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RESUMO

A proteina NifA é o principal regulador transcricional da fixagdo biologica de
nitrogénio. Essa proteina € responsavel pela ativacdo dos genes nif e sua atividade
€ regulada pelos niveis de nitrogénio e oxigénio. NifA possui trés dominios
estruturais: um dominio N-terminal regulatério que possui um motivo GAF; um
dominio central que possui a fungédo de hidrolisar o ATP e catalizar a formagéo do
complexo aberto; e um dominio C-terminal que é responséavel pela ligagdo ao DNA.
Em Herbaspirillim seropedicae, uma B-proteobacteria capaz de colonizar gramineas
de interesse comercial, 0 dominio N-terminal GAF responde aos niveis de nitrogénio
fixado de forma dependente da proteina transdutora de sinais GInK. Quando o
dominio regulatério GAF é removido, a proteina continua ativa, porém perde a
regulacdo por nitrogénio. A proteina NifA também é ativa somente em condicfes de
baixa concentracdo de oxigénio e esta sensibilidade esta relacionada a um provavel
cluster de FeS presente no dominio central e regido interdominio com o dominio C-
terminal. Neste trabalho, utilizamos mutacdes sitio-dirigidas para analisar o
mecanismo de regulacdo da NifA em resposta aos niveis de nitrogénio e também
por oxigénio. As mutacfes K22V, T160E, M161V, L172R, A215D e S220I resultaram
em proteinas NifA incapazes de ativar a sintese da nitrogenase. Por outro lado, a
mutagdo Q216l, localizada do dominio central, resultou em uma proteina NifA ativa,
com fendtipo semelhante a selvagem, sugerindo que a mutacdo introduzida nao
altera a regulacéo da proteina de forma significativa. Ja a mutacdo G25E, localizada
no dominio N-terminal, gerou uma proteina ativa regulada por nitrogénio, no entanto
independente de GInK. Esse resultado indica que o residuo de glicina na posicéo 25
€ importante tanto na interacdo com GInK quanto na interacdo do dominio N-terminal

com o dominio Central.
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ABSTRACT

The NifA protein is the central regulator of biological nitrogen fixation. This
protein is responsible for activating the transcription of nif genes and it is regulated by
both nitrogen and oxygen levels. NifA protein comprises three structural domains: a
regulatory amino-terminal GAF domain; a catalytic Central domain, that hydrolyze
ATP and catalyzes open complex formation; and a carboxy-terminal domain involved
in DNA-binding. In Herbaspirillum seropedicae, a [B-proteobacterium capable of
colonizing important crops, the regulation by fixed nitrogen involves the GAF domain
and the signal transduction protein GInK. When the GAF domain was removed the
protein remained active but without nitrogen regulation. Also, this protein is active
only under low oxygen concentrations, and this sensitivity may be related to a FeS
cluster located in the Central domain and the interdomain region with C-terminal
domain. Here we analysed the nitrogen and oxygen regulation of H. seropedicae
NifA using single point-mutation. Mutations K22V, T160E, M161V, L172R, A215D
and S220I resulted in proteins that were unable to activate the nitrogenase synthesis.
On the other hand, the point mutation Q216l, located in the Central domain, lead to
an active protein, with a phenotype similar to the native NifA, suggesting that this
mutation did not modify its regulation significantly. Furthermore the mutation G25E,
located in the GAF domain, resulted in an active protein regulated by nitrogen, but
independent of GInK. This result indicates that the glycine residue at the position 25
might be important for interaction with GInK and also in the interaction between the

N-terminal and Central domain.
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1 INTRODUCAO
1.1 Fixacao Biolégica de Nitrogénio

O nitrogénio € um elemento essencial para a sintese de biomoléculas
importantes como 0os aminoacidos e nucleotideos, que compdem as proteinas e
DNA respectivamente. Apesar de abundante na natureza na forma de gas
dinitrogénio, a maioria dos organismos nao é capaz de utilizar essa molécula como
fonte deste elemento. Alguns procariotos, chamados diazotrofos, sdo capazes de
converter o N, em amdnia em um processo chamado fixac&o biolégica de nitrogénio.

Esse processo € dependente de ATP e € realizado pelo complexo da
nitrogenase, em condi¢cdes microaerdbicas, de acordo com a estequiometria abaixo
(SIMPSON; BURRIS, 1984; RAYMOND et. al., 2004).

N+ 8H +8€+16ATRN@—+2NH3+H2+16ADPAM;+16P

O complexo da nitrogenase é composto por duas proteinas: dinitrogenase e
dinitrogenase redutase (BULEN; LECOMTE, 1966; HAGEMAN; BURRIS, 1980). A
primeira € um heterotetramero a,B3,, onde a subunidade a é codificada pelo gene
nifD e a subunidade B é codificada pelo gene nifK. Na subunidade a esté& localizado
0 sitio ativo para a reducdo do dinitrogénio, normalmente um cluster de metal
contendo molibdénio, denominado FeMoco. Alguns organismos, na falta de
molibdénio, expressam nitrogenases alternativas, contendo vanadio ou ferro (EADY,
1996). Recentemente pesquisadores identificaram o carbono como atomo central
deste cluster (MoFe;S¢C). Essa descoberta podera ajudar na compreensdo do
mecanismo de quebra da tripla ligacdo da molécula de N, (LANCASTER et al., 2011;
SPATZAL et al., 2011). A segunda proteina do complexo é um homodimero, onde as
duas subunidades vy, codificadas pelo gene nifH, sdo ligadas por um centro 4Fe-4S
(KIM; WOO; REES, 1993).

O mecanismo de redugédo do dinitrogénio inicia-se com a transferéncia de
elétrons da dinitrogenase redutase, também conhecida como proteina Fe, para a
dinitrogenase, também conhecida como proteina FeMo, esse processo requer a
hidrolise de 2 moléculas de ATP a cada elétron transferido. Depois de transferido os

elétrons, o N, se liga no sitio ativo da enzima e é convertido em NH; (HOWARD;
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REES, 2006). Apés a reducédo, o nitrogénio é incorporado em moléculas chave do

metabolismo de nitrogénio, como glutamato e glutamina.
1.2 Género Herbaspirillum

As bactérias do género Herbaspirillum sdo gram negativas, vibridide, com um a
trés flagelos, pertencem a classe betaproteobacterias e sdo capazes de fixar
nitrogénio atmosférico (BALDANI et al., 1986). O organismo deste estudo,
Herbaspirillum seropedicae, € uma bactéria endofitica e foi isolado por Baldani e
colaboradores (1986). Esta bactéria € encontrada em associacdo com raizes de
gramineas de interesse econémico como milho, arroz, sorgo e cana-de-acucar.
Posteriormente, Cruz e colaboradores (2001) encontraram este organismo em
bananeiro e abacaxizeiro. Koopman e colaboradores (2010) encontraram
representantes deste género em Sarracenia alata, uma planta carnivora. A interacao
desta bactéria com plantas ainda ndo é muito bem compreendida, no entanto a
inoculacao de H. seropedicae em arroz levou um aumento no peso Umido e seco
das plantas (GYANESHWAR et al.,, 2002). Ainda, James e colaboradores (2002)
verificaram que H. seropedicae estirpe Z67 era capaz de colonizar a superficie das
raizes e tecidos internos de arroz, resultando no aumento da biomassa radicular. O
mesmo foi observado por Roncato-Maccari e colaboradores (2003).

Alguns organismos deste género foram encontrados em infeccbes de pulméo
em pacientes com fibrose cistica. Como ndo ha indicios de que essas bactérias
sejam patogénicas, acredita-se que essas Iinfec¢cdes foram ocasionadas por
bactérias oportunistas (SPILKER et al., 2008).

1.3 Proteinas do tipo PII

As proteinas do tipo PIl pertencem a uma familia de proteinas responsavel pela
transducédo de sinal de nitrogénio, carbono e energia no metabolismo celular e estdo
presentes em Bacteria, Archaea e Eucarya (ARCONDEGUY; JACK; MERRICK,
2001). Em Bacteria, essas proteinas sdo homotriméricas, capazes de ligar ATP e 2-
oxoglutarato (2-OG), e sua atividade € regulada de acordo com seu estado de
uridililacdo (KAMBEROV; ATKINSON; NINFA, 1995; TRUAN et al., 2010). Muitos
organismos apresentam mais de uma proteina PIl que podem apresentar diferentes

7

funcbes. Apesar disso, a estrutura tridimensional dessas proteinas € muito
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semelhante, sendo que a GInB de Escherichia coli é composta de 2 a-hélices e 6
folhas-p pregueada. As duas a-hélices e as folhas-B pregueada 1 e 4 formam 2
motivos Bap que estdo conectados pela volta T. A volta B liga a segunda a-hélice a
guarta folha-38, e na regido C-terminal, a volta C une as folhas-p 5 e 6 (CHEAH et al.,
1994; CARR et al., 1996). Quando a proteina esta na sua forma trimérica, ha a
formacao de trés cavidades. Na cavidade formada pela volta C de um mondmero e
pela volta T do monémero adjacente é onde o ATP se liga (XU et al., 2001).

A uridililacdo das proteinas da familia PIl, que ocorre no residuo conservado
Tyr51, é realizada pela proteina GInD em resposta a condicdo limitante de
nitrogénio. A desuridillacdo é catalisada pela mesma enzima em resposta ao
excesso de nitrogénio fixado (ATKINSON; NINFA, 1998; JIANG; ZUCKER; NINFA,
1997).

Em E. coli foram identificadas duas proteinas Pll, GInB e GInK. A proteina GInB
€ expressa constitutivamente e GInK apenas na auséncia de nitrogénio fixado
(ATKINSON; BLAUWKAMP; NINFA, 2002). Estas proteinas atuam como
transdutoras de sinal para proteinas reguladoras como NtrB/NtrC, reguladoras do
metabolismo de nitrogénio e NifA, reguladora da fixagdo bioldgica de nitrogénio. No
metabolismo do nitrogénio, quando GInB estd na sua forma uridililada, ou seja,
quando ndo ha nitrogénio fixado disponivel, ndo consegue interagir com a proteina
regulatoria NtrB. Entdo, a atividade de quinase de NtrB predomina e NtrC é
fosforilada, e assim é capaz de ativar a transcricdo de genes envolvidos na utilizacdo
de fontes alternativas de nitrogénio. Ja na forma ndo modificada, GInB interage com
NtrB estimulando a desfosforilacdo de NtrC, que por sua vez fica inativa
(ARCONDEGUY; JACK; MERRICK, 2001).

Em H. seropedicae foram encontrados 2 genes que codificam para membros da
familia PIl, ginB e ginK (BENELLI et al., 1997; NOINDORF et al.,, 2006). Neste
organismo, a proteina GInD uridilila com mais eficicia a proteina GInB e essa reacao
€ dependente de ATP e 2-OG e inibida por glutamina (BONATTO et al., 2007). O
gene gInK faz parte de um operon (nimAglinKamtB) cuja expressdo € dependente de
NtrC e ocorre na falta de nitrogénio. O mutante no gene amtB apresentou falha no
transporte do metil-aménia (NOINDORF et al., 2006). Ja o mutante ginK €& Nif-,
sugerindo que a proteina expressa por esse gene esta envolvida direta ou

indiretamente na fixacdo de nitrogénio (NOINDORF et al., 2011).
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1.4 Transcri¢gao do gene nifA

Na maioria dos organismos diazotréficos a transcricdo do gene nifA é ativada
por NtrC fosforilada e é dependente do fator 0> da RNA polimerase. Em Klebsiella
pneumoniae a proteina NtrC estabiliza a ligacdo do complexo da RNA polimerase
com o promotor -12/-24 do do gene nifA (MINCHIN; AUSTIN; DIXON, 1989).
Diferentemente, em Sinorhizobium meliloti a proteina responséavel pela ativacdo do
gene nifA é a FixJ, sendo que a forma mais ativa é a fosforilada (AGRON; DITTA;
HELINSKI, 1993). Philip e colaboradores (1990) mostraram que em baixas
concentragdes de O, FixL ativa a transcri¢cao de nifA.

A regido promotora do gene nifA em H. seropedicae possui sitios de ligacao
para NtrC, NifA, IHF (“integration host factors”) e uma regiao -12/-24 dependente de
0>* (SOUZA et al., 2000). A ativacdo deste gene é dependente de NtrC, porém NifA
€ capaz de se ligar ao préprio promotor e ativar a transcricdo (WASSEM et al.,
2002). Neste organismo a delecéo do sitio de ligacédo para IHF levou ao aumento da
expressdo de NifA, indicando que esses fatores sao necessarios para a regulacao
negativa da auto-ativacéo do gene nifA (WASSEM et al., 2002).

1.5 Proteina NifA

A proteina NifA é um ativador de transcricdo pertencente a familia das EBP
(“enhancer binding proteins”) e juntamente com a subunidade 0 da RNA
polimerase ativam a transcricdo dos genes nif. Esta proteina é capaz de se ligar ao
DNA na regidao UAS (“upstream activator sequence”), reconhecendo a sequéncia 5’-
TGT-NlO-ACA-S’ (BUCK et al.,, 2000). Esta sequéncia esta localizada a uma

distancia de 80 a 150 nucleotideos a montante do sitio de inicio da transcricdo
(MORETT; CANNON; BUCK, 1988; MORETT; BUCK, 1988). Em Bradyrhizobium
japonicum a NifA também € capaz de ativar a transcricdo dos genes nrgA (N-
acetiltransferase), nrgB e nrgC (hidroxilase), sugerindo que nesses organismos,
além de ativar a transcricdo dos genes nif, ela também é responsavel pela ativacao
de genes induzidos por anaerobiose (NIENABER et al., 2000). Em Rhizobium
leguminosarum bv. viciae a NifA é responsavel pela ativacdo dos genes hupSL que
codificam para hidrogenases. O sitio de ligacdo para este gene (5’-ACAA-N5-ACAA-
N1o-TTGT-3’) ndo corresponde ao classico nos genes nif (5’-TGT-N10-ACA-3’).
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Acredita-se que esta regido nos genes hup foi adaptado para ser ativado por NifA
para coexpressar as hidrogenases e nitrogenase nos nddulos do legume
(MARTINEZ et al., 2008).

A ativacdo da transcricdo ocorre quando a proteina NifA se liga a sequéncia
UAS e, através de uma volta no DNA, interage com a subunidade 0> da RNA
polimerase. Apds, o ATP é hidrolisado e ha a formacdo do complexo aberto,
iniciando a transcricao (DIXON; KAHN, 2004).

Em H. seropedicae o gene nifA foi identificado e sequenciado por Souza e
colaboradores (1991a, 1991b). A proteina expressa por esse gene, a NifA, possui 3
dominios estruturais e dois interdominios (FIGURA 1). O dominio N-terminal é o
menos conservado dos trés dominios. Este dominio possui um motivo GAF, que
esta presente em inimeras proteinas sensoras e reguladoras, inclusive presente em
Bacteria, Archaea e Eucarya (HO; BURDEN; HURLEY, 2000). Em mamiferos, foi
demonstrado que a fosfodiesterase de nucleotideos ciclicos regulados por cGMP
contém este motivo e € capaz de ligar pequenas moléculas como o cGMP (HO;
BURDEN; HURLEY, 2000). O dominio N-terminal ndo € essencial para a atividade
da proteina porque quando foi removido, a proteina ainda foi capaz de ativar a
transcricdo, porém perdeu a regulacdo devido aos niveis de nitrogénio (MONTEIRO
et al.,, 1999a, SOUZA et al., 1999). Ainda, Monteiro e colaboradores (1999b) viram
que este dominio é capaz de atuar in trans aos outros dominios da NifA e assim
restaurar a regulacdo por nitrogénio.

Arsene e colaboradores (1996) verificaram que em Azospirillum brasilense este
dominio também néo era essencial e exercia uma funcao inibitéria na presenca de
amonio. Isso também foi visto por Beynon e colaboradores (1988) em S. meliloti. J&
em R. leguminosarum bv. viciae esse dominio ndo esté presente na NifA (SCREEN;
WATSON; DIXON, 1994). Em K. pneumoniae quando este dominio foi deletado, a
proteina NifA ficou menos ativa na presenca de NifL, sugerindo que a funcéo deste
dominio seria no bloqueio da atividade de NifL em condicbes de desrrepressao
(DRUMMOND; CONTRERAS; MITCHENALL, 2006).
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Figura 1: Desenho esquemético da proteina NifA de H. seropedicae. Estdo representados os 3
dominios estruturais (N-terminal, central e C-terminal) além das duas regibes interdominios. Os
nameros em vermelho correspondem a posicao do aminoacido na proteina. LQ representa a regido
interdominios encontrada entre os dominios N-terminal e central, e o LID a sequéncia interdominios
entre o central e C-terminal. No central, sequéncias consenso de ligagcdo de ATP s&o indicadas em
verde. O motivo de 4 cisteinas presente no final do dominio central e no inicio da regido interdominios
estéa evidenciado (MONTEIRO, 2001).

Entre os dominios N-terminal e Central ha uma sequéncia interdominio, nao
conservado, chamado Q-linker. Este interdominio € encontrado em muitas proteinas
regulatérias e sensoras como, por exemplo: NtrB, NtrC e NifA (WOOTTON;
DRUMMOND, 1989). Ele possui de 15 a 25 aminoacidos e € composto
majoritariamente por glutamina, arginina, glutamato, serina e prolina (WOOTTON;
DRUMMOND, 1989).

O dominio Central possui atividade de ATPase e é responsavel pela ligacédo e
hidrolise do ATP para a formacdo do complexo aberto. Este dominio é mais
conservado que o N-terminal e é essencial para atividade da proteina. Em K.
pneumoniae esse dominio € suficiente para a transcricdo in vitro (BERGER,;
NARBERHAUS; KUSTU, 1994), sendo que possui duas sequéncias de aminoacidos
bem conservadas GAFTGA e ESELF formando dois “loops” que interagem com a
subunidade 0> da RNA polimerase, permitindo que haja a formacéo posterior do
complexo aberto (DAGO et al., 2007).

Alinhamento de varias proteinas NifA mostraram que em organismos onde NifL

nao foi encontrado, ha um motivo de quatro cisteinas bastante conservado na NifA.
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Duas dessas cisteinas se encontram na por¢éo C-terminal do dominio central e duas
na porcao N-terminal do interdominio LID (FISCHER et al., 1989). Em B. japonicum
verificou-se que a distancia entre essas cisteinas era importante para a atividade da
NifA. Na sua forma nativa, a distancia entre as cisteinas 472 e 477 € de quatro
aminoécidos. Quando essa distancia foi diminuida para trés, a proteina ficou inativa,
ja quando aumentou para cinco aminoacidos, a atividade foi parcial (FISCHER et al.,
1989).

O dominio C-terminal possui um motivo hélice-volta-hélice que é capaz de se
ligar ao DNA em uma regido especifica (TULI;, MERRRICK, 1988; MORETT;
CANNON; BUCK, 1988; FISCHER; BRUDERER; HENNECKE, 1988; HUALA;
AUSUBEL, 1989). Ray e colaboradores (2002) verificaram que em K. pneumoniae
este dominio possui 3 a-hélices, sendo que as duas ultimas formam o motivo
conservado hélice-volta-hélice. A interacdo com o DNA é realizada pela por¢cdo N-
terminal da segunda hélice e os residuos de uma das faces da terceira hélice. Em H.
seropedicae, Monteiro e colaboradores (2003), mostraram que a por¢ao C-terminal
liga-se especificamente ao promotor nifB e que compete com a proteina N-truncada

pelo promotor nifH de K. pneumoniae em E.coli.
1.6 Regulacéo da Atividade de NifA

A proteina NifA € regulada em resposta a dois sinais ambientais: oxigénio e
nitrogénio. Nos diazotrofos existem duas maneiras dessa regulacdo ocorrer. Na
primeira a proteina NifA complexa com NifL, um anti-ativador, inibindo a iniciacdo da
transcricdo. Esse mecanismo é encontrado principalmente em bactérias da classe
Gammaproteobacteria como, por exemplo, K. pneumoniae, A. vinelandii,
Pseudomonas stutzeri e Enterobacter agglomerans (XIE et al., 2006; AUSTIN et al.,
1994; DIXON, 1998; ANZAI et al., 2000). NifL também foi encontrado em Azoarcus
sp. estirpe BH72 que é pertencente a classe Betaproteobacteria (EGENER et al.,
2002). Na segunda forma de regulacdo, ndo ha NifL e a proteina NifA sofre auto-
regulacdo. Esse mecanismo € encontrado em H. seropedicae e em
Alfaproteobacteria como S. meliloti, Rhodospirillum rubrum, B. japonicum,
Azorhizobium caulinodans e Azospirillum brasilense (ARSENE; KAMINSKI;
ELMERICH, 1996; NEES; STEIN; LUDWIG, 1988; SOUZA et al., 1991a; HUALA;
AUSUBEL, 1989; ZHANG et al., 2000).
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1.6.1 Regulacao da atividade da NifA em organismos que possuem NifL

Em organismos onde a NifL estd presente, € essa proteina que regula NifA
dependendo dos niveis de nitrogénio fixado e oxigénio. Essa regulacao ocorre por
uma interacao proteina-proteina entre NifA e NifL (AUSTIN et al., 1994; XIE et al.,
2006). Em A. vinelandii a proteina NifA purificada é capaz de ativar a transcricdo do
genes nif, porém quando NifL e adicionada, a proteina NifA perde a atividade
(AUSTIN et al., 1994). Experimentos de duplo-hibrido em levedura mostraram que o
dominio quinase da NifL de A. vinelandii interage com o dominio catalitico da NifA,
sugerindo que o mecanismo de regulacéo seria por uma interacdo entre esses dois
dominios (LEI; LAKSHMIDEVI; GAVINI, 1999). Berger e colaboradores (1994)
mostraram que em K. pneumoniae o dominio central da NifA possui atividade de
NTPase mesmo na presenca de NifL, porém ndo é capaz de ativar a transcricdo dos
genes nif. Esse resultado sugere que NifL, ao complexar com NifA, impede o contato
com a RNA polimerase.

A formacdo do complexo NifA-NifL de A. vinelandii € dependente de ADP e
potencializado na presenca do dominio N-terminal da NifA e C-terminal da NifL
(MONEY et al.,, 1999). Na auséncia de ADP o complexo € desfeito. Em K.
pneumoniae, o complexo é formado na presenca de nitrogénio e desfeito pela
interacdo da GInK, ndo importando seu estado de uridillagdo (HE et al., 1998;
STIPS et al., 2004).

Little e colaboradores (2000) mostraram que a proteina GInK de A. vinelandii
nao uridililada interage diretamente com NifL e estimula a interacdo entre NifL e
NifA. A interacdo entre GInK e NifL é dependente de Mg**, ATP e 2-OG (LITTLE et
al., 2002).

Na presenca de nitrogénio fixado, as proteinas do tipo PIl sdo uridilladas e
niveis altos de 2-OG desfazem o complexo NifL-NifA. Uma mutacdo F119S gerou
uma NifA de A. vinelandii hipersensivel a NifL. Isso ocorreu provavelmente porque a
NifA mutante ndo é capaz de se ligar ao 2-OG (MARTINEZ-ARGUDO; LITTLE;
DIXON, 2004). Reforcando esse resultado, o complexo feito com NifA N-truncada
nao foi responsivo a presenca de 2-OG (LITTLE; DIXON, 2003), confirmando assim
que o dominio N-terminal € o responséavel pela ligacdo desse composto. Reyez-
Ramires e colaboradores (2002) obtiveram um mutante NifA Y254N que era
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resistente a inibicdo por NifL em relacdo aos niveis de nitrogénio e relativamente
sensivel aos niveis de oxigénio, sugerindo interacdes diferentes na formacdo do
complexo dependente do tipo de inibic&o.

A NifL é uma flavoproteina regulatéria sensivel ao estado redox da célula.
Possui o FAD como grupo prostético e na sua forma oxidada, regula negativamente
a atividade da NifA (HILL et al., 1996). Na auséncia do grupo prostético FAD, NifL foi
incapaz de inibir NifA em resposta aos niveis de oxigénio, porém inibiu a atividade
da NifA na presenca de ADP (HILL et al., 1996).

Em K. pneumoniae, NifL ndo liga Fe, no entanto, na auséncia desse elemento,
NifL inibe NifA mimetizando condicbes de ndo fixacdo. A regulacdo € retomada
guando se adiciona Fe no meio. Uma vez que neste organismo nem NifL nem NifA
requerem esse metal, acredita-se que outra proteina ligante de Fe, seja necessaria
para desfazer a inibicdo de NifL sobre NifA (SCHMITZ; HE; KUSTU, 1996). A
proteina FNR é uma proteina candidata para esse papel. Ela é responséavel pelo
sensoriamento primario de oxigénio e na auséncia dela, NifL inibe permanentemente
NifA. Portanto FNR pode estar diretamente interagindo com NifL e repassando esse
sinal ou ativando a transcricdo de outras proteinas que realizam essa tarefa
(GRABBE; KLOPPROGGE; SCHMITZ, 2001).

Klopprogge e colaboradores (2002) verificaram que na auséncia de nitrogénio
fixado e oxigénio, cerca de 55% do total de NifL era encontrada na fracdo de
membrana e que na presenca desses dois elementos, apenas 10% estava na
membrana. Nos mutantes fnr e glnK/amtB, mesmo em condicOes de fixacdo de
nitrogénio, a proteina NifL se encontrava no citoplasma inibindo NifA, sugerindo que
as proteinas FNR, GInK e AmtB s&o importantes na desestabilizacdo do complexo
NifL-NifA.

O mecanismo proposto por Grabbe e colaboradores (2003) para regulacédo da
NifL sugere que um “pool” de quinonas reduzidas, geradas da cadeia respiratoria
anaerobica, iriam reduzir o FAD da NifL, favorecendo sua ligacdo na membrana. NifL
estando na membrana nao iria interagir com a proteina NifA, que estaria sempre no

citoplasma e ativa.
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1.6.2 Regulacao da atividade da NifA em organismos que ndo possuem NifL

Em muitos diazotrofos o gene nifL ndo esta presente, sugerindo que a regulacao
de NifA ocorre de uma outra forma. Em A. brasilense e R. rubrum a proteina NifA é
sintetizada ndo importando a condicao fisiol6gica da bactéria, porém s6 é ativa na
auséncia de nitrogénio. Nestes organismos a presenca da proteina GInB é essencial
para a ativacdo da proteina NifA (ARSENE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996; ZHANG
et al., 2000, ARAUJO et al., 2004). Ainda, em A. brasilense, a NifA sem o dominio
regulatério N-terminal ou contendo as mutac8es Y18F ou Y53F é ativa em condicbes
de fixacdo de nitrogénio mesmo na auséncia de GInB (ARSENE; KAMINSKI;
ELMERICH, 1999; CHEN et al., 2005). Quando as duas mutacdes (Y18F e Y53F)
sdo combinadas a proteina é mais ativa em condi¢fes de fixacdo de nitrogénio, no
entanto ndo apresenta atividade na presenca de nitrogénio fixado. Nos mutantes
simples, GInB ainda é capaz de se ligar a NifA, porém com menor afinidade, ja no
mutante duplo essa interacdo nao ocorre (CHEN et al., 2005). A proteina GInB na
sua forma uridililada também € necesséria para ativar NifA em R. rubrum (ZHANG,;
POLHMANN; ROBERTS, 2004).

Em H. seropedicae foi mostrado que a proteina responsavel pela ativacdo da
NifA é a proteina GInK e ndo GInB (NOINDORF et al., 2011). Também,
experimentos utilizando uma proteina quimera NifAQ1l, que possui 0 dominio N-
terminal GAF da proteina NifA de H. seropedicae e dominios Central+C-terminal da
NifA de Azotobacter vinelandii (FIGURA 2), é ativa em E. coli e responde
parcialmente ao nitrogénio. Além disto, GInK é capaz de ativar NifAQ1l em baixos
niveis de nitrogénio (OLIVEIRA et al., 2012). Ensaios de protedlise parcial sugerem
que a proteina GInK seja capaz de proteger o dominio GAF tanto na forma uridililada
guanto na ndo modificada (OLIVEIRA et al., 2012). Neste organismo verificou-se que
as duas formas podem se ligar na NifA, porém apenas a forma uridililada é capaz de

desinibir essa proteina quando a concentracédo de nitrogénio fixado esta baixa.
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NifA de
GAF @-W H. seropedicae

NifA de
A. vinelandii

B GAF AAA+ HTH

¢ GAF NifAQ1

Figura 2: Desenho esquemético das proteinas NifA de H. seropedicae e A. vinelandii e da proteina
guimérica NifAQl. GAF, AAA+ e HTH indicam os dominios N-terminal, Central e C-terminal,
respectivamente. Estes dominios podem ou ndo estar conectados por regides interdominio. (A)
Proteina NifA de H. seropedicae. (B) Proteina NifA de A. vinelandii. A proteina NifAQ1 (C) é uma
quimera entre as NifAs de A. vinelandii (azul) e H. seropedicae (amarelo).

Em Rhodobacter capsulatus, uma bactéria fotossintética, ha 2 genes nifA (nifAl
e nifA2). Os produtos dos genes nifAl e nifA2 diferem apenas no dominio N-terminal
e sua expressao ocorre moderadamente mesmo na presenca de nitrogénio e
oxigénio. Apesar disso ndo foi detectado a expressdo dos genes nifH e nifR4,
dependentes de NifA, sugerindo que neste organismo pode existir algum mecanismo
de regulacdo péds-traducional de NifA (HUBNER et al., 1991). Paschen e
colaboradores (2001) mostraram que a NifAl sem o dominio N-terminal é inativa,
indicando que esse dominio é essencial para a atividade desta proteina. As
mutacfes pontuais (V42E; L66Q; 1460F e E477Q) levaram a uma proteina tolerante
a amonio, sugerindo que esses aminoacidos participam da regulacdo desta proteina.

Pawlowski e colaboradores (2003) observaram que em R. capsulatus a proteina
GInB é capaz de se ligar a NtrB, NifAl, NifA2 e DraT, ja a proteina GInK é capaz de
se ligar a NifAl, NifA2 e DraT. Neste organismo a presenca das proteinas GInB e
GInK é essencial para a regulacdo negativa em relacdo aos niveis de nitrogénio
fixado, uma vez que quando elas nédo estavam presentes a NifA perdeu a regulacao
por amonio (DREPPER et al., 2003).

A NifA de S. meliloti, sem o motivo de ligacdo ao DNA, ainda foi capaz de ativar
a transcricdo de nifH, no entanto a atividade diminuiu. J& quando o dominio N-
terminal foi removido, a atividade foi pouco alterada em relagcdo aos niveis de
nitrogénio e nao sofreu nenhuma alteracdo em relacdo aos niveis de oxigénio
(HUALA; AUSUBEL, 1989). Em H. seropedicae a delecdo do dominio N-terminal da
NifA ndo afetou a capacidade de ativar a transcricdo do gene nifH, no entanto fez
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com que ela perdesse a regulacdo por amoénio (MONTEIRO et al., 1999a). Monteiro
e colaboradores (1999b) co-expressaram in trans o dominio N-terminal e a proteina
N-truncada de H. seropedicae e verificaram que a regulagdo por nitrogénio era
recuperada. Além disso, experimentos de protedlise mostraram que o dominio N-
terminal consegue proteger a proteina N-truncada, essa interacao também impede a
ligagdo ao DNA do dominio C-terminal e atividade ATPasica do dominio Central
(MONTEIRO et al., 1999b).

A regulacao por oxigénio de proteinas NifA independente de NifL ainda ndo é
muito compreendida. Fischer e colaboradores (1988) em B. japonicum, mostraram
que um “cluster” de cisteinas localizados na porc¢éo final do dominio central e na
regido interdominio LID é essencial para a atividade da proteina NifA. Substituicdo
sitio-dirigida das cisteinas por serinas levaram a uma proteina NifA inativa, ja
guando essas mutacGes foram revertidas, a proteina voltou a ser ativa. Em H.
seropedicae, Oliveira e colaboradores (2009) realizaram as mesmas mutacoes
individuais nas cisteinas, o que levou a uma NifA inativa, porém ainda com
capacidade de se ligar ao DNA.

Na auséncia de oxigénio a proteina NifA de B. japonicum é capaz de se ligar ao
UAS e formar o complexo aberto com ¢°*. J4 na presenca de oxigénio ou na
auséncia do ion ferro a NifA é rapidamente degradada (MORETT,; FISCHER;
HENNECKE, 1991).

Estudos realizados em S. meliloti com a proteina NifA mutante M217] mostrou
que essa mutacao gera uma proteina tolerante ao oxigénio, e o modelo proposto
pelos autores sugere que em altas concentragdes de oxigénio ocorre uma mudanca
conformacional no sitio de ligacdo de nucleotideo que impede a ligacdo e/ou a
hidrolise de ATP (KREY; PUHLER; KLIPP, 1992). Com a mutacdo, essa mudanca
de conformacao ndo ocorre, fazendo com a proteina fique ativa mesmo na presenca
de oxigénio (KREY; PUHLER; KLIPP, 1992). Na NifA de R. leguminosarum bv.
viciae, que ndo possui dominio N-terminal, a adicdo de 30 aminoacidos nesta regido
fez com que essa proteina fosse tolerante ao oxigénio (SCREEN; WATSON; DIXON,
1994).

O modelo proposto para a regulacdo por oxigénio é que na forma reduzida ions

ferro complexam com cisteinas formando um cluster, permitindo a interacdo correta
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dos dominios central e C-terminal, fazendo com que a NifA fique na sua forma ativa.

Ja quando o ferro € oxidado, essa conformacéo € alterada tornando a NifA inativa.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
2.1 Justificativa

A proteina NifA é o elemento central na regulacdo da expressao dos genes nif.
Esta regulacdo é bem estudada em organismos onde NifL esta presente, porém
ainda ndo é bem compreendida em organismo onde NifL estd ausente. Um dos
aspectos relevantes é determinar o papel de alguns residuos de aminoacidos nesta
regulacdo envolvendo ndo apenas a interacdo intramolecular entre os dominios da
proteina NifA, como também as interacdes intermoleculares entre NifA e a proteina

transdutora de sinal GInK.
2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo geral

e Realizar mutacbes pontuais e analizar seu efeito na regulacdo da proteina

NifA de H. seropedicae.
2.2.2 Objetivos especificos

e Construir mutantes no gene nifA nas estirpes SmR1 e LNgInKdel de H.
seropedicae;

e Construir fusées cromossomais nifH::lacZ nas estirpes de H. seropedicae;

e Construir genes nifA com mutacgdes sitio dirigidas e analisar sua capacidade

de ativar a transcricao de genes nif em E. coli e H. seropedicae;
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3.1 Bactérias e Plasmideos
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As bactérias e os plasmideos utilizados neste trabalho estéo listados na tabela

Tabela 1: Bactérias e Plasmideos.

Estirpe Fendtipo/Gendétipo Referéncia
Estirpes de E. coli
TOP 10 F mcrA A(mvr — hrd RMS — mcrBC) ¢ 80 lacZ  Invitrogen
AML5 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara —
leu) 7697 galU galK rpsL (SmF) endAl nupG
JM109 (DE3) recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl Promega

thi A(lac-proAB) F' [traD36 proAB* lacl
lacZAM15] (JM109 produtora da RNA
polimerase do fago T7)

S17.1 SmR, tra+ pro thi recA hsdR (RP4-2 kan::Tn7 SIMON; PRIEFFER;
tet::Mu) PUHLER, 1983
Estirpes de H. seropedicae
SmR1 Sm®, Nif*. SOUZA et al., 1995
LNgInKdel Sm®, SmR1 contendo delecdo em fase de NOINDORF et al.,
192 nucleotideos do gene ginK 2011
NifAdel Sm®, SmR1 contendo delecdo de 750 Este trabalho

nucleotideos do gene nifA

NifAdel/GInKdel

Sm®, LNgInKdel contendo delecdo de 750
nucleotideos do gene nifA

Este trabalho

SmR1::lacZ

SmR,KmR, Nif*, contendo uma fuséo nifH:lacZ

Este trabalho

NifAdel::lacZ

Sm®,Km®, Estirpe NifAdel contendo uma
fusao nifH:lacZ

Este trabalho

NifAdel/GInKdel
lacZ

Sm®,Km"®, Estirpe NifAdel/GInKdel contendo
uma fusao nifH:lacZ

Este trabalho

Plasmideos
pTZ18R Amp~, Vetor multifuncional de clonagem e MEAD; SZCZENA-
sequenciamento, promotor lac. SKORUPA;
KEMPER, 1986
pRT22 Cm°~ K. pneumoniae nifH::lacZ. TULI; MERRICK,
1988
PLAFR 3.18 CmR, Tc®, Mob, vetor de ampla faixa SOUZA et al,
hospedeira com sitio de policlonagem do 1999
vetor pTZ18R.
pMH1701 Km", contém cassete sacB-Km" HYNES et al., 1989
PKOK 6.1 Amp®, Cm®, KmR, contém o cassete lacZ- KOKOTEK; LOTZ,
Km® sem promotor 1989




pPET29a

KmR, Vetor de expressdo. Expressa uma
proteina com uma cauda de
Histidinas/promotor T7.

Novagen

pT7-7

Amp~, Vetor de expressdo/promotor T7.

Biolabs

pCR 2.1

Amp", KmR, Vetor de clonagem.

Invitrogen

ppnifAN185

Tc®, Expressa a proteina NifA, com uma
delecdo de 185 aminoécidos no dominio N-
terminal, a partir do promotor nifA, clonada
no vetor pLAFR3.18.

Adriano
Stefanelo

nao publicados)

pRAMM1

Tc® ,Contém o gene nifA de H. seropedicae
subclonada no vetor pLAFR3.18.

NOINDORF et al.,

2011

pRAM1

KmR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae
subclonada no vetor pET29a.

MONTEIRO et al.,

1999a

pRAM2

KmR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae
sem o0s primeiros 203 residuos de
aminoacidos subclonada no vetor pET29a.

MONTEIRO et at.,

1999a

pBA3

Amp~, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae
sem 750pb da porcdo central, derivada do
plasmideo pRAM1T7.

Este trabalho

pBA4

Amp~, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de Herbaspirillum seropedicae
sem 750pb da porgcdo central com um
cassete sacB::Km, derivada do plasmideo
pBA3.

Este trabalho

pET-K22V

KmR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo K22V clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-G25E

KmR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo G25E clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-T160E

Km®, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo T160E clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-M161V

Km®, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo M161V clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-L172R

KmR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo L172R clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-A215D

KmR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutac¢do A215D clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-Q216l

Km®, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo Q2161 clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-S220I

KmR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutag¢do S220I clonada no vetor pET29a.

Este trabalho




pET-AA215D

Km®, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae sem os 203
primeiros residuos de aminoacidos com a
mutac¢do A215D clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-AQ216l

Km®, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae sem os 203
primeiros residuos de aminoacidos com a
mutacao Q2161 clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pET-AS220I

Km®, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae sem os 203
primeiros residuos de aminoacidos com a
mutacdo S220I clonada no vetor pET29a.

Este trabalho

pLAFR-K22V

Tc®, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo K22V clonada no vetor pLAFR3.18.

Este trabalho

pLAFR-G25E

TcR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo G25E clonada no vetor pLAFR3.18.

Este trabalho

pLAFR-T160E

TcR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo T160E clonada no  vetor
pLAFR3.18.

Este trabalho

pLAFR-M161V

TcR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo M161V clonada no  vetor
pLAFR3.18.

Este trabalho

pLAFR-L172R

TcR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo L172R clonada no  vetor
pLAFR3.18.

Este trabalho

pLAFR-A215D

TcR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo A215D clonada no  vetor
pLAFR3.18.

Este trabalho

pLAFR-Q216I

TcR, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacao Q2161 clonada no vetor pLAFR3.18.

Este trabalho

pLAFR-S220I

Tc®, Contém a sequéncia codificadora da
proteina NifA de H. seropedicae com a
mutacdo S220I clonada no vetor pLAFR3.18.

Este trabalho
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pRAM1 T7 Amp", Contém a seqiiéncia codificadora da Rose Adele
proteina NifA de H. seropedicae subclonada Monteiro (Dados

no vetor pT7-7. nao publicados)

pLAUL AmpR, Contém cerca de 5,3kb da regidio RONCATO-
promotora e parte do gene nifH clonados no MACCARI, 2003

vetor pTZ18R.

pTZnifH:lacZ Amp~®, Km~, Contém uma fusdo nifH:lacZ Este trabalho

derivada do vetor pLAUL.
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3.2 Meios de cultura

As estirpes de Escherichia coli foram cultivadas a 37°C no meio liquido LB
(Luria-Bertani) (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) e a 30°C no meio minimo
NFDM (Nitrogen-Free Davis e Mingioli) (CANNON; DIXON; POSTGATE, 1974). Para
cultivo em meio sélido foi utilizado o LA (Luria-Bertani Agar) (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989).

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFbHP-Malato
(KLASSEN et al., 1997). A fonte de nitrogénio utilizada foi NH,Cl 20mmol/L ou
glutamato 0,5 mmol/L (ensaio da nitrogenase). Para cultivo em meio sélido, 15 g/L

de agar foram adicionados ao meio liquido.
3.3 Transformacgéo Bacteriana
3.3.1 Células Termocompetentes

A transformacdo bacteriana foi feita utilizando células termocompentes. Para
isso, um pré-inéculo de 3 mL da célula foi crescido sob agitacdo por
aproximadamente 16 horas em meio liquido LB, com os antibiéticos adequados. O
indculo foi feito na proporgéo 1:100 em 5 mL de LB e crescidos até uma DO600 entre

0,3 e 0,5. A cultura foi mantida por 10 minutos no gelo e aliquotas de 1 mL foram
centrifugadas a 6000 rpm durante 90 segundos. As células foram ressuspensas em
100 uL de solucéo TSS (CHUNG; NIEMELA; MILLER, 1989). Para a transformacao,
1 a 2 yL de DNA plasmidial (aproximadamente 20 ng) foram adicionados a 100 uL
de células termocompetentes e incubadas em gelo por 30 minutos. Um choque
térmico de 90 segundos a 42°C foi feito seguido de incubacdo em gelo por 2
minutos. As células foram recuperadas em meio LB a 37°C, durante 1 hora.
Posteriormente, estas células foram plaqueadas em meio soélido seletivo

contendo os antibidticos apropriados.
3.3.2 Células Eletrocompetentes

As estirpes de H. seropedicae foram pré-inoculadas em meio NFbHP-Malato

contendo cloreto de aménio e os antibidticos adequados. Apds crescidas foram
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diluidas na proporcdo 1:100 em meio NFbLP-Malato contendo 20 mol/L de cloreto
de amonio e 1:10 de fosfato, essa cultura foi crescida a 30°C por 16 horas sob
agitacdo. As células foram incubadas por 20 minutos em gelo seguida de
centrifugacdo por 10 minutos a 3500 rpm a 4°C. O meio foi descartado e as células
foram lavadas duas vezes com agua bidestilada gelada estéril. As células foram
ressuspensas em glicerol gelado 15% e aliquotas de 100 uL foram estocadas.

A transformacéo das células eletrocompetentes foi feita utilizando cerca de 5 pL
de DNA purificado (aproximadamente 50 ng). O DNA foi adicionado a aliquota de
células e transferido para uma cubeta de eletroporacdo, foi entdo aplicado um
choque elétrico nas células utilizando o eletroporador GenePulser Il (Bio-Rad). Em
seguida as células foram recuperadas em 1 mL de NFbHP-Malato contendo fosfato
e cloreto de aménio por 3 horas e plaqueadas em meio NFbHP-Malato sélido
contendo os antibiéticos adequados.

3.4 Purificacdo do DNA plasmidial

O isolamento do DNA plasmidial foi feito segundo o método de lise alcalina
descrito por Sambrook e colaboradores (1989). Um e meio mililitro de uma cultura de
células crescidas por aproximadamente 16 horas foram centrifugados durante 1
minuto a 13400 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi
ressuspendido em 150 uL de tampéao GET (glucose 50 mmol/L, EDTA 10 mmol/L,
Tris-HCI pH 8,0 25 mmol/L). A lise foi realizada adicionando-se 150 pL de uma
solucdo contendo NaOH 0,2 mol/L e 1% de SDS. Essa mistura foi homogeneizada
delicadamente por inversdo. O DNA cromossomal, proteinas e o SDS foram
precipitados por adicdo de 150 pyL de acetato de potassio 3 mol/L pH 4,8 e &cido
férmico 1,8 mol/L. Essa mistura foi homogeneizada por inversdo e mantida por 10
minutos em banho de gelo. Apds esse tempo, a mistura foi centrifugada por 5
minutos a 13400 rpm, e o sobrenadante contendo o plasmideo foi separado em
outro tubo, descartando-se o precipitado. A essa solucao foi adicionado 100 pL da
mistura cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A mistura resultante foi agitada para
homogeneizacdo e centrifugada por 5 minutos a 13000 rpm. A fase aquosa foi
coletada e misturada a 3 volumes de etanol absoluto, com a finalidade de precipitar

o DNA plasmidial. A mistura foi centrifugada por 5 minutos a 13400 rpm, e 0
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sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%, seco
em estufa 37°C e dissolvido em 30 uL de agua bidestilada autoclavada.

3.5 Eletroforese de DNA e de Proteina

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1%, segundo protocolo
descrito por Sambrook e colaboradores (1989). Os géis foram preparados com
tampdao TBE (Tris-base 89 mmol/L, acido bérico 89 mmol/L, EDTA 2 mmol/L pH 8,0)
e a corrida eletroforética foi realizada no mesmo tampao. O DNA foi visualizado,
apos incubacdo do gel com brometo de etideo (0,5 pg/mL), em transiluminador de
luz ultravioleta. O perfil eletroforético foi registrado utilizando um sistema video-
imagem acoplado (UVP).

A eletroforese de proteina em gel desnaturante foi realizada segundo Laemmli
(1970). O gel de poliacrilamida desnaturante continha duas fases. A fase de
empilhamento foi feita na concentracdo de 4% (m/v) de poliacrilamida e a fase de
separagcao na concentracdo de 12%. As eletrofereses foram realizadas em sistema
vertical (BioRAD). O tampéao de amostra (TA) continha (2% de SDS, 10% de glicerol,
0,01% de azul de bromofenol, 0,0625 mol/L de Tris-HCI pH 6,8 e 5% de pB-
mercaptoetanol) e antes de aplicar no gel, as amostras juntamente com o TA foram
fervidos. O tampé&o de corrida utilizado foi o Laemmli (3 g/L de Tris-Base, 14 g/L de
glicina e 1 g/L de SDS) e ap0s a eletroforese os géis foram corados com Coomassie
Blue R-250 e descorados em agua destilada. Os géis foram fotografados utilizando o

sistem video-imagem acoplado (UVP).
3.6 Conjugacéao Bacteriana

Os plasmideos a serem conjugados foram transformados em estirpe S17.1 (tra+)
de E. coli. As estirpes de H. seropedicae e E. coli foram inoculadas em NFbHP-
malato e LB, respectivamente, e crescidas até DOgoo de aproximadamente 0,7.
Aliguotas de 50 uL da cultura de H. seropedicae foram misturadas com 5 uL da
cultura de E. coli e plaqueadas como gota em placa contendo NFbHP-malato sélido
suplementado com 20 mmol/L de NH4Cl e LA na proporcédo de 3:1. ApGs 20 horas de
crescimento, a massa de células foi raspada e plagueadas em NFbHP-malato
contendo 20 mmol/L de cloreto de amonio e antibioticos adequados. As placas foram
incubadas a 30°C até o aparecimento de colbnias.
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3.7 Construgao dos mutantes no gene nifA
3.7.1 Construcédo do plasmideo pBA3 e pBA4

O plasmideo pRAM1T7, foi digerido com a enzima EcoRI para se retirar um
fragmento de aproximadamente 750 pb da regido central do gene nifA, como
mostrado na figura 3. O plasmideo foi re-ligado, dando origem ao plasmideo pBAS3.
Em seguida o cassete sacB::Km, retirado do plasmideo pMH1701 ap0s restricdo
com a enzima BamHlI, foi clonado no sitio BamHI do plasmideo pBA3, originando o

plasmideo pBA4.

EcoRlI
DNA ligase

ori

EcoRI EcoRI

e—— (4 Kkb)

BamHI BamHI

ori

BamH=I BamH!

Figura 3: Esquema da construcdo dos plasmideos pBA3 e pBA4. O gene nifA, clonado no vetor
pRAML1T?7, foi digerido com EcoRI e perdeu cerca de 750pb da regido central, apés ligado deu origem
ao plasmideo pBA3. Logo em seguida, o cassete sacB:Km foi inserido, utilizando a enzima BamHl,
dando origem ao plasmideo pBA4.

3.8 Construcao da fusao nifH::lacZ
3.8.1 Construcao do plasmideo contendo a fuséo nifH:lacZ

A construcdo da fusdo nifH::lacZ foi iniciada com a digestdo do plasmideo
pLAU1l (RONCATO-MACARI, 2003) com a enzima BamHI. Este plasmideo contem
parte do gene nifH de H. seropedicae e sua regido promotora, totalizando certa de
5,3 kb clonados no vetor pTZ18R. Também foi digerido o vetor pKOK6.1 com a
mesma enzima para liberar o cassete lacZ:Km, ap6s a digestdo a banda referente

ao cassete foi purificada do gel de agarose. O vetor contendo o promotor do gene
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nifH e o fragmento contendo o cassete lacZ:Km foram ligados gerando o plasmideo
pTZnifH:lacZ (FIGURA 4).

Q . N &
§ :

& p nifH K3
promotor lac il AmpR mob

f ~5,3kb f
pLAU1(~8,2 kb) pKOK 6.1

lacz .
< KmR
ampR

BamHi Buml—;l

3 i RS &
promotor lac <« o] nifH 5 Q;‘)

f ~5.3Kkb f

pnifH:LacZ(~11,2 kb)

<!
ampR

1 ori

Figura 4: Esquema da construcdo da fusdo nifH(H. seropedicae)::lacZ no vetor pTZ18R. A fuséo
nifH(H seropedicae)::lacZ foi construida a partir do plasmideo pLAUL. Foi inserido no sitio BamHI o
cassete lacZ:Km, originado do vetor pKOK®6.1.

3.8.2 Obtencao das estirpes de H. seropedicae com a fusao nifH::lacZ

cromossomal

O vetor contendo a fuséo nifH::lacZ foi eletroporado nas estirpes SmR1, NifAdel,
LNgInKdel e NifAdel/GInKdel de H. seropedicae. Os transformantes foram
selecionados em meio NFbHP-malato com canamicina (1000 ug/mL). A insercéo
correta deste plasmideo no genoma de H. seropedicae foi confirmada conjugando o
plasmideo ppnifAN185, que expressa a NifA sem o dominio N-terminal a partir do
promotor nifA, nas estirpes obtidas. Esses conjugantes foram plaqueados em
NFbHP-malato com X-gal (30 pg/mL) e as culturas que geraram colGnias com

coloracao azul foram selecionadas.
3.9 Mutagénese sitio-dirigida da proteina NifA de H. seropedicae

A selecdo dos aminoacidos para mutagénese foi iniciada com o alinhamento das
proteinas NifA de H. seropedicae, R. rubrum, S. meliloti, R. capsulatus, K.
pneumoniae, Azoarcus sp, A. vinelandii, B. japonicum e A. brasilense (FIGURA 5)

utilizando o programa ClustalW Multiple Alignment. Abaixo, estdo destacados em
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vermelho os aminoacidos selecionados para a mutacao sitio-dirigida (FIGURA 5).
Dos organismos escolhidos, apenas K. pneumoniae, Azoarcus sp. e A. vinelandii

possuem NifL e estdo localizados nas trés ultimas linhas de cada quadro.

Regido do dominio
Regides do dominio N-terminal central

20 25 160 170 215 220

e e e e o [
Herbaspiri TIYEISKILGSSL .. RLLTMVANLIGQTVRLYRS .. EVFAQVHQSAPS
Azospirill TIYEVSKILGSSL .. RFLTMVANLIGQTVRLHRT .. EVMAQVHRVAPF
Bradyrhizo GIYEISKILNAPG .. RLLAMVANVIGQTIKLHRL .. ALLEKIVVVARS
Rhodobacte ALYEIAKTFAAAP .. RVLTMVASLLEQALREFRRR .. EVVAQIKRVAST
Rhodospiri TLYEVSKILGSTL .. RFLTMVATLIAQTVSLERR .. KISAQVRQIAPS
Sinorhizob EIYSISKALMAPT .. HFLSMAANLAGRAIRLHRT .. TAVDTAKVMAET
Azotobacte ALASTARTLSREQ .. RLLEIVANLLAQTVRLVVN .. RVEFDQIRRVAKW
Azoarcus s ALYRVSRVLSRSL .. HFAEMVANLVGQTVRLSCQ .. QVFEQIRQVAKW
Klebsiella AMQRISVVLSRAT .. RFLETVANLVAQTIRLMIL .. QIVEVIRQVSRW

Figura 5: Alinhamento dos aminoéacidos de partes da proteina NifA de vérios diazotrofos. Foi utilizado
o programa ClustalW Multiple Alignment. Os aminoacidos escolhidos para a mutacdo estdo marcados
em vermelho e apenas a regido onde eles se encontram estdo mostradas. A numeracgéo é referente
ao aminoacido da proteina NifA de H. seropedicae. Os organismos que possuem NifL estdo
destacados em negrito.

Para a obtencdo das mutacbes pontuais sitio-dirigidas foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores contendo as mutacfes. A amplificacdo dos genes
mutagenizados foi realizada em duas etapas como mostrado na figura 6. Na
primeira, duas reacdes de PCR para cada mutacao foram feitas. Em uma delas os
“primers” utilizados foram o NifAl e os “primers” mutagénicos reverso (TABELA 2),
em outra, foram utilizados o “primer” NifA2a e os “primers” mutagénicos universal
(TABELA 2). O produto de PCR dessas duas reacdes foram purificados e utilizados
como molde em uma terceira reacdo de PCR. Nesta PCR os “primers” utilizados
foram o NifAl e NifA2A e o anelamento entre as duas partes do gene nifA permitiu

que o gene inteiro fosse amplificado e com a mutacéo correspondente.
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Tabela 2: “Primers” mutagénicos utilizados na construcdo dos genes nifA
mutados.

Nome do “primer” Sequencia (5'-3')* Sentido**
HSNifA1 TAGGGATCCCATATGGCCACT Universal
HSNifA2a AGAGGATCCTCAGAACTTCTT Reverso

K22V F AGATCAGCGTGATATTGGG Universal
G25E F AAGATATTGGAGTCATCGCTG Universal
T160E F CCTGCTGGAGATGGTG Universal
M161V F CTGCTGACCGTCGTG Universal
L172R F CGGCGTTATCGCAGC Universal
A215D F GTGTTCGACCAGGTACAC Universal
Q2161 F GCGATAGTACACCAGTCC Universal
S2201 F ACACCAGATCGCCCC Universal
K22V R CCCAATATCACGCTGATCT Reverso
G25ER CAGCGATGACTCCAATATCTT Reverso
T160E R CACCATCTCCAGCAGG Reverso
M161V R CACGACGGTCAGCAG Reverso
L172R R GCTGCGATAACGCCG Reverso
A215D R GTGTACCTGGTCGAACAC Reverso
Q216I R GGACTGGTGTACTATCGC Reverso
S2201 R GGGGCGATCTGGTGT Reverso

*Alteracdes de coddons estdo indicados em vermelho na sequéncia dos “primers”

** |Indica o sentido de extensao da cadeia

Apos a amplificacdo por PCR, o fragmento foi digerido com Ndel/BamHI e
clonado no vetor pET29a para andlise da atividade em E. coli estirpe JM109(DE3).
Para estudos nas estirpes de H. seropedicae foi necessério clonar esse gene no
vetor pLAFR3.18.



E—
818% Gene nifA selvagem
S— - -
primerNifAl ____primerE19R reverso primerE19R universal ___ Prmeris rimetNifA2A
|
COAG CGAG
GCIC GCTC
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primerNifAl g%#g primerNifA2A
CGAG

GCTC Gene nifA mutante
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Figura 6: Estratégia para insercdo de mutacdes sitio dirigidas no gene nifA. Na primeira amplificacao,

utilizando “primers” mutagénicos, foi amplificado o gene em duas metades. Na seg

unda, o gene nifA

foi amplificado por inteiro, utilizando como DNA molde as duas metades do gene da primeira PCR.

Na tabela abaixo (TABELA 3) esta representado na primeira coluna as mutacdes

selecionadas, indicando a troca de aminoacidos que foi feita, e o n

Umero indica a

posicdo desta mutacdo na proteina NifA de H. seropedicae. Na segunda coluna a

origem da mutacao e na terceira o fenotipo apresentado pelos muta

selecionados da literatura indicada na coluna 4.

ntes que foram

Tabela 3: Mutacdo, origem e fenétipo das mutacdes realizadas na proteina

NifA.

Mutagéo Origem Fenotipo Referéncia
K22v Conservado N&o determinado Este Trabalho
G25E R. rubrum — G36E NifA ativa em mutante ginB Z0U et al., 2008
T160E Conservado N&o determinado Este Trabalho
M161V R. rubrum — M173V  NifA interage melhor com GInB ZOU et al., 2008
L172R R. rubrum — L184R  NifA ativa em mutante ginB Z0U et al., 2008
A215D Conservado N&o determinado Este Trabalho
Q216l Conservado N&o determinado Este Trabalho
S2201 S. meliloti — S217I NifA resistente ao oxigénio KREY; PUHLER;

KLIPP, 1992
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3.10 Ensaio de ativacao de transcricdo das fusdes nifH::lacZ
3.10.1 Ensaio de p—galactosidase das proteinas NifA em E. coli

Os ensaios de PB—galactosidase foram realizados segundo Miller (1992). A
estirpe JM109(DE3) contendo o plasmideo pRT22 (fusdo nifH:lacZ de K.
pneumoniae) foi transformada com os plasmideos contendo a NifA inteira (pRAM1),
NifA N-truncada (pRAM2) e com os plasmideos contendo as mutantes de NifA
expressas a partir do vetor pET29a. Essas culturas foram crescidas em LB e 100 uL
desta cultura foram pré-inoculadas em 4 mL de NFDM contendo 0,02% de
casaminoacidos e os antibidticos apropriados e cresceram durante a noite sob
agitacao de 120rpm a 30°C. Essas culturas foram diluidas para uma DOgqo inicial de
0,1 em NFDM contendo 20 mmol/L de NH4Cl (condicdo N+) ou casaminoacidos
0,02% (condicdo N-), o meio foi ainda suplementado com 5 ug/ml de tiamina e 0,5
mmol/L de IPTG. As culturas foram incubadas a 30°C sob agitacdo na auséncia de
oxigénio.

ApOs 16 horas de crescimento a atividade de B-galactosidase foi determinada. O
sistema de reacdo continha 900 pL de tampédo Z (NaZHPO4 60 mmol/L,

NaH,PO,4.7H,0 40 mmol/L, KCI 10 mmol/L, MgS0O4.7H,O 1mmol/L, B-mercaptoetanol
50mmol/L e SDS 0,0027%), 100 uL de suspensao de células e 20 uL de cloroférmio.
A reacdo foi iniciada com a adi¢cado de 200 uL de ONPG (4mg/ml) e parada com 500
uL de Na,COs (1 mol/L). Apés uma centrifugacdo por 10 min o sobrenadante foi
recolhido e a absorbéancia, no comprimento de onda 420 nm da reacao, foi medida.
Também, a absorbancia em 600nm da cultura foi medida para o célculo da atividade
segundo formula abaixo.

Atividade de B-Gal =___1000 X AbS420nm(da reagao)
txVx Abs600nm(da cultura)

Onde:
t = tempo de incubacao (minutos)
V = volume de células utilizadas (mL)

Abs = Absorbancia no comprimento de onde indicado.
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3.10.2 Determinacdo da atividade de p—galactosidase das proteinas NifA N-

truncadas em E. coli

Os ensaios com as proteinas NifA N-truncadas foram realizados na mesma
estirpe que as NifAs inteiras, no entanto a condicdo de crescimento do experimento
foi alterada. As culturas contendo os plasmideos pRT22 e pET29a expressando as
NifAs N-truncadas foram crescidas em LB e 100 uL dessa cultura foi utilizada como
indculo para crescimento em NFDM contendo 5% de LB e 0,02% de casaminoacidos
e os antibidticos apropriados. O pré-inéculo em NFDM foi diluido para uma DOggo de
0,2 em NFDM contendo NH,4CI, para condicdo N+, e 0,02% de casaminoacidos para
condicao N- e a expressédo da proteina foi induzida com a adicdo de 0,5 mmol/L de
IPTG. O frasco foi selado e a cultura cresceu em anaerobiose (condicdo O-) ou em
aerobiose (condigcdo O+) por 8 horas a 30°C. A reacdo de p—galactosidase e o
calculo da atividade foram feitos seguindo o mesmo protocolo/férmula utilizado para
a NifA inteira (3.6.1).

3.10.3 Determinacgéo da atividade de p—galactosidase em H. seropedicae

As estirpes de H. seropedicae NifAdel e NifAdel/GInKdel contendo a fusédo
cromosomal nifH:lacZ foram conjugadas com os plasmideos pRAMM1 (expressa
NifA selvagem) e pLAFR-G25E (expressa NifA mutada no aminoacido 25). Essas
estirpes, juntamente com a estirpe selvagem SmR1 contendo a fusdo cromossomal
nifH:lacZ, foram crescidas em meio NFbHP-malato com 5 mmol/L de glutamato.
Apods crescimento, essas culturas foram diluidas para uma DOgg de 0,05 em 8mL de
NFbHP-malato contendo 2 ou 20 mmol/L de NH4CIl. Apés 24 horas de crescimento
100 puL de células foram retirados para determinar a atividade de B—galactosidase
segundo Miller (1992).

3.11 Determinacdo da atividade da nitrogenase

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo método da reducéo do acetileno
a etileno (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN; BURRIS, 1967). As estirpes de H.
seropedicae foram crescidas em frasco de 10 mL contendo 4 mL de meio NFbHP
semi-sélido e 0,5 mmol/L de glutamato. Apdés a formacdo da pelicula préxima a
superficie do meio, os frascos foram fechados com rolhas de borracha e foi injetado
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acetileno puro na concentracdo equivalente a 10% da fase gasosa. As culturas
foram incubadas por mais 1 hora a 30°C e aliquotas de 0,5 mL da fase gasosa foram
coletadas e analisadas por cromatografia gasosa (cromatografo Varian modelo
2440D equipado com coluna Porapak N e detector de ionizacdo de chama; o gas de
arraste utilizado foi o nitrogénio super seco, fluxo de 20mL/min). A temperatura da
coluna foi de 120°C e a do detector de 200°C. Como padrao foi utilizado etileno
100ppm (White Martins). A atividade da nitrogenase foi expressa como nmol de

etileno formado por minuto por miligrama de proteina total na cultura.
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4 RESULTADOS
4.1 Obtencéo dos mutantes no gene nifA de H. seropedicae

O plasmideo contendo o gene nifA deletado em 750pb da regido central clonado
no vetor pT7-7 (pBA4) foi transformado por eletroporacdo na estirpe SmR1
(selvagem) e LNgInKdel (mutante no gene gInK). As bactérias foram plaqueadas na
presenca de canamicina e as colbnias transformantes resistentes ao antibiotico
foram analisadas por amplificacdo do gene nifA a fim de confirmar o primeiro evento
de recombinacdo. Neste passo € possivel visualizar 2 cépias do gene nifA, uma
selvagem de 1,6kb indicada por uma seta preta e uma mutante de 0,85kb indicada
por uma seta amarela (FIGURA 7). As setas vermelhas indicam fragmento
inespecifico. Nas linhas 1 e 2 da figura 7A estdo os amplificados das estirpes SmR1
e LNgInKdel respectivamente, indicando o tamanho do gene selvagem. Na linha 3
esta o gene amplificado do plasmideo pBA4 indicando o tamanho do fragmento
deletado. Nas linhas 4 a 8, desta mesma figura, estdo os 2 genes (selvagem e
deletado) amplificados das colénias que sofreram o0 primeiro evento de
recombinacédo na estirpe SmR1 e nas linhas 9 a 12 ocorre 0 mesmo do anterior
porém na estirpe LNgInKdel. Com a confirmacéo, essas estirpes foram plaqueadas
em sacarose para selecionar as bactérias que sofreram o segundo evento de
recombinacdo. Neste evento o cassete sacB::Km € expulso do genoma e leva
consigo o gene nifA selvagem, deixando apenas a copia deletada. Apds esse evento
mais uma PCR foi realizada para confirmar a auséncia do gene nifA selvagem
(FIGURA 7B). Na linha 1 da figura 7B esta o amplificado a partir do plasmideo pBA4
indicando o tamanho do gene deletado. Nas linhas 2 e 4, desta mesma figura, estao
os amplificados do gene nifA selvagem das estirpes SmR1 e LNgIinKdel
respectivamente e nas linhas 3 e 5 estdo os amplificados do gene deletado apd6s o
segundo evento de recombinacdo. Estes experimentos resultaram na estirpe
NifAdel, que possui o gene nifA parcialmente deletado e o duplo-mutante

NifAdel/GInKdel que apresenta delecdes nos genes nifA e gIinK de H. seropedicae.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo do gene nifA nas estirpes
selvagem e mutantes de H. seropedicae. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A seta
preta indica o amplificado do gene nifA selvagem, a seta amarela indica o gene nifA deletado. Painel
A — Primeiro evento de recombinacgdo, as linhas 1 e 2 mostram o amplificado da estirpe selvagem
SmR1 e mutante LNgInKdel, respectivamente. Linha 3 mostra o produto da amplificacdo do
plasmideo pBA4. Linhas 4 a 12 encontram-se os amplificados referente ao 1° evento de
recombinacdo nas estirpes SmR1 e LNgInKdel como indicado. As setas vermelhas indicam bandas
inespecificas. Painel B — Confirmacao do segundo evento de recombina¢édo na delecdo do gene nifA.
Linha 1 indica o produto de amplificacdo do plasmideo pBA4; Linha 2 e 4 o gene nifA inteiro da
estirpe SmR1 e LNgInKdel; Linha 3 e 5 mostra a amplificagdo do gene nifA parcialmente deletado nas
estirpes mutantes NifAdel e duplo mutante NifAdel/GInKdel.

4.2 Atividade de Nitrogenase dos mutantes no gene nifA

Ensaios de nitrogenase foram realizados para verificar a capacidade dos
mutantes em fixar nitrogénio. As células foram crescidas em meio NFbHP-malato
semi-solido, conforme descrito em material e métodos, e a atividade é indicada em
nmol de etileno/mg de proteina. O mutante NifAdel e o duplo mutante
NifAdel/GInKdel ndo foram capazes de converter o acetileno a etileno. Experimentos

de complementacao foram realizados para confirmar a mutacdo no gene nifA. O
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plasmideo pRAMM1, que expressa a NifA inteira a partir do vetor pLAFR3.18, foi
utilizado para complementar o mutante NifAdel. J& nos mutantes derivados de
LNgInKdel, a NifA inteira ndo é ativa pela auséncia de GInK, sendo que neste caso
foi utilizado o plasmideo ppnifAN185, que codifica a uma proteina NifA com delecéo
de 185 aminoé&cidos da regido N-terminal expressa a partir do promotor nifA clonado
no vetor pLAFR 3.18. A estirpe SmR1 foi utilizada como controle experimental.
Como mostra na figura 8, as estirpes mutantes LNgInKdel, NifAdel e NifAdel/GInKdel
nao foram capazes de formar etileno, jA quando foram complementadas com o gene
nifA (inteiro ou N-truncado) a partir do pLAFR3.18, foi retomado parcialmente a

capacidade em converter o acetileno a etileno indicando atividade de nitrogenase.

35
=
£ 30
23
55 25
8 21|03
S5
= a 20
Z o
%% 15
S5 1 9,16
k= 6,46 6,30
=2 5 I —=—
o O |
< g 0,35 0,43 0,40
c
< 0
N > N > % > %
Q& ¥ ¥ & ¥ »
"Jé\ .5\&“ ®® \& é\, N é\
D N\ o & [© &
xQ \§ N Q< Q(\
& Q > N
s, N s N
& ¥ = ¥
< O\o* o\o\L
& &
&
N

Figura 8: Atividade de nitrogenase das estirpes selvagem e mutantes de H. seropedicae. A atividade
foi determinada de acordo com descrito em material e métodos na presen¢a ou ndo de plasmideos
expressando a proteina NifA inteira (pRAMM1) ou N-truncada (ppnifAN185). As barras indicam o
desvio padréo de 3 experimentos independentes.

4.3 Analise da capacidade de ativacdo da transcricdo das proteinas NifA

mutantes em E. coli

A caracterizacdo das proteinas NifA mutantes foi iniciada com experimentos em
E. coli. Os genes nifA mutagenizados clonados no vetor pET29a foram
transformados na estirpe JM109(DE3) de E. coli contendo o plasmideo pRT22
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(nifH(K. pneumoniae):lacZ). A fim de determinar se as mutantes estavam sendo
expressas, foi realizado um teste de expressédo. A estirpe JM109(DE3) contendo o
plasmideo foi crescida em LB até uma DOgyo de aproximadamente de 0,5 e induzida
com 0,5 mmol/L IPTG por 3 horas a 30°C. Entédo essas culturas foram centrifugadas,

sonicadas e aplicadas em um gel de poliacrilamida, como mostra a figura 9.

Figura 9: Expresséo das proteinas NifA mutantes em E. coli estirpe JIM109(DE3). As células contendo
o plasmideo foram crescidas em LB e a expressao das proteinas foi induzida com a adicdo de
0,5mmol/L de IPTG. Apés centrifugadas e sonicadas, as amostras foram aplicadas em um gel de
SDS-PAGE e corados com COOMASSIE-BLUE. A seta indica as proteinas NifA superexpressas. MW
indica o padrdo de massa molecular em KDa (GE-Healthcare).

Apés a confirmacao da correta expressdo dessas proteinas, o experimento para
avaliar a atividade das mesmas foi iniciado com um pré-inéculo em NFDM sem
aménio. Apbés o crescimento, as culturas foram diluidas para uma DOgg de 0,1 e
crescidas na presenca de 20 mmol/L de NH4Cl (condicdo N+) ou 0,02% de
casaminodcidos (condicdo N-) e a expressao da proteina foi induzida pela adicao de
IPTG. Apo6s incubar por 16 horas a 30°C em anaerobiose a atividade de f-
galactosidase foi determinada. Foi utilizado a NifA selvagem (pRAM1) como controle
negativo, uma vez que ela ndo tem atividade em E. coli. Como controle positivo foi
utilizada a proteina NifA sem o dominio regulatério N-terminal (pPRAM2). As proteinas
mutantes K22V, T160E, M161V, L172R, A215D, Q2161 e S220l apresentaram 0
mesmo fendtipo da proteina NifA selvagem em E. coli (FIGURA 10).

A proteina com a mutacdo G25E se mostrou ativa nesta estirpe tanto na
presenca quanto na auséncia de aménio (FIGURA 10). Indicando que esta mutacao
pode ter alterado o padrdo de interacdo com o dominio Central e assim

comprometido a regulacéo pelos niveis de nitrogénio nesta proteina.
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Figura 10: Atividade de B—galactosidase da proteina NifA inteira em E. coli. N+ indica presenca de 20
mmol/L de cloreto de aménio e N- indica a presenga de 0,02% de casaminoacidos, 0s experimentos
foram realizados em anaerobiose. As barras de erro indicam o desvio padrdo de 3 experimentos
independentes.

Considerando que as mutacbes A215D, Q2161 e S220I estdo localizadas no
dominio Central e que a proteina selvagem nao apresenta atividade em E. coli, foi
necessario deletar os 203 amino&cidos iniciais do dominio N-terminal nesses
mutantes para verificar a influéncia dessas mutac6es na atividade desta proteina.
Foi utilizado como controle positivo o plasmideo pRAM2, que expressa uma NifA
sem os primeiros 203 aminodcidos correspondentes ao dominio N-terminal. Essa
proteina perde a regulacédo por nitrogénio, no entanto ndo apresenta atividade na
presenca de oxigénio. Os plasmideos contendo as proteinas N-truncadas
mutagenizadas, expressas a partir do vetor pET29a, foram transformados na estirpe
de E. coli IM109 (DE3) contendo o plasmideo pRT22 (nifH(K. pneumoniae)::lacz).
Essas culturas foram crescidas em NFDM utilizando casaminoacidos como fonte de
nitrogénio suplementado com 5% de LB. O inéculo do experimento foi feito em uma
DOeqo inicial de 0,2 suplementado com 20 mmol/L de NH4CI (condicdo N+) ou com
0,02% de casaminoacidos (condicdo N-). Os frascos foram selados e a atmosfera
trocada por nitrogénio (condi¢cdo O-) ou crescidos na presenca de oxigénio (condicéo
O+). As culturas foram entdo incubadas sob agitacdo a 30°C por 8 horas. Como

podemos observar na figura 12 a proteina N-truncada mostrou atividade tanto na
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presenca quanto na auséncia de amoénio como visto por Monteiro e colaboradores
(1999a) e sofreu regulacéo negativa na presenca de oxigénio. A falta de regulacao
por amoénio e a regulacdo por oxigénio também foram observadas nas proteinas N-
truncadas com as mutacfes Q2161 e S220I, indicando que essas mutacbes nao
inativam a proteina, ou seja, ndo provocam uma alteracdo que comprometa
completamente a atividade de transcricdo desta proteina (FIGURA 11), além de nao
alterarem a regulacéo por oxigénio. Ja a proteina N-truncada com a mutacdo A215D

nao apresentou atividade em nenhuma das condicOes testadas.
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Figura 11: Atividade de B—galactosidase das proteinas NifAs N-truncadas . N+ indica presenca de 20
mmol/L de cloreto de aménio e N- indica a presenc¢a de 0,02% de casaminoacidos. O+ indica que as
culturas foram crescidas em aerobiose, j4 O- indica crescimento em anaerobiose. As barras de erro
indicam o desvio padréo de 3 experimentos independentes.

A falta de atividade da proteina N-truncada NifA-A215D pode ser devido a
auséncia de expressdo desta proteina. A fim de determinar se essas proteinas
estavam sendo expressas, foi utilizado eletroforese de poliacrilamida SDS-PAGE
com amostras das culturas utilizadas no experimento (FIGURA 12). E possivel
observar que nas culturas em que sé havia o vetor pET29a sem nenhum gene
clonado a proteina N-truncada nao era expressa. Ja nas culturas com os plasmideos
contendo os genes que codificam para a proteina N-truncada, mutagenizada ou nao,

estavam sendo expressas, indicada pela seta, em todas as condicOes testadas
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(FIGURA 12). Indicando que a falta de atividade da proteina N-truncada NifA-A215D

nao era por falha na expressdo da mesma.
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Figura 12: Expresséo das proteinas NifA N-truncadas em E. coli estirpe JM109(DE3). As culturas do
experimento de B—galactosidase foram centrifugadas, sonicadas e aplicadas em gel SDS-PAGE e
corados com COOMASSIE-BLUE. Cada cultura foi crescida em quatro condicdes diferentes, N+
indica presenc¢a de 20 mmol/L de NH,CI, N- indica presenga de 0,02% de casaminodcidos, O+ indica
crescimento na presenga de oxigénio e O- indica crescimento em ambiente anaerdbico. A seta indica
as proteinas N-truncadas superexpressas. MW indica o padrdo de massa molecular em kDa (GE-
Healthcare).

4.4 Atividade de Nitrogenase dos mutantes no gene nifA complementados
com NifA mutagenizada

Apesar da maioria das proteinas mutadas ndo mostrarem atividade em E. coli,
estudos também foram realizados em H. seropedicae a fim de determinar a atividade
destes mutantes. Estirpes mutantes no gene nifA e no gene ginK foram utilizadas
para esse experimento. As células contendo o gene nifA mutado expresso a partir do
vetor pLAFR3.18 foram crescidas em meio NFbHP-malato semi-sélido conforme
descrito em material e métodos e a atividade é dada em nmol de etileno/mg de
proteina. A estirpe SmR1 foi utilizada como controle positivo e como visto na tabela
4 as estirpes NifAdel (nifA-) e NifAdel/GInkdel (nifA-/ginK-) ndo apresentam atividade

de nitrogenase. A proteina NifA selvagem, expressa a partir do plasmideo pPRAMM1,
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foi ativa apenas na presenca de GInK, semelhante ao visto com a mutacdo Q216l.

Quando foram expressas as proteinas mutantes K22V, T160E, M161V, L172R,

A215Q e S2201 nas estirpes mutantes nifA-, ndo foi verificado atividade de

nitrogenase. Ja a mutacdo G25E originou uma proteina NifA capaz de ativar a

transcricdo dos gene nif mesmo na auséncia de GInK, como mostra a tabela 4.

Tabela 4: Complementacdo da atividade de nitrogenase nas estirpes mutantes de H.

seropedicae.

Atividade de Nitrogenase

Estirpes Plasmideo (nmol etileno/mg proteina/min)
SmR1 - 11,1427
- 0,02 +0,03
pRAMM1 4013
PLAFR-K22V 0
PLAFR-G25E 19,7 16
. pLAFR-T160E 0
NifAdel PLAFR-M161V 0
pPLAFR-L172R 0,16 +0,03
pLAFR-A215D 0
PLAFR-Q216I 2,8+0,3
PLAFR-S220I 0,6 0,06
- 0
pRAMM1 0,03 0,07
pLAFR-K22V 0
pPLAFR-G25E 11,8 2
. pLAFR-T160E 0
NifAdel/GInKdel DLAFR-M161V 0
PLAFR-L172R 0,02 +0,05
pLAFR-A215D 0
PLAFR-Q216I 0
PLAFR-S220I 0

O desvio padréo é referente a 3 experimentos independentes.

4.5 Analise da atividade da proteina NifA-G25E em H. seropedicae

As estirpes mutantes no gene nifA foram utilizadas para a construcéo de estirpes

com fusdo cromosomal nifH:lacZ. Com essas novas estirpes foi possivel determinar

a atividade da NifA sem determinar a atividade da nitrogenase. Nestas estirpes a

atividade de NifA, que é regulada negativamente pela presenca de amonio e

oxigénio, é determinada pela atividade de p-galactosidase.

A atividade da NifA selvagem e da mutante NifA-G25E foi determinada nas

estirpes NifAdel::lacZ (nifH:lacZ) e na NifAdel/GInKdel::lacZ (nifH:lacZ) expressos a



49

partir do vetor pLAFR3.18. As culturas foram crescidas em 5 mmol/L de glutamato e
entdo diluidas para uma DOgg de 0,05 em condicao de fixacao ( 2 mmol/L de cloreto
de amdnio) ou condi¢cdo de nao fixacdo (20 mmol/L de cloreto de aménio). Essas
culturas foram crescidas a 30°C durante 24 horas sob agitacdo e entdao 100 uL de
célula foram coletados para determinar a atividade de p—galactosidase (FIGURA 13).
A estirpe SmR1 com a fusédo nifH:lacZ foi utilizada como controle e apresentou
atividade de p—galactosidase apenas em baixa concentracdo de amonio. As estirpes
NifAdel::lacZ e NifAdel/GInKdel::lacZ ndo apresentaram atividade na auséncia do
plasmideo. Quando essas estirpes foram conjugadas com o plasmideo pRAMML1,
expressando NifA selvagem a partir do vetor pLAFR3.18, mesmo na condicdo de
fixacdo de nitrogénio ndo houve atividade. Isso provavelmente se deve ao fato de
que este método pode ndo ser sensivel o suficiente para detectar baixos niveis de
atividade, uma vez que a expressao de NifA a partir deste vetor € baixa. No entanto
guando utilizamos o vetor pLAFR3.18 contendo a NifA-G25E houve atividade
mesmo na auséncia de GInK, este fenétipo também foi observado no experimento
de nitrogenase. Além disso, foi observado uma diferenca entre as atividades desta
proteina nas diferentes concentracdes de amonio, sugerindo que esta proteina ainda
€ parcialmente regulada por nitrogénio, no entanto por uma via alternativa

independente de GInK.
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Figura 13: Atividade de p—galactosidase em H. seropedicae com fusdo cromosomal nifH:lacZ. As
estirpes foram crescidas por 24 horas na presenca de 2 ou 20 mmol/L de aménio, contendo ou néo
os plasmideos expressando NifA selvagem e mutante. As barras de erro representam 0 desvio
padréo de 3 experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

A fixacdo biolégica de nitrogénio consiste na conversdo do dinitrogénio a
amonia. Essa reacdo € catalisada pelo complexo da nitrogenase e consome 16
moléculas de ATP por molécula de dinitrogénio reduzida (SIMPSON; BURRIS,
1984). Por ser uma reacdo com um alto consumo de energia, € necessario que seja
altamente regulada. Essa regulacdo pode ser tanto a nivel traducional quanto
transcricional, sendo esta Ultima realizada pela proteina NifA.

Os estudos da proteina NifA em H. seropedicae foram iniciados com o
sequenciamento deste gene por Souza e colaboradores (1991a). Ainda, Monteiro e
colaboradores (1999) verificaram que a proteina NifA deste organismo, sem o
dominio N-terminal, apresentava atividade, no entanto perdia a regulacdo por
nitrogénio. Esses resultados indicam que este dominio € responsavel pela inativacdo
desta proteina em altos niveis de nitrogénio fixado. Ja a ativacdo desta proteina é
dependente de proteinas da familia PIl (ARCONDEGUY; JACK; MERRICK, 2001) e
em H. seropedicae verificaram que GInK € responsavel por essa ativacao
(NOINDORF et al, 2011)

Anteriormente a este trabalho, Etto (2006) construiu variantes do dominio N-
terminal da NifA de H. seropedicae e verificou que as mutacbes no dominio N-
terminal V138E e o duplo mutante (V138E/E134V) mantinham a atividade regulatoria
in trans sobre o dominio central, jA as mutacdes L52Q e o tetra mutante
(196V/E134V/V138E/R157H) originaram um dominio N-terminal que era incapaz de
regular a atividade da NifA. Além disso, a mutacdo Y18F, que em A. brasilense
originou uma proteina NifA independente de GInB, em H. seropedicae esse fendétipo
nao foi observado, sendo que neste organismo essa mutacao gerou um dominio N-
terminal que regula parcialmente a atividade da NifA (ETTO, 2006; COMARELLA,
2008). Ainda, Comarella (2008) verificou que a mutacao 196V néo alterou o fenétipo
selvagem da NifA.

No presente trabalho foram construidos varias proteinas NifA com mutacfes
pontuais. Alguns dos residuos de aminoacidos foram selecionados por serem
conservados em organismos onde o mecanismo de regulacdo da NifA independe de
NifL e ndo eram conservados em organismos onde NifL esta presente, com o
objetivo de identificar a funcdo destes residuos de aminoacidos na atividade desta
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proteina. Outros foram selecionados na literatura por apresentarem um fendtipo
interessante.

No entanto para caracterizar a atividade destas proteinas NifA mutantes de H.
seropedicae foi necessario inicialmente construir estirpes mutantes para esse gene.
Foram utilizadas duas estirpes, a SmR1 (selvagem) (SOUZA et al.,, 1995) e a
LNgInKdel (NOINDORF et al., 2011). A estirpe LNgInKdel possui o gene gInK
deletado e é incapaz de fixar o nitrogénio (FIGURA 8; NOINDORF et al., 2011). Esta
estirpe duplo mutante nifA/ginK é importante na caracterizacao de proteinas NifA
que independa de GInK para sua ativacao.

Para tanto foi construido um plasmideo com a delecdo de um fragmento no
dominio central do gene nifA (FIGURA 3), levando a expressao de uma proteina
inativa. Apdés a recombinacdo homologa dupla foi obtida a estirpe mutante no gene
nifA, NifAdel, essa mutacao foi comprovada inicialmente por PCR (FIGURA 7B) e em
seguida pelo ensaio de nitrogenase (FIGURA 8). As estirpes mutantes né&o
apresentaram atividade de nitrogenase. No entanto para nos certificarmos que essa
incapacidade era devido a falta da atividade da proteina NifA, foi necessario
complementa-las expressando a forma nativa, para a estirpe NifAdel, e uma forma
N-truncada, para a estirpe NifAdel/GInKdel, desta proteina e verificar o fendtipo.

A atividade da proteina NifA é regulada pelos niveis de nitrogénio e oxigénio. Ha
dois mecanismos de regulacdo desta proteina, o primeiro ocorre em organismos
onde NifL, um anti-ativador, esta presente, como por exemplo K. pneumoniae, A.
vinelandii, Azoarcus spp (EGENER et al., 2002; BALI et al., 1992; COLLINS; BRILL,
1985). Na presenca de nitrogénio fixado ou oxigénio, a proteina NifL interage com
NifA inativando-a (MARTINEZ-ARGUDO; LITTLE; DIXON, 2004). O segundo
mecanismo € observado em organismos onde NifL ndo esta presente e a NifA sofre
auto-regulacdo, como por exemplo em H. seropedicae, A. brasilense, S. meliloti, B.
japonicum (SOUZA et al., 1991a; ARSENE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996;
FISCHER; BRUDERER; HENNECKE, 1988; BEYNON; WILLIAMS; CANNON,
1988). Estudos mostraram que no segundo mecanismo, a regulacdo por oxigénio
esta relacionada com um motivo de quatro cisteinas localizados na porcao C-
terminal do dominio central e no interdominio entre central e C-terminal (LID).
MutacBes pontuais dessas cisteinas por serinas causam uma perda de atividade na

proteina NifA de H. seropedicae e B. japonicum no entanto, ndo afetam a
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capacidade de ligacdo ao DNA (OLIVEIRA et al., 2009; FISCHER; BRUDERER,;
HENNECKE, 1988). Em S. meliloti, Krey e colaboradores (1992) obtiveram uma
proteina mutante pontual no aminoacido 217, trocando a metionina por uma
isoleucina, que mantinha sua atividade mesmo em altas concentracdes de oxigénio.
Tendo em vista essa mutacdo em S. meliloti e apds o alinhamento com a NifA de H.
seropedicae verificou-se que o aminoacido correspondente na NifA de H.
seropedicae era a serina na posicao 220. Foi entdo mutagenisado essa serina por
uma isoleucina e o fenétipo desta proteina mutante foi caracterizado. Em E. coli, a
NifA de H. seropedicae apesar de ser expressa, nao é ativa, 0 mesmo ocorreu com
a proteina NifA-S220l. Também foi testada a atividade desta proteina mutante em H.
seropedicae, no entanto ela ndo apresentou atividade. Como essa mutacdo estava
localizada no dominio central, nés construimos uma proteina N-truncada (sem o
dominio N-terminal) com a mutacdo S220l e testamos sua atividade em E. coli.
Neste caso a proteina se mostrou ativa, indicando que essa mutacdo nao alterou
drasticamente a estrutura terciaria da proteina, porém ainda mantinha a regulacéo
na presenca de oxigénio. Apesar da mutacao M217I na proteina NifA de S. meliloti
causar uma resisténcia ao oxigénio, esse fenotipo ndo ocorreu na proteina NifA de
H. seropedicae.

A regulacao pelos niveis de nitrogénio em organismos onde NifL esta presente é
bem compreendida. Em A. vinelandii a interacdo do efetor 2-oxoglutarato com o
dominio N-terminal da proteina NifA impede a formacdo do complexo proteina-
proteina com NifL, deixando NifA ativa (LITTLE et al., 2000). A inativagdo da NifA
ocorre quando ha a formacdo do complexo ternario NifL-NifA e a forma nao
modificada da proteina GInK; quando GInK esta uridililada ela ndo é capaz de
interagir com NifA (LITTLE et al., 2002). Em K. pneumoniae o mecanismo é
diferente, na presenca de GInK, uridililada ou ndo, ha a prevencdo da formacéo do
complexo NifL-NifA. Isso se da porque a expressdo de GInK é ativada por NtrC
apenas em condicdo de fixacdo, ou seja, s6 havera GInK quando houver
necessidade de fixar nitrogénio (STIPS et al., 2004).

Em organismos onde NifL ndo esta presente o dominio N-terminal regula a
atividade da proteina NifA na presenca de aménio (BEYNON; WILLIAMS; CANNON,
1988; MONTEIRO et al.,, 1999b). Estudos mostraram que proteinas do tipo PII

também sdo importantes nesta regulacdo. Pawlowski e colaboradores (2003),
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utilizando experimentos de duplo-hibrido em levedura, verificaram que em
Rhodobacter capsulatus ambas as proteinas PIl (GInB e GInK) foram capazes de
interagir com as duas proteinas NifAl e NifA2. Em R. rubrum a proteina PII
responsavel por ativar a NifA € a GInB, uma vez que no mutante neste gene a
expressdo dos genes nif foi extinguida (ZHANG et al., 2000). GInB também é
responsavel por ativar NifA em A. brasilense (ARSENE; KAMINSKI; ELMERICH,
1996).

Utilizando o alinhamento de varias NifAs nds identificamos possiveis
aminoacidos que sdo conservados podendo ser alvos de interacdo com PIl. Apos
selecionarmos esses aminoacidos no dominio N-terminal (TABELA 2), nés testamos
a atividade dessas proteinas mutantes. Apesar de estarem sendo expressas as
proteinas com as mutagfes K22V, T160E, M161V e L172R nao foram capazes de
ativar a transcricdo dos genes nif em nenhuma das condic¢des testadas.

As mutacdes M161V e L172R correspondem as mutacbes M173V e L184R na
NifA de R. rubrum. Neste organismo a primeira mutacdo gerou uma NifA que era
capaz de interagir melhor com a GInB, ja a segunda mutacdo gerou uma NifA
independente desta mesma PIlI (ZOU et al, 2008). Em H. seropedicae essas duas
mutacdes causaram uma perda de atividade na proteina NifA. Isso provavelmente
ocorreu porque essas mutacdes podem ter alterado a estrutura terciaria da proteina
impedindo seu enovelamento correto. No entanto ndo podemos descartar a
possibilidade desses aminoacidos estarem em regifes importantes para a atividade
desta proteina. Mas para comprovar a real influéncia dessa mudanca mais
experimentos de andlise de conformacao e interacdo entre proteinas necessitam ser
feitos.

As mutacdes A215D e Q216I estavam localizadas no inicio do dominio central.
Este dominio é caracterizado pela presenca de estruturas de ligagdo a ATP (Walker
A e B) e duas alcas de interacdo com a subunidade 6°* da RNA polimerase (GAFGA
e ESELF) (FIGURA 1). Apesar de NifA ndo ter sua estrutura determinada, €&
improvavel que esses aminoacidos estejam envolvidos em interacbes com essas
estruturas, portanto ndo podemos justificar a falta de atividade pela perda de
funcionabilidade das mesmas.

A fim de caracterizar essas NifAs (A215D e Q216l) nés inicialmente testamos se

a proteina inteira era ativa em E. coli. Verificamos que como a NifA selvagem, as
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mutantes ndo eram ativas. No entanto a forma N-truncada da NifA selvagem é ativa
em E. coli, sendo assim, também construimos formas N-truncadas das NifAs
mutantes e testamos sua atividade. A proteina ANifA-A215D, apesar de estar sendo
expressa, nao estava ativa, indicando uma falha na conformacéo desta proteina. Ja
a ANifA-Q216l mostrou atividade e regulacao igual a proteina N-truncada selvagem.
Do mesmo modo, ensaio de nitrogenase utilizando a proteina NifA-Q216l mostrou
gue essa mutacdo ndo comprometia completamente a atividade da proteina NifA e
além disso, sua atividade ainda era dependente de GInK, comprovada utilizando a
estirpe NifAdel/GInKdel (TABELA 4). Com isso nds podemos inferir que a mutacao
Q2161 nado afetou significativamente a regulagcéo, no entanto a atividade diminui.

A mutagdo G25E originou uma NifA ativa em E. coli. Essa mesma mutagéo em
R. rubrum gerou uma NifA ativa no mutante GInB, sendo assim, também foi
analisado se essa proteina era capaz de ativar a transcricdo dos genes nif
independente de PII. Ensaios de nitrogenase mostraram esta proteina foi ativa
independente de GInK sugerindo que essa mutacdo pode ter comprometido a
interacdo entre o dominio N-terminal e o dominio Central, ou entdo essa mutacao
pode estar mimetizando uma interacdo com GInK e assim ativando NifA.

Ainda, as estirpes com fusdo cromossomal nifH:lacZ de H. seropedicae foram
utilizadas para verificar a atividade desta proteina na presenca de amoénio. Foi
observado que mesmo na presenca de 20mmol/L de ambnio a proteina NifA-G25E
mantinha-se ativa, no entanto com uma regulacao parcial pelos niveis de nitrogénio.
Essa regulacdo é independente de GInK, uma vez que, no duplo mutante
NifAdel/GInKdel, havia uma diferenca na atividade entre baixo e alto niveis de
amoénio. O motivo desta regulacdo ainda nado foi compreendido, no entanto é
possivel que outros fatores estejam influenciando a interacdo entre N-terminal e
Central, como por exemplo, efetores como o 2-OG. Em A. vinelandii a ligacao de 2-
OG no dominio GAF da NifA previne a formacdo do complexo NifL-NifA, e quando
este dominio é removido mesmo na presenca de 2-OG, NifL é capaz de inibir NifA
(LITTLE; DIXON, 2003). Apesar de nao se ter informacdes de interacdo com o
dominio N-terminal da NifA de H. seropedicae, acreditamos que esse efetor possa
sinalizar um déficit de nitrogénio na célula para a NifA e assim ativa-la.

Levando em consideracdo que em H. seropedicae, a proteina GInB em altas

7

concentracbes € capaz de substituir GInK na regulacdo por nitrogénio, outra
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hipotese seria que a mutacdo G25E estabilizaria a ligacdo da proteina GInB com a
NifA e assim regularia parcialmente sua atividade no mutante GInK.

O mecanismo de regulacdo da NifA é bastante complexo e em H. seropedicae
este mecanismo ainda néo foi elucidado. Neste trabalho n6s estudamos o papel de
alguns aminoécidos na atividade de NifA através de mutages sitio dirigidas. Apesar
da maioria das mutacdes extinguirem a atividade da proteina, a mutacdo G25E
sugere que existem outros mecanismos de regulacdo da NifA independente de
GInK. Portanto mais estudos utilizando a proteina NifA-G25E poderao ser realizados
a fim de se determinar o papel de outras moléculas na regulag&o por nitrogénio além
de GInK.
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6 CONCLUSOES

o As estirpes NifAdel e GInKdel/NifAdel foram construidas;

o Foram construidas estirpes com fusdo cromosomal nifH:lacZ (SmR1:lacZ;
NifAdel:lacZ e NifAdel/GInKdel:lacZ)

o As mutagbes K22V, T160E, M161V, L172R e A215D originaram variantes
NifA inativas;

o A proteina com a mutagdo S220I foi ativa em E. coli apenas quando o
dominio N-terminal foi removido e permaneceu sensivel ao oxigénio;

o A proteina Q216 foi ativa e dependente de GInK;

o A mutacado G25E originou uma proteina NifA ativa e independente de GInK,

no entanto ainda sofria regulagéo parcial pelos niveis de nitrogénio.
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