)::lacZ, com os plasmideos que contém o gene que codifica para a proteina NifA
N-truncada e/ou com os plasmideos que contém o gene que codifica para o dominio N-
terminal da proteina NifA. Os pré-indculos foram cultivados em meio minimo NFDM
adicionado de 5% de fosfato, 2% de glucose, 5% de meio LB, 20mM de NH,4CI e antibio6ticos
adequados a 30°C durante a noite sob agitacdo constante (120rpm). Os indculos foram feitos
diluindo os pré-inoculos para D.O.g00=0,2 em NFDM contendo 5% de fosfato, 2% de glucose
e na presenga ou na auséncia de 20mM de NH,CI quando se desejou medir a influéncia dos
fons NH," na ativacéo transcricional pela NifA N-truncada. Para induzir a expressdo da NifA
N-truncada a partir de vetores com promotor T7 foi adicionado 0,5mM IPTG. Os ensaios em
anaerobiose foram realizados trocando-se o O, dos frascos por N, ou Ar. As culturas foram

incubadas a 30°C por 6-7h sob agitacdo constante (120rpm).

3.19.1 Determinagéo da atividade da B-galactosidase

Os ensaios de ativagdo transcricional pela proteina NifA N-truncada foram realizados
através da determinagdo da atividade da (-galactosidase, que foi determinada como descrito
por Miller (1992). A 100uL das culturas foram acrescentados 900uL de tampio Z (60mM
Na;HPQO4, 40mM NaH,PO,4.7H,0, 10mM KCI, 1ImM MgSO,.7H,0, 50mM B-mercaptoetanol
e 0,0027% SDS) e 25uL de cloroformio. Apds agitagdo por 10 segundos a mistura de reacdo
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foi incubada a 28°C por 10 minutos e a reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 200uL de uma
solucdo de o-nitro-fenolgalactopiranosideo (ONPG) a 4mg/mL. A reacdo foi interrompida
com a adigdo de 500uL de Na,CO3 1M no momento em que se observou coloracdo amarela
suficiente devida a formacdo de o-nitrofenol. Foi feita a leitura das absorbancias a 420nm,
550nm, correspondentes a absorbadncia do o-nitrofenol e dos debris celulares,
respectivamente, e a 600nm da cultura celular utilizada no ensaio. A atividade (3-gal é dada

em Unidades de [3-galactosidase (ou unidades Miller) e determinada pela seguinte equacao:

1000 (D040 — 1,75.D0ssp)

Atividade f — Gal =
ividade 8 a £V DOy

onde t = tempo (minutos)
V = volume de cultura (mL)

DO = densidade 6tica

Uma unidade de B-galactosidase é definida como 1nmol de o-nitrofenol produzido

por minuto por miligrama de proteina a 28°C.
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4.1 Amplificagdo e clonagem do gene que codifica para a proteina NifA N-truncada

de A. brasilense

A fim de se caracterizar a proteina NifA N-truncada, o gene que codifica para esta

proteina foi amplificado e clonado em vetores de superexpressdo. Para obter uma sequéncia

que codifica para os dominios central+C-terminal da NifA, oligonucleotideos iniciadores

foram projetados (item 3.4) para a amplificacdo da regido correspondente do nucleotideo 1038

ao 2383 (Figura 4), segundo sequéncia do gene nifA de A. brasilense depositada no GenBank,
cbdigo de acesso X60714.1.

1037
202

1082
215

1127
230

1172
245

1217
260

1262
275

1307
290

1352
305

1397
320

1442
335

Inicio do
dominio central
Ndel
A\ l primer Ab5’CCT
GCC CAT ATG AACGACGTG GTC TGC ACC AGC CCC AAC ATG CTG GAG
Met Asn Asp Val Val Cys Thr Ser Pro Asn Met Leu Glu

GTG ATG GCC CAG GTC CAC CGG GTG GCG CCC TTC AAG TCC ACC GTG
Val Met Ala GIn Val His Arg Val Ala Pro Phe Lys Ser Thr Val

CTG ATC CGC GGC GAG AGC GGC ACC GGC AAG GAG CTG ATC GCG CGG
Leu lle Arg Gly Glu Ser Gly Thr Gly Lys Glu Leu lle Ala Arg

GCC ATC CAC AAC ATG TCG CCG CGC AAG GACGCCCCCTTCATCCGC
Ala lle His Asn Met Ser Pro Arg Lys Asp Ala Pro Phe lle Arg

GTG AAC TGC GCC GCC CTG CCG GAATCG CTC CTG GAATCG GAG CTG
Val Asn Cys Ala Ala Leu Pro Glu Ser Leu Leu Glu Ser Glu Leu

TTC GGC CAC GAG AAG GGC GCC TTC ACC GGC GCG CAG AAG GAC CAC
Phe Gly His Glu Lys Gly Ala Phe Thr Gly Ala GIn Lys Asp His

AAG GGC CGG TTC GAG CTG GCG TCG GGC GGC ACG CTG TTC CTC GAC
Lys Gly Arg Phe Glu Leu Ala Ser Gly Gly Thr Leu Phe Leu Asp

GAG ATC GGC GAC ATC TCG CCC AAC TTC CAG GCC AAG CTG CTG CGC
Glu Ile Gly Asp lle Ser Pro Asn Phe GIn Ala Lys Leu Leu Arg

GTG CTG CAG GAG CAG GAG TTC GAG CGG GTC GGT GGG TCC AAG ACC
Val Leu GIn Glu GIn Glu Phe Glu Arg Val Gly Gly Ser Lys Thr

ATC AAG ACC GAC GTC CGG CTG ATC TGC GCC ACC AAC CTG AACCTG
lle Lys Thr Asp Val Arg Leu Ile Cys Ala Thr Asn Leu Asn Leu

1081
214

1126
229

1171
244

1216
259

1261
274

1306
289

1351
304

1396
319

1441
334

1486
349



1487
350

1532
365

1577
380

1622
395

1667
410

1712
425

1757
440

1802
455

1847
470

1892
485

1937
500

1982
515

2027
530

2072
545

2117
560

2162
575

2207
590

2252
605

GAG GAG GCG GTC GGC CAC GGC AAG TTCCGC GCCGACCTGTATTTC 1531
Glu Glu Ala Val Gly His Gly Lys Phe Arg Ala Asp Leu Tyr Phe 364

CGC ATC AAC GTG GTG ACC ATC CAC CTG CCG CCG CTG CGC GAG CGC 1576
Arg lle Asn Val Val Thr Ille His Leu Pro Pro Leu Arg Glu Arg 379

CGC CAG GAC ATCGGC CCG CTG GCCCGC CATTTC GTG GCGAAGTTC 1621
Arg GIn Asp lle Gly Pro Leu Ala Arg His Phe Val Ala Lys Phe 394

GCC AAG GAC AAC GGC ATG GCC CTC GTC ATG GAG GAC GAG GCG CTG 1666
Ala Lys Asp Asn Gly Met Ala Leu Val Met Glu Asp Glu Ala Leu 409

GAG GTG CTC AAC CGC TGC ACC TGG CCC GGC AACGTG CGC GAGCTG 1711
Glu Val Leu Asn Arg Cys Thr Trp Pro Gly Asn Val Arg Glu Leu 424

GAG AAC TGT ATC GAG CGC GCG GCC ACC CAG TCG CGC GAC GGC ATC 1756
Glu Asn Cys lle Glu Arg Ala Ala Thr GIn Ser Arg Asp Gly Ille 439

ATC CGC ACCGAG TCGCTGTCC TGC AGC CTG AAC CTCTGC AACTCC 1801
lle Arg Thr Glu Ser Leu Ser Cys Ser Leu Asn Leu Cys Asn Ser 454

TCGGTGCTG TTC CAG TAC CGC ACG TTG GGC GCG TCG GTC GGT GGC 1846
Ser Val Leu Phe GIn Tyr Arg Thr Leu Gly Ala Ser Val Gly Gly 469

CTC GCC CCG TCG ATG GGG CCG GGG GCC ATC AACCGC GTTCCT CCC 1891
Leu Ala Pro Ser Met Gly Pro Gly Ala lle Asn Arg Val Pro Pro 484

GGA CGC CCC GGC GGT CCG GCG GCG GCC AAC GCG CCG AAA ACC CCG 1936
Gly Arg Pro Gly Gly Pro Ala Ala Ala Asn Ala Pro Lys Thr Pro 499

GCC ATG CCC GCC CCG GTG CCG GAA CCG GCG GGT GCC GCG GCG GCG 1981
Ala Met Pro Ala Pro Val Pro Glu Pro Ala Gly Ala Ala Ala Ala 514

CGT GGC CGG CCT GCG CGT CGG GTT GTT CCG CGG CCC CTCGCC GGT 2026
Arg Gly Arg Pro Ala Arg Arg Val Val Pro Arg Pro Leu Ala Gly 529

CTG CGG CGC CGC CCA GCC GGT GGT TCC GGT CCC CCT GAT CCC GCA 2071
Leu Arg Arg Arg Pro Ala Gly Gly Ser Gly Pro Pro Asp Pro Ala 544

TGC CCC TGC CCG AGC CGA GCG CCCCTG CCG CCG CAG GLc ceg cee 2116
Cys Pro Cys Pro Ser Arg Ala Pro Leu Pro Pro GIn Ala Pro Pro 559

CCCTCCCCTGCCGCCGCTCCGCCGCCCGCCGCGGAGGTGCCGCTG 2161
Pro Ser Pro Ala Ala Ala Pro Pro Pro Ala Ala Glu Val Pro Leu 574

GAC GAG CCG GAG TCG GGA TCG CTG CGC GAT CGC CTG CTC TGG GCG 2206
Asp Glu Pro Glu Ser Gly Ser Leu Arg Asp Arg Leu Leu Trp Ala 589

ATG GAG CGC ACC GGC TGG GTG CAG GCC AAG GCC GCCCGC CTG CTG 2251
Met Glu Arg Thr Gly Trp Val GIn Ala Lys Ala Ala Arg Leu Leu 604

GGC ATG ACG ACC CGT CAG GTC AGC TAC GCC CTG CGC AAATAC AAC 2296
Gly Met Thr Thr Arg GIn Val Ser Tyr Ala Leu Arg Lys Tyr Asn 619

45
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2297 ATC GAG ATC AAG CGC TTC TGA GGG ACG GGC GAC AGC ATG GCC GAT 2341
620 Ile Glu lle Lys Arg Phe End 625

2342 CAG TAA CGG GCG GCC AAA CCGATC ATG TAC GCG CGATCC ACC GGC 2386
TAG TAC ATG CGC CCT AGG TGG
|——

primer Ab3’CCT

BamHI

Figura 4 Sequéncia do gene que codifica para os dominios central+C-terminal da proteina NifA de A. brasilense
(GenBank: X60714.1). Abaixo da sequéncia de nucleotideos é mostrada a sequéncia traduzida de aminoacidos.
Sublinhadas em vermelho estdo as sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo do gene e a regido em
que se anelam. Os nucleotideos em azul foram trocados em relacdo a sequéncia original do gene para a insercao
dos sitios de restricdo (em verde). A seta indica o inicio do dominio central da proteina NifA.

O produto desta amplificacdo permitiria a expressdo de uma proteina NifA sem os
primeiros 201 aminoacidos, eliminando portanto o dominio N-terminal e a maior parte da

regido interdominio QL, iniciando a traducdo a partir do antepentltimo aminoacido do QL.

Os primeiros ensaios de amplificacdo, utilizando DNA genémico de A. brasilense
como molde, resultaram em um produto inespecifico (dados ndo mostrados) de tamanho
préximo ao esperado, que é de 1346pb. Este produto inespecifico foi clonado e parcialmente
sequenciado, quando se confirmou que ndo se tratava do gene nifA, e sim de uma ORF

hipotética do genoma de A. brasilense.

O genoma de A. brasilense apresenta um alto conteido de bases G e C (>60%)
dificultando a amplificacdo de genes. Assim, optou-se por utilizar como DNA molde um
plasmideo contendo o gene nifA, a fim de diminuir a possibilidade de anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores a regifes inespecificas e também a formacdo de grampos no
DNA.

Os ensaios de amplificacdo seguintes foram realizados utilizando como DNA molde
o plasmideo pLANIfApET (ARAUJO, 2008), porém resultaram na amplificacdo de varios
produtos inespecificos (dados ndo mostrados). A partir de entdo foi utilizado como DNA
molde o plasmideo pML2A (ISHIDA, 1996), que contém o gene nifA inteiro. Foram
necessarias, no entanto, outras modificaces a fim de obter produto desejado. A amplificacdo
de produtos inespecificos e o baixo rendimento de rea¢fes de PCR s&o problemas frequentes
em casos de DNA’s com alto conteudo de bases G e C (VARADARAIJ e SKINNER, 1994;
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MCDOWELL; BURNS; PARKES, 1998). DNA’s molde com regides de alto contetido GC
formam loop no DNA gerando estruturas secundarias que promovem um salto da polimerase
durante a amplificacdo. Este salto produz produtos de PCR menores devido a néo
amplificacdo da regido do DNA molde em que se formou o loop (VISWANATHAN, V. K;;
KRCMARIK, K.; CIANCIOTTO, N. P., 1999). Alguns métodos sdo descritos para a melhora
no rendimento e na especificidade da reacdo de PCR, como a adigdo de certos compostos
organicos a mistura de reacdo, como DMSO, betaina, polietilenoglicol, glicerol e formamida
(CHAKRABARTI e SCHUTT, 2001). Kitade et al. (2003) testaram a capacidade do DMSO
em melhorar a reagdo de PCR utilizando genes de Porphyra yezoensis como molde, contendo
alto contetdo GC (média de 68,4%). Eles observaram que a eficiéncia e a especificidade da
amplificacdo muda de acordo com a concentracdo de DMSO adicionada. Em outro estudo
Kang; Lee e Gorenstein (2005) testaram a utilizacdo de betaina e DMSO isolados ou em
conjunto na reacdo de PCR contendo como DNA molde moléculas que formam estruturas
secundarias estaveis, e por isso geram produtos de amplificacdo menores e inespecificos.
Tanto a betaina quanto o DMSO isolados foram capazes de melhorar o PCR aumentando a
taxa de produtos de amplificacdo maiores em relacdo aos produtos menores (aumento de 30%
e 120%, respectivamente), sendo que a utilizagcdo dos dois compostos em conjunto aumentou
190% a taxa de amplificacdo em relacdo a reacdo sem os aditivos. Em ambos os estudos o
efeito mais proeminente observado com a adicdo de DMSO foi na concentracdo de 5%.

Dessa forma, como estudos anteriores mostraram a melhora na reacdo de PCR
contendo DNA molde de alto conteido GC com a adi¢cdo de compostos organicos, testamos a
adicdo destes as reacbes de amplificacdo. Como nédo tinhamos a disposicdo betaina, testamos a
utilizacdo de DMSO na concentracao de 5%. Além da adicdo de DMSO a reacdo, foi testado
um sistema de amplificacdo contendo Taq DNA polimerase recombinante (Fermentas) e dois
tipos de tampdes a escolha: 10X TaqgBuffer com KCI (100mM Tris-HCI pH8,8 a 25°C,
500mM KClI, 0,8% (v/v) Nonidet P40) e 10X TagBuffer com (NH,4),SO4 (750mM Tris-HCI
pH8,8 a 25°C, 200mM (NH,4),SO, e 0,1% (v/v) Tween 20).

Foram testadas quatro condigdes, na presenca e na auséncia de DMSO utilizando
tamp&o com KCI, e na presenca e na auséncia de DMSO utilizando tamp&o com (NH4),SO,.
O tampéo contendo KCI é o tampéo tradicional, mais comumente utilizado, enquanto que o
tampdo com (NH,).SO, permite maior rendimento de produtos especificos de PCR na
presenca de diversas concentracdes de MgCl,. fons Mg?®" estabilizam o complexo primer—

DNA molde, enquanto que fons NH," tém o efeito contrario de desestabilizagdo,
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especialmente em ligacbes fracas de pontes de hidrogénio entre primer-DNA molde
erroneamente pareados. Devido a este efeito antagonista entre Mg®* e NH,", o tamp&o com
(NH;).SO, oferece maior especificidade de anelamento dos primers em concentracfes

variadas de MgCl, e em diversas temperaturas de anelamento.

De fato, apenas houve amplificacdo na presenca de DMSO na reacdo contendo
tampé&o com (NH,),SO, (Figura 5). A eletroforese em agarose do produto desta reac¢ao revelou
um fragmento de aproximadamente 1,3Kpb. Nesta reacdo foi utilizado um gradiente de
temperatura para anelamento dos oligonucleotideos iniciadores que variou de 52°C a 60°C. A

Figura 5 mostra que houve amplificacdo nas quatro temperaturas testadas.

T1T2 T3T4 T1T2T3T4 T1T2T3T4 T1T2
" SR E S S ss
+DMSO -DMSO +DMSO -

A A A
AYS )

<

Tampédo com (NHy),SO, Tampédo com KCI

(pb)

2000

1500 <«— ~1350pb

1000
750

500
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Figura 5 Eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampdo TAE1X dos produtos de amplificacdo do gene que
codifica para a proteina NifA N-truncada de A. brasilense obtidos a diferentes temperaturas de anelamento dos
oligoncleotideos iniciadores. As reaces de amplificagdo do DNA foram realizadas como descrito em Material e
Métodos (item 3.4). O DNA foi corado com brometo de etidio. O produto da amplificacdo obtido esta indicado
pela seta vermelha. M: marcador 1Kb DNA ladder (Fermentas). As amplificacdes foram testadas com dois tipos
de tamp&o (com (NH,4),SO,4 e com KCI) e na presenca ou auséncia de DMSO. As reacfes de PCR foram testadas
com gradiente de temperatura crescente a T1=52,7°C, T2= 55,4°C, T3=58,1°C e T4=60,4°C.
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O produto da amplificacdo obtido & maior temperatura de anelamento (60,4°C) foi
utilizado para clonagem em vetor de ligagdo pTZ57R/T utilizando “kit” de clonagem
InsTAclone (Fermentas), gerando o plasmideo pCN57RCCT. Este “kit” utiliza um sistema
TA para clonagem direta de produtos de PCR que apresentam extremidade 3’ com
nucleotideos adenina despareados, que sdo gerados pela Tag DNA polimerase devido a sua
atividade de transferase terminal. A estrutura destes produtos de PCR favorece a clonagem
direta a vetores linearizados que contém extremidade T protuberante na ponta 3’,

complementar ao produto de PCR (Figura 6).

5 3 5 3
ddT PcR dA
vector vector
da product ddT
3
Fonte: InsTAclone®PCR Cloning Kit (Fermentas)

-

J

Figura 6 Sistema de clonagem TA. Os produtos de PCR gerados pela Tag DNA polimerase possuem
extremidade A complementares as extremidades T dos vetores TA, como o pTZ57R/T (Fermentas).

Apéds transformacdo da ligacdo, quinze coldnias foram analisadas por Rapidprep
(item 3.12), onde os clones sdo avaliados pela migracdo em gel de agarose em relacdo ao
vetor sem inserto (Figura 7). Os clones 1, 3, 4, 7, 8, 9 e 13 foram escolhidos para confirmacgéo
da insercdo do fragmento amplificado por padrdo de restricdo. Foram utilizadas duas enzimas
de restricdo para esta analise. A primeira foi a ECORI, que apenas lineariza o vetor. Se o vetor
contiver o inserto, o fragmento terd um tamanho de 4232pb (Figura 8). A segunda enzima de
restricdo utilizada foi a Pstl, que cliva o inserto em duas regies e o vetor em uma. Caso 0
inserto esteja ligado ao vetor, havera a liberacdo de 3 fragmentos: 377pb, 620pb e 3253pb
(Figura 9A) ou 377pb, 367pb e 3488pb (Figura 9B), dependendo da orientacdo em que houve
a ligagdo do inserto ao vetor. Na auséncia do inserto o plasmideo linearizado apresentara
tamanho de 2886pb. O plasmideo pML2A também foi submetido a restricdo com a enzima
EcoRl, o qual deveria liberar dois fragmentos de aproximadamente 4800pb e 300pb. A Figura
10 indica que apenas o clone 7, como era esperado pelo padrdo observado na andlise por
Rapidprep, ndo possui inserto. Os demais apresentam o primeiro padrdo de restricdo descrito

para a enzima Pstl, indicando a presenca do fragmento de interesse.
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Figura 7 Eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TAE1X de DNA obtido de clones transformados e
resistentes a Amp. Os plasmideos recombinantes foram isolados pela técnica de Rapidprep como descrito em
Material e Métodos (item 3.12). O DNA foi corado com brometo de etidio. C: vetor controle pTZ57R/T sem
inserto. Colunas 1-15: clones 1-15. Os clones 1, 3, 4, 7, 8, 9 e 13 foram escolhidos para analise por reacdo de
restrigdo.

1038

2383

Figura 8 Esquema do clone em pTZ57R/T digerido com a enzima EcoRI. O fragmento inserido no vetor contém
1346 pares de bases correspondentes a regido do nucleotideo 1038 ao 2383 (GenBank: X60714.1). O sitio de
clivagem da enzima EcoRI estd indicado em vermelho. A digestdo com esta enzima lineariza o plasmideo
gerando um fragmento de 4232pb.
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Figura 9 Esquema do clone em pTZ57R/T digerido com a enzima Pstl. O fragmento inserido no vetor contém
1346 pares de bases correspondentes a regido do nucleotideo 1038 ao 2383 (GenBank: X60714.1). Os sitios de
clivagem da enzima Pstl estdo indicados em vermelho. A digestdo com esta enzima libera 3 fragmentos de

377pb, 620pb e 3253pb (A) ou 377pb, 367pb e 3488pb (B), dependendo a orientagdo em que o inserto se ligou
ao vetor.
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Figura 10 Eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TAELX da andlise da restricdo dos clones. O gel foi
corado com brometo de etidio. M: marcador 1Kb DNA ladder (Fermentas) em pb. O plasmideo pML2A foi
clivado com a enzima EcoRI. Os clones 1, 3, 4, 7, 8, 9, e 13 foram clivados com as enzimas EcoRlI e Pstl.

O inserto foi também sequenciado em 80% de sua extensdo para confirmacédo de que
se trata do gene da nifA. As regides conservadas de cisteinas e hélice-volta-hélice de ligacédo
ao DNA foram sequenciadas. A regido ndo sequenciada corresponde ao final da regido
interdominios IDL e inicio do dominio C-terminal (Figura 11).
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Figura 11 Modelo esquematico da regido do gene que codifica para a proteina NifA N-truncada que foi
sequenciada. Aproximadamente 80% do fragmento amplificado foi confirmado por sequenciamento. A linha em
verde indica a regido sequenciada e a linha em vermelho a ndo sequenciada. Em azul estéo indicadas as regides
conservadas de cisteinas e hélice-volta-hélice. Os nimeros em verde indicam os nucleotideos correspondentes ao
inicio e ao fim do gene amplificado (GenBank: X60714.1) e em preto a posi¢do dos aminoacidos na proteina
NifA.

O gene que codifica para a proteina NifA N-truncada foi posteriormente sub-clonado
nos vetores de expressdo pET28a, pT7-7, pDK5, pDK6 e pDK7, gerando os plasmideos
recombinantes pCNpETCCT, pCNT7CCT (Figura 12), pCNK5CCT, pCNK6CCT e
PCNK7CCT (Figura 13). Os plasmideos pET28a e pT7-7 foram escolhidos por possuirem
promotor T7, possibilitando alto nivel de expressdo da proteina, sendo que o vetor pET28a
expressa a proteina fusionada a seis histidinas, facilitando o processo de purificacdo por
cromatografia de afinidade, e o vetor pT7-7 expressa a proteina nativa. Os demais plasmideos
(pDK5, pDK6 e pDK7) possuem promotor tac e por isso um nivel de expressdo protéico
menor que o promotor T7, dessa forma aproximam-se mais dos niveis fisioldgicos da bactéria
hospedeira para a realizagdo de ensaios in vivo. Foi utilizado também o promotor lac para a
expressdo do dominio N-terminal (p)CN18RNT — Apéndice A) em um ensaio de controle da
ativacdo transcricional. Este promotor possui um nivel de expressdo da proteina menor em

relacdo aos demais promotores utilizados.

A sequéncia teorica do gene que codifica para a proteina His-NifA N-truncada foi

traduzida pelo programa BioEdit e a sequéncia de proteina analisada pela ferramenta
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ProtParam do ExXPASy (Expert Protein Analysis System) Proteomics Server. Este servidor
pertence ao Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) e dedica-se a andlise de sequéncias e
estruturas de proteinas. De acordo com esta ferramenta, a proteina a ser expressa e purificada

possui 444 aminoacidos, massa molecular de 47.918Da e um pl teérico de 9,60.

pCNSTRCCT

4200pb

Fragmento Ndel/BamHI

BamHI \
Ndel
pCNT7CCT
3800pb

Figura 12 Estratégia de clonagem do gene que codifica para a proteina NifA N-truncada nos vetores de
expressdo pET28a e pT7-7. O gene que codifica para a proteina NifA N-truncada foi inicialmente clonado TA
em vetor pTZ57R/T gerando o plasmideo pCN57RCCT. Este plasmideo foi digerido com as enzimas Ndel e
BamHl, librando o inserto, que foi clonado nos vetores pET28a e pT7-7 gerando os plasmideos pCNpETCCT e
PCNT7CCT, respectivamente.
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Figura 13 Estratégia de clonagem do gene que codifica para a proteina NifA N-truncada nos vetores de
expressdo pDK5, pDK6 e pDK7. O plasmideo pCNpETCCT foi clivado com as enzimas Xbal e HindlIl. O
inserto liberado foi clonado nos vetores pDK5, pDK6 e pDK?7 gerando os plasmideos pPCNK5CCT, pPCNK6CCT

e pCNK7CCT.
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4.2 Expressao e purificacio da proteina His-NifA N-truncada de A. brasilense em E.
coli

Para a expressdo da proteina recombinante His-NifA N-truncada, o plasmideo
PCNpETCCT foi transformado por eletroporacdo em E. coli estirpe BL21 (DE3) como
descrito em Material e Métodos (item 3.13). Esta estirpe é capaz de expressar genes a partir
do promotor do fago T7, para tanto, a expressdo da RNA polimerase do fago T7 ocorre via

inducdo com IPTG.

O vetor pET28a, no qual foi sub-clonado o gene que codifica para a NifA N-
truncada, expressa a proteina fusionada a uma cauda com seis residuos de histidinas (cauda
His) na porcdo N-terminal. A proteina expressa foi entdo denominada His-NifA N-truncada.
A presenca de uma cauda His facilita a purificacdo da proteina por cromatografia de afinidade
em coluna contendo metal de transicdo. Neste trabalho utilizamos colunas pré-empacotadas
HiTrap Chelating carregada com fons Ni?*. Estas colunas possuem matriz de agarose acoplada
a 4cido iminodiacético. Quando carregada com fons metélicos adequados (normalmente Ni?*,
Cu?* ou Zn?") a proteina fica retida na coluna devido & propriedade de alguns amino4cidos,

como a histidina, se complexarem com ions metalicos.

A expressdo da proteina His-NifA N-truncada foi realizada incubando-se 300mL de
uma cultura de E. coli BL21 (DE3), transformada com o plasmideo pCNpETCCT, a 30°C até
atingir D.0.400~0,5. Neste momento foi adicionado 0,5mM IPTG e a cultura incubada a 18°C
por aproximadamente 16h (item 3.15). A inducdo da expressdo da proteina a temperaturas
menores faz com que esta seja expressa mais lentamente, fato que pode auxiliar no
enovelamento correto da proteina e melhorar a sua solubilidade. Sob essas condicdes
aproximadamente 50% da proteina permaneceram na fracdo soltvel, que foi utilizada para a
purificacdo em coluna HiTrap Chelating Ni?* (item 3.16.1). As proteinas retidas na coluna
foram eluidas por um gradiente crescente de imidazol (50mM a 1M), sendo que a proteina de
interesse foi eluida principalmente no gradiente de 300mM de imidazol (Figura 14). A eluicédo
da proteina em concentracdes baixas de imidazol acarretou a elui¢cdo conjunta de proteinas
contaminantes, que sdo normalmente eluidas nos gradientes iniciais. Devido a presenca destes

contaminantes a pureza da amostra obtida nesta coluna foi de 49% (Tabela 6).



57

MM EB FI FS | 50 100 200 250 300 400 1000
KDa —1

o [ [
116 —
66,2 Ev P ——

—— His-NifA
. N-truncada

45__
35 __ | -
25 | el -

Figura 14 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% das fragBes protéicas obtidas durante a
cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Chelating Ni** (GE Healthcare). A proteina His-NifA N-truncada
foi expressa e purificada como descrito em Material e Métodos item 3.16. As proteinas foram coradas com
Coomassie Blue R-250. MM: Marcador molecular de proteina (Fermentas). EB: Extrato bruto. Fl: Fracéo
insoltvel do extrato celular. FS: Fracdo solivel do extrato celular. I: Fracdo da amostra que ndo se ligou a
coluna. As proteinas foram eluidas com 50, 100, 200, 250, 300, 400 e 1000mM de imidazol. A seta indica a
proteina His-NifA N-truncada, de aproximadamente 48kDa.

Visando a melhora na purificagéo da proteina His-NifA N-truncada, as frages foram
cromatografadas em coluna HiTrap Heparin, como descrito em Material e Métodos (item
3.16.2). A heparina € uma glucosaminoglicana sulfatada e esta ligada covalentemente a uma
matriz de agarose nesta coluna. Esta heparina imobilizada possui duas formas de interacéo
com as proteinas: pode atuar como ligante por afinidade, através da sua interacdo com
proteinas que se ligam ao DNA, ou servir como uma trocadora cationica, devido a presenca de
seus grupos sulfatados. No caso da NifA, por ela ser uma ativadora transcricional, acredita-se

que ela se ligue a heparina por afinidade.

Para purificacdo nesta coluna, juntaram-se as fracdes eluidas a 250mM e a 300mM
de imizadol. Estas fracGes foram escolhidas por serem as que apresentaram maior quantidade
da proteina de interesse e tambeém de contaminantes. As fracGes agrupadas, antes de serem
passadas pela coluna de heparina, foram diluidas na proporcdo 1:1 para diminuir a
concentracdo inicial de NaCl, pois os tampfes da purificacdo anterior continham 500mM

NaCl e ndo sabiamos a concentracdo na qual a proteina seria eluida da coluna.
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A proteina His-NifA N-truncada foi eluida com 700mM NaCl (Figura 15) e, apesar
do baixo rendimento da purificacdo, esta Ultima etapa foi eficiente por aumentar o grau de
pureza da amostra para 80% (Tabela 6). Como para a realizacdo do ensaio de ativacdo
transcricional ndo eram necessarias grandes quantidades de proteina e sim era desejada maior
pureza, esta purificacdo foi considerada satisfatoria. A proteina foi purificada com 80% de
pureza e concentragdo de 0,25mg/mL (Tabela 6).
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Figura 15 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% das fracBes protéicas obtidas durante a
cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Heparin (GE Healthcare). A proteina His-NifA N-truncada foi
expressa e purificada como descrito em Material e Métodos item 3.16. As proteinas foram coradas com
Coomassie Blue R-250. MM: Marcador molecular de proteina (Fermentas). A: Amostra antes de ser aplicada na
coluna HiTrap Heparin. I: Fracdo da amostra que ndo se ligou a coluna. As proteinas foram eluidas com 100,
500, 600, 700, 800, 900, 1000 e 1500mM NaCl. A seta indica a proteina His-NifA N-truncada, de
aproximadamente 48kDa.

As fracBes eluidas a 700mM e a 800mM de NaCl foi adicionado glicerol a uma
concentracdo final de 15%. Estas fragcGes foram armazenadas em aliquotas de 200pL a -70°C.
Uma aliquota da fragdo eluida a 700mM de NaCl foi mantida em gelo e a 4°C para a
realizacéo do ensaio de ligacdo da proteina ao DNA.
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Tabela 6 - Tabela de purificacdo da proteina His-NifA N-truncada expressa em E. coli
BL21(DE3)

Etapas Proteina Total Pureza  Rendimento
(mg) (%) (%)
Extrato bruto 102 - -
Fracdo solavel 48 - 100
HiTrap Chelating Ni** 1,10 49 2,3
HiTrap Heparin 0,13 80 0,27

Tabela de purificacdo da proteina His-NifA N-truncada expressa em E. coli BL21 (DE3). As proteinas totais
foram determinadas pelo método de Bradford como descrito em Material e Métodos item 3.17. A pureza da
amostra foi determinada por analise densitométrica das bandas de proteinas em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 10% corado com Coomassie Blue R-250.

4.3 Ensaio in vitro de atividade de ligacédo da proteina His-NifA N-truncada de A.

brasilense a regido promotora do gene nifB de H. seropedicae

O dominio carboxi-terminal da proteina NifA apresenta um motivo hélice-volta-
hélice conservado responsavel pela ligacdo da proteina ao sitio UAS presente na regido
promotora dos genes nif (MORETT; CANNON; BUCK, 1988). A fim de se verificar a
atividade da proteina purificada, a His-NifA N-truncada foi testada quanto a sua capacidade
de ligacdo a regido promotora do gene nifB de H. seropedicae.

Para a realizacdo deste ensaio, a regido promotora do gene nifB foi amplificada
utilizando oligonucleotideos iniciadores marcados com os fluoréforos VIC e FAM, sendo o
ensaio realizado como descrito em Material e Métodos (itens 3.18.1 e 3.18.2,
respectivamente). Neste ensaio, 0,038uM de DNA correspondente a regido promotora do
gene nifB de H. seropedicae foi incubado com concentracfes crescentes de proteina, que
variaram de 0,16 a 3,2uM (concentracdo calculada considerando a proteina NifA como um
mondmero) (Figura 16). No ensaio é possivel observar o aparecimento de uma banda de
migracdo mais lenta na medida em que s&o adicionadas concentragdes crescentes de proteina
His-NifA N-truncada. A partir da presenca de 0,4uM de proteina observa-se o aparecimento
repetido de uma banda de migragdo mais lenta, e na presenca de 3,2uM da proteina His-NifA
N-truncada ha o desaparecimento da banda de DNA livre. Essa diferenca de migracdo esta
provavelmente relacionada a formagédo do complexo de DNA ligado & proteina His-NifA N-

truncada que, com maior massa molecular, migra mais lentamente no gel em relagdo ao DNA
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livre. Esses resultados indicam que a proteina His-NifA N-truncada purificada é capaz de se
ligar a regido promotora do gene nifB de H. seropedicae.

His-NifA N-truncada (umol/L)
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Figura 16 Ensaio de ligacdo da proteina His-NifA N-truncada a regido promotora do gene nifB de H.
seropedicae. Gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4% em tampdo Tris-Glicina com 8mM MgCl..
Concentragdes crescentes de proteina His-NifA N-truncada foram incubadas com a regido promotora do gene
nifB de H. seropedicae (0,038uM) como descrito em Material e Métodos (item 3.18). Coluna 1: DNA
correspondente & regido promotora do gene nifB de H. seropedicae marcado com fluoréforo na auséncia da
proteina. Colunas 2-7: promotor nifB incubado com concentragdes indicadas de His-NifA N-truncada. O DNA
foi visualizado utilizando sistema de video-imagem acoplado (UVP).

Para se verificar a especificidade da ligacdo da proteina His-NifA N-truncada a
regido promotora do gene nifB de H. seropedicae foram realizados ensaios de competicéo
com DNA homologo ndo marcado com fluordforo. Neste ensaio 0,038uM de DNA
correspondente ao promotor do gene nifB de H. seropedicae marcado foi incubado com
3,2uM de His-NifA N-truncada, quantidade necessaria para se ligar a todo DNA marcado
presente na reacdo, na presenca de concentragdes crescentes de nifB ndo marcado com
fluoréforo (0,019 a 0,114uM). O resultado esta apresentado na Figura 17. Como pode ser
observado, nas menores concentracfes do DNA homologo competidor é possivel visualizar

que ndo existe banda correspondente ao DNA livre marcado. Neste experimento, o complexo
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DNA-proteina permaneceu no pogo do gel como indicado pelo sinal de fluorescéncia. Em
concentrag¢fes mais elevadas (a partir de 0,095 uM) de DNA homdlogo ndo marcado pode ser
observado o desaparecimento do sinal de fluorescéncia no po¢o do gel e o aparecimento da
banda correspondente ao DNA livre. A concentracdo de 0,095uM corresponde a uma relacao
de 2,5 entre DNA ndo marcado que DNA marcado. N&o é clara a razdo pela qual o complexo

DNA-proteina ndo penetrou na malha do gel de poliacrilamida permanecendo no poco.
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Figura 17 Ensaio de ligacdo da proteina His-NifA N-truncada a regido promotora do gene nifB de H.
seropedicae na presenca de diferentes concentragdes de DNA homdélogo ndo marcado. Gel de poliacrilamida ndo
desnaturante 4% em tampdo Tris-Glicina com 8mM MgCl,. O DNA correspondente a regido promotora do gene
nifB de H. seropedicae marcado com fluoréforo (0,038M) foi incubado com 3,2uM de His-NifA N-truncada na
presenca de concentragdes indicadas de DNA homdlogo ndo marcado, como descrito em Material e Métodos
(item 3.18). Coluna 1: DNA correspondente a regido promotora do gene nifB de H. seropedicae marcado com
fluoréforo na auséncia de proteina. Colunas 2-7: promotor nifB (0,038 uM) com 3,2uM de His-NifA N-truncada
e concentragdes indicadas de DNA homélogo ndo marcado. As setas indicam o DNA livre e o complexo DNA-
proteina. O DNA marcado foi visualizado utilizando sistema de video-imagem acoplado (UVP).

O ensaio de ligagdo ao DNA da proteina His-NifA-N-truncada também foi realizado
na presenca de DNA heterologo (DNA de timo bovino). Neste ensaio 0,038uM (120ng) de
DNA marcado e 3,2uM de proteina His-NifA N-truncada foram utilizados na presenca de

concentracdes crescentes de DNA de timo bovino (25 a 650ng). Os resultados s&o
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apresentados na Figura 18. Em concentracdes inferiores a 250 ng de DNA de timo bovino, é
observada a banda correspondente ao complexo DNA-proteina com menor taxa de migracao.
Entretanto, com o aumento da concentracdo de DNA de timo, observa-se uma menor
proporcéo do complexo DNA-proteina, indicando desligamento da proteina do DNA marcado
ou a ndo formacdo deste complexo. Em concentracdes superiores a 500ng é visivel que parte
do DNA marcado encontra-se na forma livre. A utilizagdo de DNA de timo bovino em
experimentos de formacdo de complexo DNA-proteina € regularmente utilizada para indicar
especificidade da ligacdo. Nossos resultados mostram que a proteina His-NifA-N-truncada
purificada é capaz de se ligar ao DNA (formagdo do complexo DNA-proteina), entretanto,
esta ligacdo parece ndo ser altamente especifica uma vez que sofre interferéncia pela presenca
de DNA de timo. Alguns fatores podem ter contribuido para essa menor especificidade e

podem indicar que a proteina purificada ndo estd numa conformacéo adequada.
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Figura 18 Ensaio de ligacdo da proteina His-NifA N-truncada & regido promotora do gene nifB de H.
seropedicae na presenca de diferentes concentragcbes de DNA de timo bovino. Gel de poliacrilamida néo
desnaturante 4% em tampao Tris-Glicina com 8mM MgCl,. O DNA correspondente a regido promotora do gene
nifB de H. seropedicae marcado com fluoréforo (0,038uM) foi incubado com 3,2uM de His-NifA N-truncada e
concentragdes indicadas de DNA de timo bovino, como descrito em Material e Métodos (item 3.18). Coluna 1:
DNA correspondente a regido promotora do gene nifB de H. seropedicae marcado com fluoréforo na auséncia de
proteina. Colunas 2-7: promotor nifB com 3,2uM de His-NifA N-truncada e concentra¢des indicadas de DNA de
timo bovino (25 a 650ng). As setas indicam o DNA livre e o complexo DNA-proteina. O DNA foi visualizado
utilizando sistema de video-imagem acoplado (UVP).
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Estudos utilizando a proteina NifA purificada de Azospirillum em ensaios de ligacéo
ao DNA até o momento ndo foram descritos. Passaglia e colaboradores (1998) realizaram
ensaios de ligacdo ao DNA da proteina NifA de A. brasilense presente no extrato total de E.
coli e observaram que ela era capaz de se ligar ao sitio UAS do promotor nifH de K.
pneumoniae. Semelhante ao nosso sistema esses ensaios também foram realizados na
presenca de O,. Resultados descritos por Monteiro et al. (1999) utilizando uma forma N-
truncada da proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae purificada e ensaiada na presenca
de O, mostraram a capacidade da proteina em ligar-se a regides de nifB de H. seropedicae e
nifH de Rhizobium meliloti. Como a sensibilidade ao oxigénio da NifA de A. brasilense é
atribuida ao motivo conservado de cisteinas presente no interdominio que liga os dominios
central e C-terminal (FISCHER, 1994) e a capacidade de ligacdo ao DNA € devido ao motivo
hélice-volta-hélice presente no dominio C-terminal (MORETT; CANNON; BUCK, 1988), é
possivel que o motivo de ligagdo ao DNA ndo sofra influéncia direta do O..

4.4 Ensaio de ativagao transcricional in vivo pela NifA N-truncada de A. brasilense

A proteina NifA N-truncada de A. brasilense foi testada quanto a capacidade de
ativar in vivo a transcricdo do gene nifH. Para tanto os ensaios foram realizados utilizando
uma fusdo nifH::lacZ presente no plasmideo pRT22 e transformado em E. coli estirpe JIM109
(DE3). A estirpe JM109 (DE3) foi escolhida por produzir a RNA polimerase do fago T7,
necessaria para ativar a transcricdo da proteina NifA N-truncada em alguns dos plasmideos
utilizados, e por ndo apresentar atividade enddgena de 3-galactosidase. Se a proteina NifA N-
truncada expressa em E. coli for ativa, a ativacdo do promotor nifH levard a sintese da

proteina B-galactosidase.

Os ensaios de ativacao transcricional foram realizados na presenca e na auséncia de
jons NH4" e de oxigénio, com o objetivo de verificar uma possivel regulacio in trans da
proteina NifA N-truncada pelo dominio N-terminal e o controle negativo exercido pelo
oxigénio. Para isso as células JM109 (DE3) contendo o plasmideo pRT22 foram
transformadas com um plasmideo que contém o gene que codifica para o dominio N-terminal

da NifA e outro com o gene que codifica para a proteina NifA N-truncada.
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O dominio N-terminal em A. brasilense é responsavel pelo controle negativo da
atividade da proteina na presenca de ions amdnio (ARSENE et al., 1996). O dominio central
interage com o fator ¢°* da RNA polimerase, possui um motivo AAA de hidrélise do ATP
(GONZALEZ et al., 1998; WALKER et al., 1982) e esta ligado ao dominio C-terminal pela
regido interdominio (IDL) que apresenta um motivo contendo residuos de cisteinas,
provavelmente envolvidos com a sensibilidade ao oxigénio (FISCHER, 1994). Dessa forma,
espera-se que na presenca de oxigénio a atividade da NifA N-truncada esteja inibida, assim
como na presenca do dominio N-terminal e de ions NH,", consequentemente ndo havera a
transcrigdo da enzima [3-galactosidase. O ensaio de atividade da [3-galactosidase foi realizado
como descrito em Material e Métodos (item 3.19). A Figura 19 ilustra de uma forma geral

como o ensaio de ativacao transcricional foi realizado.
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Figura 19 Esquema geral do ensaio de ativagdo transcricional pela proteina NifA N-truncada. (A) Na auséncia
de oxigénio e/ou de NH," (e do dominio N-terminal) espera-se que a proteina NifA N-truncada esteja ativa e seja
observada a atividade da enzima B-galactosidase. (B) Na presenca de oxigénio e/ou de NH," (e do dominio N-
terminal) espera-se que a atividade da proteina NifA N-truncada esteja inibida, ndo haja transcri¢do da enzima f3-

galactosidase e ndo seja observada a atividade desta.
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Os ensaios foram inicialmente realizados com células JM109(DE3) transformadas
com os plasmideos pRT22 e pCNT7CCT na presenca ou na auséncia de oxigénio. O
plasmideo pCNT7CCT expressa a proteina NifA N-truncada a partir do promotor T7 (Figura
20). Como controles negativos foram utilizadas células apenas com o plamideo pRT22 e
células com os plasmideos pRT22 e pLANTpPET (que expressa o dominio N-terminal da
proteina NifA). E possivel observar auséncia de atividade PB-galactosidase em células
transformadas somente com os plasmideos pRT22 e/ou pLANTpPET. Por outro lado, a
atividade de [-galactosidase em células transformadas com os plasmideos pRT22 e
pCNT7CCT foi observada, indicando que a proteina NifA N-truncada de A. brasilense,
expressa nessas condicOes, é capaz de ativar a transcricdo do promotor nifH. Entretanto,
aparentemente ndo existe regulacdo por oxigénio, uma vez que a atividade de B-galactosidase
foi observada em células mantidas na presenca ou na auséncia de O,. Este resultado ndo era
esperado, pois a proteina NifA de A. brasilense é sensivel a O, (STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000). A auséncia de controle por O, pode ser decorrente de um escape
na expressdo da proteina NifA N-truncada, que teria sido expressa nos pré-indculos, e, dessa
forma, parte da atividade observada seria advinda de uma proteina expressa antes da inducao
com IPTG.

Idealmente, a expressao da proteina NifA N-truncada deveria ocorrer somente apos a
inducdo com IPTG como resultado da sintese de RNA polimerase de T7, entretanto, uma
expressao basal da RNA polimerase de T7 pode ocorrer a partir do promotor lacUV5 presente
em DES3, levando a sintese da proteina NifA N-truncada. Esse efeito € mais acentuado na
auséncia do gene lacl. Este gene codifica para o repressor lac, que, quando em lisogénicos
DE3, atua tanto no cromossomo da célula hospedeira, reprimindo a transcricao do gene da T7
RNA polimerase pela polimerase do hospedeiro, quanto no promotor T7 do vetor, bloqueando
a transcricdo da proteina de interesse caso haja alguma T7 RNA polimerase que tenha sido
transcrita. O gene lacl, presente em alguns plasmideos (como por exemplo pET28a), permite,

dessa forma, um controle mais rigido da expressdo da proteina NifA N-truncada.

Para confirmar a hip6tese de escape na expressdo da proteina NifA N-truncada,
analisamos a taxa de crescimento das células JM109 (DE3) transformada com os plasmideos
pRT22 e pCNT7CCT, na auséncia de IPTG, concomitantemente com a atividade [3-
galactosidase. A Figura 21 mostra os resultados obtidos. No inicio do experimento, 0 nimero
de células (indicado pela D.O.g00) € pequeno e a atividade de B-galactosidase € detectada

(provavelmente decorrente do indculo utilizado). Observa-se uma diminuicdo da atividade
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especifica de B-galactosidase até 4 horas de cultivo em decorréncia do aumento no nimero de
células. Entretanto, a partir da 52 hora de cultivo pode ser observado aumento da atividade -
galactosidase provavelmente devido ao escape de expressdo da NifA N-truncada e diminuigéo
do teor de O, presente na cultura. Os resultados observados na Figura 21 também sugerem
uma menor sensibilidade ao O, da proteina NifA de A. brasilense se comparada a de H.
seropedicae (MONTEIRO et al., 1999).

Uma alternativa utilizada para diminuir o efeito do escape na expressdao da proteina
NifA N-truncada a partir do plasmideo pCNT7CCT foi a transformacéo da célula que contém

este plasmideo com o vetor pET28a, que possui 0 gene lacl.

8000 1 7.375
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5000 -
4000 - H (+0)
3000 - E(-0)

2000 -

Atividade B-galactosidase
(Unidades Miller)

1000 -
34 30 26 24

pRT22 pCNT7CCT pLANTPET

Figura 20 Ensaio de ativacdo transcricional in vivo de uma fuséo nifH::lacZ presente no plasmideo pRT22 pela
proteina NifA N-truncada expressa a partir do plasmideo pCNT7CCT. O ensaio foi realizado como descrito em
Material e Métodos, na presenca ou na auséncia de oxigénio. A atividade de f-galactosidase foi determinada, os
resultados apresentam um grafico representativo do experimento e sdo apresentados em unidades Miller.
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Figura 21 Curva de crescimento celular e de atividade B-galactosidase de células JM109 (DE3) transformadas
com os plasmideos pRT22 e pCNT7CCT na auséncia de IPTG para verificar a presenga de escape na expressao
da proteina NifA N-truncada. As células foram inoculadas em meio LB e mantidas sob agitagdo a 37°C.
Aliquotas foram retiradas nos intervalos indicados, sendo determinado a D.O.gp (crescimento) e atividade de B-
galactosidase presente, conforme descrito em Material e Métodos. A atividade de B-galactosidase € apresentada
como unidades Miller.

A Figura 22 mostra 0 ensaio de ativacdo da transcricdo utilizando células
transformadas com o plasmideo pCNT7CCT na presenca do vetor pET28a. Pode-se observar
que hd um controle negativo na atividade da proteina NifA N-truncada na presenca de

oxigénio.

A fim de verificar o efeito in trans da co-expressdo do dominio N-terminal de NifA
sobre a proteina NifA N-truncada, o0 mesmo ensaio foi realizado em células contendo 0s
plasmideos pPCNT7CCT e pLANTpPET. Nossa expectativa era a regulacdo da atividade em
resposta a adi¢do de jons NH;" ao meio de cultura, do dominio N-terminal sobre a proteina
NifA N-truncada (Figura 22). Ndo foi observado controle por NH;" na presenca ou na
auséncia do dominio N-terminal. A diminuigdo de atividade quando o plasmideo pLANTpET
estava presente pode ser decorrente de uma menor expressao da proteina NifA N-truncada em

vista da super-expressao de duas proteinas na mesma célula.
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Figura 22 Ensaio de ativagdo transcricional in vivo pela proteina NifA N-truncada expressa a partir do
plasmideo pCNT7CCT na presenca ou na auséncia do dominio N-terminal expresso a partir plasmideo
PLANTPET. O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presen¢a e na auséncia de
oxigénio (O) e/ou NH," (N). Os resultados apresentam um grafico representativo do experimento, desvio
padrdo em torno da média de uma amostra em duplicata e sdo apresentados em Unidades Miller.

Ensaio semelhante foi realizado utilizando proteinas expressas a partir de promotor
tac. A expressdo a partir de promotor tac € menor se comparada ao promotor T7 diminuindo
talvez o efeito de superexpressdo das proteinas. O ensaio foi realizado com células
transformadas com os plasmideos pCNK6CCT e pCNKS5NT (Apéndice A), como mostra a
Figura 23. Resultado semelhante ao anterior foi observado: controle negativo por O, e

auséncia de controle por NH,".
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Figura 23 Ensaio de ativacdo transcricional in vivo pela proteina NifA N-truncada expressa a partir do
plasmideo pCNKG6CCT na presenca ou na auséncia do dominio N-terminal expresso a partir plasmideo
PCNKS5NT. O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presenca e na auséncia de oxigénio
(O) efou NH," (N). Os resultados sdo representativos e apresentados em Unidades Miller.

A fim de confirmar que as proteinas de interesse estavam sendo expressas nas
condicdes testadas, parte da cultura foi processada para separacdo de proteinas por
eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE). A Figura 24 mostra que ambas as proteinas
sdo expressas a partir dos plasmideos pCNT7CCT, pCNK6CCT, pLANTPET e pCNK5NT
nas condi¢cdes do ensaio e que, portanto, a auséncia de regulagdo in trans por amonio da
proteina NifA N-truncada nfo é devido a auséncia de expressdo do dominio N-terminal. E
possivel observar também uma diminuicdo do nivel de expressdo da proteina NifA N-
truncada quando o dominio N-terminal é co-expresso, corroborando a diminui¢do de atividade

de B-galactosidase observado.
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Figura 24 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) de celulas IM109 (DE3)
contendo o plasmideo pRT22 e expressando as proteinas NifA N-truncada e/ou o dominio N-terminal. Os sinais —
e + indicam auséncia ou presenca de plasmideos expressando as proteinas indicadas. MW indica marcador de
massa molecular (kDa) e as setas indicam a migraco das proteinas de interesse. A direita é mostrada a proteina
NifA N-truncada purificada. As proteinas foram expressas a partir de plasmideos contendo os promotores T7
(PCNT7CCT e pLANTPET) ou tac ()CNK6CCT e pCNK5NT). As proteinas foram coradas com Coomassie-blue
R250.

Outros ensaios também foram realizados utilizando combinacdes de plasmideos a
fim de obter diferentes niveis de expressao entre a NifA N-truncada e o dominio N-terminal e
verificar a influéncia sobre o controle de ativacdo transcricional da proteina NifA N-truncada.
Foram utilizados plasmideos com promotores T7, tac e lac. Os resultados estdo apresentados
nas Figuras 25, 26 e 27. Como pode ser observado, os perfis dos graficos de regulacdo da
atividade transcricional da NifA N-truncada sdo semelhantes aos observados anteriormente,
onde é observado um controle negativo da NifA N-truncada pelo oxigénio, mas ndo se
observa regulagio por ions NH4". Anélise de proteinas presentes nos extratos celulares dessas
culturas, indicam que as proteinas de interesse foram expressas (Figura 28 e dados ndo
apresentados) e que, portanto, a falta de regulacdo por amdnio ndo é decorrente da auséncia de

expressdo das proteinas.
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Figura 25 Ensaio de ativacdo transcricional in vivo pela proteina NifA N-truncada expressa a partir do
plasmideo pCNpETCCT (promotor T7) na presenca ou na auséncia do dominio N-terminal expresso a partir do
plasmideo pCNK5NT (promotor tac). O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presenca e
na auséncia de oxigénio (O) e/ou NH," (N). Os resultados apresentam um grafico representativo do experimento,
desvio padréo em torno da média de uma amostra em duplicata e sdo apresentados em Unidades Miller.
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Figura 26 Ensaio de ativagdo transcricional in vivo pela proteina NifA N-truncada expressa a partir do
plasmideo pPCNK5CCT (promotor tac) na presenca ou na auséncia do dominio N-terminal expresso a partir do
plasmideo pLANTPpET (promotor T7). O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presenca
e na auséncia de oxigénio (O) e/fou NH," (N). Os resultados apresentam um grafico representativo do
experimento, desvio padrdo em torno da média de uma amostra em duplicata e sdo apresentados em Unidades
Miller.
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Figura 27 Ensaio de ativacdo transcricional in vivo pela proteina NifA N-truncada expressa a partir do
plasmideo pPCNK6CCT (promotor tac) na presenca ou na auséncia do dominio N-terminal expresso a partir do
plasmideo pCN18RNT (promotor lac). O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presenca
e na auséncia de oxigénio (O) e/ou NH," (N). Os resultados apresentam um grafico representativo do
experimento, desvio padrdo em torno da média de uma amostra em duplicata e sdo apresentados em Unidades
Miller.
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Figura 28 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) de células JM109
(DE3) contendo o plasmideo pRT22 e expressando as proteinas NifA N-truncada e/ou o dominio N-terminal. Os
sinais — e + indicam, respectivamente, auséncia ou presenca de plasmideos expressando as proteinas indicadas.
MW indica marcador de massa molecular (kDa) e as setas indicam a migracdo das proteinas de interesse. As
proteinas foram expressas a partir de plasmideos contendo os promotores T7 ()CNT7CCT e pLANTPpET) ou tac
(PCNKB6CCT e pCNK5NT). Nas colunas 7 e 8 a proteina NifA N-truncada foi expressa a partir do plasmideo
pCNK5CCT e dominio N-terminal a partir do plasmideo pLANTpET As proteinas foram coradas com
Coomassie-blue R250.

Os resultados do ensaio de ativagéo transcricional do gene de fusdo nifH::lacZ pela
proteina NifA N-truncada indicam que tanto a proteina nativa quanto a recombinante
fusionada a cauda-His sdo capazes de ativar a transcricdo na auséncia de oxigénio e ndo
apresentam controle por NH,". A proteina NifA N-truncada de A. brasilense aparentemente
também é menos sensivel ao oxigénio que a de H. seropedicae (MONTEIRO et al., 1999). Na
presenca do dominio N-terminal e de fons NH," ndo observamos controle negativo da
ativacdo transcricional. O perfil de ativagdo transcricional apresentado com as proteinas
expressas a partir de diferentes promotores foi 0 mesmo (controle negativo da atividade da
NifA N-truncada na presenca de oxigénio, mas ndo observamos controle negativo na presenca

de NH;" e do dominio N-terminal), indicando que provavelmente a auséncia de controle
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negativo da ativacdo transcricional ndo é devido aos diferente niveis de expressdo das

proteinas, uma vez que foram confirmadas sua expressdo por eletroforese em gel SDS-PAGE.
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5 CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que a proteina His-NifA N-truncada de A. brasilense
purificada é capaz de ligar-se ao promotor nifB de H. seropedicae mesmo tendo sido
purificada sob atmosfera de oxigénio. Oliveira et al. (2009) demonstraram que 0 motivo
conservado de cisteinas da NifA de H. seropedicae é essencial para a ativagéo transcricional
dos genes nif, porém a proteina mutada nestes residuos mantém a capacidade de ligacdo ao
DNA in vitro sob atmosfera de oxigénio, sugerindo que esta atividade néo é alvo direto de
controle pelo oxigénio da atividade da NifA. Porém, em presenca de oxigénio a mudanga no
estado redox pode causar alteracdo conformacional no dominio central de tal forma que afete
a especificidade de ligacido ao DNA do dominio C-terminal. Dessa forma, a proteina
purificada neste trabalho, embora tenha mostrado capacidade de ligacdo ao promotor nifB nao

apresentou especificidade.

As proteinas NifA N-truncada nativa ou fusionada a cauda His também foram
testadas quanto a capacidade de ativacdo de transcricdo do promotor nifH de K. pneumoniae,
mostrando atividade in vivo. Os resultados de ativagdo transcricional indicam também que a
proteina NifA N-truncada de A. brasilense parece ser menos sensivel ao oxigénio se
comparada a NifA N-truncada de H. seropedicae, a qual apresenta atividade 3-galactosidase
proxima a zero na presenca de oxigénio (MONTEIRO, 1999). A proteina de A. brasilense,
apesar de apresentar atividade de (-galactosidase menor na presenca de oxigénio do que na
auséncia, a atividade na presenca de oxigénio observada € significativamente alta quando
comparada a dos controles negativos. Esta baixa sensibilidade ao oxigénio apresentada pela
NifA N-truncada de A. brasilense pode ser alvo de estudos posteriores para melhor explicacéo

deste efeito.

Neste trabalho os experimentos de regulacdo in trans do dominio N-terminal da
proteina NifA sobre a forma NifA N-truncada ndo mostraram efeito sobre a atividade
transcricional. Considerando que em estudos anteriores ha evidéncias de que a atividade da
NifA é controlada por NH;" e pela PIl através de mecanismos que envolvem o dominio N-
terminal (ARSENE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996), a falta de influéncia do dominio N-
terminal sobre a proteina N-truncada em nossos estudos pode ser decorrente de fatores como a
conformacdo do dominio N-terminal, auséncia ou falta de alguma outra molécula necesséria

neste controle, por exemplo.
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Apéndice A — Estratégia de clonagem do gene que codifica para 0 dominio N-terminal em
vetores pDK5, pDK7 e pTZ18R. O fragmento do gene que codifica para o dominio N-
terminal (His-NT) do plasmideo pLANTPET (ARAUJO, 2008) foi clonado Xbal/HindlIl
nesses vetores, gerando o0s plasmideos PCNKSNT, pCNK7NT e pCN18RNT,
respectivamente.

HindIII

Ndel
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Fragmento Xbal/HindlIl1I
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3600pb
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Anexo A — Vetor de clonagem pTZ57R/T (Fermentas)
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Anexo B — Vetor de expressdo pET28a (Novagen)
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T7 promoter primer #69348-3

PET upstream primer #69214-3
Balll

_— >
T7 promoter lac

operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGEGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGA
Neol His+Tag _Ndel Nhel T7-Tag
ATCATCATCATCACAGCAG TGCCGCGLGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTEGTGGACAGCAA

rSe Vo |ProArgGlySerHisHetA loSerMetThrG lyGlyGInGin
thrombin

o |8

C
sHisHisHisH sH 1 s5erS

| His=Tag
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AlaProProProProProleuArgSe

TGCTAACAAAGCCC pET-28al+)

CysEnd

Ol <o
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rThrThrThrT ro.. .

-—
T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region




Anexo C — Vetor de expressdo pT7-7 (Tabor e Richardson, 1985)
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’ — |
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| S | | I
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T7022,972)
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CGC GCC CGG GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG CCC AAG CTT ATC ATC GAT. .
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Anexo D — Vetor de expressao pDK5 (Kleiner et al., 1988)

(Sp/P)

lacl@

95



96

Anexo E — Vetor de expressdo pDK6 (Kleiner et al., 1988)
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(Pv/A)
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Anexo F — Vetor de expressdo pDK7 (Kleiner et al., 1988)

S

m
HSpPSXB !KSEE

piac

(Sp/P)

laci

(Ah/Ha)

(Pv/A)
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Anexo G — Vetor de expressdo pTZ18R (Mead; Szczena-skorupa e Kemper, 1986)

fl_origin

AmpR_promoter

ORF

Ampicillin

lacZ_a
M13_pUC_fwd_primer
M13_forward20_primer
HindIII 162

PstI 178

sall 180

Hhal 186

BamHI 192

smal 199

Kpnl 205

Sacl 211

EcoRI Z13
T7_promoter
M13_reverse_primer
M13_pUC_rewv_primer
lac_promoter

pBR3Z2Z_origin



