UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

THIAGO MOIA APOLONIO

CARACTERIZACAO DE ESTIRPES DE Azospirillum brasilense
CONTENDO PROTEINA NifA DELETADA NO DOMINIO GAF

CURITIBA
2018



THIAGO MOIA

APOLONIO

CARACTERIZACAO DE ESTIRPES DE Azospirillum brasilense
CONTENDO PROTEINA NifA DELETADA NO DOMINIO GAF

Dissertacio apresentada como requisito
parcial para obtencido do titulo de Mestre
em Ciéncias-Bioquimica pelo Programa de
Pés-graduacao em Ciéncias-Bioquimica do
Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana.

Orientador: Fabio de Oliveira Pedrosa
Co-orientador: Emanuel Maltempi de
Souza

CURITIBA

2018



Universidade Federal do Parana. Sistema de Bibliotecas.

Biblioteca de Ciéncias Bioldgicas.
(Giana Mara Seniski Silva — CRB/9 1406)

Apolonio, Thiago Moia

Caracterizagdo de estirpes de Azospinillum brasilense contendo
proteina NifA deletada no dominio GAF. / Thiago Moia Apolonio. —
Curitiba, 2018.

88 p.-il ; 30cm.

Orientador: Fabio de Oliveira Pedrosa
Co-orientador: Emanuel Maltempi de Souza

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal do Parana, Setor de
Ciéncias Biologicas. Programa de Pds-Graduacdo em Bioguimica.

1. Azospirllum brasiliense 2. Nitrogénio - Fixacao | Titulo Il Pedrosa,
Fabio de Oliveira lll. Souza, Emanuel Maltempi de V. Universidade
Federal do Parana. Setor de Ciéncias Biologicas. Programa de Pos-
Graduacdo em Bioquimica.

CDD (20. ed.) 5899




MINISTERIO DA EDUCAGAO

SETOR CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQ CIENCIAS
(BIOQUIMICA) i

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagio em CIENCIAS (BIOQUIMICA) da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigio da Dissertagio de Mestrado de THIAGO MOIA
APOLONIO intitulada: Caracterizacio de estirpes de Azospirillum brasilense contendo proteina NifA deletada no dominio
GAF, ap6s terem_inquirido o aluno e realizado a avaliacdo do trabalho, sdo de parecer pela sua

A PM VA'¢ ﬂ-D no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestre esté sujeita & homologag&o pelo colegiade, ao atendimento de todas as indicacdes e correcbes

solicitadas pela banca e ao plenc atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduagao.

CURITIBA, 28 de Margo de 2018.

\m&m ot

FABIO DE OLIVEIRA PEDROSA
Presidente da Banca Examinadora (UFPR)

MARCELO MULLERDOS SANTOS
Avaliador Interno (UFPR)

VUL 5, &5

{ MARCO AURELIO SCHULER DE OLIVEIRA
Avaliador Externo (UEM)

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS - CENTRO POLITECNICO - CURITIBA - Parand - Brasil
CEP 81531-980 - Tel: (41) 3361-1672 - E-mail: pgbiog@ufpr.br



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me concedido satde e perseveranga para a realizagio deste trabalho.

Aos meus pais € a0 meu irmao pelo apoio, incentivo € compreensdo da importancia deste

trabalho em minha vida.

Aos professores Fabio de Oliveira Pedrosa ¢ Emanuel Maltempi de Souza pela orientagdo,

discussodes, e por terem contribuido de forma imensa para a minha formagao cientifica.

Aos meus amigos e colegas do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR,
especialmente do Nucleo de Fixagdo de Nitrogénio, pelo companheirismo e também pelos bons

momentos de descontragao.

Aos técnicos Roseli Prado, Valter Baura, Lucinéia Martins e Bruna pelo suporte essencial para

a realizacao dos experimentos.

Ao Programa de Pods-graduacdo em Ciéncias-Bioquimica e aos demais professores do

departamento de Bioquimica e Biologia Molecular.

Ao CNPq e ao INCT da Fixagao Biologica de Nitrogénio pelo apoio financeiro.



RESUMO

Azospirillum brasilense ¢ uma bactéria fixadora de nitrogénio que se associa com diversas
plantas de interesse agricola, como milho e trigo, apresentando potencial de aplicagdo como
biofertilizante. O processo denominado fixagdo biologica de nitrogénio, catalisado pelo
complexo da nitrogenase, requer uma grande quantidade de energia pela hidrolise de 16
moléculas de ATP para cada molécula de N> reduzida e sua regulagdo a nivel transcricional ¢
centrada na atividade da proteina NifA, o ativador especifico da transcricao dos genes nif. Esta
proteina apresenta no seu dominio N-terminal (GAF) um papel regulatorio, o qual previne a
atividade de NifA na presenca de amdnio. Além disso, a regulacdo a nivel pds-traducional da
nitrogenase envolve a ADP-ribosilagdo e inativagado reversivel da proteina NifH sob altos niveis
de amoénio, reagdo catalisada pela enzima dinitrogenase redutase ADP-ribosiltransferase
(DraT). Neste trabalho foram construidas duas estirpes mutantes de A. brasilense, TAFP e
TAHM, ambas contendo delecdo cromossomal da regido 5’ do gene nif4 correspondente ao
dominio N-terminal de NifA. Quatro duplo-mutantes de ambas as estirpes foram selecionados
baseado na capacidade de crescer na presenca de sacarose. Ensaios de atividade da nitrogenase
mostraram que a delecdo cromossomal do dominio N-terminal de NifA resultou em uma
proteina incapaz de ativar a transcricdo dos genes nif, mesmo em baixos niveis de amoénio,
fenotipo confirmado pela auséncia de expressdo da fusdo transcricional nifB.:lacZ. Estes
resultados sugerem que a regido deletada do gene nif4 parece ser importante para a estabilidade
ou conformagdo ativa da proteina. As estirpes mutantes foram complementadas para atividade
da nitrogenase com plasmideos expressando a proteina nativa ou uma outra versao N-truncada
de NifA. Transconjugantes de ambos os plasmideos foram capazes de restaurar o fendtipo de
fixacdo de nitrogénio e, além disso, aqueles possuindo a proteina N-truncada sendo expressa
apresentaram atividade mesmo na presenca de ions amodnios. Os ensaios de complementagao
mostraram que outros pontos de truncamento resultam em uma NifA ativa mesmo na presenca

de amonio e sdo potenciais alvos para delegdo cromossomal.

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



ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a nitrogen-fixing bacterium which is associated with several plants
of agricultural interest, such as corn and wheat, presenting potential application as biofertilizer.
Biological nitrogen fixation, catalyzed by the nitrogenase complex, requires a large amount of
energy by the hydrolysis of 16 ATP molecules for each reduced N> molecule and its
transcriptional regulation level in 4. brasilense is centered on the activity of NifA, the specific
activator of nif genes transcription. This protein presents in its N-terminal domain (GAF) a
regulatory role, which prevents NifA activity in the presence of ammonium. Furthermore, post-
translational regulation level of nitrogenase activity involves ADP-ribosylation and reversible
inactivation of NifH protein under high ammonium conditions, a reaction catalyzed by the
dinitrogenase reductase ADP-ribosyltransferase enzyme (DraT). In this work two mutant
strains of A. brasilense, TAFP and TAHM, were constructed, both containing chromosomal
deletion of the 5' region of the nif4 gene corresponding to the N-terminal domain of NifA. Four
double-mutants of both strains were selected based on their ability to grow in the presence of
sucrose. Nitrogenase activity assays revealed that chromosomal deletion of NifA N-terminal
domain resulted in a protein unable to activate the transcription of nif genes even at low
ammonium levels, which was confirmed by the absence of nifB::lacZ transcriptional fusion
expression. These results suggest that the deleted region of the nif4 gene seems to be important
for protein stability or active conformation. The mutant strains were complemented for
nitrogenase activity with plasmids expressing the native or another N-truncated version of the
NifA protein. Transconjugants from both plasmids were able to restore the nitrogen fixation
phenotype and, in addition, those containing the N-truncated protein being expressed showed
activity even in the presence of ammonium ions. Mutant complementation assays have shown
that other truncation sites result in active NifA even in the presence of ammonium and are

potential targets for chromosomal deletion.

Keywords: Biological Nitrogen Fixation, Azospirillum brasilense, NifA Protein.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Micrografia eletronica de transmissao de Azospirillum brasilense ................... 16

FIGURA 2 - Modelo estrutural das proteinas Fe ¢ MoFe do complexo nitrogenase de
Az0toDACIEr VINEIANIL ..........ccceeoviiiiiiiiiiie ettt e e e e et ee e e e e e e e s aesaaeeeas 19

FIGURA 3 - Modelo esquematico de ativacao transcricional mediada pela ligagdo de uma EBP

FIGURA 4 - Modelo estrutural esquematico dos dominios funcionais da proteina NifA de A.

DI QSTICHLS @ oo e e et e e e e e eeeeeaanas 24

FIGURA 5 - Modelo de regulagao da atividade da proteina NifA em resposta a amonio € na
presenca da proteina PII GINB .........oooiiiiiiiiiiiii e 27

FIGURA 6 - Modelo de regulacao da atividade da proteina NifH pelas enzimas DraT e DraG

em resposta aos niveis de amoOnio em A. HraASIleNnse............ccccccvvveeeeeeeeieeeciiiiieeeee e 29

FIGURA 7 - Modelo estrutural esquematico da por¢ao deletada da proteina NifA de A.

DFQSTICHLS @ oo e e e 46

FIGURA 8 - Esquema geral da regido do gene nif4 de A. brasilense utilizada para construgao
dos plasmideos PTMATL € PTIMAZ .....ouviiiiiiieeeeeeee et e e e e e e e e esaaaeeeas 47

FIGURA 9 - Esquema geral da regido do gene draT de A. brasilense utilizada para construgao
dos plasmideos PTMA3 € PTIMAZ ..ot e e e e e e e e eeaaaaeeeas 48

FIGURA 10 - Esquema geral de obtencao e clonagem do fragmento nif4 UP-DOWN para
construgao do plasmideo PTIMAS ......ouiiiiiiiieii et e e e e e e eaaaaeeeas 50

FIGURA 11 - Esquema geral de obtengdo e clonagem do fragmento draT UP-DOWN para

construgao do plasmideo PTIMADG ........ovviiiiiiiiiiiiiieeee et e e e e e e e eaeaaaaeeeas 51
FIGURA 12 - Confirmagao da construcdo dos plasmideos pTMAS e pTMAG .........c...c...... 52
FIGURA 13 - Esquema geral de construgdo do plasmideo pTMAO.......ccccceviiiiiiiiiiniecnnnn. 54
FIGURA 14 - Confirmagao da construcdo dos plasmideos pTMA9 e pTMAIO ................... 55
FIGURA 15 - Esquema geral de construgdo do plasmideo pTMAI12.......ccccovviiiviiiinnieennnne. 57
FIGURA 16 - Esquema geral de construgdo do plasmideo pTMAI13 .......cccooiiiiiiiiiinieennne. 58

FIGURA 17 - Esquema da estratégia empregada para confirmagdo de mutantes simples .....59



FIGURA 18 - Confirmagao de mutantes simples da regido 5’ do gene nif4 de A. brasilense 60
FIGURA 19 - Esquema da estratégia empregada para confirmagdo de duplo mutantes ........ 61

FIGURA 20 - Confirmagao de mutantes duplos contendo o gene nif4 de 4. brasilense truncado

NA TEZIAO 57 1eiiiiiiieetee et e ettt eeeeeeeeeaatteaeeeeeeeeaaaaataaaaeaeeseeassnsssseaeeeessesssssssanaaeaeesessnnnsssnnees 62

FIGURA 21 - Determinagdo de atividade da nitrogenase da estirpe mutante TAFP contendo
delec@o da 1egido 57 dO GENE MIfA ....vveiieeeiiie e e e e 65

FIGURA 22 - Determinacao de atividade da nitrogenase da estirpe mutante TAHM contendo
delecao da 1egia0 5° dO ZENE MIfA ......vvveiiiieeieeee e 66

FIGURA 23 - Ensaio de ativagdo transcricional in vivo da fusdo nifB::lacZ pela proteina NifA
N-truncada de A. DraSilense ...............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic et 67

FIGURA 24 - Determinagdo de atividade da nitrogenase da estirpe mutante TAFP (FP2 AN-
nif4) complementada com os plasmideos pPTMAI12 e pTMAI3 ..ooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 70

FIGURA 25 - Determinagao de atividade da nitrogenase da estirpe mutante TAHM (HMO053
AN-nif4) complementada com os plasmideos pTMA12 e pTMAI3 ....ccoiiiiiiiiieiieeiieee, 71

FIGURA 26 - Determinagao de atividade da nitrogenase da estirpe FP10 complementada com
08 plasmideos pPTMAIL2 € PTMALS ...oeiiiiiiiiieeee et e e e e e e e eaaaaeeeas 72



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Estirpes de bactérias utilizadas neste estudo ...........ccocceeeviiieniiiiiniieinieeenneen. 31
TABELA 2 - Plasmideos utilizados neste estudo..........cc.eeeviiieriiiieiiiieiiiieiiceeee e 32
TABELA 3 - Composicao do meio NFDHP ........c.ooooiiiiiiiiiiiiiiiee e 34
TABELA 4 - Composicao do meio LB ... 35
TABELA 5 - Composica0o do meio TB .......coooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 35
TABELA 6 - Composica0 do Me10 SOC .......cccuiiiiiiiiieeieiiiiiieeeee e eeereeeee e e e e 36
TABELA 7 - Concentragdes de antibioticos utilizadas nos cultivos ..................................... 36

TABELA 8 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagcdes da PCR.......................... 42



LISTA DE ABREVIATURAS

AAA+ — ATPases associadas a varias atividades celulares
ADP — Adenosina difosfato

AmpR — Resisténcia a ampicilina

ATP — Adenosina trifosfato

BSA - Albumina sérica bovina

Cm® — Resisténcia a cloranfenicol

DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA — Acido desoxirribonucleico

dNTP’s — Desoxinucleotideos trifosfatos

D.O. — Densidade optica

DraG — Dinitrogenase redutase glicohidrolase

DraT — Dinitrogenase redutase ADP-ribosil transferase
EBP — Proteinas ativadoras de transcri¢ao (enhancer-binding proteins)
FBN - Fixag¢ao biologica do nitrogénio

GDH - Glutamato desidrogenase

GOGAT - Glutamato sintase

GS — Glutamina sintetase

IHF - Fator de interacdo do hospedeiro (/ntegration Host Factor)
kDa — Quilo Daltons

Km® — Resisténcia a canamicina

MCS - Sitio de policlonagem

NAD" — Nicotinamida adenina dinucleotideo

NADP" — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NADPH — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido



Nal® — Resisténcia a acido nalidixico

ONPG - Orto-nitrofenil-p-galactosideo

Pb — Pares de bases

PCR — Reagdo em cadeia da polimerase

Rpm — Rotacdes por minuto

SDS — Dodecil sulfato de sodio

SmR® — Resisténcia a estreptomicina

TcR — Resisténcia a tetraciclina

UAS - Sequéncia ativadora a montante (upstream activation sequence)

UV — Ultravioleta



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ...oueerererererereneesnesesesssesessssssesessssssesessssesessssssesessssssessssssssessssssasessssasssens 15
1.1 GENETO AZOSPIFIIIUM ...t 15

1.2 Fixagdo biologica do NItrOZENIO ......c..eeveeeiuiiiiiiiiiieeeeiiiieeeeireeeeeireeeeeareeeeesereeeeas 17

1.3 CompleX0 da NItTOZENASE ....cccvvvireeeiiiireeeiiiieeeeiieeeeeiteeeeetreeeeearbeeeeessreeeeesnsreeeeas 18

Lo GNCS FUEf ettt ettt ettt e et e et e ettt e e 20

1.5 AsSIMIlagao de amMONIO ......uuuuuennniiiii e nnan 20

1.6 Regulacao transcricional da NItTOZENASE ..........cceeererrriviiiiiereeeeeniiiiieeeeeeeeeernieneeeeens 21
1.6.1 Proteina NIFA ..o e 21

1.6.2 Estrutura e fun¢do dos dominios da proteina NifA .........ccccccevviiiiiiiiiiiiiieneeenn. 23

1.6.3 Regulagdo da atividade da proteina NifA ......cccccevveieeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 25

1.7 Regulacdo pds-traducional da nitrogenase .............ceeeveuveeeiiiiiieeiiniiiee e 27

2. OBJIETIVOS .iiriiiiueieneinssetissstissssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30
2.1 ODBJELIVO ZETAL oot e e e e e e e e e e e e e et aaaeeeeeennnnes 30
2.2 ODbjJetiVOSs ESPECITICOS .uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e ettt e e e e ettt ee e e e e e e e s setrareeeeeeeeeennnnns 30

3. MATERIAIS E METODOS .....ooueverererereresessesesssssessssssesessssssessssssessssssssesssessasesssssesess 31
3.1 Bactérias € plasmid@OS ......ccccuuviiiiiiiiiiiiiiiiieee e e 31
3.2 Meios de cultura, condi¢des de cultivo e estoque de bactérias ..........cccceeeeeevennnnnnnn.. 34
3.2.1 Meios empregados para cultivo de A. brasilense .............ccccoccvceeeivviiieeenncnnennn. 34

3.2.2 Meios empregados para cultivo de E. COli ........oocoueiiiiiiiiiiiniiiiieiieeeen 35

3.3 ANEIDIOTICOS .uevieiiiiieiiie ettt ettt sttt 36
3.4 Técnicas de manipulagdo de DNA .......coooiiiiiiiiiiiiii e 37
3.4.1 Purificacdo de DNA genomico de A. brasilense .............cccoeeeceeeeeeicveeeeencennnnnn. 37

3.4.2 Reagdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) ........cccoeoviiiiiniiiiiiiiiieeeien 37

3.4.3 Extrag@o plasmidial ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 37

3.4.4 Eletroforese em gel de agaroSe .........ccueeeeeriuiiiieiniiiiee et 38



3.4.5 Sequenciamento de DNA .......ccciiiiiiiiiiiiiie e 38

3.4.6 Clivagem de DNA com enzimas de reStriCA0 .........ceevrvrieeeeriurireeesinrieeeennneeenn 39
3.4.7 Ligacao de fragmentos de DNA 208 VEIOTES ......ccvvvreeeiuiiieeeeiiiieeeeniiieeeenineeeenn 39
3.5 Transformagao bacteriana por choque termiCo ...........ccccvveerviiiireeniiiiieeeeiiiieeeerineeenn 40
3.5.1 Preparo de células quimiocompetentes utilizando MgCl, e CaCls ..................... 40
3.5.2 Transformagao bacteriana por choque termiCo ...........ccevvvireeerivireeeriiiieeeerineenenn 40
3.6 Conjugacao DACLETIANA ......cccuuvvviiiieeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeeeitrrreeeeeeeeesnerbeeeeeeeeeesnnnnnnneeeas 40
3.6.1 Conjugacdo bacteriana biparental ...........cccccovviiiiieiiiiiiiiiiiiiieee e 40
3.6.2 Conjugacdo bacteriana triparental ...........cccccviiiiiieiieiiiiiiiiieee e 41
3.7 Estratégias de mutagénese dos genes nif4 e draT de Azospirillum brasilense ........... 41
3.8 Determinagdo de atividade da NitrogeNase .............cccecuvviiiieeeeeereiiiiiiiieeeeeeeeeeiveeeeen. 43
3.9 Dosagem de proteinas tOtaAIS ..........ceeeeeeeriiirreiireeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeesierreeeeeeeeeessnnenaneeens 44
3.10 Determinagdo da atividade especifica da B-galactosidase ..........cccccvvvveeeeeeescnnnnnnnnnn. 45
4. RESULTADOS E DISCUSSOES ....ccoveterrrererererereesssssesssssssesesesssssesessssssssssssssssesssssssens 46
4.1 Obtencao dos plasmideos mutagénicos pTMA9 € pPTMAILO .....cooveiiiiiiiiiieeeeee, 46
4.2 Obtencao dos plasmideos de complementacdo pTMA12 e pTMAIL3 ....coovveeeeennnnns 55

4.3 Construcao de estirpes mutantes de A. brasilense truncadas na regidao 5’ do gene nif4

4.4 Construgdo de estirpes mutantes de A. brasilense deletadas no gene draT ................ 62

4.5 Determinagdo de atividade da nitrogenase das estirpes mutantes na por¢do amino-

terminal do gene nifA de A. Drasilense ..............cccccoouiiiiiiiiiiiiiieieiee e 64
4.6 Ensaio de ativagdo transcricional pela proteina NifA N-truncada de 4. brasilense.....66

4.7 Determinacdo de atividade da nitrogenase das estirpes mutantes complementadas com

0s plasmideos pPTMAIL2 € PTIMALS ..ot e e 69
5. CONCLUSOES .....cueueuereereeeseeesesesesesesesesesssssssssssssesssssesesssssesessssssnssssssesssesesssessssssnsnsnss 75
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coovevrveeneresnesessesessesesnesessssessssessssessssessssesssseses 76
7o ANEXOS .ooverveeereresesssesssesssesessssessesessesessssessssessssessssessessssssessesessssessesessssessssessssessssesaes 85

Anexo A - Vetor pBluescript II KS (+/-) (Agilent Technologies) .........ccccceevevvveeeenunennnn. 85



Anexo B - Vetor pSUP202 (SIMON et al., 1983) ...........
Anexo C - Vetor pLAFR3.18 (MACHADO et al., 1995)

Anexo D - Vetor pET28a (Novagen) ........cccceeeuvvvvveeennn.



15

1. INTRODUCAO

1.1 Género Azospirillum

O género Azospirillum ¢ constituido por bactérias diazotroficas (capazes de fixar
dinitrogénio), aerdbicas, Gram-negativas, curvas, moveis, microaerofilicas e endofiticas
facultativas. Dependendo da espécie, a temperatura 6tima de crescimento pode variar de 28 a
41°C (ECKERT et al., 2001). Estes microrganismos podem ser encontrados associados com
diversas plantas de interesse agricola, incluindo o milho, trigo, sorgo e arroz (DOBEREINER
e DAY, 1976; DOBEREINER, 1991; STEENHOUDT ¢ VANDERLEYDEN, 2000; ECKERT
etal., 2001).

Azospirillum spp. pertence a subdivisdo o das Proteobactérias (YOUNG, 1992) e
comporta 20 espécies, atualmente: Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum
(TARRAND et al., 1978), Azospirillum halopraeferans (REINHOLD et al., 1987),
Azospirillum amazonense (MAGALHAES et al., 1983), Azospirillum irakense (KHAMMAS
et al., 1989), Azospirillum largimobile (DEKHIL et al., 1997), Azospirillum doebereinerae
(ECKERT et al., 2001) e Azospirillum oryzae (XIE e YOKOTA, 2005), Azospirillum melinis
(PENG et al., 2006), Azospirillum canadense (MEHNAZ et al., 2007), Azospirillum zeae
(MEHNAZ et al., 2007), Azospirillum rugosum (YOUNG et al., 2008), Azospirillum palatum
(ZHOU et al., 2009), Azospirillum picis (LIN et al., 2009), Azospirillum thiophilum
(LAVRINENKO et al., 2010), Azospirillum formosense (LIN et al., 2012), Azospirillum
fermentarium (LIN et al., 2013), Azospirillum humicireducens (ZHOU et al., 2013),
Azospirillum soli (LIN et al., 2015) Azospirillum agricola (LIN et al., 2016). Dentre estas

espécies, a mais estudada € 4. brasilense (Figura 1).
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Figura 1 - Micrografia eletronica de transmissao de Azospirillum brasilense.

Azospirillum brasilense ATCC 29145 (~ 15.000 x) cultivada em meio MPSS agar a 30°C

durante 24 horas. O flagelo polar uinico e os flagelos laterais podem ser visualizados.

Fonte: BERGEY et al., 1984.

Bactérias do género Azospirillum apresentam um grande potencial de aplicacdo como
biofertilizantes por promoverem o crescimento vegetal. Este efeito tem sido atribuido a diversos
fatores, entre eles a fixacao biologica de nitrogénio (DOBEREINER e DAY, 1976) e a produgao
de hormoénios promotores do crescimento para as plantas, como auxinas, citocininas e
giberelinas (BARBIERI e GALLI, 1993; OKON et al., 1976; BASHAN et al., 1989 e FAGES
et al., 1994). Como este trabalho relaciona-se a regulagdo do processo de fixagdo biologica de

nitrogénio, apenas este fator serd abordado nesta revisao bibliografica.

Dentre as bactérias fixadoras de nitrogénio presentes na rizosfera das gramineas, aquelas
pertencentes ao género Azospirillum, em especial a espécie Azospirillum brasilense, tem sido
amplamente estudada devido a sua ampla distribuicdo nos solos tropicais e subtropicais e pela
capacidade de promover o crescimento vegetal. O uso de Azospirillum brasilense esta
diretamente relacionado com aumento da produtividade final, uma vez que promove o aumento
na taxa de acimulo de matéria seca, aumento de biomassa e altura, aceleracdo na taxa de
germinacdo e beneficios no sistema radicular (DALLA SANTA et al., 2004; HUNGRIA et al.,
2010; VOGEL et al., 2013).
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No Brasil, o uso de Azospirillum brasilense como biofertilizante em campo ja foi
aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para as culturas
de milho e trigo. Considerando a substitui¢ao parcial (50%) do uso de fertilizantes nitrogenados,
correspondente a cerca de 52 kg de N ha! em 14,1 milhdes de hectares para o milho e 35 kg de
N ha'! em 2,4 milhdes de hectares para o trigo, a economia estimada é de aproximadamente
USS$ 1,2 bilhdes por ano (HUNGRIA et al., 2010). Dessa forma, o uso de inoculantes contendo
Azospirillum poderia ajudar na reducao do uso de fertilizantes quimicos diminuindo os custos

e a contamina¢do causada pelos mesmos.

1.2 Fixacao biolégica do nitrogénio

O nitrogénio ¢ um dos elementos necessarios para a sintese de proteinas, acidos
nucléicos e outras biomoléculas sendo, portanto, fundamental para manutencao da vida. As
bactérias desenvolveram mecanismos de utilizacdo de diversas fontes de nitrogénio, como
amonio, glutamina, glutamato, NO3,, NOy", além do gas dinitrogénio (N2). Alguns desses
compostos podem ser diretamente assimilados, entretanto, moléculas como NO3", NO> ¢ N»

necessitam ser primeiramente reduzidas para depois serem assimiladas (REITZER, 2003).

O gas dinitrogénio, N2, compde cerca de 78% da atmosfera terrestre, mas nao ¢
assimilavel pela maioria dos organismos devido a sua baixa reatividade (KIM e REES, 1994).
Apenas um pequeno grupo de procariotos, denominados diazotrofos, sdo capazes de reduzir o
N> a NH3, em um processo denominado fixacao biologica de nitrogénio (FBN) (BURRIS, 1991;
YOUNG, 1992; BRILL, 1977), e assim disponibilizar nitrogénio em sua forma reduzida para

utilizagdo por outros organismos.

A fixacdo biologica de nitrogénio ¢ de grande importancia econdmica, pois este
elemento ¢ um dos fatores limitantes para o desenvolvimento de plantas (DIXON e KAHN,
2004). As culturas vegetais sdo incapazes de utilizar nitrogénio atmosférico diretamente, mas
podem obter nitrogénio fixado a partir de duas fontes: microrganismos que convertem o
nitrogénio atmosférico a amonio ou através de fertilizantes nitrogenados. Como ja mencionado,
além de elevar os custos da produgdo agricola, os fertilizantes nitrogenados podem gerar uma
série de danos ecologicos, incluindo a eutrofizacdo de rios e lagos, acidificagdo do solo e
emissdo de 6xidos de nitrogénio na atmosfera (DIXON e KAHN, 2004). Além disso, uma
parcela significativa do total aplicado no solo (cerca de 50%) ¢ perdida por a¢do de chuvas,
erosdo e atividade bacteriana (PEDROSA, 1987). Assim, existem potenciais ganhos a partir da

redu¢do da dependéncia de fertilizantes nitrogenados na agricultura nos paises em



18

desenvolvimento (MUS et al., 2016), e ha um interesse significativo na expansao de pesquisas
a respeito da fixagdo biologica de nitrogénio no que diz respeito a obtengdo de um avango em

direcdo a sustentabilidade.

1.3 Complexo da Nitrogenase

A fixagdo bioldgica de nitrogénio que envolve a reducao do N> a NHj3 € catalisada pelo
complexo enzimdtico da nitrogenase (SIMPSON e BURRIS, 1984). Este processo requer
grande quantidade de energia obtida por hidrolise de MgATP a MgADP + Pi, como

representado pela seguinte reacao:

N> + 8H" + 16Mg.ATP + 8¢~ - 2NH3 + Hy + 16Mg.ADP + 16Pi

Nitrogenases sdo metaloenzimas sensiveis a oxigénio com estrutura ¢ mecanismos de
catalise conservados, podendo ser subdivididas em trés grupos diferentes de acordo com as suas
composi¢des metalicas: molibdénio (Mo)-, vanadio (V)- e ferro-dependente nitrogenases
(EADY, 1996). A forma mais comum e melhor caracterizada ¢ a nitrogenase dependente de
molibdénio (Mo) (HU e RIBBE, 2011). Esta nitrogenase ¢ composta por duas proteinas:
proteina ferro-molibdénio (MoFe) (dinitrogenase ou NifDK), um tetramero axf3> de 240 kDa e
a proteina ferro (Fe) (dinitrogenase redutase ou NifH), um homodimero y> de 64 kDa (MOURE
et al., 2013) (Figura 2).

A proteina Fe funciona como um doador de elétrons para a proteina MoFe, sendo que
para cada elétron transportado, ha a hidrélise de duas moléculas de ATP (SEEFELDT et al.,
2009). Apds a ligagdo de duas moléculas de MgATP na proteina Fe, esta sofre uma mudanca
conformacional que permite sua associagdo com a proteina MoFe, sendo possivel a
transferéncia de um elétron. Em seguida, a proteina Fe oxidada e ligada a MgADP, dissocia-se
da proteina MoFe para ser ligada novamente a MgATP e reiniciar o ciclo, que € repetido até

atingir o nimero de elétrons necessarios para reduzir o substrato (LUKOYANOV et al., 2012).
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Figura 2 — Modelo estrutural das proteinas Fe e MoFe do complexo nitrogenase de

Azotobacter vinelandii.

Proteina Fe

Proteina MoFe

A proteina Fe ¢ um dimero y2 com cada subunidade mostrada com um tom de azul. A
proteina MoFe é um tetramero o282, com as subunidades o em rosa e as  em verde. A
proteina MoFe liga-se a duas proteinas Fe e cada unidade off funciona como uma unidade
catalitica. Uma proteina Fe esta representada associando-se a uma unidade aff da proteina
MoFe. As posic¢des relativas das duas moléculas de MgADP, o centro metalico [4Fe-4S] da
proteina Fe e os centros P [8Fe-7S] e cofator FeMo (FeMo-co) [7Fe-Mo-9S-homocitrato-
C] da proteina MoFe estio mostrados. O fluxo de elétrons é do centro [4Fe-4S] ao centro
P para o cofator FeMo. No esquema os elementos apresentam as seguintes cores: C em
cinza, O em vermelho, N em azul, Fe em laranja, S em amarelo e Mo em magenta.
Fonte: Adaptado (SEEFELDT et al., 2009).

O complexo da nitrogenase também € capaz de reduzir diversos outros substratos além
do gas N> (BOTHE ez al., 2006). O substrato mais utilizado para avaliar a atividade da
nitrogenase in vivo e in vitro é o acetileno (C2Hz), que € reduzido a etileno C,H4. Quando
nenhum outro substrato estd presente, a nitrogenase € capaz de reduzir os protons presentes na

solu¢do a Hx (BARNEY et al., 2004).
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1.4 Genes nif

Em A. brasilense o operon nifHDK codificando para ambos os componentes da
nitrogenase foi isolado baseado na similaridade de sequéncia com os genes nifHDK de
Klebsiella pneumoniae (QUIVIGER et al., 1982; PERROUD et al., 1985). Varios genes nif e
fix adicionais envolvidos no processamento e transporte de elétrons para o complexo enzimatico
da nitrogenase, biossintese de cofatores, bem como regulacio da fixagdo de nitrogénio, foram
isolados. Com excecdo para os genes nifA e nifB transcritos separadamente, todos os demais
genes nif encontrados ocupam um cluster maior de mais de 30kb, contendo os genes nifHDK
(LIANG, Y.Y.; KAMINSKI, P.A.; ELMERICH C., 1991).

A transcri¢ao dos genes nif depende de promotores contendo uma sequéncia conservada
(CTGGYAYR-N3s-TTGCA) nas regides -25/-24 e -13/-12 em relacdo ao inicio de transcricao
(FISCHER, 1994). Estes promotores sdo reconhecidos por uma forma da holoenzima RNA
polimerase contendo o fator 6>* ou 6" e requerem a proteina NifA como ativador transcricional

(MERRICK, 1992).

1.5 Assimila¢cao de amonio

O amonio obtido a partir do processo de fixagao bioldgica de nitrogénio pelo complexo
da nitrogenase pode ser assimilado através de duas vias, uma envolvendo a agdo sequencial das
enzimas glutamina sintetase (GS) (Reacdo 1) e glutamato sintase (GOGAT) (Reagao 2), e outra
envolvendo a enzima glutamato desidrogenase (GDH) (Rea¢do 3), uma via alternativa em
muitas bactérias, incluindo as enterobactérias (ARCONDEGUY et al., 2001). Os produtos

dessas vias servem como doadores de nitrogénio para as reagdes biossintéticas.
Reacgdo 1

GS
NH 4+ + L-glutamato + ATP  —— L-glutamina + ADP + Pi

Reagdo 2

GOGAT
L-glutamina + a-cetoglutarato + NADPH ——— 2 L-glutamato + NADP*
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Reagdo 3

GDH
NH 4+ + a-cetoglutarato + NAD(P)H — glutamato + NAD(P)"*

A primeira via (GS — GOGAT) ¢ a principal responsavel pela assimilacdo de amonio
em condigdes limitantes deste composto e ¢ a via predominante em A. brasilense (FIBACH-
PALDI et al., 2012). Na primeira reagdo uma molécula de amonio ¢ incorporada em uma
molécula de glutamato para formar glutamina em uma reacao dependente de ATP e catalisada
pela enzima glutamina sintetase. Em seguida, hé a transferéncia do grupo amida da glutamina
para uma molécula de a-cetoglutarato (2-oxoglutarato) produzindo duas moléculas de
glutamato, em uma reacao dependente de NADPH e catalisada pela enzima glutamato sintase.
A segunda via de assimilacdo de amonio (GDH) encontra-se ativa quando a concentragao de
amonio ¢ alta, pois a GDH possui um alto Ky, para ions amoénio (MERRICK ¢ EDWARDS,
1995). Nesta reagdo ha a sintese de glutamato a partir de a-cetoglutarato e NHs" em uma tinica
etapa. Em A. brasilense a via GS-GOGAT ¢ a via predominante de assimilacdo de amonio

independente da fonte de nitrogénio utilizada para crescimento (WESTBY et al., 1987).

1.6 Regulac¢ao transcricional da nitrogenase

1.6.1 Proteina NifA

A proteina NifA pertence a familia das EBP’s (enhancer-binding proteins), envolvida
na ativagao da transcricao de genes em resposta a estimulos celulares. Esta proteina € ativadora
transcricional dos genes nif nas Proteobactérias diazotréficas (MERRICK e EDWARDS, 1995)
e pertence a familia de ativadores transcricionais dependentes de 6>* (SHINGLER, 1996), que
inclui a proteina NtrC. Para isso, a proteina NifA se liga a uma regido UAS (upstream activation
sequence), caracterizada pelo motivo TGTNjpACA (sendo N qualquer nucleotideo), no
promotor dos genes nif localizada a montante do sitio de inicio da transcri¢do (BUCK ef al.,

1987; MORETT e BUCK, 1988).

O processo de transcrigdo dependente do fator 6>* envolve etapas de ligagio de proteinas
a0 DNA e a formacdo do complexo aberto da RNA polimerase (Figura 3). Para isso, fator ¢>*
associa-se de forma reversivel com a RNA polimerase e o complexo reconhece uma sequéncia
consenso promotora localizada a -12 e -24 pares de base do sitio de inicio da transcrigao (Figura

3A). A iniciagdo da transcri¢do ocorre pela interagdo fisica da holoenzima ¢>*-RNA polimerase
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a uma proteina EBP, neste caso, a proteina NifA, que ¢ facilitada pela ligacdo do ativador
(mostrado como um oligdmero azul) a uma sequéncia de ativagdo (UAS) localizada pelo menos
100 pb a montante do local de inicio da transcrigdo. Para que esta ligacdo se estabeleca, 0 DNA
forma uma dobra e, em alguns casos, outras proteinas de ligagdo ao DNA, como as IHF
(integration host factor) sdo requeridas para que haja a formagdo deste complexo fechado
(Figura 3B) (DIXON e KHAN, 2004).

Na auséncia da proteina ativadora, a holoenzima 6°*-RNA polimerase forma complexos
fechados onde o DNA do promotor ¢ fita dupla e que raramente sofrem isomerizacao
espontanea para formar complexos abertos. A hidrolise de nucleotideos (por exemplo, ATP)
exercida pela EBP fornece energia e promove a reestruturacdo do complexo fechado para
formacao do complexo aberto, no qual as fitas de DNA da regido a ser transcrita estdo

desnaturadas (Figura 3C) (DIXON e KHAN, 2004).
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Figura 3 — Modelo esquematico de ativacido transcricional mediada pela ligacio de uma

EBP.

(A) Ligagao do DNA

Holoenzima os4 - RNA-polimerase

NDP + P,

(C) Formagao do complexo aberto

A ligacao da proteina ativadora EBP (por exemplo, NifA) a uma sequéncia UAS do DNA
(3A) permite a iniciacio da transcricdo pela interacio fisica com a holoenzima ¢%*-RNA
polimerase (3B) ligada no promotor localizado a -24/-12 bases do inicio da transcricio,
logo apos a formacio do complexo aberto (3C).

Fonte: Adaptado (DIXON e KHAN, 2004).

1.6.2 Estrutura e fun¢cio dos dominios da proteina NifA

As proteinas dessa familia possuem uma estrutura semelhante contendo trés dominios
funcionais separados por duas regides de interdominio (FISCHER et al., 1988; DRUMMOND

et al., 1986), sendo um dominio N-terminal, um dominio central catalitico, ¢ um dominio C-
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terminal. O dominio amino-terminal (N-terminal), que apresenta um motivo GAF, ¢ bastante
varidvel entre os microrganismos, refletindo a diversidade de mecanismos de regulagdo dessa
proteina entre as diferentes espécies (FISCHER, 1994). Em A. brasilense este dominio ¢
responsavel pelo controle negativo da atividade da proteina em resposta aos niveis de ions
amonio (ARSENE, F.; KAMINSKI, P. A.; ELMERICH, C., 1996). O dominio N-terminal ¢
conectado por uma regido de interdominio, denominada QL (Q-/inker), ao dominio central, que
possui em média 240 aminoacidos e ¢ bastante conservado em toda sua extensdo (MORETT e
SEGOVIA, 1993), apresentando fung¢io na interagio com o fator 6>* da RNA polimerase, além
de possuir um motivo AAA+ de hidrélise de ATP (GONZALEZ et al., 1998). O dominio
carboxi-terminal (C-terminal), possui entre 65 e 130 residuos de aminoacidos ¢ contém o
motivo hélice-volta-hélice de ligagdo ao sitio UAS do DNA (MORETT, E.; CANNON, W.;
BUCK, M., 1988). Em A. brasilense, os dominios central e C-terminal sdo ligados pela regido
interdominio (IDL). No fim do dominio central e inicio da regido interdominio IDL ha um
motivo contendo residuos de cisteinas, provavelmente envolvidos com a sensibilidade ao
oxigénio (FISCHER, 1994). A Figura 4 abaixo ilustra os dominios funcionais componentes da

proteina NifA de A. brasilense.

Figura 4 — Modelo estrutural esquematico dos dominios funcionais da proteina NifA de

A. brasilense.

1 181 205 442 507 625

GAF Central (AAA+) C-terminal

Cys-X,,-Cys-X,,-Cys-X,-Cys
I I I I
415 427 447 452

Hélice-Volta-Hélice

AlaMet-X,-AlaAla-X -LeuGly

I I I
589 600 605

O dominio amino-terminal contendo o motivo GAF destacado em azul corresponde ao
dominio regulatorio de NifA. Em amarelo esta representado o dominio central de ligacao
e hidrolise de ATP. O dominio carboxi-terminal que contém o motivo de ligacio ao DNA
encontra-se destacado em verde claro. Em azul escuro estio indicadas as regides
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conservadas de cisteinas e hélice-volta-hélice. Os niimeros em preto indicam a posicao dos
aminoacidos na proteina NifA.

1.6.3 Regulacio da atividade da proteina NifA

A regulacdo da atividade das proteinas NifA em relagdo aos niveis de oxigénio € amonio
de diversos microrganismos varia significativamente, embora apresentem estruturas parecidas.
Dependendo do tipo de regulacdo presente, as proteobactérias podem ser divididas em dois
grupos: o primeiro compreende bactérias cuja regulacdo de NifA envolve a a¢do de uma
proteina sensora denominada NifL, como observado em y-proteobactérias (BERGER et al.,
1994); e o segundo, do qual fazem parte as a e B-proteobactérias (exceto Azoarcus), onde a

regulagcdo de NifA ocorre de forma independente de NifL (DIXON et al., 1997).

Em K. pneumoniae e A. vinelandii, a atividade da proteina NifA ¢ inibida pela proteina
NifL pela formacao de um complexo inativo em resposta a altas concentracdes de oxigénio ou
ions amonio (DIXON et al., 1997). O controle da atividade inibitdria de NifLL sobre a proteina
NifA ¢ mediado pela proteina da familia Pny, GInK (JACK et al., 1999), no entanto, o
mecanismo de interacdo entre NifL e GInK parece ndao ser conservado. Isto pois, em K.
pneumoniae, por exemplo, a interacao entre NifA e GInK leva a ativagdo de NifA,
independentemente do estado de uridililacdo de GInK (HE et al., 1998). J& para A. vinelandii,
essa interacao produz uma NifA inativa, cuja inibicao ¢ aliviada pela forma uridililada de GInK,

que impede sua interacao com NifL (RUDNICK et al., 2002).

Em H. seropedicae e A. brasilense nao foi detectada a proteina NifL. Nestes organismos
a proteina NifA tem sua atividade controlada negativamente pelos niveis de oxigénio e pela
concentracdo de amonio (ARSENE, F.; KAMINSKI, P. A.; ELMERICH, C., 1996; SOUZA et
al., 1999). Estudos realizados com a proteina NifA de H. seropedicae truncada em seu dominio
N-terminal mostraram que a mesma ¢ capaz de ativar a expressao de uma fusdo nifH::lacZ tanto
na presenga quanto na auséncia de ions amonio (MONTEIRO et al., 1999a; SOUZA et al.,
1999). Além disso, foi observado que a regulagdo pelos niveis de ions amonio ¢ retomada em
E. coli quando a proteina NifA N-truncada de H. seropedicae é complementada in trans com
seu dominio N-terminal (MONTEIRO ef al., 1999b). Estes resultados indicam que o dominio
N-terminal possa estar envolvido na resposta aos niveis de nitrogénio celular (MONTEIRO et

al., 1999a e SOUZA et al., 1999).

Em A. brasilense, a proteina NifA ¢ expressa tanto na presenga quanto na auséncia de

nitrogénio fixado, entretanto, sua atividade requer a presenga da proteina Py GInB. Em
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experimento realizado por Aratjo e colaboradores (2004) foi mostrado que a proteina NifA s6
foi capaz de ativar a expressdo de uma fusdo nifH::lacZ em E. coli quando a proteina GInB
estava presente. Por outro lado, a proteina NifA truncada em seu dominio N-terminal ¢ ativa
independente da presenca da proteina GInB e dos niveis de nitrogénio fixado (ARSENE, F.;
KAMINSKI, P. A.; ELMERICH, C., 1996).

Em A. brasilense vérias delegdes da regido N-terminal de NifA foram construidas ¢ a
atividade da nitrogenase foi restaurada quando as formas N-truncadas de NifA s3o inseridas em
um mutante nif4, indicando que a porcao N-terminal ndo € essencial para sua atividade
(ARSENE, F.; KAMINSKI, P. A.; ELMERICH, C., 1996) (Figura 5). As formas N-truncadas
de NifA também sdo capazes de restaurar o fenotipo de fixagdo de nitrogénio no mutante ginB.
Além disso, em experimento de regulacdo in trans do dominio N-terminal sobre a forma N-
truncada de NifA de A. brasilense realizado por Nishikawa e colaboradores (2010), ndo foi
observado efeito negativo sobre a atividade transcricional. Estes dados levaram a formulacao
da hipotese de que em A. brasilense a regiao N-terminal de NifA inibe a atividade da proteina
em condicdes de excesso de nitrogénio e que em condigcdes de fixagdo de nitrogénio GInB-

UMP se ligaria a NifA removendo o efeito inibitério do dominio N-terminal.

Por outro lado, a proteina NifA de 4. brasilense sem o dominio N-terminal ¢ menos
ativa que a selvagem em condi¢des de fixacdo de nitrogénio, sugerindo que esse dominio possa
ser necessario para uma atividade 6tima, provavelmente por manter os outros dominios em uma
conformagdo mais favoravel ou por aumentar a estabilidade da proteina (ARSENE, F.;

KAMINSKI, P. A.; ELMERICH, C., 1996).
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Figura 5 - Modelo de regulacio da atividade da proteina NifA em resposta a amonio e na

presenca da proteina PII GInB.

(A) NifA Selvagem

Inativa Ativa

(A) NifA N-truncada

Ativa Ativa

Dominio . Dominio Regido Dominio
"E Q-linker central " Interdominio D C-terminal

N-terminal

A proteina NifA selvagem (5A) é ativa somente na auséncia de ions amonio. Nesta
condicio, a proteina Py é necessaria para prevenir a inibicio do dominio N-terminal. Na
presenca de ions amonio, o dominio N-terminal inibe o resto da proteina, provavelmente
devido ao fato de que a proteina Py ndo é capaz de manter a NifA em sua forma ativa. Por
outro lado, a proteina N-truncada (5B) é ativa mesmo na presenca de ions amoénio ou na
auséncia de Py.

Fonte: Adaptado (ARSENE et al., 1996).

1.7 Regulac¢io pos-traducional da nitrogenase

Como discutido anteriormente, a fixa¢do bioldgica de nitrogénio é um processo que
demanda um alto gasto energético, necessitando de pelo menos 16 mols de ATP para cada
molécula de dinitrogénio reduzida. Dessa forma, este processo € regulado tanto a nivel
transcricional, mediado pela proteina NifA, quanto a nivel pos-traducional em 4. brasilense. O
controle pos-traducional da atividade do complexo da nitrogenase tem sido estudado em uma
gama de diazotrofos e fornece um mecanismo rapido e reversivel pelo qual os microrganismos
podem responder a mudangas transitorias no ambiente (HUERGO et al., 2012a). Este complexo
¢ inibido de forma reversivel em resposta a adicdo de ions amonio ao meio de cultivo em varios

microrganismos diazotréficos. A atividade da nitrogenase ¢ restaurada assim que o amdnio
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adicionado ¢ consumido pelo metabolismo bacteriano. Este fendmeno ¢ conhecido como

desligamento e religamento da nitrogenase (switch off/on) (ZUMFT e CASTILLO, 1978).

O mecanismo mais bem caracterizado de regulacdo pds-traducional da nitrogenase
ocorre através de ADP-ribosilagdo de um residuo de arginina (ArglOl) do dimero da
dinitrogenase redutase, que impede a associacdo da mesma com a dinitrogenase, inibindo,
portanto, os ciclos de transferéncia de elétrons. Esta reagcdo ¢é catalisada pela dinitrogenase
redutase ADP-ribosiltransferase (DraT), um mondémero de 30 kDa que utiliza uma molécula de
NAD" como doador de grupo ADP-ribose. O grupo ADP-ribosil ligado a proteina Fe ¢
removido pela dinitrogenase redutase glicohidrolase (DraG), o que promove a reativagcao do

complexo da nitrogenase (MOURE et al., 2013; MURRELL et al., 1988).

O modelo de regulacdo pelas enzimas DraT e DraG parece envolver a interacdo direta
das mesmas com as proteinas sinalizadoras Pii. Em 4. brasilense, onde sao codificadas duas
proteinas Py, GInB e GInZ, um modelo desse sistema foi proposto por Huergo e colaboradores
(2006a). Sob condigdes de fixagao de nitrogénio as proteinas GInB e GInZ estdo totalmente
uridililadas e localizadas no citosol, assim como as enzimas DraT e DraG. Neste caso, DraG
encontra-se ativa e complexada com a proteina GInZ, enquanto DraT ¢ inativa e ndo pode
modificar a proteina NifH, que ¢ ativa (Figura 6A). Quando os niveis de amonio extracelular
aumentam, a proteina GInB desuridililada associa-se com DraT, que passa a ser ativa e catalisar
a ADP-ribosilagdo e subsequente inativagao da proteina Fe. Ao mesmo tempo, a enzima DraG
¢ sequestrada para a membrana e associa-se com a proteina transportadora AmtB via GInZ

desuridililada (Figura 6B) (HUERGO et al., 2006a).
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Figura 6 — Modelo de regulacio da atividade da proteina NifH pelas enzimas DraT e DraG

em resposta aos niveis de amonio em A. brasilense.

(A) Condigéao de fixagao de nitrogénio (B) Choque por amonio
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Sob condicdes de fixacdo de nitrogénio (6A), a proteina GInB encontra-se uridililada e ndo
interage com a enzima DraT, que nio é capaz de inativar a proteina NifH. Enquanto isso,
a enzima DraG encontra-se associada com GInZ uridililada no citosol. Por outro lado,
quando ha um choque por amoénio (6B), a DraT é encontrada interagindo com GInB
desuridililada e catalisa a inativacio da enzima NifH pela transferéncia de um grupo
ADP-ribosil a um residuo de arginina conservado do dimero. DraG, por sua vez, ¢é
sequestrada pelo transportador de amonio AmtB encontrado na membrana via GInZ.

Fonte: Adaptado (HUERGO et al., 2006a).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse projeto € construir estirpes de A. brasilense contendo o gene nif4

truncado na regido 5’ ¢ sem o gene draT, capazes de fixar nitrogé€nio constitutivamente e

excretar amonio.

2.2 Objetivos especificos

g)

Construir o plasmideo contendo o gene nif4 de A. brasilense deletado na porcao 5’;
Construir o plasmideo contendo o gene draT de A. brasilense deletado;

Selecionar e caracterizar estirpes de 4. brasilense mutantes cromossomais deletadas
na por¢ao N-terminal do gene nifA;

Selecionar e caracterizar estirpes de 4. brasilense mutantes cromossomais deletadas
no gene draT,

Determinar a atividade da nitrogenase dos mutantes duplos em diferentes condigdes
fisiologicas;

Determinar a ativacao transcricional in vivo da fusdo nifB.:lacZ pela proteina NifA
N-truncada dos mutantes contendo delecdo cromossomal da regido 5° do gene nif4;
Determinar a complementacao das estirpes contendo delegao na por¢ao N-terminal
do gene nif4 com plasmideos expressando a proteina nativa € uma outra versao N-

truncada de NifA.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Bactérias e Plasmideos
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Na Tabela 1 estdo descritas as estirpes de bactérias utilizadas nesse estudo.

Tabela 1 — Estirpes de bactérias utilizadas neste estudo

Estirpe Caracteristicas Referéncia
Escherichia coli
TOP10 F mcrd A(mcrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen
080lacZAM 15 AlacX74 deoR recAl
endAl araA139 A(ara,leu) 7697 galU
galK \ rpsL nupG N
S17.1 Tra™ (Sm®) SIMON et al., 1983
HB101 colE1 oriV; RP4tra® RP4oriT (Cm®) KESSLER et al.,
1992
Azospirillum brasilense
+
Estirpe selvagem, SP7 Nif (Nal® Sm®) PEDROSA e
FP2 YATES, 1984
FP10 FP2 nifA-(Nal® Sm®) PEDROSA e
YATES, 1984
HMO053 FP2 ginA-(Nal® Sm®) MACHADO et al.,
1991
TAFP FP2 AN-nif4 (Nal® Sm®) Este trabalho
TAHM HMO053 AN-nif4 (Nal® Sm®) Este trabalho
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Na Tabela 2 estdo listados os plasmideos utilizados nesse trabalho.

Tabela 2 — Plasmideos utilizados neste estudo

Plasmideos Caracteristicas Referéncia
pBlueScript I KS(+)  Plasmideo de alto nimero de copias para ~ Agilent Technologies
clonagem (Amp®)
pSUP202 Mob (Amp® CmR® TcR) SIMON et al., 1983
pLAFR3.18 Vetor de ampla faixa hospedeira com sitio MACHADO et al.,
de policlonagem do vetor pTZ18R (Cm® 1995
Tc®)
pET28a Vetor para expressao a partir do promotor Novagen
T7. Expressa a proteina com fusdo His-tag
Nterminal (Km®)
pMH1701 Contém o cassete sacB-Km (Km®) HYNES et al., 1989
pEMS140 Contém a fusdo transcricional nifB::lacZ REGO et al., 2006
em pPW452 (Tc®)
pLAnifApET Contém o gene nif4 de A. brasilense ARAUIJO, 2008
clonado em vetor pET28a (Km®)
pCNT7CCT Expressa a proteina NifA N-truncada de 4.  NISHIKAWA, 2010
brasilense a partir de promotor T7 (vetor
pT7-7) (Km®)
pTMAI1 Contém fragmento BamHI/Ndel de 390 Este trabalho
pb, que possui a regido AN-nif4 UP
clonada no vetor pBlueScript I KS(+) no
sitio EcoRV (AmpR)
pTMA2 Contém fragmento Ndel/Sall de 468 pb, Este trabalho
que possui a regido AN-nifA DOWN
clonada no vetor pBlueScript I KS(+) no
sitio EcoRV (AmpR)
pTMA3 Contém fragmento BamHI/Kpnl de 268 Este trabalho

pb, que possui a regido draT UP clonada
no vetor pBlueScript I KS(+) no sitio
EcoRV (Amp®)



pTMA4

pTMAS

pTMAG6

pTMA7

pTMAS

pTMA9

pTMA10

pTMAI11

pTMA12

Contém fragmento Kpnl/Sall de 356 pb,
que possui a regiao dral DOWN clonada
no vetor pBlueScript I KS(+) no sitio
EcoRV (Amp®)

Contém fragmento BamHI/Sall de 846 pb,
que possui a regiao AN-nif4 UP fusionada
a AN-nifA DOWN, clonado no vetor
pBlueScript II KS(+) no sitio EcoRV
(Amp")

Contém fragmento BamHI/Sall de 603 pb,
que possui a regido draT UP fusionada a
draT DOWN, clonado no vetor
pBlueScript II KS(+) no sitio EcoRV
(Amp®)

Contém fragmento BamHI/Sall de 846 pb,
que possui a regiao AN-nif4A UP fusionada
a AN-nifA DOWN, clonado no vetor
pSUP202 entre os sitios de restrigao
BamHI e Sall (Amp® Cm®)

Contém fragmento BamHI/Sall de 603 pb,
que possui a regido draT UP fusionada a
draT DOWN, clonado no vetor pSUP202
entre os sitios de restricdo BamHI e Sall

(Amp®R Cm®)

Contém o fragmento BamHI de sacBKm
clonado no plasmideo pTMA7 digerido
com a enzima de restrigio BamHI (Amp®
Cm® Km®)

Contém o fragmento BamHI de sacBKm
clonado no plasmideo pTMAS digerido
com a enzima de restrigio BamHI (Amp®
Cm® Km®)

Contém o gene nif4 N-truncado de A.
brasilense clonado em vetor pET28a (Km®)

Contém o gene nifA N-truncado de A.
brasilense clonado no plasmideo
pLAFR3.18 (Cm® Tch?)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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pTMAI13 Contém o gene nif4 de A. brasilense Este trabalho
clonado no plasmideo pLAFR3.18 (Cm®
Tc®)

3.2 Meios de cultura, condi¢des de cultivo e estoque de bactérias

3.2.1 Meios empregados para cultivo de A. brasilense
As estirpes de A. brasilense foram cultivadas a 30°C em meio NFbHP (MACHADO et
al., 1991) e sob agitagdo de 120 rpm. Este meio consiste em meio NFb suplementado com

solu¢do de fosfatos em uma propor¢ao de 50 mL para 1 L volume final (Tabela 3 — Composi¢ao

do meio NFbHP).

Tabela 3 — Composicio do meio NfbHP

Elemento gramas/litro
KH>PO4 4,0
KoHPO4 6,0
MgS04.7H,0 2,0. 10!
NaCl 1,0. 10!
CaCl 2,0.107
Acido nitrilo triacético 5,6.107
FeSO4.7H,0 2,0.107
Lactato de Sodio 5,0
Biotina 1,0.10*
Na;Mo004.2H,0 2,0.10°
MnS0O4.H,O 2,35.107
H;BO:; 2,8.10°
CuS04.5H,0 8,0.107
ZnS04.7H>0 2,4.10%

Como fonte de nitrogénio foi utilizada solugdo de NH4Cl 1 M diluida para as

concentragdes finais de 5 mM, 10 mM e 20 mM no meio (condi¢des de alto amdnio). Também

foi utilizada solugdo de glutamato 1 M diluida para concentracdo final de 0,5 mM no meio
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(condigdo de baixo amodnio). As solugdes de fosfatos, cloreto de amonio e glutamato foram

autoclavadas separadamente e adicionadas frias a0 meio anteriormente a inoculagao.

O meio NFbHP so6lido foi obtido adicionando-se 4gar bacterioldégico na concentragdo
de 15 g/L ao meio liquido. Dez por cento da mistura de fosfatos foi adicionada ao meio solido
antes da autoclavacao para evitar hidrolise do dgar devido a possiveis variagdes no pH. O meio
NFbHP semi-sélido foi obtido através da mistura dos meios liquido e s6lido na proporgdo de

89:11 no momento do uso, respectivamente.

3.2.2 Meios empregados para cultivo de E. coli

Para cultivo das estirpes TOP10 e S17.1 de Escherichia coli em meio liquido foram
utilizados os meios Luria-Bertani Broth (LB), Terrific Broth (TB) e SOC. As culturas em meio
liquido foram incubadas a 37°C sob agitacao de 160 rpm em incubadora rotativa (shaker) New

Brunswick C25.
O meio LB (SAMBROOK et al, 1989) apresenta a seguinte composi¢ao:

Tabela 4 — Composicao do meio LB

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5S¢/l
NacCl 10 g/L

pH 7,0

Para cultivo em meio sélido (LA) adicionou-se 15 g/L de 4gar ao meio LB.
O meio TB (SAMBROOK ef al, 1989) apresenta a seguinte composi¢ao:

Tabela 5 — Composicao do meio TB

Triptona 12 g/L
Extrato de levedura 24 g/
Glicerol 4 mL/L




36
O meio SOC (SAMBROOK et al, 1989) apresenta a seguinte composi¢ao

Tabela 6 — Composicao do meio SOC

Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 5¢/lL
Glucose 3,6 g/L
NaCl 0,6 g/L
KC1 0,186 g/L
MgCl 0,94 g/L
MgSOq4 1,2 g/L
pH 7,0

As estirpes de E. coli foram estocadas em glicerol 50% a -20°C. As estirpes de A.

brasilense foram estocadas em frascos de vidros de 10 mL contendo 4 mL de meio NFbHPN-
lactato solido inclinado, a temperatura ambiente.

3.3 Antibioticos

As concentragoes finais dos antibidticos utilizados nesse estudo estdo descritas na

Tabela 7 e foram adicionados aos meios de culturas de acordo com a resisténcia da estirpe ou
do plasmideo.

Tabela 7 — Concentracoes de antibidticos utilizadas nos cultivos

Antibiético Concentracao final para Concentracao final para
culturas de E. coli culturas de A. brasilense
Acido Nalidixico (Nal) 10 pg/mL 10 pg/mL
Ampicilina (Amp) 250 pg/mL 3
Canamicina (Km) 100 pg/mL 200 pg/mL
Cloranfenicol (Cm) 30 pg/mL 30 pg/mL
Estreptomicina (Sm) 20 pg/mL 80 pug/mL
Tetraciclina (Tc) 10 pg/mL 10 pg/mL
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3.4 Técnicas de manipulacio de DNA
3.4.1 Purificacdo de DNA gendmico de A. brasilense

A extragdo de DNA genomico de A. brasilense foi realizada a partir de uma cultura
saturada. Para isso, cem microlitros de uma cultura fresca de 4. brasilense foram inoculados
em 10 mL de meio NFbHP contendo NH4Cl a 20 mM, sendo feita uma incubagao de 18 horas
a 30°C sob agitacdao de 120 rpm. Ao final do crescimento, a cultura foi transferida para tubos
do tipo Eppendorf e estes entdo foram centrifugados a 13.000 rpm durante 1 minuto. Em
seguida, as células foram lavadas com 1 mL de tampao TES (Tris-HCI pH 8,0 50 mM, EDTA
pH 8,0 20 mM, NaCl 200 mM) e ressupensas em 500 pL de TES. As células adicionou-se 2 pL
de uma solucdo de lisozima a 100 mg/mL, seguido de incubacao a 30°C por uma hora. Apds
esse periodo, foram adicionados SDS (1% m/v) e proteinase K (50 pg/mL), a mistura foi
homogeneizada e incubada a 30°C por 16 horas. O sistema foi extraido quatro vezes com 500
puL de solugdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), e duas vezes com solugdo de
cloroférmio. O sobrenadante aquoso foi separado e entdo adicionado de 2 volumes de etanol
absoluto para precipitagdo do DNA gendmico, o qual foi separado por centrifugagdo a 13.000
rpm por 10 minutos. O precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 80% (v/v) e, apds secagem

a vacuo, ressuspenso em 80 pl de agua ultrapura estéril.

3.4.2 Reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR)

A amplificacdo de DNA foi realizada utilizando o sistema de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (MULLIS e FALOONA, 1987). Para a maioria das reagdes utilizou-se um
sistema ao qual ¢ adicionado 20 pmol de cada primer, 0,2 mM de uma solugdo de dNTPs,
tampdo para Pfu na concentracdo de 1X no volume final de reagdo, 1,5 mM de cloreto de
magnésio, 1,5 U de Pfu X7 DNA polimerase e dgua ultrapura para completar o volume final
para 50 pL. Como DNA molde foram utilizados 20 ng de DNA gendmico extraido da estirpe
FP2 de A. brasilense (derivada da estirpe Sp7) e, alternativamente, culturas de células fervidas
foram usadas como DNA molde nas rea¢des de PCR. Em alguns casos fez-se necessario o uso

de DMSO (10 % ao volume final), afim de otimizar as amplificagdes.

3.4.3 Extracio plasmidial

A extragdo de plasmideos foi realizada pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et

al., 1989) com algumas modificagdes. Aliquotas de 1,5 mL de células de E. coli contendo o
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plasmideo de interesse e cultivadas até a saturacdo em meio liquido foram coletadas e
centrifugadas a 14.500 rpm por 1 minuto. O sedimento resultante da centrifugacdo foi
ressuspendido em 150 pL de solu¢do GET (glucose 50 mM, EDTA 10 mM pH 8,0 e Tris-HCI
25 mM pH 8,0). A lise das células foi realizada através da adigdo de 150 pL de solucdo de lise
(SDS 1%, NaOH 0,18 M), e, para neutralizacdo do pH, foram adicionados 150 pL de KacF
(acetato de Potassio 3 M, acido formico 1,8 M, pH 4,8). Apds incubagdo em banho de gelo por
15 minutos, o DNA cromossomal, proteinas ¢ fragmentos celulares foram precipitados por
centrifugacdo durante 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e tratado pela
adicao de 100 pL de solugdo cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) aos tubos, os quais foram
agitados e centrifugados por 10 minutos a 14.500 rpm. O sobrenadante foi entdo coletado,
transferido para um novo tubo e o DNA plasmidial precipitado pela adicao de 2 volumes de
etanol 96%. Apo6s homogeneizacao vigorosa e centrifugacao por 15 minutos a 14.500 rpm, o
DNA precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a vacuo ou a temperatura ambiente e

ressupendido em 30 pL de dgua ultrapura.

3.4.4 Eletroforese em gel de agarose

Para analise dos fragmentos de DNA foi utilizado gel de agarose horizontal, como
descrito por Sambrook ef al. (1989) com modificacdes. As concentragdes empregadas variaram
de 1 a 2%, em tampao TBE 1X (Tris base 89 mM, &cido borico 89 mM e EDTA 2 mM pH 8,0)
ou TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8,3 e EDTA 1 mM), dependendo do objetivo da eletroforese.
As amostras foram misturadas com tampao FSUDS (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de
EDTA pH 8,0, 0,025% azul de bromofenol, 0,025% xileno cianol, 0,1% SDS e 20% Ficol) ¢ a
corrida foi realizada a 60 V por um periodo varidvel de acordo com a concentragdo do gel e os
tamanhos dos fragmentos a serem separados. O DNA foi visualizado, apods tratamento com
solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) por 15-30 minutos, em transluminador de luz
ultravioleta (315 nm). O perfil eletroforético foi registrado utilizando um sistema de video-

imagem acoplado (UVP).

3.4.5 Sequenciamento de DNA

Fragmentos de DNA de interesse foram sequenciados pelo método de terminagdo de
cadeia utilizando dideoxinucleotideos marcados com fluor6foros (SANGER, F.; NICKLEN,
S.; COULSON, A. R., 1977). Para a maioria das rea¢des de sequenciamento foram utilizados 2
pL de tampao Save Money 10X, 1 pL de solucdo de dideoxinucleotideos (BigDye® Terminator
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v3.1), 0,5 uL de primer forward ou reverse a 10 pmol/uL e dgua ultrapura para completar
volume de 10 pL de reacdo. A massa de plasmideo utilizada nas rea¢des de sequenciamento
variou entre 200-500 ng de DNA. Alternativamente, produtos de PCR foram utilizados como
DNA molde e, nestes casos, a massa adicionada variou de acordo com o tamanho do produto.
Os parametros de amplificacdo foram definidos de acordo com os iniciadores utilizados. Para
a maioria dos casos os parametros utilizados foram: um ciclo de 1 minuto a 95°C; 30 ciclos
incluindo uma etapa de 15 segundos a 95°C e outra de 4 minutos a 60°C; e extensdo final de 5
minutos a 60°C. O produto da reagdo de sequenciamento, acrescido de 10 uL de agua ultrapura,
foi precipitado para remocdo de restos de primers, dNTPs e alguns sais. Para isso, foram
adicionados 2 pL de acetato de amonio 7,5 M e 66 pL de etanol 96%. Em seguida, foi feita
uma incubacdo a -80°C durante 30 minutos e o produto precipitado foi recuperado por
centrifugacao a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Por fim, o precipitado foi lavado com
etanol 70%, seco, e utilizado para andlise em sequenciador automatico ABI-PRISM 1500

(Applied Biosystems).

3.4.6 Clivagem de DNA com enzimas de restri¢ao

Endonucleases de restricdo foram adquiridas da Thermo Fisher Scientific ou New
England Biolabs. As condigdes de reagdo, bem como quantidade de DNA, enzima e tampao,
foram aquelas sugeridas pelo fabricante. Para confirmagdo de tamanho de fragmentos clonados
foram utilizados sistemas de reagdo de 10 pL. Sistemas de 100 pL foram utilizados para
purificagdao dos fragmentos gerados. As clivagens foram confirmadas através de eletroforese

em gel de agarose 1% (tampao TAE 1X).

3.4.7 Ligacao de fragmentos de DNA aos vetores

Para reacdes de ligagdo foram empregados sistemas contendo uma mistura de DNA
plasmidial linearizado e DNA inserto em uma propor¢do 1:5, 1 uL de tampao T4 DNA ligase
10X, 1 a2 U de enzima T4 DNA ligase (Fermentas) e dgua ultrapura para completar volume
final de 10 pL de reagdo. A temperatura de incubagdo da mistura variou de 16-20°C por nao

mais do que 18 horas.
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3.5 Transformacio bacteriana por choque térmico

3.5.1 Preparo de células quimiocompetentes utilizando MgCl; e CaCl;

Células quimiocompetentes de E. coli TOP10 e S17.1 foram preparadas seguindo o
método utilizando cloreto de magnésio e cloreto de calcio (CHAN et al., 2013). Inicialmente
uma cultura de E. coli crescida até a saturagdo foi utilizada como inodculo em 100 mL de meio
LB em um frasco do tipo Erlenmeyer de 1 L em uma proporcao de 1:100. O cultivo foi realizado
a 30°C a 120 rpm até que a cultura atingisse uma D.O.s9snm entre 0,3 € 0,4. Apos o periodo de
incubacado, a cultura foi dividida em 2 tubos falcon de 50 mL e foi feita uma centrifugacao a
4.000 rpm, 4°C por 10 minutos. O precipitado resultante foi ressuspendido em 15 mL de solucao
MgCl: 0,1M. Apds ressuspensao lenta das células foi realizada uma nova centrifugacdo a 4.000
rpm, 4°C por 10 minutos, sendo o sedimento ressuspendido em 25 mL de solugdao CaCl, 0,1M
e incubado em banho de gelo durante 30 minutos. Centrifugou-se a suspensdo novamente a
4.000 rpm, 4°C por 10 minutos, seguida de ressuspensao cuidadosa em 4 mL de uma solucao
CaCl; 0,1M com 20% de glicerol. Aliquotas de 100 pL foram feitas e estocadas em freezer a -

80°C até o momento de uso.

3.5.2 Transformacio bacteriana por choque térmico

Para transformacgao bacteriana, plasmideos ou reagdes de ligacdo foram adicionados a
uma suspensao de 100 puL de células quimiocompetentes pelo método descrito no Item 3.5.1.
Ap6s homogeneizagao cuidadosa do DNA nas células, o sistema foi incubado por 30 minutos
em banho de gelo. Ao final do tempo de incubagao, as células foram submetidas a choque
térmico (90 s a 42 °C, 120 s no gelo) e recuperadas através de adicdo de 900 puL de meio SOC
e incubacdo a 37 °C por 1 h. Apos a recuperagdo aproximadamente 200 pL da suspensdo foram
plaqueados em meio LA contendo os respectivos antibioticos e indicadores para selecdo de

clones de cada transformacao.
3.6 Conjugacao bacteriana

3.6.1 Conjugacio biparental

Os plasmideos recombinantes a serem transferidos para as estirpes de A. brasilense
foram primeiramente transformados em E. coli S17.1 (tra®). As estirpes de A. brasilense
(receptora) e E. coli (doadora) foram cultivadas previamente até a saturacdo nos meios

NFbHPN-lactato e LB, respectivamente, contendo os antibidticos para a selecdo. No dia da
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conjugacao, 10 puL da cultura de E. coli saturada foram utilizados para inocular 2 mL de meio
LB sem antibioticos e 100 pL da cultura de 4. brasilense saturada foram utilizados para inocular
2 mL de meio NFbHPN-lactato sem antibidticos. As bactérias repicadas foram crescidas sob
agitacdo durante 5 horas a 37°C e 30°C, respectivamente. Apds o final do tempo de incubagdo
foram feitas misturas das culturas de E. coli e A. brasilense em duas proporc¢des distintas. Em
uma placa contendo meios LA/NFbHPN-lactato em uma proporg¢ao 1:1, foram depositadas, em
forma de gotas, misturas de 100 pL/2 puL e 50 plL/5 pL de 4. brasilense e E. coli,
respectivamente. Apos incubagdo das placas a 30°C durante 20 horas, a massa de células foi
coletada, ressuspendida em microtubos contendo 1 mL de meio NFbHPN-lactato e plaqueada

em placas contendo meio NFbHPN solido e os antibioticos adequados.

3.6.2 Conjugacio triparental

As estirpes de E. coli TOP10 e HB101 contendo os plasmideos mutagénico mobilizavel
e conjugativo (pRK600), respectivamente, foram crescidas previamente em meio LB a 37°C
contendo os antibioticos de selecao. De forma analoga, as estirpes receptoras de 4. brasilense
foram cultivadas até a saturacdo em meio NFbHPN-lactato a 30°C. Apods crescimento das
estirpes, 10 pL da cultura de E. coli foram utilizados para inocular 10 mL de meio LB sem
antibioticos e os seguintes volumes das culturas de A. brasilense foram utilizados para inocular
20 mL de meio NFbHPN-lactato sem antibidticos: 150, 300, 500 e 750 uL. Apos
aproximadamente 3 horas de crescimento da cultura de E. coli e 6 horas de crescimento das
culturas de A. brasilense, estas foram misturadas em duas proporcdes distintas. Em uma placa
contendo meios LA/NFbHPN-lactato em uma proporg¢ao 1:1, foram depositadas, em forma de
gotas de aproximadamente 200 pL, misturas de 5 mL/2,5 mL/2,5 mL e 9 mL/0,5 mL/0,5 mL
de A. brasilense, TOP10 e HB101, respectivamente, que foram previamente centrifugadas por
10 minutos a 5.000 rpm. Ap0s incubagdo das placas a 30°C durante 20 horas, a massa de células
foi coletada, ressuspendida em microtubos contendo 1 mL de meio NFbHPN-lactato e

plaqueada em placas contendo meio NFbHPN-lactato solido e os antibidticos adequados.

3.7 Estratégias de mutagénese dos genes nifA e draT de Azospirillum brasilense

A estratégia de mutagénese utilizada para delecdo do gene draT e da por¢ao N-terminal
do gene nifA de A. brasilense residiu na amplificacdo das regides localizadas a montante (UP)

e a jusante (DOWN) das regides alvo de delecao através da técnica de PCR, conforme descrito
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no Item 3.4.2. A sequéncia utilizada para o planejamento dos oligonucleotideos iniciadores
empregados na mutagénese do gene nif4 de A. brasilense encontra-se depositada no GenBank
sob codigo de acesso X60714.1. A sequéncia do gene draT utilizada encontra-se depositada no
mesmo banco de dados sob codigo de acesso M87319.1. Os oligonucleotideos iniciadores

utilizados para reagdes de amplificagdo encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes da PCR

Nome Sequéncia (5°—3°) Sitio de restricao
nifA_ UP_FOR GGATCCTCCTCCGGCATACCGTC BamHI
nifA_ UP_REV AACATATGCGACACCCCCTGCTCAA Ndel

nifA_ DOWN_FOR CGCATATGTTCCGCATGCAGAAGG Ndel
nifA DOWN_REV CAGGTCGACGTCGGTCTTGATGGTC Sall
draT UP _FOR GGATCCTTGCCTCGTCTTGCGGT BamHI
draT UP REV CCAGGTACCGTCCGCCATCGC Kpnl
draT DOWN_FOR GACGGTACCTGGGTGCCGCTCA Kpnl
draT DOWN_REV GGGTCGACATCTCGGTGTCGTCG Sall

Para definir a melhor temperatura de anelamento dos primers foi realizada inicialmente
uma reacdo de PCR contendo um gradiente de temperatura variando entre 52,3-71,6°C. Os
parametros utilizados para amplificar as regides de interesse, apos definida a melhor
temperatura de anelamento, foram: um ciclo de 4 minutos a 95°C; 30 ciclos incluindo uma etapa
de 15 segundos a 94°C, outra de 15 segundos a 71,6°C e outra de 15 segundos a 72°C; e extensao
final de 5 minutos a 72°C.

Os fragmentos resultantes da amplificacdo das regides a montante e a jusante (entre 200
e 500 pb) da regido codificadora dos genes, foram adicionados ao vetor pSUP202 empregado
na mutagénese. A inser¢do dessas regides teve como objetivo aumentar o grau de homologia
entre o vetor construido e o genoma de A4. brasilense, favorecendo, portanto, a recombinagado
homodloga necessaria para a obtengdo dos mutantes. Um marcador de sele¢do negativa, sacB,
primeiramente descrito por Philippe Gay e colaboradores em 1983, também foi adicionado ao
vetor mutagénico (“’vetor suicida’’), uma vez que possibilita o uso de uma pressao de selecao
negativa para o isolamento de bactérias que tenham sofrido a delecdo da regido de interesse. O
cassete contendo o gene sacB, isolado a partir do vetor pMH1701 (HYNES et al., 1989),
também inclui um gene de resisténcia a canamicina (sacBKm), o que permite a selecdo de

bactérias que tenham sofrido integracdo do plasmideo em seu genoma.
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Apds a construcao dos plasmideos mutagénicos, estes foram transferidos para as estirpes
FP2 e HM053 (MACHADO et al., 1991) de A. brasilense pela técnica de conjugacao biparental
descrita no Item 3.6.1. A selecdo de bactérias transconjugantes, isto €, que sofreram o primeiro
evento de recombinagdo, foi feita utilizando as seguintes concentragdes dos seguintes
antibidticos: canamicina 200 pg/mL (resisténcia conferida pelo cassete sacBKm), cloranfenicol
30 ug/mL (marca de resisténcia do plasmideo) e acido nalidixico 10 pg/mL (marca de
resisténcia da bactéria). Neste momento, o plasmideo integra-se ao genoma da bactéria através
de recombinacdo homdloga entre o gene selvagem e o fragmento UP ou DOWN contido no
plasmideo.

A confirmagdo dos mutantes simples foi feita através de uma reacdo de PCR que
resultou na deteccdo de duas copias do gene alvo, sendo uma copia selvagem e uma copia
deletada (inserida no vetor). Em seguida, as estirpes de A. brasilense contendo o plasmideo
foram cultivadas em meio NFbHPN-lactato liquido sem o antibidtico canamicina e repicadas
por duas vezes. No ultimo cultivo, 200 pL da cultura crescida foram plaqueados em meio
NFbHPN-lactato s6lido contendo 10% de sacarose. Nessa etapa € possivel a selecdo de colonias
que sofreram o segundo evento de recombinagdo, o qual € caracterizado pela saida do plasmideo
do genoma carregando parte do gene a ser deletado. A expressdao do gene sacB ¢ letal em A.
brasilense, ja que, na presenca de sacarose, resulta em um acimulo de polimeros de frutose no
espaco periplasmatico, levando a lise das células (STEINMETZ et al., 1983). A confirmagao
dos duplos mutantes foi feita em duas etapas. Na primeira, colonias crescidas na presenca de
sacarose foram testadas quanto a capacidade de crescer na presenga de canamicina. Coldnias
sensiveis a esse antibiotico perderam o cassete sacBKm e sdo possiveis duplo recombinantes.
Na segunda etapa, aquelas colonias sensiveis a canamicina identificadas na primeira etapa,
foram submetidas a reacdo de PCR para confirmag¢do da presenca apenas da copia deletada do

gene.

3.8 Determinacio de atividade da nitrogenase

Os ensaios para determinagao de atividade da nitrogenase foram realizados pelo método
de reducdo do acetileno a etileno, conforme descrito por Dilworth (1966) e Schollhorn e Burris
(1967), e modificado por Klassen e colaboradores (1997). Para isso, as estirpes de A. brasilense
de interesse foram inicialmente cultivadas em meio NFbHP contendo NH4CI 10 mM como
fonte de nitrogénio na presenca de antibidticos. Ao final do tempo de incubacdo foram
utilizados 20-50 uL das culturas crescidas como indculo em frascos contendo 4 mL de meio

NFbHP semi-solido (sem antibidticos) na presenga de 0,5 mM de glutamato (condi¢do de baixo
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nitrogénio) ou 10 mM de NH4Cl (condi¢do de alto nitrogénio). Apds cultivo a 30°C por cerca
de 24 horas, os fracos foram vedados com rolhas de borracha (suba-seal) e injetados de
acetileno gasoso com uma seringa (10% do volume da fase gasosa do frasco), sendo realizada
uma nova incubag¢io a 30°C por 1 hora. Em seguida, amostras de 500 uL da fase gasosa foram
coletadas para analise do etileno formado por cromatografia em cromatografo Varian Star 3400
CX equipado com uma coluna de Porapak N e detector de ionizagdo de chama. Para o calculo
de atividade especifica da nitrogenase foi utilizado um padrao de etileno fornecido pela White
Martins S.A. e, ao final da coleta das amostras gasosas dos frascos, estes foram vigorosamente
homogeneizados para determinacdo da concentracdo de proteinas totais pelo método de
Bradford. A atividade da nitrogenase foi expressa em nmol de etileno formado por minuto por

miligrama de proteina na cultura.

3.9 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais de culturas foi realizada pelo método descrito por
Bradford (1976). Antes do inicio de cada ensaio de determinagdo da concentracao de proteinas,
foi feita uma curva padrao utilizando uma solugdo estoque de BSA (albumina sérica bovina)
0,2 ng/uL. Para isso foram usadas diversas concentragdes da proteina padrao (0,6 pg/uL — 20
pug/ul) e as leituras foram feitas em triplicata de amostra em placas de ELISA contendo 96
pocos. Ao volume de 30 uLL de cada amostra no pogo de leitura foram adicionados 170 uL de
reativo de Bradford e, em seguida, efetuada a leitura de absorbancia a 595 nm em
espectrofotometro. A curva padrao foi gerada plotando os valores de concentragao de proteina
na abscissa contra os valores encontrados para média das absorbancias na ordenada.

Ap0s a determinacdo da curva padrdo de BSA foi feita a dosagem de proteinas totais de
culturas de bactérias. Para isso, 50 pL do homogeneizado obtido apos agitagcdo vigorosa das
culturas em frascos semi-solidos, foram transferidos para placa de ELISA e adicionados de 50
pL de solugdo NaOH 0,2 M. Em seguida, a placa foi incubada a 37°C durante uma hora para
lise e, assim como para a curva padrdo, foram feitas triplicatas de amostras. Apds o tempo de
incubacdo, 30 pL do produto de lise foram transferidos para uma nova placa de ELISA e
adicionados de 170 pL de reativo de Bradford. A leitura das amostras foi efetuada em
espectrofotometro a 595 nm e, partindo da média das absorbancias encontradas em cada ponto,
foi possivel de determinacdo a concentragdo de proteinas totais das culturas utilizando a

equacao da reta gerada pela curva padrao de BSA.
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3.10 Determinacao da atividade especifica da -galactosidase

Para determinacdo da atividade especifica de P-galactosidase, as estirpes de A.
brasilense de interesse foram inicialmente conjugadas com o plasmideo pPEMS140 contendo a
fusdo nifB::lacZ utilizando a técnica de conjugagdo biparental descrita no Item 3.6.1. As
estirpes conjugadas com o plasmideo pEMS140 (triplicata de colonias) foram previamente
crescidas em meio NFbHP liquido contendo NH4Cl 10 mM na presenga dos antibidticos
tetraciclina e acido nalidixico. Ao final do periodo de crescimento, 50 uL de cada cultura foram
utilizados para inocular 4 mL de meio NFbHP semi-solido contendo glutamato 0,5 mM ou
NH4Cl 10 mM na auséncia de antibidticos. Apds o cultivo das bactérias a 30°C durante
aproximadamente 24 horas, os frascos foram vedados com tampas de borracha (suba-seal) e
agitados vigorosamente em vortex para homogeneizacao das culturas.

Aliquotas de 100 pL das culturas homogeneizadas (duplicata) foram adicionadas em
tubos de 2 mL contendo 900 pL de tampao Z (Na2HPO4.7H20 60 mM, NaH>PO4.7H>O 40 mM,
KCI1 10 mM, MgS04.7H>,0 1 mM, B-mercaptoetanol 50 mM e SDS 0,0027%, pH 7,0). Em
seguida, foram adicionados 25 pL de cloroférmio e os tubos foram agitados em vortex durante
5 segundos. Como branco de reagao foi preparado um tubo contendo 900 uL de tampao Z e 100
pL de meio NFb-lactato ao invés de cultura, e este foi utilizado para zerar o equipamento
durante a leitura. Para equilibrar a temperatura, os tubos foram transferidos para banho-maria a
30°C por 10 minutos e, em seguida, o inicio da rea¢ao enzimatica foi disparado pela adigao de
200 pL do substrato ONPG (o-nitrofenil B-D-galactosideo 4 mg/mL, preparado em tampao Z).
Ap6s a adicdo de ONPG no primeiro tubo, o tempo de reacao foi cronometrado e a reacao foi
interrompida apos aparecimento de uma coloracao amarelada através da adi¢ao de 500 uL de
Na;COs 1 M. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 13.400 rpm durante 5 minutos para
retirada dos “debris” celulares e 200 pL do sobrenadante foram utilizados para determinar a
absorbancia do cromoforo o-nitrofenol a 415 nm em triplicata de amostra.

Aliquotas de 50 pL das culturas homogeneizadas foram utilizadas para determinar a
concentragcdo de proteinas totais, conforme descrito no Item 3.9. A atividade especifica de [3-
galactosidade foi dada em nmol de ONP produzido por minuto por miligrama de proteina da

cultura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéo dos plasmideos mutagénicos pTMA9 e pTMA10

Apds a analise das regides gendmicas de interesse, planejamento e sintese dos
oligonucleotideos iniciadores, conforme descrito na Tabela 8, foram iniciadas as etapas de
clonagem e subclonagem para constru¢do dos plasmideos mutagénicos contendo o gene nifA4
truncado na por¢do amino-terminal e o gene draT deletado. Para isso, os fragmentos resultantes
da amplificacdo das regides localizadas a montante (UP) e a jusante (DOWN) das regides alvo
de dele¢do (conforme descrito no Item 3.7) foram clonados individualmente no vetor
pBluescript II KS (+) digerido com a enzima EcoRV (vetor blunt), gerando os plasmideos
pTMAI1 e pTMA?2 (Figura 8) ou pTMA3 e pTMA4 (Figura 9).

A estratégia de mutagénese do gene nif4 de A. brasilense empregada visou a construgao
de uma proteina truncada entre os residuos de aminoacidos 2-187 (Figura 7), os quais
correspondem ao dominio N-terminal e aos primeiros aminoacidos da regido de interdominio
QL, iniciando a tradug@o a partir do décimo residuo do QL. O numero de aminoacidos deletados

referentes a por¢ao draT do operon draTG de A. brasilense foi de 249.

Figura 7 — Modelo estrutural esquematico da porcdo deletada da proteina NifA de A.

brasilense.
178 205 442 507 625
Ponto de truncagem Cys-X,,- Cys-X19-CyS-X4-CyS

I I I I
415 427 447 452

Em vermelho estio destacados o dominio amino-terminal e os aminoacidos iniciais da
regiio de interdominio QL que foram alvos de mutagénese. A deleciio dessas regides leva
a construciio de uma proteina NifA truncada entre os residuos de aminoacidos 2-187. Em
verde estdo destacados os outros dois dominios funcionais ndo modificados (central e
carboxi-terminal). Em azul estdo indicadas as regides conservadas de cisteinas. Os
numeros em preto indicam a posicio dos aminoacidos na proteina NifA.
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Figura 8 — Esquema geral da regiio do gene nif4 de A. brasilense utilizada para

construcio dos plasmideos pTMA1 e pTMA2.

UP FOR i DOWN FOR
> nifA (GAF) — >
I
UP REV DOWN REV
1 PCR 1 PCR
BamH| Ndel Ndel Sall
Fragmento nifA UP Fragmento nifA DOWN

—— EcoRV

pBluescript I1 KS{+)
2961 bp

Ligagio & Restricdo do vetor com a enzima EcoRV ¥ Ligagdo

Em preto estdo destacadas as regides localizadas 2 montante e a jusante da porciao N-
terminal do gene nifA que foram amplificadas a partir do genoma da estirpe FP2 selvagem
(derivada da estirpe Sp7) de A. brasilense e clonadas no vetor pBluescript IT KS (+)
linearizado blunt com a enzima EcoRV, originando os plasmideos pTMA1 e pTMAZ2,
respectivamente. A regiao destacada em cinza escuro corresponde a porcio do gene a ser
deletada. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacio dos fragmentos
estdo representados por setas e os sitios de restricio de interesse no vetor e nos fragmentos
estio indicados.
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Figura 9 — Esquema geral da regiio do gene draTl de A. brasilense utilizada para

construcio dos plasmideos pTMA3 e pTMA4.

UP FOR DOWN FOR
—> draT —>
. IIaaaaaaaaaaaa— ]
UP REV DOWN REV
l PCR l PCR
BamHI Kpnl Kpnll Sall
Fragmento draT UP Fragmento draT DOWN
—— EcoRV
pBluescript 1T KS(+)
2361 bp
Ligacéo ¢ Ligacdo

Restricdo do vetor com a enzima EcoRV

pTMA3 pTMA4
3228 pb 3316 pb

Em azul escuro estio destacadas as regides localizadas 2 montante e a jusante do gene
draT que foram amplificadas a partir do genoma da estirpe FP2 selvagem (derivada da
estirpe Sp7) de A. brasilense e clonadas no vetor pBluescript II KS (+) linearizado blunt
com a enzima EcoRV, originando os plasmideos pTMA3 e pTMAA4, respectivamente. A
regido destacada em cinza escuro corresponde ao gene a ser deletado. Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a amplificacio dos fragmentos estio representados por setas e
os sitios de restricio de interesse no vetor e nos fragmentos estio indicados.
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A confirmacdo das clonagens foi feita por meio de reacdes da restricdo dos plasmideos
extraidos com as enzimas Pst/ e Hindlll presentes no vetor pBluescript II KS (+), afim de
verificar a liberagdo de inserto de tamanho esperado. A digestdo dos plasmideos pTMALI e
pTMAZ2 com essas enzimas deve liberar os insertos clonados de 390 e 468 pb, respectivamente,
além da banda do vetor linearizado de aproximadamente 3 kb. Os fragmentos liberados pela
digestao dos plasmideos pTMA3 e pTMA4 com as enzimas Pstl ¢ Hindlll devem possuir

tamanhos de 268 e 356 pb, respectivamente.

Ap6s a confirmagdo de clones por meio do padrao de restri¢ao, estes foram submetidos
a reacdo de sequenciamento, cujos produtos foram analisados por meio do programa Bioedit e
da ferramenta *’Alignment’’ do programa MEGAG6, afim de identificar a presenga dos sitios de
restri¢do inseridos nos fragmentos através da amplificacdo com os primers mutagénicos (Tabela
8) e também para checar o aparecimento de possiveis mutagdes indesejaveis. Os plasmideos
extraidos a partir dos clones selecionados por sequenciamento foram digeridos com as enzimas
de restricdo BamHI e Ndel ou Ndel e Sall, atim de liberar os fragmentos UP e DOWN da porg¢ao
N-terminal do gene nif4, respectivamente. De forma analoga, as enzimas BamHI ¢ Kpnl ou
Kpnl e Sall foram utilizadas para liberar os fragmentos UP e DOWN do gene draT,

respectivamente.

Os fragmentos UP ¢ DOWN de cada gene foram purificados do gel utilizando kit
comercial de extragdo (AxyPrep DNA Gel Extraction Kit) e entdo ligados, conforme ilustrado
nas Figuras 10 e 11. Uma nova reagao de PCR utilizando os primers externos nifA UP FOR/nifA
DOWN REV ou draT UP FOR/draT DOWN REYV foi feita, de modo a permitir a selecao e
amplificag¢ao dos fragmentos ligados nif4 UP-DOWN e draT UP-DOWN, respectivamente. Em
seguida, estes foram clonados no vetor pBluescript II KS (+) digerido com a enzima EcoRV

(vetor blunt) gerando os plasmideos pTMAS5 (Figura 10) e pTMAG6 (Figura 11).
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Figura 10 — Esquema geral de obtencio e clonagem do fragmento nif4 UP-DOWN para
construcio do plasmideo pTMAS.

BamH| Ndel Ndel Sall

ﬁ ﬁ

Fragmento nifA UP (pTMA1) Fragmento nifA DOWN (pTMAZ2)
390 pb 468 pb

Restricao dos fragmentos UP e DOWN com as enzimas
BamHI/Ndel e Ndel/Sall, respectivamente

Ligacéo
BamHI Ndel Sall
—— EcoRV
200 400 600 800

nifA UP - DOWN

846 pb
pBluescript IT KS({+)
2961 bp
Restricdo do vetor com a enzima EcoRV I
Ligagao

pTMAS5
3802 pb

Os plasmideos contendo as regides localizadas a montante (pTMAT1) e a jusante (pTMA2)
da porcio N-terminal do gene nif4 clonadas foram digeridos com as enzimas de restri¢ao
BamHI/Ndel e Ndel/Sall, respectivamente. Os fragmentos liberados foram ligados
utilizando T4 DNA ligase e o fragmento nif4A UP-DOWN de 846 pb resultante da ligacao
foi clonado no vetor pBluescript II KS (+) linearizado blunt com a enzima EcoRV, gerando
o plasmideo pTMAS.
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Figura 11 — Esquema geral de obtencio e clonagem do fragmento draT UP-DOWN para
construcio do plasmideo pTMAG.

BamH| Kpnl Kpnl Sall

ﬁ _

Fragmento draT UP (pTMA3) Fragmento draT DOWN (pTMA4)
268 pb 356 pb

Restricdo dos fragmentos UP e DOWN com as enzimas
BamHI/Kpnl e Kpnl/Sall, respectivamente

Ligacéo
BamHI Kpn’ Sall —— EcoRV
200 400 600
draT UP + DOWN
603 pb .
pBluescript 1T KS(+)
2961 bp
Restricdo do vetor com a enzima EcoRV |
Ligagao

Os plasmideos contendo as regides localizadas a montante (pTMA3) e a jusante (pTMA4)
do gene draT clonadas foram digeridos com as enzimas de restricio BamHI/Kpnl e
Kpnl/Sall, respectivamente. Os fragmentos liberados a partir da digestido foram ligados
utilizando T4 DNA ligase. O fragmento draT UP-DOWN de 603 pb resultante da ligacio
foi clonado no vetor pBluescript Il KS (+) linearizado blunt com a enzima EcoRV, gerando
o plasmideo pTMAG.
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A confirmagado das clonagens foi feita por meio de digestdo dos plasmideos extraidos
utilizando as enzimas BamHI e Sall, cujos sitios foram inseridos nos fragmentos clonados no
vetor pBluescript I KS (+). A digestdo dos plasmideos pTMAS e pTMAG6 com essas enzimas
deve liberar os insertos nifA UP-DOWN e draT UP-DOWN de tamanhos iguais a 846 e 603 pb,
respectivamente, além da banda do vetor linearizado de aproximadamente 3 kb. O resultado da

analise de restricdo descrita acima para confirmacao de clones esté representa na Figura 12.

Figura 12 — Confirmacao da construcio dos plasmideos pTMAS e pTMAG.

e e
X X
- -
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.
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— = 3
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1000 pb m—— - = 1000 pb
<—
750 pb m— B;DG B == 750 pb
603 —p- .
500 pl =— pb S = 500 pb
250 ph =—

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1X do produto da restricio dos
plasmideos pTMAS (A) e pTMAG6 (B) com as enzimas BamHI e Sall, afim de confirmar a
clonagem dos fragmentos UP-DOWN dos genes nifA e draT no vetor pBluescript II KS
(+), respectivamente. M.M.: marcador molecular (Fermentas); linha 1: plasmideo
pTMAS; linha 2: plasmideo pTMAG.
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Apds a confirmacdo da integridade dos fragmentos clonados em pBluescript II KS (+)
por andlise de restricdo e sequenciamento, estes foram subclonados no plasmideo pSUP202
digerido com as enzimas BamHI e Sall, gerando os plasmideos pTMA7 (Figura 13) e pTMAS.
Uma vez que estes sitios encontram-se em uma regiao do vetor pSUP202 que contém o gene
que confere resisténcia a tetraciclina (Tc!®), colonias transformadas com plasmideo
recombinante nesses sitios ndo apresentam resisténcia a este antibidtico e puderam ser
selecionadas. Por fim, o plasmideo pMH1701 foi digerido com a enzima de restricio BamHI,
de modo a liberar o fragmento de DNA sacBKm. Este fragmento foi entdo ligado aos
plasmideos pTMA7 e pTMAS digeridos com a mesma enzima, originando os plasmideos

mutagénicos pTMA9 (Figura 13) e pTMA10, respectivamente.

A confirmagdo da identidade dos plasmideos pTMA9 e pTMA10 foi feita por meio da
restricdo dos mesmos com as enzimas BamHI e Sall. Os fragmentos liberados correspondem
ao vetor pSUP202 linearizado (cerca de 7,8 kb), ao fragmento sacBKm (cerca de 4,0 kb) e as
regides UP-DOWN de nif4 (846 pb) (Figura 14A) ou draT (603 pb) (Figura 14B). Em seguida,
foi iniciada a etapa de conjugacao dos plasmideos para as estirpes FP2 e HMO053 (excretora de

amonio) (MACHADO et al., 1991) de A. brasilense, conforme descrito no Item 3.6.
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Figura 13 — Esquema geral de constru¢do do plasmideo pTMAJ9.
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O fragmento nif4 UP-DOWN obtido a partir da digestdo do plasmideo pTMAS com as
enzimas de restricio BamHI e Sall foi subclonado no vetor pSUP202 digerido com as
mesmas enzimas, originando o plasmideo pTMA7. Em seguida, o plasmideo pMH1701 foi
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digerido com a enzima BamHI, afim de liberar o cassete de DNA sacBKm, que por sua vez
foi ligado ao vetor pTMA7 linearizado com a mesma enzima. O plasmideo resultante,
pTMADY, foi utilizado para construcio do mutante. O plasmideo pTMA10 foi obtido de
forma analoga.

Figura 14 — Confirmacao da construcio dos plasmideos pTMA9 e pTMA10.
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& pSuP202
W psuP202 -
) sacBKm & sacBKm

" nifA UP-DOWN
draT UP-DOWN

Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1X do produto da restricio dos
plasmideos pTMA9 (A) e pTMA10 (B) com as enzimas BamHI e Sall, afim de confirmar
a identidade dos plasmideos construidos. M.M.: marcador molecular (Fermentas); linha
1: plasmideo pTMASY; linha 2: plasmideo pTMA10.

4.2 Obtencao dos plasmideos de complementacio pTMA12 e pTMA13

Para os ensaios de complementacdo das estirpes mutantes de 4. brasilense contendo o
gene nifA truncado na regido 5’ construidas neste trabalho, foram construidos dois plasmideos:
o primeiro contendo o gene nif4 de A. brasilense (FP2) completo e outro contendo o mesmo
gene N-truncado em uma outra posi¢do (sem os primeiros 201 aminoéacidos), ambos clonados

no plasmideo pLAFR3.18. Este plasmideo foi escolhido por apresentar estabilidade em A.
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brasilense. Primeiramente, o plasmideo pCNT7CCT (NISHIKAWA, 2010) contendo o gene
nifA ja deletado em seu dominio N-terminal e sem a maior parte da regido de interdominio QL,
foi digerido com as enzimas de restricdio Xbal e BamHI e o fragmento obtido de
aproximadamente 1,3 kb foi subclonado no vetor pET28a digerido com as mesmas enzimas,
originando o plasmideo pTMAI11. Apos confirmacdo da clonagem por meio do padrio de
restricdo esperado, o plasmideo pTMAI1 foi digerido com as enzimas Xbal e HindlIll, e o
produto da digestdo foi subclonado no plasmideo pLAFR3.18 digerido com as mesmas

enzimas, originando o plasmideo pTMA12 (Figura 15).

O plasmideo pLAnifApET (ARAUJO, 2008) contendo o gene nifd inteiro de A.
brasilense ja clonado em pET28a, foi digerido com as enzimas de restricdo Xbal e Hindlll, e o
fragmento resultante da restrigdo foi subclonado no plasmideo pLAFR3.18 digerido com as
mesmas enzimas, originando o plasmideo pTMAI13 (Figura 16). Apos a confirmacdo da
identidade dos novos plasmideos pTMA12 e pTMA13 construidos por andlise de restricdo com
as enzimas Xbal/HindlIlI utilizadas para clonagem, estes foram transferidos para as estirpes 4.

brasilense de interesse pelo método de conjugagdo biparental descrito no Item 3.6.1.
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Figura 15 — Esquema geral de construcio do plasmideo pTMA12.
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O plasmideo PCNT7CCT (NISHIWAKA, 2010) contendo o gene nifA N-truncado
(delecao dos primeiros 603 nucleotideos) foi cortado com as enzimas de restricio Xbal e
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BamH]I, e o fragmento de aproximadamente 1,3 kb liberado foi ligado ao vetor pET28a
também cortado com essas enzimas, originando o plasmideo pTMA11. Este ultimo, por
sua vez, foi cortado com as enzimas de restricio Xbal e HindlIII e o produto da digestio
ligado ao vetor pLAFR3.18 digerido com as mesmas enzimas, gerando o plasmideo
pTMA12. Este plasmideo possuia o gene nifA de A. brasilense N-truncado sob controle do
promotor lacZ.

Figura 16 — Esquema geral de construcio do plasmideo pTMA13.
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O plasmideo pLAnifApET (ARAUJO, 2008) contendo o gene nif4 inteiro clonado em
pET28a foi cortado com as enzimas de restri¢ido Xbal e HindlIlII, e o fragmento liberado
foi ligado ao vetor pLAFR3.18 cortado com as mesmas enzimas. O plasmideo originado
foi denominado pTMA13 e possuia o gene nif4 de A. brasilense, sob controle do promotor
lacZ.
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4.3 Construcio de estirpes mutantes de 4. brasilense truncadas na regiiao 5’ do gene nifA

Visando a construcdo de estirpes de A. brasilense capazes de fixar nitrogénio
constitutivamente, foi realizada a delecdo cromossomal da por¢do amino-terminal da proteina
NifA responsavel pela regulagdo a nivel transcricional da fixacdo bioldgica de nitrogénio em
resposta aos niveis de fons amdnio via GInB. Para isso, o plasmideo mutagénico pTMA9
(pSUP-AN-nifA-sacB) foi transformado na estirpe S17.1 de E. coli, conforme descrito no Item
3.5. Ap06s a transformacao, uma colonia isolada foi usada para a conjugagdo do plasmideo para
as estirpes receptoras FP2 (selvagem) e HMO053 (excretora de amonio) (MACHADO et al.,

1991) de A. brasilense, conforme método descrito no Item 3.6.1.

Os possiveis transconjugantes resistentes aos antibidticos canamicina 200 pg/mL e
cloranfenicol 30 pg/mL foram analisados quanto a ocorréncia do primeiro evento de
recombinacdo homdloga, onde o plasmideo ¢ integrado ao genoma da bactéria. Para a
confirmacao dos mutantes simples foi feita uma rea¢ao de PCR utilizando os primers externos
nifA UP FOR/nifA DOWN REV, afim de identificar a presenga da copia deletada do gene

correspondente aos fragmentos UP-DOWN ligados, além da copia selvagem (Figura 17).

Figura 17 — Esquema da estratégia empregada para confirmacio de mutantes simples.

nifA UP FOR nifA UP FOR
— —
1 up pown [ uvp 5'-nifA powN |
S S o
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846 pb 1408 pb

A confirmacio de transconjugantes de A. brasilense contendo a copia deletada da regido
5’ do gene nifA foi feita por meio de reacio de PCR utilizando os primers nifA UP
FOR/nifA DOWN REV. A selecio de bactérias que possuiam o plasmideo mutagénico
integrado em seu genoma foi feita por meio da detec¢io da presenca de duas copias da
regido génica alvo de delecio: selvagem e deletada.

Ap0s a reacdo de PCR para confirmacdo de mutantes simples, foi possivel identificar
uma colonia da estirpe FP2 e uma coldonia da estirpe HM053 contendo as copias selvagem (1408

pb) e deletada (846 pb) da porcdo N-terminal do gene nif4 (Figura 18). As coldnias
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transconjugantes confirmadas por PCR foram entdo submetidas ao segundo evento de
recombinacdo homdloga, conforme descrito no Item 3.7. Coldnias capazes de crescer em meio
contendo sacarose 10% e que apresentaram sensibilidade ao antibiodtico canamicina, foram
submetidas a reacdo de PCR utilizando os mesmos primers empregados anteriormente (nif4 UP

FOR/nifA DOWN REV) para confirmar a dele¢do da regido alvo do gene (Figura 19).

Figura 18 — Confirmac¢ao de mutantes simples da regido 5’ do gene nifA4 de A. brasilense.
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Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1X do produto de PCR para
confirmacio de mutantes simples das estirpes FP2 e HMO053 contendo o plasmideo
pTMA9. M.M.: marcador molecular (Fermentas); C1: controle da amplificacio da regiao
5’ do gene nifA da estirpe FP2 (cépia selvagem); C2: controle da amplificacido da regido
5’ do gene nif4 da estirpe HMO053 (copia selvagem); C3: controle da amplificacdo do
fragmento nifA UP-DOWN a partir do plasmideo pTMA9 (copia deletada); T1: colonia
transconjugante da estirpe FP2 contendo as copias selvagem (1408 pb) e deletada (846 pb)
da porcio N-terminal do gene nifA; T2: colonia transconjugante da estirpe HMO053
contendo as copias selvagem (1408 pb) e deletada (846 pb) da por¢io N-terminal do gene
nifA.
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Figura 19 — Esquema da estratégia empregada para confirmac¢io de duplo mutantes.
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A confirmacao de duplo mutantes de 4. brasilense contendo a delecdo da regido 5’ do gene
nifA foi feita por meio de reacao de PCR utilizando os primers nifA UP FOR/nifA DOWN
REV. A selecio de novas bactérias mutantes que sofreram o segundo evento de
recombinacdo homologa foi feita por meio da detec¢do da presenca somente da copia
deletada da regido alvo no genoma.

Ap6s a reagdo de PCR para confirmagao de duplo mutantes foi possivel identificar dez
colonias da estirpe FP2 e 8 colonias da estirpe HM053 contendo somente a copia deletada da
porcao N-terminal do gene nif4 de 846 pb. A frequéncia obtida para construcdo da estirpe
mutante em relacdo a reversao para o gendtipo selvagem durante o segundo evento de
recombinacdo homologa foi de aproximadamente 50%. A Figura 20 mostra o resultado da
confirmacao da dele¢ao da regido 5’ do gene nifd para as estirpes FP2 e HMO053 de A.

brasilense.

Duas colonias confirmadas por PCR para cada uma das novas estirpes mutantes
construidas foram analisadas por reacao de sequenciamento (conforme descrito no Item 3.4.5)
para verificar a correta delecdo da por¢ao amino-terminal do gene nifA. Como templates foram
utilizados os produtos de amplificagdo ilustrados na Figura 20 e os primers foram os mesmos
empregados anteriormente (nifA UP FOR/nifA DOWN REV). As sequéncias obtidas foram
entdo submetidas a um alinhamento local utilizando o algoritmo blastx do NCBI. O resultado
da andlise produziu um alinhamento entre a sequéncia experimental obtida a partir do
sequenciamento e a sequéncia da proteina NifA (ativador transcricional especifico dos genes
nif) de Azospirillum brasilense (Sp7) depositada em banco de dados, com 100% de identidade.
Apds confirmagdo de identidade, as novas estirpes mutantes, denominadas TAFP (FP2 AN-

nifA) e TAHM (HMO053 AN-nif4), foram submetidas aos ensaios de caracterizacao fisiologica.
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Figura 20 — Confirmacio de mutantes duplos contendo o gene nif4 de A. brasilense

truncado na regiio 5°.
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Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TAE 1X do produto de PCR para
confirmacio de mutantes duplos das estirpes FP2 e HMO053 de A. brasilense contendo o
gene nifA truncado na por¢ao N-terminal. M.M.: marcador molecular (Fermentas); C1:
controle da amplificacdo da regiio 5’ do gene nif4 da estirpe FP2 (copia selvagem); C2:
controle da amplificacao da regido 5’ do gene nif4 da estirpe HM053 (copia selvagem);
C3: controle da amplificacdo do fragmento nif4A UP-DOWN a partir do plasmideo
pTMADO9 (copia deletada); TAFP1, TAFP2, TAFP3, TAFP4 e TAFPS: mutantes duplos da
estirpe FP2 contendo somente a copia deletada da por¢ao N-terminal do gene nifA4;
TAHM1, TAHM2, TAHM3 e TAHM4: mutantes duplos da estirpe HMO053 contendo
somente a copia deletada da porcio N-terminal do gene nifA.

4.4 Construcao de estirpes mutantes de A. brasilense deletadas no gene draT

A proposta de construir estirpes de A. brasilense capazes de fixar nitrogénio
constitutivamente e excretar amonio reside em relaxar os pontos de regulagdo transcricional
dos genes nif pela delecdo do dominio N-terminal regulatorio de NifA, e também pela delegado
do gene draT que codifica para a enzima dinitrogenase redutase ADP-ribosiltransferase, a qual
¢ responsavel pelo controle pos-traducional da nitrogenase via ADP-ribosilagcdo em condi¢des
de alto amonio. Visando a caracterizagdo do fenodtipo da delecdo do gene draTl em A. brasilense,
o plasmideo mutagénico pTMA10 (pSUP-AdraT-sacB) construido foi transformado na cepa
S17.1 doadora de E. coli, conforme descrito no Item 3.5 e, apés a transformagdo, foram
iniciadas as tentativas de conjuga¢do do plasmideo para as estirpes receptoras FP2 e HM053 de

A. brasilense.
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Como tentativa inicial de transferéncia do plasmideo foi utilizado o protocolo de
conjugacao biparental descrito no Item 3.6.1. Apos 5 dias de incubagdo das placas em estufa a
30°C nao foi observado o aparecimento de colonias transconjugantes de A. brasilense. O
experimento foi entdo repetido algumas vezes, entretanto, os resultados foram semelhantes.
Com base nisto, foram feitas diversas modificagdes no protocolo, de modo a aumentar a
eficiéncia da conjugacdo bacteriana. A primeira delas foi testar diferentes estagios de
crescimento (D.O.s) das culturas, as quais ainda foram misturadas em diferentes proporgoes,
visando encontrar a proporcao ideal entre cé€lulas doadoras e receptoras. Também foram
utilizados volumes de culturas maiores e misturados em diferentes propor¢des (chegando ao
volume final de 50 mL apo6s mistura) como tentativa de aumentar a eficiéncia de transferéncia
do plasmideo. Além disso, foram testados varios periodos de incubagao da gota de conjugacao,
variando de 20 a 48 horas. O método de conjugagao triparental baseado na utilizagdo de uma
estirpe “’helper’’ (Item 3.6.2) que auxilia na transferéncia do plasmideo da estirpe doadora para
a receptora, também foi uma das técnicas empregadas na tentativa de obter estirpes de A.
brasilense transconjugantes contendo a copia deletada do gene dra7. Em nenhuma das
tentativas de insercao do plasmideo mutagénico no genoma das bactérias foi obtido €xito, dessa

forma, ndo foi possivel construir estirpes mutantes de A. brasilense deletadas no gene draT.

A auséncia de recombinagao homologa entre o gene draT deletado contido no plasmideo
mutagénico e o gene draTl selvagem no genoma da bactéria pode ser resultante de uma possivel
baixa frequéncia de recombinagdo, provavelmente por se tratar de uma regido de dificil
recombinacao homologa. Uma alternativa seria aumentar a expressao de enzimas envolvidas
na maquinaria de recombinacao homdloga, como a proteina de papel central RecA, que leva a
troca de fitas entre DNAs homologos, e também das proteinas do complexo RecBCD, que

possuem atividades nucleasica, ATPase e de helicase.

Colodnias transconjugantes contendo o gene dral deletado podem também ndo ter sido
obtidas devido a inviabilidade da delecdo deste gene para a bactéria, isto ¢, um possivel
favorecimento da expressdo da forma deletada do gene em relagdo a forma selvagem pode ser
letal para as estirpes testadas de A. brasilense. Neste caso, portanto, a construgdo da estirpe

mutante ndo € favorecida.
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4.5 Determinacgio de atividade da nitrogenase das estirpes mutantes na por¢io amino-

terminal do gene nifA de A. brasilense

Para verificar se a mutacdo na por¢do N-terminal do gene nif4 afetaria a regulacio
transcricional da fixagdo bioldgica de nitrogénio em resposta a disponibilidade de ions amonio,
ensaios de determinacdo de atividade da nitrogenase foram conduzidos utilizando o método de
redugdo do acetileno a etileno, conforme descrito no Item 3.8. A atividade de nitrogenase das
estirpes mutantes TAFP (FP2 AN-nif4) e TAHM (HMO053 AN-nif4) de A. brasilense foi
determinada e comparada com as estirpes parentais FP2 e HM053, respectivamente. No ensaio
inicial foram testadas duas condicdes: baixo (0,5 mM de glutamato) e alto amonio (10 mM de

NH4Cl). Os resultados obtidos para atividade de nitrogenase encontram-se nas Figura 21 e 22.

Os resultados encontrados mostraram que a delecao cromossomal do dominio GAF da
proteina NifA produz estirpes de 4. brasilense incapazes de fixar nitrogénio, mesmo em baixos
niveis de amonio. Em comparagdo com suas respectivas estirpes selvagens, que apresentaram
atividade de reducdo de acetileno a etileno, tanto os isolados de TAFP (Figura 21) quanto os
isolados de TAHM (Figura 22) apresentaram perda quase que total da capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico, o que sugere que a por¢ao deletada do dominio amino-terminal de NifA

¢ importante para a estabilidade ou conformacao ativa da proteina em 4. brasilense.

Visando confirmar a hipdtese de que a delecdo cromossomal da regido N-terminal de
NifA gera uma proteina sem atividade, a expressao do gene nifB nas estirpes mutantes de 4.
brasilense foi determinada utilizando-se a fusdo transcricional nifB::lacZ. Uma vez que a
expressao dos genes estruturais nifHDK da nitrogenase, bem como do gene nifB, esta sob
controle da proteina NifA, a expressdo do gene reporter /acZ devido a ativagdo do promotor

nifB pode ser tomada como medida da atividade da proteina NifA.
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Figura 21 — Determinacao de atividade da nitrogenase da estirpe mutante TAFP contendo

deleciio da regidio 5’ do gene nifA.
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Quatro isolados da estirpe mutante TAFP contendo delecdo da regido 5’ do gene nifA
foram submetidos ao ensaio de nitrogenase. A estirpe parental FP2 de A. brasilense foi
adicionada como controle experimental. Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-
lactato semi-sélido contendo 0,5 mM de glutamato (condiciio de baixo amoénio) ou 10 mM
de NH4Cl (condicdo de alto amonio). Apoés a formacdo de pelicula no meio
(aproximadamente 24 horas), os frascos foram vedados e injetados de acetileno com um
volume correspondente a 10% da fase gasosa. Apés incubacio por 2 horas a 30°C, 0,5 mL
da fase gasosa coletada dos frascos foi analisada em cromatografo gasoso. A atividade de
nitrogenase foi expressa em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da
cultura por minuto. No grafico estio indicados os desvios padrio em torno da média de
um experimento representativo realizado em duplicata.
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Figura 22 — Determinacio de atividade da nitrogenase da estirpe mutante TAHM

contendo deleciio da regiio 5’ do gene nifA.
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Quatro isolados da estirpe mutante TAHM contendo dele¢io da regido 5’ do gene nifA
foram submetidos ao ensaio de nitrogenase. A estirpe parental HMO053 de A. brasilense foi
adicionada como controle experimental. Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-
lactato semi-sélido contendo 0,5 mM de glutamato (condiciio de baixo amoénio) ou 10 mM
de NH4Cl (condicdo de alto amonio). Apoés a formacdo de pelicula no meio
(aproximadamente 24 horas), os frascos foram vedados e injetados de acetileno com um
volume correspondente a 10% da fase gasosa. Apés incubacio por 2 horas a 30°C, 0,5 mL
da fase gasosa coletada dos frascos foi analisada em cromatografo gasoso. A atividade de
nitrogenase foi expressa em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da
cultura por minuto. No grafico estio indicados os desvios padrio em torno da média de
um experimento representativo realizado em duplicata.

4.6 Ensaio de ativacido transcricional in vivo pela proteina NifA N-truncada de A.

brasilense

A proteina NifA N-truncada de A. brasilense foi testada quanto a capacidade de ativar
in vivo a transcri¢ao dos genes nif. Para este ensaio o plasmideo pPEMS140 (REGO et al, 2006)
contendo uma fusdo transcricional nifB::lacZ (Herbaspirillum seropedicae) foi transferido para
as estirpes mutantes (TAFP e TAHM) e parentais (FP2 e HMO053) de A. brasilense pelo método

de conjugagdo biparental descrito no Item 3.6.1. Colonias transconjugantes capazes de crescer
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na presenca do antibiotico tetraciclina foram submetidas ao ensaio de determinagao de atividade
especifica da B-galactosidase, conforme detalhado no Item 3.10. O gene »ifB tem sua expressao
regulada por NifA de maneira muito semelhante aos genes estruturais da nitrogenase (genes
nifHDK) (MACHADO et al, 1996). Se a proteina NifA N-truncada expressa em A. brasilense

for ativa, a ativacdo do promotor »ifB levara a sintese da proteina [3-galactosidase.

Devido a regulagdo parcial negativa de NifA em resposta a presenca de oxigénio
(FADEL-PICHETH, et al., 1999), provavelmente envolvida com a sensibilidade dos residuos
de cisteinas localizados entre regido de interdominio IDL e o dominio C-terminal a oxigenagao
(FISCHER, 1994), os ensaios de ativacdo transcricional foram conduzidos em frascos contendo
meio semi-s6lido, condi¢do favoravel a transcrigdo da fusdo nifB.:lacZ. Além disso, duas
condigdes foram testadas: baixo (0,5 mM de glutamato) e alto amonio (10 mM de NH4Cl). Os

resultados obtidos para atividade especifica de f-galactosidase encontram-se na Figura 23.

Figura 23 —Ensaio de ativaciio transcricional in vivo da fusdo nifB::lacZ pela proteina

NifA N-truncada de A. brasilense.
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Dois isolados da estirpe mutante TAFP (FP2 AN-nif4) (TAFP3 e TAFP28) e um isolado
da estirpe mutante TAHM (HMO053 AN-nifA) (TAHM31) foram transformados com o
plasmideo pEMS140 (nifB::lacZ), além das estirpes parentais FP2 e HMO053 (controles
experimentais), respectivamente. Os ensaios de ativacdo transcricional in vivo pela
proteina NifA N-truncada expressa a partir do cromossomo foram realizados em meio
semi-solido contendo 0,5 mM de glutamato (condi¢io de baixo aménio) ou 10 mM de
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NH4Cl (condicdo de alto aménio). Os resultados obtidos para atividade especifica de -
galactosidase foram expressos em nmol de ONP produzido por minuto por miligrama de
proteina da cultura. No grafico estdo indicados os desvios padrio em torno da média de
um experimento representativo realizado em triplicata biologica.

Os resultados do ensaio de ativagdo transcricional do gene de fusdo nifB::lacZ indicam
que a proteina NifA das estirpes FP2 ¢ HMO053 foi capaz de ativar a transcri¢do do gene nifB
em condi¢do fixa¢do de nitrogénio (baixo amonio), constatada pelas atividades especificas da
proteina B-galactosidase. Em contrapartida, ndo foi observada ativacdo da transcricdo do gene
lacZ pela proteina NifA N-truncada das estirpes mutantes em nenhuma das condi¢des testadas.
Este resultado sugere que a delecdo cromossomal da por¢ao amino-terminal do gene nif4 de 4.
brasilense leva a sintese de uma proteina com uma possivel baixa estabilidade e, portanto,
incapaz de ativar a transcricdo dos genes nif envolvidos na fixagdo bioldgica de nitrogénio.
Através do ensaio de ativagdo transcricional ndo € possivel afirmar, entretanto, se a auséncia de
atividade de NifA ¢ decorrente de uma falha transcricional da propria proteina, que pode estar
sendo expressa em baixos niveis, ou se a mesma ¢ degradada apos ser traduzida por ser nao-

funcional.

De acordo com trabalho desenvolvido por Arsene e colaboradores (1996), a
transferéncia de quatro plasmideos contendo o gene nif4 de A. brasilense truncado em
diferentes pontos envolvendo o dominio N-terminal e a regido de interdominio QL para uma
estirpe mutante no gene nif4, levou a restauracao da atividade da proteina na auséncia de
amonio, medida pela ativacdo de uma fusdo transcricional nifH::lacZ. Além disso, os autores
observaram que dentre as quatro proteinas truncadas, aquela construida pela delecdo entre os
residuos de aminoacidos nas posi¢des 12-187 apresentou ser a mais ativa, mesmo na presenga
de ions amonio. Diferentemente do resultado observado por Arsene e colaboradores (1996), a
proteina NifA truncada entre os residuos de aminoacidos 2-187 e expressa a partir do promotor
do proprio gene no cromossomo demonstrou apresentar baixa atividade. E possivel que essa
diferenca de fendtipo seja devido a dele¢do dos 11 residuos de aminodcidos subsequentes ao
primeiro aminoacido (metionina) da proteina NifA nos mutantes TAFP e TAHM, os quais ndo

foram deletados no trabalho anterior mencionado.

Em um trabalho anterior desenvolvido por Nishikawa e colaboradores (2010), foram
realizados ensaios de ativagdo transcricional do gene de fusdo nifH::lacZ por uma variante N-
truncada da proteina NifA e expressa na estirpe JM109 de E. coli (escolhida por ndo apresentar
atividade endogena de B-galactosidase). As atividades de B-galactosidase encontradas indicam

que a proteina truncada em seus primeiros 201 aminoécidos, expressa a partir de plasmideo e
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nas condi¢des avaliadas, ¢ capaz de ativar a transcricdo do promotor nifH. Além disso, os
autores ndo observaram controle negativo da ativacdo transcricional em resposta a presenca de

ions amonio e a proteina demonstrou ser parcialmente insensivel a oxigénio.

E possivel que os fendtipos observados em outras variantes N-truncadas da proteina
NifA, as quais demonstraram ser capazes de ativar a transcricdo dos genes nif, sejam efeitos do
numero de copias dos plasmideos mutagénicos transformados nas estirpes avaliadas, o que gera
maiores quantidades de proteina expressa em comparacdo com a expressdo cromossomal a
partir do promotor do proprio gene nas estirpes mutantes. Além disso, € possivel que a baixa
estabilidade da proteina NifA N-truncada dos mutantes TAFP (FP2 AN-nif4) e TAHM (HMO053
AN-nifA4) seja decorrente do ponto de truncamento escolhido, que pode ter sido incorreto por
levar a delecdo de alguns residuos de aminoacidos possivelmente importantes para o correto

dobramento proteico.

4.7 Determinacio de atividade da nitrogenase das estirpes mutantes complementadas com

os plasmideos pTMA12 e pTMA13

Os resultados dos ensaios de atividade da nitrogenase e ativagao transcricional do gene
de fusdo nifB.:lacZ realizados com as estirpes mutantes, indicam que a delegdo cromossomal
do dominio GAF regulatério de NifA gera uma proteina incapaz de ativar a transcricdo dos
genes nif em Azospirillum brasilense. A fixagdo biologica de nitrogénio nestes organismos,
portanto, encontra-se inativa. Visando a recuperagao da capacidade de fixagcdo de nitrogénio, o
plasmideo pTMAI13 contendo o gene nif4 nativo de Azospirillum brasilense clonado em
pLAFR3.18, conforme descrito no Item 4.2, foi complementado nas estirpes mutantes TAFP
(FP2 AN-nif4) e TAHM (HMO053 AN-nif4). De forma andloga, a capacidade de uma outra
variante N-truncada da proteina NifA em restaurar a atividade de fixacdo de nitrogénio nos
mutantes construidos neste trabalho foi testada, através da complementagdo com o plasmideo

pTMAI2.

Para os ensaios de complementacdo, os plasmideos pTMAI2 e pTMAI13 foram
transferidos para as estirpes mutantes TAFP e TAHM, suas respectivas estirpes parentais FP2
e HMO053 e para a estirpe FP10 (PEDROSA e YATES, 1984), caracterizada pela auséncia de
atividade de NifA. O método utilizado foi o de conjugacdo biparental descrito no Item 3.6.1.
Colodnias transconjugantes capazes de crescer na presenca do antibidtico tetraciclina foram

utilizadas para os ensaios de determinacdo de atividade da nitrogenase, os quais foram testados
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em duas condi¢des: baixo (0,5 mM de glutamato) e alto aménio (10 mM de NH4Cl). Os

resultados obtidos para atividade de nitrogenase encontram-se nas Figuras 24, 25 e 26 abaixo.

Figura 24 — Determinacao de atividade da nitrogenase da estirpe mutante TAFP (FP2 AN-
nifA) complementada com os plasmideos pTMA12 e pTMA13.
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Dois isolados da estirpe mutante TAFP (FP2 AN-nifA) (TAFP3 e TAFP28) e a estirpe
selvagem FP2 foram complementados com os plasmideos pTMA12 e pTMAI13
expressando uma versio N-truncada de NifA e a proteina nativa a partir do promotor
lacZ, respectivamente. As estirpes sem plasmideo também foram adicionadas aos ensaios
como controles. Os experimentos de determina¢do de atividade da nitrogenase foram
realizados em meio semi-sdlido contendo 0,5 mM de glutamato (condi¢io de baixo
amonio) ou 10 mM de NH4Cl (condiciio de alto aménio). A atividade de nitrogenase foi
expressa em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto.
No grafico estdo indicados os desvios padrido em torno da média de um experimento
representativo realizado em duplicata.
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Figura 25 — Determinacéo de atividade da nitrogenase da estirpe mutante TAHM (HM053
AN-nifA4) complementada com os plasmideos pTMA12 e pTMA13.
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A estirpe mutante TAHM31 (HMO053 AN-nifA) e sua respectiva estirpe parental HM053
foram complementados com os plasmideos pTMA12 e pTMA13 expressando uma versiao
N-truncada de NifA e a proteina nativa a partir do promotor lacZ, respectivamente. As
estirpes sem plasmideo também foram adicionadas aos ensaios como controles. Os
experimentos de determinacio de atividade da nitrogenase foram realizados em meio
semi-solido contendo 0,5 mM de glutamato (condi¢do de baixo aménio) ou 10 mM de
NH4Cl (condi¢do de alto amonio). A atividade de nitrogenase foi expressa em nmol de
etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto. No grafico estio
indicados os desvios padrio em torno da média de um experimento representativo
realizado em duplicata.
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Figura 26 — Determinacio de atividade da nitrogenase da estirpe FP10 complementada

com os plasmideos pTMA12 e pTMA13.
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A estirpe FP10 (nifA") de A. brasilense foi complementada com os plasmideos pTMA12 e
pTMA13 expressando uma versio N-truncada de NifA e a proteina nativa a partir do
promotor lacZ, respectivamente. A estirpe FP10 sem plasmideo também foi adicionada
aos ensaios como controle. Os experimentos de determinacfo de atividade da nitrogenase
foram realizados em meio semi-solido contendo 0,5 mM de glutamato (condi¢io de baixo
amonio) ou 10 mM de NH4Cl (condiciio de alto amonio). A atividade de nitrogenase foi
expressa em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto.
No grafico estido indicados os desvios padriao em torno da média de um experimento
representativo realizado em duplicata.

O resultado de atividade da nitrogenase das estirpes FP2, TAFP3 e TAFP28 ndo
contendo plasmideo foi similar ao obtido nos ensaios iniciais (Figura 21). Por outro lado, a
transferéncia dos plasmideos pTMA12 e pTMAI3 para os mutantes TAFP3 e TAFP28
contendo dele¢do cromossomal da regido 5° do gene nif4 e crescidos sob condicdo de baixo
nitrogénio, mostrou que a expressdo tanto da proteina NifA nativa quanto da variante N-
truncada (sem os primeiros 201 aminoécidos) a partir do promotor /acZ leva a complementacao

de atividade da nitrogenase, a qual mostrou ainda ser comparavel a atividade da estirpe FP2
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selvagem contendo os plasmideos pTMA12 ou pTMA13 (Figura 24). Além disso, foi possivel
detectar atividade de nitrogenase das estirpes FP2, TAFP3 e TAHM28 contendo o plasmideo

pTMA12 e crescidas na presenca de amonio (Figura 24).

De forma andloga, a estirpe mutante TAHM31 demonstrou ser complementada para
atividade de nitrogenase com os plasmideos expressando a proteina NifA nativa ou a variante
N-truncada na auséncia de ions amonio e apresentou atividade ainda maior quando comparada
com a estirpe HMO053 sem plasmideo, ambas na presenga de ions amonio (Figura 25). A estirpe
FP10 de A. brasilense caracterizada pela auséncia de atividade de NifA também recuperou a
capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio apos ser complementada tanto com o plasmideo
pTMA12 quanto com o plasmideo pTMA13, resultado condizente com o obtido em trabalho
anterior (PEDROSA e YATES, 1984). Assim como observado para as demais estirpes, a
expressao da proteina N-truncada em FP10 conferiu atividade de nitrogenase na condigao 10
mM de NH4Cl, ainda que baixa quando comparada com a condi¢ao de baixo amonio (Figura

26).

Estes resultados em conjunto mostram que as estirpes mutantes TAFP (FP2 AN-nif4) e
TAHM (HMO053 AN-nif4) construidas neste trabalho tornam-se capazes de fixar nitrogénio
apds serem complementadas com plasmideo expressando o gene nif4 nativo a partir do
promotor lacZ. Além disso, a adicdo de uma variante N-truncada de NifA também foi capaz de
restaurar a atividade de nitrogenase dos mutantes contendo delecdo entre os residuos de
aminoacidos 2-187 (sob baixos niveis de nitrogénio), os quais também demonstraram possuir
atividade de nitrogenase quando crescidos na presenga de 10 mM de NH4Cl Esse fenotipo
observado indica que a proteina NifA N-truncada em seus primeiros 201 residuos de
aminoacidos nao ¢ totalmente regulada negativamente em resposta a altos niveis de nitrogénio,

confirmando dados anteriores (NISHIKAWA, 2010).

Os fendtipos observados nos ensaios de nitrogenase das estirpes mutantes
complementadas com o plasmideo expressando a proteina NifA em sua forma nativa reafirmam
a hipdtese de que a regido cromossomal deletada do gene nif4 parece ser importante para a
estabilidade ou conformagdo ativa da proteina em A. brasilense. Isto pois, diferentemente do
fendtipo observado pela expressdo do gene N-truncado a partir de plasmideo por Arsene e
colaboradores (1996), a dele¢do cromossomal dos 558 nucleotideos iniciais do gene nif4 gerou
uma proteina com perda da atividade de ativador transcricional. Essa diferenca de fenotipo pode
ser justificada pela maior quantidade de proteina expressa a partir do promotor lacZ de
plasmideo em comparagdo com a expressao cromossomal a partir do promotor do proprio gene,

como ja mencionado anteriormente. E possivel também que a expressdao do dominio GAF de
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NifA na estirpe FP2 selvagem ndo mutagenizada seja importante para gerar uma proteina

funcional e capaz de ativar a transcri¢do dos genes nif em Azospirillum brasilense.

Por outro lado, a capacidade do plasmideo pTMA12 de religar a atividade de
nitrogenase dos mutantes TAFP ¢ TAHM sugere outros pontos de truncamento da por¢do 5’ do
gene nifA podem gerar uma proteina ativa e parcialmente regulada pelos niveis de amonio. Isto
pois, diferentemente da atividade constatada para as estirpes mutantes expressando uma
proteina NifA N-truncada entre seus residuos de aminoacidos 2-187, a adicdo de uma variante
N-truncada em outro ponto parece produzir uma proteina com atividade de ativador
transcricional, inclusive da presenga de amdnio. Os ensaios de complementagdo mostraram,
portanto, que outros pontos de truncamento do gene nif4 sdao potenciais alvos de deleg¢do

cromossomal.
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5. CONCLUSOES

b)

d)

Os mutantes das estirpes FP2 e HMO053 de A. brasilense contendo delecdo da regido 5’
do gene nif4 perderam a capacidade de fixar nitrogénio, indicando que a regido deletada
¢ importante para a estabilidade ou conformagao ativa da proteina;

Ensaios de ativagao transcricional da fusdo nifB::lacZ confirmaram que a proteina NifA
expressa sem os residuos de aminoacidos 2-187 a partir do promotor do proprio gene
no cromossomo nao € capaz de ativar a transcrigao dos genes nif relacionados a fixagao
biologica de nitrogénio em A. brasilense;

Ensaios de complementacao mostraram que a expressdao da proteina nativa a partir do
promotor lacZ de plasmideo € capaz de restaurar o fenotipo de fixagdo de nitrogénio
nos mutantes;

Os ensaios de complementagdo também mostraram que outros pontos de truncamento
resultam em uma NifA ativa mesmo na presenca de amonio e sdo potenciais alvos para

delecao cromossomal.
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7. ANEXOS

Anexo A — Vetor pBluescript II KS (+/-) (Agilent Technologies)

pBluescript Il SK (+/-)
3.0kb

pUC ori

pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Apa | Elﬂr.l I
BesH I T7 Promoter . Kpn | E‘.Er‘ﬁ'mg : tho lh:lLI
I L
TTG TMGMCGGGCﬁGTmGGGGG GGTMTﬁGGﬁCTmCTﬂTAGEGGWTTGGE TﬁGGGGGCCGGGGCTCGAGGTGG:&G
13 =20 prirmer binding =.||e T7 primer binding sile K5 primer binding site..
Bepl104 | ~ ~ Mot | )
I:Ilu | l'l‘lrld 1] EILQR W ELUR I II’SI | i.'rlu | ?url'H I :lupe | fl.lc | | Eug | BI:I:'\. | ?ur. Il ?uw_l

-GGTATCGATAAGCTTGATATCGAAT TCCTGCAGCCCGGRGEATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGLGEETEGAGETE. ..

*

...ES primér binding site 5K primer binding sile

- T3 Promoter |B|=>H Il ¢ i-gal o-fragment

mﬁCTrTTGTTGCCTrTﬂGTﬁﬂGGﬁTTMWGGECGCTTGGGGTMTCATGGTC&TAGGTGTTTGG
T3 prirmer binding site ‘T..'IS Reverse primer binding site




Anexo B — Vetor pSUP202 (SIMON et al., 1983)

EcaREV
HindI1l BamHI

pSUP202

7720 bp

Pstl
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Anexo C — Vetor pLAFR3.18 (MACHADO et al., 1995)

Hindlll Sphl Pstl Sall Xbal BamHI Smal Kpnl Sacl EcoRI

.+ @7 1]
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Anexo D — Vetor pET28a (Novagen)

Xho l{158)
Not l[166)
Eag li166)
Hind Ill{173)
Sal lj179)
Sac l{190)
EcoR l{192)
BamH 1(198)

Nhe (231
'BPUW Nde 1(238)
Dra lll{5127) = Nco I{298)
! _Xba l(335)
Byl ll4o1)
-SgrA li44z2)
Sph lisg8)

Clali4117) . |
Nrul(mﬂsjj |

l 28a(+
r PET-28a(+)

(2ggy-g11) V&

Ecoh7 l(3772)

AlwN l(3840)

BssS 13297 PshA l{198s)
BspLU11 I{3224)
Sap l(3108)

Bst1107 l{2995) -— R

Tth111 lj2969)

Bal l(2157)
Fsp l{2205)
Psp5 1l{2230)

Miu l{1123)
Bel li113m)

| | lhApa 1{1334)

|| | BStE l(1304

|
} BssH llj1534)

EcoR V(1573)
Hpa l{1829)

T7 promoter primer #69348-3
—_—
PET upstream primer #69214-3
s Bglll T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGLGAAAT TAATACGACTCACTATAGGGGAAT TG TGAGCGGATAACAATTCCCCTOTAGAAATAATTTTGTTTAACT T TAAGAAGGAGA
Neol His*Tag _Ndel Nhel T7-Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGLGGCCTGGT GCCGCGCGGECAGCCATATGGCTAGCATGACTEGTGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHigHieHisHisH 1 sSerSerGlyLeuValProArgG lySerHisMetd loSerMet ThrG lyGlyGInGin
Eagl thrombin
BamH 1 FcoR| Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol His*Tag

ATGBGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTBCGGCCGCAC TCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCOGCTGCTAACAAAGCCC pET-28al+)
MetGlyArgG lySerGluPheG luleulArgArgG InAl alyeGlyArgThrArgAloProProProProProleudrgSerG lyCysEnd

. GETCGGGATCCGAAT TCGAGCTCCGTC GACAAGC T TGEGGLCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGELTGC TAACAAAGCCC pET-28b1+]

.GlyhArghspProAsnBSerSerSerVol AsplysleuhAlodloAloleuGluHisH isHisHisHisHisEnd

GGETCGGEATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGLCGCACTC GAGC ACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC TGCTAACAAAGCCL pET-28c(+]

GlyArgl leArgllelrgAloProSerThrSerLeuArgProHisSerSer ThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysPro

Bpu1102 1 T7 terminator
GAAAGGAAGC TEAGTTGGL TG TRCC ACCGCTGAGLAATAAC TAGCATAACCCCTTGEGGECCTCTAAACGGETC TTGAGGEETTTTTTG
-
T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region




