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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae (B-Proteobacteria) € um diazotrofo encontrado em
associacdo com gramineas de interesse econémico, como milho e cana-de-aglcar. A
fixacdo de nitrogénio em H. seropedicae € controlada a nivel transcricional pela
proteina NifA. NifA é inativa sob alta concentracdo de nitrogénio fixado, e essa
sensibilidade é atribuida ao dominio N-terminal. A desrepressdo de NifA depende da
interacdo de seu dominio N-terminal com a proteina GInK, pertencente a familia das
proteinas Pll, mas os mecanismos dessa interacéo ainda ndo foram elucidados. Neste
trabalho, foram construidos plasmideos capazes de co-expressar a proteina NifA e
diferentes proteinas PIl de H. seropedicae, Escherichia coli, e Azospirillum brasilense a
partir do promotor T7. A capacidade dessas proteinas Pll de ativar NifA foi medida em
E. coli JM109(ADE3) contendo o plasmideo pRT22 (nifH::lacZ) através do ensaio de
atividade de B-galactosidase. Os resultados mostraram que GInB dos trés organismos
e GInK de H. seropedicae foram capazes de ativar NifA, ao passo que GInZ de A.
brasilense ndo o foi. Uma série de mutantes pontuais de GInK de H. seropedicae foi
construida, substituindo residuos conservados em GInB e GInK pelos residuos
equivalentes em GInZ de A. brasilense; a avaliacao de atividade revelou que mutagdes
na regido C-terminal da proteina ndo aboliram a ativacdo de NifA por GInK, indicando
gue essa regido nao deve ser responsavel pela ativacdo. Outras proteinas GInK
mutantes incapazes de modificacdo pés-traducional (Y51F) e de ligacdo a ATP/ADP
(G89A) foram avaliadas conforme ja descrito. GInK G89A ¢é incapaz de ativar NifA em
quaisquer condi¢cbes testadas, ao passo que GInK Y51F ativa fracamente NifA, e
apenas em baixas concentracdes de nitrogénio. A ativacdo de NifA por GInK Y51F
aumenta conforme o aumento de expressdo desta. Variantes de GInK contendo
mutacfes que afetam a regido de ligacdo a efetores também apresentaram diminuicédo
da ativacdo de NifA. Isso sugere que a ligacdo de efetores a Pll é essencial para a
ativacao de NifA, e que a uridililacdo ndo é essencial para a ativacao.

Palavras chave: NifA, PIl, Herbaspirillum seropedicae
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ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae (B-Proteobacteria) is a diazotroph found associated with
economically important grasses. Nitrogen fixation on this organism is transcriptionally
controlled by the enhancer binding protein NifA. NifA is inactive under high
concentrations of fixed nitrogen, and this inhibition is attributed to its N-terminal GAF
domain. Relief of inhibition is achieved through interaction with GInK, a PII protein; yet
the mechanisms of such activation are not currently understood. Here, we constructed
plasmids which coexpress NifA and different PIl proteins from H. seropedicae,
Escherichia coli, and Azospirillum brasilense from a T7 promoter. The plasmid were
transformed in E. coli IM109(ADE3) harbouring (nifH::lacZ) and B-galactosidase was
determined after inducing expression with IPTG. GInB from all the three organisms and
GInK from H. seropedicae were able to activate NifA, whereas GInZ from A. brasilense
was not. A series of point mutantions was inserted in the ginK gene in order to change
the aminoacids conserved among NifA-activating PIl for those of GInZ. Activity
evaluation revealed that mutations on the C-terminal of PIl did not compromise or
reduce NifA activation, thus showing that region not to be involved in this process. Other
GInK mutants which could not be uridililated (Y51F) or bind ATP/ADP (G89A) were
evaluated as described. GInK G89A cannot activatee NifA in any tested condition, and
GInK Y51F can activate NifA weakly under low nitrogen concentration. NifA activation
by GInK Y51F is enhanceed by overexpression of both proteins. GInK proteins with
mutations on the effector binding pocket also showed diminished NifA activation. These
data suggest that effector binding to PIlI is essential to NifA activation, whereas
uridililation of PII is not.

Keywords: NifA, PII, Herbaspirillum seropedicae
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1. INTRODUCAO

1.1.  Herbaspirillum seropedicae

H. seropedicae é um microrganismo diazotréfico Gram negativo pertencente a classe
B das Proteobactérias (BALDANI et al., 1986). H. seropedicae € encontrado em associagéo
com gramineas de interesse econdémico, como milho e cana-de-agucar (SCHMID et al.,
2006), e também foi isolado de plantas ndo gramineas, com o abacaxizeiro (CRUZ et al.,
2001).

O género Herbaspirillum (Burkhoderiales; Oxalobacteriaceae) compreende 15
espécies correntemente descritas: H. seropedicae (BALDANI et al, 1986), H.
rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), H. frisingense (KIRCHHOF et al.,, 2001), H.
lusitanum (VALVERDE et al., 2006), H. chlorophenolicum (IM et al., 2004), H. autotrophicum
(DING e YOKOTA, 2004), H. huttiense (DING e YOKOTA, 2004) ssp huttiense e ssp putei
(DOBRITSA et al., 2010), H. hiltneri (ROTHBALLER et al., 2006), H. rhizosphaerae (JUNG
et al., 2007), H. aquaticum (DOBRITSA et al., 2010), H. aurantiacum (CARRO et al., 2011),
H. canariense (CARRO et al., 2011), H. soli (CARRO et al., 2011), H. chemoriales (LU e
SHI, 2013), e H. psychrotolerans (BAJERSKI et al., 2013), além de diversos isolados ainda
pouco caracterizados. Seis espécies (H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, H. frisingense, H.
lusitanum, H. hiltneri, e H. rhizosphaerae) séo encontradas na rizosfera ou em associagéo
com monocotiledéneas. Herbaspirillum seropedicae € um microrganismo diazotrofo nao-
patogénico, encontrado na rizosfera e no interior de vasos xilematicos (RONCATO-
MACCARI et al., 2003). Suas células possuem de 0,6 a 0,7 micrémetros de comprimento,
tém morfologia vibridide, com 1 a 3 flagelos em um ou ambos os poélos. Isolado pela primeira
vez a partir da rizosfera e das raizes de sorgo, milho e arroz (BALDANI et al., 1986), H.
seropedicae também foi encontrado em cana-de-acucar (MUTHUKUMARASAMY et al.,
1999), capim-elefante (OLIVARES et al., 1996), banana e abacaxi (CRUZ et al.,, 2001;
WEBER et al., 1999).

H. seropedicae é considerado promotor de crescimento vegetal (PGPR). Diversos
estudos demonstraram seu potencial como biofertilizante (BODDEY e DOBEREINER, 1995;
GYANESHWAR et al., 2002; JAMES et al., 2002). H. seropedicae é capaz de fixar nitrogénio
em condicdo de microaerobiose e baixa concentracdo de nitrogénio fixado (FU e BURRIS,
1989), e de produzir giberelina A3 e acido indol-3-acético (BASTIAN et al., 1998). Essas
duas caracteristicas podem estar relacionadas ao aumento da biomassa de culturas
inoculadas com H. seropedicae, conforme verificado em alguns cultivares de milho (DOTTO
et al., 2010; RIGGS et al., 2001), arroz (BALDANI et al., 2000; GYANESHWAR et al., 2002),
trigo (el-KOMY et al., 2003).
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Os genes nif de H. seropedicae, que codificam proteinas relacionadas a fixagdo de
nitrogénio, sao transcritos in planta (RONCATO-MACCARI et al., 2003), e a bactéria é capaz
de fixar nitrogénio no tecido vegetal enquanto houver abundancia de carbono disponivel
(GYANESHWAR et al., 2002; JAMES et al., 2002). Outros estudos mostraram a presenca
de grande quantidade de nitrogénio proveniente da atmosfera em plantas inoculadas com H.
seropedicae, se comparadas a controles ndo inoculados (BALDANI et al., 2000; el-KOMY et
al., 2003; JAMES et al., 2002). Entretanto, o papel da producéo de fitorménios ndo deve ser
ignorado, uma vez que H. seropedicae promove o crescimento vegetal mesmo em cultivos
fertilizados com nitrogénio, e foi verificada a producéo de &cido indol-3-acético pela bactéria
quando cultivada em excesso de amonio (SCHWAB, 2006).

A simbiose com H. seropedicae pode ser benéfica também para outros aspectos do
desenvolvimento vegetal; ARAUJOe colaboradores (2010) demonstraram que a inoculacéo

com H. seropedicae tem efeito sobre a velocidade de germinacgédo de arroz.

1.2.  FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

O gas nitrogénio compbe cerca de 78% da atmosfera terrestre, mas néo é
assimilavel pela maioria dos organismos devido a sua baixa reatividade (KIM e REES,1994).
Apenas alguns procariontes (denominados diazotrofos) sdo capazes de converter o
nitrogénio gasoso (N;) a amoénio (NH;"), um produto de mais facil assimilacdo metabdlica
(RAYMOND et al., 2004). Essa reacao, denominada Fixacéo Bioldgica do Nitrogénio (FBN),
é catalisada pelo complexo enzimético da nitrogenase (BURRIS, 1991).

A FBN é responsével por cerca de 50 — 60% de todo o nitrogénio fixado anualmente
na terra (KIM e REES, 1994; VITOUSEK et al., 1997), sendo um processo vital para a
manutencédo do ciclo do nitrogénio. Também é vista com interesse por suas aplicacdes na
agricultura, pois o nitrogénio € um nutriente limitante nos solos cultivados (DIXON e KAHN,
2004). A deficiéncia de nitrogénio é geralmente suprida com o uso de fertilizantes contendo
amonio produzido pelo processo de Haber-Bosch (CREWS e PEOPLES, 2004), que
requerem alto consumo de energia para sua producdo (KIM e REES, 1994), e cuja aplicacéo
tem sérias implicacdes ambientais (CREWS e PEOPLES, 2004; DIXON e KAHN, 2004;
GILLER e CADISCH, 1995). Nesse cenario, perspectivas de expansdo do uso da FBN na
agricultura representam um avanco consideravel em dire¢cdo a sustentabilidade (GILLER;
CADISCH, 1995), devido ao baixo custo financeiro e ambiental em relagcdo ao processo
industrial.

A eficiéncia do uso da FBN na agricultura € comprovada por muitos exemplos bem-
sucedidos, particularmente com bactérias do género Rhizobium associadas a leguminosas;
a FBN é em grande parte responséavel pelo sucesso das lavouras de soja nos Ultimos anos

no Brasil (DOBEREINER, 1997). Nao se deve esquecer, porém, o aumento de produtividade
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de culturas de cereais e outras gramineas cultivadas na presenca de diazotrofos
associativos (BALDANI et al., 1987; BODDEY et al., 1995; KAPULNIK et al., 1983).

1.2.1. Nitrogenase e genes nif

A estequiometria da reacdo de reducéo do dinitrogénio a amonio foi determinada por
Simpson e Burris (1984), que propuseram a equacao abaixo para explicar o processo:

N, + 8H" + 8e + 16 ATP.Mg®* — 2 NH,* + H, + 16 ADP.Mg** + 16 Pi

A reducéo do dinitrogénio tem um alto custo energético para a célula (16 mols de
ATP para cada mol de N, reduzido). Além de dispendiosa, a reagéo € bastante lenta, com
turnover de ~5 segundos (DIXON e KAHN, 2004), e s6 pode ocorrer na auséncia de
oxigénio, devido a sensibilidade do cofator de Ferro-molibdénio (FeMoco) da nitrogenase
(SHAH e BRILL, 1977). Por fim, a fixagdo biologica de nitrogénio requer grande
concentragcdo da enzima nitrogenase (10 — 20% do total de proteina celular). Por todos
esses fatores, a fixacdo bioldgica de nitrogénio é estritamente regulada em todos os
organismos diazotrofos (MA e LUDDEN, 2001).

O complexo enziméatico da nitrogenase é formado por duas metaloproteinas distintas:
a proteina Fe (NifH), ou dinitrogenase redutase, e a proteina FeMo, ou dinitrogenase (NifDK)
(HOWARD e REES, 1996), codificadas pelo operon nifHDK. A atividade catalitica €&
exclusiva da proteina FeMo, mas é dependente da reducdo de FeMo pela proteina Fe
(BURRIS, 1991).

Embora os genes nifHDK sejam bastante conservados, a capacidade de fixar
nitrogénio estad presente em organismos filogeneticamente muito distantes  como
proteobactérias, cianobactérias e arqueias (RAYMOND et al., 2004; ZEHR et al., 2003), e a
regulacéo do processo de fixagdo ocorre através de mecanismos distintos (DIXON e KAHN,
2004). Sugere-se que essa distribuicao filogenética esparsa dos genes nif seja resultado da
perda de genes nif presentes em um ancestral metanogénico, seguida de transferéncia
horizontal de genes para linhagens bacterianas (RAYMOND et al., 2004; ZEHR et al., 2003).

Os genomas de todos os diazotrofos contém também genes que codificam outras
proteinas necessarias a maturagdo da nitrogenase, especialmente no tocante a producéo de
seu cofator de Ferro-molibdénio (DIXON e KAHN, 2004; RAYMOND et al., 2004). Esse
conjunto de genes recebeu a designacdo de genes nif (nitrogen fixation). Os genes nif tém
expressao controlada em todos os organismos diazotréficos, e esse controle garante que a

expressao da nitrogenase sO ocorrera em condi¢des favoraveis a fixacdo de nitrogénio.

1.3. METABOLISMO DE NITROGENIO EM PROTEOBACTERIAS



O nitrogénio é o terceiro elemento mais abundante presente nas células, e
freqientemente é limitante para o crescimento microbiano. A regulacdo adequada de seu
metabolismo é de grande importdncia para maximizar o crescimento sob diferentes
disponibilidades desse elemento (ARCONDEGUY et al., 2001). O metabolismo de nitrogénio
€ o conjunto de reac¢Oes efetuadas pela célula para assimilar nitrogénio do meio e incorporéa-
lo as estruturas celulares (MERRICK e EDWARDS, 1995). Mesmo considerando a
diversidade de compostos nitrogenados passiveis de utilizacdo disponiveis no ambiente
(como exemplo, vide BRUHN et al., 1987) e sintetizados pela célula, algumas vias comuns

séo utilizadas por todas as bactérias para a execugdo dessas duas tarefas essenciais.

1.3.1. Assimilacdo de amonio

O amonio (NH,;") é a molécula preferencial para a obtencdo de nitrogénio em
bactérias (MERRICK e EDWARDS, 1995), e 0 composto comum a muitas rotas de
assimilagdo de compostos nitrogenados; nitrato, nitrito, € compostos organicos devem
primeiramente ser convertidos em amdnio para poderem ser aproveitados (ARCONDEGUY
et al., 2001). O aménio é também o produto final da reacdo de reducdo do dinitrogénio
catalisada pelo complexo da nitrogenase (SIMPSON e BURRIS, 1984) nos organismos
diazotréficos. Além disso, o aménio ocupa um importante lugar no monitoramento da
concentracdo extracelular de nitrogénio, que é determinante para a mudanca do
metabolismo de alto para baixo nitrogénio (ARCONDEGUY et al., 2001). Sua incorporacao
ao metabolismo celular ocorre com a transferéncia do nitrogénio da molécula de amonio
para uma molécula de 2-oxoglutarato, gerando como produto final glutamato. A reacéo é
catalisada em duas etapas pelas enzimas glutamina-sintetase (GS, ou GInA) e glutamato
sintase (GOGAT), conforme mostrado abaixo:

glutamato +ATP+NH; —324 o glutamina + ADP + PO42-

glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH M 2 glutamato + NADP+

Em E. coli, a primeira etapa € inibida pela adenililacdo da proteina GInA em resposta
a altas concentragcbes de amonio (BROWN et al, 1971); em outros organismos, a
modificacdo da atividade ocorre por ADP-ribosilacdo (LIU e KAHN, 1995; MERRICK e
EDWARDS, 1995; WOEHLE et al., 1990). A proteina GInA é um dodecémero, cujos 12
mondémeros podem ser modificados independentemente (WOEHLE et al.,, 1990). A
modificagdo de GInA é catalisada pela proteina GInE (ou ATase); em E. coli, a regido C-

terminal dessa proteina € responsavel pela adenililacdo, e a por¢cdo N-terminal, pela
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remocdo do AMP da proteina GInA. GInE interage com as proteinas PII, importantes
transdutoras de sinal no metabolismo de nitrogénio (JAGGI et al., 1997).

Uma segunda via de assimilagdo utiliza a enzima glutamato desidrogenase GDH,
que catalisa a formacdo de glutamato a partir de 2-oxoglutarato e NH," em uma (nica etapa,
como abaixo:

2-oxoglutarato + NH; + NADPH ﬂglutamato + NADP+

Em E. coli, a via GS-GOGAT € empregada em ambientes com muita energia
disponivel, ao passo que a via de GDH, menos eficiente, é utilizada em condi¢des limitantes
de nitrogénio quando h& também baixa disponibilidade de energia (HELLING, 1998). O
glutamato produzido serve como intermediario para as demais vias metabdlicas de sintese
de compostos nitrogenados (SIMS e FOLKES, 1964).

Além de ser produzido pelo metabolismo de compostos nitrogenados e/ou pela
fixacdo biologica do nitrogénio, o aménio pode ser assimilado do ambiente. Isso pode
ocorrer simplesmente por difusdo através da membrana (MERRICK e EDWARDS, 1995);
porém, transportadores de alta afinidade tém um papel fundamental quando a concentracao
desse ion é baixa, sendo encontrados em grande nimero de procariontes (NOINDORF,
2006).

1.3.2. Proteinas PII

As proteinas da familia PIl sédo proteinas triméricas sensoras dos niveis
intracelulares de carbono, relacdo ATP/ADP, e nitrogénio, que possuem um papel
fundamental na resposta a niveis intracelulares de nitrogénio. Essa familia de proteinas esta
presente em arqueias, bactérias e plantas (RADCHENKO e MERRICK, 2011). GInB esta
presente em bactérias (LEIGH e DODSWORTH, 2007) e € altamente conservada entre as
diferentes espécies (ARCONDEGUY et al., 2001), o que é indicativo de sua importancia
fisiolégica.

Diversos organismos, entre eles H. seropedicae, produzem também uma proteina
paraloga, GInK, co-transcrita com o transportador de aménio AmtB (BENELLI et al., 1997).
Em E. coli, GInB é expressa constitutivamente, mas a expressao de GInK e AmtB é regulada
por amonio via NtrC (LEIGH e DODSWORTH, 2007). A diferenga funcional entre as duas
proteinas pode ser atribuida em grande parte a seu nivel de expressdo na célula
(ATKINSON et al., 2002).

Outros organismos, como Azospirillum brasilense, possuem outra proteina tipo Pl
denominada GInZ (ou Pz) (de ZAMAROCZY et al., 1996; de ZAMAROCZY, 1998). O gene

ginZ € um gene paralogo de PIl que ndo é co-transcrito com o transportador de amonio
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amtB, embora em A. brasilense GInZ possa interagir com AmtB tal qual em E. coli GInK
interage com AmtB (RODRIGUES et al., 2011). Aparentemente, GInZ nado possui
sobreposicéo de fungdo com GInB.

Estruturalmente, as proteinas PIl apresentam uma organiza¢do predominantemente
trimérica. A superficie de interagdo entre os mondmeros € determinada pelos residuos 30,
32, 34, 93, 95 e 98, que no entanto ndo sado perfeitamente conservados entre as PIl (XU et
al., 1998). Todas as proteinas PIl estudadas possuem trés voltas, denominadas T-loop
(residuos 37-55), B-loop (residuos 82-88), e C-loop (residuos 102-105) (TRUAN et al.,
2010. O sitio de ligagdo a efetores é formado na interface entre as subunidades, com
contribuicbes do B—loop de um mondmero e do C-loop do monémero adjacente (XU et al.,
1998). A regido C-terminal das proteinas Pll € menos conservada, e parece apresentar certa
diferenca estrutural entre diferentes PIl (XU et al., 1998). O T-loop é uma regido pouco
ordenada, que contém o residuo Y51 que pode ser modificado por uridililacdo. A Figura 1

mostra a estrutura da proteina GInK de E. coli destacando as principais caracteristicas das

proteinas PII.

ATP/ADP

FIGURA 1 — ESTRUTURA DA PROTEINA GInK DE E. coli. Cada mondmero esta respresentado em
uma cor diferente. (A), vista lateral do trimero, mostrando os loops B e C na interface entre dois
mondmeros, e o T-loop. Note-se que este Ultimo compreende um grande trecho da proteina, sendo
pouco estruturado e bastante flexivel. A cadeia lateral do residuo Y51, que pode ser modificado por
uridililacdo, estd destacada na figura. (B), vista da face oposta ao T-loop, mostrando a localizagéo
das moléculas de ATP/ADP em cada interface entre dois mondmeros. Fonte: RADCHENKO e
MERRICK, 2011.

As proteinas PIl sdo capazes de ligar-se a ATP, ADP, e 2-oxoglutarato (20G), e, em
Proteobacteria, podem ser modificadas por uridililagdo em um residuo de tirosina-51
conservado (ARCONDEGUY et al., 2001). Em E. coli, a ligagdo de ATP e 20G é

sinergistica: ndo ha ligacédo especifica de 20G na auséncia de ATP, e a presenca de 20G,
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por sua vez, aumenta a afinidade de PIl por ATP (KAMBEROV et al., 1995). Nesse mesmo
organismo, ha cooperacao negativa na ocupacao dos trés sitos de ligacdo a efetores (JIANG
e NINFA, 2007). Os residuos G87 e G89 do B-loop e N101 e N103 do C-loop sdo essenciais
para a interacdo com ATP (XU et al., 1998). A ligacdo de 20G depende de interagbes com a
cadeia principal dos residuos 39 e 41 e com a cadeia lateral do residuo K58, além de um ion
Mg*™ (TRUAN et al., 2010). A interagdo com K58 parece ser importante também para a
regulacdo da interacdo de PII com algumas de suas proteinas alvo, pois esse residuo
também esté envolvido em interagBes proteina-proteina (por exemplo, entre GInK e AmtB de
E. coli — CONROY et al., 2007). O efeito da interagdo de Pll com seus efetores parece ser
uma mudanca na conformacgéo do T-loop; na auséncia de 20G, o residuo K58 pode formar
pontes salinas com os residuos Q39 e E44 (TRUAN et al.,, 2010; RADCHENKO e
MERRICK, 2011). Nas proteobactérias, a ligagcdo de ATP e 20G é pré-condicdo para que
ocorra modificagdo pds-traducional de PIl. Uma mudanga conformacional no T-loop causada
por ligagdo de efetores também foi encontrada com a proteina GInK3 da arquéia
Archaeoglobus fulgidus (MAIER et al., 2011), com o T-loop adquirindo estrutura secundaria
e sendo projetado lateralmente na presenca de ATP e 20G.

O T-loop é uma importante regido de interagdo com outras proteinas; estudos
estruturais mostraram que esta envolvido na interacdo entre GInK e AmtB de E. coli, Pll e
NAGK de Arabdopsis thaliana, e PipX de Synechoccocus elongatus (RADCHENKO e
MERRICK, 2011). Residuos de aminoacidos do T-loop também sdo importantes para a
interagdo entre GInK e NifL em Klebsiella pneumoniae (ARCONDEGUY et al., 2000), entre
GInB e NtrC de E. coli (MARTINEZ-ARGUDO e CONTRERAS, 2002), e entre GInB e DraT
de A. brasilense (MOURE et al., 2012). No entanto, outras regides da proteina podem estar
envolvidas em interagcdes com outros alvos, como ha interagdo entre GInZ e DraG de A.
brasilense, na qual os residuos 21-25, 68-73, e 101-112 de GInZ s&o responsaveis pela
interacao proteina-proteina (RAJENDRAN et al., 2011).

1.3.3. Regulagéo global do metabolismo de nitrogénio pelo sistema Ntr

A regulacdo do metabolismo de nitrogénio em proteobactérias ocorre basicamente
como uma resposta aos niveis de amoénio extracelular. Em Escherichia coli, um dos
organismos mais bem estudados nesse aspecto, hd o envolvimento de nove proteinas
essenciais: GInA, GInB, GInD, GInK, AmtB, NtrB, NtrC, e RpoN (c*) (MERRICK e
EDWARDS, 1995). O sistema funciona como uma cascata regulatéria que depende da
integracdo de sinais do ambiente celular pela proteina GInB (HUERGO, 2006; LEIGH e
DODSWORTH, 2007), que interage com outros componentes do sistema.

Tanto a uridillacdo quanto a remocédo do grupo uridilil de GInB s&o catalisadas por

uma mesma enzima, GInD, que tem sua atividade regulada por glutamina. Quando a
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concentracao de glutamina é baixa, a atividade de uridilil-transferase é predominante, e
GInD tende a uridililar GInB; em condi¢cdes contrarias, observa-se o efeito inverso

(ARCONDEGUY et al., 2001). A figura 2 mostra um esquema desse processo:
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FIGURA 2 — CONTROLE DO ESTADO DE URIDILILACAO DE PIl POR GInD. Quando a
concentracdo de nitrogénio é elevada, GInD interage com L-glutamina, o que inibe sua atividade
uridili-transferase e estimula sua atividade de remocao de UTP. Em baixas concentracdes de L-
glutamina, a atividade de uridilil-transferase de GInD é estimulada, e ela tende a uridililar GInD. A
uridililacdo acontece quando PIll esta ligada a 2-oxo-glutarato e ATP. A uridillagdo ocorre
independendentemente em cada mondmero de PIl, e € ndo cooperativa em E. coli (ATKINSON et al.,
1994). Em H. seropedicae, a uridillacdo de GInB é mais eficiente que a de GInK, mas a
desuridililagéo é igualmente eficiente (BONATTO, 2007).

O sensoriamento dos niveis de glutamina feito pela proteina GInD é uma medicao
direta da quantidade de nitrogénio disponivel para as reagfes metabdlicas, que é
comunicada as proteinas PII via modificagdo pos-traducional.

Além da modificagdo pos-traducional, a ligacdo das proteinas PII as moléculas
efetoras € um importante regulador de sua atividade. Em E. coli, a alta concentracdo de 2-
oxoglutarato inibe a interacéo entre GInB e seus alvos (LEIGH e DODSWORTH, 2007).

E importante notar que a interacdo de PIl com seus efetores (ATP, ADP e 2-oxo-
glutarato) e com glutamina (indiretamente, via GInD) resulta na integracéo de sinal entre os
niveis intracelulares de carbono (através da ligagdo a 2-oxo-glutarato), energia (ligacdo a
ATP e/ou ADP), e nitrogénio (uridililacdo de PIl em resposta a variacdes na concentracao
intracelular de glutamina)(OLIVEIRA, 2010); assim, o metabolismo do nitrogénio sera
influenciado pelo metabolismo geral da célula (COMMICHAU et al., 2006).

Em E. coli, GInB e GInK sédo proteinas que apresentam forte similaridade e alguma
sobreposicdo de funcdo (ATKINSON e NINFA, 1998), mas algumas fungBes parecem ser
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restritas a apenas uma delas (LEIGH e DODSWORTH, 2007). GInK nao uridililada interage
com AmtB e impede a entrada de amdnio por esse transportador (COUTTS et al., 2002); a
resposta se manifesta poucos segundos apdés a ocorréncia de um choque de aménio
(JAVELLE et al., 2004). O gene gInK é geralmente adjacente ao gene amtB, sugerindo a
importancia da interacdo entre eles, e servindo como critério de distingdo entre 0os genes
ginB e gIinK (LEIGH e DODSWORTH, 2007). GInB, expressa constitutivamente, teria um
papel mais importante na regulacdo global do metabolismo de nitrogénio.

O estado de uridililacdo das proteinas PIl controla a modificacdo da proteina GInA
pela proteina GInE: em baixas concentracfes de nitrogénio intracelular PII-UMP;3 interage
com GInE, estimulando a desadenililacdo de GInA, o que a torna ativa; contrariamente, a
interacdo de PIl com GInE estimula a adenililagdo de GInA (ARCONDEGUY et al., 2001). O
controle fino desse sistema parece ser exercido pela formacéo de heterotrimeros de GInB e
GInK; esse heterotrimeros sdo formados em condi¢es limitantes de nitrogénio (quando ha
expressao de GInK), e sdo menos eficientes na estimulagéo da atividade ATase de GInE em
comparacédo com GInB (HEESWIJK et al., 2000).

As proteinas NtrB e NtrC, por sua vez, agem como um sistema de dois componentes
gue interage com a proteina GInB. NtrB € uma proteina que possui atividade de histidina-
quinase e fosfatase; essa proteina interage com GInB n&o-uridililada, e essa interagéo leva a
inibicdo de sua atividade quinasica e aumento da atividade fosfatasica. Quando GInB esta
uridililada (em condi¢fes limitantes de nitrogénio), a interacdo com NtrB é inibida, e esta
recupera sua atividade de fosforilacdo (MERRICK e EDWARDS, 1995). A interacdo entre
GInB e NtrB também deixa de ocorrer quando a concentracao intracelular de 2-oxo-glutarato
€ muito elevada, de modo que NtrB tera atividade quinase mesmo se a concentracao de
nitrogénio néo for limitante (LEIGH e DODSWORTH, 2007).

NtrC é um ativador de transcricdo dependente de ¢®* que s6 é ativo quando
fosforilado no residuo Asp-54 (ARCONDEGUY et al., 2001; SANDERS et al., 1992). A
fosforilagcdo de NtrC é feita por NtrB, sob baixas concentra¢cdes intracelulares de nitrogénio;
isso leva a oligomerizacdo de NtrC e aquisicdo de atividade de ativacdo transcricional
(PORTER et al., 1993).

Um resumo do mecanismo de regulacdo do metabolismo de nitrogénio de E. coli é

representado na figura 3:
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GInA ativa
GInA

GInA-AMP

Transcri¢do de ginKamtB

FIGURA 3 — MECANISMO GERAL DE CONTROLE DO METABOLISMO DE NITROGENIO EM E.
coli. GInD (que se liga a glutamina) controla o estado de uridililagdo de PII, que controla a atividade
de NtrB e GInE. Durante a deple¢do de nitrogénio, GInB (PII) uridililada interage com GInE, que
adenilila GInA, ativando a via de sintese de glutamina. GInB-UMP néo interage com NtrB, permitindo
gue NtrB fosforile NtrC, que se oligomeriza e se torna ativo. NtrC ativa a transcricdo de diversos
genes, entre eles o operon ginKamtB, que codifica uma segunda proteina PIl e um transportador de
amonio.

Quando fosforilado, NtrC ativa a transcricdo o>*-dependente dos genes glnAntrBC (a
partir do promotor glnA2), nasFEDCBA, ginHPQ, argT, hisKkQMP e NifA, em organismos que
0s possuem (KUSTU et al., 1989; MERRICK e EDWARDS, 1995). Esses genes sao
responsaveis pela assimilagdo de aménio, reducdo de nitrato e nitrito, transporte de
glutamina, arginina, e histidina, e ativacdo transcricional dos genes nif, respectivamente.
Outros operons ativados por NtrC, relacionados principalmente ao transporte de compostos
nitrogenados, foram identificados em E. coli; neste organismo, aparentemente até 2% do
genoma sofre algum tipo de controle por NtrC (ZIMMER et al.,, 2000). Em alguns
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organismos, como Azospirillum brasilense, a transcricdo de NifA é independente de 0* e de
NtrC (ARCONDEGUY et al., 2001).

1.3.4. Regulacdo da FBN em H. seropedicae

O conjunto dos genes nif (responsaveis pela fixagdo de nitrogénio) de H. seropedicae
inclui os genes NIfABHDKENXQWVUS. Genes mod, fdx, hsc, e fix sdo encontrados
dispersos entre eles. A regido do genoma de H. seropedicae onde esses genes sao
encontrados contém um total de 46 orfs organizadas em ao menos sete operons
(CHUBATSU et al., 2011; PEDROSA et al., 2001). A organizacao esquematica dessa regido
€ mostrada abaixo:

modE1 2873 2872 nifA - nif8 fdxN hesB
le‘ le’
2867 nifZ  nifZ1 2864 nifs2 fixU 2861 2860 fdx

2857 2856 2855 2854 —"‘ nifH nifD nifk
le’
nifE nifiN iiﬁ iﬁi ﬁﬁ fdx A iiﬁ modA
AN FAN PN FAN AN
Nif Njf- Nif- Nif
-Fe -Mo -Mo
modB modC fixX fixC fixB fixA nifW nif¥
fdx 2833 hesB1 2831 nifU nifs —= 2827 trxA1
L

FIGURA 4 — ORGANIZA(;AO DOS PRINCIPAIS GENES nif DE H. seropedicae E SUAS REGIOES
PROMOTORAS. Além dos genes cujos produtos sdo necessarios para a maturacdo da nitrogenase,
essa regido contém outros genes ainda pouco caracterizados. O sinal Nif- indica genes cuja mutacao
leva a perda do fendtipo de fixacdo de nitrogénio, segundo estudos anteriores; -Fe e —Mo indicam
perda da capacidade de fixar nitrogénio em condi¢cBes limitantes de ferro e molibdénio,
respectivamente. pc indica um promotor ativado por NtrC, e pa, um promotor ativado por NifA. Fonte:
CHUBATSU et al., 2011.

Os genes nifHDKENXHsero 2847Hsero_2846fdxA s&o transcritos em um RNA
mensageiro policistrénico a partir do promotor nifH, e codificam as proteinas dinitrogenase
redutase (Fe), as duas subunidades da dinitrogenase (FeMo), e trés proteinas relacionadas

a sintese e maturacdo do cofator de Ferro-Molibdénio da dinitrogenase, respectivamente. O

promotor nifH foi caracterizado por Machado et al. (1996), e contém uma seqiéncia -24/-12
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homéloga a de promotores dependentes de ¢°*, dois sitios de ligacdo de NifA e um sitio
para ligacédo de IHF.

Todo o controle da transcricdo dos genes nif em H. seropedicae € dependente do
ativador transcricional NifA, que reconhece a sequéncia do promotor nifH. NifA é transcrito
em um RNA mensageiro monocistronico a partir de seu proprio promotor que apresenta dois
sitios de ligacéo para NtrC (-384 e -349), trés sitios de ligacdo para NifA (-312, -137, e -108),
um sitio de ligacdo a IHF, e um promotor ¢** (-24/-12) (WASSEM et al., 2002). Estudos in
vitro demonstraram que a ativacao da transcricdo de NifA é estimulada por NtrC fosforilado
(WASSEM et al., 2000). A presenca dos sitios de ligacdo para NifA indica que NifA pode
ativar a transcricdo a partir de seu proprio promotor, e quando inativada pode reprimir a
transcricdo do gene NifA, gerando um mecanismo de feedback negativo que possivelmente
€ importante na célula. IHF atua como ativador quando da ligacdo de NtrC ao promotor, e
como inibidor quando NifA interage com 0 mesmo (WASSEM et al., 2000). Esse complexo
mecanismo de regulacdo subordina a fixacdo de nitrogénio em H. seropedicae ao controle
da concentragdo extracelular de nitrogénio, uma vez que NifA serd transcrita somente
guando houver pouco nitrogénio disponivel (condigdo para que NtrC esteja fosforilada);
também permite que haja um feedback negativo de NifA sobre seu préprio promotor,
impedindo que uma quantidade excessiva de NifA seja produzida, mesmo que a deplecéo
de nitrogénio se prolongue (WASSEM et al., 2000).

Pelo conhecimento atual, pode-se sugerir que 0 passo mais importante para o
controle da fixagdo de nitrogénio em H. seropedicae se refere a regulagao transcricional dos
genes nif, dependente de NifA e fator 6>, e subordinado ao controle geral de nitrogénio
intracelular. Nao foram encontrados genes homologos a DraT e DraG nesse organismo, e
ndo ha caracterizacdo de nenhum mecanismo de controle pés-traducional da nitrogenase
em H. seropedicae (CHUBATSU et al., 2011). No entanto, a atividade da nitrogenase de
extratos de H. seropedicae decai rapidamente em resposta a choques de aménio (FU e
BURRIS, 1989).

1.4.  PROTEINA NifA

A proteina NifA é ativadora transcricional dos genes nif nas proteobactérias
diazotréficas (MERRICK e EDWARDS, 1995), e pertencente a familia de ativadores
transcricionais dependentes de o> (SHINGLER, 1996), que inclui a proteina NtrC; em
Klebsiella pneumoniae, as duas proteinas apresentam certo grau de homologia
(DRUMMOND et al., 1986). Outras proteinas pertencentes a mesma familia sdo as PspF,
XyIR, DctD e ZraR (OLIVEIRA, 2010).

Todas as proteinas dessa familia possuem uma estrutura semelhante: elas

apresentam um dominio N-terminal regulatorio (a excec¢do sendo PspF — vide JOVANOVIC
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et al., 1996), um dominio central catalitico, e um dominio C-terminal de ligacdo a DNA. O
dominio central dessas proteinas € bastante conservado e pertence a familia AAA+
(ATPases associadas a diversas atividades celulares), um dominio presente em diversos
polipeptideos de procariotos e eucariotos (OGURA e WILKINSON, 2001; IYER e ARAVIND,
2004). O dominio AAA+ caracteristico possui entre 200 e 250 residuos de aminoacidos,
entre 0s quais estdo presentes o0s motivos estruturais conservados Walker A
(GXXGXGK][T/S]) e Walker B (hhhhDE, sendo h qualquer residuo hidrofobico),
responsaveis pela ligacdo e hidrélise do nucleotideo trifosfato (HANSON e WHITEHEART,
2005). Proteinas que contém dominios da familia AAA+ estdo envolvidos em atividades
celulares tao diversas quanto replicacdo de DNA, ativacao de transcricdo, protedlise, fusédo
de vesiculas, e transporte intracelular (OGURA e WILKINSON, 2001; HANSON e
WHITEHEART, 2005).

Os ativadores de transcricdo da familia de NtrC possuem um motivo GAFTGA
proprio ndo encontrado nas demais proteinas com dominio AAA+. Esses residuos parecem
estar envolvidos na interagdo com o fator > (STUDHOLME e DIXON, 2003).

A ativacdo dessas proteinas parece estar relacionada com seu estado de
oligomerizagdo, que esta relacionada a funcionalidade do dominio AAA+, cujos sitios de
ligacdo a ATP sao formados na interface entre os monémeros (HANSON e WHITEHEART,
2005); tipicamente, elas sdo diméricas quando inativas e hexaméricas ou heptaméricas
quando ativas (CHEN et al., 2008; ERZBERGER e BERGER, 2006).

Na maioria dos diazotrofos, a proteina NifA possui trés dominios modulares
(OLIVEIRA et al., 2009): um dominio N-terminal de funcdo regulatéria, um dominio central
catalitico (ATP4sico) e capaz de interacdo com ¢>*, e um dominio C-terminal contendo um
motivo hélice-volta-hélice (HTH) de ligacdo ao DNA. A excecdo a essa regra é a proteina
NifA de Rhizobium leguminosarum bv trifolii, que n&o possui o dominio N-terminal (IISMAA e
WATSON, 1989). Os dominios central e C-terminal sdo relativamente conservados entre 0s
organismos, mas o dominio N-terminal é bastante variavel, refletindo a diversidade de
mecanismos de regulacdo dessa proteina entre as diferentes espécies (FISCHER, 1994).
Os dominios N-terminal e central sdo separados por um interdominio rico em glutamina, o
Q-linker (WOOTTON e DRUMMOND, 1989), que parece ser importante para a interacdo
entre os dominios em outras proteinas da familia de NtrC (PEREZ-MARTIN et al., 1995).

A proteina NifA de H. seropedicae segue esse modelo; nesse organismo, NifA possui
542 aminoéacidos, e o gene NifA é transcrito de um operon monocistrénico a partir de seu

proprio promotor (WASSEM, 2000). Uma representac@o esquematica é mostrada abaixo:
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FIGURA 5- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE NIFA DE H. seropedicae. As proteinas NifA de
outros diazotrofos séo semelhantes, mas podem n&o conter alguns dos motivos representados aqui.
NifA contém um dominio N-terminal com um motivo GAF, regulatério. O dominio central, catalitico,
possui 0s motivos Walker A, Walker B, e GAFTGA, comuns a todos os ativadores transcricionais da
familia AAA+. Entre esses dois dominios, esta localizado o Q-linker, um interdominio rico em residuos
de glutamina. O dominio central conecta-se ao dominio C-terminal (que tem um motivo HTH de
ligacdo ao DNA) através do interdominio ID. No final do dominio central e inicio do linker ID, ha um
motivo conservado de quatro cisteinas, com provavel envolvimento na inativagdo de NifA por O..

Os dominios Central (AAA+) e C-terminal (HTH) de NifA sdo homologos aos
encontrados em outras proteinas, e sua funcao ja foi discutida acima. O dominio N-terminal,
por sua vez, apresenta um motivo GAF, encontrado em bactérias e eucariotos (ARAVIND e
PONTING, 1997). O dominio GAF parece ser importante para a ligagdo a cGMP e outros
pequenos ligantes em outras proteinas (HO et al., 2000; HURLEY, 2003), e sugere-se que
sua funcdo seja de transducdo de sinal (ARAVIND e PONTING, 1997). O dominio N-
terminal (GAF) e o dominio central (AAA+) de NifA de H. seropedicae sé&o conectados por
um interdominio Q (Q-linker), uma sequéncia de 18 residuos de aminoacidos rica em
residuos de glutamina. Proteinas AAA+ que possuem um dominio GAF N-terminal
regulatério freqlientemente séo inibidas por este, e recentemente um modelo foi proposto
para explicar essa inibicdo (BATCHELOR et al., 2013). O modelo propde que a interagéo de
dois dominios GAF entre si e com seus respectivos dominios centrais mantém a proteina na
forma dimérica inativa; uma mudanca na conformacdo do dominio GAF interrompe sua
interacdo com o dominio central, permitindo oligomerizacdo e atividade ATPasica, conforme

mostrado na figura abaixo:

apo-inactive liganded-inactive liganded-active
GAF-open GAF-closed GAF-closed assembled active state

FIGURA 6 — MODELO PROPOSTO PARA A ATIVACAO DE PROTEINAS AAA+ QUE POSSUEM
DOMINIO GAF N-TERMINAL. O dominio GAF mantém a proteina em sua forma dimérica através de
interacdes entre os dominios GAF, possivelmente entre o dominio GAF e o dominio catalitico. Uma
modificacdo na conformacao de GAF (na figura, devido a interacdo com um ligante) permite a
associacdo entre os dominios cataliticos, com subseqiente oligomerizacdo da proteina. Fonte:
BATCHELOR et al, 2013.
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A atividade de NifA é controlada pelos niveis extracelulares de aménio e oxigénio na
maioria dos diazotrofos (DIXON e KAHN, 2004), mas o mecanismo de regulagdo € muito
variado. Basicamente, as proteinas NifA de proteobactérias podem ser divididas em dois
grupos: o primeiro compreende as y-proteobactérias e Azoarcus, nas quais que a regulagéo
de NifA se deve a interacdo com a proteina sensora NifL, formando ambas um sistema de
dois componentes como em Klebsiella pneumoniae (BERGER et al., 1994); e as a e -
proteobactérias (exceto Azoarcus), em que ndo h& presenca de NifL, e a regulacdo de NifA
ocorre de outra forma (OLIVEIRA, 2010).

Em diversos organismos, ocorre também regulacdo da transcricao do gene NifA. Em
H. seropedicae, a transcricdo de NifA €& dependente de NtrC, estando diretamente
subordinada ao controle geral do metabolismo de nitrogénio (WASSEM et al., 2000). Em A.
brasilense e Rhodospirillum rubrum, por outro lado, a transcri¢gédo de NifA € constitutiva (ZOU
et al., 2008).

Nas y-proteobactérias, NifA é co-transcrito com o gene nifL, que codifica a proteina
sensora NifL, que interage diretamente com NifA de forma inibitéria quando as condi¢tes
celulares ndo sdo adequadas para a fixagdo de nitrogénio (MARTINEZ-ARGUDO et al.,
2004). A proteina NifL de diversos organismos € sensivel a oxigénio, e interage com NifA
gquando seu cofator FAD esta oxidado (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). NifL também é
necessaria para a inativagcdo de NifA em resposta a alta concentracdo de nitrogénio
intracelular. No entanto, o mecanismo de interacdo entre NifL e GInK n&do parece ser
conservado: em K. pneumoniae, a interacdo entre NifA e GInK leva a ativacdo de NifA,
independentemente do estado de uridililacao de GInK (HE et al., 1998); NifA também parece
interagir com GInK em um sitio préximo ao de sua interagdo com NifL (GLOER et al., 2008).
Em Azotobacter vinelandii, por outro lado, a interagdo entre GInK e NifL inativa NifA, e essa
inibicdo é aliviada pela uridililacdo de GInK, que impede sua interagdo com NifL (RUDNICK
et al., 2002). Logo, embora GInK claramente desempenhe um papel na regulagdo de NifA, o
mecanismo observado em um organismo nao pode ser extrapolado para os demais.

Nas a e B-proteobactérias, por outro lado, ndo ha proteina NifL, e por isso NifA é
regulada por outros mecanismos; a excecao a essa regra é Azoarcus sp., que possui um
gene nifL (EGENER et al., 2002). Em diversos organismos, a inibicdo de NifA na presenca
de oxigénio é atribuida a um motivo de cisteinas presente no dominio Central e no
interdominio Q, que supostamente poderia coordenar ions de ferro (OLIVEIRA, 2010).
Nesse caso, a mudanca no estado de oxidacdo dos atomos de ferro seria responsavel por
mudancas na conformacao de NifA que determinariam sua atividade. Em H.seropedicae, foi
mostrado que a substituicdo de quaisquer desses residuos de cisteina implica em completa
perda de atividade da proteina NifA (OLIVEIRA et al., 2009).
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A regulacdo de NifA em a e [B-proteobactéria pela concentracdo intracelular de
nitrogénio parece envolver interacdo entre o dominio N-terminal de NifA e proteinas do tipo
PIl (ARSENE et al., 1996; LEIGH e DODSWORTH, 2007; NOINDORF et al., 2011;
PASCHEN et al., 2001; ZOU et al., 2008).

Em A. brasilense, a interacdo direta entre o dominio N-terminal de NifA e GInB foi
detectada por experimentos de duplo hibrido (CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2005) e pull-
down (SOTOMAIOR et al., 2012), e foi demonstrada ser dependente de ATP e 20G
(SOTOMAIOR et al., 2012). Nesse organismo, o dominio N-terminal de NifA é responsavel
pela regulacdo por aménio (ARSENE et al., 1996). A mutacio dos residuos Y18 e Y53
dominio N-terminal leva a perda da interacdo com GInB, mas ndo a perda de regulacdo por
amonio (ARSENE et al., 1999; CHEN et al., 2005), assim como a mutacdo do residuo Y43
(CHEN et al., 2005). Zhou e e colaboradores (2008), por outro lado, sugeriram que as
regides entre os residuos 66 e 88 e entre 165 e 176 da proteina estdo envolvidos na
interagdo com PII.

Em Rhodobacter capsulatus, que possui duas coOpias funcionais do gene NifA
(MASEPOHL et al.,, 1988), a atividade de NifA sofre influéncia de GInB e GInK
(PAWLOWSKI et al., 2003); duplos mutantes ginB/gInK™ ndo tem regulacdo de NifA por
amonio (DREPPER, 2003). Nesse organismo, NifA aparentemente é regulada por interagédo
entre seus dominios N-terminal e C-terminal; mutacdes pontuais aleatérias introduzidas
nesses dominios (V42E, L66Q, 1460F, E477Q, K531T) induzem a perda de regulacédo por
amonio, sugerindo uma possivel interacdo entre os dois dominios (PASCHEN et al., 2001).

Em R. rubrum, NifA parece ser ativada pela interacdo com GInB-UMP. Mutacfes no
residuo de aminoécido M173 e outros residuos N-terminais geram variantes de NifA ativas
mesmo na auséncia de GInB (ZOU et al., 2008). Como em A. brasilense, o dominio N-
terminal de NifA interage diretamente com GInB (ZHANG et al., 2004; ZOU et al., 2008).
Estudos com mutagénese aleatéria do gene glnB com selecédo de proteinas nao-uridililadas
capazes de interagir com NifA revelou que a mutacdo de residuos em varias regibes de
GInB, ndo s6 no T-loop, p6de gerar proteinas capazes de ativar NifA sem uridililagéo (ZHU
et al., 2006).

Na proteina NifA de H. seropedicae, a regulacdo da atividade catalitica por aménio
também é atribuida ao dominio N-terminal. A constru¢cdo de um mutante N-truncado
produziu uma variante de NifA ativa e ndo regulada por aménio (MONTEIRO et al., 1999);
posteriormente, foi demonstrado que essa variante N-truncada sofre regulacéo in trans pelo
dominio N-terminal co-expresso a partir de outro plasmideo em E. coli. (MONTEIRO et al.,
1999b), o que estd de acordo com o modelo de regulagdo proposto para outras proteinas
NifA e para outros ativadores de transcricdo da mesma familia (FIEDLER e WEISS, 1995;
PEREZ-MARTIN et al., 1995; ZOU et al., 2008).
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A perda da inibicdo de NifA de H. seropedicae em concentracdes limitantes de
nitrogénio é atribuida a interacdo entre o dominio GAF e a proteina GInK em H.
seropedicae, uma vez que o mutante ginK é incapaz de fixar nitrogénio (NOINDOREF,
2006). O aumento da expressao de GInB pode substituir parcialmente a auséncia de GInK
nesse organismo (NOINDOREF et al., 2011). As diferencas de expressao entre Pll podem
estar relacionadas com a falta de atividade da NifA selvagem de H. seropedicae em E. coli,
explicando porque Pll de E. coli ndo é capaz de ativar NifA de H. seropedicae;
alternativamente, PII de E. coli podem ser incapazes de interagir especificamente com NifA.
Um esquema do modelo de regulacdo atualmente aceito é mostrado na figura 7:

1 Regulagio por O;
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FIGURA 7 — REGULACAO DE NIFA DE H. seropedicae. (1) Na auséncia de oxigénio, forma-se um
cluster de Fe-S essencial para a atividade de NifA. (2) Em baixa concentracdo de nitrogénio, GInK-
UMP; interage com o dominio n-terminal de NifA, impedindo a inibicdo deste sobre o dominio central.
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1.5. JUSTIFICATIVA

A ativacdo de NifA por PIl em H. seropedicae ja foi mostrada em experimentos in
vivo (NOINDOREF et al., 2011), e a interacdo direta entre as duas proteinas foi sugerida por
ensaios in vitro (OLIVEIRA et al., 2012); a base molecular dessa interacdo, porém, ainda
ndo foi elucidada. O papel da uridillacdo de PIl e de sua ligacdo a efetores (ATP, ADP,
20G) na interagéo/ativacéo de NifA ainda n&o foi descrito em H. seropedicae, e os residuos
de aminoacidos criticos para esses dois processos ainda ndo foram caracterizados. Este

trabalho se insere na tentativa de elucidar algumas das questdes mencionadas acima.

2. OBJETIVOS

Determinar residuos de aminoacidos ou regibes de NifA e de proteinas PIl
importantes para a ativagdo de NifA por PII.
Para realizar o objetivo geral, tem-se por objetivos especificos:

2.1. Determinar a capacidade de ativar NifA de diferentes proteinas PIl em um
modelo de expressao em E. coli.

2.2.  Encontrar residuos de aminoacidos candidatos em GInK para a mutagénese
sitio-dirigida por meio de analise de seqUéncias; gerar mutantes pontuais e
avaliar sua capacidade de ativar NifA.

2.3.  Construir genes expressando GInK mutantes nos residuos de aminoéacidos Y51
(sitio de uridillacao), K58 (importante para a interacdo com 20G) e G89
(importante para a interagdo com ATP e ADP), e avaliar sua capacidade de ativar
NifA.

2.4.  Construir mutantes aleatérios de gInK, e avaliar a capacidade de seus produtos
de ativar NifA.

2.5.  Purificar os dominios N-terminal e Central+C-terminal de NifA e a proteina GInK
de H. seropedicae para ensaios de interacao in vitro.

2.6.  Verificar a ocorréncia de interacdo in vitro entre as proteinas NifA e GInK na
presenca de ATP, ADP, e 20G.
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3.1. REAGENTES
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Produtos quimicos foram adquiridos das companhias Sigma-Aldrich, Merck e JT

Baker, exceto quando o fabricante for expressamente citado. Agar, agarose, dNTPs, IPTG,

ONPG e Xgal foram adquiridos da empresas Invitrogen e Fermentas. As enzimas de

restricdo e seus respectivos tampdes foram comprados da empresa Fermentas. Enzimas

modificadoras de DNA foram obtidas da Invitrogen ou USB. Tag DNA polimerase foi

purificada no préprio laboratério (MASOTaq — Marco Aurélio Schuller de Oliveira, nao

publicado). Gases para ensaios com troca gasosa foram comprados da empresa White-

Martins. A 4gua ultrapura foi produzida no laboratério com um equipamento Millipore MilliQ®

Synthesis, e autoclavada antes do uso.

3.2. BACTERIAS E PLASMIDEOS

As bactérias e os plasmideos utilizados neste trabalho estéo listados na tabela 1.

TABELA 1 — BACTERIAS E PLASMIDEOS

Bactéria Genotipo/Fendétipo

Referéncia/Fonte

Escherichia coli

TOP10 Sm"; F’ [proAB" lacZdM15]

JM109 (ADE3) F'traD36 proA'B" laclq A(lacZ)M15/ A(lac-
proAB) ginV44 el4— gyrA96 recAl

hsdR17 A(DE3
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

BL21 (ADE3) F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rg” mg’) A(DE3
[lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

relAl endAl thi

Plasmideos Genotipo/fendtipo

SAMBROOK et al., 1989
SAMBROOK et al., 1989

SAMBROOK et al., 1989

Referéncia/Fonte

pTZ57R Ap", vetor contendo
policlonagem inserido no gene a-lacZ.

pT7-7 Ap®, vetor para expressdo a partir do

promotor T7

pET29a Km", vetor para expressdo a partir do
promotor T7. Capaz
proteinas com fuséo His-tag C-terminal

pETDuetl Ap", vetor para expressédo de dois genes,

cada um a partir de seu proprio promotor

T7.

Fermentas
TABOR e

RICHARDSON, 1985

Novagen

Novagen



pRT22

pRAM1

pRAM1T7

pETN45

pETN90

pETN135

pETN165

pETN185

pETN218

pETN244

pLH25

pGInB_42-54

pMSA4

AbdeltaTZ

cm®,  nifH (K.  pneumoniae):lacZ.
Originado do plasmideo pWwVvC22

Km®, contém o gene NifA de H.
seropedicae clonado BamHI/BamHI em
pET28a

Ap®, conttm o gene NifA de H.
seropedicae clonado Ndel/BamHI em pT7-
7

Km", contém a variante N45 de NifA de H.
seropedicae clonada Ndel/BamHI em
pPET28a

Km", contém a variante N90 de NifA de H.
seropedicae clonada Ndel/BamHI em
pET28a

Km", contém a variante N135 de NifA de
H. seropedicae clonada Ndel/BamHI em
pPET28a

Km", contém a variante N165 de NifA de
H. seropedicae clonada Ndel/BamHI em
pET28a

Km", contém a variante N185 de NifA de
H. seropedicae clonada Ndel/BamHI em
pET28a

Km", contém a variante N218 de NifA de
H. seropedicae clonada Ndel/BamHI em
pET28a

Km", contém a variante N244 de NifA de
H. seropedicae clonada Ndel/BamHI em
pET28a

Km"®, contém o gene glnB de Azospirillum
brasilense clonado Xbal/BamHI em
pET28a

Km", contém uma variante gene gInB de
A. brasilense que expressa GInB com
delecdo dos residuos 42-54 clonado em
pET28a

Km", contém o gene gInZ de A.brasilense
clonado Xbal/BamHI em pET28a

Km", contém uma variante gene ginZ de
A. brasilense que expressa GInZ com

delecao dos residuos 42-54 clonado em
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TULI; MERRICK, M. J.,
1988
MONTEIRO, 2001

STEFANELLO, 2011

STEFANELLO, 2011

STEFANELLO, 2011

STEFANELLO, 2011

STEFANELLO, 2011

STEFANELLO, 2011

STEFANELLO, 2011

STEFANELLO, 2011

HUERGO et al., 2005

MOURE et al., 2013

MOURE et al., 2011

Luciano Fernandes

Huergo, ndo publicado



pMSGInBZ1

pMSGInZB1

pTRPETgINB

pPETHsgInB

pEMB200

pETG185his

pAASHsdeltaTgInKTZ

pAASHsdeltaTglnK29

PAASNIfAKTZ

DNifA

pAASHsgINKKTZ

DHsglInK

PAASN185kTZ

pET28a

Km", contém um gene que codifica uma
proteina quimérica de GInB (residuos 1-
91) e GInZ (92-112) de A. brasilense.

Km®, contém um gene que codifica uma
proteina quimérica de GInZ (residuos 1-
48) e GInB (49-112) de A. brasilense

Km"®, contém o gene gInB de E. coli
clonado em pET29a

Km®, contém o gene ginB de H.
seropedicae clonado Ndel/BamHI em
pET29a

Km®, contém o gene glhK de H.
seropedicae clonado Ndel/BamHI em
pET29a

Km"®, contém um gene que codifica os
residuos 1-185 de NifA de H. seropedicae
fusionado a uma cauda de histidinas C-
terminal, em pET28a.

Ap®, contém uma variante gene gInK de H.
seropedicae que expressa GInK com
delecdo dos residuos 42-54 clonado em
pTZ57R

Km", contém uma variante gene glnK de
H. seropedicae que expressa GInK com
delecdo dos residuos 42-54 clonado em
pET29a

Ap®, contétm o gene NifA de H.
seropedicae amplificado com o primer
hsNifAKpn clonado em pTZ57R.

Ap®, contétm o gene NifA de H.
seropedicae clonado Ndel/Kpnl no MCSII
de pETDuetl.

Ap®, conttm o0 gene gIhK de H.
seropedicae amplificado com o primer
pET28aKpn rev2 clonado em pTZ57R.
Ap®, contém o0 gene gInK de H.
seropedicae clonado Ndel/Kpnl no MCSII
de pETDuet1.

Ap", contém o gene que codifica para a

variante N185 de NifA de H. seropedicae

RAJENDRAN et al.,
2011

RAJENDRAN et al.,
2011

RODRIGUES, 2013

Marco A. S. Oliveira,
nao publicado

BONATTO et al., 2007

Adriano A. Stefanello,

nao publicado

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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DN185

HsgInBDNIfA

HsglnKDNIfA

HsdeltaTgInKDNIfA

EcgIlnBDNIfA

AbgInBDNIfA

AbgInZDNifA

AbdeltaTgInBDNIfA

AbdeltaTgInZDNifA

AbB91ZDNifA

AbZ48BDNIfA

HsglnKDN185

AbginBDN185

AbgInZDN185

AbdeltaTgInBDN185

amplificado com o primer pET28aKpn rev2
clonado em pTZ57R.

Ap®, contém o gene para a variante N185
de NifA de H. seropedicae clonado
Ndel/Kpnl no MCSII de pETDuet1.

Ap®, conttm o0 gene ginB de H.
seropedicae clonado Xbal/BamHI no MCSI
de DNIifA.

Ap®, contém o gene gIink de H.
seropedicae clonado Xbal/BamHI no MCSI
de DNIfA.

Ap®, contém uma variante gene gInK de H.
seropedicae que expressa GInK com
delecdo dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHI no MCSI de DNIifA.

Ap®, contém o gene gInB de E. coli
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém o gene gInB de A.brasilense
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém o gene gInZ de A.brasilense
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém uma variante gene ginB de A.
brasilense que expressa GInB com
delecdo dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHI no MCSI de DNifA

Ap®, contém uma variante gene ginZ de A.
brasilense que expressa GInZ com
delecdo dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHI no MCSI de DNifA

Ap®, contém o inserto de pMSGInBZ1
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém o inserto de pMSGInZB1
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, conttm o0 gene ginB de H.
seropedicae clonado Xbal/BamHI no MCSI
de DN185.

Ap®, contém o gene gInB de A.brasilense
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DN185.
Ap®, contém o gene gInZ de A.brasilense
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DN185.

Ap®, contém uma variante gene ginB de A.

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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AbdeltaTgIinZDN185

pAASHsgINKY51FTZ

pAASHsgINKV52STZ

pAASHsgInKD54STZ

PAASHsgINKG89ATZ

PAASHsgINKQ94LTZ

pAASHsgINKG108NTZ

pAASHsgINKD110ATZ

pPAASHsgINKY51F29

pAASHsgINKV52S29

pAASHsgInKD54S29

pAASHsgINKG89A29

pAASHsgINKQ94L29

brasilense que expressa GInB com
delecdo dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHI no MCSI de DN185

Ap®, contém uma variante gene ginZ de A.
brasilense que expressa GInZ com
delecdo dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHI no MCSI de DN185

Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo Y51F
clonado em pTZ57R.

Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo V52S
clonado em pTZ57R.

Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo D54S
clonado em pTZ57R.

Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicio G89A
clonado em pTZ57R.

Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicho Q94L
clonado em pTZ57R.

Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo G108N
clonado em pTZ57R.

Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicio D110A
clonado em pTZ57R.

Km", contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo Y51F
clonado Ndel/BamHI em pET29a.

Km®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo V52S
clonado Ndel/BamHI em pET29a.

Km", contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo D54S
clonado Ndel/BamHI em pET29a.

Km", contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo GB89A
clonado Ndel/BamHI em pET29a.

Km", contém o gene que codifica GInK de

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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pAASHsgINKG108N29

pPAASHsgINKD110A29

HsgIinKY51FDNIfA

HsgIinKV52SDNifA

HsgInKD54SDNifA

HsgInKG89ADNIfA

HsgInKQ94LDNifA

HsgInKG108NDNIfA

HsgInKD110ADNIfA

hisN45DHsgInK

hisN9ODHsgInK

hisN135DHsgInK

hisN165DHsgInK

H. seropedicae com substituicho Q94L
clonado Ndel/BamHI em pET29a.

Km", contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo G108N
clonado Ndel/BamHI em pET29a.

Km®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo D110A
clonado Ndel/BamHI em pET29a.

Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo Y51F
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicio V52S
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap~, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicAo D54S
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicio G89A
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicho Q94L
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicdo G108N
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap®, contém o gene que codifica GInK de
H. seropedicae com substituicio D110A
clonado Xbal/BamHI no MCSI de DNifA.
Ap", contém a variante N45 do gene NifA
de H. seropedicae clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK

Ap®, contém a variante N90 do gene NifA
de H. seropedicae clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK

Ap", contém a variante N135 do gene NifA
de H. seropedicae clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK

Ap®, contém a variante N165 do gene NifA
de H. seropedicae clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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hisN185DHsgInK Ap", contém a variante N185 do gene NifA Este trabalho
de H. seropedicae clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK

hisN218DHsgInK Ap®, contém a variante N218 do gene NifA Este trabalho
de H. seropedicae clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK

hisN244DHsgInK Ap", contém a variante N244 do gene NifA Este trabalho
de H. seropedicae clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK

3.3. MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

E. coli foi cultivada em meio liquido Luria-Bertani (LB — (SAMBROOK et al., 1989)) e
em meio solido Luria-Bertani-agar (LA). O meio SOB (WARREN, 2011) foi usado para
cultivo de células quimiocompetentes e eletrocompetentes, e 0 meio SOC (SOB + 2%
glucose) foi usado para a recuperacdo dessas células apOs a transformacdo. Para os
ensaios de -galactosidase em E. coli, foi empregado o meio minimo NFDM (CANNON et
al., 1974) suplementado com 0,02% de casamino &cidos. A esse meio, dependendo das
condi¢bes do ensaio, foram adicionados 20 mM de NH,CI,. A tabela 2 contém a composicao
dos meios de cultura supracitados:

TABELA 2 — MEIOS DE CULTIVO PARA E. coli

LB

Extrato de levedura 5¢g/L
Triptona 10 g/L
NaCl 10 g/L

SOB (pH ajustado para 7,0 com KOH)

Caseina hidrolisada 20g/L
Extrato de levedura 5g/L
NaCl 10mmol/L

KCI 2,5mmol/L
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NFDM

K,HPO, 12,06g/L
KH,PO, 3,4g/L
MgSO, 0,1g/L
Na,Mo0QO,.2H,0 0,025 g/L
FeS0,.7H,0 0,025 g/L
D-glucose 20 g/L

3.4.  ANTIBIOTICOS

Os antibidticos foram pesados e dissolvidos para solugfes-estoque no solvente mais
apropriado. Antibiéticos dissolvidos em agua foram filtrados através de um filtro de 0,22 um
(Millipore). As solucdes de antibidtico foram adicionadas aos meios de cultivo nas
concentracdes especificadas na tabela abaixo:

TABELA 3 - ANTIBIOTICOS

Antibiético Solvente Concentragéo
(Mg/mL)

Estreptomicina Agua 20

Ampicilina Agua 250

Canamicina Agua 100

Cloranfenicol Etanol 30

3.5. PREPARO E TRANSFORMACAO DE E. coli QUIMIOCOMPETENTE

O preparo de E. coli quimiocompetente seguiu o protocolo de Inoue, Nojima e
Okayama (1990), com poucas modificagdes. Um mililitro de uma cultura de E. coli em fase
estacionaria foi inoculado em 100 mL de meio SOB. A cultura foi incubada em um
erlenmeyer de 1L a 180 rpm e 25°C até atingir DOgoonm = 0,6 (I=1cm). ApGs isso, a cultura foi
resfriada em banho de gelo por 10 minutos, centrifugada a 2500 g a 4°C por 10 minutos, e

gentilmente ressuspendida em 40 mL de soluc&o de transformacéo (10 mM HEPES, 55 mM
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MnCl,, 15 mM CacCl,, 250 mM KCI, pH 6,7). A suspensédo de células foi mantida em banho
de gelo por 10 minutos, e entdo centrifugado conforme ja descrito. O pellet de células foi
ressuspendido em 10 mL de solucdo de transformacéo contendo 7% DMSO. A suspenséao
celular foi dividida em aliquotas de 1 mL e congelada em nitrogénio liquido para uso
posterior.

Para a transformacéo bacteriana, 0,2 — 0,5 pL de plasmideo purificado ou até 3 pL de
sistema de ligagdo de DNA foram adicionados a 100 puL de célula quimiocompetente, e
incubados no gelo por 5 minutos. Em seguida, procedeu-se com um choque térmico de
42°C por 30 segundos, seguido de incubacéo no gelo por 2 minutos. Adicionou-se entdo 400
pL de meio SOC a cada aliquota de células, e incubou-se as aliquoatas por 60 minutos a
37°C. Apés isso, as células foram plaqueadas em meio LA contendo os antibiéticos

apropriados.

3.6. PREPARO E TRANSFORMAGCAO DE E. coli ELETROCOMPETENTE

Um mililitro de cultura de E. coli em fase estacionaria foi inoculado em 100 mL de
meio LB, e incubado sob agitagdo a 37°C até DOgoonm €ntre 0.5 e 0.8 (I=1cm). A cultura foi
entdo resfriada no gelo por 30 minutos, centrifugada a 5000 g por 5 minutos, e o precipitado
foi lavado duas vezes com 50 mL de agua MilliQ estéril e uma vez com 50 mL de glicerol
10%. Ao final da dltima lavagem, o precipitado foi ressuspendido em ~400 uL de glicerol
10%, e foram confeccionadas aliquotas de 100 uL cada, que foram estocadas a -70°C.

A transformacéo foi feita mediante adicdo de 0,5-1 uL de ligacao/plasmideo integro a
100 yL de célula competente, transferéncia do mix para uma cubeta de eletroporacao (Bio-
Rad, cubeta de 0,2 cm — cat. n0.165-2086), e aplicacdo de uma diferenca de potencial de
1,8 — 2,5 kV com o aparelho Gene Pulser Il ® (Bio-Rad). Apds o choque, adicionou-se 0,9
mL de meio LB a cubeta, e incubou-se a suspensédo a 37°C por 60 minutos. ApGs isso, as

células foram plaqueadas em meio LA contendo os antibidticos apropriados.
3.7.  ANALISE IN SILICO
3.7.1. Edicdo e andlise de sequéncias
As sequéncias de DNA (extensdo .abl ou .fas) foram analisadas nos programas
BioEdit (Ibis Biosciences) e MEGA5 (TAMURA et al., 2011); os alinhamentos de sequiéncias

foram feitos preferencialmente neste Gltimo, utilizando o algoritmo ClustalW (CHENNA et al.,
2003).
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3.7.2. Desenho de oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os primers foram desenhados com o auxilio da ferramenta OligoAnalyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/), da companhia IDT. Sitios de
restricdo foram introduzidos nas sequéncias de cada primer para facilitar os procedimentos
de clonagem. Os primers projetados estdo listados abaixo; a temperatura de fuséo foi
calculada com a ferramenta OligoAnalyzer (IDT).

TABELA 4 — PRIMERS DESENHADOS E SINTETIZADOS PARA USO NESTE TRABALHO

Primer Sequiéncia Tm (°C)
pPET28aKpn rev2 GTCGACGGAGCTTGGATCCGGTACC 64,5
hsNifA2AKpn TTTGGTACCTCAGAACTTCTTGAC 54,7
NifAXhol fwd CCAGCTCTCGAGGCAACTCCAG 61,8
NifAXhol rev CTGGAGTTGCCTCGAGAGCTGG 61,8
T7F grd CCCGCGAAATTAATACGACTCACTAT 59,8
T7term grd GGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGG 57,8
GInKY51R CGACCACGAATTCCGCGCCGC 71,7
GInKY51F GCGGCGCGGAATTCGTGGTCG 71,7
hsginKdeltaTloop f TCGTCAGAAGGGCTTCCTGCCCAAGACCA 67,7
hsginKdeltaTloop r TGGTCTTGGGCAGGAAGCCCTTCTGACGA 67,7
hsGInB f AGCCATATGAAACAAGTGACC 52,9
hsGInB r ATAGGATCCTCAGACGGCAT 55,2
hsGInK V52S f CGGAATACTCGGTCGATTTC 53,0
hsGInK V52S r GAAATCGACCGAGTATTCCG 53,0
hsGInK D54S f TACGTGGTCTCTTTCCTG 51,0
hsGInK D54S r CAGGAAAGAGACCACGTA 51,0
hsGInK T79K f ATCGAGAAAGCTGCCC 52,0
hsGInK T79K r GGGCAGCTTTCTCGAT 52,0

hsGInK Q94L f TTCGTCCTGGACCTGCT 56,0



hsGInK Q94L r
hsGInK D98Q f
hsGInK D98Q r
hsGInK G108N f
hsGInK G108N r
hsGInK D110A f
hsGInK D110A r
hsGInK G89A f
hsGInK G89A r
DuetUP2
DuetDOWN1

G185

Outros primers utilizados foram elaborados em trabalhos anteriores;
relacionados abaixo, com 0s sitios de restricdo sublinhados:

AGCAGGTCCAGGACGAA

CTGCTGCAGGTGATCC

GGATCACCTGCAGCAG

GAGACCAACAAAGACGCT

AGCGTCTTTGTTGGTCTC

GCAAAGCCGCTCTGTAA

TTACAGAGCGGCTTTGC

GCGACGCCAAGATCT

AGATCTTGGCGTCGC

TTGTACACGGCCGCATAATC

GATTATGCGGCCGTGTACAA

GCACGGATCCTCTTGCAG

TABELA 5 - PRIMERS DESENHADOS EM TRABALHOS ANTERIORES

56,0

53,1

53,1

52,5

52,5

53,0

53,0

52,1

52,1

55,5

55,5

56,2
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estao

Primer Sequéncia Tm (°C)
HSNIFA2A AGAGGATCCTCAGAACTTCTT

T7 forward TAATACGACTCACTATAGGG 47,5

T7 terminator TATGCTAGTTATTGCTCAG 46,3
Universal GACGTTGTAAAACGACGGCCAGT 59,9
Reverso TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC 554
N165 RAM ATGGTGGCCCATATGATCGGA

3.7.3. Visualizacao de estruturas de proteinas

Os arquivos com extenséo .pdb foram visualizados com o programa PyMol (DeLano

Scientific).
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3.8.  MANIPULACAO DO DNA

3.8.1. Amplificacdo do DNA

A amplificacdo de DNA foi feita em sistemas de 10 pL contendo 10 mM Tris-HCI (pH
8,8), 50 mM KClI, 0,08% Nonidet P-40, 2 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 2 ng/uL de cada primer,
10-100 ng/uL de DNA molde, e 4% v/iv de MASOTaq (Taq DNA polimerase purificada e
ccedida pelo Dr. Marco Aurélio Schuller de Oliveira). Um sistema de reacao tipico, usando

reativos da empresa Fermentas, € mostrado abaixo:

TABELA 6 — SISTEMA DE AMPLIFICACAO DE DNA

Reagente Quantidade (uL)
Tampéao KCI 10x (Fermentas) 1

MgCl2 25 mM (Fermentas) 0,8

dNTP mix 5 mM 0,4

Primer 1 100 ng/uL 0,2

Primer 1 100 ng/uL 0,2

DNA molde 0,2

MASOTaq 0,4

Agua ultrapure 7

O programa de amplificacdo do DNA sempre incluiu 95°C 5 min, 20 a 25 ciclos de
[95°C 30 s, 50-60°C 30 s, 72°C 1 min/kb], e 72°C 20 min. A temperatura de anelamento foi
usualmente 50°C, mas para o uso de primers com Tm muito acima de 50°C foi necessario

usar temperaturas mais altas.

3.8.2. Amplificacdo mutagénica do DNA

Para a amplificacdo mutagénica de DNA, visando a construcdo de bibliotecas de
mutantes aleatorios, foram feitos sistemas de 50 pL contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50
mM KCI, 0,08% Nonidet P-40, 4 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 2 ng/pL de cada primer, <100
ng/pL de DNA molde, e 4% v/v de MASOTaq.

O programa de amplificacdo do DNA utilizado foi 95°C 5 min, 25 ciclos de [95°C 30 s,
50-60°C 30 s, 72°C 2 min], e 72°C 20 min.
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3.8.3. Mutagénese sitio-dirigida

A geracdo de mutantes pontuais no gene gInK de H. seropedicae foi feita de acordo
com a estratégia de mutagénese dirigida por oligonucleotideos (HO et al., 1989), no qual se
utilizam primers complementares a uma regidao do gene contendo um (ou mais) erros de
pareamento, que introduzem mutacdes no gene. O gene a ser mutagenisado foi amplificado
inicialmente com dois conjuntos de primers separados: um primer complementar a regiao 5’
com um primer mutagénico 3, € um primer mutagénico 5 (complementar ao primer
mutagénico 5’) com um primer 3’. Os dois produtos de PCR gerados sdo misturados e
usados como molde para uma nova reac¢ao de amplificagdo usando os primers 5’ e 3’ ndo-
mutagénicos. O produto dessa segunda PCR contém a mutacdo desejada. Uma
representacdo desse processo € mostrada na figura abaixo:

Sitio a ser mutado

12 amplificagcdo Q @

—_— €« —N <«
- - w -
Fragmento 5" mutagenisado Fragmento 3’ mutagenisado

Jungdo dos produtos de PCR

4

22 amplificacdo g

% —

Gene mutagenisado

FIGURA 8 — ESQUEMA DE MUTAGENESE DIRIGIDA POR OLIGONUCLEOTIDEOS. A técnica
consiste de duas eatapas de PCR. Na primeira etapa, dois fragmentos dos gene sdo amplificados
separadamente, usando primers mutagénicos que introduzem a mudanca desejada em ambos os
fragmentos. Na segunda etapa, os fragmentos sdo misturados e amplificados com os primers 5’ e 3’,
para producé@o de um gene inteiro contendo a mutacdo desejada.

Para a geracdo de mutantes do gene gInK, o DNA molde inicial foi o plasmideo
pEMB200, e os primers ndo mutagénicos foram T7F grd e T7term grd. Os primers

mutagénicos estéo listados na tabela 4.
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3.8.4. Sequenciamento do DNA

O sequenciamento dos plasmideos foi feito pelo método de Sanger et al. (1977),
usando dideoxiribonucleotideos terminadores de cadeia marcados com fluorescéncia. A
reacdo de sequienciamento foi feita com o reativo BigDye Terminator v3.1 (Life
Technologies), e incubada em um termociclador Eppendorf MasterCycler. Os reagentes
presentes em cada sistema estéo discriminados na tabela 7.

TABELA 7 — SISTEMA DE REACAO PARA SEQUENCIAMENTO DE DNA

Reagente Quantidade (uL)
Sequencing buffer 5x 2

Sequencing mix RR-100 1

Primer 0,5

DNA plamidial 0,5

Agua ultrapura 6

O programa utilizado para a reacdo de sequenciamento foi 96°C 1 min, 40 ciclos de
[96°C 15 s, 50°C 15 s, 60°C 4 min], 60°C 1 min.

Os produtos de cada reacdo foram precipitados com acetato de aménio e etanol,
lavados com etanol 70%, secados, ressuspendidos em tampdo de corrida (Life

Technologies) e analisados em um sequenciador ABI3500 (Applied Biosystems).

3.8.5. Digestdo com endonucleases de restricdo

As digestbes de DNA para clonagem génica foram feitas em sistemas de 10 uL
contendo 2 a 5 unidades de enzima, durante 4 h ou 24 h a 37°C. Apos a incubacgédo, os
sistemas foram aquecidos por 20 minutos para inativar as enzimas termossensiveis.
Quando se trabalhou com enzimas resistentes ao calor, foi feita extragdo com cloroférmio e
precipitacdo. O tampéao usado em cada digestéo foi escolhido conforme a recomendacéo do
fabricante (Fermentas).

Digestbes de DNA executadas apenas para confirmacdo de padrbes de restricdo

foram feitas em sistemas de 5 pL contendo 0,5 unidades de cada enzima.

3.8.6. Ligacdo de fragmentos de DNA

As reacoes de ligacdo foram feitas em sistemas de 10 pL contendo 0,3 unidades

Weiss, nos quais inserto e vetor foram adicionados com razdo molar de aproximadamente
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3:1 entre as pontas de cada fragmento, respectivamente. Geralmente, iSso representou
cerca de 1 pL de inserto para 0,2-0,5 pL de vetor. Os sistemas foram preparados de acordo
com a recomendacdo do fabricante (Fermentas), incubados a temperatura ambiente por no

minimo 30 minutos, e entdo transformados em E. coli.

3.8.7. Extracao de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método da lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989),

sem modifica¢des significativas.

3.8.8. Analise eletroforética do DNA

Os fragmentos de DNA foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v) em tampéao BE (borato de sédio 5mM; EDTA 0,5 mM). As amostras foram aplicadas no
gel e submetidas a 60-80 V por 40-60 minutos; apds isso, o gel foi incubado com brometo de
etideo 0,002%, e visualizado sob luz UVC (254 nm).

3.8.9. Preparacao dos vetores para ligacao

Os vetores foram digeridos com as enzimas de restricdo apropriadas em sistemas de
40 pL, e entédo incubados com 0,2 U de Fosfatase Alcalina de Camaré&o (SAP) por 1h 40 min
a 37°C. As enzimas foram inativadas mediante incubac&do a 80°C por 15 min. Os vetores
cortados e desfosfatizados foram purificados com o kit lllustra Gfx (GE Healthcare), e a

concentracdo e pureza do DNA foi estimada por espectrofotometria.

3.8.10. Preparacéo de vetor pTZ57R para clonagem TA

O protocolo de preparagcao de um vetor possuidor de pontas adesivas 3’ contendo
adenina foi descrito por Marchuk et al (1990), e usado com poucas modificacdes. Cerca de
100 pg de vetor pTZ57R foi digerido com 10 unidades de EcoRV em sistema de 50 uL
contendo tampao R (Fermentas). Apds a 24h de reacéo, o sistema foi diluido para volume
final de 10 OpL, e a esse sistema se adicionou 1 mM de dTTP e 2 pL de MASOTaqg. O
sistema foi incubado a 72°C por 4h. Aliquotas de 10 pL foram congeladas para uso

posterior. O vetor assim preparado foi denominado pTZ57R/T

3.8.11. Quantificacdo do DNA por espectrofotometria
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A concentracdo do DNA foi estimada pela absorbancia da amostra em 260 nm,
medida em um aparelho Nanodrop 2000 (Thermo-Fischer Scientific). A pureza da amostra
foi inferida pela relagdo absorbé&ncia 260 nm/absorbancia 280 nm, sendo consideradas

puras as amostras em que essa relagéo se aproximava de 2.

3.9. DETERMINAGAO DE ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE EM E. coli

Células de E. coli JM109(ADE3) abrigando o plasmideo pRT22 e os plasmideos
codificantes para as variantes de NifA e/ou PIl foram cultivadas em meio LB contendo os
antibiéticos apropriados a 37°C por 12h. Apés esse periodo, 50 pL de cada cultura foram
repicados para 3 mL de meio NFDM suplementado com 20 mM NH,Cl e 3% de LB, mais os
antibidticos. Os inéculos foram incubados a 37°C por 24h. A partir desses inéculos, foram
feitos os in6culos definitivos em NFDM suplementado com 0,02% de casaminoacidos, IPTG
(0, 5 uM ou 5 mM), e NH,CI (0, 20 ou 40 mM), com DOggonm inicial de 0,2 (I=1cm). Os frascos
foram selados com rolhas de borracha, e submetidos a troca de ar por gas argbnio por 30
minutos. As células foram incubadas por 6 horas a 30°C e 120 rpm, e 100 yL de cada
cultura foram usados para o ensaio de atividade da B-galactosidase, conforme descrito por
Miller (1972). A degradacdo do ONPG, a presenca de restos celulares e a densidade 6ptica
das culturas foram quantificadas por espectrofotometria (415 nm, 550 nm, e 595 nm,
repectivamente) em um leitor de microplaca EL,800 (BioTek — I~6 mm), e a atividade de B-

galactosidase foi calculada segundo a equagéo:

1000(D0415 — 1,75(D0550))
(volume)(D0595) (tempo de reagéo)

3.10. MANIPULACAO DE PROTEINAS

3.10.1. Determinacao da concentracao de proteinas

A dosagem da concentragdo de proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976),
adaptado para leitura em leitor de microplaca. A proteina BSA foi utilizada para fazer a
curva-padrdo de concentracdo de proteina. A leitura de DOsgs,m foi feita em placa de 96
pocos no equipamento ELx800 Universal Microplate Reader (Bio-Tek instruments Inc.),

sendo que cada poco continha 30 pL de amostra e 170 L do reativo de Bradford.
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3.10.2. Andlise eletroforética de proteinas em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-
PAGE)

A eletroforese desnaturante de proteinas foi feita em gel de poliacrilamida 12% ou
15%, conforme descrito por Laemmli, (1970). As amostras contendo proteina foram diluidas
em tampdo de amostra desnhaturante (60 mM TrisHCI, 10% glicerol, 2% SDS, 5% @3-
mercaptoetanol, 0,02% azul de bromofenol, pH 6,8), e aquecidas a 90°C por 5 minutos
antes de serem aplicadas no gel. As amostras foram submetidas a 150 V por 60 minutos em
tampé&o de corrida (3 g/L Tris, 14,4 g/L glicina, 0,1% SDS), e coradas com solu¢éo corante
de azul de Coomassie (50% metanol, 40% &agua, 10% acido acético, 0,55 g/L Brilliant Blue
R). O excesso de corante foi removido com solu¢do descorante (50% metanol, 40% agua,

10% &cido acético). A composi¢ao dos geis esta descrita abaixo:

TABELA 8 — GEL DE POLIACRILAMIDA DESNATURANTE (RECEITA PARA DOIS GEIS)

Gel separador (12%) (15%) Gel de empilhamento (4%)

H,O 4,35 mL 3,645 mL H,O 3,162 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,5mL 2,5mL Tris-HCI0,5M pH 6,8 1,3 mL
SDS 10% 100 pL 100 pL SDS 10% 50 pL
Acrilamida 40% 3mL 3,75 mL Acrilamida 40% 487,5 uL
APS 10% 100 pL 100 pL APS 10% 50 pL
TEMED 5puL SuL TEMED 10 pL

3.10.3. Andlise eletroforética de proteinas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante

A eletroforese ndo-desnaturante (nativa) foi feita em gel de poliacrilamida, mas na
concentracéo de 12%. A composicao dos géis pode ser vista abaixo:
TABELA 9 — GEL PARA ELETROFORESE NATIVA (RECEITA PARA DOIS GEIS)

Gel separador (12%) Gel de empilhamento (4%)

H.O 6,35 mL H.O 3,162 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,5mL Tris-HCI 0,5M pH 6,8 1,3mL
Acrilamida 40% 1mL Acrilamida 40% 487,5 uL
APS 10% 100 pL APS 10% 50 pL
TEMED 5L TEMED 10 uL

O tampao de corrida utilizado continha 3 g/L Tris e 14,4 g/L glicina. As corridas foram
feita por 3 horas a 10 mA (cerca de 100V). O tampdo de amostra utilizado continha

exclusivamente 25% de glicerol.
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3.10.4. Expresséo e purificacdo de hisN185

Para a expressédo de hisN185 (residuos 185-542 de NifA fusionados a uma cauda de
histidinas N-terminal) em larga escala (para purificacdo), uma cultura de 4 mL de
BL21(ADE3) contendo o plasmideo pETN185 foi crescida até a fase estacionaria, e entao
inoculada em 400 mL de meio LB contendo 50 ug/mL de kanamicina, e cultivados a 37°C e
180 rpm por ~3h, até DOgonm entre 0,6 e 0,8 (I=1cm). Apds esse periodo de crescimento,
adicionou-se 0,5 mM IPTG, 200 uM citrato férrico, e 50 uM L-metionina a cultura, e incubou-
se as células a 18°C e 150 rpm por 12 horas. ApoOs a expressao, a cultura foi centrifugada e
o pellet de células foi estocado a -20°C para uso posterior.

A proteina hisN185 foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando o sistema
AKTA (Amersham Biosciences). As células foram ressuspendidas em 20 mL de tampao A
(50 mM HEPES pH 8,0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol) e lisadas por sonicagdo em um
aparelho Sonicator Ultrasonic Processor XL (Heat Systems), com 15 ciclos de [15 segundos
de sonicagdo/l1 minuto de repouso], para evitar o aguecimento da amostra. A poténcia
méxima utilizada foi de 15%. O extrato celular foi submetido a centrifugagéo a 15000 rpm
por 30 minutos a 4°C em uma centrifuga Hitachi Himac CR21, usando o rotor n° 46. O
sobrenadante foi injetado em uma coluna Hi trap Chelating 1 mL (Pharmacia) carregada
com fons Co™" a velocidade de 0,5 mL/min. A coluna foi lavada com dez volumes (10 mL) de
tampédo A, 2 volumes de tampao B (50 mM Tris-HCI pH8,0, 500 mM NacCl, 5% glicerol, 1 M
imidazol) 10%, e a proteina hisN185 foi eluida com um gradiente de 10 a 100% de tampé&o B
em 15 volumes de coluna (15 mL). As fracdes foram analisadas por SDS-PAGE, e aquelas
gue continham a proteina hisN185 suficientemente pura foram usadas em ensaios

subsequentes.

3.10.5. Expresséo e purificacdo de G185his

Para a expressdo de G185his (residuos 1-184 de NifA fusionados a uma cauda de
histidinas C-terminal) em larga escala (para purificacdo), uma cultura de 4 mL de
BL21(ADE3) contendo o plasmideo pETG185his foi crescida até a fase estacionéria, e entdo
inoculada em 400 mL de meio LB contendo 50 pg/mL de kanamicina, e cultivados a 37°C e
180 rpm por ~3h, até DOgonm entre 0,6 e 0,8 (I=1cm). Apds esse periodo de crescimento,
adicionou-se 0,5 mM IPTG a cultura, e incubou-se as células a 18°C e 150 rpm por 12
horas. ApGs a expresséo, a cultura foi centrifugada e o pellet de células foi estocado a -20°C
para uso posterior.

A proteina G185 foi purificada com duas etapas de cromatografia, ambas utilizando o
sistema AKTA. Inicialmente, as células foram ressuspendidas em 20 mL de tamp&o A-QFF

(50 mM HEPES pH 8,0, 50 mM NaCl) e lisadas por sonicacdo em um aparelho Sonicator
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Ultrasonic Processor XL (Heat Systems), com 15 ciclos de [15 segundos de sonicacdo/l
minuto de repouso]. A poténcia maxima utilizada foi de 15%. O extrato celular foi submetido
a centrifugacao a 15000 rpm por 30 minutos a 4°C em uma centrifuga Hitachi Himac CR21,
usando o rotor n° 46. O sobrenadante foi filtrado através de |a de vidro (Whatman cat. No.
1823-025) e injetado em duas colunas Hi trap QFF 1 mL (Pharmacia) in tandem a
velocidade de 1mL/min. A coluna foi lavada com dez volumes (10 mL) de tampéo A-QFF,e
entdo foi feita a eluicho com um gradiente de 0 a 100% de tampédo B-QFF (50mM HEPES
pH 8,0, 1M NaCl) em 15 volumes de coluna (15 mL). As fracdes foram analisadas por SDS-
PAGE, e aquelas que continham a proteina G185his foram recolhidas para a segunda etapa
de purificacéo.

Na segunda etapa de purificacdo, as fracbes contendo G185his foram injetadas em
uma coluna Hi trap Chelating 1 mL (Pharmacia) carregada com ions Co™ a velocidade de
0,5mL/min. A coluna foi lavada com dez volumes (10 mL) de tampéo A-Co (50 mM HEPES
pH8,0, 150 mM NacCl, 20 mM imidazol), e a proteina G185his foi eluida com um gradiente de
0 a 100% de tampéo B-Co (50 mM HEPES pH8,0, 150 mM NaCl, 1 M imidazol) em 15
volumes de coluna (15 mL). As fragBes foram analisadas por SDS-PAGE, e aquelas que
continham a proteina G185his suficientemente pura foram usadas em ensaios

subseqlentes.

3.10.6. Expresséao e purificacdo de GInK de H. seropedicae

A expresséo e purificagdo de GInK de H. seropedicae seguiram o protocolo descrito
por Moure et al. (2011), com poucas modificacées. A proteina foi expressa em E. coli
BL21(ADE3) a partir do plasmideo pEMB200. O pellet de células foi ressuspendido em 20
mL de tampéo A-hep (50 mM HEPES pH 8,0, 100 mM NacCl), lisadas por sonicagéo, e o
extrato bruto foi aquecido a 70°C por 15 minutos. O extrato foi centrifugado a 15000 rpm por
30 minutos a 4°C em uma centrifuga Hitachi Himac CR21, usando o rotor n° 46. O
sobrenadante foi injetado a 1 mL/min em uma coluna Hitrap Heparin (Pharmacia) 1mL. A
coluna foi lavada com 5 volumes de tampéao A-hep, e a proteina foi eluida com um gradiente
linear de 0 a 100% de tamp&o B-hep (50 mM HEPES pH 8,0, 1 M NaCl). As fragcbes foram
analisadas por SDS-PAGE, e aquelas que continham a proteina GInK suficientemente pura

foram usadas em ensaios subsequentes.
3.10.7. Andlise de proteinas por cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC)
Uma coluna Superose 12 10/300 GL (GE Healthcare — 17-5173-01) foi equilibrada

com tampdo (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 8,0) usando o sistema AKTA (GE

Healthcare) de cromatografia liquida. Duzentos microlitros de uma amostra de proteina
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purificada foram injetados a 0,5 mL/min. Fracdes de 1 mL foram coletadas e analisadas por
SDS-PAGE. O cromatograma gerado para cada corrida foi analisado com o programa
Unicorn 5.1 (GE Healthcare). Para a determinacdo das massas moleculares das proteinas
analisadas, foi feita uma curva de calibracdo com o kit MWGF200 (Sigma), que contém 5

proteinas com massa molecular conhecida.

3.10.8. Ensaios de ligagao cruzada (crosslinking) in vitro

Os ensaios de reacdo cruzada foram feitos em sistemas de 10-50 pL contendo 50
mM HEPES, 200 mM NaCl (pH 8,0), 8mM MgCl, e 4 uM de cada proteina envolvida. O
agente de ligacdo cruzada (formaldeido) foi adicionado para concentracdo final de 0,5%.
Quando os efetores de PIl foram adicionados aos sistemas de reacdo, suas concentracdes
finais foram 2 mM (20G) e 3 mM (ATP ou ADP). A reacgéo foi parada com adicdo de um
volume de Tris-HCI 1 M (pH 7,5). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE, usando um

tampdo de amostra sem B-mercaptoetanol.

3.10.9. Ensaios de co-precipitacdo (pull-down)

Os ensaios de pull-down foram feitos utilizando 10 pL de beads de TALON MagneHis
(Promega) e 4 UM de cada proteina utilizada. Em cada ensaio, a resina foi lavada duas
vezes com 100 pyL de &gua ultrapura e duas vezes com tampao de interacdo (50 mM
HEPES pH 8,0, 200 mM NacCl, 8 mM MgCl,, 20 mM imidazol). Apés isso, as beads foram
incubadas com 100 pL de tampédo de interacdo contendo a proteina com cauda de
histidinas, por 20 minutos. Apés isso, as beads foram lavadas duas vezes com 100 uL de
tampéo de interacdo, e incubadas por 20 minutos com tampao de interagdo contendo a
proteina sem cauda de histidinas. As beads foram lavadas novamente duas vezes com 100
puL de tampao de interacdo, fervidas com 30 puL de tampéo de amostra, e analisadas por
SDS-PAGE. Quando os efetores de PIl foram adicionados aos sistemas de reacdo, suas
concentragdes finais foram 2 mM (20G) e 3 mM (ATP ou ADP).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINACAO DO EFEITO DE DIFERENTES PROTEINAS PIl SOBRE A
ATIVIDADE DA PROTEINA NifA DE H. seropedicae

O efeito de diferentes proteinas PIlI sobre a proteina NifA de H. seropedicae foi
determinado in vivo em E. coli JM109(ADE3) hospedando o plasmideo pRT22, que contém o
promotor nifH de K. pneumoniae clonado a montante do gene lacZ. O gene NifA e cada
gene que codifica para as proteinas Pll usadas neste trabalho foram clonados no vetor
pETDuetl, cada uma em um de seus dois sitios de policlonagem, para que pudessem ser
coexpressas a partir de um mesmo plasmideo. Ambas as proteinas foram expressas a partir
de promotor T7 nas condi¢cdes de cultivo descritas no item 3.9, e entdo as culturas foram
usadas para determinagao de atividade de B-galactosidase. A deteccéo de atividade dessa
enzima implica que seu gene foi transcrito a partir do promotor nifH de pRT22, o que s6

pode ocorrer caso NifA tenha sido ativada por PII.

4.1.1. Construcao dos plasmideos DNifA, DHsgInK, e DN185

Os genes NifA, NifAN185, e gInK de H. seropedicae foram amplificados utilizando os
plasmideos pRAM1, pETN185, e pEMB200 como DNA molde para uma reacdo de PCR
empregando os primers T7F grd e hsNifA2AKpn, T7F grd e hsNifA2AKpn, e T7F grd e
pPET28a Kpn rev2, respectivamente. Os produtos de PCR foram ligados ao vetor pTZ57R/T,
transformados em E. coli TOP10, e plagueados em LA contendo ampicilina e Xgal. Colbnias
brancas foram inoculadas em meio LB para extracdo de plasmideos. Os plasmideos foram
digeridos com Xbal/BamHI para a selecao de clones. Os plasmideos contendo o gene NifA
(cerca de 1800 bp) , gInK (cerca de 500 bp) e NifAN185 (cerca de 1400 bp) foram
denominados pAASNIfAKTZ, pAASHsgINKKTZ e pAASN185kTZ (cerca de 1400 bp). O
sequenciamento desses plasmideos confirmou a auséncia de mutacdes.

Os plasmideos pAASNIfAKTZ, pAASHsgInKkTZ e pAASN185kTZ foram digeridos
com as enzimas Ndel e Kpnl. Os produtos de digestédo foram ligados a pETDuetl digerido
com as mesmas enzimas. A ligagao foi transformada em E. coli TOP10, e plaqueada em LA
contendo ampicilina e Xgal. Col6nias brancas foram inoculadas em meio LB para extragéo
de plasmideos, que foram digeridos com Xbal/BamHI para a sele¢édo de clones. Os clones

obtidos foram denominados DNifA, DN185, e DhsgInK, respectivamente.

4.1.2. Subclonagem de genes de diferentes proteinas Pll em DNifA
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Os plasmideos pETHsgInB, pEMB200, pTRPETgInB, pLH25, pMSA4, pGInB_42-54,
pGInZ_42-54, pMSGInBZ1, e pMSGInZB1 foram digeridos com as enzimas Xbal e BamHlI, e
clonados no MCSI do plasmideo DNiIfA digerido com as mesmas enzimas. A ligagéo foi
transformada em E. coli TOP10, e plagueada em LA contendo ampicilina. Col6nias
resistentes ao antibiético foram inoculadas em meio LB para extracdo de plasmideos, que
foram digeridos com Xbal/BamHI para a selecdo de clones. Os clones que continham os
insertos corretos foram denominados HsgINBDNIfA, HsgInKDNIifA, EcgIinBDNIfA,
AbgInBDNIfA, AbgInZDNifA, AbdeltaTginBDNifA, AbdeltaTgInZDNifA, AbB91ZDNifA, e
AbZA8BDNIfA, respectivamente.

4.1.3. Subclonagem de genes de diferentes proteinas Pll em DN185

Os plasmideos pEMB200, pLH25, pMSA4, pGInB_42-54, e pGInZ_42-54 digeridos
com as enzimas Xbal e BamHI foram ligados ao plasmideo DN185 digerido com as mesmas
enzimas. A ligacdo foi transformada em E. coli TOP10, e plagueada em LA contendo
ampicilina. Colbnias resistentes ao antibiético foram inoculadas em meio LB para extragédo
de plasmideos, que foram digeridos com Xbal/BamHI para a selecéo de clones. Os clones
que continham os insertos corretos foram denominados HsgInKDN185, AbginBDN185,
AbgIinZDN185, AbdeltaTginBDN185, e AbdeltaTginZDN185, respectivamente.

4.1.4. Construcdo do plasmideo HsdeltaTgInKDNifA

O plasmideo pEMB200 foi usado como DNA molde para duas reac¢des de PCR, uma
empregando os primers T7F grd e hsglnKdeltaTloop r e outra empregando 0s primers
hsginKdeltaTloop f e T7term grd. Os produtos dessas duas PCRs foram misturados e
usados como DNA molde para uma nova reagdo de PCR, usando os primers T7F grd e
T7term grd. O produto dessa amplificacéo foi ligado ao vetor pTZ57R/T, transformado em E.
coli TOP10, e plagueado em LA contendo ampicilina e Xgal. Colbnias brancas foram
inoculadas em meio LB para extracdo de plasmideos. Os plasmideos foram digeridos com
Xbal/BamHI para a sele¢éo de clones. Plasmideos contendo um inserto de tamanho correto
(cerca de 400 bp) foram sequenciados com o primer universal. Um plasmideo contendo o
gene gIinK com a delecédo de bases esperada foi denominado pAASHsdeltaTgInKTZ, e foi
usado nas etapas subsequentes do trabalho.

O plasmideo pAASHsdeltaTgInKTZ foi digerido com as enzimas Ndel e BamHI. O
produto de digestdo foi ligado a pET29a digerido com as mesmas enzimas. A ligacéo foi
transformada em E. coli TOP10, e plaqueada em LA contendo kanamicina. Colbnias
resistentes ao antibiético foram inoculadas em meio LB para extracdo de plasmideos, que

foram digeridos com Xbal/BamHI para a sele¢cdo de clones. Um plasmideo contendo o
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inserto de tamanho correto (cerca de 500 bp) foi selecionado, e denominado
pAASHsdeltaTgIlnK29. Esse plasmideo foi digerido com Xbal e BamHI, e seu inserto foi
clonado no MCSI do plasmideo DNifA (conforme j& descrito em anteriormente), gerando o
plasmideo HsdeltaTgInKDNifA.

4.1.5. Determinacao da atividade de NifA coexpressa com proteinas PlII

Os plasmideos pETDuetl, DHsgIinK, DNifA, HsgIinBDNifA, HsgInKDNIfA,
HsdeltaTgInKDNifA, EcgIinBDNifA, AbgInBDNifA, AbgInZDNifA, AbdeltaTgInBDNIfA,
AbdeltaTgInZDNifA,  AbB91ZDNifA, AbZ48BDNifA, HsgInKDN185, AbgIinBDN185,
AbgIinZDN185, AbdeltaTginBDN185, e AbdeltaTginZDN185 foram transformados em E. coli
JM109(ADES3) contendo o plasmideo pRT22. As bactérias foram entéo utilizadas em ensaios

de atividade de B-galactosidase. Os resultados sdo sumarizados no grafico abaixo:
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FIGURA 9 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA E
DIFERENTES PROTEINAS PII. As células foram cultivadas conforme descrito em 3.9 em alta
(+20mM) ou baixa (+OmM) concentracdo de NH,4CI, na presenca de 5 uM de IPTG para inducéo da
expressédo das proteinas.

Os resultados mostram que, nas condicdes testadas, as proteinas Pll de H.
seropedicae (GInB e GInK), a proteina GInB de E. coli, e a proteina GInB de A. brasilense
foram capazes de ativar a proteina NifA de H. seropedicae. A proteina GInZ de A. brasilense
nao foi capaz de ativar NifA, e a proteina quimérica que contém os primeiros 48 aminacidos

de GInZ também nado o foi. Isto esta de acordo com o observado por Sotomaior e
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colaboradores (2012); eles observaram que GInZ n&o é capaz de interagir com o dominio
GAF de NifA de A. brasilense in vitro, ao passo que GInB o é.

O experimento sugere que os residuos essenciais para a ativacéo de NifA por Pll (1)
séo conservados entre as proteinas GInB de E. coli, H. seropedicae, e A. brasilense e GInK
de H. seropedicae, e ndo estdo presentes em GInZ de A. brasilense; e (2) devem se
encontrar entre os primeiros 48 residuos das proteinas PII.

As variantes de PII cujo T-loop foi deletado ndo foram capazes de ativar NifA; isso
sugere que essa regiao da proteina é importante para a interagdo ou transmissao do sinal
de ativagéo para NifA.

A variante N185 de NifA, que possui delecdo do dominio N-terminal e é ativa
independentemente da presenca de PIll, permaneceu ativa na presenca de todas as
proteinas PIl testadas.

Os resultados apresentados na figura 9 também mostram que ndo houve regulagéo
da atividade de NifA por nitrogénio nesse sistema de expressao. Isso estd em desacordo
com observacdes da regulacdo de NifA por Pll em H. seropedicae (vide NOINDORF et al.,
2011), segundo as quais Pll s6 é capaz de ativar NifA nem baixas concentragbes de
nitrogénio quando expressa a paertir de seu préprio promotor em H. seropedicae. A
diferenca desses resultados e dos obtidos neste trabalho pode estar relacionada com o alto
nivel de expressao das proteinas a partir do promotor T7 em E. coli. Para tentar entender as
razbes dessa diferenca, foi feito o mesmo experimento na presenca de concentracdes
maiores de NH,CI, usando apenas a proteina GInK de H. seropedicae como ativadora de

NifA. Os resultados sdo mostrados na figura abaixo.
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FIGURA 10 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA
E GInK EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE AMONIO. As células foram cultivadas conforme
descrito em 3.9 suplementadas com 20, 40, 60, e 80mM de NH,CI, na presenca de 5uM de IPTG para
inducdo da expressao das proteinas.
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Conforme aumenta a concentracédo de NH,Cl disponibilizado para a células, diminui a
ativacdo de NifA por GInK. Esse efeito possivelmente se deve a presenca de alguma
quantidade de PII uridillada e/ou ligada a 20G (situacdo que sinaliza a caréncia de
nitrogénio intracelular) mesmo durante o cultivo em altas concentracdes de nitrogénio. A
ativacdo de NifA por essa pequena subpopulacdo de Pll pode estar sendo favorecida nesse
sistema de superexpresséao (os resultados da secao 4.4, discutidos posteriormente, também
suportam essa hipotese).

Para verificar se a presencga de GInK ndo uridililada seria detectavel em sistemas de
expressao contendo alta concentracdo de nitrogénio, foi feito o cultivo das células nas
mesmas condicdes descritas em 3.9, na presenca de 20 mM NH4Cl e 0,5 mM de IPTG (para
superexpressao). Amostras de 1 mL de cada cultura foram centrifugadas, ressuspendidas
em tampdo contendo 50 mM TrisHCI pH 8,0 e 100 mM NacCl, sonicadas, e analisadas por
cromatografia em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante. As bandas foram reveladas com

azul de Coomassie. O gel desse experimento é mostrado na figura 11.

GInK GInK-UMP3 - GInK NifA N185 GInK+NifA GInK+N185
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FIGURA 11- ELETROFORESE EM GEL NATIVO 12% DE 10ug DE EXTRATO DE E. coli
JM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA OU N185 E GLNK EM ALTA CONCENTRAQAO DE
NITROGENIO. GInK e GInK-UMP; foram aplicadas nas linhas 1 e 2 para servirem como padréo de
migragdo. As proteinas superexpressas em cada extrato analisado estéo escritas logo acima de suas
respectivas linhas. As flechas indicam a presenca de GInK, GInK-UMP4, e GInK-UMP, nos extratos.



46

Percebe-se a presenca de uma banda comparavel a de PIl ndo uridillada e outras
bandas comparaveis a PllI-UMP; e PI-UMP,. Isso sugere que, nos experimentos realizados,
h& PII uridililada mesmo em altas dosagens de amonio, o que poderia explicar porque nao
se observa regulacdo da atividade de NifA nesse sistema. A proteina NifA, presente nos
extratos, ndo esta visivel neste gel ndo-desnaturante; isto pode ser devido a agregacao de
NifA nas condi¢cfes do ensaio, que impedem que a proteina migre através do gel.

4.2.  ALINHAMENTO DE PII

Partindo dos resultados apresentados no item 4.1.5, foi feito um alinhamento de
proteinas PIl com o objetivo de encontrar residuos compartilhados por todas as proteinas PII
testadas com excec¢do de GInZ de A. brasilense. O alinhamento das sequéncias € mostrado
abaixo:

TTTTITTTTITTTTITTTTITTTT|TTTTITTTTITTTTITTTTITTTT|TTTT|TTTT|
10 20 30 40 30 60
AbE1nE MEEIELAITEFPFELDEVEEALHEVGIRGITVTERZR BEOREGHTELYRGRZEYVVIDELPEVE
2bE1nz MELVMAITEFFELDEVEEALTSLGIGGLTVSEVE BEOEGLTEIYRGAEYSVSELPEVE
EcGlnB MEEIDAITIEFFELDDVEEALREEVGITGCGMTVTEVE ECEGHTELYRGREYMVIDELEEVE
EcGlnE MELVIVIIEPERLEDVEREALSSIGICCLTVTEVE RCRGCHAELYRGRAEYSVHELEPEVE
H=G1nE MECVITAITIEREFFRELDEVEESLREVGVTGLTVTEVE ECEGHTELYRGREYVVDELEEVE
H=GlnE MELITAITEFFELDEVEEALSEIGVOGITVTEVE BEOREGHTELYRGREYVVDELEPRTE
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FIGURA 12 — ALINHAMENTO DE PROTEINAS PII DE H. seropedicae, E. coli, E A. brasilense.

Na figura 13, o0 mesmo alinhamento é mostrado de maneira a tornar mais facil a
visualizacdo das diferencas entre GInZ e as demais proteinas PIl. Os pontos representam

residuos idénticos aos de GInZ:
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FIGURA 13 — ALINHAMENTO DE PROTEINAS PIl DE H. seropedicae, E. coli, E A. brasilense,
COMPARANDO AS DEMAIS PIl A PROTEINA GLNZ DE A. brasilense.
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Os residuos de numero 5, 31, 42, 45, 52, 54, 61, 70, 94, 108, e 110 parecem ser
mais ou menos conservados entre as proteinas PIl capazes de ativar NifA e nao-
conservados na proteina GInZ. Esses residuos foram selecionados para mutagénese
pontual do gene gInK de H. seropedicae, com 0 objetivo de substituir cada um desses
residuos por seus equivalentes em GInZ de A. brasilense. Os resultados dos experimentos
anteriores com as quimeras GInBZ1 e GInZB1 sugerem que h& maior probabilidade de
envolvimento dos residuos 5, 31, 42 e 45 na ativagéo de NifA.

Aparte esses residuos de aminoacidos, selecionou-se também para mutagénese 0s
residuos conservados Y51 (que é modificado por uridililacdo), K58 (essencial para a ligagéo
de 2-oxo-glutarato), e G89 (essencial para a ligacdo de ATP e ADP — JIANG et al., 1997), a
fim de avaliar o efeito causado pela disrupgcdo da deteccédo de sinais ambientais por GInK
sobre a proteina NifA.

O modelo espacial abaixo mostra a localizagcdo desses residuos na proteina GInZ de

A. brasilense, na presenca de efetores (TRUAN at al., 2011):
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FIGURA 14 — MODELO ESTRUTURAL DE GInZ DE A. brasilense, COM OS RESIDUOS
CONSERVADOS ENTRE GInB DE H. seropedicae, E. coli, A. brasilense, E GInK DE H. seropedicae,
MAS NAO CONSERVADOS EM GInZ DE A. brasilense MOSTRADOS EM DIFERENTES CORES.
Residuos N-terminais em relagdo ao T-loop estdo marcados em laranja; residuos do T-loop, em
vermelho; e residuos C-terminais ao T-loop, em azul. (A) Vista da face do T-loop, destacando a
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localizacéo dos residuos 31, 42, 45, 51, 52, e 54. (B) Vista de uma parte da lateral e da face oposta
ao T-loop, destacando a localizacdo dos residuos 5, 61, 70, 94, 108, e 110. (C) Vista da face do T-
loop em modelo de preenchimento espacial. (D) Vista de uma parte da lateral e da face oposta ao T-
loop em modelo de preenchimento espacial.

Note-se que, aparte os residuos importantes para a ligacdo de efetores e dos
residuos 5 e 61, os demais se localizam na superficie da proteina.

4.3. CONSTRUGCAO DE MUTANTES PONTUAIS DE GInK DE H. seropedicae

As variantes do gene gInK codificando proteinas mutantes foram produzidas de
acordo com a sec¢do 3.8.3. Os produtos dessas reacdes foram clonados inicialmente no
vetor pTZ57R/T, transformados em E. coli TOP10, e plagueados em LA contendo ampicilina
e Xgal. Colénias brancas foram inoculadas em meio LB para extracdo de plasmideos. Os
plasmideos foram digeridos com Xbal/BamHI para a selecdo de clones. Plasmideos
contendo um inserto de tamanho correto (cerca de 500 bp) foram seqiienciados com o
primer universal. Os plasmideos contendo as variantes do gene glnK com as mutacdes
esperadas foram digeridos com as enzimas Ndel e BamHI. Os produtos de digestdo foram
ligados a pET29a digerido com as mesmas enzimas. A ligacéo foi transformada em E. coli
TOP10, e plagueada em LA contendo kanamicina. Colénias resistentes ao antibiotico foram
inoculadas em meio LB para extragdo de plasmideos, que foram digeridos com Xbal/BamHI
para a selecdo de clones. Plasmideos contendo os insertos corretos foram selecionados,
digeridos com Xbal e BamHI, e seus insertos foram clonados no MCSI do plasmideo DNifA
(conforme ja descrito em anteriormente). Os nomes de todos os plasmideos gerados nesse
processo podem ser encontrados na tabela 1.

Até a data da redacdo deste trabalho, nem todos os mutantes descritos na secao
anterior foram construidos com sucesso; os mutantes T5M, T31S, H42Q, L45I, K58M, 161V,
e V70Y né&o foram obtidos ligados a DNifA.

4.4, DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE NifA COEXPRESSA COM PROTEINAS
GInK CONTENDO MUTACOES PONTUAIS

Os plasmideos adequados foram transformados em E. coli JM109(ADE3) contendo o
plasmideo pRT22. As bactérias foram entdo utilizadas em ensaios de atividade de [3-

galactosidase. Os resultados sdo sumarizados no gréfico abaixo:
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FIGURA 15 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA
E DIFERENTES MUTANTES PONTUAIS DA PROTEINA GInK DE H. seropedicae. As células foram
cultivadas conforme descrito em 3.9 em alta (+20 mM) ou baixa (+0 mM) concentra¢do de NH,CI, na
presenca de 5 uM de IPTG para inducdo da expressao das proteinas.

Uma vez que o nivel de expressao de Pll e NifA ndo € alto o bastante para discernir
suas bandas em uma andlise por SDS-PAGE (dados ndo mostrados), uma repeticdo do
experimento acima foi executada usando 0,5mM de IPTG, para gerar superexpressao. Para
confirmar se todas as proteinas estavam sendo expressas corretamente, um mililitro de
cada cultura foi centrifugado, e os pellets foram ressuspendidos em tampéo de sonicacao
(50 mM HEPES pH 8,0, 100 mM NacCl) e sonicados. Dez microgramas de cada proteina
foram analisados por SDS-PAGE. Todas as proteinas foram corretamente expressas, como

se pode ver na figura 16.
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FIGURA 16 — ELETROFORESE DE EXTRATOS DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA E
MUTANTES PONTUAIS DE GInK DE H. seropedicae EM GEL DE POLIACRILAMIDA 15%
DESNATURANTE. As proteinas PIl estdo indicadas por uma seta; as proteinas NifA estdo indicadas
por um asterisco. MW, marcador de massa molecular (kDa). As mutacdes listadas no topo de cada
linha se referem a proteina GInK.

Todas as proteinas expressaram bem; a proteina GInK Y51F ndo expressou
corretamente neste experimento, porém expressou perfeitamente bem em outros (vide
figura 20 adiante). A atividade de B-galacosidase determinada a partir dessas culturas
mostrou um padréo semelhante ao da figura 15, com excec¢éo de GInK Y51F, cuja atividade
sera discutida adiante nesta secéo .

Os resultados mostram que as mutag¢fes pontuais feitas na porcdo C-terminal da
proteina ndo impediram que houvesse ativacdo de NifA, sugerindo que essa regido da
proteina PIl ndo é importante para a ativagdo. Isso corrobora o observado nos experimentos
com a quimera GInBZ1.

As mutacdes dos residuos 52 e 54 nado resultaram na perda da capacidade de ativar
NifA, embora o mutante V52S tenha uma ligeira reducéo nessa capacidade.

A mutacdo Y51F gera uma proteina GInK com um fendtipo totalmente distinto dos
demais. Essa proteina é capaz de ativar parcialmente NifA quando as concentracdes de
nitrogénio séo baixas. Uma vez que GInK Y51F n&o pode ser uridililada, o sinal recebido por

essa proteina deve ser a ligacéo a seus efetores. Isso é sugerido também pelo fenétipo de
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GInK G89A, que ndo deve ser de ligar ATP, ADP e 20G; essa proteina € incapaz de ativar
NifA em quaisquer das circunstancias testadas. A ativacao parcial de NifA por uma variante
Y51F de PII ja havia sido observada em R. rubrum (ZHANG et al., 2000), embora ndo em A.
brasilense.

Considerando que o nivel de expressao de Pll e de NifA poderia afetar a atividade de
B-galactosidase detectada nesses ensaios, foram feitos novos ensaios em condicdo de
expressdo minima das duas proteinas (auséncia de IPTG), expresséo padrdo (com 5 pM de
IPTG), e superexpresséo (0,5 mM de IPTG), usando os plasmideos DNifA, HsgInKDNIfA, e
HsgInKY51FDNifA. Os resultados sdo mostrados no grafico:
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FIGURA 17 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA
GInK, E GInK Y51F COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE IPTG. As células foram cultivadas
conforme descrito em 3.9 em alta (+2 OmM) ou baixa (+0 mM) concentracdo de NH,CI, na presenca
de 5 pM de IPTG para inducgdo da expresséo das proteinas.

Perceba-se que:

1. A proteina NifA expressa sem coexpressdo de Pll ndo é ativa em nenhuma
circunstancia.

2. A proteina NifA coxpressa com GInK tem atividade baixa em altas concentragdes de
nitrogénio no sistema de expressdo minima (portanto, esta sendo parcialmente
regulada). Nos sistemas de expressao padrdo e de superexpressao, a atividade ndo
é regulada.

3. A proteina NifA coexpressa com GInK Y51F € inativa em altas concentracdes de
nitrogénio quando sua expressdo é baixa, mas é parcialmente ativa quando
superexpressa. Em baixa concentragdo de nitrogénio, € parcialmente ativa no
sistema de expressao padrdo, mas tem atividade idéntica a promovida por GInK no

sistema de superexpresséo.
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Esses dados sugerem que GInKY51F é capaz de ativar NifA; a baixa atividade
observada pode ser aumentada com 0 aumento de sua expressao. Isso parece indicar que a
diferenca entre GInK selvagem e esse mutante € em sua afinidade por NifA, o que contradiz
os experimentos de protedlise limitada feitos por Oliveira e colaboradores (2012); nesse
trabalho, os autores concluiram que tanto GInK quanto GInK-UMP; sé@o capazes de interagir
com o dominio GAF de NifA, e que a interagdo de GInK e GAF é mais forte que a interagéo
entre GInK-UMP; e GAF, e insensivel aos efetores de PIl. Duas possibilidades se
apresentam para resolver a contradicdo: (1) a afinidade de NifA por GInK-UMP pode ser
maior do que por GInK, a despeito de Oliveira e colaboradores (2012), conforme sugerido
pelos resultados da figura 1. Os ensaios de protedlise limitada sdo de dificil interpretacao,
pois avaliaram um aumento na taxa de degradacédo de GAF na presenca de GInK ou GInK-
UMP;. Esse aumento da degradacdo de GAF deve ter sido provocado pela exposi¢do de
regibes passiveis de clivagem durante a interacdo; no entanto, ndo ha como saber se a
superficie de interacdo é a mesma para GInK e GInK-UMP3, ou se a interagdo com GInK-
UMP; ndo teria um efeito protetor sobre algum trecho de GAF que estaria exposto durante a
interagdo com GInK. E possivel que a interagéo forte entre GInK e GAF seja um artefato
dessa técnica. (2) a afinidade de NifA por GInK pode ser alta, conforme Oliveira e
colaboradores (2012). Nesse caso, 0 aumento da atividade de NifA na presenca de altas
concentragcbes de GInK Y51F teria de ser explicado exclusivamente pela maior
disponibilidade de GInK ligada a 20G e ATP, que é capaz de ativar NifA.

Uma observacdo pertinente é que a uridillacdo de GInK ndo é essencial para a
ativacdo de NifA, mas a ligacéo a efetores o é.

4.5, CONSTRU(;AO DE UMA BIBLIOTECA DE MUTANTES ALEATORIOS DE gInK
DE H. seropedicae

O plasmideo pEMB200 foi usado como DNA molde para uma reacdo de PCR de
baixa fidelidade empregando os primers T7F grd e T7term grd. O produto de PCR foi
digerido com as enzimas Xbal e BamHI, e ligado ao MCSI do plasmideo HsgInKDNIifA
cortado com as mesmas enzimas. O produto da ligacdo foi transformado em E. coli
JM109(ADE3) pRT22, e plaqueado em LA contendo cloranfenicol e ampicilina. As colbnias
resultantes foram riscadas em LA contendo cloranfenicol, ampicilina, Xgal, e 5 pM IPTG.
Colbnias brancas ou azul-claras foram inoculadas em meio LB para extracdo de plasmideos
e para avaliacdo da atividade de B-galactosidase. Os plasmideos foram sequienciados com o
primer DuetDOWN1 e DuetUP2.

Dentre as 1050 colbnias riscadas, foram obtidos dezesseis clones que atendiam aos
critérios de selecdo. O seqienciamento deles revelou a presenca de mutagfes diferentes

em cada um deles, conforme sumarizado na tabela abaixo:



TABELA 9 — VARIANTES DO GENE gInK OBTIDAS POR MUTAGENESE ALEATORIA

Clone mutag&o no gene ginK alteragdo na proteina Fendtipo
1 C79T, C243T P10L Branca

2 delecéo a partir da base Truncagem a partir do residuo 103, Branca

302 fusdo a um peptideo do vetor

3 A263G D88G Branca

4 A224G E75G Azul clara
5 A4G K2E Branca

6 Sem mutacao Sem mutacao Branca

7 G104A G35D Branca

8 T11C, G251A 14T, G84D Branca

9 N&o sequenciado Branca
10 T8C L3P Branca
11 Delecédo C171 Mudanca de fase a partir do residuo 57  Branca
12 G103A G35S Branca
13 MCSI vazio Branca
14 T11C, T162C 14L Branca
15 Sem mutacao Sem mutacao Branca
16 Al1G M1V Azul clara

A capacidade de essas variantes de GInK ativarem NifA foi avaliada em E. coli
JM109(ADE3) com pRT22, conforme descrito em 3.9. Os resultados sdo mostrados no

gréafico abaixo:
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FIGURA 18 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA
E DIFERENTES MUTANTES PONTUAIS ALEATORIOS DA PROTEINA GInK DE H. seropedicae. A
avaliacéo da atividade de B-galactosidase foi feita na presenca de 5 uM de IPTG com 0 ou 20 mM de
NH,4CI.

Note-se que a maioria dos clones (2, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, e 15) produziu
proteinas que foram incapazes de ativar NifA nas condi¢gfes testadas. Destes, a0 menos um
deles (13) corresponde a um plasmideo com o MCSI vazio, compreensivelmente sem
atividade; dois deles (2 e 11) possuem mutagbes que levam a alteracdes drasticas na
cadeia protéica de GInK, provocadas por mudancas de fase de leitura. Dois desses
plasmideos codificam proteinas GInK sem mutac¢des: o clone 15 possui uma delecdo na
base g607 do gene NifA, que leva a uma mudanca de fase; ndo foi identificada mutacdo nos
genes do clone 2, porém, e portanto sua falta de atividade permanece sem explicagdo por
enguanto. Um clone (9) nao foi sequenciado corretamente. Os restantes (7, 8, 10, 12, e 14)
possuem mutacdes que alteram residuos bastante conservados, que possivelmente sao
vitais para a estrutura e funcéo de PII.

Dois clones (4 e 16) codificam proteinas PIl cuja capacidade de ativar NifA ndo é
regulada nesse sistema de expressao, tal qual as proteinas PIl selvagens. A mutacdo alg
do clone 16 é provavelmente in6cua, possivelmente diminuindo ligeiramente seu nivel de
expressao, e essa proteina tem atividade semelhante a GInK selvagem. A mutacéo que gera
E75G no clone 4, porém, altera um residuo conservado entre as diversas proteinas Pll; esse
residuo parece ndo ser essencial para a atividade de PIll, mas sua mutacdo diminuiu a
capacidade da proteina de ativar NifA.

Por fim, trés clones (1, 3, e 5) codificam proteinas Pll capazes de ativar NifA
parcialmente quando em baixa concentracdo de NH,Cl, mas ndo em altas concentracdes
desse sal. Esse feno6tipo é semelhante ao do mutante Y51F de GInK, que n&o € uridililavel.

Um ensaio de B-galactosidase realizado com superexpressdo dos mutantes mais

interessantes (1, 3, 4, 5, 8, 10, 14) resultou em perfis de ativaco diferentes dos de Y51F:
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FIGURA 19 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA
E ALGUNS MUTANTES PONTUAIS ALEATORIOS DA PROTEINA GInK DE H. seropedicae EM
DUAS CONCENTRACOES DIFERENTES DE IPTG. A avaliacdo da atividade de B-galactosidase foi
feita na presenca de 0 ou 20 MM de NH,CI.

Essas proteinas foram corretamente expressas, conforme visto por SDS-PAGE das

amostras do ensaio com superexpressao das proteinas:
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FIGURA 20 — ELETROFORESE DE EXTRATOS DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO NIFA E
MUTANTES PONTUAIS DE GInK DE H. seropedicae EM GEL DE POLIACRILAMIDA 15%
DESNATURANTE. As proteinas PII estdo indicadas por uma seta; as proteinas NifA estao indicadas
por um asterisco. MW, marcador de massa molecular (kDa). As mutacdes listadas no topo de cada
linha se referem a proteina GInK.

Os residuos mutagenisados foram localizados na estrutura de proteina GInZ de A.
brasilense. Isso esta mostrado na figura abaixo. As muta¢gfes que aboliram a ativagdo de
NifA por GInK estdo marcadas em ciano; aquelas que diminuiram a atividade de NifA estdo
marcadas em magenta; e aquelas que diminuiram bastante a atividade (em especial em
altas concentrac6es de NH,CI) estdo marcadas em verde.
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FIGURA 21 — MODELO DE GInZ DE A. brasilense, COM OS RESIDUOS MUTAGENISADOS
ALEATORIAMENTE MARCADOS COM CORES DIFERENTES. Ciano, muta¢des que aboliram a
ativacdo de NifA por GInK; magenta, muta¢cdes que diminuiram a ativacdo de NifA; verde, mutacdes
gue diminuiram bastante a ativacdo de NifA em altas concentra¢cdes de NH,CI. (A) Vista lateral,
destacando a localizagéo dos residuos 1, 2, 3, 4, 10, 35, 75, e 84. (B) Vista de uma parte da lateral e
da face do T-loop, destacando a localiza¢@o dos residuos 10, 35, 75, 84, e 88. (C) Vista lateral em
modelo de preenchimento espacial. (D) Vista de uma parte da lateral e da face do T-loop em modelo
de preenchimento espacial.

Os residuos 35 e 84 sdo muito conservados, e sua substituicdo impediu que GInK
ativasse NifA. G35 esta bastante proximo do inicio do T-loop, e muito préximo ao sitio de
ligacdo aos efetores de PII; é possivel que a perda de flexibilidade nessa regido (devida a
substituicdo por S ou E) tenha leva a alteragbes conformacionais que desestruturem a
proteina ou abolem sua capacidade de ligar efetores. Ainda, G35 parece ser importante para
a interacdo com a ribose de ATP/ADP (XU et al., 1998). O mesmo se pode dizer da mutagéo
G84D, que pode levar a perda de flexibilidade no B-loop, outra regido importante para a
interagdo com os efetores. Em PII, G84 é o primeiro residuo do motivo GXXGXGK (Walker
A), que esti presente em diversas proteinas que ligam nucleotideos (RADCHENKO e
MERRICK, 2011), 1998). A figura 22 mostra a localizacdo desses e de outros residuos
préximos no sitio de ligacéo a efetores de PII:
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4 ' .
FIGURA 22 — MODELO DE GInZ DE A. brasilense, MOSTRANDO A REGIAO DE LIGACAO A

ATP/ADP E 20G, COM OS RESIDUOS MUTAGENISADOS MARCADOS COM CORES
DIFERENTES. Ciano, a esquerda, G35; ciano, a direita, G84; laranja, D88.

A substituicdo D88G, por outro lado, também ocorre no B-loop, mas n&o abole
completamente a capacidade de GInK ativar NifA. Muito provavelmente, porém, altera a
afinidade pelos efetores de PIl. Uma diminui¢cdo na afinidade pelos efetores poderia explicar
porque essa mutagdo confere um fendtipo semelhante ao da mutacdo Y51F (n&o-
uridililavel): a uridililagcéo de Pl exige sua interacdo com ATP e 20G para ocorrer.

A substituicdo dos residuos 1 e 75 apenas reduziu a atividade de GInK; os possiveis
efeitos da mutagdo do residuo 1 ja foram discutidos anteriormente nesta secdo. A
substituicdo E75G, também conservado, requer outra explicacdo. Esse residuo conservado
faz parte de uma a-hélice, e sua substituicdo por glicina pode ter desestabilizado a estrutura
secundaria dessa regido. Alternativamente, esse residuo pode estar localizado na face de
Pll que interage com NifA, e neste caso sua substituicdo poderia representar uma
diminuicdo na capacidade de interagir com NifA.

As substituicdes nos residuos 2, 3, e 4 sdo de dificil compreenséo. Esses residuos
nao estao expostos na superficie de PII, portanto é pouco provavel que estejam envolvidos
diretamente na interacdo com NifA. Sua mutacdo nado inativa completamente GInK, mas
diminui sensivelmente sua capacidade de ativar NifA. O mais provavel é que essas
mutacdes desestabilizem a estrutura de PIl como um todo, uma vez que o residuo 3
participa de interacdes entre os monémeros (XU et al., 1998), e os demais estao préximos a
ele. Alternativamente, também poderiam alterar a afinidade por ATP/ADP; essas mutacdes
poderiam afetar o posicionamento do residuo adjacente 17, que €& importante para a
interacdo de PIl com a ribose de ATP/ADP (XU et al., 1998).
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A substituicdo P10L afeta um residuo de superficie. A mutacdo desse residuo,
porém, pode afetar a ligacdo de 20G. P10 estd localizado proximo de K58 (residuo
essencial para a interacdo com 20G), e sua cadeia lateral parece interagir com ele (vide
figura 23 abaixo). A substituicao desse residuo poderia acarretar em mudancas na afinidade
por 20G.

FIGURA 23 — MODELO DE GInZ DE A. brasilense, COM OS RESIDUOS DA REGIAO DE
INTERACAO CCOM 20G MUTAGENISADOS MARCADOS COM CORES DIFERENTES. Azul, K58;
verde, P10.

De forma geral, os mutantes de GInK obtidos por mutagénese aleatéria nao
permitem, neste estagio do trabalho, identificar residuos importantes para a interacdo de
NifA e GInK. A maioria das mutacbes parece afetar ou a estrutura geral de GInK ou sua
capacidade de ligacdo a efetores; neste Ultimo caso, o efeito seria ter proteinas GInK
constantemente em uma conformacdo que sinaliza alta concentracédo de nitrogénio, e que
nao é capaz de ativar NifA.

A dificuldade em interpretar o significado biol6gico dessas muta¢ces é parecida com
a encontrada por Zhu e colaboradores (2006) quando efetuaram mutagénese aleatéria de
GInB de R. rubrum em busca de variantes de GInB que ativassem NifA independente de seu
estado de uridililagdo; muitas mutacdes foram encontradas em varias regides da proteina, e
essas mutagdes levavam a ativacao constante de NifA e diminuicdo da interac@o entre GInB
mutagenisada e NtrB. Os autores propuseram que as mutagdes encontradas alteravam a
conformacgéo de PII de modo a torna-la sempre parecida com a conformacdo adotada em

baixas concentracdes de nitrogénio.

4.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE VARIANTES DA PROTEINA NifA
COEXPRESSAS COM GInK

Experimentos anteriores com variantes N-truncadas de NifA mostraram que a
remocao dos primeiros 45 residuos de aminoécidos de NifA leva a perda de atividade dessa

proteina em H. seropedicae; e a remocado dos primeiros 165 aminoacidos gera uma proteina
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NifA ndo regulada, e ativa em E. coli (STEFANELLO, 2011). Para avaliar a capacidade de
GInK de ativar essas variantes de NifA, ambas foram coexpressas em E. coli JM109(ADE3)

contendo pRT22 para determinagéo da atividade de 3-galactosidase, conforme j& descrito.

4.6.1. Subclonagem de variantes do gene NifA em DHsgInK

Os plasmideos pETN45, pETN90, pETN135, pETN165, pETN185, pETN218, e
PETN244 foram digeridos com as enzimas Xbal e BamHI, e foram ligados ao plasmideo
DHsgInK cortado com as mesmas enzimas. A ligacdo foi transformada em E. coli TOP10, e
plaqueada em LA contendo ampicilina. Coldnias resistentes ao antibidtico foram inoculadas
em meio LB para extracdo de plasmideos, que foram digeridos com Xbal/BamHI para a
selecdo de clones. Os clones que continham os insertos corretos foram denominados
hisN45DHsgInK, hisN90DHsgInK, hisN135DHsgInK, hisN165DHsgInK, hisN185DHsgInK,
hisN218DHsgInK, hisN244DHsgInK, respectivamente.

4.6.2. Determinacao da ativacdo de variantes de NifA por GInK

Os plasmideos pETDuetl, DHsgInK, DNifA, HsgInKDNifA, hisN45DHsgInK,
hisN90DHsgInK, hisN135DHsgInK, hisN165DHsgInK, hisN185DHsgInK, hisN218DHsgInK, e
hisN244DHsgInK foram transformados em E. coli JM109(ADE3) contendo o plasmideo
pRT22. As bactérias foram entdo utilizadas em ensaios de atividade de 3-galactosidase. Os

resultados séo sumarizados no gréfico abaixo:
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FIGURA 24 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DE E. coli IM109(ADE3) EXPRESSANDO GInK E
VARIANTES N-TRUNCADAS DE NIFA DE H. seropedicae. As células foram cultivadas conforme
descrito em 3.9 em alta (+20mM) ou baixa (+OmM) concentracdo de NH,CI, na presenca de 0,5mM
de IPTG para inducdo da expressédo das proteinas.
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Note-se que nenhuma as variantes N45, N90, N135, N218, e N244 nédo sao ativas
mesmo durante a co-expressdao com GInK; isso estd de acordo com as observacdes
previamente feitas em H. seropedicae (STEFANELLO, 2011), e indica que essas proteinas
estdo permanentemente incapacitadas para a ativacdo por Pll. Uma vez que, no ensaio em
E. coli expressando as proteinas a partir de pETDuetl, o nivel de expressdo de ambas as
proteinas é semelhante, excluindo a possibilidade de ndo se ver ativacdo devido a baixa
expressao de um dos peptideos.

4.7. INTERAGCAO ENTRE O DOMINIO GAF DE NifA E A PROTEINA NifA AGAF

Trabalhos anteriores mostraram que o dominio N-terminal de NifA (GAF) é
importante para a inibicdo da atividade de NifA em E. coli (MONTEIRO et al., 1999) e em H.
seropedicae (NOINDORF et al., 2011), e ha evidéncias de que essa inibicdo ocorre por
interagdo in trans entre o dominio GAF e os dominios Central+C-terminal (AGAF). O
trabalho com a proteina NifA in vitro seria importante para elucidar o mecanismo dessa
inibicdo; porém, sempre foi prejudicado pela baixa solubilidade da proteina NifA inteira e
pela tendéncia a agregagdo que apresentam as seus dominios N-terminal e Central+C-
terminal quando expressos independentemente. As sec¢fes seguintes descrevem a
purificacao das proteinas hisN185 (AGAF; residuos 186-542 de NifA fundidos a uma cauda
de histidinas N-terminal) e G185his (GAF; residuos 1-185 fundidos a uma cauda de
histidinas C-terminal), e sua analise por SDS-PAGE (para determinar o grau de pureza das
proteinas) e cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC - para deteminar a
homogeneidade da preparacdo quanto ao estado de oligomerizagéo), e alguns ensaios de

interacdo entre as duas proteinas.

4.7.1. Purificagéo de hisN185 (AGAF)

A purificagdo de hisN185 foi feita conforme descrito na seg¢ao 3.10.4. Utilizou-se uma
coluna Hitrap Chelating de 1mL carregada com ions Co™", com os quais a cauda de
histidinas da proteina interage. A figura abaixo mostra um gel de poliacrilamida 12% SDS-

PAGE contendo as fra¢gGes da purificacao.
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FIGURA 25 — ANALISE POR SDS-PAGE DE FRACOES DA PURIFICACAO DE hisN185. MW,
marcador de massa molecular (kDa); E, extrato bruto; S, fracdo sollvel; |, fracdo que ndo ligou na
coluna; L, fracdo obtida apos a lavagem da coluna. 5-21, fracdes obtidas durante a eluicao.

As fracdes 13 a 21 foram juntadas e dialisadas contra tamp&o contendo 50 mM
HEPES pH 8,0, 500 mM NacCl, e 50% glicerol. Aliquotas de 100 pL foram guardadas em N,
liquido. A concentracéo final de proteina foi de 1,7 mg/mL (cerca de 40 pM do mondémero de
hisN185).

Para analisar a homogeneidade de hisN185, a proteina hisN185 purificada foi
submetida a andlise por cromatografia de exclusdo de tamanho, conforme descrito na secéo
3.10.7. As fracdes coletadas foram analisadas por SDS-PAGE; o gel resultante e o

cromatograma da analise estdo mostrados abaixo:
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FIGURA 26 — ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 12% DESNATURANTE DE
FRACOES DA ANALISE DE hisN185 POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DE TAMANHO. MW,
marcador de massa molecular (kDa); hisN185, proteina purificada antes de ser injetada na coluna de
gel filtracdo; A8-B9, fracdes coletadas durante a elui¢ao.
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FIGURA 27 — CROMATOGRAMA DA ANALISE DE hisN185 POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSAO DE TAMANHO.
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A calibracdo da coluna permitiu construir um grafico correlacionando o tempo de

retencdo na coluna com o log da massa molar, mostrado abaixo:

Curva de calibragcao
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FIGURA 28 — CURVA DE CALIBRACAO DA COLUNA SUPEROSE 12 10/300.

A curva de calibragéo estipulou que logMW=-0,261*ve+6,012. A massa molecular da
maior parte de hisN185 foi estimada em 43,72 kDa, o que equivale a massa de um
mondmero de hisN185 (massa do monémero = 42,56 kDa). Uma parcela significativa foi
eluida no volume morto, correspondendo a proteinas agregadas e/ou oligbmeros de alta
massa molecular. A proteina foi, a despeito disso, considerada boa o bastante para os

ensaios subsequentes.

4.7.2. Purificagdo de G185his

A purificagdo de G185his foi feita conforme descrito na secdo 3.10.5. Utilizou-se
inicialmente duas colunas Hitrap QFF de 1mL in tadem, para reter alguns contaminantes;
em seqiiéncia, utilizou-se uma coluna Hitrap Chelating de 1mL carregada com ions Co™,
gue interagem bem com a cauda de histidinas da proteina. A figura abaixo mostra um gel de

poliacrilamida 15% SDS-PAGE contendo as fracdes da primeira etapa de purificagéo.
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FIGURA 29 — ANALISE SDS-PAGE DE FRAQC)ES DA PRIMEIRA ETAPA DE PURIFICA(;AO DE
G185his. E, extrato bruto; S, fracdo soltvel; I, fracdo que néo ligou na coluna; L, fracdo obtida apés a
lavagem da coluna. 1-27, fracdes obtidas durante a eluicéo.

As fracbes 9 a 17 foram juntadas e usadas na segunda etapa de purificacdo, cujas

fracOes estdo mostradas no gel abaixo:
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FIGURA 30 — ANALISE SDS-PAGE DE FRACOES DA SEGUNDA ETAPA DE PURIFICACAO DE
G185his. MW, marcador de massa molecular (kDa); j9-17, fragcBes 9 a 17 da primeira etapa de
purificac@o (vide figura 29); I, fracdo que nao ligou na coluna; L, fragcdo obtida apds a lavagem da
coluna. 5-25, fracBes obtidas durante a elui¢ao.

As fracbes 16 a 25 foram juntadas, e dialisadas contra tampdo contendo 50 mM
HEPES Ph 8,0, 500 mM NaCl, e 50% glicerol. Apés isso, a amostra foi centrifugada para
remocédo de proteinas precipitadas. Aliquotas de 100 uL foram guardadas em N, liquido. A
concentracao final de proteina foi de 0,16 mg/mL (cerca de 7 uM do mondmero de G185his)

Para analisar sua homogeneidade, a proteina G185his purificada foi submetida a
analise por cromatografia de exclusao de tamanho, conforme descrito na secao 3.10.7. As
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fragcdes coletadas foram analisadas por SDS-PAGE; o gel resultante e o cromatograma da
analise estdo mostrados abaixo:

MW  G185his A3 A4 A5 A8 Al12 B12 B11

FIGURA 31 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 15% DESNATURANTE DE
FRACOES DA ANALISE DE G185his POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DE TAMANHO. MW,
marcador de massa molecular (kDa); G185his, proteina purificada antes de ser injetada na coluna de
gel filtracdo; A3-B11, fragbes coletadas durante a eluicéo.
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FIGURA 32 - CROMATOGRAMA DA ANALISE DE G185his POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSAO DE TAMANHO.
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A massa molar calculada para a maior parte de G185his foi 45,11 kDa, o que
equivale a massa de um dimero de G185his (monémero = 22,88 kDa). Uma parcela foi
eluida no volume morto, correspondendo a proteinas agregadas e/ou oligbmeros de alta
massa molecular. A predominancia da forma dimérica sugere que a proteina esta bem
estruturada (caso nao estivesse, ndo seria de esperar que tivesse uma estrutura quaternéria
bem definida). Além disso, essa estrutura dimérica do dominio GAF também foi encontrada

por Batchelor e colaboradores (2013) para ativadores transcricionais dependentes de .

4.7.3. Deteccao da interagdo entre G185his e hisN185 por cromatografia de exclusao
de tamanho

Uma mistura de 3 uM de G185his e 3 uM de hisN185 analisada por cromatografia de
exclusdo de tamanho em uma coluna Superose 12 10/300 (GE Healthcare), conforme
descrito em 3.10.7. Observou-se um aumento do pico do volume morto em relacéo a injecédo
de 3 uM de G185his ou 3 uM de hisN185, conforme mostrado abaixo:

i ﬁ
i
y }S.OmAU } \
\
. I \
185his + hisN1 I
. Ci85 is + hisN185 /\\ -’""'/fr", \M
2
| a
J ||! .'\\
_hisN185 T L, S
. G185his ,/\
0.0 ' 5.0 : 1010 ; 15.0 ml

FIGURA 33 - CROMATOGRAMA DA ANALISE DE G185his, hisN185, E UMA MISTURA DAS DUAS

PROTEINAS POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DE TAMANHO EM UMA COLUNA DE
SUPEROSE 12 10/300.
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N&o foi detectado, porém, a presenca de um pico com massa equivalente de 66 kDa
(interacdo de um mondémero de G185his e um monémero de hisN185 — tempo de retengao
esperado de 12,15) ou 88 kDa (interagdo de um dimero de G185his e um mondmero de
hisN185 — tempo de retencéo esperado de 11,65).

4.7.4. Deteccao da interagdo entre G185his e hisN185 por ligacédo cruzada

Um ensaio de ligacdo cruzada entre G185his e hisN185 foi realizado com
formaldeido, nas condi¢gBes descritas na secdo 3.10.8. O gel abaixo mostra os resultados
obtidos com diferentes tempos de incubacéo:

G185his hisN185 G185his + hisN185

Mw 1 5 15 1 5 15 1 5 15 min

FIGURA 34 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 15% DESNATURANTE DE
PRODUTOS DE LIGACAO CRUZADA ENTRE G185his E hisN185. Os sistemas continham 4 uM de
dimero de G185his e 4 uM de mondmero de hisN185, conforme descrito, e a reagdo ocorreu por 1, 5,
ou 15 minutos, conforme indicado. Bandas detectadas apenas quando as duas proteinas foram
incubadas juntas estdo marcadas por setas.

Observe-se (1) no sistema de ligagdo contendo apenas G185his, ha formacdo de
uma banda forte com massa de ~45kDa, o que esta de acordo com o0 estado de
oligomerizacdo predominate de G185his conforme visto por cromatografia de exclusdo de
tamanho. Ha também a formacdo de bandas minoritarias com massa d>60kDa e >97kDa,
compativeis com a ligacdo de 3 e 4 mondmeros de G185his entre si. (2) no sistema de
ligacdo contendo apenas hisN185, ha formacéo de bandas de alto peso molecular, que sdo
indicio de oligomerizag&o. (3) no sistema contendo G185his e hisN185, h4 duas bandas de
massa molecular estimada em 66 e >80 kDa que ndo estdo presentes nos outros sistemas.

Essas bandas sdo compativeis com a interacdo entre um monémero de hisN85 e um
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mondmero de G185his (massa total: 65,44 kDa) ou um dimero de hisN185 (massa total:

88,32 kDa), indicando que ha interacdo entre os dominios de NifA in vitro.

4.8. INTERAGCAO ENTRE OS DOMINIOS DE NifA E GInK OU GInK-UMP;

Uma vez que as evidéncias in vivo obtidas neste e em outros trabalhos (NOINDORF
et al.,, 2011) e algumas evidéncias in vitro (OLIVEIRA et al., 2012) apontam para a
ocorréncia de interacdo direta entre NifA de H. seropedicae e GInK, foram realizadas
tentativas de visualizar essa interag&o in vitro, para posteriormente usar esses ensaios para
entender a regulacdo de NifA por GInK. As proteinas G185his (residuos 1-185 de NifA
acrescidos de uma cauda de histidinas C-terminal) e hisN185 (residuos 186-542 de NifA
com cauda de histidinas N-terminal) utilizadas nos ensaios foram as mesmas cuja
purificacdo foi descrita nos itens 4.7.14.7.1 e 4.7.2.

A proteina GInK foi purificada conforme descrito em 3.10.6, e a proteina GInK-UMP

foi fornecida pelo Dr. Marco Aurélio Schuller de Oliveira.

4.8.1. Deteccéo da interagdo entre os dominios de NifA e GInK por eletroforese néo

desnaturante

Inicialmente, realizou-se uma separacdo das proteinas purificadas em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante para verificar a ocorréncia de interacdo entre os dominios
de NifA e a proteina GInK. As proteinas G185his, hisN185, GInK e GInK-UMP; foram
analisadas separadamente e em misturas contendo um (ou ambos) dominio(s) de NifA e
GInK ou GInK-UMP3. A eletroforese em gel ndo denaturante foi feita conforme descrito em
3.10.3. Neste experimento, foram usados sempre 4 uM do mondmero de hisN185, 4 uM do
dimero de G185his, e 4 uM do trimero de GInK ou GInK-UMP3. Os resultados dos ensaios

estdo mostrados na figura 35:
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G185his + hisN185 + G185his + hisN185 +
InK

G185his  hisN185 GInK G m-UMP GInKJ GIPK-UB{IP GInK GInK-UMP  GInK  GInK-UMP
g e 7y oy v

o

e

FIGURA 35 — GEL DE ELETROFORESE NAO DESNATURANTE DE GInK E DOS DOMINIOS DE
NIFA. Dez microgramas de monémero de N185his, dimero de G185his, e trimero de GInK foram
adicionados nos sistemas apropriados.

As bandas de G185his, GInK, e GInK-UMP3; apresentam padroes de migracao
distintos, permitindo sua facil identificagcdo no gel. Uma parte de G185his, porém, ndo pbéde
adentrar o gel, o que é consistente com a presenca de oligdbmeros e/ou agregados que
foram detectados durante a analise por cromatografia de exclusdo de tamanho (vide figura
xxX). A proteina hisN185, por sua vez, ndo conseguiu adentrar sequer o gel de
empilhamento (acrilamida 4%); isso € indicativo de que a proteina agregou totalmente nas
condi¢des experimentais. N&o fica clara a ocorréncia de qualquer tipo de interagdo entre as

proteinas utilizadas.

4.8.2. Deteccdo da interacdo entre os dominios de NifA e GInK por ensaios de pull-

down

Para detectar interacéo entre GInK e os dominios de NifA, foram conduzidos ensaios
de pull-down usando as proteinas purificadas, conforme descrito em 3.10.9. Essa
abordagem ja foi bem-sucedida para a deteccédo de interacdo entre NifA e GInB de A.
brasilense (SOTOMAIOR et al., 2012). Os ensaios foram feitos usando G185his, hisN185 ou
uma mistura de G185his e hisN185 para capturar GInK ou GInK-UMPs;. Foram usados
sempre 4 uM do mondmero de hisN185, 4 uM do dimero de G185his, e 4 uM do trimero de
GInK ou GInK-UMP3. Os resultados dos ensaios estdo mostrados nas figuras abaixo:
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G185his

- GInK GInK-UMP GInK

ADP - + - + - + - + - -
ATP - - - - - - - - + -
20G - - - + + - - + + -

FIGURA 36 — ANALISE SDS-PAGE DO ELUATO DOS EXPERIMENTOS DE PULL DOWN USANDO
G185his, GInK, E GInK-UMP3. A dltima linha contém GInK, usada como padrdo para identificar
proteinas com padrdo de migragdo idéntico nas amostras do experimento. Os sinais de + indicam a
presenca do efetor (3 mM ADP, 3 mM ATP, 2 mM 20G); os sinais de -, auséncia do efetor.

hisN185
- GInK GInK-UMP GInK

ADP - + - + - + - + - -
ATP - - + - + - + - + -
20G - - - + + - - + + -

FIGURA 37 — ANALISE SDS-PAGE DO ELUATO DOS EXPERIMENTOS DE PULL DOWN USANDO
hisN185, GInK, E GInK-UMPs. A dltima linha contém GInK, usada como padrdo para identificar
proteinas com padréo de migragdo idéntico nas amostras do experimento. Os sinais de + indicam a
presenca do efetor (3 mM ADP, 3 mM ATP, 2 mM 20G); os sinais de -, auséncia do efetor.
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G185his + hisN185

- GInK GInK-UMP GInK

ADP
ATP - - + - - - + - - -
20G - - - + + - - + + -

FIGURA 38 — ANALISE SDS-PAGE DO ELUATO DOS EXPERIMENTOS DE PULL DOWN USANDO
G185his, hisN185, GInK, E GInK-UMP3;. A dUltima linha contém GInK, usada como padrdo para
identificar proteinas com padrdo de migracdo idéntico nas amostras do experimento. Os sinais de +
indicam a presenga do efetor (3 mM ADP, 3 mM ATP, 2 mM 20G); os sinais de -, auséncia do efetor.

Um ensaio usando apenas GInK e GInK-UMP3; (como controle negativo de interagéo)
ndo acusou interacdo direta entre Pll e a resina MagneHis (dados ndo mostrados).

N&ao foi possivel detectar bandas de tamanho compativel com GInK ou GInK-UMP3
no eluato da resina MagneHis contendo G185his; tampouco foi possivel detectar PIl quando
hisN185 ou G185his + hisN185 foram imobilizadas na resina. Isso indica que ndo ocorreu
interacdo entre GINK e G185his, ou hisN185 nas condigbes usadas no ensaio,
independentemente da presenca de ATP, ADP ou 20G, contrariamente ao observado em
outros trabalhos com a proteina NifA de A. brasilense (SOTOMAIOR et al., 2012).

4.8.3. Deteccao da interacao entre o dominio GAF de NifA e GInK por ligacao cruzada

Em uma ultima tentativa de detectar interacéo entre GInK e o dominio GAF de NifA,
foram conduzidos ensaios de ligacdo cruzada usando as proteinas purificadas, conforme
descrito em 3.10.8, na presenca de efetores de PIl. Foram usados sempre 4 uM do dimero
de G185his, e 4 uM do trimero de GInK ou GInK-UMP;. Os géis abaixo mostram os
resultados obtidos com 20 minutos de incubacao:
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G185his G185his G185his

G185his  GInk GInK  G185his  GInk GIhK  G185his  GInkK GInK

ADP + + + - - - + + +
ATP - - - + + + - - -
20G - - - - - - + + +

G185his G185his G185his

G18Shis  GInk GIAK  G185his GINK-UMP GInK-UMP G185his GINK-UMP GInk-UMP

ATP + - + - - - + + +
206G + + + - - - - - -
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G185his G185his
MW G185his  GInK-UMP GInI?—UMP G185his  GInK-UMP GInk-UMP
- - -
o —
e D D

P
I
I
!
l

ADP + + + - - -
ATP - - - + + -
20G + + + + + +

FIGURA 39 — ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 15% DESNATURANTE DE
PRODUTOS DE LIGACAO CRUZADA ENTRE G185his E GInK. Os sistemas continham 4 uM de
dimero de G185his e 4 pM de trimero de GInK ou de gInK-UMP3, conforme descrito, e a reacao
ocorreu por 20 minutos. Os sinais de + indicam a presenca do efetor (3 mM ADP, 3 mM ATP, 2 mM
20G); os sinais de -, auséncia do efetor.

Todos os sistemas contendo G185his possuem uma banda com cerca de 45 kDa,
equivalente a um dimero de G185his, e algumas bandas de peso molecular mais elevado
gue correspondem a outros estados de oligomerizacdo. Todos os sistemas contendo PlII
possuem uma banda de cerca de 35 kDa equivalente ao trimero de PIl. Os sistemas
contendo ambas as proteinas ndo apresentam nenhuma banda diferencial exclusiva,

indicando que nado houve interacdo entre G185his e GInK.
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CONCLUSOES

1. A proteina NifA de H. seropedicae pode ser ativada por GInB de H. seropedicae, A.
brasilense, e E. coli, e por GInK de H. seropedicae, mas ndo pode ser ativada por
GInZ de A. brasilense.

2. Os residuos 54, 94, 98, 108, e 110, diferentes entre GInZ e as demais PIl testadas,
ndo sdo essenciais para a ativacao de NifA por PII.

3. Aligacdo de GInK a seus efetores (ATP/ADP e 20G) parece ser importante para a
ativacao de NifA por PII

4. A presenca do residuo Y51 em GInK aumenta sua capacidade de ativar NifA, mas
nao é essencial para esta.

5. Mutacdes que afetam o sitio de ligacdo a efetores de PII alteram a capacidade de
GInK ativar NifA.

6. A remocdo dos primeiros 135 residuos de NifA impede GInK de ativar NifA.

7. Os dominios N-terminal (residuos 1-185) e Central+C-terminal (residuos 186-542) de
NifA tém estrutura quaternaria predominantemente dimérica e monomeérica,
repectivamente, quando purificados nas condi¢des descritas neste trabalho.

8. A interagdo entre os dominios N-terminal e Central+C-terminal de NifA pode ser
observada in vitro através de ensaios de ligacé@o cruzada.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Vetor pT7-7

promotor T7

Sitio de policlonagem

ampR

promotor amp

Smal Xbal
CGATTCGAACTTCTCGATTTCGAACTTCTRATAGACTTCEAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGRTTTCCCTETAGA
T7 prom.
Ndel EcoRl BamHl _Xbal g5 _Pstl Hindll

89

AATAATTTTGTTTAACTITAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGAATTCGCEGCCCGGGEATCCTCTAGAGTCGACCTECAGCCCAAGCTTATE

RBS

ANEXO 2 — vetor pTZ57R

il 127
Pelmil 7564 f ‘f:'dhcl' |.:.’|J-|.|2|| 2 Ec{lFIIﬁ g15
Hin1l 2508 BigZ| 242 Ecl136ll 621
Alol 278 Sacl 621

Byl 2485 L e B
Pail 258 AcciSl G627
Scal, Tatl 2447 Kpnl 27
. Bspidl £33
Mval26ol 637

Mphi1103 &35

= grkbal 644

dT i :

pTZﬁTHﬂ' ddT BamHl &5

= APy C:irdl £53

2886 hp EcoBBl 658

Gsul 2054_ b Smial 53
Eco3ll 2036 hY Apal G61
Eam11051 1984 Lgul 853", Bspl201 €61
Hincll B67T

Sall 67

Aflil, Pzcl 1078 Ymil ERT

Pstl E72

| . \, A E74

o o . Ecold?l 678

i e . Pael 604

Cail 1487 * Hindll &00

T7 promoter



ANEXO 3 — Vetor pET28a

Xho l{158)
Mot 1{166)
Eag lj168)
Hind 11{173)
Sal l{179)
Sac I{190)
EcoR Ij192)
BamH lj138)
Mhe 1{231)
Mde 1233}
Moo [[295)
Xba l{335)

Bagl ll{401)

Sagré 1j442)

Bpu1102 I{&0)

Dra 11{5127)

Pyl 1{4426)
Saf l{4426)

Sma |i4300) Mlu 1{1123)

Bel I{1137)

| BStE 11j1304)

pET-28a(+)

|
l ‘ hﬁ.pa {1324
{(5369bp) f

(25g |-g1 1) 1O

BssH li1534)
EcoR Vi1573)
Hpa li1822)

EcoS7 a772)

AbwM [{3640)

BssS 1(3397) Psha |[1088)
BspLU11 l[3224)
Sap lia108)

Bst1107 |{2085)

Tih111 I{2089)

Bagl 12187}
Fsp l{2205)
Psps [l{2230)

90

TT promoter primer #69348-3
|£I' UE,SE?} lp.nmer #69214-3 T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGLGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGT GAGCGGATAACAATTCCCETCTAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGA
_Neol His-Tag Ndel Nhel T7*Tag

TATACCATGLGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGC AGCGLEC TG TGOCGCGLGGLAGCCATATGGL TAGCATGAC TGLTGGAC AGC AL

MetGlySerSerHisHisHIisHIsHIsHIsSerSerGlyLeuVa I’-'oﬁ.-';]t ySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGIinGin

Eag| thrombin
BamH | EcoR | Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol His*Tag
ATGGGTCGCGGATCCCAAT TCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGCGELCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTCAGATCCGGCTECT AACARAGCCL  pET-28al+)
MetGlyArghl ySerGluPheGluleuArghrgGindAlalysGiyvArgThrArgd laProProProProProlevdrgSerGlyCyskEnd
.. GGTCGGGATCCGAAT TCGAGC TCCGTCGACAAGLT TGLGGCCGLAC TCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC TGC TAACAAAGCCL pET-28b{+)
...GlyArgAspProAsnSerferSerVal Asplysleublofdlof loleuGluHisHIisHIsHIsHI sHI sEnd
. L.L. ICGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGCGGCCGCACT CLZF-.LJE;_‘-.EE;_‘-.CC;_‘-.CC;_‘-.CE.:_‘-.ECF-.C T LEP-.LJ.:‘-.' CCGGC TG TAACAAAGCCE pET-28c (+)

.. GlyArglleArglleArgAlcaProSerThrSerLlevArgProdisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleuThriysPro. .

Bpul1021 T7 terminator
GAAAGGAAGC TGAGTTGGCTECTECCACCGCTGAGC AATAACTAGCATAACCCCTTEGGGCCTCTAAMCGGETCTTGAGEGGTTTTTTG

'Ifi' terminator pnmer #69337-3
PET-28a-c(+) cloning/expression region




91

ANEXO 4 — vetor pETDuetl

Cla | (5383)
SgrA | (533g) |
Sph | (5191) |
EcoN | (5126) ]

MCS1
T?J'acl

Nco | (69)
His*Tag
BamH I(106)
Dra Il (779) Egg?(:g;)z)
BspM | (124)
Asc | (125)
SseB387 | (135)
Seplees Pst | (135)
Sal 1(137)
Hind 11l (143)
Not I {150)
Ahd | (1189)
"TBSE!|(1250] Afl 11 (163)

-Bgl | (1309)

Mlu | (4658)
Bel | (4644)

BstE Il (4476)
Apa | (4455)

‘ | pETDUEt-1 © MCS2
|| (5420 bp) S || [Fspl(1a11) T7lac)
T ]
' = Nde | (298)
= Bgl Il (305)
Mun 1(311)

Sca | (1669) EcoR V (319)
NgoA IV | (324)
Fse | (328)

Sgf | (3a7)

Aat 11 (346)
Kpn | (352)
Xho | (354)
S-Talg

Pac I (a29)

Tth111 | H3052} Avr Il (433)
107

Psp5 Il (3789)
Bpul10 | (3689)

Bst1107 | 3027) %_II - AlwN | (2385) T7 terminator

Sap 1 (2912) Bgpl U1 | (2794)

pET Upstream
Sgral Primer #69214-3 Clal T7 promoter-1
AGCAACCGCACCTGTGGCGCCGRTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCATAGAGEAT CGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATA

His-Tag

3

transcription start-1
lac operator Xbal rbs Neo |
GGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCAL
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHis

BspM | BsrG 1
Sac | Pstl DustUP2 Primer
BamH | EcoR | Ecl361 _ Asc 155883871 Sai | Hind Il Not | Aff I #711803
AGCCAGGATCCBAATTCGAGCTCGGRLCGCRCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAARGTAATCGTATTGTACACGGCC
SerGlnAspProAsnSerSerSerAlaArgleuGlnValAspLysLeuflafAlaAlaEnd Duetq—DOWM Primer
#71179-3

DuetUP2 Primer T7 transcription start-2

rbs Nde |

#71180-3 T7 promoter-2 Jac operator
GCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGT TAAGTATAAGAAGGAGATATACAT

DustDOWN1 Primer

#71179-3
NgoA IV Xho
5-Ta

Nde | Bglll Muni EcoRV _ Fsel Sgfl Aatll. Kpnl Aval
ATGGCAGATCTCAATTGGATATCGGCCGGCCACGCGATCGCTGACGTCGGTACCCTCGAGTCTGETAAAGAAACCGLCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAG
MetAlaAspLeuAsnTrplleSerAlaGlyHisAlalleAlaAspvalGlyThrLeuGluSerGlyLysGluThralaalaAlaLysPheGluArgGln

5-Tag Pacl Awrll Bpuiio21 T7 terminator
CACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAATTAACCTAGGCTGCTGCCALCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGETCTTG

HisMetAspSerSerThrSerAlaAlaEnd * 7 Terminator Primer
#69337-2

pETDuet-1 cloning/expression regions



