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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae € uma [p-proteobactéria diazotréfica endofitica
encontrada em vasos xilematicos de gramineas de interesse econdémico, como
milho, trigo, e sorgo, onde contribui para aumentar o crescimento vegetal através da
fixagdo de nitrogénio e da produgédo de fitormbnios. Neste organismo, a fixagcao
biolégica de nitrogénio é regulada através do controle da expressao dos genes nif
(que codificam a enzima nitrogenase e as demais proteinas necessarias a sua
matura¢ao) mediado pelo ativador transcricional NifA. Além de possuir sensibilidade
intrinseca a oxigénio, NifA tem sua atividade reprimida na presenga de ions amonio.
Esta repressao € mediada por seu proprio dominio GAF N-terminal, possivelmente
devido a interagdes diretas entre residuos do GAF e do restante da proteina. A
interacdo do dominio GAF com a proteina GInK alivia a inibicdo de NifA pelo dominio
GAF sob condi¢cbes de baixa concentracdo de amdnio, e a desrepressdo parece
requerer a ligacao de GInK a ATP e 2-oxo-glutarato (20G) e a uridillacado de GInK
por GInD. Neste trabalho, utilizou-se o processo de mutagénese sitio-dirigida de
gInK para testar a importancia da uridililagcado e da interagdo desta proteina com seus
efetores para a ativagdo de NifA. Realizou-se também a mutagénese aleatéria de
gInK para tentar localizar residuos importantes para interagdo com NifA. Os
resultados mostram que a capacidade de interagdo de GInK com ATP ¢é
absolutamente essencial e a interacdo com 20G ¢é o principal requerimento para a
ativacdo de NifA por GInK. Diferente do observado em outros organismos, a
uridililagéo de GInK parece nao ter efeito sobre a ativagdo de NifA. As substituicbes
aleatérias inativadoras de GInK concentraram-se na face superior do trimero de PII,
proxima do T-loop, sugerindo ser esta a regido responsavel pela interagdo com NifA.
Realizou-se também a construgcdo de variantes quiméricas de NifA insensiveis a
oxigénio para uso em experimentos de mutagénese aleatdria, que permitiram
identificar ao menos 26 substituicoes inativadoras localizados entre os residuos 14-
164 de NifA e 11 substituigdes ativadoras concentradas entre os residuos 176-193.
A distribuicao espacial e a identidade das substituicbes, somada a caracterizagao do
estado de oligomerizagédo da proteina quimérica utilizada nos experimentos, levaram
a propor um mecanismo de regulagdo de NifA por controle do estado de
oligomerizagdo, analogo ao observado em Nlh1 de Aquifex aeolicus.

Palavras-chave: NifA, Herbaspirillum seropedicae, fixagao bioldgica de nitrogénio.



ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is an endophytic diazotrophic B-proteobacterium
found in the xylem vessels of economically important grasses, such as maize, wheat,
and sorghum, where it supports plant growth through nitrogen fixation and
phytohormone production. In this organism, biological nitrogen fixation is regulated
by the transcriptional activator NifA, which controls the expression of the nif genes
(which encode the nitrogenase enzyme and the other proteins necessary for its
maturation). In addition to having intrinsic oxygen sensitivity, NifA has its activity
repressed in the presence of ammonium ions. This repression is mediated by its own
N-terminal GAF domain, possibly due to intramolecular interactions between residues
in the GAF and the rest of the protein. The interaction of the GAF domain with GInK
alleviates NifA inhibition under conditions of low fixed nitrogen, and NifA
derepression seems to require the binding of GInK to ATP and 2-oxo-glutarate
(20G), and the uridylation of GInK by GInD. In this work, site-directed mutagenesis of
ginK was used to test the importance of uridylation and the importance of GInK
interaction with ATP and 20G for the activation of NifA. Random mutagenesis of
ginK was also performed to try to locate residues important for protein-protein
interaction. The results show that the interaction of GInK with ATP is absolutely
essential and the interaction with 20G is the main requirement for the activation of
NifA by GInK. Unlike in other organisms, the uridylation of GInK appears to have no
effect on the activation of NifA. Random substitutions inactivating GInK were
concentrated on the upper face of the PIlI trimer, near the T-loop, suggesting this
surface to be the region responsible for interaction with NifA. Oxygen-insensitive NifA
chimeric variants were also constructed to be used in random mutagenesis
experiments, which allowed the identification of at least 26 inactivating substitutions
located between residues 14-164 of NifA and 11 activating substitutions concentrated
between residues 176-193. The spatial distribution and identity of the substitutions,
together with the characterization of the chimeric protein’s oligomerization state in
solution, led to the proposal of control of the oligomerization state as a mechanism of
NifA regulation, similar to what was proposed for Aquifex aeolicus NIh1.

Key-words: NifA, Herbaspirillum seropedicae, biological nitrogen fixation.
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1. INTRODUGAO

1.1.  Herbaspirillum seropedicae

O género Herbaspirillum (B-Proteobacteria, Burkhoderiales; Oxalobacteriaceae),
descrito inicialmente por Baldani e colaboradores (1986), atualmente compreende 10
espécies reconhecidas de acordo com as regras do International Code of Nomenclature of
Bacteria (PARTE, 2014): H. aquaticum (DOBRITSA et al., 2010), H. autotrophicum (DING e
YOKOTA, 2004), H. chlorophenolicum (IM et al., 2004), H. frisingense (KIRCHHOF et al.,
2001), H. hiltneri (ROTHBALLER et al., 2006), H. huttiense (DING e YOKOTA, 2004) ssp
huttiense e ssp putei (DOBRITSA et al., 2010), H. lusitanum (VALVERDE et al., 2006), H.
rhizosphaerae (JUNG et al., 2007), H. rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), H.
seropedicae (BALDANI et al., 1986). Ha também ao menos uma espécie ndo plenamente
reconhecida (H. chemoriales, LU e SHI, 2013) e diversos isolados pouco caracterizados
(ELBELTAGY et al., 2001; WEBER et al., 2001; ZIGA et al., 2010; CHENG et al. 2017).

Cinco espécies anteriormente reconhecidas como parte do género (H. aurantiacum,
H. canariense e H. soli — CARRO et al., 2012; H. massiliense — LAGIER et al., 2012; e H.
psychrotolerans — BAJERSKI et al., 2013) foram reclassificadas em novo género
filogeneticamente proximo, Noviherbaspirillum (LIN et al., 2013; CHAUDHARY e KIM, 2017),
que também inclui N. agri (CHAUDHARY e KIM, 2017), N. autotrophicum (ISHII et al., 2017),
N. denitrificans (ISHII et al., 2017), N. humi (SUNDARARAMAN et al., 2016), N. malthae
(LIN etal., 2013), e N. suwonense (KIM et al., 2014). Outro género evolutivamente préximo,
Paraherbaspirillum, contém apenas uma espécie (Paraherbaspirillum soli — ANANDHAM et
al., 2013).

A maioria das espécies de Herbaspirillum (e dos dois géneros préximos) foi isolada
de solo, de amostras vegetais ou de ambientes aquaticos; quatro espécies sdo endofiticas
em gramineas (H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, H. frisingense e H. hiltneri), uma foi
isolada de nddulos de feijdao (H. lusitanum), e outra foi encontrada associada a rizosfera de
Allium victorialis (H. rhizospherae). Quatro espécies (H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, H.
frisingense, H. lusitanum) possuem capacidade de fixar nitrogénio atmosférico.

Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), a espécie-tipo do género, é
uma bactéria diazotrofica ndo-patogénica isolada da rizosfera e de raizes de arroz, milho e
sorgo, segundo a descrigao inicial; a sequéncia do genoma da estirpe SmR1 foi publicada
por Pedrosa e colaboradores em 2011. As células de H. seropedicae possuem dimensoes
de (1,5-5,0) x (0,6-0,7) micrémetros de comprimento, morfologia vibridide, com 1 a 3 flagelos
em um ou ambos os polos. Este organismo possui preferéncia por ambientes
microaerobicos, e pode ser cultivado em uma faixa de pH entre 5,3 e 8,0, e entre 22 e 38°C,

com preferéncia por temperaturas mais proximas de 30°C. H. seropedicae tem preferéncia
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por acidos organicos (malato, fumarato, succinato, piruvato, citrato) como fonte de carbono,
mas também €& capaz de metabolizar aerobicamente glucose, galactose, L-arabinose,
manitol, sorbitol, glicerol e frutose. Como a maioria das bactérias, este organismo tem
preferéncia por aménio como fonte de nitrogénio, embora também utilize NO3 e N,
atmosférico como fontes alternativas quando aménio nao esta disponivel.

Embora a espécie tenha sido descrita inicialmente como habitante da rizosfera, um
estudo posterior caracterizou seu modo de vida como sendo predominantemente endofitico,
com a maior parte das células ocupando o sistema vascular xilematico (OLIVARES et al.,
1996; RONCATO-MACCARI et al., 2003). H. seropedicae foi posteriormente encontrado em
amostras de cana-de-acucar, capim-elefante, Panicum maximum e outras dez espécies de
gramineas (OLIVARES et al., 1996); também foi recuperado de banana e abacaxi (CRUZ et
al., 2001; WEBER et al., 1999), indicando que, a despeito da preferéncia por gramineas, H.
seropedicae € capaz de colonizar outras monocotileddneas no ambiente natural.

A capacidade de colonizacdo endofitica, fixacdo de nitrogénio atmosférico, e
producao de fitorménios (BASTIAN et al., 1998; RADWAN et al., 2004) fazem desta bactéria
um organismo com importante potencial biotecnolégico para a promogédo de crescimento
vegetal em gramineas comercialmente importantes. A habilidade de fixar nitrogénio é
especialmente promissora, uma vez que este macronutriente costuma ser o principal fator
limitante para a produtividade vegetal em ambientes terrestres (LEBAUER e TRESEDER,
2008), em especial em culturas agricolas (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).

Estudos realizados em milho (ARAUJO et al., 2014; CANELLAS et al., 2013;
DOTTO et al., 2010; SANTOS et al., 2015), trigo (NEIVERTH et al., 2014), sorgo (PEREIRA
et al., 1989), e arroz (PEREIRA et al, 1989; HOSEINZADE et al., 2016) mostraram
aumentos na produtividade vegetal apés inoculagdo com H. seropedicae. A0 menos uma
parte do aumento de produtividade vegetal induzida por H. seropedicae pode ser atribuida a
fixacdo biologica do nitrogénio no interior dos vasos xilematicos; foi demonstrado que os
genes nif de H. seropedicae, que codificam proteinas necessarias para a fixacao de
nitrogénio, sao transcritos in planta (RONCATO-MACCARI et al., 2003), e a fixacao de
nitrogénio no tecido vegetal foi demonstrada na presenga de carbono abundante
(GYANESHWAR et al.,, 2002; JAMES et al., 2002; PANKIEVICZ et al., 2015). Outros
estudos mostraram a presenga de grande quantidade de nitrogénio proveniente da
atmosfera em plantas inoculadas com H. seropedicae, se comparadas a controles nao
inoculados — cerca de 30-54% do nitrogénio total de plantas de arroz (BALDANI et al., 2000,
JAMES et al., 2002), 24,6-26,5% em plantas de trigo (el-KOMY et al., 2003), e 14,4% em
plantas de milho (SANTOS et al., 2015).
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1.2.  METABOLISMO DE NITROGENIO EM PROTEOBACTERIAS

Bactérias apresentam preferéncia por usar aménio como fonte de nitrogénio, devido
a seu estado reduzido facilitar a incorporagdo em esqueletos carbénicos com menor gasto
energético’. O aménio é também o produto das reagdes de fixacdo de dinitrogénio e de
reducao de nitrato, de modo que todo o nitrogénio obtido por estas vias também deve ser
incorporado ao metabolismo celular pelas mesmas vias de assimilagdo de aménio. As
etapas envolvidas na obtencao e incorporacdo de amdnio foram estudadas em detalhe em
Escherichia coli (van HEESWIJK et al., 2013), e estudos pontuais de componentes dos
mesmo sistemas em outros organismos indicam grande similaridade do metabolismo

primario de nitrogénio entre as proteobactérias.

1.2.1. Aquisi¢cédo e assimilagao do amdnio

A membrana celular é impermeavel aos ions aménio (NH,"), embora permita a
passagem da forma desprotonada desta espécie quimica, a ambnia (NH3), que existe em
baixa concentragdo em solucdo (KLEINER, 1981). Estima-se que quando a concentragao
extracelular de aménio esta acima de 1 mM, a permeacao de NH; é suficiente para atender
aos requisitos do metabolismo de bactérias (KLEINER, 1985, apud ZHENG et al., 2004);
abaixo desta concentracio, a difusdo de aménia através da membrana nao é eficiente, de
modo que a aquisicdo de aménio do meio extracelular depende da expressdo de
transportadores especificos. Estes transportadores interagem com o aménio extracelular
dissolvido (NH,") e realizam o transporte passivo de sua forma desprotonada (NHs) através
de um canal hidrofobico (BADAY et al., 2015; ZHENG et al., 2004). Em E. coli, o principal
transportador de aménio é denominado AmtB (SOUPENE et al., 1998), e pertence a
superfamilia Amt/MEP/Rh de transportadores de aménio que é ubiqua em todos os grupos
de organismos (ANDRADE e EINSLE, 2007). Estes transportadores aparentam ser a
principal via de transporte de aménio em todos os seres vivos conhecidos (von WIREN e
MERRICK, 2004). AmtB é uma proteina trimérica com massa total de ~90 kDa, com cada
mondémero dotado de onze hélices transmembranas que formam um canal especifico para o
transporte passivo de aménio/metilaménio na forma desprotonada (NH3) (ZHENG et al.,
2004; JAVELLE et al., 2008). O transporte de amdnio por AmtB €& sujeito a inibicdo por
interacdo com a proteina GInK (discutido na secdo 1.2.2) e a regulagao transcricional do

gene amtB (discutido na se¢ao 1.2.3).

' No entanto, & importante notar que bactérias costumam manter esta preferéncia por aménio mesmo quando
aminoacidos estao disponiveis como fonte de nitrogénio, embora a assimilagdo destes ultimos supostamente nao
requeira maior dispéndio de energia. E possivel que a preferéncia por aménio nesta situacdo reflita a
necessidade de manter uma vantagem competitiva com as demais células, evitando o vazamento de aménio
para competidores no meio de cultura (WANG et al., 2016).
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Cada ion aménio transportado para o interior da célula ou produzido pelas vias
alternativas de obtencédo de nitrogénio deve ser inicialmente incorporado a uma molécula de
2-oxoglutarato (20G) para gerar uma molécula de glutamato, que por sua vez pode ser
empregado como doador de grupos amino para a sintese de outros aminoacidos em
reacoes catalisadas por aminotransferases (EC 2.6.1). A assimilagdo do aménio a glutamato
ocorre por meio de duas vias metabdlicas distintas, denominadas GS-GOGAT e GDH de
acordo com as enzimas empregadas em cada uma. A via GS-GOGAT realiza a

incorporagao do aménio em duas etapas, ambas mostradas abaixo:

GS
glutamato + NH; + ATP — glutamina + ADP + Pi

GOGAT
glutamina + 2o0xoglutarato + NADPH —— 2 glutamato + NADP*

A primeira etapa da via é catalisada pela enzima glutamina sintetase (GS, GInA),
produto do gene g/inA%. GS é um homododecamero com massa molar total de ~625 kDa
cujos mondmeros dispdem-se em dois aneéis sobrepostos de seis unidades cada
(VALENTINE et al., 1968), com as duas camadas hexaméricas conectadas pelas porgdes C-
terminais de cada mondmero (YAMASHITA et al., 1989). Os sitios ativos localizam-se na
interface entre mondémeros vizinhos, e cada sitio contém dois ions Mg2+ ou Mn?* necessarios
para a catdlise. Esta enzima possui alta afinidade por NH;" (Km = 0,1 mM — ALIBHAI e
VILLAFRANCA, 1994), e é a via preferencial em E. coli para a assimilagdo de amébnio em
baixas concentragdes.

O produto da primeira etapa da reagao, glutamina, pode ser usado como substrato
para a segunda etapa de reacdo, catalisada pela enzima GOGAT, ou ser empregada
diretamente como doador de grupos amino para a sintese de nucleotideos (juntamente com
aspartato —- TURNBOUGH e SWITZER, 2008; ZHANG et al., 2008).

A segunda etapa da via GS-GOGAT ¢é catalisada pela enzima glutamato sintase
(glutamina 2-oxo-glutarato amino transferase, GOGAT), produto dos genes g/tBD, que
possui alta afinidade por seus substratos glutamina e 20G (Kg, = 0,18 mM e Kyog =7 UM —
RENDINA e ORME-JOHNSON, 1978). A enzima é um heterodimero com massa total de
218 kDa, e possui um cofator FAD, um cofator FMN, e trés clusters de ferro-enxofre
essenciais a sua atividade de reducao de 2-oxoglutarato (MEERS e STADTMAN, 1972; van
HEESWIJK et al., 2013). Ao final das duas etapas, cada molécula de glutamato sintetizada a

partir de aménio através desta via possui um custo metabdlico total de 1 ATP e 1

20 gene gInA codifica a proteina GSI, que é a glutamina sintetase mais comum em procariotos e é o objeto da
descrigdo subseqiiente nesta segdo. Uma outra enzima, GSII, € encontrada em eucariotos e também como uma
segunda GS em alguns procariotos, como Bradyrhizobium japonicum (DARROW e KNOTTS, 1977) e
Agrobacterium (FUCHS e KEISTER, 1980). Genes para uma terceira e quarta foram localizados em algumas
outras bactérias (MERRICK e EDWARDS, 1995).
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equivalente redutor, o que explica a necessidade de regulacdo da atividade desta via de
assimilagcéo para evitar gasto energético desnecessario.

Uma segunda via de assimilagdo de aménio, menos produtiva do que a via GS-
GOGAT, realiza a sintese de glutamato diretamente a partir de NH," e 20G, segundo a

equacao

GDH
20xoglutarato + NH; + NADPH — glutamato + NADP*

Esta reacdo é catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GDH), produto do
gene gdhA. GDH é um homohexdmero com massa molar total de 275 kDa e seis sitios
cataliticos (LIN e REEVES, 1991); em E. coli GDH (tal qual GOGAT) requer
especificamente  NADPH como cofator (SAKAMOTO et al., 1975). Esta reacdo é
metabolicamente menos custosa do que a catalisada pela via GS-GOGAT, pois prescinde
de ATP; no entanto, GDH possui afinidade muito mais baixa por seus substratos do que GS
(Km =1 mM para ambnio — VERONESE et al., 1975), tornando a assimilagdo por GDH
restrita as situagdes de alta concentragdo de amdnio (HELLING, 1998). Uma vez que a
reacdo de sintese de glutamato catalisada por GDH é reversivel nas condi¢des
termodindmicas adequadas (van HEESWIJK et al., 2013), é possivel que GDH também
esteja envolvida na desaminagao de glutamato (e producdo de aménio) observada quando
E. coli é cultivada na presenca de excesso de glutamato e limitagdo de glucose (SENIOR,
1975).

Quatro outras proteinas de E. coli sdo capazes de ligar amébnio a esqueletos
carbdnicos: NAD sintetase (produto de nadE, ou efg), carbamoil fosfato sintetase (carAB;
seu substrato preferido € glutamina, e sua afinidade por ambnio é baixa), e duas asparagina
sintetases (asnA e asnB, também possuem preferéncia por glutamina). A contribuicao
destas enzimas para a assimilacido de aménio € bastante baixa em comparacdo com a das
duas vias descritas em maior detalhe (van HEESWIJK et al., 2013).

1.2.2. Regulacdo da assimilacdo de aménio

A variagdo ambiental na disponibilidade de ions aménio ou de fontes alternativas de
nitrogénio, somada ao custo energético das reagbes catalisadas por GS/GOGAT e GDH,
impde a necessidade de regulagdo do processo de assimilagdo de aménio em bactérias, a
fim de minimizar o gasto energético e adotar o estado metabdlico mais adequado para o uso
da fonte de nitrogénio disponivel no momento. Esta regulacdo inicia-se com o controle da
atividade das enzimas que assimilam aménio e do transportador que permite a entrada
deste ion nas células.

Para que a regulacdo mencionada ocorra, quatro outras proteinas (além das

enzimas GS, GOGAT, GDH e do transportador de amébnio AmtB) estdo diretamente
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envolvidas no monitoramento da disponibilidade de amoénio e regulagdo da atividade do
transporte e das vias de assimilacdo de amdnio em E. coli: Adenililtransferase/Adenilil
removase (ATase/AR, GInE), PIl (GInB), GInK, e Uridilitransferase/Uridilili removase
(UTase/UR, GInD). No organismo modelo E. coli, GInK e UTase/UR sao responsaveis pela
regulacdo do canal de aménio AmtB, ao passo que ATase/AR, GInB, e UTase/UR estao
envolvidas na modulagao da atividade de GS.

2-oxo-glutarato e glutamina sao os principais metabdlitos cuja concentragao reflete
os niveis de amoénio; em E. coli, a concentragao de 20G intracelular altera-se de 10 para 0,4
mM e a concentracdo de glutamina altera-se entre 1 e 60 mM quando as células sao
cultivadas sob concentracao limitante de nitrogénio reduzido e entdo transferidas para um
meio rico em amoénio; a concentracdo de glutamato, outro metabdlito importante na via de
assimilacédo de aménio, varia apenas duas vezes (de 100 a 200 mM) nesta situacédo (YUAN
et al., 2009). O consenso tem reconhecido o papel central do monitoramento da
concentracao intracelular de 20G, simultaneamente um intermediario do ciclo do acido
citrico e um substrato para a assimilagdo de aménio, para regulagdo do metabolismo de
nitrogénio e de carbono (HUERGO e DIXON, 2015).

A atividade de GS, a primeira enzima da principal via de assimilacdo de amdnio em
E. coli, é negativamente regulada na presenca de altas concentragcées de glutamina (seu
produto) e de ambnio (seu substrato), presumivelmente para evitar a assimilagcao
(energeticamente custosa) de mais aménio do que o estritamente necessario para o
crescimento bacteriano. Atividade da enzima é diretamente inibida por diversos produtos de
vias metabdlicas a jusante da assimilacdo de aménio, entre eles alanina, glicina, histidina,
triptofano, CTP, AMP, carbamoil fosfato, glucosamina-6-fosfato, (WOOLFOLK e
STADTMAN, 1967).

Curiosamente, nem glutamina nem altas concentragdes de amdnio sao inibidores
diretos de GS; seu efeito sobre esta enzima é exercido através da proteina ATase/AR, que
adiciona um grupo 5’-adenilil a um residuo de tirosina conservado (SHAPIRO e STADTMAN,
1968) quando a disponibilidade de aménio é alta, liberando pirofosfato, e remove este
mesmo grupo adenilii quando a concentracdo de amodnio diminui, liberando ADP
(ANDERSON et al.,, 1970). Qualquer quantidade de monémeros (de 1 a 12) pode ser
modificada por GInE. Esta regulagcdo de GS por adenililacdo esta presente em E. coli e
outras proteobactérias (e também em streptomicetos, mas nao em Bacillus e Chlostridium —
MERICK e EDWARDS, 1995). Além de apresentar atividade muito mais baixa do que a
(KINGDON e STADTMAN, 1967) e tem preferéncias diferentes pelos ions Mg®* e Mn®*
quando comparada com GS ndo modificada (GINZBURG et al., 1970; MAURIZI e
GINSBURG, 1982).
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A proteina responsavel pela regulacdo pos-traducional da atividade de GS é
denominada ATase/AR (GInE; inicialmente descrita como proteina Pl identificada por
Shapiro (1969) e caracterizada por Anderson et al. (1970) e por Anderson e Stadtman
(1971)), e € uma proteina bifuncional contendo dois dominios nucleotidiltransferase (NT)
conectados por uma regiao central de cerca de 200 residuos de aminoacidos. O dominio C-
terminal (AT) catalisa a adigédo do grupo 5’-adenilil a GS na presenga de glutamina e altas
concentragcdes de amoénio, liberando pirofosfato, e o dominio N-terminal (AR) remove o
grupo adenilil nas condi¢des contrarias (JIANG, PIOSZAK, e NINFA, 2007), liberando ADP.
A atividade desta enzima deve ser necessariamente controlada para evitar um ciclo fatil de
adenililagao/desadenililagdo: em E. coli, GInE possui um sitio de interagdo com glutamina
localizado no dominio AT C-terminal (JIANG e NINFA, 2009); a interacdo de GInE com
glutamina estimula a atividade do dominio AT>.

Além de ser regulada diretamente pela interagcdo com glutamina, a atividade de
GInE também responde a interagdo com a proteina GInB (BROWN et al., 1971), que
monitora os niveis intracelulares de 2-oxoglutarato. GInB, por sua vez, também sofre uma
modificacdo pos-traducional relevante em resposta ao nivel de amdnio intracelular.

GInB, inicialmente denominada Pll (ANDERSON e STADTMAN, 1971), foi um dos
primeiros componentes da regulagdo do metabolismo de aménio a ser descoberto
(juntamente com GInE, entdo denominado Pl — SHAPIRO, 1969), e tem sido desde entado
um dos principais alvos de estudo dentre as proteinas do sistema de assimilacdo de
nitrogénio devido a seu papel central no sensoreamento e sua tratabilidade para
experimentos in vitro. A partir da descoberta de paralogos de PIl em diferentes organismos,
inclusive em E. coli (van HEESWIJK et al., 1996), o termo RII” passou a ser usado mais
comumente para descrever qualquer proteina pertencente a familia Pll, ao passo que o
regulador principal da assimilagdo de aménio — geralmente codificado por um gene presente
na vizinhanca de glhA ou nadE (SANT'ANNA et al., 2009) — passou a ser comumente
chamado de GInB. A grande quantidade de conhecimento acumulado sobre as proteinas PlI
é assunto de revisdes periddicas da literatura (NINFA e ATKINSON, 2000; ARCONDEGUY,
JACK, e MERRICK, 2001; NINFA e JIANG, 2005; FORCHHAMMER, 2008; HUERGO,
CHANDRA, e MERRICK, 2013).

Tal como as demais proteinas da familia Pll, GInB é uma proteina trimérica de
pequeno tamanho (112 residuos em E. coli e na absoluta maioria das proteobactérias) que
possui trés sitios idénticos de interagdo com micromoléculas (efetores), localizado entre as
faces de contato entre os monémeros (HUERGO, CHANDRA e MERRICK, 2013). Os sitios

A interagdo de GInE com glutamina foi caracterizada em E. coli, mas ndo esta presente em todos os outros
organismos. O estudo da proteina GInD em Rhodospirillum rubrum, por exemplo, ndo encontrou evidéncia desta
regulagdo direta da atividade de GInE por glutamina (JOHNSON, TEIXEIRA, E NORDLUND, 2007).
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de ligacdo a efetores de GInB possuem alta afinidade por ATP/ADP, que competem pelo
mesmo sitio de ligacdo, e por 2-oxoglutarato, que interage com o sitio somente na presenga
de ATP, e cuja presenca aumenta a afinidade de GInB por ATP (KAMBEROV, ATKINSON e
NINFA, 1995). A interacdo de GInB com diferentes efetores induz alteragbes
conformacionais funcionalmente relevantes. Em GInB de E. coli, a ligagdo de sucessivas
moléculas de 20G apresenta cooperatividade negativa, com cada sitio sucessivamente
ocupado aumentando a constante de dissociagdo de 20G do proximo sitio (JIANG,
PELISKA, e NINFA, 1998); a ocupagao dos trés sitios, portanto, requer alta concentragao
intracelular de 20G, indicando baixa concentragdo de amoénio intracelular. Uma vez ligada a
ATP e 20G, GInB de E. coli (e de outras proteobactérias) torna-se alvo para a uridililagdo do
residuo de tirosina 51 catalisada pela uridililtransferase (GInD) (JAGGI et al., 1996).

GInD, assim como GInE, é uma proteina bifuncional que catalisa tanto a adicao
quanto a remog¢ao do grupo nucleotidico a uma proteina alvo; no caso de GInD, a
adicdo/remocao de um grupo uridili monofosfato ao residuo de tirosina 51 (Y51) de
proteinas PII, entre elas GInB. A arquitetura de GInD difere da de GInE. GInD possui quatro
dominios: um dominio N-terminal que possui o motivo de nucleotidil transferase (NT),
seguido de um dominio HD (ARAVIND e KOONIN, 1998) e dois dominios ACT (GRANT,
2006). O dominio NT é responsavel pela atividade de uridililtransferase (transferindo UMP
para o residuo Y51 de PIl a partir de UTP), ao passo que o dominio HD catalisa a remocéao
hidrolitica de uridilil; os dois dominios ACT restantes estdo envolvidos na regulacao da
atividade de GInD, que responde aos niveis intracelulares de glutamina (ZHANG et al.,
2010). Sua estrutura e mecanismo de agao sdo menos compreendidos que os de GInE.

Em condigdes de excesso de amébnio, quando a concentracio intracelular de
glutamina é elevada, o dominio ACT C-terminal de GInD liga-se a glutamina, causando a
inibicdo da atividade de uridililiransferase no dominio NT e a estimulagdo da atividade de
remocao de uridilil do dominio HD (ZHANG et al., 2010)*, esta ultima presumivelmente por
aumento da afinidade por GInB uridillada (GInB-UMP); ambas as atividades sao
estimuladas pela ligacdo de 20G a GInB (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998). Assim, GInD
catalisa a uridililacdo de GInB na auséncia de glutamina/aménio, e a remoc¢ao do grupo
uridilil quando a concentracao de glutamina/aménio aumenta.

O estado de uridililacdo e a interagcdo de GInB com seus efetores sdo importantes
para o controle da atividade de GInE, segundo se observou em estudos in vitro (JIANG,
PIOSZAK, e NINFA, 2007; JIANG e NIFA, 2009). Quando a concentracdao de aménio &

4 Cumpre notar que ha diferengas no modo de regulagao de GInD de diferentes organismos, e é provavel que
mais diferengas sejam observadas a medida que homodlogos destas proteinas forem caracterizados em mais
procariotos; em Rhodospirillum rubrum, por exemplo, glutamina n&o inibe a uridiliagdo de PIl (JONSSON e
NORDLUND, 2007). A direcdo geral da regulagdo ndo varia muito, mas os detalhes ocasionalmente divergem
entre os organismos.
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baixa, GInB encontra-se uridililada e ligada a mais de uma molécula de 20G, e interage com
o dominio AT de GInE estimulando a atividade do dominio AR, que entdo catalisa a ativacao
de GS através da remocao do grupo adenilil. A ligagao de 20G a GInB nio é necessaria
para a interacdo, mas aumenta consideravelmente a ativagcdo do dominio AR (JIANG,
MAYO, e NINFA, 2007), e provavelmente ocorre in vivo. Inversamente, quando aménio é
abundante, GInB encontra-se desuridililada (e ligada a no maximo uma molécula de 20G
por trimero), e interage com o dominio AR de GInE estimulando a atividade do dominio AT.
A interacdo de GInE com glutamina (que ocorre quando amdnio é abundante), além de
estimular a atividade do dominio AT, contribui para aumentar a afinidade do dominio AR por
PIl (JIANG, PIOSZAK, e NINFA, 2007).

Em resumo, a regulagcdo da assimilagdo de amoénio por GS é produto de uma
cascata de regulacdo envolvendo as proteinas GS, GInE, GInB e GInD dirigida
primariamente pelas concentragdes intracelulares de 20G e glutamina. Quando ha
abundancia de aménio, os niveis intracelulares de glutamina sao elevados e os de 20G sao
baixos; nestas condigbes, GInD interage com glutamina, o que inibe sua atividade de
uridiliitransferase e estimula sua atividade de remocdo de uridilil, provocando a
desuridililacdo de GInB. Simultaneamente, o dominio AT de GInE interage com glutamina, o
que estimula sua atividade de adenililtransferase; GInB desuridillada interage com o
dominio AR de GInE, reforgcando a estimulagdo da atividade do dominio AT, o que leva a
adenililacao de GS, com conseqliéncia diminuicdo de sua atividade. GS adenililada torna-se
devido a abundéancia de nitrogénio.

Inversamente, a falta de amodnio leva a deplecao do pool intracelular de glutamina e
ao aumento da concentracao de 20G. Nesta situagao, ndo ha glutamina em concentracao
suficiente para interagir com GInD, o que leva ao estimulo de sua atividade de
uridililtransferase e inibicdo da atividade de remocgao de uridilil; GInB encontra-se ligada a
20G, o que estimula ainda mais a atividade de uridililagdo, convertendo GInB em GInB-
UMP. GInB-UMP interage com o dominio AT de GInE, estimulando a atividade do dominio
AR, que remove os grupos uridilil de GS, tornando-a mais ativa.

Em contraste com a complexa regulagao pos traducional de GS, GOGAT parece
nao ter sua atividade controlada em bactérias. GDH, responsavel pela via alternativa de
assimilacdo de amoénio, parece ser inibida somente por altas concentragdes de 2-
oxoglutarato e NH," em E. coli (SHARKLEY e ENGEL, 2008).

E. coli e diversas outras proteobactérias possuem uma segunda proteina PIl,
denominada GInK (van HEESWIJK et al., 1996), cujo gene localiza-se no mesmo operon

que amiB e cuja fungdo parece ser mais intimamente relacionada com a regulagdo do
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transportador de aménio AmtB®. Tal qual GInB, GInK também liga-se a ATP e 20G e
também sofre uridililacao catalisada por GInD em baixa concentracdo de amoénio. Seu alvo
principal, porém, parece ser o transportador AmtB; na presenca de alta concentragdo de
amoénio, GInK encontra-se desuridililada e sem ligagdo a 20G e, neste estado, consegue
interagir com AmtB na membrana plasmatica bloqueando o fluxo de ions aménio através do
canal (COUTTS et al., 2002). Nesta interagdo, cada mondémero de GInK bloqueia um dos
trés poros de transporte de aménio do trimero de AmtB (CONROY et al., 2007).
Inversamente, quando a concentragcdo de amédnio é baixa, GInK liga-se a ATP e 20G e
dissocia-se de AmtB; sua subsequente uridililagdo por GInD torna-a incapaz de interagir com
AmtB, permitindo a internalizacdo de amdnio através do canal. Este sistema de regulacao
parece ser bastante conservado, como é posto em evidéncia pela ligagdo genética entre os
genes ginK e amtB (JAVELLE e MERRICK, 2005).

A figura 1 representa os principais processos do transporte e assimilacdo de

amoénio via GS discutidos nesta segao.

® Nem todas as proteobactérias possuem dois paralogos de Pll. Organismos que possuem apenas uma proteina
Pll (como A. vinelandii) tendem a possuir apenas GInK (a proteina Pll coexpressa com AmtB), que neste caso
exerce as fungdes que em E. coli sdo realizadas tanto por GInB quanto por GInK. Dentre organismos que
possuem dois ou mais paralogos de Pll, nem sempre ha grande diferenga funcional entre as proteinas (como em
H. seropedicae — NOINDORF et al., 2011).
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Figura 1 - Regulagdo da assimilagdo de amoénio em E. coli.

(A) Quando a concentragéo de aménio (NH4") extracelular é baixa, a concentragéo intracelular de 2-
oxoglutarato (20G) é elevada e a concentragdo intracelular de glutamina (GIn) € baixa. Nestas
condigdes, GInD catalisa a uridiliagéo das proteinas PII, GInB e GInK. GInK uridililada ndo consegue
interagir com AmtB, o que permite o fluxo desimpedido de aménio através deste transportador
passivo. GInB uridililada encontra-se majoritariamente ligada a ATP e 20G, e nestas condigbes
interage com o dominio AT de GInE, estimulando a atividade a atividade do dominio AR N-terminal,
que catalisa a remocéo dos grupos AMP da glutamina sintetase (GS). GS desadenillilada € altamente
ativa, e catalisa a adigdo de NH," a glutamato (Glu), formando glutamina ao custo de 1 ATP por
molécula; a enzima GOGAT posteriormente transfere o grupo amino da cadeia lateral de glutamina
para 20G, sintetizando glutamato ao custo de 1 NADPH por molécula. (B), Quando a concentragao
de amobnio extracelular é alta, a concentragdo intracelular de 20G €& baixa e a concentragéo
intracelular de glutamina é elevada. O dominio ACT C-terminal de GInD liga-se a glutamina, inibindo a
atividade nucelotidiltransferase do dominio NT e estimulando a atividade de remogao do nucelotidil do
dominio HD. Isto leva a desuridiliacao das proteinas Pll (GInB e GInK). GInK desuridililada (e sem
ligagédo a 20G) interage com AmtB, bloqueando o canal de amdnio — todo o ambnio adquirido pela
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célula passa a ser obtido por difusdo de ambénia (NHs) através da membrana. GInB desuridililada
encontra-se majoritariamente ligada a ATP/ADP, mas ndo a 20G; nestas condi¢cbes, GInB interage
com o dominio AR de GInE, estimulando a atividade a atividade do dominio AT C-terminal, que
catalisa a adenililagdo de GS. GS adenillilada é pouco ativa, de modo que a taxa de incorporagao
NH," diminui sensivelmente em relacdo a observada durante a escassez de amdnio.

1.2.3. Alteracao da expressao génica em resposta aos niveis de amdnio

Além da regulagdo pods-traducional da atividade das proteinas envolvidas na
assimilacdo do amoénio, ha também controle da expressdo génica destas e de outras
proteinas em resposta a variagdes na concentracdo de amobnio, de modo a permitir um
ajuste melhor do metabolismo a diferentes fontes de nitrogénio. Ha mais variagdo entre os
organismos neste aspecto da regulagdo da assimilagdo de amdnio do que na regulacao
direta da atividade das proteinas da via, de modo que os dados encontrados em E. coli
devem ser extrapolados com cautela para outros organismos. De modo geral, trés proteinas,
NtrB (NRII), NtrC (NRI) e o fator 6** (NtrA, RpoN), estdo indiretamente envolvidas com a
regulacdo da assimilacdo de amdnio ao controlar a expressdo de alguns dos genes que
codificam proteinas envolvidas neste processo.

Diversos genes do metabolismo de nitrogénio, especialmente no metabolismo de
fontes alternativas de nitrogénio, sdo expressos sob o controle de um fator sigma especifico,
denominado ¢* (ou ") (KUSTU et al., 1989), constitutivamente expresso (CASTANO e
BASTARRACHEA, 1984). O fator 6* reconhece uma seqiiéncia conservada nas regides -24
e -12 dos promotores de seus genes alvo (TGGCACRNNNTTGCW em E. coli — BARRIOS
et al., 1999). Sua estrutura foi recentemente elucidada (CAMPBELL et al., 2017).

Diferentemente dos demais fatores sigma de E. coli, que s&o intrinsecamente
capazes de a transcricdo génica caso tenham a chance de interagir com a regido promotora
(DAVIS et al., 2017), > é intrinsicamente inativo; sua ligacdo a regido promotora leva ao
recrutamento da RNA polimerase, mas ndo ao inicio da transcricao (ZHANG e BUCK, 2015).
A transcricdo a partir de 0> somente pode ser iniciada através da interagdo com uma
enhancer binding protein bacteriana (bEBP), que cliva ATP para gerar a alteragao
conformacional em o> necessaria para o inicio da transcrigdo (MORETT e SEGOVIA,
1993).

NtrB e NtrC sao proteinas que formam um sistema de dois componentes (STOCK,
ROBINSON, e GOUDREAU, 2000), no qual NtrB corresponde a proteina histidina-quinase
sensora e NtrC a proteina de regulagdo de resposta. NirB catalisa a
fosforilacdo/defosforilagdo de NtrC, e NtrC fosforilado atua como um ativador transcricional
(NINFA e MAGASANIK, 1983).

NtrC é um ativador transcricional da familia das bEBPs, que possui uma arquitetura

de trés dominios bastante caracteristica (SHINGLER, 1996): o dominio N-terminal possui
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funcao regulatoria, com um residuo de aspartato (D54) que é alvo para a fosforilagdo por
NtrB (SANDERS et al., 1992). O dominio central pertence a familia AAA+, e contém os
motivos de Walker para ligagao e hidrolise de ATP (HANSON e WHITEHEART, 2005), além
de um motivo conservado GAFTGA de interacdo com o fator 6> (WANG et al., 1997). Por
fim, o dominio C-terminal contém um motivo hélice-volta-hélice de interacao com DNA
(ARAVIND et al., 2005), que permite a NtrC reconhecer regides especificas das regides
promotoras de seus genes-alvo e é essencial para a dimerizagdo de NtrC (KLOSE et al.,
1994).

NtrC nao-fosforilado € mantido em sua forma inativa, dimérica, por seu dominio C-
terminal. A fosforilacdo do residuo D54 facilita a formacao da forma ativa, hexamérica, de
NtrC ligado as regides promotoras de seus genes-alvo (PORTER et al., 1993). O hexdmero
de NtrC fosforilado interage com o fator o> através do motivo GAFTGA e cliva ATP a ADP e
Pi, catalisando a formagdao do complexo aberto para iniciar a transcricdo de genes
dependentes de .

O estado de fosforilagdo de NtrC é controlado principalmente por NirB, uma
proteina com atividade de histidina quinase e fosfatase que é um dos alvos de regulagao de
GInB. NtrB é uma proteina dimérica com massa total de 68 kDa que possui trés dominios
funcionais: um dominio N-terminal sensor, um dominio central H (helical) que contém um
residuo de histidina autofosforilavel (NINFA et al., 1993), e um dominio GHKL C-terminal
responsavel pela ligacdo a nucleotideos (KRAMER e WEISS, 1999). NtrB possui atividade
de quinase ATP-dependente e fosfatase reguladas pela interacdo da proteina GInB com a
regido C-terminal de NtrB (PIOSZAK, JIANG, e NINFA, 2000). Na presenga de amdnio,
GInB desuridililada liga-se a trés moléculas de ATP e uma de 20G interage com NtrB,
inibindo sua atividade de autoquinase e estimulando sua atividade de fosfatase, levando a
desfosfatizacdo de seu alvo NtrC (JIANG e NINFA, 1999)°. A interagdo entre GInB e NtrB
parece envolver o T-loop de GInB (MARTINEZ-ARGUDO e CONTRERAS, 2002) e o
dominio transmissor de sinal (H + GHKL) de NtrB (PIOSZAK, JIANG, e NINFA, 2000;
MARTINEZ-ARGUDO et al., 2002)7. Na auséncia de amdnio, porém, GInB ¢ uridililada por
GInD, o que a impede de interagir com NitrB; a auséncia de interagdo com GInB estimula a
atividade de NtrB, que realiza sua autofosforilagdo e transferéncia do grupo fosfato pra NtrC
(ATKINSON et al., 1994). Deste modo, NtrC é fosforilado quando a concentragdo intracelular

de amoénio for baixa (GInB uridililada, incapaz de estimular a atividade fosfatase de NtrB).

® De acordo com os mesmos autores, a ligagao de GInB a mais moléculas de 20G torna-a menos eficiente em
ativar a atividade de fosfatase de NtrB, muito embora GInB permaneca associada a NtrB (JIANG e NINFA,
2009b).

" O —dorimio sensor” de NtrB parece ndo estar realmente envolvido com sensoreamento, mas sim com a
dimerizagao de NtrB (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2001).
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Um segundo doador de grupos fosfato para NtrC é o acetil fosfato, um metabdlito que tende
a acumular-se no citoplasma com o aumento da concentragcdo de acetil-CoA e acetato, e
cuja presenga indica um ambiente com alta relagdo carbono / nitrogénio (McCLEARY e
STOCK, 1994). Sua principal funcao sinalizadora parece ser de aumentar a intensidade da
resposta de alguns sistemas de ddois componentes, entre eles NirB-NtrC (WOLFE, 2005).

O sistema NtrB-NtrC tem efeito indireto sobre a assimilagdo de aménio ao controlar
a transcrigcdo de algumas das proteinas envolvidas no processo. Em E. coli, 0 gene glhA é
expresso a partir de dois promotores: o promotor distal (ginAp1) é dependente de o',
ativado por cAMP (REITZER e MAGASANIK, 1985) e reprimido por NtrC (HIRSCHMAN et
al., 1985); e um promotor proximal (ginAp2) fortemente induzido por 6> e NtrC (REITZER e
MAGASANIK, 1985), garantindo que a expresséo de GS seja maior quando a concentragao
de aménio for baixa, situagdo em que NtrC esta ativo. Dois sitios de ligagdo para NtrC
ocorrem neste promotor: um parcialmente sobreposto a regido -35 do promotor ginAp1, e
outro sobreposto ao inicio da transcricdo (REITZER e MAGASANIK, 1986). Além disso, os
genes ntrBC (também denominados g/nLG) localizam-se a jusante de ginA no mesmo
operon, de modo que a expressao de GS mediada por NtrC também conduz a expressao de
mais NirC (REITZER e MAGASANIK, 1985). A regiao entre os genes ginA e nirBC contém
também um terceiro promotor o’® exclusivo aos genes ntrBC, cuja atividade &
negativamente regulada pela ligagcao de NtrC a um sitio sobreposto ao inicio da transcricao
a partir de ginAp1 (PAHEL, ROTHSTEIN e MAGASANIK, 1982; UENO-NISHIO et al., 1984).
Assim, em condi¢gdes de excesso de amoénio, NtrC desfosforilado reprime a transcri¢cao tanto
de g/inA quanto de ntrBC ao ligar-se a seus sitios sobrepostos ao inicio da transcrigcdo e
regido -35 de glnAp1; quando a concentracdo de amdnio diminui, NtrC ligado aos dois sitios
(mas especialmente ao sitio sobreposto a -35) ativa a transcrigdao de glnAntrBC (HUNT e
MAGASANIK, 1985; REITZER e MAGASANIK, 1986). Em outras proteobactérias, a
regulacédo da transcrigdo por este sistema de dois componentes é semelhante a de E. coli,
com algumas excegdes — 0s genes glnA e ntrBC nem sempre se encontram sob controle de
um mesmo operon®,

O operon ginKamtB de E. coli é transcrito exclusivamente a partir de um promotor
o> ativado pela ligagdo de NtrC fosforilado a um sitio (e meio) de ligagdo a NtrC (van
HEESWIJK et al., 1996, apud HERVAS et al., 2009; ATKINSON et al., 2002), o que implica

que a quantidade de canais de aménio na membrana sera maior quando a célula estiver em

& Por exemplo, os genes glnA e ntrBC nao formam um mesmo operon em A. brasilense (LIANG, ARSENE e
ELMERICH, 1993), R. capsulatus (JONES e HASELKORN, 1989) e S. melilotti (SZETO et al., 1987). Em K.
pneumoniae, o controle da transcrigdo de g/inAntrBC é essencialmente idéntico ao de E. coli, com dois
promotores pginA1 (070, inibido por NtrC) e pglnA2 (054, ativado por NtrC) a montante de g/hA e um terceiro
promotor o’ (inibido por NtrC) a montante de ntrBC, com um terminador rho-independente entre ginA - ntrBC
(ALVAREZ-MORALES, DIXON e MERRICK, 1984; MacFARLANE e MERRICK, 1985). Em H. seropedicae, a
transcrigdo de ginAntrBC é controlada por dois promotores tal como em E. coli (PERSUHN et al., 2000).
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ambiente com baixa concentracdo de amobnio. Devido a coexpressdao de GInK, a
concentracdo intracelular total de PIll aumenta na auséncia de amodnio; isto pode ser
fisiologicamente relevante, uma vez que, em E. coli GInB e GInK podem formar
heterotimeros e substituir uma a outra na interagdo com seus alvos (van HEESWIJK et al.,
2000). A transcrigcao de GInB (LIU e MAGASANIK, 1993), GInD (KIM et al., 1998) e GInE
(van HEESWIJK et al., 1993) é constitutiva, independente de o> e NtrC em E. coli.

A figura 2 resume as informagdes apresentadas nos paragrafos anteriores:
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Figura 2 - Regulagédo da trnascricional da assimilagao do aménio em E. coli.

(A) Quando a concentragdo de aménio extracelular é alta, a concentracéo intracelular de 20G é baixa
e a concentragéo intracelular de glutamina é elevada. GInB desuridillada e ligada a ATP e (no
maximo) uma molécula de 20G interage com o dominio quinasico (H + GHKL) de NtrB, inibindo sua
atividade de fosfotransferase e estimulando sua atividade fosfatasica. Nesta condicdo, NtrC
permanece em sua forma dimérica inativa, desfosforilada, e liga-se de maneira inibitéria a regido
promotora de glnAntrBC, a regido intergénica entre ginA e nirBC, e a regido promotora de ginKamtB.
A transcricao de glnA, ntrB, e ntrC ocorre de forma atenuada a partir dos promotores o’ (B), Quando
a concentracdo de amonio extracelular é baixa, a concentragéo intracelular de 20G é elevada e a
concentragao intracelular de glutamina é baixa. GInB encontra-se uridililada e ligada a ATP e 20G, e
nesta condicdo n&o interage com NtrB, o que estimula sua atividade quinasica e de fosfotransferase.
NtrB (e, em menor grau, acetilfosfato) transfere grupamentos fosfato para o residuo D54 de NtrC,
tornando-a capaz de formar hexameros transcricionalmente ativo. NtrC fosforilado ativa a transcricao
dependente de o™ nos promotor ginAp2 e ginKamtB. A transcricdo de gInB, ginD, glnE e rpoN é
constitutiva.
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A regulacdo da expressado génica por NtrC ndo se restringe aos promotores de
ginAntrBC e ginKamtB; NtrC é um regulador geral do metabolismo em E. coli, com influéncia
direta ou indireta sobre a expresséo de cerca de 2% do genoma (ZIMMER et al., 2000). No
geral, os demais genes do regulon NtrC estdo relacionados com a expressdo de

transportadores para fontes alternativas de nitrogénio.

1.2.4. Regulacido do metabolismo de nitrogénio em Herbaspirillum seropedicae

As secdes anteriores descreveram o metabolismo geral de assimilagdo do amdnio e
controle do metabolismo de nitrogénio de proteobactérias baseando-se principalmente no
conhecimento que se tem deste sistema em E. coli; as caracteristicas gerais do sistema
tendem a ser conservadas nas proteobactérias, mas alguns pontos especificos,
especialmente no que toca a regulagdo da expressao génica, podem variar entre os
organismos.

H. seropedicae possui um sistema de regulacdo do metabolismo de nitrogénio
muito semelhante ao descrito para E. coli: o operon glnAntrBC é transcrito tanto a partir de
um promotor constitutivo quanto de um promotor regulado por NtrC (PERSHUN et al., 2000;
SCHWAB et al., 2007); duas proteinas Pll estdo presentes (BENELLI et al., 2002), dentre as
quais GInB é expressa constitutivamente (BENELLI et al., 1997) e GInK é coexpressa com
AmtB a partir de um promotor ¢** regulado por NtrC (NOINDORF et al., 2005). Uma
diferenga para com E. coli é a presenga de um gene adicional no operon nimAginKamtB de
H. seropedicae; a fungao de nimA permanece obscura (NOINDOREF et al., 2006).

Ambas as proteinas PIl de H. seropedicae interagem com ATP, ADP e 20G
(OLIVEIRA et al., 2015) e podem ser uridilladas por GInD, com a uridililagdo requerendo
20G e a desuridililagéo necessitando de glutamina (BONATTO et al., 2007). GInB, GInK, e
suas respectivas formas uridilladas ligam-se a ATP, ADP, e 20G com cooperatividade
homotrépica negativa e com cooperatividade positiva entre ATP e 20G (OLIVEIRA et al.,
2015). O mesmo estudo mostrou que as proteinas Pll de H. seropedicae tém afinidade mais
baixa por ATP/ADP quando uridililadas, mas mantém a mesma afinidade por 20G — uma
diferenca em relacdo a GInB de E. coli, que quando uridillada mantém a afinidade por
ATP/ADP e perde afinidade por 20G (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998). Ha algumas
diferencas quanto ao padrao de uridililagdo entre GInB e GInK em H. seropedicae: a
uridililagdo de GInB é afetada negativamente pelo aumento da concentragcdo de ADP no
sistema de reacdo, ao passo que a uridillagdo de GInK é indiferente a presenca de ADP
(BONATTO et al., 2012). Tanto GInB quanto GInK interagem com a proteina AmtB quando
as células séo submetidas a um choque de aménio (HUERGO et al., 2010).

Algumas diferencas fundamentais entre a regulacao do metabolismo de nitrogénio

em H. seropedicae e E. coli sdo devidas a presenca de genes adicionais em H. seropedicae
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para a aquisicdo de nitrogénio de fontes alternativas, como nitrato (através de nitrato
redutase assimilatéria — BONATO et al., 2016) e o nitrogénio atmosférico (através do
sistema de fixagao bioldgica de nitrogénio — ver CHUBATSU et al., 2012, e secao 1.4), e de
seus repectivos reguladores. Além do sistema de dois componentes NtrB/NtrC, H.
seropedicae também possui um sistema de regulagdo NtrX/NtrY, que estd envolvido na
expressao de genes relacionados ao metabolismo de nitrato na auséncia de amdnio
(BONATO et al., 2016). O préprio regulon de NtrC inclui alguns genes diferentes em H.
seropedicae; notoriamente, entre seus membros esta o ativador transcricional NifA,
responsavel pela ativacdo da transcricado dos genes de fixagcao de nitrogénio (WASSEM et
al., 2002). NtrC também foi recentemente associado com a expressao de glucose-6-fosfato
desidrogenase em H. seropedicae, evidenciando uma conex&o entre o metabolismo de
carbono e o de nitrogénio (SACOMBOIO et al., 2017).

As enzimas GS, GOGAT, GDH de H. seropedicae nao foram estudadas. O gene
glnE esta presente, e sua interrupcédo leva a uma menor eficiéncia na incorporacdo de
nitrogénio atmosférico (FAORO, 2004). Regulagdo da expressdo de GInD e GInE nao foi

estudada neste organismo.

1.3.  PROTEINAS PII

Em todo o processo de regulacdo do metabolismo de nitrogénio em procariotos, as
proteinas da familia PIl possuem importancia central. Proteinas da familia Pll s&o
ubiquamente distribuidas em Bacteria, Archaea, e Plantae; a analise filogenética de mais de
700 sequéncias permitiu dividi-las em trés subfamilias (SANT'ANNA et al.,, 2009): uma
contendo os genes ginB/ginK, mais conhecidos e estudados; outra contendo nifl1 e nifi2,
proteinas PIl associadas aos operons de fixagdo de nitrogénio (LEIGH e DODSWORTH,
2007); e uma terceira contendo proteinas pouco caracterizadas, aparentemente associadas
com transportadores de metais. De maior interesse, para este trabalho, sdo as proteinas
denominadas GInB e GInK.

Seguindo-se a proposta de Arcondeguy, Jack e Merrick (2001), reforcada pelo
conhecimento de filogenia (SANT'ANNA et al., 2009), denomina-se g/nB os genes de PII
associados a glhA ou nadE e glhK os genes associados a amitB, ou ao menos
filogeneticamente mais proximos dos demais genes g/inK do que dos genes ginB. O gene
ginZ de A. brasilense mantém o nome por tradicdo (foi descoberto e nomeado na mesma
época que ginK — de ZAMAROCZY et al., 1996) e por nao ser cotranscrito juntamente com
amtB, embora seja semelhante aos demais genes ginK em termos de sequéncia e fungéo e
interaja com AmtB (RAJENDRAN et al., 2011). Para organismos que possuem mais de dois
genes PIl paralogos, utiliza-se letras adicionais além de ginB e ginK (Rhodospirillum rubrum
possui GInB, GInK, e GInJ, por exemplo — JONSSON et al., 2007). Paralogos de Pll podem
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apresentar grande semelhanca funcional (NOINDOREF et al., 2011) ou grandes divergéncias
(TEIXEIRA et al., 2008a), dependendo do organismo em estudo.

A relevancia das proteinas PIll para o metabolismo provém de sua capacidade de
regular a atividade de proteinas alvo por meio de interagdes proteina-proteina, que por sua
vez sao reguladas pela conformacao adotada por PIl em razdo de sua interagdo com
micromoléculas sinalizadoras e/ou de sua modificagdo poés-traducional (HUERGO,
CHANDRA, e MERRICK, 2013).

Em bactérias e arquéias, a fungao principal de PII é regular a atividade de proteinas
envolvidas com o metabolismo central de nitrogénio (ARCONDEGUY, JACK, e MERRICK,
2001), ao passo que em plantas a principal funcdo descrita para as proteinas Pll é a
regulacédo da sintese de arginina no cloroplasto, através de interagdo com a enzima NAGK
(UHRIG et al., 2009). Uma conexao entre Pll e o metabolismo de carbono foi estabelecida
em E. coli com a caracterizagao da interacao entre GInB e BCCP (GERHARDT et al., 2015).
As proteinas PIl apresentam uma notavel similaridade de sequéncia e estrutura (HUERGO,
CHANDRA, e MERRICK, 2013); PIl sao proteinas triméricas pequenas (em Proteobacteria,
com raras excegoOes, estas proteinas possuem 112 residuos) que apresentam trés sitios
para a ligagdo de micromoléculas nas interfaces entre os monémeros. A estrutura geral de
Pll é descrita como um barril de a-hélice/folha B contendo trés regides pouco estruturadas
com grande importancia funcional: o T-loop, o B-loop e o C-loop. O T-loop é uma regiao
grande (10-12 residuos) altamente flexivel e com pouca estruturagdo secundaria que se
sabe estar envolvido na interacdo com a maioria dos alvos ja caracterizados das proteinas
PIl. A excegado da proteina DraG de A. brasilense, que interage com a face lateral do trimero
de GInZ (RAJENDRAN et al., 2011), as demais interacdes ja caracterizadas entre proteinas
Pll e seus alvos (GInK e AmtB (CONROY et al., 2007), GInB e NtrB (JIANG e NINFA, 1999),
Pll e NAGK (LLACER et al., 2007), Pll e PipX (LLACER et al., 2010), e diversas Pll e
proteinas NifA (ver se¢do 1.4.2)) tém envolvimento crucial do T-loop. O T-loop € também
uma regiao importante para a regulagdo da atividade de PIl, pois contém residuos que
podem sofrer modificagdo pds traducional (MERRICK, 2015). A modificagdo € geralmente
uridillacdo do residuo Y51 em proteobactérias, adenillagdo do residuo Y51 em
Streptomyces coelicolor (HESKETH et al., 2002) e Corynebacterium glutamicum
(STROSSER et al, 2004), e fosforilagdo do residuo S49 em cianobactérias
(FORCHHAMMER et al., 2004). A modificagdo pds-traducional € importante para modular a
interacdo com diversas proteinas alvo. O B-loop e 0 C-loop estdo envolvidos na formagao de
sitios para interagdo com micromoléculas (ATP, ADP, 20G) nas interfaces entre os
mondémeros de PIl. A figura 3 mostra a estrutura de GInZ de A. brasilense, a primeira
proteina Pl cristalizada com 20G e ATP no sitio de interagéo correto (PDB 3MHY — TRUAN
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et al., 2010), como exemplo de estrutura de PII, destacando as regibes mais bem

caracterizadas.

Figura 3 - Vista lateral do trimero de GInZ de A. brasilense (PDB 3MHY).

Cada mondmero esta representado em diferentes tons de verde. Os efetores 20G (ciano) e ATP
(cinza) estdo destacados em um dos sitios de interagdo com efetores presente na interface entre
duas subunidades. Formando parte do sitio de interagdo com efetores estdo o B-loop (82-88, em
azul) e o C-loop (102-105, em roxo). O T-loop (37-55) estd mostrado em vermelho, com o residuo de
tirosina 51 que ¢é alvo de uridililagado em proteobactérias representado com sua cadeia lateral.

A interface entre os monémeros de PIl abriga sitios de ligagcdo com alta afinidade
por ATP/ADP e 20G. O padrdao geral é bastante semelhante entre os organismos
estudados: ATP e ADP ligam-se competitivamente a mesma regiao do sitio de interagéo
com efetores, e a interagcdo de Pll com 20G depende da presenca de ATP e aumenta a
afinidade de PIl por ATP (sinergia entre ATP e 20G). ADP, por sua vez, antagoniza a
interagéo de PIl com ATP (FORCHHAMMER e LUDDECKE, 2015). Cada trimero de PIl tem
potencial para ligar-se a até 3 moléculas de ADP, ou até 3 moléculas de ATP, ou a 3
moléculas de ATP e até 3 de 2-oxoglutarato, abrindo a possibilidade de padrées de
regulacdo complexos dependentes da interacdo com diferentes quantidades de cada efetor.
Ainda, a ligacado de PIl a efetores freqlientemente apresenta cooperatividade homotrdpica
negativa entre os trés sitios, implicando na existéncia de trés constantes de dissociacao
diferentes e trés conformacgodes distintas para cada efetor (FOKINA et al., 2010). Os diversos
estados possiveis de ligacdo de GInB de E. coli foram alvo de tratamento matematico
recentemente (ROCHA et al., 2013). Devido a alta afinidade da maioria das proteinas PIl por
ATP/ADP (em GInB de E. coli, Kd entre 50-520 uM para a ligagdo a ATP na auséncia de
20G, e Kd de 32-38 uM para a ligagédo de ADP — JIANG e NINFA, 2007b), e a elevada

concentracao destes metabdlitos nas células (3 mM de ATP, 250 uyM de ADP -
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BUCKSTEIN, HE e RUBIN, 2008 — com pouca alteragdo na presenga ou auséncia de
amoénio — YUAN et al., 2009), é esperado que PII esteja sempre ligada a adenonucleotideos
in vivo. Quando as células séo cultivadas na presenca de fonte abundante de energia (como
nos estudos citados), espera-se que a maior parte das proteinas PIl encontre-se ligada a
trés moléculas de ATP, com uma pequena subpopulacéo ligada a 2 ATP e 1 ADP; ligagao a
duas ou mais moléculas de ADP s6 é esperada na auséncia de fontes de energia — ou,
possivelmente, caso as proteinas Pll possuam atividade ATPasica, uma proposta ainda
controversa (RADCHENKO, THORNTON e MERRICK, 2013).

Diferentemente da concentracdo de adenilatos, a concentragdo de 20G é
altamente variavel (0,4-10 mM — YUAN et al., 2009) de acordo com a disponibilidade de
amoénio na célula (HUERGO e DIXON, 2015), e portanto ha possibilidade de encontrar PlII
ligada a uma, duas, ou trés moléculas de 20G (o Kd da interagdo de GInB de E. coli com
20G é de 12, 120, e 5000 uM para um, dois e trés sitios ocupados — JIANG e NINFA,
2007b. Na auséncia de ATP, o Kd de 20G foi estimado em 4 mM, fisiologicamente
irrelevante — ENGLEMAN e FRANCIS, 1978). A interacdo de PIll com seus efetores
influencia sua conformacao, e a conformacéao de PII, por sua vez, influencia sua capacidade
de interagir com seus alvos e os efeitos de seu modo de interagdo. A figura 4 representa

todos os estados possiveis de ligacao de Pll desuridililada a ATP, ADP, e 20G.
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Figura 4 - Ligagao de ATP, ADP, e 20G a PIl desuridililada.

O ftrimero de PII possui trés sitios para a interacdo com micromoléculas localizados nas interfaces
entre os mondmeros. ATP e ADP competem pelos mesmos trés sitios de ligacdo em PIl, ao passo
que 20G pode ligar-se a um sitio somente quando este estiver ocupado por ATP. Todas as formas
possiveis de ocupacado/desocupacao sequencial dos sitios de PIl desuridillada encontram-se
representadas. T, ATP; D, ADP, 20G, 2-oxoglutarato. Formas marcadas em verde predominam na
auséncia de amobnio (alta concentracdo de 20G), formas em laranja sdo mais comuns na presenca
de aménio (baixa concentracdo de 20G), e as formas em vermelho s6 se espera observar durante
severa caréncia de fontes de energia. As demais formas (que possuem ao menos um sitio de ligacéo
a ATP/ADP desocupado) sdo estados de transicdo que ndo devem estar presentes em grande
concentragao na célula. A ligacdo de ADP a GInB de E. coli ocorre com alta afinidade (Kd = 32-38
uM) sem cooperatividade; a ligagcdo a ATP possui cooperatividade negativa (Kd = 50, 250, 520 uM na
auséncia de 20G; 0,36, 30, 300 uM na presenca de 2 mM 20G), tal como a ligagédo a 20G (Kd = 12,
120, 5000 pM na presenca de 4 mM ATP). Os dados sao de Jiang e Ninfa (2007b).

Como ja mencionado, as proteinas PIll de proteobactérias também podem ser
uridililadas/desuridililadas no residuo de tirosina 51 (localizado no T-loop) pela proteina GInD
em resposta a concentragdo de glutamina (ver sec¢ao 1.2.2). A uridililagéo de PIl em E. coli
depende da presenca de 20G, com metade da uridililagdo maxima ocorrendo com [20G] ~
5 uM (KAMBEROV, ATKINSON e NINFA, 1995) — consistente com a necessidade de
ocupacao de ao menos um sitio de ligacao a efetores. A presenca de ATP também é
essencial; no entanto, visto que quantidades muito pequenas de ATP (20 uM) para que se
detecte uridililagdo de PIl (BROWN, SEGAL e STADTMAN, 1971), é bastante possivel que a
ocupacao de apenas um sitio por ATP e 20G ja baste para a reacao de uridililacdo. A exata
extensao da uridililacdo na presenca de quantidades limitantes de ATP ou 20G (ou seja, se
apenas uma, ou duas, ou trés mondmeros de Pll podem ser modificados caso apenas um
sitio de PII esteja ocupado por ATP e 20G) nao foi plenamente caracterizada; supde-se que

ndo possa haver uridillacdo total destas formas. A desuridillacdo parece depender
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exclusivamente do aumento da concentracdo de glutamina, sendo indiferente a
concentracao de 20G (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998; ZHANG et al., 2010). Além de
influenciar a interagdo de PIl com diversas proteinas alvo, é bastante possivel que a
uridililagdo influencie a afinidade de PIl por seus efetores ATP, ADP, e 20G. Esta
possibilidade nao foi estudada a fundo em E. coli mas um ftrabalho com PIl de H.
seropedicae (GInB e GInK) mostrou que, neste organismo, a uridillacdo diminui
sensivelmente a afinidade de GInB e GInK por ATP e ADP (mas nao por 20G na presenga
de ATP saturante — OLIVEIRA et al., 2015). Os estados de uridiliagao de PII fisiologicamente

relevantes sdo mostrados na figura 5.
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Figura 5 - Representagdo esquematica da uridililagao seqiiencial de Pll em proteobactérias.
Cada mondémero de PIll pode receber um grupo uridilil em seu residuo de tirosina 51, com um maximo
de trés grupos uridilil por trimero. Segundo o modelo corrente, apenas formas de PIl ligadas a pelo
menos uma molécula de ATP e uma molécula de 20G podem ser alvo da adi¢do de uridilil (ver texto
acima); estas dez formas (seis daas quais sao fisiologicamente relevantes) estdo contidas dentro do
retdngulo preto. T, ATP; D, ADP, 20G, 2-oxoglutarato, U, uridilil. A transicdo entre as formas esta
marcada com uma seta simples; nos casos em que a possibilidade de transicdo ainda é duvidosa,
marcou-se a seta com um ponto de interrogacédo e parénteses. Formas marcadas em verde
predominam na auséncia de amoénio (alta concentracdo de 20G), formas em laranja sdo mais
comuns na presenga de aménio (baixa concentracdo de 20G), e as formas em vermelho s6 se
observam durante severa caréncia de fontes de energia. As demais formas (que possuem ao menos
um sitio de ligagdo a ATP/ADP desocupado) sédo estados de transicdo que ndo devem estar
presentes em grande concentracdo na célula. E teoricamente possivel obter formas uridililadas de PII
ligadas somente a ATP ou a ADP (e ndo a 20G) através da dissociacdo de 20G posterior a
uridililagédo e anterior a desuridillacdo estimulada pelo aumento da concentragao intracelular de
glutamina; n&o é claro se isto ocorre in vivo.
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1.4.  FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A fixacao biolégica do nitrogénio (FBN) consiste na reducédo do gas dinitrogénio a
amonio catalisada pelo complexo enzimatico da nitrogenase. A FBN é responsavel por cerca
de 50-60% de todo o nitrogénio fixado anualmente na Terra (KIM e REES, 1994; VITOUSEK
et al., 1997, FOWLER et al., 2013)9, sendo um processo vital para a manutencgéo do ciclo do
nitrogénio. Este processo também ¢é importante economicamente: visto que o nitrogénio é
um dos principais nutrientes limitantes da produtividade agricola (MASCLAUX-DAUBRESSE
et al., 2010). Desde a invencao da sintese de Haber-Bosch em 1909, a deficiéncia de
nitrogénio no solo costuma ser corrigida com a adicdo direta de aménio sintetizado
quimicamente — uma pratica com custos econdmicos e ambientais consideraveis (GILLER e
CADISH, 1995; CREWS e PEOPLES, 2004).

O nitrogénio atmosférico € uma das fontes de nitrogénio alternativas ao aménio, e
apresenta a vantagem de estar disponivel em quantidade elevada, constante e inexaurivel
na atmosfera (78%). A capacidade de incorpora-lo a moléculas organicas, porém, esta
restrita aos poucos organismos procaridticos (denominados diazotrofos) que possuem o
arcabougo enzimatico para realizar a redugdo de N, a amdnio. A baixa reatividade do
dinitrogénio constitui o maior obstaculo para sua utilizagdo (KIM e REES, 1994); a quebra da
tripla ligagcdo requer alto dispéndio de energia e um aparato molecular complexo. A
estequiometria da reacgao foi definida a partir do trabalho de Simpson e Burris (1984), e é

mostrada abaixo':

N
N, + 8H* + 8e~ + 16ATP*. Mg?* + 16H,0 ——s 2NHs; + H, + 16ADP3~. Mg?* + 16Pi + 16H*

A reacgédo possui um custo energético elevado, com 8 ATP e 4 equivalentes
redutores consumidos para cada atomo de nitrogénio fixado. A producao de gas hidrogénio
€ inerente ao mecanismo da reacao (LUKOYANOV et al., 2016) e seu potencial para a
produgéo de biocombustiveis tem sido alvo de investigagdo (ADESSI et al., 2012). A am&nia
produzida é rapidamente protonada a aménio em solugao.

A reacado envolve duas enzimas distintas, produto de trés genes, que foram mais
bem caracterizadas em A. vinelandii, o organismo modelo para estudo da nitrogenase. A
proteina ferro (Fe, NifH, dinitrogenase redutase) € um homodimero de cerca de 40 kDa que
contém dois sitios para ligacdo de ATP (um em cada mondmero) e um cluster [4Fe-4S] na
interface entre suas duas subunidades (GEORGIADIS et al., 1992). Sua fungéo é transferir

° Do total de nitrogénio fixado biologicamente, Fowler e colaboradores (2013) estimaram que cerca de 23% (ou
50% da FBN terrestre) advenha de culturas vegetais.

"0 Esta equagao nao aparece em Simpson e Burris (1984), embora seja decorrente diretamente deste trabalho e
a maioria das revisdes Ihe fagam referéncia direta (por exemplo, KIM e REES, 1994); para uma discussdo maior
sobre a representagao completa desta reagdo, mostrada no texto, ver Ipata e Pesi (2015).



42

elétrons para reduzir a proteina ferro-molibdénio (FeMo, NifDK, dinitrogenase), que contém
um complexo cofator de ferro-molibdénio (FeMoco, cluster M, [8Fe-9S-C-Mo-homocitrato])
pertencente ao sitio ativo da nitrogenase'. A enzima que efetivamente catalisa a reducéo
do nitrogénio é a proteina FeMo, um tetramero de ~250 kDa formado pela jun¢ao de dois de
heterodimeros de NiDK. Cada heterodimero coordena dois centros metalicos: um cluster P
(8Fe-7S — CHAN et al., 1993), responsavel por receber o elétron transmitido por NifH, e um
cluster M (7Fe-9S-C-Mo-homocitrato — LANCASTER et al., 2011), responsavel pela catalise.
As duas unidades do tetramero nao funcionam independentente; ha cooperatividade
negativa entre elas, de modo que um dimero de NifDK é inibido enquanto o outro esta ativo
(DANYAL et al., 2016). Ambas as proteinas tiveram suas estruturas determinadas
(GEORGIADIS et al., 1992; TEZCAN et al., 2005), e uma representacdo esquematica da

interacao entre as proteinas Fe e FeMo é mostrada na figura 6.

" Esta secao descreve apenas a nitrogenase dependente de molibdénio, que é a forma mais eficiente, melhor
caracterizada e mais amplamente distribuida da nitrogenase. Diversos organismos codificam também
nitrogenases alternativas estruturalmente semelhantes, que diferem da nitrogenase classica pela presencga de
vanadio ou ferro no lugar do atomo de molibdénio no cluster M, o que torna a catélise menos eficiente. Entre
estes organismos encontram-se A. vinelandii (HALES et al., 1986; CHISNELL et al., 1988), R. rubrum (LEHMAN
e ROBERTS, 1991), R. capsulatus (MASEPOHL e KLIPP, 1996), Rhodopseudomonas palustris (ODA et al.,
2005), e Anabaena variabilis (THIEL, 1993).
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Figura 6 - Representagao das proteinas Fe e FeMo que compde a nitrogenase.

Metade do heterooctdmero formado durante a interagéo entre as proteinas Fe (NifH) e FeMo (NifDK)
esta representado como um modelo de estrutura secundaria (a esquerda, PDB:4WZB), e a outra
metade como um modelo esquematico para destacar as regides mais importantes de cada proteina
(a direita). Os dimeros de NifH estéo coloridos em laranja, e encontram-se na periferia do complexo
enzimatico. Cada dimero de NifH possui um cluster F ([4Fe-4S]) na interface entre os mondémeros
(representado por um cubo amarelo), e é a face de NifH que contém o cluster F que interage com a
proteina FeMo. Cada monémero de NifH contém um sitio para ligagdo de ATP localizado na face
oposta a que interage com FeMo. A proteina FeMo é um tetramero formado por dois heterodimeros
de NifDK (NifD em verde, NifK em azul), cada heterodimero contendo um cluster P ([8Fe-7S,
representado dois cubos amarelos conectados) e um cluster M ([7Fe-9S-C-Mo-homocitrato],
representado por um trapézio amarelo). Os clusters P localizam-se préximos da superficie de
interagdo com NifH; cada tetramero de NifDK pode interagir com dois dimeros de NifH em faces
opostas, embora a interacdo/redugdo seja anticooperativa entre as duas metades do tetrdmero (ver
texto). Os elétrons fluem do cluster F de NifH para o cluster P de NifDK, e do cluster P para o cluster
M que contém o sitio catalitico. Figura adaptada de HOFFMAN et al., 2014.

A proteina Fe adquire elétrons de flavodoxina ou ferredoxina (MARTIN et al., 1989),
e portanto indiretamente de NADPH e piruvato (BLASCHKOWSKI et al., 1982; BOTHE e
FALKENBERG, 1972), e transfere-os um por um para a proteina dinitrogenase ao longo de
8 ciclos de associacao/dissociacdo para catalisar a redugdo de uma molécula de
dinitrogénio, ao custo de hidrolise de 2 moléculas de ATP por ciclo (SEEFELDT, HOFFMAN,
e DEAN, 2009).

Cada ciclo da proteina Fe inicia-se com a ligacdo de duas moléculas de ATP a
proteina Fe reduzida, que entdo interage com a proteina FeMo. A interacdo entre as duas

proteinas leva quase imediatamente a transferéncia de um elétron do cluster [4Fe-4S] da
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proteina Fe para o cluster P da proteina FeMo, reduzindo-a (DUVAL et al., 2013). A proteina
Fe oxidada entdo hidrolisa as duas moléculas de ATP produzindo ADP e Pi, que dissociam-
se muito lentamente dos sitios de ligacdo (16-25 s”') (YANG et al, 2016). Apds a
dissociacdo de Pi e ADP, a proteina Fe dissocia-se rapidamente de FeMo, e o ciclo
recomega com a redugao da proteina Fe por flavodoxina ou ferredoxina (DUVAL et al.,
2013). A lenta etapa de dissociagao de Pi do sitio catalitico da proteina Fe é a etapa
limitante da reacao de fixagao do nitrogénio (YANG et al., 2016).

Grandes avangos ocorreram recentemente na compreensao do mecanismo da
reducdao do nitrogénio (HOFFMAN et al., 2014; KHADKA et al., 2017), especialmente no
tocante ao papel da produgao de hidrogénio. Thorneley e Lowe (1985) descreveram o ciclo
de fixacdo de nitrogénio na forma de 9 etapas (E, a Eg), correspondentes ao numero de
elétrons transferidos para a proteina FeMo; estudos posteriores mostraram que a proteina
FeMo pode acumular até 4 elétrons de cada vez, e portanto o ciclo pode ser dividido em
duas metades (HOFFMAN et al., 2014). A primeira metade do ciclo (Eq-E4) introduz
progressivamente quatro elétrons e quatro atomos de hidrogénio (dois hidretos, dois
prétons) ao cluster M, possivelmente com dois dos hidretos compartilhando parcialmente um
mesmo atomo de ferro ligado a um enxofre ligado a molibdénio (LUKOYANOV et al., 2010).
Neste estado, dois atomos de hidrogénio e dois elétrons sdo combinados para formar gas
hidrogénio, e H, pode ser liberado para que ocorra a ligacdo do substrato N, ao atomo de
ferro mais reduzido do cluster FeMo (HOFFMAN et al., 2014). As quatro etapas seguintes
consistem na reducao progressiva de N, a diazeno (N;H), hidrazina (N,H,), e por fim a duas
moléculas de amdnio, liberadas nas etapas finais (E7-Eg) (HOFFMAN et al., 2014). Os ciclos

da proteina Fe e da proteina FeMo estao representados na figura 7.
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Figura 7 - Ciclos de reducgao das proteinas Fe e FeMo.

Esquema adaptado de SEEFELDT ef al., 2009. Constantes de primeira ordem para as etapas do ciclo
da proteina Fe retirados de DUVAL et al.,, 2013. Figura do cluster M no estagio E, retirada de
HOFFMAN et al., 2014. (A), ciclo da proteina Fe. A proteina Fe possui um ciclo de oxi-redugao ao
longo do qual transfere um elétron para a proteina FeMo. O ciclo inicia-se com a proteina Fe oxidada
e ligada a ATP recebendo um elétron de uma flavodoxina, reduzindo-se; a flavodoxina oxidada é
reduzida novamente pela flavodoxina redutase ao custo de NADPH, deixando-a pronta para o
proximo ciclo. A proteina Fe reduzida interage com a proteina FeMo e rapidamente transfere um
elétron do cluster F para o cluster P (taxa de 1700 s'1). Apbs a reducédo do cluster P, a proteina Fe
oxidada cliva ATP a ADP e Pi (70 s'1), e o fosfato produzido dissocia-se lentamente (16 3'1) do sitio de
ligagéo. Apds a dissociagéo do fosfato, a proteina Fe dissocia-se ainda mais lentamente da proteia
FeMo (6 s'1); estas duas etapas sdo limitantes para a taxa de fixacdao de nitrogénio. Uma vez
dissociada, a proteina Fe troca ADP por ATP e reinicia o ciclo. (B), ciclo da proteina FeMo. O ciclo
consiste de nove estagios (Eq a Eg) cuja transigdo ocorre através da adigdo de um elétron vindo da
proteina Fe, findos os quais a proteina FeMo libera uma molécula de hidrogénio gasoso e duas de
amonia. Entre os estagios Ej e E4, o cluster M acumula 4 elétrons e quatro prétons, provavelmente na
disposicdo mostrada na figura ao centro do ciclo (vermelho representa atomos de ferro, amarelo de
enxofre, rosa de molibdénio). No estagio E4, o cluster M (fortemente reduzido) pode adquirir seu
substrato substrato N, e reduzi-lo a diazeno (N,H,); a ligagdo/reducédo de N, desencadeia a formagéo
de H,, que é liberado imediatamente, oxidando o cluster M. Nas etapas seguintes (Es a Eg), a adicao
de elétrons vindos da proteina Fe ocasiona a redugéo de diazeno a hidrazina (N,H,) e finalmente a
duas moléculas de aménia (NH3), que sao liberadas na transicdo entre os estagios E;-Eg e Eg-E,.

A fixacao de nitrogénio € bastante custosa para a célula: 8 ATP e 4 equivalentes
redutores devem ser consumidos para cada molécula de aménio produzida. Os custos

indiretos da reacdo também sao consideraveis: o lento furnover da enzima exige a sintese



46

de grandes quantidades de proteina para que a producdo de amdnio seja suficiente para
sustentar o crescimento celular'? a enzima é inativada irreversivelmente por oxigénio,
devido a sensibilidade do cluster M (SHAH e BRILL, 1977), implicando que sua manutengao
devera ocorrer na auséncia de oxigénio para a cadeia respiratoria (baixa eficiéncia
energética) ou na presenca de mecanismos de remogao de oxigénio (dispéndio adicional de
energia); e a sintese dos complexos cofatores metalicos requer a agdo de no minimo cinco
(e geralmente mais de 12) proteinas diferentes (WANG et al.,, 2013), o que implica na
sintese de grande quantidade de proteinas. A montagem dos cofatores da enzima
nitrogenase € um processo complexo, recentemente revisado (HU e RIBBE, 2013; RIBBE et
al.,, 2014). Inicialmente, NifS, uma cisteina desulfurase dependente de piridoxal fosfato
(ZHENG et al., 1993), produz enxofre elemental a partir de cisteina, e transfere atomos de
enxofre para NifU para formar sucessivamente um cluster [2Fe-2S] e [4Fe-4S] em NifU
(YUVANIYAMA et al., 2000), uma proteina dimérica que contém dois clusters [Fe2-S]
permanentes e um sitio para formacao de clusters [4Fe-4S] transferiveis. NifU transfere o
cluster [4Fe-4S] formado para NifH (proteina Fe), tornando-a funcional (SANTOS et al.,
2004). Para a sintese do cluster P ([8Fe-7S]), NifU transfere dois clusters [4Fe-4S]
diretamente para NifDK (proteina FeMo), e NifH catalisa a remogado de um enxofre para
formar o cluster P (LEE et al., 2009). A formagao do cluster M requer a acdo de outras
proteinas; dois clusters [4Fe-4S] sao transferidos de NifU para NifB (SHAH et all.,, 1994),
que reorganiza os oito atomos recebidos, adiciona em atomo de enxofre e um ion carbideo
derivado da clivagem de S-adenosil metionina, e transfere o novo cluster L ([8Fe-9S-C])
para NifEN (WIIG et al., 2011), um heterotetrdmero de estrutura muito semelhante a NifDK
(BRIGLE et al., 1987). Em NifEN, o cluster L € maturado com a adicdo de molibdato e
homocitrato (RIBBE et al., 2014); o cluster M maduro é transferido para NifDK por interagao
direta com NIifEN (YOSHIZAWA et al., 2009), gerando a proteina FeMo madura.

1.4.1. Controle da fixagao biolégica de nitrogénio

Devido ao alto custo metabdlico da FBN, praticamente todos os organismos
diazotréficos possuem mecanismos bastante estritos de regulagdo deste processo para

evitar o desperdicio de energia quando fontes menos custosas de nitrogénio estiverem

2 Ha divergéncias quanto a quantidade exata de nitrogenase acumulada por diazotrofos durante a fixagédo de
nitrogénio, mas o consenso é de que a concentracdo intracelular deve ser elevada. Jacobs, Mitchell e Watt
(1995), os autores que mais recentemente mediram a concentragao intracelular da nitrogenase em A. vinelandii,
relatam que a concentracdo da proteina FeMo é 26 uyM (6 mg/mL, 4,2% do conteudo protéico celular), e a
concentracéo da proteina Fe é 45 uM (2,8 mg/mL, 2% do total de proteina), totalizando 6,2% do total de proteina
presente no citoplasma. Outros autores que trabalharam com A. vinelandii encontraram valores de proteina Fe +
FeMo em relagéo a proteina celular total entre 12,8-44,3% (KLUGKIST et al., 1985) e 6,5-11,9% (DINGLER et
al., 1988), dependendo das condi¢gdes de cultivo. Os valores de concentragdo total de nitrogenase em outros
organismos variam ainda mais, entre 5-40% (Rhodobacter capsulatus, dependendo das condigcbes de iluminagéo
— JOUANNEAU, WONG e VIGNAIS, 1985) e 12-40% (Klebsiella pneumoniae — EADY et al., 1978).
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disponiveis ou quando as condicbes ambientais forem desfavoraveis a FBN (por exemplo,
em alta oxigenagédo) (DIXON e KAHN, 2004). O controle da transcricdo dos genes
responsaveis pela sintese e maturacdo da nitrogenase (genes nif) € a principal forma de
regulacdo da FBN nos organismos ja estudados.

Embora os genes envolvidos diretamente na reagdo de reducido de dinitrogénio
(nifHDK) e na montagem dos cofatores metalicos (nifSUBEN) sejam bastante conservados,
a capacidade de fixar nitrogénio estd presente em organismos tao filogeneticamente
distantes quanto proteobactérias, cianobactérias e arqueias (RAYMOND et al., 2004; ZEHR
et al., 2003), o que por si s6 implica que a regulagdo da FBN deve ocorrer através de
mecanismos distintos, ao menos em nivel transcricional (DIXON e KAHN, 2004). Sugere-se
que a distribuicdo esparsa dos genes nif seja resultado de multiplas transferéncias
horizontais partindo inicialmente de um ancestral metanogénico (BOYD et al., 2011). Ao
menos uma arqueia ja caracterizada (Methanococcus maripaludis) apresenta regulagao pos-
traducional da atividade da nitrogenase: a interacdo de NifDK com proteinas PII (Nifl; e Nifl,)
inibe a atividade da enzima, e esta inibicdo € aliviada pelo aumento da concentragéo de
20G (DODSWORTH e LEIGH, 2006).

Os sistemas de controle de expressdao dos genes nif de cianobactérias
(TSUJIMOTO et al., 2016) e actinobactérias (KUCHO et al.,, 2017) ainda sido pouco
compreendidos; em arqueias, o controle da FBN foi estudado primariamente em
Methanococcus e Methanosarcina (WEIDENBACH et al, 2008), e a regulagédo da
transcrigao é feita primariamente através de um repressor transcricional (NrpR). NrpR liga-
se aos promotores nif e reprime sua transcricdo na presenga de amdnio; a desrepressao
ocorre com a ligagdo de 20G a NrpR, que conduz a alteracbes conformacionais neste
repressor que diminuem sua afinidade por DNA (WISEDCHAISRI et al., 2010), permitindo a
transcricdo dos genes nif. Em M. mazei, a ativagdo maxima da transcricdo dos genes nif
requer também a presenca de um ativador transcricional denominado NrpA, cuja transcricao
também se encontra sob o controle de NrpR (WEIDENBACH et al., 2014). No mesmo
organismo, ha evidéncias recentes da importancia de um sRNA para a regulagéo tanto do
metabolismo geral de nitrogénio quanto da FBN em particular (PRASE et al., 2017).

Dentre as bactérias Gram-positivas, o metabolismo de nitrogénio parece ser melhor
compreendido na classe dos Bacilli. Recentemente, a regulagdo da FBN em Paenibacillus
riograndensis foi atribuida ao repressor transcricional GInR (cotranscrito com GS a partir do
operon gInRA), uma proteina dimérica cuja atividade repressora & exacerbada pela
interacdo com GS ligada a glutamina e/ou AMP (FERNANDES et al., 2017). A desrepressao
dos operons nif na auséncia de amobnio (devida a baixa concentracdao de glutamina
desestabilizar a interacao GInR-GInA, que por sua vez desestabiliza a interagao de GInA

com os promotores nif) leva & expressao a partir de possiveis promotores o” (FERNANDES
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et al., 2017). Ja os sistemas de regulacdo da FBN em proteobactérias foram estudados com
muito mais detalhes, e a despeito das peculiaridades de cada um foi possivel chegar a
alguns modelos gerais.

Em todas as proteobactérias, os nif estdo organizados em um ou mais operons sob
controle de 0® e do ativador transcricional NifA, uma proteina pertencente a familia bEBP
que reconhece especificamente um motivo conservado TGT-N,-ACA nos promotores nif
(MORETT e BUCK, 1988). A atividade de NifA, por sua vez, é sempre regulada
negativamente pela presenca de oxigénio e geralmente regulada negativamente pela
presenca de amonio, de modo a impedir a produgao da nitrogenase e das demais proteinas
associadas quando as condigbes para fixacdo de nitrogénio nao forem adequadas (por
exemplo, na presencga de oxigénio) ou ndo forem necessarias (por exemplo, na presenca de
amoénio) (DIXON e KAHN, 2004). Os detalhes especificos da regulagao variam amplamente
nos diazotrofos em que NifA ja foi caracterizada, conforme discute-se na sec¢édo 1.4.2 (p. 49).

Além da regulagao transcricional, alguns organismos possuem mecanismos de
inativacdo reversivel pos-traducional de NifH, que permitem uma resposta rapida a
mudangas ambientais subitas na oxigenacdo ou na concentragdo de amoénio. A. vinelandii
possui um sistema proprio de inativagdo reversivel nitrogenase, denominado protegéo
conformacional, através de interagdo com uma proteina denominada FeSll, ou Shethna.
FeSIl € um homodimero que contém um cluster [2Fe-2S] em cada subunidade (MOSHIRI et
al.,, 1995), e interage com as proteinas Fe e FeMo simultaneamente para formar um
complexo ternario inativo, mas protegido do dano causado por O, (SCHLEISIER et al.,
2016).

O sistema de regulacado pdés-traducional da nitrogenase mais bem caracterizado é
denominado DraT/DraG, presente em Azospirillum brasilense, Rhodospirillum rubrum, e
Azoarcus SP. BH72 (OETJEN e REINHOLD-HUREK, 2009), que responde a presenca de
amoénio e estado de energia da célula (NORDLUND e HOGBOM, 2013).

Neste sistema, a regulagdo da atividade da nitrogenase é atingida através da
modificagdo da proteina Fe em resposta ao aumento da concentragdo de amobnio ou a
queda dos niveis de energia. A inativagéo é realizada por DraT, uma proteina monomérica
de ~30 kDa que transfere um grupo ADP-ribosil de NADP para um residuo conservado de
arginina na proteina Fe (R101 em R. rubrum — POPE et al., 1985), inativando-a (LOWERY e
LUDDEN, 1988). Em R. rubrum, a atividade de DraT €& estimulada por sua interagdo com
GInB desuridililada (NORDLUND e HOGBOM, 2013). Em A. brasilense, a caracterizacao in
vitro desta interagdo mostrou que tanto GInB quanto GInZ podem ativar DraT em qualquer
estado de uridililacdo (embora GInB nao uridililada seja o ativador mais eficiente), mas a
ativagcdo é negativamente impactada pela interagcdo das proteinas PIll com 20G e é
dependente da presenca do T-loop (MOURE et al., 2012).
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A remocgdo do grupo adenosil é efetivada por DraG, também uma proteina
monomeérica de pequena massa (~32 kDa — SAARI et al., 1984). Sua atividade € inibida por
interacdo com GInZ e AmtB em A. brasilense (HUERGO et al., 2006). A regulagao ocorre
por interacao direta entre a face catalitica de DraG e a face lateral do trimero de GInZ, e
eventualmente envolve a formacdo de um complexo ternario DraG-GInZ-AmtB, que é
transportado para a membrana (HUERGO et al., 2007; RAJENDRAN et al., 2011).

No geral, a razédo por tras deste modo de controle pode ser resumida da seguinte
maneira: quando, apdés a produgcdo e maturacdo de NifHDK, a concentragdo de amonio
aumenta, a proteina GInB desuridililada interage com a enzima DraT, estimulando sua
atividade de transferéncia de um grupo adenilil. Nestas mesmas condigbes, GInZ
desuridililada interage simultaneamente com AmtB e com DraG, inativando DraG ao arrasta-
la para a membrana e criar impedimentos estéricos para sua interagdo com NifH
(RAJENDRAN et al., 2011). Quando a concentragcao de amonio cai, ambas as proteinas PII
ligam-se a 20G e sao uridililadas; a capacidade de interacdo de GInB com DraT diminui
muito, inibindo a atividade de DraT. GInZ uridillada perde a capacidade de interagcdo com
AmtB; isto estimula a atividade de DraG, agora presente no citoplasma, que procede com a

remog¢ao do grupo adenosil de NifH.

1.4.2. Fixacao de nitrogénio em H. seropedicae

H. seropedicae é capaz de fixar nitrogénio sob condi¢des microaerdfilas, e a
expressao dos genes nif ocorre no interior da planta (RONCATO-MACCARI et al., 2003).
Este organismo ndo possui nhenhum dos dois sistemas de regulacdo pos-traducional da
nitrogenase descritos na sec¢do anterior, embora se tenha observado a inibicdo pos-
traducional da atividade desta enzima (FU e BURRIS, 1989). O mecanismo desta regulagao
ainda ndo € bem compreendido, mas parece envolver o sistema GInK-AmtB (NOINDORF et
al., 2011).

O controle da transcrigdo dos genes nif pela proteina NifA parece ser o mecanismo
mais importante para a regulacdo da FBN nesse organismo (CHUBATSU et al., 2012). O
cluster nif de H. seropeidcae compreende 47 genes organizados em 7 operons putativos
agrupados em uma regido contigua, conforme mostrado na figura 8. Estes operons contém,
além dos genes estruturais da nitrogenase (nifHDK), genes essenciais para a sintese dos
cofatores metalicos F, P e M e genes de fungdo secundaria, freqlentemente nao
plenamente compreendida para a fixagao de nitrogénio. Um resumo do conhecimento que ja

se possui a respeito dos genes nif de H. seropedicae é mostrado na tabela 1.
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Fix*’" NifA*/-
[0%% — NtrC, NifA, IHF, FnR] [o%* — NifA]

< modE1 < 2873 2872 nifA nifB >
810 bp 1002 bp 642 bp 1529 bp A 1578 bp

[05% — NifA, NtrC, FnR]

Fix Fix Fix

219bp  375bp 759bp 297bp  2147bp  375bp 1140 bp 210bp  2610bp 1149 bp 306 bp 852bp

Fix*/-

v [0%* — NifA, IHF]
nifH nifD >—| nifk >

237 bp 588 bp 405 bp 432 bp 879bp 1455 bp 1560 bp

Fix

Fix Fix (Fe) Fix (Fe) Fix*/ Fix (Mo)  Fix (Mo)

1380 bp 1389 bp 402 bp 471bp  207bp 306bp 600 bp 756 bp

Fix-

ImodB>( modC >—<?z|< fixC |< fixB < fixA

753 bp 1119bp 294 bp 1299 bp 1095 bp 846 bp 330bp

1131 bp 339 bp 1929 bp 321bp  357bp 450 bp 1221 bp

oo nrfu T :r

[05% — NifA, IHF]

Figura 8 - Genes de fixagdo de nitrogénio de H. seropedicae

A regido continua contendo os genes envolvidos na FBN de H. seropedicae contém 47 orfs
agrupadas em sete operons distintos. A maioria dos genes se encontra em trés operons cuja
transcricao é ativada o™ e NifA, mostrados em roxo
(nifBfdxNhesBHsero_2867nifZnifZ1Hsero2864nifS2fixUHsero_2861Hsero 2860fdxHsero 2858,
nifHDKENXHsero_2847Hsero_2846fdxAnifQmodABC e nifSUerpAhesB1hscAfdxnifVWfixABCX). O
gene nifA (em verde) é transcrito a partir de seu proprio promotor o ea complexa regulagéo de sua
expressao envolve NtrC, NifA e IHF (WASSEM et al., 2002). Divergente do gene nifA encontra-se o

operon Hsero 2872Hsero_2873modE1, cuja regido promotora sobrepde-se parcialmente com a de
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nifA, mas que possui regulagdo diferente (NOVELLO, 2012). Outros dois operons
(Hsero_2854Hsero_2855Hsero _2856Hsero 2857 e Hsero 2827, ambos em cinza) ainda nio tiveram
sua expressdo caracterizada. Os fatores que se sabe serem responsaveis pela regulagdo da
expressao de cada operon estdo listados entre colchetes, com os mais relevantes destacados em
negrito. Os triangulos apontando para alguns genes (A,V) indicam que sua interrup¢ao/delecao
causa um fenétipo diferente do selvagem em termos de FBN em H. seropedicae. Fix indica auséncia
de fixagdo de nitrogénio; quando este fendtipo s6 se manifesta na auséncia de ferro ou molibdénio,
indica-se com (Fe) e (Mo), respectivamente. Fix"" indica que a fixagao de nitrogénio é prejudicada,
mas nao abolida, pela mutagao; NifA™" indica prejuizo da atividade de NifA. Figura adaptada de

CHUBATSU et al., 2012; maiores detalhes sdo expostos na tabela 1.

TABELA 1 — GENES nif DE H. seropedicae

Gene Fita Operon Posi Proteina Funcao Caracterizagcdo em
gao H. seropedicae
erpA + nifS 3 ErpA Funcdo semelhante a de Na&o caracterizado.
IscA. Auxilia na
transferéncia de clusters
Fe-S; aparentemente
envolvida na protecdo de
clusters Fe-S contra
estresse oxidativo (PY et
al., 2018).
fdx + nifS 6 Ferredoxina Maturagdo de clusters Na&o caracterizado.
(Hsero_2834) 1x [2Fe-2S] Fe-S?
(KAKUTA et
al., 2001)
fdx - nifB 12 Ferredoxina Maturagdo de clusters Na&ao caracterizado.
(Hsero_2859) 1x [2Fe-2S] Fe-S?
(KAKUTA et
al., 2001)
fdxA - nifH 9 Ferredoxina Transferéncia de elétrons Inser¢cdo de lacZ-Km
2 x[ 4Fe-4S]  para NifH. leva a perda de 70%
da atividade da
nitrogenase; nao esta
envolvido no switch
off da nitrogenase
(SOUZA et al., 2010).
fdxN - nifB 2 Ferredoxina Transferéncia de elétrons Inser¢cdo de lacZ-Km
2 x[4Fe-4S] para NifH outras leva a perda total da
proteinas (JIMENEZ- atividade da
VICENTE et al., 2014). nitrogenase (SOUZA
et al., 2010).
fixA + nifS 9 FixA Flavoproteina N&o caracterizado.
transportadora de
elétrons, subunidade B
(WEINDENHAUPT et al.,
1996).
fixB + nifS 10 FixB Flavoproteina Insercdo de cassete
transportadora de Km leva a auséncia
elétrons, subunidade a de crescimento
(WEINDENHAUPT et al., celular na auséncia
1996). de amdnio
(SCHWAB, 2006).
fixC + nifS 11 FixC Flavoproteina N&o caracterizado.

(ubiquinona)-oxiredutase
(WEINDENHAUPT et al.,
1996).



fixU

fixX

hesB

hesB1

hscA

Hsero_2827

Hsero 2846

Hsero_2847

Hsero 2854

- nifB

+ nifS

- nifB

+ nifS

+ nifS

- Hsero_2827

- nifH

- nifH

+ Hsero 2854

12

FixU (NifT)

FixX

Semelhante
alscN

IscA

HscA

Proteina
hipotética
conservada
com dominio
VOC;
semelhante a
lactoil-
glutationa
liase

Proteina
hipotética
moderadamen
te conservada
com dominio
rop-like

Proteina
hipotética
conservada

Regulador de
resposta
hipotético
conservado,

Pouco conhecida; efeito

minoritario sobre a
fixagdo de nitrogénio
(SULLIVAN et al., 2013).
Semelhante a
ferredoxina; funcao
desconhecida, possivel

transferéncia de elétrons

para a nitrogenase
(FISCHER, 1994;
MILLER, 2016).

Semelhante a IscA;

facilita a transferéncia de
clusters Fe-S para
ferredoxinas
(DOMBRECHT et al.,
2002).

IscA; doagdo de ions
ferro para IscU
(possivelmente NifU)

(DING e CLARK, 2004).

Chaperona; auxilia na
transferéncia de clusters
Fe-S de IscU
(possivelmente NifU)
para outras proteinas
(possivelmente nifEN)
(BONOMI et al., 2008).

Relacionada a
resisténcia a estresse
oxidativo?

?
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Nao caracterizado.

Nao caracterizado.

A mutagédo polar em
fdxN é Fix e polar
sobre hesB, e o
fendtipo Fix pdde ser
complementado com
FdxN plasmidial;
portanto, hesB
parece nao  ser
essencial (SOUZA et
al., 2010).

Insergdo de cassete
Km leva a auséncia

de crescimento
celular na auséncia
de amonio

(SCHWAB, 20086).

Nao caracterizado.

Promotor nao
estudado; parece
conter dois sitios

para ligagao de o™,

Nao caracterizado.

Insercdo de cassete
leva a perda de 90%
da atividade da
nitrogenase sob
baixa concentragao
de ferro e 50% sob
baixa concentragéo
de Mo, sem efeito
sobre atividade de
NifA (KLASSEN et
al., 2003).

N&o expresso em H.
seropedicae

independente da
concentragao de



Hsero 2855

Hsero_2856

Hsero 2857

Hsero_2858

Hsero 2860

Hsero_2861

Hsero 2864

Hsero_ 2867

Hsero 2872

Hsero 2854

Hsero_2854

Hsero 2854

nifB

nifB

nifB

nifB

nifB

Hsero 2872

13

11

10

maior parte da
sequiéncia
forma um
dominio REC

Globina

Proteina
hipotética
conservada

Proteina
hipotética
conservada
contendo
zinc ribbon

Proteina
hipotética
conservada,
familia SIR2

Proteina
hipotética
altamente
conservada;
possivel
amino-
transferase

Proteina
hipotéticca
conservada
entre
Herbaspirillum
fracamente
conservada
em outros
géneros

Proteina
hipotética
conservada
em
Herbaspirillum
e em menor
grau em
rizébios
Proteina
hipotética
conservada
contendo
dominios
LRV_FeS e
Succ_DH_flav
C

Globina

Ligacdo de oxigénio,
metabolismo de NO?

Relacionada ao
metabolismo de clusters
Fe-S?

Ligagéo de oxigénio?
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nitrogénio e oxigénio
(Tayna Lima,
comunicagao
pessoal).

Delecdo do gene no
cromossomo leva a
perda de 30% da
atividade da
nitrogenase  (LIMA,
2016).

N&o caracterizado.

Nao caracterizado.

Nao caracterizado.

Nao caracterizado.

N&o caracterizado.

Nao caracterizado.

Nao caracterizado.

Delegcdo da regido
central do gene no
cromossomo leva a
reducao de atividade
da nitrogenase, da
atividade de NifA, e
da ativagao do
promotor nifA
(NOVELLO, 2012).
Promotor contém os
mesmos sitios para
ligagdo de NifA, IHF,



Hsero 2873

modA

modB

modC

modE1

nifA

nifB

nifD

nifE

nifH

+

+

Hsero 2872

nifH

nifH

nifH

Hsero_2872

nifA

nifB

nifH

nifH

nifH

2

11

12

13

Proteina
hipotética
conservada

ModA

ModB

ModC

ModE

NifA

NifB

Dinitrogenase,

cadeia a

NifE

Dinitrogenase
redutase

Transportador ABC;
componente extracelular
de ligagdo a molibdénio
(HOLLENSTEIN et al.,
2007).

Transportador ABC;
proteina transportadora
transmembrana

(HOLLENSTEIN et al.,
2007).

Transportador ABC;
ATPase localizada na
face citoplasmatica

(HOLLENSTEIN et al.,
2007).

Regulagéo da transcrigdo
génica em resposta a
molibdénio.

Ativacdo da transcricdo
dos promotores nif.

Sintese de precursor do

cluster M da
dinitrogenase  (HU e
RIBBE, 2016).

Reducdo de dinitrogénio
a amonio.

Semelhante a  NifD;
scaffold para montagem
do cluster M (FAY et al.,
2016).

Transferéncia de elétrons
para NifDK; insergéo de
clusters metalicos em
NifDK (HU et al., 2006;
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NtrC, e FnR do
promotor nifA, e tem
sitio préprio para o™

Atividade do
promotor influenciada
parcialmente por
NtrC, NifA, e

fortemente por FnR
(NOVELLO, 2012).

Nao caracterizado.

Inser¢cdo de cassete

leva a perda da
atividade da
nitrogenase na

ausénica de Mo;
atividade idéntica a
selvagem na
presenga de Mo
(KLASSEN, 2000).

Nao caracterizado.

N&o caracterizado.

Expressao e
purificagdo em E.
coli;  caracterizagao
de mutantes nao
efetuada (SOUZA,
2007).

Revisada em detalhe
na secgéo 1.6 (p. 63).

Insergdo de cassete

leva a perda de
atividade da
nitrogenase.
Promotor
caracterizado;

contém dois sitios
para ligacao de NifA,
possivelmente para
IHF (REGO et al,
2006), totalmente
dependente de NifA.

Pertencimento ao
operon nifH
determinada por
Klassen et al. (1999).

Insercdo de cassete
Km leva a auséncia
de crescimento
celular na auséncia



nifk

nifN

nifQ

nifS

nifS2

nifU

nifVv

nifW

nifX

nifH

nifH

nifH

nifS

nifB

nifS

nifS

nifS

nifH

10

Dinitrogenase,

cadeia

NifN

NifQ

NifS;
cisteina
desulfurase

Semelhante
a NifS;
cisteina
desulfurase

NifU

NifV

Nifw

Nifx

JASNIEWSKI et al,
2018).

Redugdo de dinitrogénio
a amoénio.

Semelhante a NifK;
scaffold para montagem
do cluster M (FAY et al.,
2016).

Transferéncia de
molibdénio para NIifEN
para geracao do cluster
M (HERNANDEZ et al.,
2008).

Montagem de clusters
Fe-S; producéo de
enxofre elemental para a
sintese de clusters Fe-S
(YUVANIYAMA et al.,
2000).

Montagem de clusters
Fe-S; producédo de
enxofre elemental para a
sintese de clusters Fe-S
(YUVANIYAMA et al,
2000).

Montagem de clusters
Fe-S; scaffold para a
formagéo de clusters Fe-
S (YUVANIYAMA et al.,
2000).

Necessario para a
formagdo correta do
cluster M (TRUE et al.,
1990).

Interagdo com NifDK,
possivel protecdo contra
oxigénio (KIM e
BURGESS, 1996).

Transferéncia do cofator
sintetizado por NifB para
NIifEN; reservatorio
decofator de NifB para
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de amonio
(SCHWAB, 2006).
Promotor
caracterizado;
contém dois sitios
para ligacdo de NifA,
um para IHF, e um
para o** (PEDROSA
et al., 1997),
totalmente
dependente de NifA.

Insercdo de cassete
leva a grande perda
da atividade da
nitrogenase
(KLASSEN et al,
1999).

Insercdo de cassete
elimina a atividade
da nitrogenase, mas
apenas na auséncia
de molibdato
(KLASSEN, 2000).

Caracterizagao

indireta da expresséao
do operon
(SCHWAB, 2006).
Promotor nifS
contém dois sitios
para ligacdo de NifA,
um para IHF, e um
o™, Transposons
lacZ-Km nos genes
2831 e fixB
detectaram aumento
de expressdo em
baixo aménio.

N&o caracterizado.

Nao caracterizado.

N&o caracterizado.

Nao caracterizado.

Insergdo de cassete
leva a perda de 90%
da atividade da
nitrogenase sob
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transmissdo apenas sob baixa concentragdo

condicdes favoraveis de ferro e 50% sob
(HERNANDEZ et al., baixa concentragao
2007). de Mo, sem efeito

sobre atividade de
NifA (KLASSEN et

al., 2003).
nifZ - nifB 5 NifZ Maturagdo do cluster P; Nao caracterizado.
possivel atividade de
chaperona (HU et al,
2007).
nifZ1 - nifB 6 Semelhante Maturagdo do cluster P; Nao caracterizado.
a NifZ possivel atividade de

chaperona (vide supra).

1.5.  PROTEINAS NifA

As proteinas NifA pertencem a familia das bEBPs (tal qual NtrC, com a qual tém
homologia detectavel - DRUMMOND et al., 1986), e possuem uma arquitetura conservada
de trés dominios funcionais: um dominio N-terminal do tipo GAF (HO et al., 2000), de funcao
regulatéria; um dominio central AAA+ (HANSON e WHITEHEART, 2005) contendo o motivo
GAFTGA para interacdo com c>* e os motivos de Walker para clivagem de ATP; e um
dominio C-terminal contendo um motivo hélice-volta-hélice que reconhece o promotor dos
genes nif (STUDHOLME e DIXON, 2003). Os trés dominios frequentemente estéo ligados
por interdominios caracteristicos, denominados Q-linker (entre os dominios GAF e AAA+ -
WOOTTON e DRUMMOND, 1989) e ID linker (entre os dominios AAA+ e C-terminal —
FISCHER, 1994).

Em termos de regulacdo de sua atividade, os estudos com proteinas NifA de
diferentes organismos definiram dois modelos diferentes de regulagdo: um dependente da

proteina regulatéria NifL, e outro independente de NifL, conforme ilustrado na figura 9.
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A NH,'o B NH,*
o 2
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Pll 0
g 4

NifL

ﬂ PIl Qy

NifA NifA

Figura 9 - Dois modelos de regulagao de NifA.

Em ambos os modos de regulacdo descritos, a atividade de NifA € regulada negativamente por
oxigénio e por abundancia de ambnio; a principal diferenca dos modos de regulacao esta na
presenca de NifL, uma proteina reguladora que transmite os sinais regulatérios para NifA. Flechas
vermelhas indicam inibicdo, flechas verdes indicam estimulagéo, e flechas roxas indicam que ha
variedade do efeito causado entre os organismos ja estudados. (A), regulacdo da atividade de NifA
por NifL caracterizada em y-proteobactérias (Azotobacter, Klebsiella, e Pseudomonas) e em
Azoarcus. NifA é uma proteina intrinsecamente ativa cuja atividade € inibida por NifL sob certas
condic¢des. A oxidacdo do dominio PAS N-terminal de NifL estimula sua atividade inibitoria sobre NifA;
a interagdo com PIl transmite o sinal da presenca ou auséncia de amdnio, embora o efeito da
interacao seja bastante diferente entre os organismos estudados (ver texto abaixo). (B), regulacdo da
ativiade de NifA em a e B-proteobactérias. Ndo ha proteina NifL; a atividade da proteina NifA ¢ inibida
diretamente pela presencga de oxigénio, e a presenca ou auséncia de amonio é detectada através de
interacao direta com proteinas Pll. Os detalhes da regulagdo por aménio variam bastante entre os
organismos ja estudados (ver texto abaixo).

O primeiro modelo de regulacéo foi descrito para as proteinas NifA de A. vinelandii
e Klebsiella pneumoniae, ambas pertencentes a classe y das proteobactérias, embora
também ocorra em ao menos um género de B-Proteobacteria, Azoarcus (EGENER et al.,
2002). Nestes organismos, nifA & co-transcrito com o gene nifL, que codifica a proteina
sensora NifL, que interage diretamente com NifA de forma inibitéria quando as condi¢des
celulares sao inadequadas para a fixacao de nitrogénio (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004).

Organismos que expressam NifL possuem proteinas NifA intrinsecamente ativas e
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insensiveis aos niveis de oxigénio e amdnio; a interacdo com NifL confere a inibicdo em
resposta a sinais intracelulares de alto amonio e alta oxidagao.

Em A. vinelandii (Azotobacteriaceae, Pseudomonadales), cujo sistema NifL-NifA foi
extensamente caracterizado, as duas proteinas sdo expressas a partir de um promotor de
expressao constitutiva (RAINA et al., 1993). NifL é uma flavoproteina dimérica cujos
monémeros sao formados por dois dominios PAS in tandem, um dominio H (helical) central,
e um dominio GHKL C-terminal (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). Em A. vinelandii, o
dominio PAS1 N-terminal contém um cofator FAD sensivel ao estado de oxidacdo celular
(HILL et al., 1996). O segundo dominio PAS, PAS2, esta envolvido na transducio do sinal
de oxidacdao de PAS1 para o dominio H, através de alteracdo de seu estado de
oligomerizagdo (SLAVNY et al., 2009; LITTLE et al., 2011).

Os dominios H e GHLK s&o semelhantes aos das proteinas histidina-quinases; NifL
possui um residuo conservado para autofosforilagdo, mas nao possui atividade quinasica e
este residuo nao é importante para sua capacidade de regular NifA (LITTLE et al., 2007). A
despeito disto, o dominio GHKL de NifL requer ligacdo a ATP ou ADP para inibir
eficientemente a proteina NifA (EYDMANN et al., 1995). A regido do dominio H, em especial
o residuo R306, parece ser a responsavel pela interagao diretamente com o dominio GAF
e/ou interdominio Q de NifA (MONEY et al., 2001; MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004c).

O estado de oxidacao de NifL é responsavel pela ativagao ou repressao de NifA em
reposta aos niveis de oxigénio: NifL oxidada inibe a atividade de NifA (HILL et al., 1996).
NifL também é responsavel pela regulacdo da atividade de NifA por aménio: a interacdo de
GInK desuridililada com NifL reforga a inibicdo de NifL sobre NifA, mesmo se GInK estiver
ligada a 20G (LITTLE et al., 2002). A uridililacdo de GInK impede a interacido com NiflL,
aliviando a inibicao quando NifL estiver reduzida (LITTLE et al., 2000; RUDNICK et al.,
2002). A interagao entre NifL e GInK envolve o T-loop de GInK e o dominio GHLK de NifL
(LITTLE et al., 2002; MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). Adicionalmente, o dominio GAF de
NifA de A. vinelandii interage com 20G, e esta interagao alivia a inibicdo de NifL sob GAF se
NifL estiver reduzida (LITTLE e DIXON, 2003; MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004b).

O sistema NifL/NifA de K. pneumoniae (y-Proteobacteria, Enterobacteriaceae,
Enterobacteriales) € semelhante ao de A. vinelandii, mas possui algumas diferencas
fundamentais: NifL possui apenas um dominio PAS e seus dominios H e GHKL sdo menos
claramente definidos (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). Neste organismo, o operon nifLA
esta sob controle de NtrC (HE et al., 1997), e a interagao de NifL com a proteina GInK alivia
a inibicao de NifA, independente do estado de uridillacdo de GInK (HE et al., 1998). O alivio
da inibicdo de NifL ndo parece requerer especificamente GInK, mas sim um aumento da
concentracdo de PII, uma vez que GInB é capaz de substituir GInK neste sistema quando
expressa heterologamente (ARCONDEGUY et al., 1999). Ainda, NifA de K. pneumoniae nao
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€ capaz de ligar 20G (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). Ha evidéncias de que GInK de K.
pneumoniae interage com NifA além de NifL, que tanto o T-loop quanto a por¢ao C-terminal
de GInK sdo importantes para o alivio da inibicado de NifL, e que a ligacao de GInK a 20G
impede a interacdo de GInK com NifA, mas nao com NifL (GLOER et al., 2008).

Estudos em outros organismos que possuem o sistema NifL-NifA de regulacao da
transcricao dos genes nif foram bem mais limitados; sabe-se que este sistema esta presente
em Pseudomonas stutzeri (XIE et al., 2006) e Azoarcus sp. BH72 (EGENER et al., 2002).

Um segundo modelo de regulacido ocorre em membros das classes a e B das
proteobactérias, em organismos que nao possuem NifL. Na auséncia da proteina
transmissora de sinal, a atividade da proteina NifA desses organismos € inibida diretamente
por oxigénio e regulada pela ag&o de proteinas PII.

O mecanismo da sensibilidade de NifA de a e B-proteobactérias a oxigénio ndo é
bem compreendido, mas parece ser bastante conservado no grupo. Todas as proteinas NifA
sensiveis a O, possuem um conjunto de 4 cisteinas localizadas em um motivo C-X;4-C-Xg-
C-X4-C presente no final do dominio central e inicio do interdominio ID; esta sequiéncia esta
ausente nas proteinas NifA reguladas por NifL. A substituicdo de qualquer destes residuos
por serina gera proteinas completamente inativas (FISCHER et al., 1988; OLIVEIRA et al.,
2009); Fischer e colaboradores (1988) também observaram que a acdo de quelantes
metalicos inibe a atividade de NifA de Bradyrhizobium japonicum (cuja proteina NifA é
sensivel a O;), mas ndo a de K. pneumoniae (que possui NifL, e cuja proteina NifA néo é
intrinsecamente sensivel a O,). Isto levou a proposicao de que estes quatro residuos de
cisteinas coordenariam um cluster de ferro-enxofre, cuja forma reduzida conferiria atividade
a NifA (FISCHER et al., 1994).

A regulacao da atividade das proteinas NifA independentes de NifL por aménio &
melhor compreendida que a sensibilidade a oxigénio, porém bem mais diversa dentro do
grupo. No geral, todas as proteinas NifA sensiveis a O, que possuem regulagdo negativa
por amdnio recorrem a interacdo entre seu dominio GAF N-terminal e alguma proteina da
familia Pll para a sinalizagdo dos niveis de amoénio intracelulares, como sera mostrado na
revisao de literatura que se segue.

Em A. brasilense (a-Proteobacteria, Rhodospirillaceae, Rhodospirillales), talvez o
mais bem estudado dos organismos deste grupo, o dominio GAF N-terminal de NifA é
responsavel pela inibigao intrinseca de NifA; sua remogao gera uma proteina com atividade
ndo regulada por ions amonio (ARSENE et al., 1996) na auséncia de PIl por mecanismos
nao plenamente compreendidos. A expressao in trans dos dominios GAF e Central+C-
que a interacao direta entre os residuos dos diferentes dominios poderia explicar a inibicao
de NifA por seu dominio GAF (SOTOMAIOR et al., 2012). A inibicdo de NifA somente é
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aliviada pela interagdo com GInB, mas ndo com GInZ (ARAUJO et al., 2004), em condicdes
de baixa concentragao de amoénio.

Experimentos de duplo hibrido (CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2005) e estudos in
vitro mostraram a interacdo direta entre GInB e o dominio GAF de NifA sob certas
condicoes. A interacdo entre GAF e GInB somente foi detectada na presenca de ATP e 20G
ligados a GInB (SOTOMAIOR et al., 2012). Apesar de a interac&o in vitro de GInB com GAF
ter sido observada com PII desuridililada, experimentos in vivo sugerem que a uridililagao de
GInB ¢é fundamental para a ativagao de NifA em A. brasilense (INABA et al., 2015). Zhou e
colaboradores (2008) sugeriram que as regides entre os residuos de aminoacidos 66 e 88 e
os residuos 165 e 176 da proteina NifA estdo envolvidos na interacao com GInB. A
substituicdo dos residuos de tirosina Y18, Y43, e Y53 por fenilalanina no dominio GAF gera
proteinas ativas na auséncia de GInB, mas ndo a perda de regulagdo por aménio (ARSENE
et al., 1999; CHEN et al., 2005) — um fendtipo de dificil explicagao.

A transcricdo do gene nifA em A. brasilense parece ser negativamente afetada —
mas ndo reduzida a zero — por oxigénio e amoénio, possivelmente devido a acido de
repressores transcricionais da familia Fnr e de algum regulador sensivel a nitrogénio ainda
nao caracterizado (FADEL-PICHETH et al., 1999).

Rhodospirillum rubrum (a-Proteobacteria, Rhodospirillaceae, Rhodospirillales)
aparenta ser semelhante a A. brasilense quanto a regulacao da atividade de NifA. A proteina
NifA deste organismo também ¢ intrinsecamente inativa, aparentemente devido a acao de
seu dominio GAF (embora Zou e colaboradores (2008) relatem n&o ter conseguido a
construcdo de uma versdo N-truncada ativa, ndo regulada por aménio). Este organismo
possui trés paralogos de Pll (GInB, GInK, e GInd — JOHSSON e NORDLUND, 2007), mas
apenas GInB é capaz de ativar NifA (ZHANG et al., 2001).

NifA de R. rubrum parece ser ativada pela interagcdo com GInB-UMP (ZHANG et al.,
2005), e o T-loop parece ser uma regido de GInB importante para a interagdo. A capacidade
de quimeras de GInJ contendo residuos de GInB de ativar NifA depende de os residuos
entre as posicdes 47-88 provirem de GInB, e é reforcada caso os segmentos N-terminal (1-
46) ou C-terminal estejam presentes também; isso sugere que a regido que contém ao
maior parte do T-loop (residuos 37-54) € essencial para a ativacado de NifA, mas residuos
encontrados em outras partes da proteina podem ser relevantes para reforcar a
interacado/ativagdo. A importdncia do T-loop € reforgada pelo fato de que algumas
substituicdes de residuos do T-loop de GInJ por seus equivalentes em GInB (V45L, N54D)
aumentam perceptivelmente a capacidade das quimeras de PII de ativar NifA (embora Q42H
nao tenha efeito). Além de residuos no T-loop, observou-se que substituicdes nos residuos

3-5, 17, 109, 110 e 112 estimularam a atividade de quimerasde PIl; substituicbes dos
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segmentos entre os residuos 21-25 nas quimeras de PIll n&o alteraram o fendtipo de
ativacao de NifA por Pll (ZHANG et al., 2004).

Zhu e colaboradores (2006) realizaram experimentos de duplo hibrido em levedura
para selecionar mutantes aleatdrios de GInB com melhor capacidade de interagir com NifA
mesmo na auséncia de uridililacdo. A maioria das substituicbes detectadas localizou-se no
T-loop (H42Q, L45P, L45M, R47P, V52D, V521, F55L, V59A), mas nao exclusivamente nesta
regido (K12R, E15A, K17T, 128L, R72C, A95T — ZHU et al., 2006). A mutagénese aleatéria
de NifA e sele¢gao de mutantes com capacidade aumentada de interagdo com GInB levou ao
isolamento persistente de substituicdes no residuo M173; estranhamente, este mutante nao
requer interagao com GInB para sua ativagao (ZOU et al., 2008).

A transcricdo de nifA é independente de NtrC em R. rubrum, e aparenta ser
constitutiva (ZHANG et al., 2000).

Rhodobacter capsulatus (a-Proteobacteria, Rhodobacteraceae, Rhodobacterales),
por sua vez, possui duas coépias do gene nifA cujos produtos diferem apenas nos 19
residuos N-terminais, e aparentam ser funcionalmente semelhantes (MASEPOHL et al.,
1988). Diferentemente das proteinas NifA de A. brasilense e R. rubrum, NifA de R.
capsulatus é intrinsecamente ativa mesmo na presenca de amdnio, devendo ser regulada
negativamente pela interagdo com as proteinas GInB e GInK. Duplos mutantes g/inB/ginK
de R. capsulatus apresentam transcricao constitutiva dos genes nif mediada por NifA,
independentemente da concentragcdo de aménio (DREPPER, 2003). Ensaios de duplo
hibrido identificaram intera¢cdes de tanto NifA1 quanto NifA2 com GInB e GInK de R.
capsulatus, e também de NifA1 com NifA2 (PAVLOWSKI et al., 2003). A busca por mutantes
aleatérios de NifA1 e NifA2 que escapassem a inibicdo por PIl levou a identificacdo de
substituicdes tanto no dominio GAF quanto no dominio C-terminal (V42E, L66Q, [460F,
E477Q, K531T); analisando as combinagbes entre algumas destas mutagdes, Paschen e
colaboradores (2001) sugeriram a possibilidade de interacdo entre estes dois dominios. Os
mesmos autores relatam que a construgdo de uma variante N-truncada funcional de NifA1
ou NifA2 n&o foi possivel.

Possivelmente em funcdo da atividade intrinseca, negativamente regulada de NifA
em R. capsulatus, a regulacao transcricional dos genes nif em R. capsulatus envolve mais
fatores transcricionais do que o ja descrito em outros diazotrofos. Os nifA1 e nifA2 estao sob
controle transcricional de NtrC (HUBNER et al., 1991; DREPPER, 2003), e sua expressao
maxima depende de Hfq"® (DREPPER et al., 2002), uma chaperona de RNA envolvida na
regulagdo pos-transcricional da expressao génica primariamente através da promocéo de

interagéo entre 0o mMRNA e um sRNA complementar a uma porgéao da sequéncia (KAVITA,

13 Originalmente, o gene hfq de R. capsulatus e de Azorhizobium caulinodans foi denominado nrfA; ndo confundir
com o gene nrfA que codifica a nitrito redutase NrfA (WELSH et al., 2014).
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METS e GOTTESMAN, 2018). A identidade do possivel sSRNA associado ao mRNA de nifA1
e nifA2 nao é conhecida. O gene nifA2 também tem sua expressao estimulada por RegA,
um regulador envolvido na resposta de R. capsulatus ao estado redox (ELSEN et al., 2000).
Os genes nif de R. capsulatus nao estdo sob controle exclusivo de NifA: sua transcricao é
reprimida pela ligagdo competitiva HrvA a alguns dos promotores nif (KERN et al., 1998;
RAABE et al., 2002). HrvA também esta envolvido com a regulacdo da expressao de genes
do fotossistema I; sua interrupcéo conduz a baixa expressédo de puhA, pufL (que codificam
genes estruturais do fotossistema |) e auséncia de resposta da expressao destes genes a
luz, o que leva a dificuldades de crescimento fototréfico em R. capsulatus quando a
luminosidade é baixa (BUGGY, SGANGA e BAUER, 1994). Uma possivel relagao entre
HrvA e a resposta estringente & auséncia de carbono também foi sugerida (MASUDA e
BAUER, 2003).

A proteina NifA de  Azorhizobium  caulinodans  (a-Proteobacteria,
Xanthobacteraceae, Rhizobiales), menos caracterizada, parece seguir o mesmo mecanismo
basico de regulacdo visto em R. capsulatus; um duplo mutante glhB™ ginK apresentou
expressao dos genes nif mesmo na presenga de amoébnio (MICHEL-REYDELLET e
KAMINSKI, 1998). A regulacao transcricional de NifA neste organismo também parece ser
bastante conntrolada, envolvendo repressao por oxigénio e aménio mediada por FixK e Hfq
(KAMINSKI e ELMERICH, 1998).

Em outros rizébios, a tendéncia da regulagdo de NifA pode ser resumida em trés
caracteristicas: (1) sensibilidade de NifA a oxigénio, (2) auséncia de modulagéo da atividade
de NifA por aménio, e (3) complexo padrao de regulacao transcricional, respondendo quase
que exclusivamente a concentragdo de oxigénio (FISCHER, 1994). Ao menos uma proteina
NifA rizobial (isolada de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii) sequer possui o dominio
GAF regulatério (IISMA et al., 1989). A unica proteina NifA rizobial a ser caracterizada em
um sistema de expressao heteréloga foi a de Sinorhizobium meliloti. Esta proteina é ativa
em E. coli, e sua versao N-truncada também é funcional; dele¢des progressivas de trechos
do dominio GAF nao foram ativas (BEYNON, WILLIAMS, e CANNON, 1988; HUALA e
AUSUBEL, 1989).

Por fim, a proteina NifA de Rhodopseudomonas palustris (a-Proteobacteria,
Bradyrhizobiaceae, Rhizobiales) parece ser inativa na presenca de nitrogénio; trabalhos com
enfoque na producdo de H, a partir da atividade da nitrogenase relataram que quatro
mutag¢des no Q-linker (regido que conecta os dominios GAF N-terminal e AAA+ central) —
M202K, Q209P, L212R, S213P (REY et al., 2007) e uma delecdo de 48 nucleotideos no
gene nifA correspondendo a 16 residuos do Q-linker (A202-217) levaram a alta producao de
nitrogenase independentemente da concentragdo de amdnio no meio de cultura (ADESSI et
al., 2012).



63

1.6. A PROTEINA NifA DE H. seropedicae

NifA de H. seropedicae é uma proteina de 542 residuos de aminoacidos contendo
os trés dominios funcionais comuns as demais proteinas NifA. O dominio GAF N-terminal
abrange os residuos 1-184 e é essencial para ainibicdo da atividade de NifA na presenca de
ions amoénio / auséncia de quantidade de proteinas PIl. O dominio GAF é conectado pelo
interdominio Q (Q-linker, residuos 185-203) ao dominio AAA+ central (residuos 204-440). O
dominio central contém os motivos de Walker para ligagao e hidrélise de ATP (Walker A,
residuos 231-238; Walker B, residuos 294-303) e o motivo GAFTGA necessario para
interagdo com o> (residuos 268-283). O dominio AAA+ conecta-se ao dominio C-terminal
através do longo interdominio ID (ID linker, residuos 441-499). Ao final do dominio AAA+ e
inicio do interdominio ID localiza-se um conjunto de 4 cisteinas com espagamento
conservado entre as proteinas NifA intrinsecamente sensiveis a O, (residuos 414, 426, 446,
e 451). Por fim, o dominio HTH C-terminal (residuos 500-542) contém o motivo hélice-volta-
hélice que interage com os promotores nif. Uma representacdo resumida da divisdo dos
dominios e dos motivos mais importantes € mostrada na figura 10. O conhecimento
acumulado a respeito de NifA de H. seropedicae sera revisado com maior abrangéncia.

1 184 203 440 499 542
275GAFTGA g5

H3N"[ GAF Q AAA+ ID E]—CQOH

C414-X,,-C426-X,-C446-X,-C451

131GESGTGKE 54 10 AHGGTLFLDE ,,

Figura 10 - Representacido esquematica de NifA de H. seropedicae.
Os dominios GAF (residuos 1-184), AAA+ (residuos 204-440) e HTH (residuos 500-542) séo
separados pelos interdominios Q e ID. Os motivos de Walker (Walker A, 231-238, e Walker B, 294-
303) para interacdo com ATP localizam-se no dominio central e estdo marcados em azul; entre eles
esta o motivo GAFTGA (273-283), marcado em verde, responsavel por interagir com 0. O cluster de
4 cisteinas (residuos 414, 426, 446, 451), em vermelho, localiza-se parte no final do dominio central e
parte no linker ID.

O gene nifA de H. seropedicae foi identificado em um plasmideo capaz de restaurar
a fixacdo de nitrogénio em uma estirpe nifA” de A. brasilense (SOUZA et al., 1991) e
sequienciado juntamente com sua regido promotora e com o gene nifB a jusante (SOUZA et
al., 1991); a analise da seqiéncia promotora de nifA identificou possiveis sitios para a
ligagdo de NtrC, NifA, IHF, e 0* (o gene nifB & jusante possui sua propria regido promotora,
caracterizada posteriormente por Rego e colaboradores em 2006). A partir de entao,
diversos trabalhos caracterizaram aspectos da regulacéo transcricional do gene nifA, da

regulacéo da atividade do produto génico e da identificacdo de seus alvos de regulacao.
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A regido promotora nativa do gene nifA foi estudada por Souza e colaboradores
(2000) e Wassem e colaboradores (2000, 2002). Souza e colaboradores (2000) confirmaram
a funcionalidade do sitio de ligagdo do promotor a NtrC ao introduzir em E. coli e H.
seropedicae uma série de fusbes transcricionais contendo fragmentos do promotor nifA
controlando a transcricdo de lacZ. Os experimentos mostraram que o promotor nifA é
reprimido na presenca de ions amdnio, mas pouco reprimido por oxigénio; que o sitio de
interagdo do promotor com 0** é essencial para ativacdo da transcricdo; e que o sitio de
interacdo com NifA ndo é necessario para a ativagao, mas poderia ser importante para a
maxima atividade do promotor. Os autores também confirmaram a interacdo de NifA com os
sitios de ligagdo de nifA em seu proprio promotor por DNA footprinting, e localizaram a
primeira base do mRNA de nifA a 11 bases de distancia do elemento -12 do sitio de ligagao
de o*.

Um trabalho subsequlente caracterizou o papel de IHF, uma proteina que se liga a
sitios especificos no DNA e induz seu dobramento (RICE et al., 1996), no controle da
transcricdo de nifA por NtrC. Trabalhando com proteinas purificadas, Wassem e
colaboradores (2000) mostraram que a ligacdo de IHF estimula a transcrigdo in vitro
mediada por NtrC e inibe a transcricdo mediada por NifA. Um segundo trabalho avaliou o
efeito da delecado do sitio IHF sobre a atividade do promotor nifA em H. seropedicae, e
relatou que a delecao deste sitio aumenta em muito a expressado de nifA mediada por NifA
(WASSEM et al., 2002) — confirmando que IHF inibe a transcri¢gao via NifA, e propondo que
a funcao regulatéria de IHF seria justamente prevenir a expressao descontrolada de nifA por
seu préprio produto génico. O mesmo trabalho introduziu uma série de dele¢cdées e mutacoes
pontuais nos sitios de ligacdo de NifA (sequéncia TGT-N;o-ACA), NtrC (GCA-No-TGC), IHF
(WATCAANNNNTTR — HALES et al., 1994) e 0> ([CTITGGCA[CT][GA]-Ns-TGCIAT][TA] —
LIANG et al., 2017) ao promotor, e estabeleceu as principais caracteristicas da transcricao
de nifA: (1) transcricdo dependente de 0**; (2) forte ativacdo por NtrC estimulada por baixa
concentracao de amoénio e por ligagdo de IHF a seu sitio no promotor; e (3) forte ativagéao
por NifA estimulada por baixa concentragdo de aménio e oxigénio, e inibida por ligacéo de
IHF a seu sitio no promotor (WASSEM et al., 2002).

Um trabalho posterior observou que a expressao de nifA (medida através de uma
fusdo transcricional nifH::lacZ) é reduzida em H. seropedicae exbD’, um mutante que tem
dificuldade em captar ions ferro do ambiente (ROSCONI et al., 2006). O mecanismo desta
reducao de expressao ainda nao é conhecido.

A maioria dos trabalhos com a proteina NifA teve por foco entender o mecanismo
de regulagao de sua atividade, com a inten¢cdo de melhor compreender o controle da fixagédo
de nitrogénio em H. seropedicae. Souza e colaboradores (1999) observaram que a proteina

NifA de H. seropedicae nao é ativa em E. coli independente da concentragcdo de aménio ou
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de oxigénio na cultura, mas uma versdo N-truncada (A(1-203)NifA, uma proteina contendo
apenas os residuos 204-542 de NifA de H. seropedicae) é ativa em E. coli. Esta variante
A(1-203)NifA tem sua atividade inibida por oxigénio, porém nao regulada por amoénio. Esta
importante descoberta mostrou que a regulagdo da atividade de NifA por amébnio e por
oxigénio estdo espacialmente separadas em NifA de H. seropedicae: o dominio GAF N-
terminal é responsavel pela inibicdo de NifA na presenga de amdnio (ou, conforme se
argumentou, é responsavel pela inibicdo de NifA na auséncia de um ativador especifico —
NifA expressa a partir de plasmideo foi ativa em H. seropedicae nifA” e A. brasilense nifA’),
ao passo que a inativagao por oxigénio € caracteristica dos dominios Central e C-terminal. O
mesmo trabalho mostrou que a omissao de ions ferro do meio de cultura ou sua remocéao
com EDTA causava queda da atividade de NifA, tal qual ocorre com NifA de rizébios
(FISCHER, 1994), sugerindo que sua atividade seria dependente deste ion.

A regulacdo de NifA por oxigénio revelou-se dificil de estudar. Monteiro e
colaboradores (2003a) observaram que a proteina A(1-203)NifA é inativa e rapidamente
degradada quando expressa em E. coli fnr, e que este efeito pode ser reproduzido em E.
coli selvagem com a adicdo de EDTA, um quelante de cations divalentes, ao meio de
cultura.

Oliveira e colaboradores (2009) realizaram a substituicdo dos residuos de cisteina
414, 426, 446, e 451 por serina, e observaram que as variantes de A(1-203)NifA contendo
estas mutacdes eram completamente inativas quando expressas em E. coli, indicando que
os residuos mutagenisados tém papel fundamental na integridade da proteina (dada sua
distincia do sitio catalitico de AAA+, sua importancia é possivelmente atribuida a
manutencao da estrutura do dominio AAA+. Ensaios de ligagdo ao promotor nifB in vitro nao
mostraram prejuizo causado pelas substituicdes quanto a interagao com DNA (OLIVEIRA et
al., 2009). O mesmo trabalho relatou a constru¢cado de duas proteinas quiméricas: NifAQ1,
que contém o dominio GAF de H. seropedicae e os dominios AAA+ e HTH de A. vinelandii,
cuja atividade néao foi inibida nem por aménio nem por oxigénio em E. coli, e NifAQ2, que
contém o dominio GAF de A. vinelandii e os dominios AAA+ e HTH de H. seropedicae, cuja
atividade foi inibida por oxigénio (e ndo por aménio).

Mais recentemente, o estudo da regulacdo dos promotores nifA e nifH em H.
seropedicae contendo varias combinacdes de delegcdes de suas trés proteinas Fnr mostrou
que a delegao de fnr1 e fnr3 conduz a um aumento da expressao e da atividade de NifA . A
regulacdo parece ser indireta, mediada pelo aumento da taxa respiratdria nos mutantes
(BATISTA et al., 2015).

A partir de 1999, Monteiro e colaboradores (1999, 1999b, 2001, 2003) trabalharam
extensivamente na caracterizacdo dos dominios funcionais de NifA. O padrao de regulagéo

da proteina A(1-203)NifA (inibicdo por oxigénio, auséncia de inibicdo por aménio) foi
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confirmado com uma nova constru¢gdo que permitiu sua superexpressdao em E. coli; esta
proteina foi entao purificada e sua capacidade de interagao especifica com o promotor nifB
de H. seropedicae foi confirmada por ensaios de DNA footprinting e retardamento da banda
de DNA em gel (MONTEIRO et al., 1999). Eventualmente, a expressao, purificacdo, e uso
do dominio C-terminal de NifA nesses mesmos ensaios confirmou ser este o dominio
responsavel pela interagdo com as sequéncias promotoras (MONTEIRO et al., 2003).

Um segundo trabalho importante avaliou a capacidade de o dominio GAF expresso
in trans (residuos 1-203 de NifA) inibir a atividade de A(1-203)NifA em E. coli; Monteiro e
colaboradores (1999b) observaram que a coexpressao destes dois polipeptideos permite
reconstruir a inibicdo de NifA por ambnio sob certas condicoes de expressao, sugerindo pela
primeira vez um mecanismo para a inibicdo de NifA por seu dominio GAF: residuos
presentes no dominio GAF regulador interagiriam com residuos dos dominios AAA+ e/ou C-
terminal, impedindo que eles assumissem a conformagdo necessaria para ativar a
transcricao dos promotores-alvo. Esta hipotese foi reforcada por um trabalho subseqliente
que constatou a inibigdo da atividade ATPasica in vitro (e da ligag&o in vitro ao promotor
nifB) da variante A(1-203)NifA pelo dominio GAF (residuos 1-203) purificado separadamente
(MONTEIRO et al., 2001). O mesmo trabalho verificou alteracdo no padréo de protedlise de
A(1-203)NifA incubada com GAF, sugerindo fortemente a ocorréncia de uma interagcao
especifica entre os dominios de NifA.

O estudo da regulacado da atividade de NifA também incluiu a busca pelo ativador
responsavel pela desrepressdo de NifA em H. seropedicae em resposta a baixos niveis de
amoénio — uma resposta ndo observada em quando NifA é expressa em E. coli. As proteinas
da familia PIl, que ja se sabia estarem envolvidas na sinalizagdao da concentracdo de
amoénio para NifA em y-Proteobacteria, constituiam um dos alvos mais promissores. O
trabalho de Noindorf e colaboradores (2011) mostrou que a delegcdo do gene ginK (mas nao
a do gene ginB) em H. seropedicae impede a fixagdo de nitrogénio neste organismo, e que o
fenétipo selvagem pode ser reconstituido com a expresséo de GnK ou de A(1-203)NifA — a
variante insensivel a aménio — no mutante. Isso indicou que GInK seria o ativador
responsavel pela ativacdo de NifA. O trabalho ainda mostrou que a expressao de GInB a
partir do promotor de glhK também resgatava o fenédtipo selvagem no mutante ghK,
sugerindo que a diferenga funcional observada entre GInB e GInK na regulagdo da FBN
deve-se mais ao nivel de expressao de cada uma do que a diferengas intrinsecas entre as
duas proteinas PIl deste organismo.

O reconhecimento do ativador de NifA permitiu realizar novos experimentos para
testar as condigbes de interacao e ativagdo de NifA por PII. Oliveira et al. (2012) valeram-se
de ensaios de protedlise limitada para observar a interagdo entre o dominio GAF (1-203)

purificado e GInK na presenca de seus efetores ATP, ADP, e 20G. Os resultados sugeriram
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que (1) a proteina GInK, quando presente, interage sempre com o dominio GAF, mesmo sob
condicbes em que nao promove a ativagdo de NifA; (2) a interagdo entre GAF e GInK é mais
forte quando GInK nao se encontra uridililada; (3) a interagdo de GAF com GInK é pouco
responsiva aos efetores de PIl, ao passo que a de GAF com GInK uridililada varia de muito
forte (na presencga de ATP e alta concentracao de 20G) a muito fraca (na presenga de ATP
e baixa concentragao de 20G).

Paralelamente, foram realizados estudos para tentar elucidar o mecanismo da
inibicdo do dominio GAF sobre o restante de NifA. A construgdo de uma série de variantes
de NifA contendo truncagens N-terminais progressivas (A(1-45), A(1-90), A(1-135), A(1-
165), A(1-185), A(1-221), A(1-244)) mostrou que a remogao dos primeiros 165 residuos ja
basta para remover a inibicdo por aménio em E. coli e H. seropedicae ginK — indicando que
os residuos importantes para a inibicado da atividade de NifA deveriam estar localizados
entre os primeiros 165 residuos da proteina (STEFANELLO, 2011). Ainda, a remogao dos
primeiros 45 residuos bastou para tornar as trés primeiras variantes de NifA
permanentemente inativas, mesmo quando expressas em H. seropedicae na presencga de
GInK.

Aquino e colaboradores (2015) transferiram quatro mutagdes ativadoras
encontradas em NifAs de R. rubrum e S. meliloti, e construiram outras oito variantes de NifA
contendo substituicdes em residuos conservados nas proteinas de a e 3-Proteoobacteria. A
avaliacdo da atividade dos mutantes revelou que todas as mutagbes inativaram NifA
permanentemente, exceto G25E, que aliviou parcialmente a inibicdo de GAF sobre o
dominio central sem remover totalmente a regulagéo por amdnio.

Por fim, mais recentemente, foi adotado um sistema simples e eficiente para
realizar a coexpressao de NifA e GInK em E. coli, que permitiu detectar pela primeira vez
atividade de NifA de H. seropedicae em um organismo ndo diazotrofico (STEFANELLO,
2014). De posse desta nova ferramenta, avaliou-se a capacidade de diferentes proteinas PII
ativarem NifA. Conforme esperado, GInB e GInK de H. seropedicae e GInB de A. brasilense
ativaram NifA; embora NifA nao seja ativa quando expressa em E. coli, GInB de E. coli
também revelou-se capaz de ativar NifA, indicando que a falta de atividade de NifA expressa
heterologamente deve ser conseqiiéncia da baixa concentracdo de GInB em E. coli. A
proteina GInZ de A. brasilense e uma proteina PIll quimérica contendo os primeiros 48
residuos de GInZ nao foram capazes de ativar NifA, sugerindo que os residuos mais
importantes para a ativagcado de NifA por Pll encontram-se entre os primeiros 48. Um mutante
de GInK com a mutacao G89A (caracterizada em E. coli, impede a ligacdo de ATP/ADP —
JIANG, ZUCKER, e NINFA, 1997), e um mutante contendo a delegdo do T-loop (A(45-54)),

também ndo ativaram NifA; um mutante Y51F, que n&o pode ser uridililado, ativou NifA mais
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fracamente que GInK selvagem. Disto concluiu-se que a interacdo de PIl com ATP é

essencial para a ativagao de NifA, mas a uridililagao € secundaria (STEFANELLO, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Diversos estudos ao longo dos anos trouxeram avangos importantes para a
compreensdo do mecanismo de regulacdo de NifA e, por consequéncia, do controle da
fixagdo biolégica do nitrogénio em H. seropedicae; no entanto, muitos detalhes ainda nao
sdo compreendidos. Particularmente, os residuos de aminoacidos em GInK e NifA
responsaveis pela interagdo entre as duas proteinas ndo sdo conhecidos, e ndo se tem
dados que permitam ao menos deduzir as superficies de interagdo entre ambas. Nao se
sabe também qual o efeito da interacao de efetores de PIl sobre a atividade de NifA, um
passo importante na definicdo da regulagédo da proteina. Este trabalho buscou aprofundar o
entendimento da regulacao do sistema NifA-GInK de H. seropedicae construindo mutantes

pontuais de GInK e aleatdrios de GInK e NifA.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi utilizar técnicas de clonagem molecular e
expressao heteréloga de proteinas para localizar residuos ou superficies moleculares
importantes para a ativagao de NifA de H. seropedicae por proteinas Pll, avaliar o efeito da
interacdo de PIl com seus efetores para a regulagdo da atividade de NifAe investigar o
mecanismo da inibicdo do dominio GAF sobre o dominio central.

Especificamente, os objetivos foram:

3.1.  Construir variantes de GInK com as mutagdes K58M e Y51F (reconstrugao; vide
secao 5.1 caput), e avaliar sua capacidade de ativar NifA coexpressa em E. coli.

3.2.  Caracterizar in vitro as variantes de GInK Y51F, K58M, G89A, e A(45-54) para
confirmar a presenga do fendtipo esperado de interagdo com ATP e 20G,
modificacao por uridililagao, e correta estruturagdo secundaria.

3.3.  Construir uma biblioteca de mutantes aleatérios de GInK, selecionando clones
incapazes de ativar NifA, e avaliar a disposicéo e identidade das mutagdes para
tentar localizar residuos importantes para a ativagao de NifA.

3.4. Construir variantes de NifA insensiveis a oxigénio, para facilitar a execucao de
experimentos de mutagénese aleatéria.

3.5.  Construir bibliotecas de mutantes aleatérios do dominio GAF de NifA que sejam
inativos na presenga de GInK ou ativos na auséncia de GInK, e tentar localizar os
residuos essenciais para a ativagdo de NifA por Pll e para a inibigcdo constitutiva
de GAF sobre NifA.
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4. MATERIAIS E METODOS
41. REAGENTES

Os produtos quimicos (etanol, componentes para meio de cultura, sais, brometo de
etideo, IPTG, Xgal, ONPG, agar, agarose, dNTPs, antibidticos e outros) foram adquiridos de
diversas companhias (Sigma-Aldrich, Merck, JT Baker, Thermo Scientific, USB). Primers
foram adquiridos das empresas Integrated DNA Technologies (IDT) e MWG Operon. As
enzimas de restricdo e seus respectivos tampodes foram comprados das empresas Thermo
Scientific, Roche, e New England Biolabs (NEB), e usadas de acordo com as instrugées do
fabricante. Enzimas modificadoras (SAP, T4 DNA polimerase) foram obtidas das empresas
USB ou Thermo Scientific. Tag DNA polimerase foi adquirida das empresas Thermo
Scientific e Promega. Gases para troca gasosa foram comprados da empresa White-
Martins. A agua ultrapura foi produzida no laboratério com um equipamento Millipore MilliQ®
Synthesis, e autoclavada antes do uso. Somente agua ultrapura foi utilizada para

manipulagcao de DNA e proteinas.

4.2. ANTIBIOTICOS

Os antibidticos foram pesados e dissolvidos para solugdes-estoque no solvente
mais apropriado. Antibiéticos dissolvidos em agua foram filtrados através de um filtro de 0,22
um (Millipore). As solugdes de antibidtico foram adicionadas aos meios de cultivo nas

concentracdes especificadas na tabela abaixo:

TABELA 2 — ANTIBIOTICOS

Antibidtico Abreviatura Solvente Concentragdo utilizada
em pg/mL (para E. coli)

Ampicilina Ap Agua 250

Kanamicina Km Agua 100

Tetraciclina Tc Etanol 70% 10

Cloranfenicol Cm Etanol 95% 30

Acido Nalidixico Nal NaOH 1 M 5
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A tabela 3 contém a lista das bactérias e plasmideos utilizados neste trabalho.

Mapas dos vetores de clonagem pET28a, pET29a, pETDuet1 e pTZ57R podem ser

encontrados nos anexos 1 a 4.

TABELA 3 - BACTERIAS E PLASMIDEOS

Bactérias

E. coli

Resisténcia

Linhagem

Genétipo

Referéncia

TOP10

JM109(ADE3)

BL21(ADE3)

Sm

Nal

Derivada
de E. coli
MC1061

Derivada
de E. coli
DHA1
(K12)

Derivada
de E. coli
B834

F- A- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80/lacZAM15
AlacX74 nupG recA1
araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(StrR)
endA1

recA1 endA1 gyrA96 thi
hsdR17 supE44 relA1 \-
A(lac-proAB) [F°  traD36
proAB lacl"ZAM15] NDE3
[lacl  lacUV5-T7p07  ind1
sam7 nin5)) [malB']

F~ ompT gal dcm lon
hsdSg(rg mg) MDE3 [lacl
lacUV5-T7p07 ind1 sam7
nin5]) [malB’]

Invitrogen

Origem incerta;

derivada de
JM109
(YANISCH-
PERRON,
VIEIRA e
MESSING,
1985)

STUDIER e
MOFFATT,
1986

Plasmideos

Resisténcia

Ancestral

Caracteristica

Referéncia

pET28a

pET29a

pETDuet1

pTZ57R

Km

Km

Ap

Ap

Vetor de expressao; permite
a expressao de proteinas
fusionadas a uma cauda de
histidinas N-terminal a partir
de um promotor T7/lacO.

Vetor de expressdo; permite
a expressido de proteinas
nativas ou fusionadas a uma
cauda de histidinas C-
terminal a partir de um
promotor T7/lacO.

Vetor de expressdo dual;
permite a expressdo de até
duas proteinas, cada qual a
partir de seu proprio
promotor T7/lacO. Sitios de
policlonagem denominados
MCSI e MCSII.

Vetor de clonagem; permite
selegdo de clones contendo
insertos através de triagem
de atividade de B-

Novagen

Novagen

Novagen

Thermo
Scientific



pEMB200

pETHsgInB

pRL293

pRT22

pYZ1

pETN185

pPRAM1T7

DNifA

DN185

DHsglnK

HsgInKDNifA

pAASHsgInKG89A29

HsgInKG89ADNIfA

Km

Km

Km

Cm

Ap

Km

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Km

Ap

pET29a

pET28a

pETNdeM-
11

pWVC22

pT7-7

pET28a

pT7-7

pETDuet1

pETDuet1

pETDuet1

DNifA

pET29a

DNifA

galacosidase. Usado para
clonagem de produtos de
PCR sem usar restricdo (ver
secdo 4.7.13).

Contém o gene ginK de H.
seropedicae clonado
Ndel/BamH| em pET29a.

Contém o gene ginB de H.
seropedicae clonado
Ndel/BamHI em pET29a.

Contém o gene nifA de A.
vinelandii clonado em
pETNdeM-11.

Contém a fusao traducional
nifH (K. pneumoniae)::lacZ.

Contém o gene gihK de A.
vinelandii clonado
Ndel/BamH|l em pT7-7.

Contém a variante N185 de
nifA de H. seropedicae
clonada Ndel/BamHI em
pET28a.

Contém o gene nifA de H.
seropedicae clonado
Ndel/BamHI em pT7-7.

Contém o gene nifA de H.
seropedicae nifA gene
clonado Ndel/Kpnl no MCSII
de pETDuet1.

Contém a variante do gene
nifA de H. seropedicae nifA
que codifica para A(1-185)
NifA clonado Ndel/Kpnl no
MCSII de pETDuet1.

Contém o gene ginK de H.
seropedicae clonado
NdellKpnl no MCSII de
pETDuet1.

Contém o gene ginK de H.
seropedicae clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
a substituicdo G89A clonado
Ndel/BamHI em pET29a.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
substituicdo G89A clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.
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BONATTO et
al., 2007

Marco Aurélio
Schuler de
Oliveira, nao
publicado.

Richard Little,
nao publicado.

TULI e
MERRICK,
1988

LITTLE et al.,
2000

STEFANELLO,
2011

STEFANELLO,
2011

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014



pAASHSsdeltaTgInK29

HsdeltaTgInKDNifA

AbdeltaTginBDNifA

AbdeltaTgInZDNifA

HsgInBDNifA

EcgInBDNifA

AbgInBDNifA

AbgInZDNifA

AbATgInBDNIfA

AbATgInZDNIfA

AbB91ZDNifA

Km

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

pET29a

DNifA

DNifA

DNifA

DNifA

DNifA

DNifA

DNifA

DNifA

DNifA

DNifA

Contém uma variante gene
glnK de H. seropedicae que
expressa GInK com delegao
dos residuos 42-54 clonado
Ndel/BamH| em pET29a..

Contém uma variante gene
glnK de H. seropedicae que
expressa GInK com delecao
dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém uma variante gene
ginB de A. brasilense que
expressa GInB com delecéo
dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHlI no MCSI de
DNifA.

Contém uma variante gene
ginZ de A. brasilense que
expressa GInZ com delegéo
dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém o gene ginB de H.
seropedicae clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém o gene gihnB de E.
coli clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DNifA.

Contém o gene gihB de A.
brasilense clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém o gene ginZ de A.
brasilense clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém uma variante gene
ginB de A. brasilense que
expressa GInK com delegéo
dos residuos 42-54 clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém uma variante gene
ginZ de A. brasilense que
expressa GInK com delecao
dos residuos 42-54 clonado
Xbal/lBamHI no MCSI de
DNifA.

Contém o gene que codifica
para uma protein quimérica
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STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014

STEFANELLO,
2014



AbZ48BDNIifA

Dxho*

Dxho*K

nifAxhoTZ

nifAxho29

nifAxhoDxho*

pR129

pAASHsgInKY51FTZend

pAASHsgInKY51F29end

HsgInKY51FendDNifA

Ap

Ap

Ap

Ap

Km

Ap

Km

Ap

Km

Ap

DNifA

pETDuet1

Dxho*

pTZ57R

pET29a

Dxho*

pET28a

pTZ57R

pET29a

DNifA

contend os residuos 1-91 de
GInB de A. brasilense e 92-
112 de GInZ do mesmo
organismo clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém o gene que codifica
para uma protein quimérica
contend os residuos 1-48 de
GInZ de A. brasilense e 49-
112 de GInB do mesmo
organismo clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém a uma inser¢do no
sitio Xhol (CTTCGAG) de
pETDuet1.

Contém o gene ginK de H.
seropedicae clonado
NdellKpnl no MCSII de
Dxho*.

Contém o gene nifA de H.
seropedicae com as
mutagbes G570C, C573G, e
C574A (nifA[xho]) clonado
Ndel/BamH| em pTZ57R.

Contém o gene nifA de H.
seropedicae com as
mutacdes G570C, C573G, e
C574A (nifA[xho]) clonado
Ndel/BamH| em pET29a.

Contém o gene nifA de H.
seropedicae com as
mutagbes G570C, C573G, e
C574A (nifA[xho]) clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
Dxho*.

Contém o gene nifA de H.
seropedicae clonado
Ndel/BamH| em pET28a.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
substituicdo Y51F e a regido
promotora de pET29a
clonado em pTZ57R.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
substituicdo Y51F clonado
Ndel/BamH| em pET29a.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
substituicdo Y51F clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
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STEFANELLO,
2014

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho



pAASHsgInKK58MTZ

pAASHsgInKK58M29

HsgInKK58MDNIfA

pAAS1501

PAAS1502

pAAS1503

pAAS1504

pAAS1505

PAAS1506

pAAS1507

Ap

Km

Ap

Km

Km

Km

Km

Km

Km

Km

pTZ57R

pET29a

DNifA

pET29a

pET29a

pET29a

pET29a

pET29a

pET29a

pET29a

DNifA.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
substituicdo K58M e a regiao
promotora de pET29a
clonado em pTZ57R.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
substituicdo K58M clonado
Ndel/BamHI em pET29a.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
substituicdo K58M clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém o gene que codifica
a variante A(1-185) da
quimera hs409-417av
clonado Ndel/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a variante A(1-185) da
quimera hs412-420av
clonado Ndel/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a variante A(1-185) da
quimera hs413-421av
clonado Ndel/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a variante A(1-185) da
quimera hs414-422av
clonado Ndel/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a variante A(1-185) da
quimera hs396-405av
clonado Ndel/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a variante A(1-185) da
quimera hs404-412av
clonado Ndel/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a variante A(1-185) de NifA
de H. seropedicae contendo
a mutacdo C414H clonado
Ndel/BamHI| em pET29a.

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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pAAS1508

pAAS1509

pAAS1516

pAAS1518

pAAS1519

pAAS1520

pAAS1521

pAAS1522

pAAS1523

pAAS1524

pAAS1525

pAAS1526

pAAS1527

Km

Km

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

pET29a

pET29a

DNifA

pET29a

pET29a

pET29a

pET29a

pET29a

pET29a

pET29a

DHsglnK

DHsgInK

DHsgInK

Contém o gene gihK de A.
vinelandii clonado
Ndel/BamH| em pET29a.

Contém o gene gihhK de A.
vinelandii clonado
Ndel/BamHI em pET29a.

Contém o gene que codifica
para GInK de H. seropedicae
com substituicio  H42Q
clonado no MCSI de DNifA.

Contém o gene que codifica
a quimera hs409-417av
clonado  Xbal/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs412-420av
clonado Xbal/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs413-421av
clonado Xbal/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs414-422av
clonado Xbal/BamH|I em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs396-405av
clonado  Xbal/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs404-412av
clonado Xbal/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a variante de NifA de H.
seropedicae com a
substituicdo C414H clonado
Xbal/BamHI em pET29a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs409-417av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK.

Contém o gene que codifica
a quimera hs412-420av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK.

Contém o gene que codifica

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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pAAS1528

pAAS1529

pAAS1530

pAAS1531

pAAS1532

pAAS1555

pAAS1609

pAAS1601

pAAS1602

PAAS1603

pAAS1604

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Km

Ap

Ap

Ap

Ap

DHsgInK

DHsgInK

DHsgInK

DHsglnK

DNifA

pETDuet1

pET29a

PAAS1555

pAAS1555

pAAS1555

pAAS1555

a quimera hs413-421av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK.

Contém o gene que codifica
a quimera hs414-422av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK.

Contém o gene que codifica
a quimera hs396-405av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK.

Contém o gene que codifica
a quimera hs404-412av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DHsgInK.

Contém o gene que codifica
a variante de NifA de H.
seropedicae com a
substituicdo C414H clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DHsglInK.

Contém o gene ghK de A.
vinelandii clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
DNifA.

Contém o gene que codifica
GInK de H. seropedicae com
a substituicdo G89A clonado
Ndel/Kpnl no MCSIlI de
pETDuet1.

Contém o gene que codifica
a variante A(1-185) da
quimera hs434-442av
clonado Ndel/BamHI em
pET29a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs409-417av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de DG89a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs412-420av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de pAAS1555.

Contém o gene que codifica
a quimera hs413-421av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de pAAS1555.

Contém o gene que codifica

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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pAAS1605

PAAS1606

PAAS1607

pAAS1613

pAAS1614

pAAS1615

pAAS1632

pAAS1637

Ap

Ap

Ap

Km

Ap

Ap

Km

Ap

PAAS1555

pAAS1555

pAAS1555

pET29a

Dxho*K

Dxho*

pET28a

Dxho*K

a quimera hs414-422av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de pAAS1555.

Contém o gene que codifica
a quimera hs396-405av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de pAAS1555.

Contém o gene que codifica
a quimera hs404-412av
clonado Xbal/BamHI no
MCSI de pAAS1555.

Contém o gene que codifica
a variante de NifA de H.
seropedicae com a
substituicdo C414H clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
pAAS1555.

Contém o gene que codifica
a quimera hs409-417av[xhol]
clonado  Ndel/BamHI in
pET29a.

Contém o gene que codifica
a quimera hs409-417av[xhol]
clonado  Xbal/BamHI no
MCSI de Dxho*K.

Contém o gene que codifica
a quimera hs409-417av[xhol]
clonado  Xbal/BamHI no
MCSI de Dxho*.

Contém o gene que codifica
a quimera hs409-417av[xhol]
clonado  Ndel/BamHI in
pET28a (expressando his-
hs409-417av).

Contém o gene que codifica
a quimera his-hs409-
417av[xhol] clonado
Xbal/BamHI no MCSI de
Dxho*K.

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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4.4. MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

Todos os meios de cultura foram preparados no laboratério e esterilizados por
autoclavacgao antes do uso.
O meio LB (Lysogeny Broth™) foi preparado de acordo com Miller 1972; a

composigao final do meio é mostrada abaixo:

LB

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

O meio LA (Lysogeny Agar) foi preparado adicionando-se 1,5 g/L de agar ao meio
LB.
O meio SOB (Super Optimal Broth) foi preparado segundo Warren (2011),

apresentando a seguinte composigéo:

SOB

Caseina hidrolisada 20 g/L
Extrato de levedura 5 g/L

NaCl 10 mmol/L
KCI 2,5 mmol/L

O meio SOC (Super Optimal Broth with Carbohydrate) foi obtido através da adigédo
de 2% (m/v) de glucose ao meio SOB.

Para os ensaios de medicdo de atividade de B-galactosidase em E. coli, foi
empregado o meio minimo NFDM (CANNON et al., 1974) suplementado com 0,02% de
casamino acidos. A este meio foram adicionados zero ou 20 mM de NH,Cl e 0, 5, ou 500 yM
de IPTG, dependendo das condi¢gdes do ensaio. A composicao deste meio € mostrada

abaixo:

““The acronym has been variously interpreted, perhaps flatteringly, but incorrectly, as Luria broth, Lennox broth,
or Luria-Bertani medium. For the historical record, the abbreviation LB was intended to stand for ,lysogeny broth®
— BERTANI, 2004.
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NFDM

KoHPO, 12,06 g/L
KH,PO, 3,4 g/L
MgSO, 0,1g/L

Na,Mo0O,.2H,O 0,025 g/L
FeS0,.7H,0 0,025 g/L
D-glucose 20 g/L

Os sais de fosfato (K;HPO, e KH,PO,) foram preparados como uma solugédo a
parte 20 vezes concentrada, e a glucose foi preparada separadamente em uma solugao a
200 g/L; a mistura de fosfatos e a glucose foram adicionados ao meio NFDM na hora do

uso. O meio NFDM sdélido foi feito com a adicdo de 1,5 g/L de agar ao meio NFDM liquido.

4.5.  MANIPULACAO DE MICRORGANISMOS
4.5.1. Cultivo regular de E. coli

O cultivo de E. coli em meio liquido foi realizado rotineiramente a 37°C e 180 rpm
em frascos de vidro cilindricos ou cbnicos contendo meio LB (ou outro meio especifico,
mencionado na descricdo do experimento). Cultivos em pequena escala foram realizados
em frascos cilindricos de 20 mL contendo 3 mL de meio de cultivo; culturas em larga escala
foram feitas em frascos conicos (erlenmeyer) de 250-2000 mL contendo entre 100 e 400 mL
de meio, evitando exceder a proporcao 1:5 entre quantidade total de meio de cultivo e
volume nominal do frasco.

Estoques das linhagens de E. coli foram feitos através da centrifugacdo de 1 mL de
cultura saturada em meio liquido e adigdo de 500 pL de glicerol 50% ao pellet celular; estes
estoques foram mantidos a -20°C e utilizados como fonte de células para iniciar culturas em
meio liquido ou meio solido.

O cultivo de E. coli em meio sélido foi feito em placas de Petri descartaveis
contendo meio LA e os antibiéticos necessarios. Usualmente, as placas foram incubadas a
37°C por 12-16 horas para garantir o crescimento adequado das colbnias; em alguns casos
(durante a triagem de fenétipo branco/azul de células contendo pRT22 e plagueadas em LA
contendo Xgal), as placas foram mantidas a 30°C por 24 horas. Placas contendo colbénias

suficientemente crescidas foram preservadas a 4°C por até dois meses.

4.5.2. Preparo de E. coli quimiocompetente e termotransformacao

Dois métodos de preparo de célula quimiocompetente foram empregados para
transformacéao de plasmideos em E. coli.
Para transformagdes rotineiras, empregou-se o método descrito por Chung e

colaboradores (1989) com poucas modificagdes. Um pré-inéculo de E. coli em meio LB foi
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cultivado a 37°C e 180 rpm durante a noite, até saturacdo. Cem microlitros dessa cultura
foram re-inoculados em 10 mL de meio LB em um frasco cilindrico de 50 mL, perfazendo o
in6culo definitivo. Esse indculo foi cultivado a 37°C e 180 rpm por ~2 h até DOgynm ~0,3
(medido com caminho éptico | = 1 cm), sendo entéo realizada a centrifugagao de aliquotas
de 1 mL de cultura por 1 min a 10000 x g. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 100 pyL de TSS (50 mM MgCl,, 10% PEG8000, 5% DMSO em LB)
gelado e mantidas em gelo até o momento do uso. A transformagéo foi feita através da
adicao de 0,5 uL de plasmideo integro ou 3-5 pL de reagao de ligagao as aliquotas de célula
competente, seguida de 30 minutos de incubagao no gelo, adigdo de 400 uL de meio SOC,
e incubacdo por 60 minutos a 37°C. Apods isso, as células foram plaqueadas em LA +
antibiéticos.

Para as transformacgdes que necessitassem de maior eficiéncia, empregou-se o
método de Inoue, Nojima e Okayama (1990) com poucas modificagdes. Um pré-indculo de
E. coliem meio LB foi cultivado a 37°C 180 rpm durante a noite, até saturagdo. Um mililitro
dessa cultura foi re-inoculado em 100 mL de meio SOB em um frasco cilindrico de 500 mL,
perfazendo o inéculo definitivo. Esse inéculo foi cultivado a 20°C 180 rpm por ~24h até
DOgoonm ~0,6 (I=1cm). A cultura foi entdo centrifugada por 10 min a 5000 rpm e o pellet
celular foi ressuspendido em 50 mL de solugéo de transformacao TS (10 mM HEPES-KOH
pH 6,7, 55 mM MnCl,, 15 mM CacCl,, 250 mM KCI). As células foram novamente colhidas
por centrifugacdo, e ressuspendidas em 10 mL de solucdo TS acrescida de 700 yL de
DMSO. Aliquotas de 1 mL foram estocadas a -70°C para uso posterior. A transformacgao foi
feita através da adigdo de 1-5 pL de reacgdo de ligagcdo a aliquotas de 100 uL de célula
competente, seguida de choque térmico a 42°C por 30s, incubagdo por 2 minutos no gelo,
adicao de 900 uL de meio SOC, e incubagao por 60 minutos a 37°C. Apos isso, as células

foram plaqueadas em LA contendo antibidticos.

4.5.3. Preparo de E. coli eletrocompetente e transformacgao

Ligagcdes de dificil transformagdo ou com necessidade de recuperacao de alto
numero de transformantes foram introduzidos em E. coli através de eletroporagdo. O
protocolo utilizado é baseado nos que foram descritos na literatura (SAMBROOK et al.,
1989; DOWER, MILLER e RAGSDALE, 1988; TAKETO, 1988). Células de E. coli foram
cultivadas a 37°C e 180 rpm em meio LB até a fase estacionaria. Um mililitro dessa cultura
foi re-inoculado em 100 mL de meio SOB em um frasco conico de 500 mL, e incubado a
30°C e 180 rpm até DOggonm entre 0,5 e 0,8 (I=1cm). A cultura foi entao resfriada no gelo por
30 minutos, centrifugada a 5000 x g por 5 minutos, e o pellet celular foi lavado duas vezes
com 50 mL de agua MilliQ estéril e uma vez com 50 mL de glicerol 10% estéril. Ao final da

ultima lavagem, as células foram ressuspendidas em cerca de 400 yL de glicerol 10%, e
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transferidas para tubos eppendorf estéreis contendo aliquotas de 100 yL de suspenséao
celular. As células preparadas foram estocadas a -70°C até o momento do uso. Para
aumentar a eficiéncia da transformacao, as ligacbes foram dessalinizadas por dialise em
gota (MARUSIK e SERGEANT, 1980) através de membranas MilliporeSigma VSWP02500
(Millipore). A transformacao foi feita mediante adicdo de 1-3 pL de ligacdo dessalinizada a
100 yL de célula competente, transferéncia da mistura para uma cubeta de eletroporacao
(Bio-Rad, cubeta de 0,2 cm — cat. n0.165-2086), e aplicagdo de um pulso elétricos sob uma
diferenca de potencial de 2,5 kV com o aparelho Gene Pulser II® (Bio-Rad). Apds o choque,
adicionou-se 0,9 mL de meio SOC a cultura, e transferiu-se as células para um frasco de
estéril 10 mL para incubacdo a 37°C por 60 minutos. Apds isso, as células foram

plagueadas em meio LA contendo os antibiéticos apropriados.

4.5.4. Determinagao de atividade de p-galactosidase em E. coli

Para os experimentos de determinacao de atividade de B-galactosidase, células de
E. coli JM109(ADE3) contendo o plasmideo pRT22 (fusdo traducional nifH::lacZ) e os
plasmideos codificantes para as variantes de NifA e/ou PIll foram inicialmente cultivadas em
meio LB contendo os antibidticos apropriados a 37°C 180 rpm até saturacdo. Apds esse
periodo, 50 uL de cada cultura foram transferidos para 3 mL de meio NFDM suplementado
com 20 mM NH4Cl e 3% de LB, mais os antibidticos necessarios. As culturas foram
incubadas a 37°C por 24 h. Apos este periodo, as células foram colhidas por centrifugacéo a
5000 x g por 5 min, lavadas com meio NFDM (n&o suplementado), e diluidas para DOggonm
inicial de 0,2 (medido com caminho 6ptico | = 1 cm) em 4 mL de meio NFDM suplementado
com 0,02% de casaminoacidos e com adi¢ao de IPTG (0, 5 yM ou 5 mM) e NH,CI (0 ou 20
mM). Para os experimentos realizados sob atmosfera andxica, os frascos foram selados
com rolhas de borracha e submetidos a troca de ar por gas nitrogénio por 30 minutos. As
células foram incubadas por 6 h a 30°C e 180 rpm antes da determinacdo da atividade
enzimatica.

O ensaio de atividade da B-galactosidase foi realizado conforme descrito por Miller
(1972), com poucas modificagdes. Cem microlitros de cada cultura foram adicionados a 900
ML de tampéo Z (8,53 g/L Na,HPO, anidro, 3,085 g/L NaH,PO,.H,0, 0,75 g/L KClI, 0,246 g/L
MgS0,4.7H,0, 390 pL/L B-mercaptoetanol, 270 yL SDS 10%/L). Uma gota (~5 pL) de
cloroférmio foi adicionada a cada tubo, e as amostras foram homogeneizadas brevemente
para permeabilizacao celular e conseqliente liberagcao da enzima [3-galactosidase no tampao
de reagdo. Os tubos foram incubados a 30°C em banho-maria e a reagao foi iniciada com a
adicado de 200 pL de orto-nitrofenil-B-galactosideo (ONPG) a 4 mg/mL. Apés 5-30 minutos,
as reagoes foram paradas com 500 pL Na,CO3z 1M. A produgao de ortonitrofenil (produto da

degradacdo do ONPG) e a quantidade de restos celulares no meio de reagdao foram
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quantificadas por espectrofotometria (absorbancia a 415 nm e 550 nm, repectivamente) em
um leitor de microplaca ELx800 (BioTek — caminho o6ptico I~6 mm) ou Promega Glomax
Multi Detection System. A densidade éptica das culturas foi medida a 595nm nos mesmos

equipamentos, e a atividade de B-galactosidase foi calculada segundo a equagéo:

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

A atividade foi expressa em unidades Miller, definidas pela equacao acima.

4.5.5. Expressao de GInK para purificagao

Células de E. coli BL21(ADE3) foram transformadas com os plasmideos adequados
(pETHsgInB, pEMB200, pAASHsgInKK58M29, pAASHsgInKG89A29, e
pAASHsdeltaTglnK29 — codificando para hsGInB, hsGInK, hsGInK K58M, hsGInK G89A, e
hsGInK A(45-54), respectivamente). A expresséo das proteinas foi realizada em 200 mL de
meio LB contendo 20 mM NH,Cl (para garantir que as proteinas PIl produzidas nao
sofressem uridililacido in vivo (MOURE et al., 2011)) e 50 pg/mL de kanamicina. As células
foram cultivadas a 37°C 180 rpm por cerca de 3 horas até DO600 ~0,6. Nesse momento,
adicionou-se 0,5 mM de IPTG as culturas para induzir a expressao a partir dos promotores
T7/lacO. A expressao ocorreu por 3 horas a 30°C, findas as quais as células foram colhidas

por centrifugacdo e armazenadas a -20°C até o momento da purificagao.

4.5.6. Expressao de his-hs409-417av[xhol] para purificagao

Células de E. coli JM109(ADE3) pRT22 foram transformadas com o plasmideo
adequado pAAS1637 (codifica his-hs409-417av e hsGInK). A expressdo das proteinas foi
realizada em um frasco cbnico de 2 L contendo 500 mL de meio LB e 125 pg/mL de
ampicilina. As células foram cultivadas a 37°C 180 rpm por cerca de 3 horas até DO600
~0,45. Apo6s esse periodo, a cultura foi resfriada em um banho de agua a temperatura
ambiente e adicionou-se ampicilina e 20 yM de IPTG para induzir a expressao a partir dos
promotores T7/lacO. A cultura foi entdo incubada a 18°C 250 rpm por 18 horas, findas as
quais as células foram colhidas por centrifugacdo e armazenadas a -20°C até o momento do
uso.

Para ensaios de expressao e solubilidade, as células foram cultivadas em 5 mL de
meio LB com ampicilina 250 ug/mL por cerca de 3 horas a 37°C e 180 rpm até DOggonm ~0,6,
momento em que se adicionou diferentes concentragdes de IPTG as culturas para permitir a
expressao das proteinas pelas 3 horas subseqiientes a 30°C. As células foram colhidas por

centrifugacao e guardadas a -20°C até a hora do uso.
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4.6. FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA
4.6.1. Edigcao e analise de sequéncias

Sequiéncias de DNA foram visualizadas e manipuladas com os programas BioEdit
7.0.5 (HALL, 1999), SnapGene Viewer (GSL Biotech), e MEGA5 (TAMURA et al., 2011). O
programa MEGAS foi preferido para a realizagdo de alinhamentos locais, ao passo que o
programa BioEdit foi preferencialmente utilizado para a localizagao de sitios de restricdo nas
sequéncias-alvo. Eventuais figuras foram preparadas com o programa BioEdit ou com o
programa Jalview 2.10 (WAREHOUSE et al., 2009), conforme a conveniéncia.

Para a escolha de um sitio de restricdo especifico a ser inserido no gene nifA de H.
seropedicae sem alteragdo dos residuos de aminoacidos codificados (ou seja,
exclusivamente através de mutagdes silenciosas), utilizou-se a ferramenta WatCut (Michael

Palmer, University of Waterloo — disponivel em http://watcut.uwaterloo.ca/template.php).

4.6.2. Bases de dados

A busca por sequéncias conhecidas de genes homologos a nifA e PIlI foi realizada
através dos bancos de dados do NCBI e do KEGG (KANEHISA et al., 2017). As sequéncias
foram obtidas em formato FASTA para a utilizagdo em alinhamentos subsequentes.
Estruturas de proteinas Pll ou de dominios GAF para modelagem estrutural foram

recuperadas do Protein Data Bank (PDB — www.rcsb.org, BERMAN et al., 2000).

4.6.3. Alinhamento de seqiéncias

Os alinhamentos de proteinas NifA e de proteinas Pll foram realizados no programa
MEGAS5 (TAMURA et al.,, 2011) usando o o algoritmo ClustalwW (CHENNA et al., 2003).
Manteve-se os parametros default (matriz Gonnet, residue-specific penalty ON, hydrophillic
penalty ON, gap separation distance 4), exceto pelas penalidades para abertura e extensao
de gaps: estas foram determinadas como valores muito altos (1000) para desestimular ao

maximo a insergdo de gaps nas sequéncias.
4.6.4. Desenho de oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os primers foram desenhados com o auxilio da ferramenta OligoAnalyzer

(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/), buscando manter as

temperaturas de anelamento (Tm) entre 50 e 60°C e minimizar a presenga de estruturas
secundarias ou de homodimerizacdo envolvendo os terminais 3’. Sitios de restrigdo foram
introduzidos nas sequéncias de alguns dos primers para facilitar os procedimentos de

clonagem. Os primers projetados estdo listados abaixo, com os sitios de restricdo


http://watcut.uwaterloo.ca/template.php
http://www.rcsb.org/
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
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sublinhados; a temperatura de fus&o foi calculada com a ferramenta OligoAnalyzer (IDT). Os

primers estao listados na tabela 4.

TABELA 4 - PRIMERS UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Primer Seqléncia Temperatura Finalidade
de anelamento
(*C)
M13 universal GTAAAACGACGGCCAG 50,7 Sequenciamento
M13 reverso CAGGAAACAGCTATGAC 47,0 Sequlienciamento
T7 promotor TAATACGACTCACTATAGGG 47,5 Sequienciamento
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 53,4 Sequenciamento
pET upstream ATGCGTCCGGCGTAGA 54,3 Sequenciamento
N185-RAM CAGCAGCTGCATATGGAAAAG 57,9 Sequienciamento
T7F grd CCCGCGAAATTAATACGACTCACTAT 59,8 Amplificagdo de DNA
T7term grd GGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGG 57,8 Amplificagdo de DNA
pET28aKpn Introducéo de sitio
rev2 (K-B-S-S) GTCGACGGAGCTTGGATCCGGTACC 64,5 Kpnl C-terminal
Introducéo de sitio
Xhol em nifA por meio
de mutagdes
nifAXhol fwd CCAGCTCTCGAGGCAACTCCAG 61,8 silenciosas
Introdugao de sitio
Xhol em nifA por meio
de mutagdes
nifAXhol rev CTGGAGTTGCCTCGAGAGCTGG 61,8 silenciosas
Construgao de
quimeras de nifA de
hs409+417av H. seropedicae € A.
fwd CAGGCCATGAAGCTGCTGATGAGC 62,5 vinelandii
Construgao de
quimeras de nifA de
hs409+417av H. seropedicae e A.
rev GCTCATCAGCAGCTTCATGGCCTG 62,5 vinelandii
Construgao de
quimeras de nifA de
hs412+420av H. seropedicae e A.
fwd AAGGTCATGATGAGCCACCGCT 61,1 vinelandii
Construgao de
quimeras de nifA de
hs412+420av H. seropedicae e A.
rev AGCGGTGGCTCATCATGACCT T 61,1 vinelandii
Construgao de
quimeras de nifA de
hs413+421av H. seropedicae e A.
fwd GTCATGATGAATCACCGCTGGCC 60,6 vinelandii
Construgao de
quimeras de nifA de
hs413+421av H. seropedicae e A.
rev GGCCAGCGGTGATTCATCATGAC 60,6 vinelandii



hs414+422av
fwd

hs414+422av
rev

hsNCY-SHR
fwd

hsNCY-SHR rev

hsnifA C414H
fwd

hsnifA C414H
rev

hs396+405av
fwd

hs396+405av
rev

hs404+412av
fwd

hs404+412av
rev

hs434+442av
fwd

hs434+442av
rev

hsginK H42Q
fwd

hsgInK H42Q
rev

ATGATGAATTGCCGCTGGCCG

CGGCCAGCGGCAATTCATCAT

CCTGGAGCGCACTGCCACCAT

GCGCTCCAGGCAATTTTCCAGTTC

TCATGATGAATCACTACTGGCCGG

CCGGCCAGTAGTGATTCATCATGA

GTGGAGAACGGCCGCCCG

CGGGCGGCCGTTCTCCAC

GCCATGTCAGACAGCGCCAT

ATGGCGCTGTCTGACATGGC

CACCATGATGGAGGACGGCA

TGCCGTCCTCCATCATGGTG

CAGAAGGGCCAAACCGAACTC

GAGTTCGGTTTGGCCCTTCTG

61,1

61,1

65

65

58,7

58,7

64,7

64,7

60,8

60,8

59,8

59,8

58,5

58,5
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Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construcao de
quimeras de nifA de
H. seropedicae e A.
vinelandii

Construgéo de
mutante pontual de
glnK de H.
seropedicae

Construcao de
mutante pontual de
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glnK de H.
seropedicae

Construcao de

mutante pontual de

glnK de H.
GInKY51R CGACCACGAATTCCGCGCCGC 71,7 seropedicae

Construcao de

mutante pontual de

glnK de H.
GInKY51F GCGGCGCGGAATTCGTGGTCG 71,7 seropedicae

Construcao de
mutante pontual de
glnK de H.

hsGInNK K58Mf CTGCCCATGACCAAGAT 51,9 seropedicae

Construcao de
mutante pontual de
glnK de H.

hsGINK K58Mr  ATCTTGGTCATGGGCAG 51,9 seropedicae

4.6.5. Predicao de estrutura secundaria e modelagem estrutural

A predicdo de estrutura secundaria da proteina NifA de H. seropedicae foi feita
através dos programas JPred 4 (DROZDETSKIY et al., 2015), GOR4 (GIBRAT et al., 1987 —
disponivel em https://npsa-prabi.ibcp.fr/), PSIPRED (Buchan et al., 2013), e CFSSP (ASHOK
KUMAR, 2013).

A modelagem estrutural da mesma proteina foi realizada no servidor SWISS-
MODEL (BIASINI et al., 2014), uma ferramenta integrada que realiza a busca por proteinas
com sequéncia de estrutura secundaria semelhante a da sequéncia-alvo no Protein Data
BanK (BERMAN et al., 2000) usando os algoritmos BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) e
HHblits (REMMERT et al., 2012), e realiza a construcdo de modelos estruturais com o
algoritmo ProMod3, derivado do OpenStructure (BIASINI et al., 2013). A qualidade dos
modelos é avaliada pelo préprio SWISS-MODEL usando o programa QMEAN (BENKERT,
KUNZLI, e SCHWEDE, 2009).

4.6.6. Construcao de arvore de distancia evolutiva

Arvores filogenéticas foram construidas pelo método de neighbor-joining (SAITOU e
NEI, 1987) utilizando o programa MEGAS (TAMURA et al., 2011) nas condi¢gbes default
(Poisson model, uniform rate of substitution among sites, deletion of gaps/missing data), com

o grau de suporte de cada ramo avaliado por bootstrap (EFRON, 1987) com 1000 iteragcdes.

4.6.7. Calculo de propriedades fisico-quimicas de proteinas

Parametros fisico-quimicos de his-hs409-417av[xhol] (uma variante quimérica de

NifA usada em ensaios de purificagdo) — massa molecular, ponto isoelétrico tedrico,
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coeficiente de extingdo molar — foram calculados com o auxilio da ferramenta ExPASy
ProtParam (Gasteiger et al., 2005).

4.6.8. Visualizacao de estruturas tridimensionais de proteinas

A visualizagdo de estruturas de proteinas foi realizada no software PyMOL
Molecular Graphics System 1.2r3pre (DelLano Scientific). Todas as imagens de estruturas

tridimensionais incluidas neste trabalho foram geradas com este programa.

4.6.9. Quantificacao relativa de proteinas por densitometria

Imagens obtidas apdés a separacdo eletroforética de proteinas foram analisadas
com o software GelQuantNET (BiochemLabSolutions) para medir a densidade relativa de
cada banda de interesse presente nas amostras analisadas; a densidade da banda permite

estimar a proporgao da proteina ali presente no volume total da amostra.

4.7. MANIPULACAO DO DNA
4.7.1. Analise eletroforética de DNA

Os fragmentos de DNA foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v) em tampao BE (5 mM Na,B,0O; , 0,5 mM EDTA — baseado no meio eletroforético
melhorado descrito em BRODY e KERN, 2004). As amostras foram aplicadas no gel e
submetidas a 60-80 V por 40-60 minutos; apds isso, o gel foi incubado em uma solugao de
brometo de etideo (0,002% m/v em agua) por 15 minutos para coloragcdo das bandas de
DNA, e visualizado sob luz UVC (254 nm). As imagens foram capturadas em um aparelho
3UV™  Transilluminator (UVP). Para a estimativa dos tamanhos moleculares dos
fragmentos, utilizou-se amostras de DNA de tamanhos conhecidos (padrées de tamanho
molecular) adquiridos das empresas Thermo Scientific (1 kb e 100 bp, cat. no. SM0311 e
15628019, respectivamente) e NEB (2-log DNA Ladder, cat. no. N3200S).

4.7.2. Purificagdo de fragmentos de DNA

Fragmentos de DNA obtidos por amplificagdo ou por restrigdo foram rotineiramente
empregados nas etapas subsequentes do trabalho sem qualquer procedimento de
purificacdao. Nas situacbes em que se fez necessario purificar o DNA para remocgao de
componentes da solugdo tampao ou de fragmentos de DNA indesejados, optou-se por
utilizar os kits comerciais de purificagdo de DNA QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) ou
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Protocol (Promega).

Quando foi necessario separar dois ou mais fragmentos de tamanho molecular
diferente presentes em na mesma solugao, optou-se por realizar a separacao eletroforética

do DNA em gel de agarose 1% sob baixa diferenga de potencial (60 - 80 V) por 1-2 h. O gel
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entdo corado com brometo de etideo, como ja descrito, e visualizado sob luz UVB (302 nm)
em um transluminador 3UV™ Transilluminator (UVP). As bandas de interesse foram
recortadas do gel com o auxilio de uma lamina de bisturi, € o DNA foi extraido da agarose
usando algum dos kits de purificagdo supramencionados, seguindo as instru¢cdes do

fabricante.

4.7.3. Amplificacdo de DNA

A amplificacdo do DNA por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada
rotineiramente com Taq DNA polimerase obtida de diferentes fabricantes (Thermo Scientific,
Promega), de acordo com as respectivas instru¢gdes. Os sistemas de reagao tipicamente
continham 20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 50 yM de cada dNTP, 200 nM
de cada primer, 100-500 ng de DNA molde e 1 U de Taq DNA polimerase, em um volume
final de 10 a 25 uL, conforme a necessidade.

O programa de amplificacao tipicamente seguiu o protocolo de uma etapa inicial de
desnaturacgao (95°C, 5 min) seguida de 25 ciclos de amplificagdo (95°C 30 s, 50-65°C 30 s,
72°C 30 s 2 min) e uma etapa de extensado final (72°C, 20 min). A temperatura de
anelamento escolhida variou entre 50 e 65°C, conforme a temperatura de anelamento
calculada para cada primer; em caso de amplificacbes dificeis, optou-se por realizar um
gradiente de temperatura (geralemente entre 50-60°C). O tempo de extensdo a 72°C em
cada ciclo foi dependente do tamanho do fragmento a ser amplificado (1 minuto por 1000

bases).

4.7.4. Amplificagdo mutagénica de DNA

As reacbes de amplificagcdo mutagénica aleatéria do DNA foram realizadas com o
sistema GoTaq Green Master Mix (Promega), em sistemas de reacdo de 50 a 100 pL aos
quais adicionou-se 200 nM de cada primer, 100-500 ng de DNA molde, e 3 mM de MgCl, —
elevando a concentracdo final de Mg? no sistema para 4,5 mM, de modo a aumentar
ligeiramente a taxa de mutagcdo (ECKERT e KUNKEL, 1991).

4.7.5. Mutagénese sitio dirigida por OE-PCR

Mutantes pontuais em sitios especificos foram obtidos de acordo com a estratégia
de mutagénese dirigida por oligonucleotideos (HO et al., 1989), uma variante da técnica de
overlap extension PCR (OE-PCR). A técnica emprega um par de primers complementares a
regido do DNA que se pretende mutagenisar; estes primers contém um (ou mais) diferengas
em relagao a seqliéncia do gene e introduzem mutagdes no sitio desejado, de acordo com o

delineado na figura 11A.
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Os genes-alvo foram amplificados inicialmente, cada um, com dois conjuntos de
primers separados: um primer complementar a regidao 5’ com um primer mutagénico 3’, e um
primer mutagénico 5’ (complementar ao primer mutagénico 5’) com um primer 3’. Os dois
produtos de PCR, complementares na regido contendo a mutacao introduzida, foram entéo
misturados e usados como molde para uma nova reagédo de amplificagdo usando os primers
5 e 3’ ndo-mutagénicos. O produto dessa segunda PCR contém a mutagéo desejada no
gene integro.

O mesmo procedimento (OE-PCR) foi usado para a juncéo de fragmentos de PCR
oriundos de genes distintos, conforme descrito por Higuchi, Krummel, e Saki (1988) e
ilustrado na figura 11B. Neste caso, cada par de primers mutagénicos era perfeitamente
complementar entre si e continha metade da sequiéncia advinda de cada um dos fragmentos

que se pretendeu juntar.

(A) Construgdo de mutantes pontuais (B) Construcéo de genes quiméricos
JSitio a ser mutagenisado Ponto de jungio Ponto de jungio
> < > £oIIIIzizIzIzIzIzIzE
Primer mutagénico R Primer de fusdo
i Primer mutagénico ; Primer de fusdo
‘ = 1 > : > mmmmee mmmm e >
€ : « -, \ L
= —> = ‘ emmmmm o
S — N —— — S,
— - — 2 P Sy >
Regido 5’ mutagenisada Regido 3’ mutagenisada Regido 5 Regido 3
PN —_—
—— €——mmmmmmmeea—
Unido dos fragmentos 5 e 3’ por OE-PCR Unido dos fragmentos 5" e 3’ por OE-PCR
z ~ > -- >
< v ——————
Gene contendo uma mutagdo pontual Gene quimérico
-~ » 111 ————————— >
- — €
- W b ______________
Amplificagio Amplificagio

Figura 11 - Representagao esquematica do uso de OE-PCR para a geragao de genes contendo
mutagdes pontuais (A) e para a construgdo de genes quiméricos (B).

Nos dois casos, a técnica consiste de duas etapas de PCR: na primeira, dois fragmentos do gene séo
amplificados separadamente, usando primers mutagénicos complementares ao gene, porém com a
substituicdo desejada (A), ou primers contendo metade da seqiiéncia complementar a cada um dos
genes alvo (B). Na segunda etapa, os fragmentos sao misturados e amplificados com os primers 5 e
3’ para produgao de um gene inteiro contendo a mutagédo desejada (A) ou a fusdo das duas regides
génicas (B).
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4.7.6. Sequenciamento de DNA

O sequenciamento dos insertos dos plasmideos foi feito pelo método de Sanger et
al. (1977), usando dideoxiribonucleotideos terminadores de cadeia marcados com
fluorescéncia (PROBER et al., 1987), empregando reativos comercialmente disponiveis. A
reacdo de seqlenciamento foi feita com o reativo BigDye Terminator v3.1 (Life
Technologies), e incubada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems). Os reagentes

presentes em cada sistema estéo listados na tabela 5.

TABELA 5 — SISTEMA DE REAGAO PARA SEQUENCIAMENTO DE DNA

Reagente Quantidade (pL)
Sequencing buffer 5x 2

Sequencing mix BigDye Terminator v3.1 1

Primer 0,5

DNA plamidial 0,5

Agua ultrapura 6

O programa utilizado para a reagao de sequienciamento foi 96°C 1 min, 40 ciclos de
extensao (96°C 15 s, 50°C 15 s, 60°C 4 min), e extensao final de 60°C 1 min.

Os produtos de cada reacao foram precipitados através da adigao de 10 pL de
agua, 2 uL acetato de amédnio 4 M e 65 L de etanol 96%, lavados com 100 uL de etanol
70%, secados, ressuspendidos em tampao de corrida (Life Technologies) e analisados em

um sequenciador ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.7.7. Digestao com endonucleases de restricao

As digestdes de DNA para clonagem génica foram feitas em sistemas de 10-50 uL
contendo 2 a 10 unidades de enzima durante 4 h ou 24 h a 37°C, conforme a eficiéncia da
digestdo. Todas as enzimas foram adquiridas de empresas de biotecnologia (Roche,
Thermo Scientific, NEB) e usadas em tampdes adquiridos das mesmas companhias.
Restricdbes com duas endonucleases diferentes foram feitas simultaneamente ou
sequencialmente (no caso de restricoes envolvendo Ndel) no mesmo sistema de reacao,
usando o tampao mais favoravel a atividade de ambas as enzimas. Apds a incubacao, os
sistemas foram aquecidos a 80-90 °C por 20 minutos para inativar as enzimas
termossensiveis. Quando se trabalhou com enzimas resistentes ao calor, foi realizada a
purificacdo dos fragmentos de DNA apds a restricdo de acordo com o previamente descrito
(tem 4.7.2, p. 88). O tampédo utilizado em cada digestdo foi escolhido conforme a

recomendacéao do fabricante (Thermo Scientific, Roche, ou NEB).
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Digestdbes de DNA executadas apenas para confirmacao de padrdes de restricdo
(usualmente na selecédo de plasmideos recombinantes) foram feitas em sistemas de 5 pL

contendo 0,5 unidades de cada enzima, segundo a tabela abaixo:

TABELA 6 — SISTEMAS DE RESTRIGAO

Componente Quantidade

Sistema de 50 pL Sistema de 10 pyL Sistema de 5 L

DNA (50 ng/pL — 1 pg/uL) 25 L (1,2 - 25 pg) 3 uL (150 ng - 3 ug) :195) ML (75 ng-1,5
Tampao 10x 5uL 1 uL 0,5 L

Enzima 1 1 uL (10 V) 0,3uL (3U) 0,15 uL

Enzima 2 1 uL (10 V) 0,3uL (3U) 0,15 uL

Agua ultrapura 18 uL 5,4 uL 2,7 uL

4.7.8. Geracao de pontas cegas

Reacdes para geracdo de pontas cegas foram feitas usando T4 DNA polimerase
(Thermo Scientific), seguindo o protocolo do fabricante em tudo, com excec¢ao do volume

total do sistema (sistemas de 100 uL foram reduzidos para 20 pL).

4.7.9. Ligacéao de fragmentos de DNA

As reacgbes de ligagao foram feitas em sistemas de 10 pyL contendo 0,3 unidades
Weiss de T4 DNA ligase, nos quais inserto e vetor foram adicionados com razao molar de
aproximadamente 3:1 entre as pontas de cada fragmento, respectivamente. Geralmente,
isso representou cerca de 1 pL de inserto para 0,2-0,5 yL de vetor. Os sistemas foram
preparados de acordo com a recomendagdo do fabricante (Fermentas), incubados a

temperatura ambiente por no minimo 30 minutos, e entdo transformados em E. coli.

4.7.10. Extracdo de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método da lise alcalina (BIRNBOIM e DOLLY,
1979; SAMBROOK et al., 1989), com algumas modificagdes. Células de E. coli foram
cultivadas em 3 mL de meio LB com antibidticos sob agitagdo até a saturagéo. A cultura foi
entdo submetida a centrifugagédo a 13000 x g por 1 minuto para separar as células do meio
de cultura. O sobrenadante foi descartado, e as células foram ressuspendidas em 150 uL de
solugcao tampao GET (25 mM Tris-HCI pH 8,0, 9 g/L glucose, 10 mM EDTA) gelada. As
células foram rompidas com a adigao de 150 pL de solugao de lise (200 mM NaOH, 1%
(m/v) SDS) e homogenizagdo manual por cerca de um minuto; em seguida, o sistema foi
neutralizado com a adicdo de 150 pL de solugédo Kacf (3 M CH3;COOK, 1,8 M HCOOH, pH
4,8) e homogeneizado delicadamente para causar a precipitacdo de proteinas e DNA
gendmico. Apds a verificagdo da precipitacdo, adicionou-se 100 uL de cloroférmio : alcool

isoamilico (24:1) ao sistema, e procedeu-se a uma rapida homogeneizagao com o intuito de
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provocar a desnaturagdo e agregacao de proteinas ainda em solugdo. A mistura foi entdo
centrifugada a 13000 x g por 5 minutos para a separagao das fases organica (inferior) e
aquosa (superior). A fase aquosa (400 L) foi transferida para um novo tubo eppendorf, e 0
DNA plasmidial foi precipitado pela adicdo de 800 uL de etanol 96%. O precipitado foi
separado por centrifugagao a 13000 x g por 10 minutos; o sobrenadante foi descartado, e o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%. O precipitado foi entdo novamente
centrifugado a 13000 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, e o pellet de DNA foi
secado sob vacuo. Para uso em experimentos subsequentes, o DNA extraido foi

comumente ressuspendido em 30 pL de agua ultrapura.

4.7.11. Selegao de plasmideos recombinantes

A selecao de plasmideos recombinantes foi realizada por dois métodos distintos, de
acordo com o que fosse mais pratico executar para cada construcéo.

Preferencialmente, empregou-se a sele¢cdo de recombinantes por PCR de coldnia.
Por este método, uma amostra de cada uma das colbnias de E. coli em meio sdlido
contendo possiveis plasmideos recombinantes foi utilizada com DNA molde para uma
reacao de PCR com primers que reconheciam regides no plasmideo-alvo a montante e a
jusante do sitio de ligagdo. Os pares de primers utilizados foram M13 universal/M13 reverso
(para selecao de clones em pTZ57R) T7 promotor/T7 terminator (para selecdo de clones em
pET28a, pET29a, e pT7-7), pET upstream/DuetDOWN1(para selegao de clones no sitio de
policlonagem | de pETDuet1 e derivados), e DuetUP2/T7 terminator (para seleg¢ao de clones
no sitio de policlonagem Il de pETDuet1 e derivados). A deteccdo de uma banda DNA de
tamanho adequado apds analise eletroforética do sistema de reacao foi considerada sinal de
que a colbnia utilizada como DNA molde continha um plasmideo recombinante. Tais
colbnias foram entdo cultivadas em LB para extragao plasmidial. Tomou-se o cuidado de
incluir sempre controles negativos (agua, colénia de E. coli sem plasmideos) e positivos
(plasmideo purificado fechado, plasmideo contendo um fragmento conhecido) entre as
PCRs ao realizar a selegao de clones desta maneira.

Caso necessario, empregou-se o método de selecao de clones através de analise
do padrao de restricdo por eletroforese. Por este método, colbnias de E. coli contendo
potenciais plasmideos recombinantes foram cultivadas em meio LB e tiveram seus
plasmideos extraidos conforme previamente descrito. O DNA plasmidial foi entao submetido
a disgestdo com enzimas de restricdo apropriadas (geralmente duas endonucleases cujos
sitios de ligacao flanqueassem o sitio de insergcao), e os produtos de digestdo foram
analisados por eletroforese. A presenca de bandas de DNA de tamanho esperado foi

interpretada como sinal de que o plasmideo continha o inserto desejado.
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Todos os clones cujo inserto derivou de produtos de PCR tiveram seus insertos
sequenciados para confirmar sua identidade e garantir a auséncia de mutacdes indesejadas.

Quando foi possivel utilizar a atividade de B-galactosidase das colbnias para
diferenciar os plasmideos que continham os insertos desejados (SAMBROOK et al., 1989),
as células de E. coli transformadas com as ligagbes alvo foram plaqueadas em meio
contendo 40 ug/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosidio (Xgal - HORWITZ et
al., 1964), um composto que é degradado a 5-bromo-4-cloro-3-hidroxiindol e galactose pela
enzima [-galactosidase. A oxidagcédo/dimerizacdo espontanea de 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxiindol leva a formagcdo de um composto azul (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo). Neste
caso, apenas as colbnias que apresentaram o fenétipo desejado (coldnias brancas, no caso
de ligagbes a pTZ57R) foram submetidas aos processos de sele¢do por PCR ou por

restricao.

4.7.12. Preparo de vetores para reacdes de ligacéo

Os vetores foram digeridos com as enzimas de restricdo desejadas em sistemas de
25 — 50 L, e entéo tratados com 0,2 U de Fosfatase Alcalina de Camarao (SAP) por 1 h 40
min a 37°C. As enzimas foram inativadas mediante incubagdao a 80°C por 15 min. A
concentracdo e pureza do DNA foram estimadas por espectrofotometria. Quando
necessario, os vetores cortados e desfosfatizados foram purificados conforme descrito

anteriormente (sec¢éo 4.7.2, p. 88).

4.7.13. Preparo de vetor pTZ57R/T para clonagem T/A

O protocolo de preparagdo de um vetor possuidor de pontas adesivas 3’ contendo
timidina foi aquele descrito por Marchuk et al. (1990), com poucas modificagdes. Cerca de
100 ug de vetor pTZ57R foram digeridos com 10 unidades de EcoRV em sistema de 50 uL
contendo tampéao R (Fermentas). Apos a 24 h de reacgao, o sistema foi diluido para volume
final de 100 pL, e a esse sistema adicionou-se 1 mM de dTTP e 0,5 yL de Tag DNA
polimerase. O sistema foi incubado a 72°C por 4 h. Aliquotas de 10 pyL foram congeladas
para uso posterior. O vetor assim preparado foi denominado pTZ57R/T. Tipicamente,
utilizou-se 0,2 uL deste vetor e 0,5-2 yL do produto de PCR alvo nas reagdes de ligagao

(volume final 10 pL).

4.7 .14. Quantificacdo do DNA por espectrofotometria

A concentragdo do DNA foi estimada pela absorbancia da amostra em 260 nm,
medida em um aparelho Nanodrop 2000 (Thermo-Fischer Scientific; DESJARDINS e
CONKLIN, 2010), supondo A = 1 (quando | = 1 cm) na presenca de 50 ug de DNA dupla fita.

A presenga de proteinas contaminantes foi inferida pela relagdo absorbancia 260nm /
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absorbancia 280nm, sendo consideradas puras as amostras em que esta relacdo era
proxima de 2 (WILLFINGER et al., 1997).

4.8. MANIPULACAO DE PROTEINAS
4.8.1. Determinagao da concentracao de proteinas

A concentracdo de proteinas em solugdo aquosa foi estimada pelo método de
Bradford (1976) adaptado para leitura em leitor de microplaca. A proteina BSA foi utilizada
para fazer a curva-padrdao de concentracdo de proteina. A leitura de DOggonm fOi feita em
placa de 96 pocos no equipamento ELX800 Universal Microplate Reader (Bio-Tek
instruments Inc.) ou Promega Glomax Multi Detection System, cada pogo contendo 30 pL de
amostra e 170 uL do reativo de Bradford.

Para a confecgdo da curva padréo, 0, 3, 5, 10, 15, 20, e 30 pL de BSA (0,2 mg/mL)
foram diluidos em 30, 27, 25, 20, 15, 10, e 0 yL de agua, respectivamente, de modo que os
pontos da curva contivessem 0, 0,6, 1, 2, 3, 4, e 6 ug de proteina por po¢o. Cada ponto da
curva foi feito em triplicata, e o valor da média dos trés pontos foi usado para gerar calcular
a equacgao da curva de concentragdo de proteinas por regressao linear. Curvas com valores
de R? superiores a 0,98 foram consideradas suficientemente precisas para estimar a

concentragdo de proteinas nas amostras.

4.8.2. SDS-PAGE

A eletroforese desnaturante de proteinas foi feita em gel de poliacrilamida 12% ou
15% (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970). As amostras contendo proteina
(tipicamente 10 yL de amostra) foram diluidas em (geralmente 5 pL) tamp&o de amostra
desnaturante (60 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 0,02%
azul de bromofenol), e aquecidas a 90°C por 5 minutos antes de serem aplicadas no gel. As
amostras foram submetidas a uma diferengca de potencial de 180 V por 50 minutos em
tampéo de corrida (3 g/L Tris, 14,4 g/L glicina, 0,1% SDS), e coradas com incubacgao por 1 h
em solucao corante de azul de Coomassie (50% metanol, 40% agua, 10% acido acético,
0,55 g/L Brilliant Blue R). O excesso de corante foi removido através de fervura dos géis em
agua ultrapura, seguida de incubagdao com solugdo descorante (50% metanol, 40% agua,

10% acido acético). A composicado dos géis esta descrita abaixo:
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TABELA 7 — GEIS PARA SDS-PAGE

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

H.O 4,35 mL 3,645 mL H.O 3,162 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 25mL 2,5mL Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,3 mL
SDS 10% 100 pL 100 uL SDS 10% 50 pL
Acrilamida:bisacrilamida 3 mL 3,75 mL Acrilamida:bisacrilamida 487,5 uL
291, 40% 29:1, 40%

APS 10% 100 pL 100 pL APS 10% 50 pL
TEMED 5uL 5L TEMED 10 L

4.8.3. Eletroforese ndo desnaturante de proteinas

A eletroforese n&o-desnaturante (nativa) de proteinas foi feita em gel de
poliacrilamida 12%, semelhante ao modo descrito por Bonatto et al. (2007), mas com

algumas simplificagdes. A composi¢cao dos géis pode ser vista abaixo:

TABELA 8 - GEL PARA ELETROFORESE NATIVA

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

H.O 6,35 mL H.O 3,162 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 25mL Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,3 mL
Acrilamida:bisacrilamida 1 mL Acrilamida:bisacrilamida 487,5 uL
29:1, 40% 29:1, 40%

APS 10% 100 pL APS 10% 50 yL
TEMED 5uL TEMED 10 uL

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

continha exclusivamente 25% de glicerol.

4.8.4. Purificagao de variantes de NifA

Uma variante de NifA construida neste trabalho (his-hs409-417av[xhol]) foi
selecionada para purificagdo. Células de E. coli JM109(ADE3)pRT22 contendo a variante
his-hs409-417av superexpressa a partir do plasmideo pAAS1637 foram ressuspendidas em
10 mL de tampao de lise (60 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 20% glicerol) e
rompidas por sonicagdo em um aparelho Sonicator Ultrasonic Processor XL (Heat Systems),
com 15 ciclos de 5 segundos de sonicacgéo e 45 segundos de repouso em gelo para evitar o
aquecimento da amostra. O extrato bruto foi submetido a centrifugacdo a 15000 x g por 30
minutos a 4°C em uma centrifuga Hitachi Himac CR21, usando o rotor n° 46. A fracdo
soluvel foi injetada manualmente em duas colunas Hitrap Heparin 1 mL (GE Healthcare)

conectadas in tandem (formando uma coluna de 2 mL) pré-equilibradas com tampao A-hep
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(50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM KCI, 10% glicerol). As colunas foram lavadas com 10 mL de
tampao A-hep e eluidas com um gradiente em degraus de 5, 10, 20 e 100% de tamp&o B-
hep (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 M KCI, 10% glicerol), coletando fragbes de volumes
diferentes. As fragdes eluidas com 5 a 20% do tampé&o B, que mostraram-se enriquecidas
com his-hs-409-417av[xhol], foram entdo reunidas e injetadas em uma coluna Hitrap
Chelating 1 mL (GE Healthcare) mL carregada com ions Co?* e pré-equilibrada com tampao
A-co (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM KCI, 10% glicerol). A coluna foi lavada com 5 mL de
tampao A-co e eluida com um gradiente em degraus de 2 mL de 10, 20, 40 e 100% de
tampéao B-co (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM KCI, 10% glicerol, 1 M imidazol), coletando
fracbes de 1 mL. As fragbes contendo his-hs409-417av[xhol] purificada foram reunidas e

utilizadas em ensaios subsequentes.

4.8.5. Purificagao de PII

A expressao e purificagdo de GInK de H. seropedicae seguiram o protocolo descrito
por Moure et al. (2011), com poucas modificagdes. As proteinas foram expressas em E. coli
BL21(ADE3). O pellet de células foi ressuspendido em 20 mL de tampao A-hep (50 mM
HEPES pH 8,0, 100 mM NacCl), lisadas por sonicacgao, e o extrato bruto foi aquecido a 70°C
por 15 minutos. O extrato foi centrifugado a 15000 x g por 30 minutos a 4°C em uma
centrifuga Hitachi Himac CR21 usando o rotor n° 46. O sobrenadante foi injetado a 1 mL/min
em uma coluna Hitrap Heparin 5 mL (GE Healthcare). A coluna foi lavada com 5 volumes de
tampéao A-hep, e a proteina foi eluida com um gradiente em degraus de 0, 10%, 20%, 50% e
100% de tampao B-hep (50 mM HEPES pH 8,0, 1 M NaCl), coletando fragdes de 2,5 mL. As
fracbes foram analisadas por SDS-PAGE, e aquelas que continham a proteina GInK
suficientemente pura foram unidas, dialisadas contra tampao de estocagem (50 mM Tris-HCI
pH 8,0, 50 mM NaCl, 10% glicerol), concentradas por centrifugagéo através de filtros Amicon
Ultra (Millipore), e mantidas a 4°C até o uso em ensaios subsequentes. No caso da
purificagdao de hsGInK K58M, uma modificagdao ao protocolo foi necessaria: esta proteina
nao interage com a resina da coluna de heparina; para purifica-la, utilizou-se uma coluna
Hitrap DEAE-Sepharose FF 5 mL (GE Healthcare).

4.8.6. Espectro de dicroismo circular (CD)

O espectro de absorgdo de luz circularmente polarizada de variantes de Pll de H.
seropedicae foi determinado em um equipamento Jasco J-1100 operado com o sistema

Spectra Manager (Jasco).
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4.8.7. Uridillacao de variantes de GInK

A uridililagéo de proteinas PII foi realizada de acordo com Bonatto et al. (2007), com
as modificagdes introduzidas por Oliveira et al. (2015), utilizando a proteina his-GInD de H.
seropedicae (GInD contendo uma cauda de histidinas N-terminal) purificada de acordo com
Bonatto et al. (2007) e cedida pelo Dr. Marco Aurélio Schiiler de Oliveira. As reacdes foram
feitas em tampao de uridililagdo (100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM KCI, 25 mM MgCl,) e
continham 0,2 mM ATP, 5 mM 20G, 5 mM UTP, 300 uM de GInK, e 1 uM de GInD,
geralmente para um volume final de 500 pL. As reagdes foram incubadas por 60 minutos a
30°C para garantir maxima uridililagdo; posteriormente, a proteina GInD foi inativada
através de incubagao do sistema a 70°C por 15 minutos. A uridililacdo das variantes de GInK
foi verificada pela mobilidade diferencial das proteinas uridililadas em gel de poliacrilamida

10% em um experimento de eletroforese nao-desnaturante de proteinas.

4.8.8. Analise de ligagao de efetores a Pl por calorimetria

Os experimentos de calorimetria foram realizados de acordo com Oliveira e
colaboradores (2015). As variantes de GInK purificadas foram dialisadas contra um tampao
contendo 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, e 10 mM MgCl,; uma amostra do mesmo
tampao de dialise foi utilizada como controle negativo nos experimentos de ligagdo. Os
experimentos em si foram feitos com amostras de 200 pL de solugéo contendo proteinas PII
(100 pM, 6 ug/uL) a 20°C no equipamento iTC200 (GE Healthcare). Para cada variante de
GInK, foi realizada a titulagdo de ATP (injegbes progressivas de 5 ymol) e 20G (injegbes
progressivas de 5 pmol) separadamente, e a interagédo entre proteina e ligante foi deduzida
pela liberagao diferencial de energia térmica em comparagdo com o calor gerado pela
diluicdo de ATP e 20G nos experimentos controle. Para a verificagdo da ligagdo a 20G as
proteinas, adicionou-se 3 mM ATP a solugdo de proteina, visto que a presenca de ATP é
necessaria para a ligagdo de 20G a proteina GInK de H. seropedicae (OLIVEIRA et al.,
2015).

4.8.9. Cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC)

Uma coluna Superose 12 10/300 GL (GE Healthcare — 17-5173-01) foi equilibrada
com tampao (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM KCI) usando o sistema AKTA Pure System
(GE Healthcare) de cromatografia liquida com monitoramento constante da absorbéncia a
260 nm na saida da coluna. Quinhentos microlitros de uma amostra de proteina purificada
foram injetados a 0,5 mL/min. Fragdes de 0,5 mL foram coletadas sempre que o aparelho
detectou um pico de absorbancia a 260 nm, e as fracbes foram subseqlientemente

analisadas por SDS-PAGE. O cromatograma gerado para cada corrida foi analisado com o
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programa Unicorn 5.1 (GE Healthcare). Para a determinacdo das massas moleculares das
proteinas analisadas, foi feita uma curva de calibragcdo com o kit MWGF200 (Sigma), que

contém 5 proteinas com massa molecular conhecida.

4.8.10. Ensaios de pull-down

Os ensaios de pull-down foram feitos usando o kit Promega MagneHis (cat. no.
V8500). A ligagao e a lavagem foram realizadas na presenga de tampao A-co (50 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 200 mM KCI, 10% glicerol), com os efetores de Pll (2 mM 20G, 3 mM ATP)
adicionados conforme necessario; a elui¢cao foi realizada com tampao B-co (50 mM Tris-HCI
pH 8,0, 200 mM KCI, 10% glicerol, 1 M imidazol). Os ensaios consistiram na incubagéo de
0,45 pg de hsGInK ou uma mistura de 0,45 ug de hsGInK e 0,45 pg de his-hs409-
417av[xhol] com 50 pyL de Magnehis ressuspendida em 200 pL de tampao A-co por 5
minutos. As amostras foram entéo lavadas duas vezes com 100 uL de tampao contendo os

mesmos efetores, eluidas com 50 pL de tampao B-co, e analisadas por SDS-PAGE.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. AVALIAGAO DO EFEITO DE PIl SOBRE NifA

A proteina NifA de H. seropedicae (hsNifA) tem sua atividade de desreprimida pela
proteina GInK (hsGInK) ou pela proteina GInB de H. seropedicae (hsGInB), segundo conclui-
se dos resultados de diversos estudos anteriores (MONTEIRO et al., 1999; SOUZA et al.,
2000; NOINDORF et al., 2006). Para deteccdo de atividade de hsNifA em E. coli, é
necessaria a coexpressao da proteina ativadora (MONTEIRO et al., 1999; STEFANELLO,
2014).

Anteirormente (STEFANELLO, 2014), observou-se que a maneira mais confiavel e
reprodutivel de se realizar a coexpressao de hsNifA e seus ativadores da familia Pll requeria
clonar os dois genes em um vetor de coexpressao (pETDuet1 — anexo 3). Trabalhos
anteriores envolvendo a coexpressao de fragmentos de hsNifA em E. coli para medicao de
atividade (MONTEIRO et al., 1999b) requeriam a introducéo de trés plasmideos compativeis
nas células (pRT22 contendo a fusao nifH::lacZ, e dois plasmideos expressando fragmentos
de hsNifA / hsNifA e proteinas PIl), cada um conferindo resisténcia a antibidticos distintos;
porém, é sabido que a presenca de muitos genes de resisténcia (e o gasto energético de
sobreviver a alta concentragdo de antibiéticos), de alto niumero de copias dos plasmideos e
a expressdo de proteinas heterdlogas sao prejudiciais ao crescimento de E. coli (BENTLEY
et al., 1990; BIRNBAUM e BAILEY, 1991; DIAZ e HERNANDEZ, 2000) a ponto de
inviabilizar o cultivo celular em certas condigcdes. Em nosso laboratério, a presencga de trés
plasmideos diferentes, dois dos quais expressando variantes de hsNifA e PII, levou a um
crescimento lento de E. coli em placas de LA e auséncia de crescimento em meio liquido.
Em vista disto, preferiu-se adotar o sistema de expressao dual mencionado no inicio do
paragrafo.

Os testes realizados a época demonstraram que proteinas Pll de diferentes
organismos, bem como alguns mutantes de hsGInK contendo substituicdes (V52S, D548,
Q94L, G108N, D110A), sao capazes de ativar hsNifA; dois mutantes de hsGInK, Y51F e
G89A (incapazes de sofrer uridililagdo e de ligar-se a ATP, ADP, e 20G, respectivamente)
também foram estudados no mesmo trabalho, e os resultados sugeriram que a interacéo de
Pll com seus efetores (ATP, ADP e 20G) ¢é essencial para a ativacao de hsNifA, ao passo
que a uridililagéo € importante para maxima atividade porém nao é absolutamente requerida
(STEFANELLO, 2014). A delecao do T-loop de hsGInK (A45-54) também impediu a ativagao
de hsNifA, sugerindo que esta regido seria importante para a regulacao de hsNifA por PII.

Visando entender melhor o papel da interacdo de hsGInK com seus efetores sobre
a regulacao de hsNifA, o presente trabalho relata a construgdo de um gene para expressao

de hsGInK contendo a substituicdo K58M, que impede a interagdo com 20G. O residuo K58
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foi caracterizado como sendo essencial para a interagéo entre GInZ e 20G (TRUAN et al.,
2010), e um mutante K58A em GInJ de R. rubrum é insensivel a 20G (TEIXEIRA et al.,
2008). A capacidade deste mutante de ativar a transcrigdo da proteina hsNifA foi entdo
avaliada em E. coli. As variantes de hsGInK contendo Y51F, K58M, G89A, e a delecéo do T-
loop foram também superexpressas, purificadas e caracterizadas in vitro em busca de
explicagdes para os fendtipos observados.

Durante a purificacdo de hsGInK Y51F, constatou-se que os plasmideos utilizados
para sua expressao possuem, sem exce¢do, uma delecao integral do cédon de parada, que
leva a expressao de uma proteina de fusdo entre hsGInKY51F e a sequéncia
GSEFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC* (em pET29a) ou
GSEFELGAPAGRQACGRIMLKSNRK* (em pETDuet1). A descoberta deste problema
colocou em duvida todos os resultados obtidos anteriormente com esta construcao, e trouxe
a necessidade de reconstruir o plasmideo em questao.

Além disso, duas novas variantes de PIl (GInK de A. vinelandii e hsGInK H42Q)
foram avaliadas quanto a sua capacidade de ativar hsNifA em E. coli, e os resultados
obtidos foram somados aos que ja se possuia a respeito de GInB de H. seropedicae, A.
brasilense e E. coli, GInK de H. seropedicae e GInZ de A. brasilense para tentar localizar a

superficie de interagao entre Pll e hsNifA.

5.1.1. Construcéo de plasmideos para coexpressao de NifA e variantes de PlII

5.1.1.1.  Construcido de um plasmideo para a coexpressao de hsNifA e avGInK

O plasmideo pYZ1 (LITTLE et al, 2000), que contém o gene ginK de A. vinelandii
(av gInK) inserido entre os sitios Ndel e BamHI de pT7-7, foi digerido com estas mesmas
enzimas para liberagcado do inserto; o gene av ginK obtido foi clonado em pET29a, também
digerido com Ndel/BamHI, gerando o plasmideo pAAS1509. pAAS1509 foi entao digerido
com as enzimas Xbal/BamH]I, e o fragmento contendo o gene av glnK e a regido promotora
de pET29a foi ligado ao plasmideo DNifA digerido com as mesmas enzimas, gerando o
plasmideo pAAS1532. pAAS1532 pode ser usado para expressao avGInK e hsNifA em E.

coli, cada qual a partir de seu préprio promotor T7/lacO.

5.1.1.2. Construcédo dos plasmideos para coexpressao de NifA e mutantes pontuais
de hsGInK

Variantes do gene g/nK de H. seropedicae (hs ginK) contendo as substituicoes
K58M e Y51F foram obtidas por PCR com oligonucleotideos mutagénicos.

Para a construgédo de plasmideos para a expressao de hsGInK K58M, o plasmideo
pEMB200 (BONATTO et al., 2000) foi usado como DNA molde para dois sistemas de PCR:
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um contendo os primers T7F grd e hsGInK K58M r, e o outro contendo os primers hsGInK
K58M f e T7term grd. O sucesso da amplificagdo foi confirmado por eletroforese de DNA.
Meio microlitro de cada uma das reacodes supracitadas foi usado como DNA molde para uma
nova reacao de PCR contendo os primers T7F grd e T7trem grd, em um volume final de 25
ML. O produto desta reagéo foi ligado diretamente a pTZ57R/T e transformado em E. coli
TOP10. Colbnias que apresentaram cor branca quando cultivadas em LA + Ap na presenca
de Xgal tiveram seus plasmideos extraidos e avaliados por restricdo com Xbal/BamHI; um
plasmideo contendo um fragmento de tamanho correto foi selecionado e seqlienciado para
confirmar a presenca do inserto correto com somente a mutagdo causadora de K58M em
hsGInK. Este plasmideo foi denominado pAASHsgINKK58MTZ. pAASHsgInKK58MTZ foi
digerido com as enzimas Ndel e BamHI, e o inserto contendo o gene hs gihK K58M foi
transferido para pET29a digerido com as mesmas enzimas, gerando o plasmideo
pAASHsgInKK58M29. pAASHsgInKK58M29 foi entdo digerido com as enzimas Xbal e
BamHlI, e o inserto contendo o gene hs ginK K58M foi transferido para DNifA cortado com as
mesmas enzimas, gerando o plasmideo HsgInKK58MDNIfA. HsgInKK58MDNIifA expressa
hsGInK K58M e hsNifA em E. coli, cada qual a partir de seu proprio promotor T7/lacO.

Para a construgdo de novo de plasmideos para a expressdo de hsGInK Y51F, o
plasmideo pEMB200 foi DNA molde para dois sistemas de PCR: um contendo os primers
T7F grd e GInKY51R, e o outro contendo os primers GInKY51F e T7term grd. O sucesso da
amplificacdo foi confirmado por eletroforese de DNA. Meio microlitro de cada uma das
reacoes supracitadas foi usado como DNA molde para uma nova reacdo de PCR contendo
os primers T7F grd e T7trem grd, em um volume final de 25 pL. O produto desta reacao foi
ligado diretamente a pTZ57R/T e transformado em E. coli TOP10. Colbnias que
apresentando cor branca quando cultivadas em LA + Ap na presenga de Xgal tiveram seus
plasmideos extraidos e avaliados por restricdo com Xbal/BamHI; um plasmideo contendo
um fragmento de tamanho correto foi selecionado e seqlenciado para confirmar a presenca
do inserto correto com somente a mutagdo causadora de Y51F em hsGInK (especial
atencdo foi dada a presenga do coédon de parada desta vez). Este plasmideo foi
denominado pAASHsgINnKY51FTZend. pAASHsgInKY51FTZend foi digerido com as enzimas
Ndel e BamHI, e o inserto contendo o gene hs glihK Y51F foi transferido para pET29a
digerido com as mesmas enzimas, gerando o plasmideo pAASHsgInKY51F29end.
pAASHsgInKY51F29end foi entdo digerido com as enzimas Xbal e BamHI, e o inserto
contendo o gene hs ginK Y51F foi transferido para DNifA cortado com as mesmas enzimas,
gerando o plasmideo HsginKY51FendDNifA. HsginKY51FendDNifA expressa hsGInK Y51F
e hsNifA em E. coli, cada qual a partir de seu préprio promotor T7/lacO.

Para a construgao de plasmideos para a expressado de hsGInK H42Q, o plasmideo
pEMB200 (BONATTO et al., 2000) foi amplificado em dois sistemas de PCR: um contendo
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os primers T7F grd e hsginK H42Q rev, e o outro contendo os primers hsginK H42Q fwd e
T7term grd. Meio microlitro de cada uma das rea¢des foi usado como DNA molde para uma
nova reagao de PCR contendo os primers T7F grd e T7trem grd, em um volume final de 25
ML. O produto desta reacéo foi purificado, digerido com as enzimas Ndel e BamHlI, e ligado a
pET29a cortado com as mesmas enzimas. A ligagao foi transformada em E. coli TOP10.
Colbnias que apresentaram cor branca quando cultivadas em LA + Ap na presenga de Xgal
tiveram seus plasmideos extraidos e avaliados por restrigdo com Xbal/BamHI, e um
plasmideo contendo um fragmento de tamanho correto foi seqlienciado para confirmar a
presenca do inserto correto e a presenga de somente a mutagdo desejada. Este plasmideo
foi denominado pAAS1508. pAAS1508 foi digerido com as enzimas Xbal e BamHI, e o
inserto contendo o gene av glnK foi transferido para DNifA digerido com as mesmas
enzimas, gerando o plasmideo pAAS1532. pAAS1532 expressa avGInK e hsNifA em E. coli,

cada qual a partir de seu préprio promotor T7/lacO.

5.1.2. Avaliacao da ativacao de hsNifA por variantes de hsGInK em E. coli

A atividade da proteina hsNifA quando coexpressa com as novas variantes de
hsGInK foi estimada por meio de ensaios de atividade de (-galactosidase. Células de E. coli
JM109(ADE3) contendo o plasmideo-repérter pRT22 (nifH::lacZ) foram transformadas com
os plasmideos DN185, DNifA, HsgInKDNifA, HsginKY51FendDNifA, HsgiInKK58MDNIfA,
HsgInKG89ADNIfA, HsdeltaTgInKDNIfA. Os transformantes foram cultivados na auséncia ou
presenca de 20 mM NH,CI conforme descrito na secdo 4.5.4 (p. 82), para a realizagdo dos

ensaios de atividade enzimatica. Os resultados sdo mostrados na figura 12:
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Indugdo com 500uM IPTG

B 20mM NH4CI

C10mM NHA4CI

Unidades Miller

] [

- A(1-185) NifA NifA + NifA + NifA + NifA + NifA +
NifA hsGInK  hsGInK  hsGInK  hsGInK  hsGInK
Y51F K58M G89A  A(45-54)

Proteinas expressas

Figura 12 - Atividade de B-galactosidase detectada em culturas expressando hsNifA e
variantes de hsGInK sob alta indugao.
As células foram cultivadas sob uma atmosfera anéxica por 6 h a 30°C em meio NFDM suplementado

com 0,02% casaminoacidos e 500 uM de IPTG (para induzir fortemente a expressao das proteinas).
A(1-185)NifA é uma variante de NifA que ndo possui os primeiros 185 residuos de aminoacidos que
constituem o dominio GAF, e sua atividade nao € inibida por ions aménio (STEFANELLO, 2011). Os
resultados constituem a média de ao menos trés experimentos. O controle negativo (-) corresponde a
E. coli JM109(ADE3)pRT22 sem outros plasmideos. As demais células continham os plasmideos
DN185, DNifA, HsgInKDNifA, HsgIinKY51FendDNifA, HsginKK58MDNIfA, HsginKG89ADNIfA, e
HsdeltaTgInKDNIfA, respectivamente.

Como ja observado anteriormente (STEFANELLO, 2014), a ativacdo de hsNifA por
hsGInK em E. coli é detectada tanto na presenga como na auséncia de aménio, diferente do
que se observa H. seropedicae com o emprego do mesmo gene reporter (STEFANELLO,
2011), e diferente do que é esperado para que este sistema de regulagao funcione no
organismo original. Esta alta atividade na presenca de amdnio provavelmente ocorre devido
ao alto nivel de expressao de Pll e hsNifA neste sistema reconstruido E. coli. Na presenca
de 500 uM de IPTG, os promotores T7/lacO de pETDuet1 promovem niveis de expressao
presumivelmente muito mais altos do que os obtidos pelos promotores nativos de nifA e
ginK. Esta alta expressao, que leva a acumulagao de hsNifA e hsGInK no citoplasma de E.
coli, pode ser responsavel por levar formas menos ativadoras de GInK a ativarem uma
quantidade detectavel de hsNifA mesmo na presenga de amoénio. A alta expressao a partir
de T7/lacO é também independente de amoénio, o que por si s6 introduz uma diferenca no
sistema existente em H. seropedicae: neste organismo, a transcricdo g/inK é reprimida na
presenca de aménio (NOINDOREF et al., 2005), de modo que ha menos proteina PIl total
disponivel no citoplasma de H. seropedicae cultivado a 20 mM de amébnio do que em
auséncia de amoénio. Além disso, na presengca de amdnio, acredita-se que maioria das

proteinas PIl esteja complexada com AmtB, tornando-se indisponivel para interagcdo com
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NifA (HUERGO et al., 2010); nada disso ocorre no sistema reconstruido em E. coli, no qual
nao ha controle transcricional mediado por amoénio dos niveis hsGInK. Apesar do
comportamento diferente do observado em H. seropedicae, nosso modelo de atividade de E.
coli diferencia de forma confiavel NifA ativa e inativa, e evidencia com clareza as diferencas
de fendtipo entre os mutantes de hsGInK.

A hipotese de que a ativagdo de hsNifA na presenca de amoénio seria fruto do alto
nivel de expressao é reforcada pela observagcdo de que esta ativacdo é reduzida na
auséncia do indutor IPTG (STEFANELLO, 2014), ao passo que a ativagdo na auséncia de
aménio mantém-se mais elevada; a figura 13 mostra um experimento semelhante ao

descrito na figura 12, diferindo apenas na auséncia do indutor IPTG:
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Figura 13 - Atividade de B-galactosidase detectada em culturas expressando hsNifA e
variantes de hsGInK sob auséncia de indugao.
As células foram cultivadas sob uma atmosfera andxica por 6 h a 30°C em meio NFDM suplementado

com 0,02% casaminoacidos, sem adigéo de IPTG. A(1-185)NifA, a variante de NifA que n&o possui
os primeiros 185 residuos de aminoacidos que constituem o dominio GAF, é muito pouco ativa na
auséncia de indugao. Os resultados constituem a média de ao menos trés experimentos. O controle
negativo (-) corresponde a E. coli JM109(ADE3)pRT22 sem outros plasmideos. As demais células
continham os plasmideos DN185, DNifA, HsgInKDNIifA, HsginKY51FendDNifA, HsginKK58MDNIfA, e
HsgInKG89ADNIfA, respectivamente.

Os dois experimentos realizados conduzem as seguintes observagoes:

1. Como previamente relatado, a proteina hsNifA expressa isoladamente em E. coli ndo é
capaz de ativar a transcricdo de nifH::lacZ, embora a proteina GInB de E. coli seja
capaz de ativar NifA (STEFANELLO, 2014; ver também secdo 5.1.7). E provavel que a
concentracao minima de PIl para induzir a ativacdo de hsNifA seja maior do que a

concentracao total de PII livre no citoplasma de E. coli.
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2. A proteina A(1-185)NifA apresenta alta atividade quando superexpressa, e nenhuma na
auséncia de inducio; esta proteina é bastante ativa quando superexpressa, mas
possivelmente nao é muito estavel em E. coli.

3. Como também previamente reportado, hsGInK G89A e A(45-54)hsGInK s&o incapazes
de ativar NifA em quaisquer das condicdes testadas, mesmo quando superexpressas. E
provavel que a incapacidade de ligagdo a ATP, ADP e 20G seja responsavel pelo
fendtipo da primeira, ao passo que se supde que a perda de residuos do T-loop na
segunda cause dificuldades na interagdo com hsNifA.

4. hsglnK K58M possui uma capacidade residual de ativar hsNifA quando superexpressa
em baixa concentracdo de amoénio, mas somente nesta condi¢c&o; no geral, € bem clara
a drastica reducao de sua eficiéncia em ativar hsNifA, indicando que a de PIl interagao
com 20G é de grande importancia para a transmisséo do sinal ativador.

5. A nova construgdo de hsGInK Y51F, por fim, possui essencialmente a mesma
capacidade de ativacao de hsNifA que hsGInK selvagem — sugerindo que, diferente do
que ocorre em outros organismos proximos de H. seropedicae (ARAUJO et al., 2004;
ZHANG et al., 2001), a uridililacdo de hsGInK nao tem efeito direto sobre a regulagao de
hsNifA por PII.

Considerando os pontos levantados, os resultados dos experimentos em E. coli
sugerem um modelo de regulagdo em que a interacdo de hsGInK com ATP/ADP é
essencial, e a interagdo com 20G € o evento principal a dirigir a ativagado de hsNifA; isto
porque a proteina hsGInK G89A, incapaz de ligar-se a ATP ou 20G, revelou-se incapaz de
ativar NifA em quaisquer condi¢des testadas, indicando que a interagdo com os efetores é
absolutamente essencial para sua fungdo. A grande limitagdo da capacidade de hsGInK
K58M em ativar hsNifA sugere que a interagdo com 20G é principal responsavel por alterar
a conformacao de hsGInK de sua forma nao-ativadora para ativadora. O papel dominante de
20G na ativacao de NifA é confirmado pelo fenétipo de hsGInK Y51F, a variante de hsGInK
incapaz de sofrer uridillagdo. Em contraste com a impossibilidade de ligagao a 20G, a
impossibilidade de uridillagcdo de hsGInK parece nao ter efeitos negativos diretos sobre a

ativacao de hsNifA.

5.1.3. Purificagao de variantes de GInK de H. seropedicae

A fim de confirmar os fenétipos esperados para as mutagdes K58M, G89A, e A(45-
54) de hsGInK, procedeu-se com a purificacdo destas proteinas para caracterizagao de
algumas de suas propriedades in vitro.

Os plasmideos pETHsgInB, pEMB200, pAASHsgInKK58M29, pAASHsgInKG89A29,
e pAASHsdeltaTg/nK29 (codificando para hsGInB, hsGInK, hsGInK K58M, hsGInK G89A, e
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hsGInK A(45-54), respectivamente) foram transformados em E. coli BL21(ADE3). A
expresséao das proteinas foi realizada conforme descrito na segéo 4.5.5 (p. 83). A purificagéo
foi realizada conforme descrito em 4.8.5 (p. 97). O grau de pureza das proteinas apds os
procedimentos de purificagdo foi estimado visualmente apds analise por SDS-PAGE, e
considerado satisfatério (figura 14). A concentragdo das proteinas apds os procedimentos
de purificagao e concentragédo manteve-se em torno de 10 mg/mL.

30

21,1

14,4

MW GInB GInK G89A K58M A(45-54)

Figura 14 - Purificagao de hsGInB, hsGInK, hsGInK K58M, hsGInK G89A, e hsGInK A(45-54).
Meio microlitro de cada proteina purificada foi analisado por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
12%. A eletroforese ocorreu por 1 hora a 180V. MW, marcador de massa molecular de proteinas
(LMW, GE Healthcare cat. no. 17044601). Todas as proteinas apresentam o peso molecular
esperado (abaixo de 14 kDa), e o tamanho menor de A(45-54)hsGInK pode ser facilmente percebido.
Os valores a esquerda representam a massa das bandas do marcador de massa molecular em
kiloDaltons.

5.1.4. Dicroismo circular de variantes de PII

Inicialmente, as proteinas purificadas foram analisadas quanto a seu espectro de
absor¢cdo de ondas eletromagnéticas circularmente polarizadas entre 190 e 300nm. Os
diferentes motivos da estrutura secundaria de proteinas (a-hélice, folha-f3, e regides de baixa
estruturacado) possuem padrdes caracteristicos de absor¢do nessa faixa, e o espectro de
absorcao de uma determinada proteina é, a grosso modo, o somatério da absorgao de suas
regides de estrutura secundaria (GREENFIELD, 2006). Embora seja dificil fazer qualquer
inferéncia a partir de um espectro isolado, experimentos de dicroismo circular séo Uteis para
comparar proteinas que se acredita serem estruturalmente semelhantes; caso diferencas

pequenas na sequéncia de aminoacidos levem a grandes alteragcbes na estrutura
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secundaria, é possivel detectar diferencas no padrdao de absorcdo dos diferentes
comprimentos de onda.

Para avaliar se as mutagbes introduzidas em hsGInK geraram modificagdes
significativas na estruturagao da proteina (o0 que poderia explicar a dificuldade das proteinas
contendo K58M e G89A em ativar NifA), as proteinas purificadas foram dialisadas contra um
mesmo tampao de analise (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM NaCl) e analisadas quanto a seu
padrao de absorcdo em um equipamento Jasco J-1100, operado com o sistema Spectra

Manager. Uma sobreposicao das curvas de absor¢édo pode ser vista na figura 15:
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Figura 15 — Espectro de dicroismo circular de hsGInB, hsGInK K58M, hsGInK G89A, e hsGInK
A(45-54) entre 190 e 300nm.

Observa-se que as curvas de dicroismo circular de hsGInB, hsGInK K58M, e
hsGInK G89A sao praticamente coincidentes, indicando que as substituicbes K58M e G89A
em hsGInK nao levaram geraram mudancas estruturais significativas — o que sugere que
seu fracasso em ativar hsNifA ndo resulta de altera¢des na estrutura da proteina, reforgcando
a hipétese de que a incapacidade de ligacao a efetores seria a explicagdo para o fendtipo
observado nos experimentos em E. coli. A variante de hsGInK A(45-54), por sua vez,
apresentou um espectro diferente das demais proteinas, o que é consistente com a extensa
modificacdo causada pela remogdo dos 10 residuos que constituem a regido pouco

estruturada do T-loop.
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5.1.5. Uridililagdo de mutantes pontuais de GInK

As variantes de hsGInK contendo as substituicbes K58M e G89A foram avaliadas
quanto a suas respectivas capacidades de sofrerem uridililagdo catalisada pela proteina
GInD. Trabalhos realizados com proteinas Pll de H. seropedicae determinaram que a
presenca de ATP e 20G é condigdo necesséria para a ocorréncia de uridillagcédo in vitro
(BONATTO et al., 2007); uma vez que GInD de E. coli (e, presume-se, GInD de H.
seropedicae) nao é capaz de ligar-se a 20G ou ATP (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998),
concluiu-se que a presenca dessas duas moléculas no sitio de ligacdo de PIlI é necessaria
para que PIl atinja a conformacgé&o correta para receber o grupo uridilil de GInD. Um modelo
de regulacédo semelhante foi proposto para a uridililagédo de PIl em H. seropedicae, embora
com caracterizagdo menos extensiva (BONATTO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015).
Embora os experimentos de ativacédo de transcricdo em E. coli sugiram que a uridililacdo de
hsGInK nao tem efeito direto sobre a ativacdo de hsNifA por hsGInK, decidiu-se caracterizar
este aspecto das variantes K58M e G89A. O ensaio de uridillacdo total foi realizado
conforme descrito na secdo 4.8.7 (p. 98). Uma amostra de cada sistema de reacdo (para
hsGInK, hsGInK K58M, hsGInK G89A) foi aplicada em um gel de poliacrilamida n&o
desnaturante e submetido a eletroforese a 60 V por 3 horas a 4°C para permitir a separagao
das bandas de Pll em diferentes estados de uridililagdo. Proteinas PII uridililadas migram
mais rapidamente que proteinas Pll ndo-uridililadas, e a resolu¢cdo do gel permite distinguir
quatro bandas correspondentes aos diferentes estados de uridililagdo possiveis do trimero
de PII (PlI-UMPq, PI-UMP4, PII-UMP,, e PII-UMP; — ATKINSON et al., 1994). Os resultados

sdo mostrados na figura 16.

GInK G89A K58M

Figura 16 - Avaliagdao do estado de uridililagdo de variantes de hsGInK apés o experimento de
uridililagao.

Variantes de hsGInK foram purificadas (ver secdo 4.8.5, p. 97) e uridilladas (se¢édo 4.8.7, p. 98)
conforme descrito. Cerca de 50 pg de cada proteina foram analisadas por eletroforese em gel ndo
desnaturante, que permite distinguir bandas correspondentes aos quatro estados de uridililacéo
possiveis do trimero de Pll. Os numeros 0, 1, 2, e 3 a direita da foto indicam a presenga de zero, um,
dois, ou trés monémeros uridililados na preparacéo.

A proteina hsGInK sofre uridililagao total (todos os trimeros contém trés monémeros
uridililados) ap6s incubacao prolongada com GInD, UTP, ATP, e 20G. Conforme esperado,

a variante hsGInK G89A sofre pouca uridililagdo (>90% nao uridililada, de acordo com uma
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estimativa da densidade das bandas), conforme ja observado em GInB de E. coli contendo
esta mesma mutagéo (JIANG, ZUCKER, e NINFA, 1997); a incapacidade de interagir com
ATP e 20G possivelmente impede-a de atingir a conformagao mais favoravel para tornar-se
substrato de GInD. Note-se, porém que a incapacidade de ligar-se aos efetores ndo impede
a proteina de formar a estrutura trimérica caracteristica das proteinas PIll, como evidenciado
pela formagédo de uma banda especifica com o padrdo de migragcao esperado para PII-
UMP,.

A variante de hsGInK K&68M mostrou-se capaz de sofrer uridililagao parcial por GInD
(analisando-se o padrdo de migracdo, a maioria das unidades adquiriu aparenta ter
adquirido duas unidades de UMP); uma analise densitométrica das bandas permtiu estimar
que 20% dos trimeros continham um monémero uridillado, 50% continham dois, e 30%
continham trés. Mesmo uma incubacgao prolongada nao conduziu a uridililacéo total de todos
os monbémeros de hsGInK K58M, diferentemente do que se vé com hsGInK, mas
semelhante ao que se observa em outras variantes de GInB em E. coli (JIANG, PELISKA e
NINFA, 1998); porém, sua incapacidade de interacdo com 20G ndo impediu a uridililagdo na
mesma extensdao em que a substituicdo G89A o fez. As razdes para este fendtipo
possivelmente envolvem uma interacdo nao caracterizada entre 20G e a proteina GInD de
H. seropedicae, e estdo em estudo em outro trabalho (Marco Aurélio Schuler de Oliveira,

comunicagao pessoal).

5.1.6. Capacidade de ligacao a efetores de variantes de PII

Para confirmar os fendtipos esperados para hsGInK K58M (incapacidade de
interacdo com 20G) e hsGInK G89A (incapacidade de interacdo com ATP e 20G), ambas
as proteinas foram submetidas a experimentos de detec¢do de ligagdo a efetores por
calorimetria. A adicdo de quantidades conhecidas de um ligante a uma solugado de proteina
gera alteragdo na energia térmica do sistema, que pode ser detectada como pequenas
variagdes na temperatura da solugao através de um equipamento suficientemente sensivel.
A adicdo de quantidades conhecidas de ligante permite a construgdo de uma curva de
afinidade e estimativa da constante de dissociagdo de uma determinada proteina pelo
ligante avaliado. A afinidade das proteinas PIl de H. seropedicae por ATP, ADP e 20G ja foi
extensamente caracterizada (OLIVEIRA et al., 2015), faciltando a comparagédo das curvas
obtidas com os experimentos envolvendo as variantes de hsGInK.

Os experimentos foram realizados em um aparelho iTC200 (GE Healthcare)
conforme descrito na secéo 4.8.8 (p. 98). Conforme esperado, hsGInK K58M foi incapaz de
ligar 20G (figura 17A) e hsGInK G89A foi incapaz de ligar ATP (figura 17B).
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Figura 17 - Graficos obtidos dos experimentos de ligacéo de (A) 20G a hsGInK K58M na presenca de
3 mM ATP e (B) de ATP a hsGInK G89A na auséncia de outros efetores.
A pouca alteragdo de temperatura e a auséncia de um padrdo de aumento progressivo dos niveis de

liberagéo/absorgéo de energia térmica (comparar com a figura 18) indicam que n&o houve interacédo
entre as proteinas e os ligantes testados.

Experimentos de afinidade por ATP também foram realizados com a proteina
hsGInK K58M (para descartar a possibilidade de sua falta de interacdo com 20G ser devida
a algum impedimento para ligar ATP) e com a proteina hsGInK A(45-54). Esta ultima
proteina é totalmente incapaz de ativar hsNifA, presumivelmente devido a ndo possuir o T-
loop, uma regido importante para a maioria das interagdes entre proteinas Pll e seus alvos
regulatérios ja caracterizados (HUERGO, CHANDRA, e MERRICK, 2013). No entanto, a
pouca importancia da uridillacao de hsGInK para a ativacdo de hsNifA levanta a
possibilidade de que o T-loop ndo esteja diretamente envolvido na interagao; neste caso, a
falta de ativacao de hsNifA por hsGInK A(45-54) poderia ser devida a um efeito secundario
da remoc¢ao do T-loop sobre a proteina — possivelmente, sobre sua habilidade de interagcéo
com efetores. Uma comparacao das curvas de titulacdo de ATP de hsGInK, hsGInK K58M, e
hsGInK A(45-54), obtidas com as trés proteinas na mesma concentracdo, € mostrada na
figura 18:
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Figura 18 - Graficos obtidos dos experimentos de ligagdo de ATP a hsGInK, hsGInK K58M, e hsGInK
A(45-54), na auséncia de outros efetores.
A rapida saturagéo da curva variagdo de energia térmica nos experimentos com hsGInK e hsGInK
K58M indica sua alta afinidade por ATP (calculada para os trés sitios como Ky = 3,4 uM, Ky, = 50,5
UM, e Ky = 166,7 uM por OLIVEIRA et al., 2015); a lenta saturagdo da curva de A(45-54)hsGInK
indica sua afinidade mais baixa por ATP.

Observa-se que a proteina hsGInK K58M possui essencialmente a mesma
afinidade por ATP que a proteina hsGInK selvagem, conforme se esperava — indicando que
o fendtipo observado para esta proteina ndo decorre de dificuldades na interagdo com ATP,
mas sim de deficiéncias na ligagdo de 20G. A proteina hsGInK A(45-54), por outro lado,
apresenta uma clara deficiéncia na interacdo com ATP. Embora n&o seja completamente
incapaz de ligar-se a este efetor (como hsGInK G89A), a baixa afinidade desta proteina por
ATP é evidente, e é uma possivel explicacdo para a completa perda da capacidade de ativar

hsNifA mesmo se o T-loop nao estiver envolvido na interagéo proteina-proteina.

5.1.7. Avaliagdo da ativacado de NifA por diversas proteinas Pll em E. coli

Previamente (STEFANELLO, 2014), o sistema de coexpressao de NifA e Pll em E.
coli havia sido utilizado para avaliar a capacidade de ativar hsNifA de proteinas PIl de
diferentes organismos. Constatou-se que hsNifA ndo exige uma unica proteina PII
especifica, podendo ser ativada por GInB e GInK de H. seropedicae, GInB de A. brasilense
(abGInB), GInB de E. coli (ecGInB), e uma quimera de GInB e GInZ de A. brasilense
contendo os residuos 1-91 de abGInB e 92-112 de abGInZ (abGInBZ1). A ativacédo de
hsNifA por hsGInB ndo ocorre em condigdes fisioldégicas em H. seropedicae, mas pode
ocorrer com a expressao heterdloga de hsGInB a partir do promotor de ginK em um mutante
ginK- (NOINDORF et al.,, 2011), indicando que, em termos de ativagcdo de hsNifA, a
diferenca entre hsGInB e hsGInK é simplesmente a diferenga entre alta e baixa
concentracao de PII no citoplasma. Esta hipétese é corroborada pela inatividade de hsNifA
em E. coli, embora ecGInB seja perfeitamente capaz de ativar hsNifA (STEFANELO, 2014);
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os niveis intracelulares de ecGInB, presumivelmente, ndo sdo elevados o suficiente para
permitir a ativacdo de hsNifA na auséncia de expressdo heteréloga. E possivel que hsNifA
possua baixa afinidade por seu ativador (PIl), requerendo expresséo vigorosa para que se
observe ativacio transcricional.

A ativacao de NifA por Pll somente nao foi observada durante a coexpressdo com
GInZ de A. brasilense (abGInZ), com uma quimera contendo os residuos 1-48 de abGInZ e
49-112 de abGInB (abGInZB1), e com variantes de Pll com dele¢bes do T-loop (A45-54). A
estes dados, adiciona-se aqui os resultados obtidos com a coexpressao de avGInK e de
hsGInK H42Q com hsNifA.

Células de E. coli JM109(ADE3) contendo o plasmideo-reporter pRT22 (nifH::lacZ)
foram transformadas com os plasmideos DN185, DNifA, HsgInBDNifA, HsgInKDNifA,
EcginBDNifA,  AbGInBDNifA,  AbdeltaTGINBDNifA, = AbGInZDNifA, = AbB91ZDNifA,
AbZ48BDNIfA, pAAS1532, e pAAS1516. Os transformantes foram cultivados em condi¢ao
de baixo (0 mM NH4CI) ou alto (20 mM NH,CI) ambnio conforme descrito na se¢éo 4.5.4 (p.
82) para a realizagao dos ensaios de atividade enzimatica. Os resultados sdo mostrados na

figura abaixo:
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Figura 19 - Atividade de B-galactosidase detectada em culturas de E. coli JM109(ADE3)pRT22
expressando hsNifA e variantes de hsGInK em baixa inducao.

As células foram cultivadas sob uma atmosfera andéxica por 6 h a 30°C em meio NFDM suplementado
com 0,02% casaminoacidos e 5uM de IPTG (para induzir moderadamente a expressao das
proteinas). A(1-185)NifA é uma variante de NifA que ndo possui os primeiros 185 residuos de
aminoacidos que constituem o dominio GAF, e sua atividade n&o é inibida por ions aménio. Os
resultados constituem a média de ao menos trés experimentos. O controle negativo (-) corresponde a
E. coli JM109(ADE3)pRT22 sem outros plasmideos. As demais células continham os plasmideos
DN185, DNifA, HsgIinBDNifA, HsgInKDNifA, Ecg/nBDnnifA, AbGInBDNifA, AbdeltaTGINBDNIfA,
AbGInZDNifA, AbB91ZDNifA, AbZ48BDNIifA, pAAS1532, e pAAS1516, respectivamente.
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Tanto avGInK quanto hsGInK H42Q foram capazes de ativar hsNifA na mesma
intensidade que hsGInK e outras proteinas PII, revelando que o residuo 42 nao é essencial
para a discriminacao de abGInZ por hsNifA, e que as diferencas de seqliéncia entre avGInK
e hsGInK — tal qual as diferengas entre hsGInK e hsGInB, abGInB, e ecGInB — nao séo

relevantes para o fenétipo de ativacao de hsNifA.

5.1.8. Busca por residuos relevantes para a ativacao de NifA por PlII

Considerando que (1) as divergéncias na sequéncia de aminoacidos de GInK de H.
seropedicae e A. vinelandii, e de GInB de H. seropedicae, A. brasilense, e E. coli ndo sao
relevantes para a ativagdo de NifA; (2) a divergéncia entre as cinco proteinas
supramencionadas e GInZ de A. brasilense é provavelmente relevante e explicativa para a
incapacidade de abGInZ ativar hsNifA; e (3) os residuos de aminoacidos relevantes
provavelmente localizam-se entre os primeiros 48 residuos de PIl, uma vez que a proteina
quimérica abGInZB1 foi tdo incapaz quanto abGInZ de ativar hsNifA, foi feito um
alinhamento das sequéncias de aminoacidos das seis proteinas analisadas, visando
localizar possiveis residuos diferenciais entre abGInZ e as demais proteinas PIl que
pudessem justificar a inatividade da primeira com relacdo a hsNifA. O resultado do

alinhamento pode ser visto na figura 20:
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Figura 20 - Alinhamento de hsGInB, hsGInK, abGInB, abGInZ, ecGInB, e avGInK.

abGInZ, a Unica das seis proteinas PIl incapaz de ativar NifA, é a segunda proteina do alinhamento.
-Consensus” refere-se a sequiéncia consenso entre as seis proteinas, evidenciando os residuos que
sdo idénticos em todas elas. As posigcdes em que o residuo presente em abGInZ ¢é diferente daquele
presente em qualquer uma das outras proteinas do alinhamento estdo marcadas com um asterisco (*
- posigdes 5, 21, 22, 23, 31, 42, 45, 52, 54, 61, 66, 70, 94, 96, 108, 109, e 110). Alinhamento gerado
no programa MEGAD5, imagem gerada no programa BioEdit.
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A famila Pll é bastante conservada em Proteobacteria, e as seis proteinas
alinhadas possuem 54% de identidade (61/112). Dentre as posi¢cées em que ha divergéncia,
em 17 das 51 (33%) a proteina abGInZ possui um residuo unico, ndo compartilhado com
nenhuma das demais cinco proteinas. Sete destes residuos (5, 21, 22, 23, 31, 42, e 45)
localizam-se anteriormente ao residuo 48, e entre eles possivelmente encontram-se um ou
mais residuos essenciais para a ativacdo de hsNifA por PIl. Destes, o residuo 42 pode
seguramente ser desconsiderado, uma vez que se observou que hsGInK H42Q possui
comportamento idéntico a hsGInK selvagem.

Os 17 residuos em que abGInZ diverge de todas as cinco outras proteinas PII
analisadas foram localizados na estrutura cristalografica de GInZ de A. brasilense (PDB
3MHY, TRUAN et al., 2010), e estdo mostrados na figura 21. Os sete residuos diferenciais
localizados a montante do residuo 48 estdo mostrados em magenta, e os dez residuos a

jusante estdo marcados em azul.
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Figura 21 - Localizagdo dos residuos de aminoacidos diferenciais entre abGInZ e as demais
proteinas PIl avaliadas (hsGInB, hsGInK, ecGInB, AbGInB, avGInK) na estrutura de abGInZ
(PDB 3MHY).

Os residuos 5, 21, 22, 23, 31, 42, e 45 estdo marcados em magenta, e os residuos 52, 54, 61, 66, 70,
94, 96, 108, 109, e 110 estdo coloridos em azul. abGInZ estd mostrada tanto como modelo de
estrutura secundaria (imagens a esquerda), quanto como modelo de superficie (imagens a direita).
(A), viséo lateral do trimero de PIll, com destaque para o sitio de interacdo com ATP e 20G. (B), visao
superior, mostrando a face da proteina que contém a projecdo do T-loop. (C), visdo inferior,
mostrando a face oposta ao T-loop.

Dentre os residuos de interesse, os residuos 5 e 61 encontram-se completamente
enterrados na cadeia polipeptidica, e os residuos 31 e 94 contribuem pouco para a
superficie exterior do trimero. Dentre os sete residuos mais promissores, trés (21, 22, 23)
localizam-se na superficie lateral do trimero, um (31) localiza-se na face superior (embora
sua contribuicdo a essa superficie seja pequena), e apenas um (45 — o residuo 42 pode ser
omitido, pois ja foi avaliado) localiza-se no T-loop. Os residuos diferenciais a jusante da
posicao 48 (que nao se espera serem importantes para a diferenca de atividade) tendem
notavelmente a concentrarem-se na face inferior do trimero, com excecgéo de 52 e 54, que
fazem parte do T-loop — mas o papel destes residuos de abGInZ ja foi estudado

anteriormente (STEFANELLO, 2014), e sua introdugdo na proteina hsGInK nédo provoca
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alteragcbes do fenodtipo de ativacdo de hsNifA. Estes dados sugerem que a superficie de
interacdo entre Pll e hsNifA poderia estar localizada ou na lateral do trimero de PII, ou na

superficie superior; mas provavelmente nao na face inferior do trimero.

5.1.9. Mutagénese aleatodria de GInK

O trabalho de obtengcdo de mutantes aleatérios de GInK com reduzida capacidade
de ativar NifA também foi iniciado durante meu trabalho de mestrado (STEFANELLO, 2014),
no qual se havia identificado nove mutantes pontuais. A continuagao deste trabalho permitiu
identificar 18 mutantes pontuais adicionais.

O método de selegao de mutantes aleatérios baseia-se na capacidade de hsNifA de
ativar a transcricao de nifH::lacZ somente se ativada por PIl. Quando hsNifA e hsGInK sao
expressas em células de E. coli contendo a fuséo nifH::lacZ, a ativacao de hsNifA por PII
leva a transcricdo da enzima [-galactosidase, cuja atividade pode ser quantificada em
culturas liquidas de E. coli ou observada visualmente em colénias de E. coli cultivadas em
meio solido contendo Xgal. A degradacdo de Xgal pela [(B-galactosidase e a posterior
oxidacado do produto de degradagao levam a colbnia a adquirir cor azul. Inversamente, a
auséncia de hsGInK ou a presenga de uma variante inativa de hsGInK conduzem a
inatividade de hsNifA, com conseqliente auséncia de atividade de B-galactosidase, tornando
a colénia branca mesmo na presenca de Xgal. Deste modo, células contendo hsGInK
selvagem e hsGInK com mutagbes que a tornam incapaz de ativar hsNifA podem ser
distinguidas em placas de Petri.

Para a realizagédo do experimento de mutagénese aleatdria, o plasmideo pEMB200
foi usado como DNA molde para uma reacdo de PCR de baixa fidelidade empregando os
primers T7F grd e T7term grd (ver secdo 4.7.4, p. 89). O produto de PCR obtido foi digerido
com as enzimas Xbal e BamHI, e ligado ao plasmideo HsgInKDNifA cortado com as
mesmas enzimas. O produto da ligacéo foi transformado em E. coli JIM109(ADE3) pRT22. As
colénias resultantes foram riscadas em LA contendo cloranfenicol, ampicilina, Xgal e 5 pM
IPTG. Uma vez que a proteina hsGInK intacta ativa a proteina hsNifA nessas condigbes,
plasmideos contendo a coépia selvagem de glhK ou genes com mutacdes irrelevantes
levariam as células a adquirir coloracdo azul (oriunda da atividade de B-galactosidase
transcrita por hsNifA a partir da fusao nifH::lacZ); por isso, selecionou-se colénias brancas
ou azul-claras para analise, pois eram estas as col6nias que tinham chance de conterem
plasmideos com mutacdes inativadoras de PIl (dito de outra forma, neste experimento,
buscou-se por mutacbes que gerassem perda de fungdo de hsGInK, avaliada através da

perda de atividade de hsNifA, medida pela auséncia de atividade de B-galactosidase).
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As colénias de interesse foram inoculadas em meio LB para extracido de
plasmideos e para avaliagdo da atividade de [-galactosidase sob condicbes de
superexpressao. Os plasmideos foram sequenciados com o primer DuetDOWN1.

Eventualmente, dentre mais de 3000 coldnias avaliadas, encontrou-se um total de
27 mutagbes pontuais distintas de hsGInK que diminuiram ou aboliram a capacidade de
ativacdo de NifA. As substituicbes identificadas e os valores médios obtidos dos
experimentos de B-galactosidase em meio liquido de cada mutante sdo apresentados na
tabela 9. Valores em negrito indicam niveis de atividade semelhantes as do controle
positivo (hsGInK + hsNifA), e valores sublinhados indicam atividade inferior a do controle

positivo, porém superior a do controle negativo.

TABELA 9 - MUTANTES INATIVADORES DE hsGInK

Substituicdo  Atividade  Atividade  Observagées quanto a estrutura Outras observacgoes
em20 mM em 0 mM

NH,CI NH,CI
(unidades  (unidades
Miller) Miller)
[Controle 12,07 20,97
negativo]’
[Controle 1000,43 1688,69
positivo]2
M1V 811,24 2090,44 Exposto na superficie inferior
K2E 23,41 401,74 Exposto na superficie inferior
L3P 8,18 91,21 Nao exposto
14N 3,91 13,74 Nao exposto
14T 11,53 211,08 Nao exposto
14T G84D 8,14 61,51 Residuo 4 ndo-exposto; G84D em  Mutante simples 14T
um loop préximo ao sitio de disponivel
ligacdo a efetores
T5R D54G 14,23 17,86 Residuo 5 ndo exposto; residuo D54N disponivel em
54 exposto no T-loop outro mutante
P10L 23,48 458,48 Exposto na superficie superior; P10S disponivel em
presente no inicio de uma a-hélice outro mutante
P10S 46,72 231,27 Exposto na superficie superior; P10L disponivel em
presente no inicio de uma a-hélice outro mutante
D14G 13,51 72,12 Exposto na superficie superior;
presente em uma a-hélice
G27S 5,95 33,49 Nao exposto, presente em um
loop
T29A 13,89 925,18 N&o exposto, localizado em folha

beta, cadeia lateral voltada para o
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sitio de interagdo com efetores

Exposto na superficie superior,
em motivo de folha beta

Exposto na superficie superior,
localizado em folha beta; cadeia
lateral voltada para o solvente

Nao exposto, parte do sitio de
ligacao a efetores

N&o exposto, parte do sitio de
ligacdo a efetores

Nao exposto, parte do sitio de
ligacao a efetores

Exposto na superficie superior,
em um loop; possivel interagao

com 20G

Exposto na superficie superior, G41S disponivel em

em um loop; possivel interagao outro mutante; K58 é

com 20G um residuo crucial para
interacdo com 20G

Exposto no T-loop Mutagdo D54S néao

provoca alteragao de
fendétipo em hsGInK

Exposto no T-loop

Exposto na face lateral; residuo
75 faz parte de uma a-hélice

Exposto na face lateral superior,
em um loop

N&o exposto, parte do sitio de
ligacdo a efetores, presente em
um loop

N&o exposto, parte do sitio de
ligacdo a efetores, presente em
um loop

Nao exposto, parte do sitio de
ligacao a efetores, presente em
inicio de folha beta

Nao exposto, parte do sitio de
ligacéo a efetores, presente em
folha beta

'E. coli JIM109(ADE3) pRT22 contendo o plasmideo DNifA (expressa apenas hsNifA).
2E. coli JM109(ADE3) pRT22 contendo o plasmideo HsgInKDNIfA (expressa hsNifA e hsGInK).

Encontrado em dois clones diferentes.
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Como uma primeira observagao, nota-se que nao foram encontradas mutacdes
individuais em nenhuma das sete posicdes diferenciais entre abGInZ e as demais proteinas
PIl estudadas neste trabalho.

Em segundo lugar, é importante notar que nem todos os mutantes possuem o
mesmo fendtipo; é possivel distinguir quatro efeitos diferentes das mutacdes encontradas

sobre a capacidade de hsGInK de ativar hsNifA:

1. Aboligédo da atividade (L3P, 14N, 14T G84D,T5R D54G, D14G, G27S, K34E, G35S,
G35D, F36L, G41S, G41S K58R, D54N, K9OE).

2. Reducao drastica da atividade, com atividade nao detectada na presenca de amdnio
(14T, P10L, P10S, E32G, K85M, D88G, D88N).

3. Reducado pequena da atividade, atividade detectavel na presenca de aménio (M1V,
F55L, E75G, VO9E).

4. Auséncia de atividade na presenga de amoénio, alta atividade na auséncia de aménio
(T29A).

Os residuos mutagenizados foram marcados na estrutura cristalografica de abGInZ
(PDB 3MHY) para melhor visualizar sua localizacédo em relacédo a regides de importancia
conhecida em PII. A distribuicdo das substituicdes sugere que as mutacgdes inativadoras nio
estdo espalhadas de forma homogénea por todas as regides da proteina (figura 22). A
maioria das mutagdes expostas na superficie concentra-se na face superior, proxima do T-
loop; em especial, as mutagbes com fendtipo mais drastico (marcadas em vermelho)
encontram-se majoritariamente nesta face. Embora ndo seja uma prova definitiva, este fato

sugere que esta pode ser a face de Pll que efetivamente interage com hsNifA.
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Figura 22 - Localizagdo dos residuos de aminoacidos substituidos durante o experimento de
mutagénese aleatéria na estrutura de abGInZ.

Cores diferentes foram usadas para categorias diferentes de mutantes (ver texto): vermelho,
substituicdes que abolem a atividade de hsGInK; magenta, substituicbes que reduzem drasticamente
a atividade de hsGInK; rosa, substituicdes que reduzem fracamente a atividade de hsGInK; ciano, a
mutacao T29A, que abole a ativagdo de hsNifA em alto nitrogénio em E. coli. abGInZ estd mostrada
tanto como modelo de estrutura secundaria (imagens a esquerda), quanto como modelo de superficie
(imagens a direita). (A), viséo lateral do trimero de Pll, com destaque para o sitio de interagdo com
ATP e 20G. (B), vis&o superior, mostrando a face da proteina que contém a projecdo do T-loop. (C),
viséo inferior, mostrando a face oposta ao T-loop.

O fendtipo mais comum foi a perda completa da capacidade de ativar hsNifA. As
mutacbes responsaveis encontram-se amplamente distribuidas pela proteina, e estédo
presentes tanto em residuos expostos quanto enterrados, tanto préximos quanto distantes
do sitio de interagcdo com efetores. Nove dos 15 mutantes nesta categoria possuem
mutag¢des envolvendo a substituicdo de (e por) prolinas ou glicinas, que se acredita
causarem alteracbes mais drasticas nos motivos de estrutura secundaria; trés mutantes
possuem substituicbes que invertem a carga do residuo, trés restantes possuem ganho de
carga na posi¢do, dois possuem perda de carga, trés possuem mudangas simples de

polaridade, e um (F36L) possui uma alteragédo na aromaticidade da cadeia lateral. No geral,
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é dificil distinguir um padrao entre os membros deste grupo. Dentre os 15 mutantes, talvez o
que mais se destaque seja D54N; esta foi a Unica substituigdo no T-loop a abolir a ativacéo
de hsNifA por PIll, o que é notavel, visto que este € um dos residuos diferenciais entre
abGInZ e as demais proteinas PIl estudadas neste trabalho — mas a substituicdo D54S, que
converte o residuo 54 de hsGInK para seu equivalente em abGInZ, nao inativa hsGInK
(STEFANELLO, 2014).

O segundo fendtipo mais comum foi a redugdo drastica da atividade, com 7
mutagdes distintas (duas no mesmo residuo). Quatro dos residuos deste grupo estéo
expostos na superficie superior do trimero de PlI; é possivel que essas mutagbes reduzam a
afinidade de hsGInK por hsNifA. As duas mutacdes no residuo D88, que faz parte do sitio de
interagdo com efetores, podem ter seu fendtipo explicado tentativamente por uma redugao
da afinidade de hsGInK por 20G. A substituicdo mutante 14T encontra-se enterrada no
trimero de PIl, e seu efeito deve incidir sobre a estruturacdo de PIl (o que pode
indiretamente causar tanto perda de afinidade por 20G quanto mudangas na superficie de
interacdo com hsNifA). E interessante notar que o residuo 14 também foi mutagenisado para
asparagina nesta mesma biblioteca, resultando em completa perda da atividade de hsGInK.

A terceira categoria inclui quatro mutantes (M1V, F55L, E75G, V99E) que, embora
tenham sido obtidos de colénias brancas selecionadas em placa, contém variantes de
hsGInK pouco prejudicadas quanto a ativacao de hsNifA. M1V provavelmente causa apenas
uma diminuicdo da expressao de hsGInK, o que explicaria seu fenétipo de baixa atividade
em placa (sob fraca indugéo com 5 uM de IPTG) e alta atividade em meio liquido (sob forte
indugao com 500 uM de IPTG). VO9E esta préximo do sitio de ligagao a efetores, e pode ter
influéncia sobre sua afinidade. F55L, um mutante no T-loop, pode ter apenas uma afinidade
ligeiramente mais baixa por hsNifA — embora a diferenga nao seja significativa o bastante
para justificar considera-lo um residuo essencial para a interagdo com hsNifA. Por fim,
E75G, a unica mutacdo inegavelmente localizada na face lateral do trimero, ndo causa um
fendtipo drastico; isso parece evidéncia de que a regido em que ela se encontra ndo deve,

definitivamente, estar diretamente envolvida na interagdo com hsNifA.

5.1.10. Discusséo: regulacdo de hsNifA por PII, e regides de PIll importantes para a
ativacao de hsNifA

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho sugerem que a ativacdo de hsNifA
por hsGInK é desencadeada primariamente pela interagdo de hsGInK com 20G, o
metabdlito cuja alta concentracdo intracelular sinaliza a auséncia de aménio na célula
(HUERGO e DIXON, 2015), e cuja concentragdo em H. seropedicae atinge em torno de 4,5
mM em células cultivadas sob limitagcido de aménio (OLIVEIRA et al., 2015). A uridililacdo de

hsGInK parece nao ter efeito direto sobre a atividade de hsNifA.
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5.1.10.1. Papel da uridililacdo de PIl na ativacdo de hsNifA

A observacao de ativacido de hsNifA por hsGInK Y51F, um mutante nao-uridililavel,
indica que a uridillacdo de PIl ndo é necessaria para a estimulacido da atividade de hsNifA.
Isto esta em forte contraste com o que se sabe sobre a regulacdo de NifA em outros
organismos que possuem ativagéo direta de NifA por PIl, como A. brasilense (ARAUJO et
al., 2004) e R. rubrum (ZHANG et al., 2001), e é reminiscente da regulagédo de NifL por GInK
em K. pneumoniae (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004).

Uma vez que a uridililagado de hsGInK nao é diretamente importante para a ativagéao
de hsNifA, qual sua fungao? O mais provavel é que a uridililagcdo de hsGInK seja indiferente
para a regulacdo de hsNifA, porém importante para a regulacdo de outras proteinas alvo
com as quais GInK venha a interagir — notoriamente, a interacdo com o canal de aménio
AmtB, que em E. coli é desestimulada pela uridililagdo de GInK (COUTTS et al., 2002).
Outra possibilidade é a de que mesmo que a uridililagdo de hsGInK nao tivesse qualquer
relevancia fisioldgica, ela poderia ocorrer devido a incapacidade de GInD de discriminar
entre hsGInK e hsGInB — nesta ultima, o estado de uridililacao é importante para regular seu
principal alvo, NtrC, em E. coli (ATKINSON et al., 1994).

Alternativamente, € possivel especular sobre provaveis efeitos indiretos da
uridililagdo de hsGInK sobre a regulacao de hsNifA. O gene hs ginK é co-transcrito com
amtB, que codifica um transportador de amébnio regulado por GInK (NOINDORF et al.,
2005). Na presenca de altas concentragdes de amoénio (e portanto, baixas de 20G), hsGInK
ndo-uridililada interage com AmtB (HUERGO et al., 2010), presumivelmente bloqueando o
canal tal como ocorre em E. coli (CONROY et al., 2007); esta interagao tem também o efeito
de sequestrar GInK para a membrana celular, deixando-a indisponivel para interagir no
citoplasma. E possivel que a uridililagdo de hsGInK por GInD tenha por fungdo secundaria
regular a disponibilidade de hsGInK no citoplasma; isso poderia ter efeitos importantes sobre
a ativacdo de hsNifA, uma vez que esta proteina parece ser bastante dependente de alta
concentracao de PlII citoplasmatica.

E curioso observar que a ativagdo de hsNifA na auséncia de aménio foi mais
elevada na presenca de hsGInK Y51F do que de hsGInK selvagem quando os niveis de
expressao foram baixos (figura 13). Uma possivel explicagdo para isso é a diferenca de
afinidade de hsGInK n&o-uridililada e hsGInK uridililada por pelo dominio GAF de hsNifA,
observada por Oliveira e colaboradores (2012) em ensaios de protedlise limitada; hsGInK
uridililada possui menos afinidade por hsNifA. A influéncia da ligagdo de hsGInK a 20G nao
parece ser relevante, visto que tanto hsGInK quanto hsGInK-UMP3; possuem basicamente a
mesma afinidade por 20G na presenga de ATP (OLIVEIRA et al., 2015).

Por fim, ha a possibilidade de a uridililacdo servir de refor¢co do sinal detectado pela

ligacao a 20G; esta possibilidade é melhor explicada na subsec¢ao seguinte.
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5.1.10.2. Papel dos efetores de PIl na ativagdo de hsNifA

Os resultados obtidos com os mutantes K58M e G89A deixam claro que a interagao
de PIll com ATP é absolutamente essencial para a ativacdo de hsNifA por Pll, e que a
interacdo de PIl com 20G é o principal desencadeador da ativagdo de hsNifA. O
monitoramento da concentragao intracelular de 20G é a maneira direta de PIl detectar a
baixa concentragdo de aménio intracelular: altas concentragdes de 20G implicam baixa
concentracao de nitrogénio disponivel (HUERGO e DIXON, 2015). A auséncia de efeitos
diretos da uridililacdo de hsGInK sobre a ativagdo de hsNifA fortalece ainda mais a proposta
de 20G como o principal responsavel pela regulagcdo de hsNifA.

Uma pequena dificuldade é explicar a atividade residual de hsGInK K58M em baixa
concentracdo de amoénio quando superexpressa em E. coli, especialmente em se
considerando que hsGInK K58M nao possui qualquer afinidade por 20G (ver sec¢do 5.1.6); a
despeito disto, algum sinal do nivel de nitrogénio intracelular estd sendo detectado por
hsGInK K58M em E. coli. E possivel especular que este sinal seja a uridililagdo de hsGInK
K58M — ja que, surpreendentemente, esta proteina revelou ser parcialmente uridililavel.
Neste caso, o modelo de regulagdo assumiria que a uridillagdo de hsGInK age como um
reforco do sinal de auséncia de nitrogénio, que é transmitido majoritariamente pela

presencgaa de 20G.

5.1.10.3. Residuos de PIl envolvidos na ativagao de hsNifA

Nem a avaliagao de diferentes proteinas PIl, nem de proteinas quiméricas, nem de
mutantes pontuais, nem de mutantes aleatérios permitiu identificar com certeza os residuos
e regides de PIll responsaveis pela ativacdo de hsNifA; no entanto, estes experimentos
deram base para sugerir que a superficie de interagdo com PIl é a face superior do trimero
de PIl (a face proximal ao T-loop). Esta hipotese é apoiada pela constatagdo de que (1)
dentre as mutacdes aleatérias expostas na superficie de Pll, quase todas localizam-se na
face superior do trimero; e (2) os experimentos com as quimeras de abGInB e abGInZ
estabeleceram que as diferencas entre PIll ativadoras e PIl incapaz de ativar hsNifA
(abGInZ) devem estar entre os primeiros 48 residuos, e estes residuos formam uma parte
consideravel da face superior do trimero de PIl (e quase ndo estdo presentes na face
inferior).

O papel do T-loop parece ser secundario na ativacdo de hsNifA. Duas mutacbes
previamente estudadas (V52S e D54S) ndo alteraram a ativacdo de hsNifA; das quatro
mutagdes relatadas aqui (Y51F, H42Q, D54G, F55L), somente D54G impediu a ativacao de
hsNifA.
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5.2. ESTUDO DA INIBICAO DE NifA POR SEU DOMINIO GAF
5.2.3. Justificativa e planejamento

Tentativas de mutagénese sitio dirigida de hsNifA foram pouco promissoras
(AQUINO et al., 2015), em parte devido a pouca identidade entre as proteinas NifA
(especialmente no dominio GAF) e em parte devido a auséncia de dados estruturais e a
pouca compreensdo de seu mecanismo de ativagdo. Por isso, para tentar entender o papel
do dominio GAF na regulacdo de hsNifA por Pll em resposta a amdnio, um dos objetivos
deste trabalho foi realizar a mutagénese aleatoria do referido dominio GAF de hsNifA e
selecionar mutantes de acordo com o fendétipo conferido a hsNifA.

Para fins de triagem em E. coli, é importante notar que uma mutacao que altere a

regulacao de hsNifA pode causar dois fendétipos distintos:

1. Fendtipo de ganho de fungdo (mutacao ativadora): a mutagao permite a hsNifA ativar
transcricao independentemente de PIll (e provavelmente, independentemente da
concentragao de amonio).

2. Fendtipo de perda de fungédo (mutagao inativadora): a mutagéao impede hsNifA de ser
ativada mesmo na presenca de PII"°.

O fendtipo de ganho de fungéo pode ser detectado em E. coli contendo a fusao
nifH::lacZ, pois confere cor azul as colénias em meio sélido na presenga de Xgal quando
apenas hsNifA, sem nenhuma proteina PII adicional, for expressa a partir de um plasmideo.
O fendtipo de perda de fungao pode ser detectado como descrito na secéo 5.1.9, que tratou
da mutagénese de hsGInK: este tipo de mutagdo confere cor branca a células de E. coli
contendo a fusao nifH::lacZ cultivadas em meio sélido na presenga de Xgal quando tanto
hsNifA quanto hsGInK sdo expressas na célula a partir de um plasmideo. Uma

representacao esquematica da selegcao dos dois fenétipos é dada na figura 23:

'® Em teoria, existe a possibilidade de uma mutagéo gerar um dos fendtipos aqui descritos através de alteragdo
da afinidade de NifA pelo promotor nif. Nado se espera que isto ocorra, porém, com mutagdes localizadas nos
dominios modulares N-terminal e central, que ndo estdo diretamente envolvidos em interagdo com DNA. A
delegéo do dominio N-terminal inteira ndo teve efeito negativo sobre a afinidade de A(1-203)NifA (MONTEIRO et
al., 2001).



(A) Selecdo do fenétipo ganho de funcao

Auséncia de
atividade de Bgal

|j> Sem LacZ
: Colénia branca

(GAF inibe NifA na auséncia de GInK, impedindo a producdo de LacZ)

(selvagem)

Atividade de Bgal
LacZ Be

(mutante)
- |:> Coldnia azul

| (Mutacdo torna Nif ativa na auséncia de GInK, produzindo LacZ)

(B) Selegdo do fendtipo perda de fungdo

>

(selvagem) Atividade de Bgal
LacZ
- |:> Colénia azul
(GInK alivia a inibicdo de GAF, permitindo a transcri¢do de LacZ)
(mutante) Auséncia de

Sem LacZ atividade de Bgal
|

Colonia branca

(Mutacgdo torna GAF insensivel a interagdo com GInK, impedindo a transcri¢do de LacZ)

Figura 23 - Representacgao grafica da selegcdo de mutantes de GAF.
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Em (A), NifA expressa sozinha em E. coli ndo € capaz de ativar a transcrigao de nifH::lacZ, impedindo
que a coldnia metabolize Xgal, mantendo a cor branca; a ocorréncia de uma mutacéo ativadora
permite a NifA ser ativa mesmo na auséncia de PII, levando a transcricdo de /acZ, atividade de (-
galactosidase, degradacdo de Xgal, e coloragdo azul da coldénia que a expresse. Em (B), NifA
coexpressa com Pll em E. coli ativa a transcrigdo de nifH::lacZ, levando a degradacdo de Xgal e
aparecimento de cor azul nas células; uma mutagéo inativadora levaria hsNifA a resistir a ativagéo

por Pll, mantendo a colénia com a cor branca.
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5.2.4. Construgao do vetor Dxho* e de plasmideos com a construgao nifA[xhol]

Para poder mutagenisar apenas a regido 5 do gene nifA, correspondente ao
dominio GAF, foi necessario introduzir no gene hs nifA um sitio de restricdo Unico para
separar a regido codificadora do dominio GAF propriamente dito (bases 1-555, residuos 1-
185) do restante da sequéncia. A escolha da enzima apropriada e das substituicdes
silenciosas necessarias foi feita com o auxilio da ferramenta WatCut. Apds considerar as
diversas possibilidades, optou por introduzir um sitio Xhol através das mutagbes G570C,
C573G, e C574A (residuos 190-191).

Para isso, o plasmideo pRAM1T7 (STEFANELLO, 2011) foi digerido com as
enzimas Ndel e BamHI, e o inserto contendo o gene hs nifA foi transferido para pET29a
digerido com as mesmas enzimas, gerando o plasmideo R129. Este plasmideo foi usado
como DNA molde para dois sistemas de PCR: um contendo os primers T7F grd e nifAXhol
rev , e o outro contendo os primers nifAXhol fwd e T7term grd. O sucesso da amplificagcao
foi confirmado por eletroforese de DNA. Meio microlitro de cada uma das reacdes
supracitadas foi usado como DNA molde para uma nova reacao de PCR contendo os
primers T7F grd e T7trem grd, em um volume final de 25 yL. O produto desta reagao foi
ligado diretamente a pTZ57R/T e transformado em E. coli TOP10. Colbénias que
apresentassem cor branca quando cultivadas em LA + Ap na presenga de Xgal tiveram seus
plasmideos extraidos e avaliados por restricdo com Xbal/BamHI; um plasmideo contendo
um fragmento de tamanho correto foi selecionado e seqlienciado para confirmar a presenca
do inserto correto com somente as mutagbes G570C, C573G, e C574A. Este plasmideo foi
denominado nifAxhoTZ. nifAxhoTZ foi digerido com as enzimas Ndel e BamHlI, e o inserto
contendo o gene hs nifA[xhol] foi transferido para pET29a digerido com as mesmas
enzimas, gerando o plasmideo nifAxho29. Este ultimo plasmideo expressa hsNifA a partir do
promotor T7/lacO em E. coli. A presenca das trés mutagdes silenciosas nao teve efeito
detectavel sobre a expressao de hsNifA (dados ndo mostrados).

Uma vez que os plasmideos da série pET usados neste trabalho (pET28a, pET29a,
pETDuet1) possuem todos um sitio Xhol a jusante do sitio de policlonagem, nenhum pbde
ser utilizado para a clonar um fragmento na regido que codifica o dominio GAF de NifA
usando a enzima Xhol. Para contornar esta dificuldade, foi preciso construr um vetor
derivado de pETDuet1 com o sitio Xhol destruido. O plasmideo pETDuet1 foi digerido com
Xhol e tratado com T4 DNA polimerase (Thermo Scientific), conforme descrito (4.7.8, p. 92),
ligado a si mesmo e transformado em E. coli TOP10. Um total de 12 colbnias resistentes a
ampicilina teve seus plasmideos extraidos e avaliados por restricdo com Xhol, e um
plasmideo resistente a digestdo por esta enzima foi seqlienciado com o primer T7 promotor

para confirmar a destruicdo do sitio de restricao. Este plasmideo, que contém uma insergéo
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de timidina entre as bases do sitio (CTTCGAG), foi denominado Dxho*. Dxho* &€ um vetor de
expressao idéntico a pETDuet1, exceto pela auséncia do sitio Xhol.

O plasmideo pEMB200 foi entdo usado como DNA molde para uma PCR usando os
primers T7F grd e pET28aKpn rev2 (K-B-S-S), gerando um produto de amplificagcao
contendo a regido promotora de pET29a, o gene hs ginK, e um sitio Kpnl na regido 3'. Este
produto de PCR foi purificado, digerido com Ndel e Kpnl, e ligado a Dxho* digerido com as
mesmas enzimas. As ligagdes foram transformadas em E. coli TOP10, e as colbnias
resistentes a ampicilina foram cultivadas em meio liquido para a extragdo de plasmideos e
confirmacao da insercao do gene hs ginK por restricdo com Xbal e Kpnl. A auséncia de
mutagdes indesejadas no inserto foi confirmada através de sequenciamento com os primers
T7term grd e DuetUP2. O novo plasmideo foi denominado Dxho*K, e expressa hsGInK a
partir do segundo promotor T7/lacO de pETDuet1.

O plasmideo nifAxho29 foi digerido com as enzimas Xbal e BamHI, e o inserto
contendo o gene hs nifA foi transferido para Dxho* digerido com as mesmas enzimas,
gerando o plasmideo nifAxhoDxho*. Este plasmideo pdde ser usado para um primeiro

experimento de mutagénese aleatéria do dominio GAF de hsNifA.

5.2.5. Primeira tentativa de mutagénese aleatéria de hsNifA

Inicialmente, tentou-se introduzir os fragmentos codificantes para o dominio GAF
aleatoriamente mutagenisado no plasmideo nifAxhoDxho*. O plasmideo nifAxho29 foi usado
como DNA molde para uma reacédo de PCR de baixa fidelidade empregando os primers T7F
grd e T7term grd (ver se¢ao 4.7.4, p. 89). O produto de PCR obtido foi digerido com as
enzimas Xbal e Xhol, e ligado ao MCSI do plasmideo nifAxhoDxho* cortado com as
mesmas enzimas. O produto da liga¢ao foi transformado em E. coli JM109(ADE3) pRT22, e
as colbnias resultantes foram riscadas em LA contendo cloranfenicol, ampicilina, Xgal, € 5
MM IPTG. Uma vez que, na auséncia de proteina Pll expressa heterologamente, a proteina
hsNifA selvagem nado possui atividade nessas condi¢des, plasmideos contendo um gene
nifA sem mutagbes ou com mutagdes irrelevantes levariam as células a permanecerem
brancas na presenga de Xgal; por isso, selecionou-se colbnias azuis para analise, uma vez
que elas tinham maior probabilidade de conterem plasmideos com mutacdes ativadoras de
hsNifA. Dito de outra forma, buscou-se por mutagdes que gerassem ganho de funcao de
hsNifA, medida pela presenca de atividade de B-galactosidase na auséncia de PII
heteréloga. As colbnias de interesse foram inoculadas em meio LB para extracdo de
plasmideos e para avaliacdo da atividade de [-galactosidase sob condicbes de
superexpressdo. Os plasmideos foram sequlienciados com o primer pET upstream.

Duas dificuldades foram encontradas durante esta tentativa de realizar mutagénese

aleatéria do dominio GAF de hsNifA: primeiramente, a sensibilidade de hsNifA ao oxigénio
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torna-a inativa quando expressa em col6nias de E. coli em meio sdlido, independente da
presenca de Pll e de baixas concentragbes de amoénio; a concentracido de O, é alta demais
mesmo no interior da colbnia. Isso impede que a triagem de células contendo hsNifA
ativa/inativa seja feita nas placas de transformacao — & necessario riscar as colénias em
uma nova placa contendo Xgal e IPTG, a fim de que o maior nimero de células crescendo
no patch riscado diminua a concentracado de O, intracelular, permitindo a ativagdo de NifA.
Assim foi feito durante a selecdo de mutantes aleatérios de hsGInK (secdo 5.1.9). O
processo € trabalhoso e diminui 0 niumero total de clones que podem ser triados em tempo
habil. Em segundo lugar, houve o problema mais preocupante da aparicdo de falsos
positivos durante a triagem. A tentativa de selecionar variantes de hsNifA com mutagbes no
dominio GAF que a tornassem ativa independente da presenca de PIl levou a triagem de
~3000 mutantes, dentre os quais 16 apresentaram o fendtipo desejado em placa; nenhum
deles continha qualquer mutagdo, nem apresentava atividade de B-galactosidase quando
cultivado em meio liquido (dados ndao mostrados). Isto indica que o sistema de selecéo
empregado, por algum motivo, ndo é muito apropriado para detectar mutagcdes de ganho de
funcao.

Uma tentativa de cultivar as células em atmosfera sub-éxica (dentro de um vaso
selado com uma vela acesa, para consumir parte do oxigénio) levou ao aparecimento de um

numero inaceitavel de falsos positivos, e por isso a estratégia foi abandonada.

5.2.6. Construgao de variantes de NifA insensiveis a oxigénio

5.2.6.1. Justificativa e planejamento

A fim de facilitar a selecao de variantes de hsNifA insensiveis a Pll e/ou a aménio
nos experimentos de mutagénese aleatoria, decidiu-se construir uma variante de hsNifA
insensivel a oxigénio. Isso permitiria contornar o problema da triagem trabalhosa (ndo seria
mais preciso riscar as colbnias), e possivelmente aliviaria o problema da apari¢cao de falsos
positivos (pois o fenétipo de colénia azul seria mais distinguivel da variagdo normal das
colénias brancas).

Tal como nas demais proteinas NifA intrinsecamente sensiveis a oxidacdo, a
regulacado por oxigénio em hsNifA & independente do dominio GAF N-terminal (SOUZA et
al., 1999; MONTEIRO et al.,, 1999), e é atribuida a presenga de um motivo de cisteinas
localizado parcialmente no dominio central e parcialmente no linker ID da proteina, que
poderia coordenar a formagao de um cluster de ferro-enxofre sensivel a O,. A mutacao
C—S de cada uma das cisteinas supostamente envolvidas na sensibilidade a O, resulta em
variantes de hsNifA completamente inativas (OLIVEIRA et al., 2009). Afora isto, o

mecanismo da sensibilidade a oxigénio n&o foi caracterizado em nenhuma proteina NifA
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independente de NifL e ndo é compreendido em detalhes, de modo que ndo ha uma
estratégia clara para a remocdo da sensibilidade a O, em NifA sem perturbagcdo da
regulagéo por amonio.

Considerou-se duas estratégias distintas para remover a sensibilidade de hsNifA
por oxigénio: substituicdo de algum dos residuos que se sabe serem importantes para a
regulagao por O,, e construgdo de uma proteinas quiméricas entre hsNifA e alguma proteina
NifA insensivel a oxigénio. Esta segunda estratégia pareceu mais promissora, uma vez que
um trabalho anterior ja demonstrou a viabilidade de construir proteinas quiméricas entre NifA
de H. seropedicae e de A. vinelandii (avNifA) (OLIVEIRA et al., 2009). De especial interesse
€ a quimera NifAQ1, que possui o dominio GAF de hsNifA e os demais dominios de avNifA
e é insensivel a oxigénio. Esta proteina, porém, nao € regulada em resposta a nitrogénio da
mesma maneira que hsNifA; sua atividade é alta na presenga de ions aménio e é
independente de ativagao por Pll, semelhante a avNifA. Por causa disso, a quimera NifAQ1
nao pdde ser usada para os experimentos em questdo, e a constru¢ao de novas proteinas
quiméricas fez-se necessaria.

Para os fins estabelecidos, a fusdo ideal entre os genes hs nifA e av nifA seria
aquela que produzisse uma proteina quimérica que atendesse os quatro critérios listados

abaixo:

1. Auséncia de sensibilidade a O,, para facilitar a triagem da atividade da
proteina em placas de E. coli.

2. Inibicdo pelo dominio GAF de hsNifA na auséncia de PIl, caso contrario a
selecdo de mutagdes ativadoras torna-se impossivel.

3.  Ativacao dependente de PII, a maneira de hsNifA, indicando que seu modo de
regulacao por amdnio é semelhante ao da proteina selvagem.

4. Nivel de atividade semelhante ao de hsNifA, para facilitar a deteccdo da

atividade e comparagao com os dados obtidos com a proteina selvagem

Em suma, buscou-se pela construgdo que mantivesse o0 maximo possivel dos
aspectos que caracterizam a regulacao de hsNifA por amébnio, ao mesmo tempo em que
perdesse a sensibilidade a O,. Para aumentar a probabilidade de obter esta construcéo,

estabeleceu-se trés exigéncias para a escolha da regiao de jungao entre hsNifA e avNifA:

1. O dominio GAF N-terminal de hsNifA deveria estar presente na sua
totalidade, visto ser ele essencial para a repressao de NifA e o alvo dos experimentos
de mutagénese aleatdria.

2. O dominio central de hsNifA deveria ser preservado ao maximo nas proteinas

quiméricas, dadas as evidéncias de regulagdo in frans do dominio GAF N-terminal
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sobre os dominios AAA+ e HTH de hsNifA (MONTEIRO et al.,, 1999) e da falta de
regulacédo de NifAQ1.

3. Dada a possibilidade de perturbacéo estrutural, as jungdes entre as hsNifA e
avNifA deveriam ser localizadas preferencialmente em regides de estrutura secundaria

indefinida, ou no minimo deveriam evitar alterar a-hélices e folhas-.

5.2.6.2. Alinhamento de NifAs

Para selecionar a melhor regido para a junc¢ao dos fragmentos das duas proteinas,
um alinhamento foi construido a partir de 56 sequéncias de genes nifA de Proteobacteria,
incluindo hs nifA e av nifA. As sequéncias dos genes foram obtidas da plataforma KEGG
(KANEHISA et al., 2017), traduzidas no programa MEGAS5 (TAMURA et al., 2011) e
alinhadas usando o algoritmo ClustalWw (CHENNA et al., 2003) conforme descrito na secao
4.6.3 (p. 84). A parte mais relevante do alinhamento para esta se¢do pode ser vista na figura
24:
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) 450 ) 4|90 ) SIDD ) SIQD ) SISD ) 5|4D ) SISD )

Herbaspiriilum_ serapedicae SmRl1-543 390 EK FI\/E b AAS P QAR bt C P G TATMMRGDL | TEVHFSCOGNKCL TKYLHEP GQEAGPYY - - - - - - - 466
Azospiriifum_brasiiense Spiil-625 392 AKFAKDEMG - MALYMED EAL EVLNRC TP G ATEASRDG | IRTESLSCSLMLCNSSYLFOYRTLGASYGGLAPSM 474
Azospirifur brasiiense FP2-626 392 AKFAKDRMG - MALYMEDEAL EVLNRC WP Gl ATQSRDG | IRTESLSCELNLCNSSYLFOYRTLGASYVGGLAPSM 474
Azospiriifum_sp_ BT 1-642 394 THFGRDMGLML -D IDHDALEYLMRC TP G ATACRMGT IRYPDLSCEMMLCHNESYLFOYRMNMGALYGGLAPSM 476
Azospiriifum_ Npoferam'1-633 394 AKFARDMGLAL -D IDRDALEYLMRC TP G ATACRMGT IRYPDLSCEMMLCNESSYLFOYR TMGALVGGLAPSM 476
Rhadospieliinm_ rabram F1HA-601 405 THFMEEMGREL -RFSEGALTAMGGCNF PG ATLAGDEY | QELGLSCHNDKCLEASUWORRGEGRA | GGLAP - - 488
Rhadospirliinm_ centenim1-555 396 KRFMADMGRML - SFAPAALSYLGOGCYF PG ATLARGEY | TAPELTCOHESCLESAQLLPSREMKAAPAGG - - - - 474
Rhodobacter_capsiiatus1-553 6 DRFMHKGMATNY - KFAADAFDG | CRCGF PG ALLSDGA | WLAEELACRQGACLSAELFRLADGTSP | GGLAVGR 498
Rhodobacter_capsaiatus(Zy1-550 13 DRFMKGMATNY -KFAADAFDG | CRCGF PG ALLSDGA | WLAEELACRQGACLSAELFRLADGTSP | GGLAY - - 483
Kighslella_predmoniae_34211-525 399 RKIGOHRGRTL -R ISEGA | RLLMEYSWP G AVMSESGL IDRDY | LFTHG 457
Azotobacter vinelandli DJ (i1 ¥1-523 395 G IGRORAGRPL - TWTDSA | RLLMSHRWP G AIMSEDGTITRD - - - - - - - - - - 449
Kighslella_michiganensis ET1871-325 399 RK I AHGRGRTL -R I SDGA | RLLMEYSWP Gl AVMSESGL IDRDY | LFNHR 457
Pseudomonas stutzeri DSM_ $16671-522 395 DRI ARQRAGRPL -KLTDSALRLLMSHRWP G AIMSEDGT ISRD - - - - - m e e 449
Pseudomonas_ stutzerl A1501/11-522 395 DK I ARQRGRKL -KLTDSALR L LMSHRWP G AIMSEDGT ISRD - - - - - m e e 449
Azotobacter vinelandli DJ (it 2 ¥ 1-456 365 DHLSSQ@AGRSL -D I TDCA | EYLKKHHMP G S IMSEMGY I TRM - - - - e e 419
Azotobacter vinelandii CA_ (niEAZV1-486 365 DHLESQRAGREZL -DITDCA | EYLKKHHMP G S I MSENGY | TRM - 419
Azotobacter vinelandii CAE_ (nifAZV1-456 365 DHLSSQRAGREL -D I TDCA | EYLKKHHMP G 5 I MSEMGY | TR - 419
Azotobacter_ vinelandil CA_ (i1 ¥1-323 395 G IGRORAGRPL - TWTDSA | R L LMSHRWP G AIMSEDGT | TRD - 449
Azotobacter vinelandii CAE_ (nita 1y 1-523 395 G IGRORAGRPL - TWTDSA | R L LMSHRWP G AIMSEDGT ITRD - - - - - e e e 449
Cupriavidns talwanensis-0d44 385 DRFMRDMGRSL -RFTEGALSYLSGC YWhAG] TATMALHDS IDRLSFLCEMDKCL TQGLHD | EREDAVRPGREA - - 465
Burkholderia_vietnamiensls G41-570 389 DRFMRDMGRAL -RFSEDAMRNYLTSC WP G TATMTHHD T IDRLAFLCQEDRCLTKYLHH | EREDAVRPARLL - - 469
Faraburkholderia_xenovorans LBL00I-573 389 ARFMREMAGS | - RFDAEAMREN L TNCYWYP G TATMTRDGY IDRFKFLCQEDRCLTKYLHY | EREDAVRPARLA - - 469
Faraburkholderia_phymatuml-548 355 DRFMRDMGRLL -RFSDEALRYLSNCYWP G TATMTHHD | IDRLSFLCEIDQCLTKYLHH | EREDAVRPGPSS - - 468
Burkholderia_sp_ KJO06-572 389 DRFMRDMGRAL - RFSEDAMRNYLTSC WP G TATMTHHD T IDRLAFLCQEDRCLTKYLHH | EREDAVRPARLL - - 469

araburk i iruptr i -S43 385 DRFMRDMGRLL -RFSDEALRYLSNCYWYP G TATMTHHD | IDRLSFLCEIDQCLTHKYLHH | EREDAVRPGPSS - - 465
Azoarcis sp_ BHTZ-513 393 ERWSGRQRAGRPL -S| TDSALR | LLHHAMP G AVMSEDGT IDRD - - - - - i e e 444
Azoarcis sp_ KH3ZC (nifA1¥1-553 391 ERFMTEMRRGL - A1 TPGAYD | LGC AP G ATMTRENY |IREADMRCOKGOCFESSMLLETTOSRA- - - - - - - - - 464
Azoarcis sp_ KH3ZC (nifAZY1-544 392 TRYCSDMDREL -D [ APEAMH | LEHCYWWP G TATMTRGGY IRETH | PCHFMRCLTOVLHYLSTEDSCETPYRS - - 472

Mesorbizabiurm_japonicur MAFF_ 30309971-584 413 DRFMKENHRDL - AFTPSALDL | SQCYF PG

TATLARSMT I TPSDFACONSQCLESL DA GYEGRSHGAYAVDE - - 483

Sinorhizobiom_ melifoti 1021/1-542 387 QRFMEEMGRDL -HFAPSALDHLSKCKE PG TATLARSKTI TSSDFACQTDQCFSSRUAGYHCSHGH IEIDA- - 467
Sinorhizobiom_ meliloti SM111-542 387 QRFMEEMGRDL -HFAPSALDHLSKCKE PG TATLARSKTI TSSDFACQTDQCFSSRUAGYHCSHGH IEIDA- - 467
Sinorhizobiom_ melifoti Rmd1/1-542 387 QRFMEEMGRDL -HFAPSALDHLSKCKE PG TATLARSKTI TSSDFACQTDQCFSSRUAGYHCSHGH IEIDA- - 467
Sinorhizobiom_ melifoti 2011/1-542 387 GRFMEEMGRDL -HFAPSALDHLSKCKF PG TATLARSKTI TSSDFACQTDACFSSRUAGYHCSHGH IEIDA- - 467
Sinorhizobiom_ medicae’1-542 387 GRFMEEMGRGL -HFYPSALDHLSRCKF PG TATLARAKT I TSESDFACQTDQCFSSRLAG IRCSHCH [ATDA - - 467
Sinorhizobiom_fredil NGRZ34M1-545 439 DRFMREMMRML -EFTPAALE | LSRCKF PG TATLARSATIVPSDFSCONDQCFSSMLGK TADRPLGEHSLNG- - 519
Sinorhizobiom_fredil HHI1031-557 401 DRFMREMMRML -EFTPAALE | LSRCKF PG TATLARSGT IVPSDFSCONAQCFSSMLGK TADRPLGTHSLNG - - 481
Sinorhizobiom_fredil USDA 2571-545 439 DRFMREMMRML -EFTPAALE | LSRCKF PG TATLARSGT IVPSDFSCONAQCFSSMLGK TADRPLGTHSLNG- - 519
Rivzobium_etll CIAT_6521-563 394 DRFMHKEMGOREL - TFSSSA | EVMSGCYF PG TATLARSSS IVSSDFACKNSQCLSSLLWH - TDGSPGG I TWDG- - 473

Rbizabivm_etli_bv_mimosae_ Mimd_¢nifd1¥1-556 416 NRFNKEMGQTEL - TFTPSAIDYMSQCYF PG
Rbizabivm_etli_bv_mimosae_Mimd_¢nifd2¥1-57¢ 407 DRFMNSENMREL - AFTAPALDL | SQCYF PG
Rbizobiom_leguminosaram bv_vicize 384171-520 364 EQFNKANDRNF -DFAPSA |G IMSKCAFPG

TATLARSHE [VSSDFACKNGACLES LLAWKGAEGSPGGNT ISE- - 496
TATLAHSTTIVPSDFACRKGACFSSRLAMGEPGGYEA IKTLA - - 4587
TATLASSMT I ASSDFACQAGACSSALLADGRDG IDMNDAVHS - - 444

Ridzobiuw_ tropici1-553 412 DRFMREMMREH - AFTAQALDL | SQCYF PG TATLARSKTIVPSDFACONNGCLSARLMWMCGDGGGREGKP IDE - - 492
Bradyrhizobium_diaroefficiens US04 11071-606 440 RKFMSEMGREL - TLEASA IDYLMSCKE PG TATLSAGTS IVREDFACSQGQCLETTLAKS TSYGKTOP - - - - - - 216
Bradyehizobium_faponicom US04 61-583 7 RKFMSEMGRSL - TLEASA |IDYLMSCKEF PG TATLSAGTS IVREDFACSQGQCLETTLAKS TSYGKTOP - - - - - - 493
Bracdyrhizobium_sp_ ORE 27571-550 415 RRFMCEMERDL - TFDYSA | EVLMHCGF PG TATLAAGSA | GOHDFACSRMECMSA | LAKGHNTYTPPPPRGGP - - 485
Bracdyrhizobium_sp_ BTANN-551 415 RRFMCEMERDL - TFDYSA | EVLMHCGF PG TATLAAGSA | GOHDFACSRMECMSA | LAKGHNTYTPPPPRGGP - - 485
Rhodopsegdomonas_palustris CGANISN-585 16 KMFMKEMGREL - AFESHALDLLKACSF PG TATLAMGPEIRDSDFACHQDECLSA | LAMMGHAEPAPERPRP - - - 485
Rhodopseddomonas_palustris Had 201-554 416 KMFMKEMDREL - QFEPHALEL LKACSF PG TATLA|GPEITDSDFACHQDECLSA | LAKG -HAEPAPYVRPRP - - 485
Rhodopseddomaonas_palustris BisAS31-577 413 EMFNKE EREL-AFDST.\&ELLKGCSFPG TATLAPGPAIHADDFACHHDECLSS ILAKSHTERLTPQRPPP - - 483
Azorhizobinm_caulinodans 1-616 443 DRFMKEMKLHM-MLEAPA | DYLRRCYF PG TATLAHDAY | TPHDFACDSGAOC LS AMUAKGS APKPYMPHYPP - - 523
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Figura 24 - Alinhamento de diversas proteinas NifA, destacando a regido correspondente aos
residuos 390-466 de hsNifA (473-549 do alinhamento).

A primeira sequiéncia é hsNifA. A regido C-terminal do dominio central é bastante conservada entre
as proteinas NifA até o equivalente ao residuo 434 de hsNifA (518 do alinhamento); a partir dai, ha
uma clara divergéncia entre as proteinas sensiveis a oxigénio, como as de H. seropedicae,
Azospirillum), Burkholderia, Rhodospirillum, Rhodobacter, Rhodopseudomonas e Sinorhizobium, e as
proteinas insensiveis a oxigénio de Azotobacter, Klebsiella e Pseudomonas. Os residuos cruciais de
cisteina encontram-se nas posigdes 498, 510, 530, e 535 do alinhamento, equivalentes aos residuos
414, 426, 446, e 451 de hsNifA. A figura foi gerada com o programa Jalview 2.10 (coloragao Taylor,
conservation threshould 20%). Conservation refere-se ao grau de conservagdo de uma determinada
posicao, Consensus é a sequiéncia consenso do alinhamento (mostrada como seqliéncia, histograma,
e logo), e Occupancy é a porcentagem de sequéncias em que cada posi¢do € ocupada por um
residuo (e ndo por um gap).
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Conforme esperado, o alinhamento encontrou baixa similaridade entre os dominios
GAF das diversas proteinas NifA, e alta similaridade entre os dominios AAA+ e C-terminal.
As proteinas NifA sensiveis a oxigénio possuem a sequéncia caracteristica de cisteinas (C-
X11-C-X19-C-X4-C) ausente nas proteinas insensiveis a O,. Os primeiros 23 residuos do
cluster de cisteinas, porém, sdo compartiihados com alta similaridade entre todas as
proteinas NifA, independente de seu modo de regulagéo; a similaridade comega a cair a
jusante do residuo 434 de hsNifA (equivalente ao residuo 518 do alinhamento). A segunda
cisteina do cluster, em particular, € conservada em todas as proteinas NifA analisadas
(exceto a proteina NIh1 de Aquifex aeolicus). A seqiiéncia imediatamente a montante da
primeira cisteina do cluster também ¢é altamente conservada; isso tudo torna a regido entre
os residuos 390 e 434 de hsNifA (equivalente aos residuos 398-442 de avNifA, e aos
residuos 474-518 do alinhamento) ideal para a jungdo do segmento 5 de hs nifA com o
segmento 3’ de av nifA, segundo os critérios delineados.

O alinhamento também mostrou que além do segundo residuo de cisteina do
possivel cluster de ferro-enxofre ser altamente conservado, a primeira cisteina do cluster
apresenta certa regularidade de substituicdo nas proteinas NifA insensiveis a oxigénio: ela
somente € substituida por histidina, tirosina, ou metionina. Isto visto, considerou-se a
possibilidade de a substituicdo de C414 por serina (OLIVEIRA et al., 2009) ter gerado uma
variante inativa de hsNifA devido ndo a perda de organizacao do cluster, mas a problemas
de estruturagao no local. Decidiu-se tentar construir o mutante C414H de hsNifA, e verificar

se esta proteina mutante perderia a sensibilidade a O,.

5.2.7. Predicéo de estrutura secundaria e desenho das quimeras

Para ajudar a selecionar os pontos exatos de jungao entre as cadeias de hsNifA e
avNifA, utilizou-se o programa JPRED (DROZDETSKIY et al, 2015) para predizer os
motivos de estrutura secundaria na regido entre os residuos 390-435 de hsNiA (398-442 de
avNifA). A intencgao foi evitar escolher pontos de jungao preferencialmente dentro de motivos
de estrutura secundaria parecida. Os programas PSIPRED e GOR4 também foram
utilizados, e atribuiram estruturas secundarias essencialmente idénticas as acima na regiao
de interesse (residuos 388-442 de hsNifA). Levando tanto a estrutura secundaria quanto a
similaridade geral da sequéncia em consideragdo, escolheu-se sete pontos de jungao
diferentes para a construgcéo de proteinas quiméricas de hsNifA e avNifA. A localizagdo das

juncdes e a descricdo das quimeras podem ser vistas na figura 25 e na tabela 10.
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Figura 25 - Localizagao das regides de jungao entre hsNifA e avNifA.

A porcéo inferior da figura mostra representagcdes esquematicas de hsNifA, avNifA, e de uma quimera
das duas proteinas, com destaque para o cluster de cisteinas. A parte superior mostra
especificamente o alinhamento de hsNifA e avNifA na regido entre os residuos 388 e 435 de hsNifA,
e a estrutura secundaria predita para os residuos 395-435 (H, hélice; E, estendido; B, enterrado, ndo
exposto ao solvente; os nimeros representam a confianga da predi¢édo). A fronteira entre os residuos
oriundos de hsNifA e de avNifA em cada quimera esta representada por linhas verticais tracejadas.

TABELA 10 — DESCRIGAO DAS PROTEINAS QUIMERICAS

Nome Residuos de hsNifA Residuos de avNifA Primers especificos
hs396-405av 1-396 (ou 185-396) 405-522 hs396+405av fwd e
hs396+405av rev
hs404-412av 1-404 (ou 185-404) 412-522 hs404-412av fwd e
hs404-412av rev
hs409-417av 1-409 (ou 185-409) 417-522 hs409-417av fwd e
hs409-417av rev
hs412-420av 1-412 (ou 185-412) 420-522 hs412-420av fwd e
hs412-420av rev
hs413-421av 1-413 (ou 185-413) 421-522 hs413-421av fwd e
hs413-421av rev
hs414-422av 1-414 (ou 185-414) 422-522 hs414-422av fwd e
hs414-422av rev
hs434-442av 1-434 (ou 185-434) 442-522 hs434-442av fwd e

hs434-442av rev
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5.2.8. Construgao dos plasmideos codificando proteinas quiméricas N-truncadas

Inicialmente, optou-se por construir variantes N-truncadas (A(1-185); auséncia do
dominio GAF de hsNifA) das quimeras. lIsso foi feito para poder avaliar mais facilmente a
atividade das proteinas quiméricas em E. coli, uma vez que hsNifA ndo é ativa nesse
organismo a menos que coexpressa com Pll (STEFANELLO, 2014). A(1-185)hsNifA nao
apresenta regulagao por aménio, mas mantém a regulagao por oxigénio e é funcional em E.
coli (MONTEIRO et al., 1999; STEFANELLO, 2011). A construgcado de quimeras N-truncadas
permite, portanto, avaliar a funcionalidade e resisténcia a O, dessas proteinas sem
interferéncia da regulagao por amdnio. As quimeras foram construidas pelo método de OE-
PCR (secao 4.7.5, p. 89), usando primers complementares entre si contendo a seqliéncia da
regiao da juncao desejada.

Para a construcdo de cada um dos genes quiméricos, o plasmideo pETN185
(STEFANELLO, 2011) foi usado como DNA molde para sistemas de PCR contendo os
primers T7F grd e o primer 3’ (rev) associado a cada quimera (tabela 10); simultaneamente,
o plasmideo pRL293 foi usado com DNA molde para sistemas de PCR com os primers
T7term grd e o primer 5’ especifico de cada quimera. O sucesso de cada amplificagao foi
confirmado por eletroforese de DNA.

Para cada gene quimérico em construgdo, meio microlitro da reacdo com o0s
primers T7F grd — primer 3’ foi unido a meio microlitro da reagédo com os primers 5 — T7term
grd, e cada mistura resultante foi usada como molde para uma reagdo de PCR contendo os
primers T7F grd e T7term grd, em um volume final de 50 uL. O produto desta reagao
aplicado integralmente em gel de agarose para separacdo das bandas de diferentes
tamanhos, e as bandas de tamanho adequado (~1500 pares de bases) foram extraidas do
gel e purificadas. Os fragmentos recuperados foram digeridos com Ndel e BamHlI, ligados a
pET29a digerido com as mesmas enzimas, e cada ligagdo foi transformada em E. coli
TOP10. Colbnias resistentes a kanamicina tiveram seus plasmideos selecionados por PCR
de colénia com os primers T7Fgrd e T7term grd; clones positivos (contendo bandas de
~1500 pares de bases) foram cultivados em LB para extragdo dos plasmideos e confirmagao
da identidade dos insertos. Estes plasmideos foram denominados pAAS1501, pAAS1502,
pAAS1503, pAAS1504, pAAS1505, pAAS1506, e pAAS1609, e possuem 0s genes que
codificam as versdes N-truncadas (A1-185) de hs409-417av, hs412-420av, hs413-421av,
hs4014-422av, hs396-405av, hs404-412av, e hs434-442av, respectivamente. Nestes
plasmideos, todas as proteinas quiméricas N-truncadas (A1-185) sdo expressas em E. coli a

partir de seu préprio promotor T7/lacO.
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O mutante pontual C414H de hsNifA também foi construido por mutagénese sitio-
dirigida por oligonucleotideos. O plasmideo pETN185 foi usado como DNA molde para dois
sistemas de PCR: um contendo os primers T7F grd e hsnifA C414H rev, e o outro contendo
os primers hsnifA C414H fwd e T7term grd. O sucesso da amplificagdo foi confirmado por
eletroforese de DNA. Meio microlitro de cada uma das reagdes supracitadas foi usado como
DNA molde para uma nova reagao de PCR contendo os primers T7F grd e T7trem grd, em
um volume final de 50 pL. O produto desta reagéo aplicado integralmente em gel de agarose
para separagao das bandas de diferentes tamanhos, e a banda de tamanho correto (~1500
pares de bases) foi extraida do gel e purificada.

O fragmento purificado foi digerido com Ndel e BamHI, ligado a pET29a digerido
com as mesmas enzimas, e a ligacdo foi transformada em E. coli TOP10. Colbnias
resistentes a kanamicina tiveram seus plasmideos selecionados por PCR de colénia com os
primers T7Fgrd e T7term grd; um clone positivo (contendo a banda de ~1500 pares de
bases) foi cultivado em LB para extracdao do plasmideo e confirmagao da identidade do
inserto. Este plasmideo foi denominado pAAS1507, e expressa a proteina A(1-184)hsNifA
C414H a partir de um promotor T7/lacO em E. coli.

Todos os plasmideos mencionados foram transformados em E. coli
JM109(ADE3)pRT22 para determinagcdo da atividade de B-galactosidase na presenca de
oxigénio sob baixa (5 pM IPTG) e alta (500 uM IPTG) expressao das variantes de NifA.
Tendo constatado que todas as construgdes, exceto A(1-185)hs434-442, apresentavam
atividade apreciavel na presenca de oxigénio (ver tabela 11), seguiu-se com a reintroducéo

do dominio GAF de hsNifA em todas as construcdes exceto hs434-442.

5.2.9. Construcdo dos plasmideos codificando proteinas quiméricas e hsGInK

O plasmideo R129 (contém hs nifA clonado Ndel/BamHIl em pET29a) foi digerido
com Apal; os produtos da reacao foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, e
o fragmento contendo a regiao promotora T7/lacO e a porgao 5’ do gene hs nifA foi extraido
do gel e purificado. Os plasmideos pAAS1501, pAAS1502, pAAS1503, pAAS1504,
pAAS1505, pAAS1506 e pAAS1507 foram igualmente digeridos com Apal e desfosfatizados
com SAP, e entdo analisados por eletroforese; mas no caso deles, o fragmento contendo a
porcao 3’ do gene nifA (mais o restante do plasmideo) é que foi extraido do gel e purificado.
O fragmento extraido de R129 foi ligado a cada um dos fragmentos obtidos de pAAS1501,
pAAS1502, pAAS1503, pAAS1504, pAAS1505, pAAS1506 e pAAS1507, e as ligacoes
foram transformadas em E. coli TOP10. Colbnias resistentes a kanamicina tiveram seus
plasmideos selecionados por PCR de colénia com os primers T7Fgrd e T7term grd; clones
positivos (contendo bandas de ~1700 pares de bases) foram cultivados em LB para extragéao

dos plasmideos e confirmagao da identidade dos insertos por restricdo com Nofl (ha um sitio
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na posicao 1476 em hs nifA, mas nao nas quimeras) e Sall (ha dois sitios nas quimeras, em
455 e 1346, mas apenas em em hsNifA, em 455). Os plasmideos com o padrao de restricdo
correto foram nomeados pAAS1518, pAAS1519, pAAS1520, pAAS1521, pAAS1522,
pAAS1523, e pAAS1524, e possuem os genes que codificam hs409-417av, hs412-420av,
hs413-421av, hs4014-422av, hs396-405av, hs404-412av, e hsGInK C414H,
respectivamente. Nestes plasmideos, todas as proteinas quiméricas sdo expressas em E.
coli a partir do promotor T7/lacO.

Para construir os plasmideos para a coexpressdo das quimeras com hsGInK, os
plasmideos pAAS1518, pAAS1519, pAAS1520, pAAS1521, pAAS1522, pAAS1523, e
pAAS1524 foram digeridos com as enzimas Xbal e BamHI, e ligados a DHsgInK cortado
com as mesmas enzimas. As ligacdes foram transformadas em E. coli TOP10, e as col6nias
resistentes a ampicilina tiveram seus insertos selecionados por PCR com os primers T7F
grd e DuetDOWN1. Colbnias contendo os plasmideos corretos (aqueles contendo bandas
de ~1700 pares de bases detectadas por PCR) foram cultivadas em LB para extragcao dos
plasmideos. Estes plasmideos foram nomeados pAAS1525, pAAS1526, pAAS1527,
pAAS1528, pAAS1529, pAAS1530, pAAS1531, e possuem os genes que codificam hs409-
417av, hs412-420av, hs413-421av, hs4014-422av, hs396-405av, hs404-412av, e hsGInK
C414H, respectivamente. Nestes plasmideos, as quimeras sdo expressas conjuntamente

com hsGInK, cada qual a partir de seu préprio promotor T7/lacO.

5.2.10. Construgao dos plasmideos codificando proteinas quiméricas e hsGInK com a
substituicao G89A

Primeiramente, o plasmideo pAASHsgInKG89A29 foi usado como DNA molde para
uma PCR usando os primers T7F grd e pET28aKpn rev2 (K-B-S-S), gerando um produto de
amplificagao contendo a regido promotora de pET29a, o gene hs ginK codificante para a
mutacdo G89A, e um sitio Kpnl na regido 3'. Este produto de PCR foi purificado, digerido
com Ndel e Kpnl, e ligado a pETDuet1 digerido com as mesmas enzimas. As ligagdes foram
transformadas em E. coli TOP10, e as colbnias resistentes a ampicilina foram cultivadas em
meio liquido para a extragcdo de plasmideos e confirmacao da insercao do gene hs ginK
G89A por restricdo com Xbal e Kpnl. A auséncia de mutagdes indesejadas no inserto foi
confirmada através de sequenciamento com o primer T7term grd. O novo plasmideo foi
denominado pAAS1555, e expressa hsGInK G89A a partir do segundo promotor T7/lacO de
pETDuet1.

Em seguida, os plasmideos pAAS1518, pAAS1519, pAAS1520, pAAS1521,
pAAS1522, pAAS1523, e pAAS1524 foram digeridos com Xbal e BamHI e clonados em
pAAS1555 digerido com as mesmas enzimas. Os clones foram selecionados por extragédo

dos plasmideos e confirmacédo do padrao de restricdo com Xbal e BamHI. Estes novos
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plasmideos foram nomeados pAS1601, pAS1602, pAS1603, pAS1604, pAS1605, pAS1606,
e pAS1607, e expressam, respectivamente, hs409-417av, hs412-420av, hs413-421av,
hs4014-422av, hs396-405av, hs404-412av, e hsGInK C414H em conjunto com hsGInK
G89A, cada qual a partir de seu préprio promotor T7/lacO.

5.2.11. Avaliagao da atividade das quimeras de hsNifA e avNifA

A atividade de todas as quimeras e de hsNifA C414H foi avaliada na presenga de
hsGInK, de hsGInK G89A, e na auséncia de dominio GAF através da ativagao transcricional
de uma fusado nifH::lacZ (presente no plasmideo pRT22) e detec¢do da atividade de B-
galactosidase decorrente. Células de E. coli JM109(ADE3) contendo o plasmideo-repdrter
pRT22 foram transformadas com os plasmideos DN185, HsgInKDNifA, HsgInKG89ADNIfA,
pAAS1501, pAAS1502, pAAS1503, pAAS1504, pAAS1505, pAAS1506, pAAS1507,
pAAS1609, pAAS1525, pAAS1526, pAAS1527, pAAS1528, pAAS1529, pAAS1530,
pAAS1531, pAS1601, pAS1602, pAS1603, pAS1604, pAS1605, pAS1606, e pAS1607. Os
transformantes foram cultivados na auséncia de aménio e na presenga ou auséncia de
oxigénio, conforme descrito na secado 4.5.4 (p. 82), para a realizagdo dos ensaios de
atividade enzimatica. Os resultados sdao mostrados na tabela 11. Valores em negrito
indicam niveis de atividade semelhantes as do controle positivo (A(1-185)NifA, hsGInK +
hsNifA, ou hsGInK G89A + hsNifA conforme o experimento), e valores sublinhados indicam
atividade inferior & do controle positivo, porém superior a do controle negativo. Cultivos
denominados de -baixa expressao” foram realizados na presenca de 5 uM de IPTG no meio

de cultura; cultivos em -alta expressao” possuiam 500 uM de IPTG no meio de cultivo.
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TABELA 11 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE DE CELULAS EXPRESSANDO AS QUIMERAS DE NifA

Auséncia do dominio GAF' Presenca de hsGInK* Presenca de hsGInK
G89A°
Alta Alta

Baixa expressao expressao Baixa expressao Expressao Alta expresséao
proteina O+ O- O+ O- O+ O- O+ O- O+ O-
[controle
negativo]' 63,9 8,3 750 229 95 55,5 299 288 17,7 28,7
[controle
positivo]° 38,5 22350 799 2286 7,3 3180,9 125 541,3 15,6 26,4
hs396-
405av 659,6 881,8 9941 637,3 0,0 52,5 23,5 220 294 33,9
hs404-
412av 1141 348,8 806,6 53,0 58,7 78,3 1253 90,2 228 30,3
hs409-
417av 520,7 931,7 970,3 102,0 422,8 1139,9 5424 263,7 27,3 20,0
hs412-
420av 107.,5 362,7 914,0 73,0 428 132,0 301,9 181,4 205 20,9
hs413-
421av 181,3 368,9 8653 89,0 805 135,4 379,9 213,0 232 26,3
hs414-
422av 31,8 33.8 358,3 418 311 45,9 26,5 15 25,3 32,7
hs434-
442av = 131 11,6 140 160 nd® nd® nd® nd® nd® nd®
hsNifA
C414H 715 81.7 516,4 418 641 83,0 353 0,0 26,7 26,4

'O controle positivo consiste em E. coli JM109(ADE3) pRT22 contendo o plasmideo
DN185 (expressa A(1-185)NifA).
20 controle positivo consiste em E. coli JM109(ADE3) pRT22 contendo o plasmideo
HsgInKDNIfA (expressa hsNifA e hsGInK).
30 controle positivo consiste em E. coli JM109(ADE3) pRT22 contendo o plasmideo
HsgInKG89ADNIfA (expressa hsNifA e hsGInK G89A).
*E. coli JM109(ADE3) pRT22 sem plasmideos adicionais.
®Ver notas 1-2.
®Nao determinado.

Como ja sabido, hsNifA ndo é ativa na presenga de oxigénio, independentemente
da presenca de PIl, e ndo é ativa na presenga de hsGInK G89A mesmo na auséncia de
oxigénio. As proteinas quiméricas possuem, todas elas, diferengcas em relagdo a esse

fendtipo. Os resultados dos experimentos levaram as seguintes observagdes:

1. Na auséncia do dominio regulatério GAF, hsNifA C414H e todas as proteinas
quiméricas, exceto hs434-442av, apresentaram atividade na presenca de oxigénio.
Suas respectivas atividades nao foram idénticas: hs396-405av, hs409-417av e

hs413-421av mantiveram atividade detectavel e relativamente elevada (30-50% da
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atividade de A(1-185)hsNifA, quando aplicavel) em todas as quatro condi¢des
testadas; hs404-412av e hs412-420av tiveram atividades mais baixas e com padrao
mais erratico, e hs414-422av e hsNifA C414H s6 foram ativas quando
superexpressas.

2. Na presenga do dominio GAF inibidor e da proteina hsGInK, algumas proteinas
antes ativas (hs396-405av, hs404-412av, hs414-422av, e hsNifA C414H) tornaram-
se inativas. hs412-413av e hs413-421av s apresentaram atividade quando
superexpressas. Apenas hs409-417av apresentou bons niveis de ativacdo da
transcricdo de nifH::lacZ (30-50% da atividade de A(1-185)hsNifA) em todas as
condicdes.

3. Nenhuma proteina contendo o dominio GAF foi ativada quando coexpressa com
hsGInK G89A.

Os resultados mostram que algumas das construgdes descritas atendem a alguns
dos critérios estabelecidos para a escolha de uma proteina para uso nos experimentos de
mutagénese aleatdria. Dentre as proteinas avaliadas, a proteina quimérica hs409-417av ¢é a
que melhor atende aos requisitos devido a sua insensibilidade a oxigénio, inibicdo por
amoénio intacta e dependéncia de hsGInK para ativagdo, e atividade de ativagéo
transcricional relativamente alta. Consequentemente, hs409-417av foi escolhida para dar
seguimento a mutacédo do dominio GAF.

E interessante comentar o fenétipo de algumas das outras proteinas para tentar
melhor entender a elusiva regulagao por oxigénio de hsNifA. A Unica variante construida que
nao apresentou qualquer atividade foi hs434-442av — presumivelmente por problemas de
estruturacdo, uma vez que nao foi ativa nem mesmo na auséncia de oxigénio; todas as
restantes mostraram ao menos um pouco de atividade, e todas perderam a inibigéo por O,.

A proteina hs414-422av possui a primeira cisteina do cluster de ferro-enxofre (e a
segunda, que esta presente em praticamente todas as proteinas NifA); embora pouco ativa,
sua resisténcia a oxigénio foi claramente demonstrada. Isso indica que, na auséncia das
duas cisteinas terminais, as duas primeiras cisteinas ndo sao suficientes por si mesmas de
manter a sensibilidade a oxigénio. E possivel que sua presenca seja desfavoravel a
estruturacdo da regiado terminal do dominio AAA+ quando a outra metade do possivel cluster
de ferro-enxofre esta ausente, o que possivelmente explicaria a baixa atividade observada.

A reconstituicdo do dominio GAF teve por efeito tornar permanentemente inativas
as proteinas hs396-405av (que havia sido bastante ativa na auséncia de GAF), hs404-
412av, e hs414-420av — por alguma razao que nao se pode discernir essas sao as proteinas

cujos pontos de juncao entre a seqiéncia de hsNifA e avNifA mais distam do trecho de a-
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hélice imediatamente a montante de C414 em hsNifA. A razdo para isto ndao se pbéde
discernir.

Por fim, a introducdo da mutacdo C414H em hsNifA gerou uma proteina cuja
atividade baixa ainda assim pdde ser detectada na presengca de oxigénio — em claro
contraste com hsNifA C414S, que é totalmente inativa (OLIVEIRA et al., 2009). O fato de
que a substituicdo de uma unica cisteina do (possivel) cluster de Fe-S por um residuo
compativel com a estrutura local bastou para eliminar a sensibilidade a O, é dificil de
conciliar com o modelo de regulagdo mais aceito, que supde que a formagao do cluster
reduzido é necessaria para conferir a estrutura correta a regido C-terminal do dominio
central (FISHER, 1994). Neste modelo, a oxidacao do cluster seria responsavel por destruir
a estruturacao terciaria local, impedindo a atividade de NifA; neste caso, é de se estranhar
que a troca de uma das cisteinas por histidina (o que presumivelmente impediria a formagéao
correta do cluster) ndo apenas permite atividade em baixa oxigenagdo como permite-a em
alta concentracédo de O,. Aventa-se duas possiveis explicagbes para conciliar o modelo com
o fendtipo de hsNifA C414H: (1) é possivel que o residuo de histidina ndo destrua o cluster,
mas sim o estabilize, uma vez que residuos de histidina comumente sdo capazes de
interagir com metais (CHAKRABARTI, 1990), inclusive ferro (YAMAMOTO e CHUUJOU,
1992); (2) é possivel que o modo de acao do cluster de Fe-S envolva sequestrar C414 para

impedi-la de realizar alguma interacdo inibitéria com residuos do dominio central.

5.2.12. Construgao de plasmideos para a mutagénese aleatdria de hs409-417av
(introducao do sitio Xhol em hs409-417av)

Antes de realizar os experimentos de mutagénese aleatdria do dominio GAF de
NifA, foi necessario introduzir o sitio Xhol com mutacdes silenciosas entre as bases 570 e
574 (ver segédo 5.2.4). Para isso, o plasmideo nifAxho29 foi digerido com Apal; os produtos
da reacao foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% , e o fragmento contendo
a regiao promotora T7/lacO e a porgdo 5 do gene hs nifA[xho] foi extraido do gel e
purificado. O plasmideo pAAS1501 foi igualmente digerido com Apal e desfosfatizado com
SAP. O fragmento extraido de R129 foi ligado a mistura de fragmentos da digestdo de
pAAS1501, e a ligacdo foi transformada em E. coli TOP10. Colbénias resistentes a
kanamicina tiveram seus plasmideos selecionados por PCR de colbnia com os primers
T7Fgrd e T7term grd; clones positivos (contendo bandas de ~1700 pares de bases) foram
cultivados em LB para extracdo dos plasmideos e confirmacido da identidade dos insertos
por restricdo com Notl (ha um sitio na posicdo 1476 em hs nifA, mas nao nas quimeras) e
Sall (ha dois sitios nas quimeras, em 455 e 1346, mas apenas em em hsNifA, em 455). O

plasmideo com o padrao de restricao correto foi nomeado pAAS1613.
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Em seguida, o plasmideo pAAS1613 foi digerido com as enzimas Xbal e BamHI, e
o inserto contendo o gene hs409-417av([xhol] foi transferido para Dxho* e Dxho*K digeridos
com as mesmas enzimas, gerando os plasmideos pAAS1615 e pAAS1614,
respectivamente. A presenga dos insertos corretos foi confirmada por PCR usando os
primers T7F grd e DuetDOWN1.

5.2.13. Mutagénese aleattria de hs409-417av

De posse do gene quimérico hs409-417av[xhol] devidamente clonado nos
plasmideos Dxho* e Dxho*K, procedeu-se com a mutagénese aleatéria do dominio GAF de
hsNifA. Para isso, o plasmideo pAAS1613 foi usado como DNA molde para uma reagéo de
PCR de baixa fidelidade empregando os primers T7F grd e T7term grd (ver segbes 4.7.4 e
5.2.5). Para a obtenc¢ao de bibliotecas de mutantes contendo alteracbes no dominio GAF, o
produto de PCR obtido foi digerido com as enzimas Xbal e Xhol para ligacdo aos
plasmideos pAAS1614 e pAAS1615. Inicialmente trés bibliotecas diferentes foram

construidas, visando selecionar os dois fenétipos possiveis para os mutantes de hsNifA:

Biblioteca 1, busca de mutagbes inativadoras (perda de fungédo): o fragmento
contendo a regido 5 de hs409-417av[xhol] mutagenisada foi inserido entre os sitios
Xbal e Xhol em pAAS1614 (que contém hs409-417av[xhol] e hs ginK clonados em
Dxho*); a ligagéo foi transformada em E. coli JM109(ADE3) pRT22 e plaqueada em LA
contendo cloranfenicol, ampicilina, 5 yM de IPTG e Xgal. Devido a presenga de ambos
hs409-417av[xhol] e hsGInK no citoplasma, células contendo o gene hs409-417av[xhol]
selvagem ou com mutagdes irrelevantes apresentam cor azul; células expressando
hs409-417av[xhol] permanentemente inativa, irresponsivel a hsGInK, apresentam
coloragcdo branca. Estas coldnias brancas foram selecionadas para extracdo de
plasmideos e posterior seqlienciamento com os primers pET upstream, N185-RAM, e
DuetDOWNT1.

Biblioteca 2, busca de mutac¢des ativadoras (ganho de fungdo): o fragmento
contendo a regido 5 de hs409-417av[xhol] mutagenisada foi inserido entre os sitios
Xbal e Xhol em pAAS1615 (que contém somente hs409-417av[xhol] clonado em
Dxho*); a ligagao foi transformada em E. coli JM109(ADE3) pRT22 e plaqueada em LA
contendo cloranfenicol, ampicilina, 5 yM de IPTG e Xgal. Devido a auséncia de hsGInK
no citoplasma, células expressando hs409-417av[xhol] selvagem ou com mutacdes
irrelevantes apresentam cor branca; células contendo hs409-417av[xhol]
permanentemente ativada, que nido necessita de hsGInK, apresentam coloragdo azul.
Estas colbnias azuis foram selecionadas e seus plasmideos foram sequenciados com
os primers pET upstream, N185-RAM, e DuetDOWN1.
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Biblioteca 3, busca de mutac¢des ativadoras (ganho de fungdo): o fragmento
contendo a regido 3’ de hs409-417av mutagenisada foi inserido com as enzimas Xhol e
Hindlll em pAAS1615 (que contém somente hs409-417av[xhol] clonado em Dxho*); a
ligacao foi transformada em E. coli JM109(ADE3) pRT22 e plaqueada em LA contendo
cloranfenicol, ampicilina, 5 uM de IPTG e Xgal. O fendétipo selecionado foi o mesmo da
biblioteca 2; apenas a regido mutagenisada foi diferente (residuos 190-534,

correspondentes aos dominios central e C-terminal da quimera).

Cerca de 5000 colbnias de cada biblioteca foram triadas visualmente, e ao todo 70
colénias brancas da biblioteca 1, nove da biblioteca 2, e sete da biblioteca 3 foram
selecionadas para extragao plasmidial e sequienciamento. Dos 70 plasmideos da biblioteca
1 sequenciados com o primer pET upstream, onze continham insercdes/delecbes que
alteravam a fase de leitura, trés nao continham o dominio GAF, quatro continham mutacbes
para codons de parada, dez nao tiveram o dominio GAF completamente seqiienciado e néo
tiveram mutacbes detectadas, e dez nao continham mutagdes no dominio GAF; as 32
colénias restantes continham 26 variantes distintas de hs409-417av. Os nove clones da
biblioteca 2 corresponderam a 6 variantes distintas, e os sete clones da biblioteca 3
continham 5 mutagbes Unicas diferentes. As mutagdes encontradas nos trés experimentos
sdo listadas e comentadas na tabela 12. Os residuos foram localizados no alinhamento de

NifA previamente descrito (segéo 5.2.6).

TABELA 12 - MUTANTES ALEATORIOS DE hs409-417av[xhol]

Mutagao Observagdes (alinhamento) Qutras observagdes
Biblioteca 1
K130 disponivel
D7N, K130E D7 pouco conservado isoladamente em outro
mutante.
L14P® Hidrofébico na maioria das NifA

V15A, V125A, A163V -

E19G Polar na maioria das NifA

L41P Conservado; L na maioria das NifA
L41P disponivel

L41H, T169I L41 conservado; L na maioria das NifA isoladamente em outro
mutante

S42P? Pouco conservado
S42P disponivel

S42P, Q103R S42P e Q103 pouco conservados isoladamente em outro

mutante



L45P
L61S

L63Q

E83K
K88E'

E104G
G126D

P128L

1129T
K130E
L136P
L139S

V156A

R157H

R157C

L158P
L159P
N164D

Biblioteca 2
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Conservado; L na maioria das NifA
Pouco conservado

Hidrofébico em NifA sensiveis a O,; Q em A.
vinelandii

Conservado na maioria das NifA
Pouco conservado

Conservado; polar na maioria das NifA
Pouco conservado

Conservado em todas as NifA, exceto as de
rizébios (nas quais é alanina)

Hidrofébico em todas as NifA
Conservado; E em S. meliloti
Hidrofébico na maioria das NifA

Pouco conservado

Hidrofébico em NifA sensiveis a O,; T em A.
vinelandii

R157C encontrado em outro

Conservado na maioria das NifA
mutante

R157H encontrado em outro

Conservado na maioria das NifA
mutante

Conservado na maioria das NifA
Conservado na maioria das NifA

Conservado na maioria das NifA

F124L, V162A

V176G’
Q182R, K187R
Q184pP’
R188P

L190P

Residuo Residuo 124 geralmente hidrofébico;
residuo 162 altamente conservado (V ou A)

Geralmente hidrofébico

Ambos os residuos pouco conservados
Pouco conservado

Pouco conservado; polar na maioria das NifA

Também encontrado na

Pouco conservado biblioteca 3
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Biblioteca 3

E185G Pouco conservado

L190P Pouco conservado Tgmbém encontrado na
biblioteca 2

L190H' Pouco conservado

Q193P Pouco conservado

L194P Pouco conservado

"Encontrado em dois clones diferentes.
2Encontrado em trés clones diferentes.
*Encontrado em quatro clones diferentes.

Conforme esperado, encontrou-se um maior numero e maior diversidade de
mutagdes na biblioteca 1 (mutagdes inativadoras) do que nas duas outras bibliotecas.
Dentre as 26 variantes distintas de hs409-417av[xhol] avaliadas, doze contém substituicbes
envolvendo glicina e prolina; supbe-se que causem alteragbes na estrutura secundaria do
dominio GAF que poderiam explicar sua falta de resposta a hsGInK. O restante inclui
mudangas de carga, mudancas de polaridade e outras mutagbes cujas implicacoes
mecanisticas ndo podem ser determinadas apenas por comparagéo com o alinhamento.

Um numero muito menor de variantes de hs409-417av[xhol] foi encontrado nas
bibliotecas 2 e 3 (mutagbes ativadoras), e a identidade de suas substituicbes também foi
menos diversa. Dentre as 11 variantes distintas encontradas nas duas bibliotecas somadas,
seis contém substituicbes de residuos por glicina e duas por prolina — indicando que este
tipo de mutacdo danosa a estrutura secundaria local é predominante entre as mutagdes
ativadoras de hs409-417av. Dez das 11 substituicdes ocorrem numa estreita faixa (residuos
176-194) entre o final do dominio GAF e o Q-linker de hsNifA, o que sugere uma importancia
funcional dessa regido para o alivio da inibicdo do dominio GAF sobre o dominio AAA+
central.

Um padrao de distinto de distribuicdo é claramente visivel quanto a localizagcédo das
substituicoes ativadoras e inativadoras: mutagdes inativadoras (biblioteca 1) estdo presentes
por todo o dominio GAF entre os residuos 14 e 164 (D7N e T169l aparecem em conjunto
com outras substituicbes para as quais se tem mutantes individuais), ao passo que as
mutagdes ativadoras (bibliotecas 2 e 3) localizam-se quase exclusivamente entre os
residuos 176 e 194 (a excecdo do mutante duplo F124L V162A). Estes dados dados
sugerem que é possivel distinguir duas regides funcionalmente diferentes no dominio GAF
de hsNifA: uma regido N-terminal (residuos 1-164), cuja mutagénese conduz a permanente
inativagdo de hsNifA pelo dominio GAF, e uma regido C-terminal (residuos 176-194), cuja

mutagénese conduz a perda da inibicdo pelo dominio GAF.
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E concebivel que a regido N-terminal (1-164) seja o local de recepgao/transmissao
do sinal de auséncia de amdnio através da interagdo com PII; a substituicdo de residuos ali
localizados poderia levar a perda da capacidade de interagir com PIl (levando a permanente
inibicdo de hsNifA) ou a incapacidade de responder a interacado com Pll com as alteragdes
conformacionais necessarias (também levando a permanente inativacdo de hsNifA). A
regido C-terminal (176-194), por sua vez, parece ser uma regido essencial para causar a
inibicdo de GAF sobre o restante da proteina hsNifA; a introdu¢cdo de mutacbes nessa
regido (especialmente mutagdes que perturbem a estrutura secundaria local) levaria a perda
da estruturacdo necessaria para inibir hsNifA, gerando proteinas ativas independentemente

da presenca de PII.

5.2.14. Localizacao das substituicdes de hs409-417av[xhol] em um modelo estrutural do
dominio GAF

As substituicdes identificadas nos experimentos de mutagénese aleatéria foram
localizadas em modelos estruturais do dominio GAF de hsNifA. Nao ha estrutura
cristalografica de hsNifA nem de nenhuma proteina NifA inteira, e o Unico dominio GAF de
um ativador de o® semelhante a NifA a ter sido cristalizado (BATCHELOR et al., 2013)
pertence a uma proteina de A. aeolicus cuja sequéncia apresenta alguma divergéncia com
as demais proteinas NifA (ver arvore filogenética do alinhamento de 56 NifA construida por
neighbor joining, apéndice 2). Portanto, € compreensivel que a modelagem estrutural do
dominio GAF ndo seja precisa, e que nao haja um unico modelo que cubra toda a extenséo
(residuos 1-200) que se pretende analisar.

Os residuos de 1-300 de hsNifA foram usados como seqliéncia alvo para a busca
por proteinas com sequéncia de aminoacidos e estrutura secundaria semelhantes no banco
de dados PDB, utilizando a ferramenta SWISS-MODEL (BIASINI et al., 2014). Trés modelos
estruturais do dominio GAF de hsNifA foram construidos pelo SWISS-MODEL, baseados
nas proteinas Nlh1 de A. aeolicus (PDB 4G3K — BATCHELOR et al., 2013), NtrC1 de A.
aeolicus (PDB 4L4U — VIDANGOS et al., 2013), e dominio GAF do bacteriofitocromo de
Pseudomonas aeruginosa (PDB 3NHQ — YANG et al., 2011). As principais caracteristicas

destes modelos estao na tabela abaixo:
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TABELA 13 — INFORMAGOES DOS MODELOS ESTRUTURAIS CONSTRUIDOS PARA
GAF DE HsNifA

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Template NIh1 de A. aeolicus NtrC1 de A. aeolicus Bactenoﬂtocromo de
P. aeruginosa

PDB no. 4G3K 414U 3NHQ

Cobertura 10-179 (55%) 50-300 (77%) 11-261 (81%)

Similaridade de 0,37 0,33 0,25

sequéncia

QMEAN? -3,98 (razoavel) -7,01 (baixo) -5,02 (baixo)

'Calculada como a soma dos scores de substituicdo dividido pelo nimero de residuos
alinhados (excluindo os gaps), usando a matriz BLOSUM62 (HENIKOFF e HENIKOFF, 1992)
%Estimativa de qualidade do modelo construido (BENKERT et al., 2011)

Nenhum dos modelos possui alta qualidade e nenhum é capaz de modelar os
primeiros 9 residuos com precisdo. O modelo 1, baseado em NIh1 de A. aeolicus, é
decididamente o melhor, porém infelizmente nado inclui a maioria dos residuos
mutagenisados nas bibliotecas 2 e 3 (foi justamente essa limitagdo que levou ao uso dos
outros dois modelos estruturais, a despeito de sua menor qualidade). Um alinhamento entre
hsNifA e as trés proteinas usadas como modelo deixa claras as limitacdes das seqliéncias

disponiveis:
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10 20 30 40 50 B0
ASNITA-300 1 MAT | LDDRSYNLELYT IYE | SK | LGSSLDLSK TLREYLNYLSAHLE TKRYLLSLMEDEGELOLYS - A~ BB
4o3kI-165 1 oo LKYE | ETLYEYSHK I LESSLMLETTYPY | FRLLKKLMGFERLTLT I YDPETDR | ¥R -A- 57
SHw1-236 L MHYLY | EDDKYFRGLL -E- 47
ShGI-ETS 1 oo e e TSFTLNAGR | | A0%QLHND TASLLSNY TDELRRMTGYDR YMAYRFRHDD SGEYVAESR 55
70 80 a0 100 110 120 130
BSNITA-300 67 - |GLEYEEFQSGRYR - - -WGEGI TGHIFQTETP I vWRELAGE - - - -PLFLART - - - - - - oo oo ooo - 1M
dgSk1-165 58 -T- -SSGHFPHEGFH - - -HGEG | TOHMAHGYP 1% | PBISEE - - - -PEFLMKY - - - - - oo oo e oo - - 100
w1236 18 -EYLEMKGIKVESAE - - -RGKEAYKLLSEKHFNVYLLELLL POYNGLE I LKA - - - - - - o o oo oo - - B
Inhef1-275  SYREDLES-YLGE-RYPASD | PA-GARRELY | GNP IRL | AHWAYT - - - - PMRYFPALMPETHMESFDLSYSY 119
140 150 160 170 180 180 200
ASNITAA-300 112 -SPRG-- - - - - SODGEY | SFYGYP KA - AREMLGYLCYFRDGES PSREYIHEVRLL TMVARL | GATVE 171
Lo3kI1-165 101 OWCKR - - - - - - HHSKKK | AF | AYP | KS - GGHY | GYLESADKE | ME -KDSLDEYTRFLEMIATL | ANSFS 155
$HWI-236 BT KE----e-ao-- RSPETEYI - - -% | TGHGT | KTAYEAMEMGAYD - - FLTKPCM-LEE IELT IMKAIE 117

Fnhgl-275 120 LRSYSP IHCEYL THMGYRASMS | S 1Y - GGHLWWGLFSCHEAMSPK - L - | PYPYRMSFQ I FSEWCEA I VE 154

2|1 0 2|2I:I 2|3I:I 2I4EI 2|5I:I ZIED 2ITI:I
hENIFAA-200 172 LYRSWVAAERG - - QLQEEKRQLSRGALAGH YK - LONY | G 1 SKAMGEYF AGWHRQSAPSRST-MLLRGESGT 235
el e - Bt B A F R i T e I 165
didwl-23% MEHR---------- KWLRKEMELLRREKD - - LK - EEEYYFESPHKMKE | LEK IKK I SCAECP -%WL | TGESGY 171

Inhgl-273 183 RLEQGR | AELLRYSTERRLALARRARDADDLFGALAHPDDG | AAL | PCOGALYMLGGRTLS IRGDF - - 230

280 240 300 310 320 330
hSAURLH-300 236 GKEY | ARA IHYLSPREKDGPF [ KWYNCAALSETLLESEL FEHEK GAF TGAQGSERKGRFELAHGGTLF 300
GOBRAIBS .
G 1-236 172 GKEYVARL |IHKSSDRSKEPFWALNYAS | PRD | FEAEL FEYEKGAF TGAYSSKEGFFELADGGTLF 235
INhOI-275 251 - ERQAGNYLORLARDPERD IWHTDMM- -« « o« o o f o f e o d o f d e o e d i m i m e e e e 275

Figura 26 - Alinhamento de dos primeiros 300 residuos de hsNifA com os residuos presentes
nas estruturas 4G3K, 4L4U, e 3NHQ.
As trés estruturas foram usadas separadamente como template para a produgdo de modelos

estruturais do dominio GAF de hsNifA. A imagem foi gerada no programa Jalview 2.10 (coloragao
Taylor, conservation threshould 20%).

Apesar das limitagdes, os trés modelos concordam em alguns pontos essenciais: 0s
trés conseguem modelar o dominio GAF de hsNifA na forma dimérica; os modelos 1 e 3
capturam bem o motivo GAF, com seu nucleo de folha 3 flanqueado por segmentos curtos
de a-hélice; e os modelos 2 e 3 reconhecem um longo trecho de a-hélice a partir dos
residuos 151 (modelos 1 e 3) ou 159 (modelo 2) até em torno do residuo 200, com algumas
perturbagdes. Esta regido é a hélice conectora que une o dominio GAF propriamente dito ao
dominio AAA+, e parece ser importante para a regulacdo de NIh1 de A. aeolicus
(BATCHELOR et al., 2013), o molde do modelo 1. A localizagdo das substituicoes
identificadas nos experimentos de mutagénese aleatéria é mostrada nos trés modelos

estruturais na figura 27.
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Modelo 1
(4G3K)

Modelo 2
(4Lav)

Modelo 3
(3NHQ)

Figura 27 - Localizagao dos residuos de aminoacidos substituidos durante o experimento de
mutagénese aleatdria em trés modelos estruturais do dominio GAF de hsNifA.

Para uma descrigao dos trés modelos, ver texto e tabela 12. Nas posigdes marcadas em tons de azul,
foram encontradas mutacdes inativadoras (biblioteca 1); naquelas marcadas em vermelho ou
magenta, substituicdes ativadoras (bibliotecas 2 e 3). Azul escuro, mutagdes inativadoras envolvendo
prolina ou glicina; azul petroleo, mutacdes inativadoras que geram troca de carga; ciano, demais
mutagdes inativadoras; vermelho, muta¢des ativadoras envolvendo prolina ou glicina; magenta, os
dois residuos mutagenisados no duplo mutante F124L, V162A. Os trés modelos estdo mostrados
tanto como modelo de estrutura secundaria (A, imagens a esquerda), quanto como modelo de
superficie (B, imagens a direita).
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A separacio espacial entre as mutacdes inativadoras e ativadoras torna-se ainda
mais visivel quando apresentada desta forma. As mutag¢des inativadoras distribuem-se por
todo o segmento N-terminal do dominio GAF. Diferentemente do que se observou com as
mutagdes de hsGInK (ver segao 5.1.9), nao foi possivel identificar uma superficie especifica
do dominio GAF que concentrasse a maioria das mutagdes; as substituicdbes ocorrem por
todo o dominio GAF propriamente dito, em todo tipo de estrutura secundaria, em residuos
expostos e residuos enterrados, em residuos proximos e distantes da hélice conectora.

Trabalhando apenas com o modelo 1, que possui maior homologia com hsNifA,
localizou-se os residuos mutagenisados encontram-se nos diferentes ambientes do dominio
GAF; um resumo do que foi observado esta na tabela 14. E dificil propor uma explicacdo
para o fendtipo de cada mutagao; supde-se que os residuos enterrados inativem hsNifA por
impedir a transmissdo do sinal de interagdo com PIl, e que se algum dos residuos
mutagenisados estiver diretamente envolvido na interacdo com hsGInK, este deve ser um
dos residuos mais expostos na superficie. Dentre estes, pareceram mais promissores 0s
residuos 19, 130, 157, e 164, que estao totalmente expostos na superficie com suas cadeias
laterais voltadas para a mesma face. Os residuos 61 e 88 também estdo expostos com suas
cadeias laterais voltadas para o solvente, embora cada um aponte numa direcao diferente

dos quatro residuos anteriormente mencionados.

TABELA 14 — POSIGAO DAS MUTAGOES INATIVADORAS DE hs409-417av[xhol] NO
MODELO 1

Posigao Mutagbes encontradas Comentario estrutural

Parcialmente exposto; cadeia lateral voltada para a

4

14 L14P interface dimérica

19 E19G Exposto, cadeia lateral voltada para o exterior

41 L41P. LA1H Enterrado, cadeia lateral voltada para a hélice
conectora

42 S42p° Equsto na superficie, cadeia lateral voltada para o
interior do GAF

45 L45p P?r.malmente ex;:1)osto, cadeia lateral voltada para a
hélice conectora

61 L61S Equsto em um loop, cadeia lateral voltada para o
exterior
Exposto em folha 3, préximo do residuo 61, cadeia

63 L63Q .
lateral voltada para a hélice conectora

83 E83K Equsto em um loop, cadeia lateral voltada para o
interior do GAF

88 KSSE? Exposto em a-hélice, cadeia lateral voltada para o

exterior

104 E104G Exposto em um loop, cadeia lateral voltada para o
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interior do GAF
126 G126D Enterrado, em folha

Pouco exposto, em folha 3, cadeia lateral voltada para

128 P128L o interior do GAF

129 1129T Enterado, cadeia lateral apontando para o interior do
GAF

130 K130E Expo§to, em folha 3, cadeia lateral voltada para o
exterior

136 L136P2 Pouco exposto, cadeia lateral voltada para a hélice
conectora

139 L1395 Enterrado, cadeia lateral voltada para a hélice
conectora

156 V156A Expostg na.hellce conectora, cadeia lateral voltada
para o interior do GAF

157 R157H, R157C Exposto na hellce conectora., caEiela lateral voltada
para o exterior, na mesma diregcédo de 130

158 L158P Pouco exposto na hélice conectora, cadeia lateral
voltada para 117

159 L159P Enterrgdo, pa hélice conectora, cadeia lateral voltada
para o interior do GAF

164 N164D Exposto na hélice conectora, cadeia lateral voltada

para o exterior, na mesma diregdo de 130 e 157

"Hélice conectora é a regido que inicia-se no residuo 151 de hsNifA e segue até o residuo
194-195. O modelo 1 contém somente a regido entre 151-179 da hélice conectora.
Encontrado em dois clones diferentes.

*Encontrado em trés clones diferentes.

*Encontrado em quatro clones diferentes.

Apenas duas das variantes ativadoras (V176G e o duplo mutante F124L V162A)
mutagdes ativadoras puderam ser localizadas no modelo estrutural 1, baseado em NIh1 de
A. aeolicus 4G3K, devido a auséncia de residuos na estrutura da proteina cristalizada apés
o residuo 179; as demais mutagdes ativadoras podem ser vistas nos outros dois modelos,
nos quais fica evidente que estdo localizadas em uma grande hélice que conecta os
dominios GAF e AAA+ de hsNifA. Nenhum dos modelos construidos mostra uma hélice
perfeitamente continua conectando os dominios GAF e AAA+, mas isso provavelmente se
deve as limitacbes do alinhamento de hsNifA ao molde: 0 modelo 2 assume uma quebra de
continuidade da hélice entre os residuos 171-182 de hsNifA (205-218 do alinhamento), uma
regido para a qual ndo ha residuos em NtrC1 de A. aeolicus homdlogos aos de hsNifA; e o
modelo 3 prevé uma falha na a-hélice entre os residuos 178-182 de hsNifA (212-218 do
alinhamento), uma regido em que o dominio GAF do bacteriofitocromo de P. aeruginosa
possui uma inser¢ao de dois residuos em relacido a hsNifA (figura 26). Os modelos de

predicdo de estrutura secundaria foram unanimes em atribuir a no minimo a regido entre os
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residuos 168-193 de hsNifA a presenca de uma a-hélice continua (figura 28). Na parte C-

terminal desta hélice localizam-se a quase todas as mutagbes ativadoras de NifA

identificadas.
10 20 30 40 50 310 320 330 340 350
T e [ T T PP A | e e I |
hsNifA  MATILDDRSVNLELVTIYEISKILGSSLDLSKTLREVLEVLSAHLETKRY hsNifa LDEIGEISEAFQAKLLRVLQEREFERVGGSRS:KVDVRLVTATHRDLEKA
GOR4 ——-———————o HHHHHHHHHHH------- HHHHHHHHHHHHHEHHHHHHH GOR4 HHHH---=--~ HHEHHHHEHHHEHHHH-----~ EEEEEEEEEE- HHHEHHH
Jpnet --HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH- - - - HHHHHHHHHHHEHHHE- - -EE Jpnet = --------- HHHHHHHHHHH--EEEEE----EEEEEEEEEE----~ HHHH
Jhmm ---HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH----- HHHHHHHHHHHHHHHH---EE jhmm ~— —----—---- HHEHHHHH----EEEEE-- - -EEEEEEEEEE- -~~~ HHHH
jpssm -HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH - - - - HHHHHHHHHHHHHHHH - - -EE jpssm HHH----- HHHHHHHHHHHH---EEE------ EEEEEEEEEE----HHHH
PSIPRED -------- HHHHHHHHHHHHHHHH----- HHHHHHHHHHHHHHHH---EE PSIPRED EE----—-- HHHHHHHHHHHH--EEEE----- EEEE-EEEEE----- HHHH
60 70 80 90 100 360 370 380 390 400
B I I EITIT ISR ISP NI [ PP I | B e e I N I ISR I R |
hsNifa LLSIMQDSGELQLVSAIGLSYEEFQSGRYRVGEGITGKIFQTETPIVVRD hsHifa VAKGEFRADLYYRINVVSIFIPPLRERREDIPYLVEHFLEKFRVEHQRAM
GOR4 HHHHHH---HHHHHHHH----------= EEE-============= HHHHH GOR4 HHHHHHHHHHHH---EEEE--------——-~ HHHHHHHHHHHHHHHHHHH
Jpnet EEEEE----- EEEEEEE-------~ EEEE----- HHHHHHH----EEE-- Jpnet HHH---HHHHHHH--EEEEE-------—— HHHHHHHHHHHHHHHH-----
jhmm EEEEE----- EEEEEE--—-----~ EEEE----- HHHHHHH----EEE-- jhmm HHH----HHHHH---EEEEE-------—— HHHHHHHHHHHHHHHH-----
jpssm EEEEEE----EEEEEEE-------| EEEE------ HHHHHHH-----=---- jpssm HHH--HHHHHHHHHEEEEEE---------- HHHHHHHHHHHHHHH-----
PSIPRED EEEEE----- EEEEEEE---HHHH----EE----HHHHHH----EEEE-- PSIPRED HE-=========== === —— - HHHHHHHHHHHHHHHH----
110 120 130 140 150 410 420 430 440 450
P TR T e o P I | S P B D T FRTTY PrTT Py e
hsNifa LAQEPLFLARTSPRQSQDuEVISFVGVPIKAAREMLGVLCVFRDGQSPSR hsNifa VAMSPQAMKVMMHCYWPGHVRELEHCVERTATMMRGDLITEVHFSCQQHK
GOR4 HH--HHHH--------—--= EEEEE----HHHHHHHH-EEEEE-------~ GOR4 HHHH-EEEEEEE-EE----EE----- HHHHHHH--~-—-| EEEEE-------
Jpnet e EEEEEEEE----- EEEEEEEE------—-- Jpnet ----HHHHEHHHH-----~
jhom @ e EEEEEEEEE----EEEEEEEE-------- j hmm =---HHHHHHHHH-----~
jpssm = —---——mmmm—mmmmeeee HHEEEE-------~ o e T jpssm ----HHHHHHHHHH
PSIPRED -—-—-———=-———————————- EEEEEEEEEE--EEEEEEEEEE------~ PSIPRED ----HHHHHHHH-------
160 170 180 180 200 460 470 480 490 500
FR T o [ A T [y R e S N I | T e e I [ I |
hsNifa HEVRLLTMVANLIGQTVRLYRSVAAERQQLQEEKRQLSRQLQ4KYKL hsNifa CLTKVLHEP:QQQPVVVVPLERISAHTAPSSPSGHAKDKPLAAAPPTSER
GOR4 - HHHHHHHHHHHHHH- - HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHR ) -- -~ GOR4 -EEEEE-------- EEEE-----—========—==-=———————————o HH
Jpnet - HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHAE- ===~ Jpnet  —--mmmmmmm oo HHHHHHHHHH
5 hmm -HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHR ==~ jhmm =~ —mmm e HHHHHHHHHH
jpssm B L EEE LT HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHE--}---- JPSSM e e e HHHHHHHHHH
PSIPRED -HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHH}---- PSIPRED HH--——= === === oo m oo HHHH
TI0 oI T30 a0 250 510 520 530 540

B A I B B IR I | N R R N O N RN KR
hsNifa DN‘IIGISKAMQEVFAQVHQSRPSRSTHLLRGESG‘I‘GKEVIARAIHYLSPR hsNifa ERLIWR!EQCGWVQRKAARALHISPRQMGYALQKF‘NIEVKKF

GOR4 --EEEEHHHHHHHHHHHH--- -~ EEEEEEE-----~- HHEHHHHHHH--—- GOR4 HHHHHHEEE--HEHHHHHHHHE-- - REHHHEHHHH-EEEEE-
Jpnet -- HHHHHHHHHHHHHHHHHHEHH- - HEEEE---- - - HHHHHHHHHH---- Jpnet  HHHHHHHHH----HHHHHHHH---HHHHHHEHHH--------
jhmm ~ ------- HHHHHHHHHHHHH------ EEEEE---- HHHEHHHHHHH- - - Jhmm HHHHHHHHH--- - HHHHHHHH--- HREHHHRERH-—-—--—-
jpssm  -HHHHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-------- EEHHHHHHH---- jpssm  HHHHHHHHEH--HHHHHHHHH---HHHHHHHHHH--------
PSIPRED ------- HHHHHHHHHHHHH------ EEEE----- HHHEHHHHHHH---- PSIPRED HHHHHHHHH---HHHHHHHHH---HHHHHHHHHH--------

260 270 280 290 300

P T T N B |

hsHifA  KDGEFIKVNCAALSETLLESELFGHEKGAFTGAQGERKGRFELAHGGTLE
GOR4 ----EEEEEEE- HHHHEHHHEHH----- HEHHHHEHHH-HHHHH----- H
Jpnet ----EEEEE----- HHHHHHEHH-— === —========- HEHHH----E-
Jhmm ----EEEE------ HHHHHHEH-—— === === === EEEEE-------
jpssm  ----EEEEE----- HHHHHHEHHHHE-—=-—=====-=~ HEHHH----EH
PSIPRED ----- EEEE------- HHHHH--—-————-———————-—- EEE----EEE

Figura 28 - Predicdo de estrutura secundaria de hsNifA realizada com as ferramentas GORA4,
Jpred, e PSIPRED.

Os residuos de HsNifA para os quais encontrou-se mutantes nas bibliotecas de mutagénese aleatéria
estdo marcados com asteriscos (*) com o mesmo cédigo de cores empregado na figura 27: azul
escuro, mutagdes inativadoras envolvendo prolina ou glicina; azul petréleo, muta¢des inativadoras
que geram troca de carga; ciano, demais mutagbes inativadoras; vermelho, mutac¢des ativadoras
envolvendo prolina ou glicina; magenta, os dois residuos mutagenisados no duplo mutante F124L,
V162A. Nas linhas representando a estrutura secundaria de hsNifA, -H” indica a-hélice, -E” indica
folha B, e —2 indica qualquer outro tipo de estrutura. A regido entre os residuos 152-194 de hsNifA,
correspondente a uma a-hélice continua que conecta os dominios GAF e AAA+, esta evidenciada por
um retédngulo em preto. A figura foi gerada com o programa BioEdit. GOR4, Jpnet, jhmm, jpssm, e
PSIPRED referem-se aos resultados de calculo de estrutura secundaria obtidos com o uso de
diferentes programas (ver segéo 4.6.5, p. 87).
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5.2.15. Discussdo: modelo de regulagao de hs409-417av[xhol], inibicdo in trans ou in cis

Os primeiros estudos com a proteina hsNifA sugeriram que a inibicdo do dominio
AAA+ pelo dominio GAF ocorreria devido a interagdes intramoleculares entre residuos dos
dois dominios. Residuos presentes no dominio GAF interagiriam com outros residuos no
dominio Central, impedindo a oligomerizagao correta, ou clivagem de ATP, ou interacdo com
0" a interagdo com PII levaria a uma mudanca de conformagdo que afastaria os residuos
inibitérios do dominio GAF de seus alvos no dominio central, permitindo a
oligomerizagao/clivagem de ATP / interagdo com o>*. Trés evidéncias favoreceram esta
hipétese: primeiro, o dominio GAF (residuos 1-203) de hsNifA inibe a atividade de A(1-
203)NifA quando ambos sao coexpressos em E. coli (MONTEIRO et al., 1999b); segundo, o
dominio GAF (1-203) purificado inibe a atividade ATPasica de A(1-203)NifA purificada
(MONTEIRO et al., 2001); e terceiro, uma substituicdo G25E no dominio GAF gera uma
proteina variante de hsNifA parcialmente ativa na auséncia de coexpresséo de Pll (AQUINO
et al., 2015). A possibilidade de hsNifA ser regulada desta maneira também foi reforcada
pela caracterizagdo da proteina NorR de E. coli, um ativador transcricional que possui a
mesma organiza¢cao modular que as proteinas NifA; em NorR, experimentos de mutagénese
aleatoria dos dominios GAF e AAA+ localizaram residuos em ambos os dominios cuja
substituicdo conduzia a perda de inibicado da atividade (BUSH et al., 2010). O dominio GAF
liga-se especificamente a regido do motivo GAFTGA do dominio AAA+, que interage com
0> — a prevencdo da interagdo de com NorR com ¢ parece ser o modo como GAF inibe
NorR (o estado de oligomerizacdo de NorR é controlado indepndentemente pela interacao
com DNA — TUCKER et al., 2010).

Um segundo modelo para a regulagdo de hsNifA tornou-se possivel a partir da
cristalizacdo do dominio GAF de NIh1 de A. aeolicus, outro ativador transcricional com a
mesma arquitetura de NifA (e que, embora divergente, possui maior homologia com o
dominio GAF das proteinas NifA do que qualquer outra proteina ja cristalizada), foi
cristalizado na presenca e na auséncia de um ligante (BATCHELOR et al., 2013). Com base
nos dados estruturais, os autores propuseram um mecanismo de regulacdo no qual o
dominio GAF de NIh1 inibe a proteina ao controlar seu estado de oligomerizagado: o dominio
GAF ¢ dimérico, e mantém os dominios AAA+ na conformacao dimérica inativa através da
longa hélice que conecta os dois dominios; a detecgdo do sinal de ativagdo (no caso, a
interagdo com um ligante) leva a alteragbes conformacionais no dominio GAF que destroem
a estrutura secundaria da hélice conectora, permitindo aos dominios AAA+ associar-se
formando o hexamero ativo.

A despeito das dificuldades encontradas na interpretacdo dos dados de

mutagénese aleatéria do dominio GAF, os resultados definitivamente favorecem a hipétese



154

de que a inibicdo de hsNifA por GAF seguiria 0 mecanismo de controle de oligomerizacéo, e
nao de regulagdo por interacdes inibitdrias intramoleculares. Seis razbes apodiam esta

possibilidade:

1. As mutagdes ativadoras e inativadoras encontradas em hsNifA encontram-se
em regides bastante distintas do dominio GAF. Caso a interagc&o residuo-residuo fosse a
principal responsavel pela inibicdo interdominio, seria esperado encontrar mutagdes
ativadoras por todo o dominio GAF (ja que qualquer desestruturagao poderia leevar ao
posicionamento incorreto dos residuos necessarios para a interacdo), em especial na
face do dominio responsavel pela interagcdo com AAA+; tal ndo se observou nos
experimentos descritos aqui. Em vez disso, as mutagdes ativadoras individuais
concentram-se todas na porgdao C-terminal do dominio GAF, justamente na hélice de
conexao com o dominio AAA+.

2. Nao se encontrou mutagdes ativadoras no dominio central. Novamente, se a
causa da inibicao de AAA+ por GAF fosse a interacéo entre residuos dos dois dominios,
seria esperado encontrar mutantes no dominio AAA+ que fossem ativos na presenga do
GAF na biblioteca 3. Isto ndo ocorreu: todos os mutantes encontrados na biblioteca 3
restringem-se a regiao da hélice conectora.

3. A maior parte das mutacdes ativadoras identificadas constitui-se da
substituicdo de residuos da hélice conectora por glicina, um residuo freqlientemente
terminador de a-hélice (AURORA, SRINIVAAN, e ROSE, 1994), ou prolina, que costuma
ser prejudicial a manutengao de a-hélice.

4.  As mutagdes inativadoras de hsNifA localizam-se por todo o dominio GAF,
inclusive na regido da hélice conectora que pode interagir com outros residuos do mesmo
dominio; nenhuma ocorre na porgao da hélice que nao interage com o restante do GAF.

5. O dominio GAF (1-185) isolado de hsNifA é dimérico em solugao,
diferentemente da proteina A(1-185)NifA, que € monomérica (STEFANELLO, 2014). Isto
sugere que o dominio GAF é o principal responsavel por manter o estado de

oligomerizac&o de NifA na forma dimérica.

Os trabalhos anteriores apresentam algumas dificuldades para o modelo de
regulacdo de hsNifA por controle do estado de oligomerizagdo mediado por GAF, mas é
possivel sana-las com algumas observagoes.

Primeiramente, Monteiro e colaboradores (1999b) definitivamente observaram uma
queda na atividade de A(1-203)NifA quando GAF (1-203) foi coexpresso em células de E.
coli, e a queda da atividade n&ao pode ser explicada por diferencas de expressao (ver figura
2 em MONTEIRO et al., 1999b). E importante notar, porém, que o dominio GAF utilizado

naqueles experimentos contém também toda a hélice conectora e todo o restante do Q-



155

linker; nos modelos de hsNifA construidos com base nas estruturas 4U4L e 3NHQ, os
residuos 187-203 ja estdo enterrados no dominio AAA+ (figura 27), e é bem possivel que
haja interagdes diretas entre estes residuos e os adjacentes no dominio central. Neste caso,
explica-se o observado nos experimentos de Monteiro e colaboradores em 1999 como
sendo um ancoramento do dominio GAF por interagdes entre o final da hélice conectora e o
dominio AAA+, seguida de manutencgao da proteina reconstituida no estado dimérico inativo.
Isto é reforgado pela observagao de que a inibicao in frans de A(1-203)NifA ndo ocorre com
a coexpressao dos residuos 1-185 do dominio GAF (dados ndo publicados). Os resultados
de Monteiro e colaboradores (2001) com versdes purificadas do dominio GAF (1-203) e de
A(1-203)NifA podem ser explicados da mesma maneira.

Em segundo lugar, ha a substituicdo G25E de hsNifA que gerou um mutante com
atividade na auséncia de PIl. Quando localizado no modelo 1 (baseado em NIh1 de A.
aeolicus), o residuo G25 aparece enterrado na interface entre os dois mondmeros de GAF,
com sua pequena cadeia lateral voltada para a face de dimerizacéo (figura 29). E bastante
possivel que a substituicdo deste residuo por glutamato, com uma cadeia maior e carregada
negativamente, prejudique a dimerizagdo de GAF, e por isso prejudique a inibicdo exercida
por GAF sobre o dominio AAA+.

Figura 29 - Localizagdao de G25 no modelo estrutural 1 de GAF de hsNifA (baseado na estrutura
4G3K).

Em vista disto, este trabalho endorsa o mecanismo de controle do estado de
oligomerizagdo como hipétese mais provavel para explicar a inibicdo de hsNifA por seu
dominio GAF.
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A localizagdo espacialmente separada das mutagdes inativadoras e ativadoras no
dominio GAF também é bastante coerente com a atividade de variantes N-truncadas de
hsNifA (STEFANELLO, 2011). A delecado dos primeiros 45, 90, e 135 residuos de hsNiFA
gera proteinas completamente inativas sob todas as condi¢cbes testadas, ao passo que a
remogao dos primeiros 165 e 185 residuos leva a atividade de hsNifA em E. coli sem
regulacdo por amoénio. No entanto, € preciso lembrar que ao menos uma variante
inativadora, L172R (AQUINO et al., 2015) foi encontrada na regido entre 165-185. A
conciliagdo destes dados implica em assumir que a regiao entre 165-172 (no maximo, 165 e
175) esta envolvida na dimerizagao inibitéria de GAF, porém nao é por si mesma capaz de
inibir totalmente a atividade de NifA se o restante do dominio GAF tiver sido removido.

A identidade das mutagdes encontradas no dominio GAF nao é muito semelhante a
das mutacoes ativadoras encontradas em NifA de A. brasilense e R. rubrum. O residuo
M173 de NifA de R. rubrum (rrNifA), que ao mesmo tempo aumenta a interacdo de rrNifA
com GInB e torna a proteina ativa na auséncia de GInB, é equivalente ao resido M161 de
hsNifA. A substituicdo M161V é inativadora em hsNifA (AQUINO et al., 2015). A substituicdo
neste residuo ndo foi encontrada de novo na biblioteca 1, mas ele estd claramente
localizado dentro da regido em que se encontram mutacdes inativadoras em hsNifA. O
fendtipo de mutantes contendo substituicbes préximas (R157H, R157C, L158P, L159P,
N164D) também ¢ inativador. Os residuos de hsNifA equivalentes aos trés residuos de
tirosina de A. brasilense cuja substituicdo gera variantes ativas GInB-independentes em
abNifA (18, 43, e 53 — CHEN et al., 2005) sdo Y18, A43, e S54 (somente o primeiro destes
residuos € moderadamente conservado, sendo Y na maioria das NifA independentes de
NifL, porém F em rizébios, C em Rhodobacter, e H em Gluconacetobacter). Nenhum destes
residuos foi substituido em nenhuma das trés bibliotecas, porém a alteracdo de residuos
proximos (19 e 42) causou inativagao de hsNifA.

As mutagbes ativadoras encontradas nas bibliotecas 2 e 3 assemelham-se as que
foram selecionadas em NifA de R. palustris (rpNifA), na qual substituicbes no interdominio Q
tornaram a proteina ativa e ndo regulada por amdnio (REY et al., 2007). O Q-linker é uma
regido de baixa homologia no alinhamento das proteinas NifA, dificultando a identificacdo
precisa das posicdes equivalentes; tentativamente, os residuos M202, Q209, L212, S213 de
rpNifA foram identificados com os residuos Q184, S191, L194, e Q195, respectivamente. A
identificagcado de M202 e L212 de rpNifA com E185 e L194 de hsNifA parece ser confiavel, a
se observar a similariddade dos residuo mais proximos (figura 30). Mesmo que a
identificacdo de equivaléncia dos residuos nao seja perfeita, a identificagdo regional com o
Q-linker é bastante evidente. A partir disto, sugere-se que a regulacado de hsNifA por GAF

assemelha-se mais a observada em R. palustris do que em A. brasilense e R. rubrum.
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, 2|50 - g@ﬂ . 270
Hemaspiillum_sempedicae_SwR1/1-543 172 if.JY RSVAAERQQLUQEEKRQUS|- ROLQ- - - - - - - 195
Rhodopseudoronas_palustds_CGAQOY1-585 180 Ih.!-.:H RVVARDRERLMAESHRLQl KELSEL- - - - - 215
Azorhizobium_caulinodans/1-616 212 LHKLVASDRDRLIAQTHRUE|- KALREEKSGAE 240
Rhodohacter_sphaemides_2.4.1/1-582 191 FRRLVARDRDR I|VREAREAIRVAAEBATA- - - - 218
Gluconacetobacter_diazotrophicus_PAl_S5 Brazily1-582 183 I]}.:H RLVQRDRENLLHDSGLAQ] - -|- |- - - - - - - 202
Azospidllum_brasilense_FP2/1-626 173 II.‘I-! RTVAEERRFMMRETFRMQ[ KELR- - - - - - - 196
Rhodospidllun_nhrw_F114/2-601 185 LERRVVGDRDRLIEEKARLE- KALP----- - - 208
Rhodobacter_capsulatus/1-583 192 FRRRIARDRERALEDTRRML|-QTMT- -« - - - 215
Rhodobacter_capsulatus(2y1-580 189 FRRRIARDRERALEDTRRMLFQTNVT- - - - - - . 212
Klebsiella_preumoniae_342/1-525 178 EM -ILPASPALSSRAQPPKME|l RP|- <[« - « - - - - 198
Azotohacter_vinelandii_DJ_(ritA1Y1-523 180 EVVN | -EDGREAAPERDELR|-REVA- - - - - - - 202

Figura 30 - Alinhamento de NifAs mostrando um trecho Q-linker.

Os residuos mostrados equivalem a 172-195 de hsNifA. As posi¢cbes dos residuos 202, 209, 212, e
213 de rpNifA estdo emoldurados. Proteinas NifA de onze organismos sdo mostradas para
comparacgéao. Figura gerada com o programa Jalview 2.10 (coloragéo Taylor, conservation threshould
20%).

5.2.16. Construgcao de plasmideos para superespressao de his-hs409-417av

Para adicionar uma cauda de histidinas N-terminal a hs409-417av, o plasmideo
pAAS1613 foi digerido com as enzimas Ndel e BamHI. Os produtos da reacdo foram
submetidos a eletroforese, e o fragmento contendo o gene hs409-417av(xhol] foi extraido
do gel e purificado. Este fragmento foi ligado a pET28a cortado com as mesmas enzimas, e
a ligacéo foi transformada em E. coli TOP10. Colénias resistentes a kanamicina tiveram
seus plasmideos selecionados por PCR de colénia com os primers T7Fgrd e T7term grd;
clones positivos foram cultivados em LB para extracdo dos plasmideos e confirmacdo da
identidade dos insertos por restrigdo com Ncol (ha um trés sitios para esta enzima em
hs409-417av[xhol], localizados nas posi¢cdes 480, 883, e 1197 — mas esta enzima nao
ocorre em pET29a, e esta presente a montante do sitio de clonagem em pET28a) e
sequienciamento com o primer T7F. O novo plasmideo, que codifica a quimera hs409-
417av[xhol] com uma cauda de histidinas N-terminal (his-hs409-417av[xhol]), foi
denominado pAAS1632.

O plasmideo pAAS1632 foi digerido com as enzimas Xbal e BamHI e ligado ao
plasmideo Dxho*K cortado com as mesmas enzimas; a ligagcéo foi transformada em E. coli
TOP10, e os clones selecionados por PCR com os primers T7F grd e DuetDOWN1. O novo
plasmideo, que expressa his-hs409-417av[xhol] e hsGInK em E. coli a partir de promotores
T7/lacO independentes, foi denominado pAAS1637. Verificou-se que a atividade de B-
galactosidase gerada por este plasmideo em E. coli JIM109(ADE3)pRT22 em nada diferia da
de pAAS16614, que expressa hs409-417av[xhol] sem a cauda de histidinas (dados nao
mostrados).
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5.2.17. Testes de expresséo e solubilidade

Visando explorar viabilidade de usar a quimera his-hs409-417av[xhol] para
experimentos de caracterizacéo in vitro, procurou-se avaliar inicialmente sua expressao em
E. coli e solubilidade em diferentes tampdes. Para a realizagcdo do experimento com os
controles necessarios, células de E. coli JM109(ADE3)pRT22 foram transformadas com os
plasmideos pEMB200, pETN185, DNifA, HsgInKDNifA, pAAS1632, e pAAS1637, que
codificam para hsGInK, A(1-185)hsNifA, hsNifA, hsNifA + hsGInK, his-hs409-417av[xhol], e
his-hs409-417av[xhol] + hsGInK.

Num primeiro ensaio de expressao, células contendo os plasmideos listados foram
cultivadas em 5 mL de meio LB com os antibiéticos apropriados por cerca de 3 horas a 37°C
e 180 rpm até DOgyonm ~0,6, momento em que se adicionou 100 uM de IPTG as culturas
para permitir a expressao das proteinas pelas 3 horas subsequentes a 30°C (ver segéo
4.5.6, p. 83). As culturas foram entdo submetidas a centrifugagcdo e as ceélulas foram
ressuspendidas em 400 uL de tampao (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NaCl) e lisadas por
sonicagao. Os extratos obtidos foram centrifugados para a separagdo da fragdo soluvel;
ambos, extrato e fragdo soluvel, foram analisados por SDS-PAGE, conforme mostrado na

figura abaixo:
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Figura 31 - Teste de expressdo e solubilidade de his-hs409-417av[xhol] comparada com outras
proteinas.

Células de E. coli JIM109(ADE3) pRT22 expressando hsGInK, A(1-185)NifA, hsNifA, hsNifA + hsGInK|,
his-hs409-417av[xhol], e his-hs409-417av[xhol] + hsGInK a partir dos plasmideos pEMB200,
pETN185, DNifA, HsgInKDNifA, pAAS1632 e pAAS1637, respectivamente. As células foram
ressuspendidas em 400 pL de tampédo (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NaCl) e lisadas por
sonicagéo. Os extratos obtidos foram centrifugados para a separacdo da fragcdo soluvel. Dez
microlitros de cada extrato (E) e de cada fragéo soluvel (S) foram aplicados em gel de poliacrilamida
15%, analisados por SDS-PAGE, e corados com corante azul de Coomassie. O marcador de massa
molecular (MW) utilizado foi o Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (NEB, cat. no.
P7706S). Os valores a esquerda representam a massa das bandas do marcador de massa molecular
em kiloDaltons.

Observa-se que hsGInK e A(1-185)hsNifA sdo bastante soluveis neste tampéo
simples, ao passo que hsNifA ndo é nada soluvel. his-hs409-417av[xhol], por sua vez, &
pouco solluvel quando expressa isoladamente, mas tem sua solubilidade aumentada quando
coexpressa com hsGInK. Uma vez que o nivel de expressao de his-hs409-417av[xhol] ndo é
idéntico a partir de pAAS1632 e pAAS1637, é dificil atribuir com certeza o aumento da
solubilidade a presenca de hsGInK; é possivel que tdo somente o nivel de expressao mais
baixo a partir de pAAS1637 baste para aumentar a solubilidade da quimera neste

experimento.

O resultado de um segundo teste de expressao realizado reforca a segunda
possibilidade: células de E. coli JM109(ADE3) contendo pAAS1637 foram cultivadas tal qual
descrito acima, exceto que a expressdo de his-hs409-417av[xhol] foi induzida com
diferentes concentracdes de IPTG. Ap6s a expressdo, as células foram colhidas,

ressuspendidas em tampao (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 200 mM NaCl), lisadas por sonicagao,
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centrifugadas, e analisadas por SDS-PAGE da mesma maneira que no experimento

anterior; os resultados estao na figura 32.

PAAS1637 pAAS1637 pAAS1637 pAAS1637  pAAS1637
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Figura 32 - Teste de expressao e solubilidade de his-hs409-417av[xhol] expressa sob diferente
niveis de indugao.

Células de E. coli JM109(ADE3) pRT22 expressando his-hs409-417av[xhol] + hsGInK a partir do
plasmideo pAAS1637 foram ressuspendidas em 400 pL de tampé&o (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM
NaCl) e lisadas por sonicagdo. Um controle negativo (— ON”) consistiu em células de E. coli
JM109(ADE3) pRT22 sem plasmideos adicionais; -ON”, tanto nas células controle quanto nas células
contendo pAAS1632, indica uma cultura crescida durante a noite toda (overnight) na auséncia do
indutor IPTG. Os extratos obtidos foram centrifugados para a separagdo da fragdo soluvel. Dez
microlitros de cada extrato (E) e de cada fragao soluvel (S) foram aplicados em gel de poliacrilamida
15%, analisados por SDS-PAGE, e corados com azul de Coomassie. O marcador de peso molecular
(MW) utilizado foi o Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (NEB, cat. no. P7706S). Os
valores a esquerda representam a massa das bandas do marcador de massa molecular em
kiloDaltons.

Nas células que hospedam o plasmideo pAAS1637, percebe-se a presenga de uma
banda de proteina com o padrdao de migracao caracteristico de his-hs409-417av[xhol]
mesmo na auséncia de indugdo com IPTG. O aumento progressivo da concentragdo de
IPTG no meio de cultura leva a um aumento perceptivel da produgdo de his-hs409-
417av[xhol] mesmo na auséncia de indugdo com IPTG, mas com relativa perda da
solubilidade. Um compromisso entre alta expressao e boa solubilidade parece ser mais bem
alcangado pela indugéo com 20 uM de IPTG; esta condi¢ao de indug&o passou a ser usada

nos experimentos subseqiientes.
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Um terceiro teste realizado avaliou a solubilidade de uso de his-hs409-417av[xhol]
em diferentes tampdes. Células de E. coli JM109(ADE3) pRT22 contendo pAAS1637 foram
cultivadas para expressdo de his-hs409-417av[xhol] conforme descrito nos dois
experimentos anteriores; ap6s a expressao, as células foram colhidas, ressuspendidas em
tampao diferentes tampdes, lisadas por sonicagdo, centrifugadas, e analisadas por SDS-

PAGE da mesma maneira que nos experimentos anteriores; os resultados sdo mostrados na

figura 33.
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Figura 33 - Teste de solubilidade de his-hs409-417av[xhol] em diferentes tampédes.

Células de E. coli JIM109(ADE3) expressando his-hs409-417av[xhol] + hsGInK a partir do plasmideo
pAAS1637 foram ressuspendidas em 400 pL de diferentes tampdes: (A), 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200
mM NaCl; (B), 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM KClI; (C), 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM KCI; (D), 50
mM Tris-HCI pH 7,6, 200 mM KCI; (E), 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 20%
glicerol. Os extratos obtidos foram centrifugados para a separacido da fragdo soluvel. Dez microlitros
de cada extrato (E) e de cada fracdo soluvel (S) foram aplicados em gel de poliacrilamida 15%,
analisados por SDS-PAGE e corados com solug&o corante azul de Coomassie. O marcador de massa
molecular (MW) utilizado foi o Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (NEB, cat. no.
P7706S). Os valores a esquerda representam a massa das bandas do marcador de massa molecular
em kiloDaltons.

A substituicdo de 200 mM de NaCl (A) por 200 mM de KCI (B), ou de Tris-HCI pH
8,0 (A, B) por Tris-HCI pH 7,6 (D) nao causou efeito perceptivel sobre a solubilidade de his-
hs409-417av[xhol]. A diminuigdo da forga idbnica de 200 mM (A, B, D) para 100 mM (C),

porém, ocasionou perda de solubilidade. Por fim, um aumento consideravel da solubilidade
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foi obtido com o uso de tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM KCI, 1 mM EDTA,

20% glicerol), possivelmente devido a presenga de alta concentragéo de glicerol.

5.2.18. Purificagao de his-hs409-417av

Para a purificagdo de his-hs409-417av[xhol], células de E. coli JM109(ADE3)pRT22
contendo pAAS1637 foram cultivadas conforme descrito na secdo 4.5.6 (p. 83). A
purificacao propriamente dita foi feita em duas etapas, conforme descrito na secao 4.8.4 (p.
96). Num primeiro momento, a fracado soluvel do extrato foi injetada manualmente em uma
coluna Hitrap contendo heparina, e as proteinas ligadas a coluna foram eluidas com o
aumento progressivo da forga ibnica no tampao de eluigdo (figura 34A). A maior parte de
his-hs409-417av[xhol] foi eluida da coluna em concentragdes baixas de KCI, o que revelou-
se muito util pois essas fragbes contém poucos contaminantes. As fragcbes mais
enriquecidas com his-hs409-417av[xhol] (eluidas com 5%, 10%, 20%, e a primeira fracéo
eluida com 100% de tampéao B-hep) foram entdo unidas e injetadas em uma coluna Hitrap
chelating carregada com ions Co?, de onde as proteina foram eluidas com o aumento
progressivo da conceentracdo de imidazol no tampao (figura 34B). A proteina his-hs409-
417av[xhol] foi eluida majoritariamente com concentragdes moderadas de imidazol, e foi
coletada em estado relativamente puro; uma estimativa de pureza baseada em
quantificagdo densitométrica das bandas de proteina resultou em 45-49% de pureza de his-
hs409-417av[xhol] apdés passagem pela coluna de heparina (partindo de 5-8% desta
proteina na fragcao soluvel) e 90-97% de pureza apdés purificagdo na coluna de afinidade por
cobalto.
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Figura 34 - Purificagado de his-hs409-417av[xhol].

(A) SDS-PAGE de fragbes da purificagdo de his-hs409-417av em coluna Hitrap Heparin. Dez
microlitros de cada fragdo foram analisados por SDS-PAGE em gel 15%. A coloragéo foi feita com
azul de Coomassie coloidal. MW, marcador de massa molecular (NEB#P7306S); E, extrato; S, fragédo
soluvel; I, flowthrought (fracdo que néo ligou-se a heparina durante a injecdo da amostra); L, lavagem
com tampéo A-hep (5 mL); 5%, 10%, 20% e 100% referem-se a concentragdo de tampao B-hep
utilizada para eluir as respectivas fragdes; as fragdes ndo continham todas o mesmo volume (10 mL
para 5%, 2 mL para 10 e 20%, e 1 mL para 100%). (B) SDS-PAGE de fragbes da purificagdo de his-
hs409-417av em coluna Hitrap Chelating Co?*. Dez microlitros de cada fracdo foram analisados por
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SDS-PAGE em gel 15%. A coloragéo foi feita com azul de Coomassie coloidal. MW, marcador de
massa molecular (NEB#P7306S); J, juncdo das fracdes relevantes da purificagdo em coluna de
heparina (ver texto); |, flowthrought (fragdo que nao ligou-se a coluna durante a injecdo da amostra);
L, lavagem com tampao A-co; 10%, 20%, 40% e 100% referem-se a concentracdo de tampéo B
utilizada para eluir as respectivas fragdes; a fragdo 10% continha 2 mL de amostra, e as demais 1
mL.

As fragbes contendo proteina his-hs409-417av[xhol] suficientemente pura (eluidas
com 10%, 20%, e 40% de tampéao B-co) foram reunidas, a concentracao final estimada com
o método de Bradford foi de 1,85 mg/mL — um valor comparavel ao obtido da purificagéo de
A(1-185)hsNifA (STEFANELLO, 2014), e muito superior ao obtido com outras variantes ou

fragmentos de hsNifA.

5.2.19. Andlise de his-hs409-417av por cromatografia de exclusdo de tamanho

Uma amostra (200 uL) de his-hs409-417av[xhol] purificada foi analisada por
cromatografia de exclusdo de tamanho em uma coluna Superose 12 10/300 GL equilibrada
com tampao (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM KCI) em um equipamento AKTA Pure System
(ver secao 4.8.9, p. 98), e fragdes foram coletadas para todos os picos de absorgcao de luz
UV detectados. Trés picos de absorbancia a 260nm, um equivalente ao volume morto da
coluna, outro a uma massa estimada de 130 kDa e um terceiro a uma massa estimada de
32 kDa, foram observados, e a analise das fragdes coletadas de cada um deles por SDS-

PAGE é mostrada na figura abaixo:
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Figura 35 - Fragbes de his-hs409-417av eluidas durante analise por SEC em coluna Superose
12 10/300 GL.

Somente as amostras com absorbancia a 260 nm acima da linha de base (um indicativo da presenga
de proteinas), presentes em trés picos no cromatograma, foram analisadas por SDS-PAGE. MW,
marcador de peso molecular (NEB#P7306S); P, amostra de his-hs409-417av.

A despeito da degradagado sofrida por his-hs409-417av[xhol] (ocorrida apds a
corrida, uma vez que se observa mesmo na fracao que néo foi injetada na coluna), nota-se
que his-hs409-417av[xhol] ndo aparece no volume morto da coluna, que equivale a alta
massa molecular, nem no pico de proteinas com massa estimada de ~32 kDa, que contém
um contaminante persistente visivel na figura 34. A proteina his-hs409-417av[xhol] aparece
exclusivamente no pico equivalente a uma massa molar de ~130 kDa; uma vez que o
mondmero de his-hs409-417av[xhol] possui massa molar de 60 kDa, a retencao da proteina
na coluna é compativel com sua existéncia em solugao na forma de um dimero de ~120
kDa. A forma dimérica de his-hs409-417av[xhol] reforca o0 mecanismo proposto na segao
5.2.15.

5.2.20. Ensaios de interac&o por pull-down

Por fim, tentou-se observar a interagao direta entre his-hs409-417av[xhol] e hsGInK
com ensaios de pull-down. A proteina hsGInK foi expressa e purificada conforme ja descrito
(secdo 4.8.5, segdo 5.1.3). E possivel ver uma banda fraca recuperada do tamanho
adequado para hsGInK quando as amostras foram incubadas em ATP e 20G (figura 36),

sugerindo interagao direta entre his-hs409-417av[xhol] e GInK.
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Figura 36 - Analise por SDS-PAGE de fragées eluidas de MagneHis apés os ensaios de
interagao.

Dez microlitros de cada fragdo foram analisados por SDS-PAGE em gel 15%. A coloragéo foi feita
com azul de Coomassie coloidal. MW, marcador de peso molecular (NEB#P7306S); os sinais de — e
—” indicam a auséncia (0 mM) ou presenca (2 ou 3 mM) de 20G e ATP, respectivamente.

5.3. DISCUSSAO: MODELO DE REGULAGAO DE hsNifA EM RESPOSTA A
AMONIO.

Os dados obtidos nas duas partes do trabalho permitem ampliar o modelo de
regulagdo da proteina hsNifA por aménio, introduzindo algumas novas informagdes a
respeito do mecanismo da inibicao do dominio AAA+ pelo dominio GAF e das condicdes
necessarias para a interacéo ativadora de PII.

Primeiramente, os dados obtidos no experimento de mutagénese aleatéria de
hs409-417av[xhol] indicam que o dominio GAF de hsNifA possui duas regibes
funcionalmente distintas, devido ao tipo de mutante que se consegue selecionar em cada
uma: a regiao N-terminal (14-164) parece ser importante para a recepgao do sinal ativador;
muta¢des que prejudiquem sua estrutura manteréo NifA inativa. A regido C-terminal do GAF
(176-194), por sua vez, parece importante para transmitir o sinal de inibicao do GAF para o
dominio central.

Essas observagbes sustentam um modelo de inibicdo de hsNifA por GAF
semelhante ao proposto proposto para a regulagdo de NIh1 (BATCHELOR et al., 2013), e
diferente do modelo de regulagé&o por interagdo intramolecular que se havia adotado até
aqui. As razdes para preferir o novo modelo de regulagao foram discutidas em maior detalhe

na secado 5.2.15. Levando em consideracdo os resultados obtidos nos experimentos de
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mutagénese aleatoria de hsNifA e o fendtipo inativador conhecido de outras quatro
substituicdes no dominio GAF (K22V, T160E, M161V, L172R — AQUINO et al., 2015),
propde-se que a regiao entre os residuos 14-172 consiste na regiao do dominio GAF que é
responsavel pela dimerizacdo de GAF e recepgao do sinal ativador de hsGInK. A regido
entre os residuos 176-194, localizada na hélice que conecta os dominios GAF e AAA+, é
responsavel por inibir a atividade da proteina hsNifA ao forcar os dominios AAA+ a
permanecerem na forma dimérica.

A desrepressao de hsNifA ocorre através de interagdo direta com a proteina PII. A
afinidade de hsNifA por Pll parece ser parte importante da regulagcdo: GInB ativa hsNifA
quando expressa em E. coli (STEFANELLO et al., 2014) ou em H. seropedicae a partir do
promotor ginK (NOINDORF et al., 2011), embora nas condi¢des nativas hsNifA dependa de
GInK, e nado de GInB, para sua ativacido. GInB de E. coli também ativa hsNifA, mas somente
se expressa em niveis mais elevados que os obtidos a partir do promotor ginB nativo
(STEFANELLO, 2014). Assim, é importante considerar o possivel papel da concentracao de
Pll intracelular no modelo de ativagcao de hsNifA.

A simples interacdo entre o dominio GAF de hsNifA e hsGInK talvez ndo baste para
causar a desrepressdo de hsNifA. E provavel que PIl interaja com o dominio GAF mesmo
sob condicbes em que nao ha ativagcao (OLIVEIRA et al.,, 2012). A regidao de hsGInK
responsavel por interagir com hsNifA ndo pbde ser identificada com absoluta certeza, mas o
experimento de mutagénese aleatéria de hsGInK sugere que seja a face superior do trimero,
onde se localiza o T-loop; no entanto, o T-loop por si mesmo n&o parece ser essencial.
Apenas uma das substituicdes no T-loop (D54N) aboliu a capacidade de hsGInK ativar
hsNifA, e nenhuma das substituicbes de residuos do T-loop de hsGInK por seus
equivalentes em abGInZ (H42Q, V52S, D54S - STEFANELLO, 2014) explica a
incapacidade de abGInZ ativar hsNifA (somente a substituicdo L45I resta a fazer e verificar).
O proprio efeito da delegéo do T-loop pdde ser mais bem explicado por sua incapacidade de
interagir com ATP.

A regiao do dominio GAF responsavel por interagir com PIl ndo pdde ser
identificada ou mesmo sugerida, devido a paucidade de informacdes estruturais (mas ver
secao 5.2.15 para algumas notas especulatérias)

Por fim, o principal causador da desrepressdo de hsNifA parece ser a alteragao
conformacional de hsGInK em resposta a ligacdo de 2-oxoglutarato a seus sitios de
interacdo com micromoléculas. A substituicdo Y51F ndo teve efeito negativo sobre a
desrepressao de NifA, indicando que a uridililagdo n&o é essencial. Por outro lado, mutante
K58M de hsGInK, que nao interage com 20G, tem sua capacidade de ativar hsNifA
extremamente reduzida; sua atividade s6 é detectada quando superexpresso em baixa

concentracao de aménio. O resquicio de atividade observado em baixo aménio pode ser
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devido a um papel secundario da uridililagdo de PIl para induzir a conformacé&o ativadora
(ver secéo 5.1.10).

A ligacao de hsGInK a ATP/ADP, por sua vez, € absolutamente essencial para a
desrepressao de hsNifA. Este efeito ndo parece ser devido apenas a incapacidade de ligar
20G, visto que nem mesmo a superexpressdo de hsGInK G89A ocasionou qualquer
atividade de hsNifA coexpressa, diferentemente de K58M. E tentador sugerir que a ligagéo a
ATP a PIl seja necessaria para a interacdo com hsNifA, ao passo que a ligacdo de 20G

seria necessaria para induzir a conformacéao ativadora de hsGInK.

A figura 37 mostra uma representacéao grafica do modelo proposto:

A

Figura 37 - Mecanismo fisiolégico proposto para a regulagdo da atividade de hsNifA em
resposta a amonio.

(A), presenga de amonio. O dominio GAF dimérico de hsNifA mantém os dominios AAA+ dimerizados
através da presencga da hélice conectora intacta, inibindo sua atividade. GInB é a unica proteina PlII
presente no citoplasma, e sua concentracdo nao é suficiente para haver interacdo com hsNifA;
mesmo havendo interagdo, a concentragéo intracelular de 20G é baixa demais para promover a
coformacéo ativadora de GInB. (B), auséncia de aménio. GInK é produzida em grande quantidade a
partir do operon NtrC-dependente ginKamtB (que também produz o transportador AmtB). GInK ligada
a 20G interage com o dominio GAF de hsNifA de modo a causar alteragdes conformacionais no
dominio GAF, que em Uultima instancia levam a uma desetabilizacdo da hélice que conecta os
dominios GAF e AAA+ (em vermelho). A interagdo GAF-GInK envolve a face de GInK que contém o
T-loop. A uridililagdo n&o tem importancia direta, e o T-loop propriamente dito provavelmente nao
interage. (C), choque de aménio. Com o aumento subito da concentragdo de amdnio, GInK é
desuridillada e passa a interagir com AmtB na membrana, tornando-se menos disponivel no
citoplasma. Ao mesmo tempo, a auséncia de 20G converte GInK ligada a hsNifA & sua conformagéo
ndo-ativadora, permitindo que a hélice conectora entre GAF e AAA+ se reestruture, forcando os
dominios AAA+ a dimerizarem-se novamente, inativando hsNifA.

O mecanismo proposto é coerente com os resultados dos experimentos realizados,

mas alguns pontos especificos precisariam de comprovagdo antes de serem totalmente
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aceitos. Notoriamente, os dados ainda nao se consegue diferenciar -nteragcdo com hsGInK”
e -ativagado por hsGInK”, embora haja muitas evidéncias indiretas de que estes processos
nao sejam concomitantes. A alteracdo de oligomerizagdo do dominio AAA+ nos estados
ativo e inativo de hsNifA é fortemente sugerida pelos dados, mas necessitaria de uma
comprovagao mais direta, possivelmente a partir da caracterizagdo da quimera his-hs409-
417av.

Os dados deste trabalho, somados ao conhecimento previamente acumulado a
respeito da regulacao da transcricao de hs nifA (WASSEM et al., 2000, 2002) e da atividade
de hsNifA (AQUINO et al., 2015; MONTEIRO et al., 1999, 1999b, 2001, 2003; OLIVEIRA et
al., 2009, 2012; SOUZA et al., 1999;) indicam que a regulagdo da FBN em H. seropedicae
difere ndo apenas daquela descrita para y-proteobactérias, mas também da observada na
maioria das a-proteobactérias diazotroficas estudadas. A tabela 15 mostra os principais
aspectos conhecidos da regulagao transcricional da FBN por NifA em H. seropedicae e nas
a-proteobactérias mais bem caracterizadas; as referéncias para a caracterizagdo de cada
organismo ja foram discutidas na secao 1.4.2 (p. 49). Percebe-se que ha pelo menos quatro
modos distintos de controle da FBN entre os diazotrofos que possuem NifA sensivel a
oxigénio: (1) o sistema de regulagédo de A. brasilense e R. rubrum, no qual NifA é produzida
constitutivamente e ativada por interagdo com o T-loop de GInB uridililada (e ndo de outros
paralogos de PIl); (2) o sistema de regulacdo de R. capsulatus, em que ha regulacao da
producao de NifA2 por NirC e no qual ambas NifA1 e NifA2 tém sua atividade inibida por
paralogos de PII (GInB e GInK); (3) o sistema de regulagdo presente em a-rizébios, no qual
a transcricao de nifA é fortemente regulada em resposta aos niveis de oxigénio, e a
atividade da proteina NifA nido é regulada por aménio; e por fim (4) o sistema de regulagao
presente em H. seropedicae e (pelo que se infere) R. palustris, no qual a transcrigdo de nifA
€ dependente de NtrC e a atividade de NifA é estimulada por proteinas PII, que aliviariam a
inbicdo do dominio GAF sobre o dominio AAA+ de acordo com o modelo proposto na figura
37. A tabela 15 deixa claro que o conhecimento sobre a regulagdo da FBN esta longe de ser
completo, e a divisdo dos organismos estudados em quatro modelos deve ser encarada

como preliminar.
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TABELA 15 - COMPARAGAO DA REGULAGAO TRANSCRICIONAL DA FBN EM a E B-
PROTEOBACTERIAS

H. A. R. rubrum R. R. palustris Rhizobia I

seropedicae  brasilense capsulatus

1 1
Expressao Sim (NtrC)  Nao Nao Nao Sim (NtrC) Sim
de nifA (nifA1), (Fix)
regulada? sim
(nifA2)
(NtrC)

Regulacéo Ativacao Ativagdo  Ativacgao Inativagédo  Ativagao por PII Nao
por PII por GInK por GInB  por GInB (e por GInB (presumivelmente) regulada

(ou GInB) (e nado nao GInK e GInK

GInZ) ou GInJ)

Uridililacao Nao Sim Sim ? ? Nao
de Pl
importante?
Regido de Lateral? T-loop T-loop ? ? N.D.
PII
responsavel
pela
interagao
Residuos 1-164 66-88, 173 ? ? N. D.
do GAF 165-176
implicados
na
interagao
Mutagoes G25E, Y18F, G36E, V42E, M202K, Q209P, N. D.
ativadoras E185G, Y43A, T38P, L66Q, L212R, S213P

L190P, Y53F, M173(I,.L,V), [I460F,

L190H, L184R, E477Q]

Q193P, A243T

L194P
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CONCLUSOES

. Alinteragao de hsGInK com ATP é essencial para a ativacao de hsNifA, e a interacao

de hsGInK com 20G é o principal causador da ativacado de hsNifA.

. Auridililacdo de hsGInK n&o é necessaria para a ativacao de hsNifA, diferentemente

do observado em sistemas de regulac&o similares de outros organismos.
O T-loop da proteina hsGInK nao ¢é a principal regido de interacao entre hsGInK e

hsNifA, embora possa ter um papel auxiliar.

. A maioria das substituicbes em hsGInK que a tornaram incapaz de ativar hsNifA

concentraram-se na face superior do trimero de PIl, na mesma superficie do T-loop,

sugerindo que esta regiao é provavelmente responsavel por interagir com hsNifA.

. A sensibilidade de hsNifA a oxigénio pode ser removida sem prejuizo da regulacao

por aménio através de quimerizagdo com NifA de A. vinelandii na regido proxima a
cisteina 414 de hsNifA.
. A substituicdo C414H em A(1-185)NifA gera uma proteina parcialmente ativa que

nao sofre inibicao por oxigénio.

. Aintegridade da regido entre os residuos 176-194 de hsNifA, predita como uma a-

hélice de conexao entre os dominios GAF e AAA+, é essencial para manter a
inibicao de GAF sobre AAA+.
. Alintegridade da regido entre os dominios 14-164 de hsNifA é essencial para a

transmisséo do sinal de ativagao de hsGInK para hsNifA.
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APENDICE 1 — ALINHAMENTO DE NifAs

Alinhamento das seqliéncias de 55 proteinas NifA recuperadas do banco de dados do KEGG e de
Azospirillum brasilense FP2 (ver segbes 4.6.3, p. 84, e 5.2.6.2, p. 131). Alguns organismos (A.
vinelandii, R. capsulatus) possuem mais de um paralogo de NifA, e contribuiram com mais de uma
sequéncia para o alinhamento. Os numeros acima das sequéncias indicam a posi¢do dos residuos no
alinhamento final; os nimeros a esquerda e a direita indicam a posig¢ao do primeiro e ultimo residuo
da linha de texto, respectivamente, na proteina NifA do organismo. Conservation refere-se ao grau de
conservacao de uma determinada posi¢cao, Consensus € a sequUéncia consenso do alinhamento
(mostrada como sequéncia, histograma, e logo), e Occupancy é a porcentagem de sequéncias em
que cada posigcao é ocupada por um residuo (e ndo por um gap). A cor dos residuos vem da paleta
Taylor ajustada para um conservation threshould de 20%. Figura gerada com o programa Jalview
2.10 e ligeiramente editada no programa Paint.
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Riizobium_etii CIAT_B3201-563

Rhizobium_ et by mimosae Mimd_ (w1 y¥1-586
Rhizobium_ et bv_mimosae Mimd_ (w2 i1-576
Rhizobium leguminosaram by wicige 354301520
RRfzobinr trapici-953

Bradveiizabiar dizzoseificiens US04 110M-808
Bradvrhizabiar fapanicir US04 B-582
Bradvrhizabiar sp_ ORS 2789-580
Bradyrbizabin sp_ BTAN-581
FRhodopsendomanas paiistis CEAMY-585
Fhodopsendomanas palustris Had21-554
Fhodopsendomanas palistris BIsAS31-577
Azorfizobinm_ caulinodans1-Bl1B
Fhodobacter_sphaeraldes 2 4 11-5582
Fhodobacter_sphaeraldes ATCC A702491-582
Fhodobacter_sphaeraldes ATCC 170251-583
Gincongeetobacter_digzotrophicns PAL S (Brazil¥
Pararhodogpleiiinm photometricur -604
Aeplites geolicns (NIYI-507
Hevogenabacter thermaphling-522
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Herbaspiriiium_serapedicas SmR W 1-043
Azaspiviing brasiiense Spill-629
Azospiviiingm brasilense FR2I-626
Azospiviiingm sp_ BEIW-E42
Azasgpiriinm fpoferami-633
Fhacdosgpiriling rabede F1A-807
Rhodospiviiinm centen)m-558
Rhodobacter_capswiatns1-583
Fhaodobacter_ capsiiatas(Z2¥1-950
Kiebslella phenmonide 3420-525
Azotabacter vinelandll D4 (il yi1-523
Klebslella_michiganensis FT18M-525
Paeudomanas statzerl DSM $16651-522
Pzendomonas stotrerl A15047-522
Azotabacter vinelandll D4 (nif 2 Y 1-486
Azotobacter vinelandli CA(mifd 2V 1-456
Azatabacter_ vinelandil CAG (mfAZ ¥ 1486
Azotobacter vinelandll CA (i1 ¥1-523
Azotabacter vinelandil CAE (nifAI¥-5232
Cupriavicius iziwanensisll-544
Burkholderia wviethamlensis G4O-570
Parabarkhoigeria senovorans LBLOMI-573
Paraburkholderia_phymaturmd1-545
Burkholderia_sp_ RJO0EN-572
Farabarkhoideria_phenolivyptrix1-545
Azogrons sp BRH72N-518

Azogrons sp_ KH3ZC (nifd 1Y 1-555
Azoarchs sp RHIZC (hiAZY1-544
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Mesorhizabine japonicym WAFF 3030995-584 20

Sinorhizobiom meliol 10231-542
Sinarhizobliam meliot SM1-542
Sinorbizobiare neliol Rind W-542
Sinorhizobiorm meliol 20130-542
Sinorhizoblom medicaell-542
Sinarbizobiam fredil NGRZ341-595
Sinorbizoblom fredil HEN031-557
Sinorhizoblorm fredii US04 2575535
Rhizobium_etli CAT B521-563
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44

44

Fhizobine el v redmosae Wi (pifA1¥1-588 20
Rhdzobiam el by rdmosge Wil nif42¥1-576 19

RAIZobiu feanrinasarar by wicize 38431-520

Rhizabiam_tropici-583

-

19

Bracyrbizobing diaroefficiens US04 110M-606 44

Bracyrbizobing Japonicim US04 &11-553 21
Bracyrbizobinm sp_ QRS 27579-550 18
Bradyriizobinm sp_ BTAN1-551 18
Rhodopsensdomanas palistiis CEAM01-585 20
Rhodopsendomonas palistlis Had2r-584 20
Rhodopseudomonas palistris BisAS3-577 17
Azariizabiim canlinodans 1616 43
Rhodobacter_sphaeraides 2.4 11-552 11
Rhodobacter sphaeroides ATCC 1702470-552 11
Rhodobacter_sphaeraides ATCC 17025 1-553 11

Fhicahacetobacter diazotraphicys PAL S (Braziy 14

Fararhodospiriiinm photometricnmi-6od =1
Aquitex_geolicds (NI VI-S0T 1
Hydragenobacter_thermophilns/1-522 5
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ILDDRSYMLELYT INYEISK I LGS -SLDLESKTLREVLMNYLESAHLETHREY L L
AMRGQSTEMLELLT IMEVSK I LGS -SLDLAATLREYLRALAYGOLOMHRGR Y
AMRGESTSMLELLT IWEVSK I LGS -SLDLAATLREYLRALAY L GMHRGR Y
AHSASSSSLELLT IYEYSK LGS -SLDLEQTLREYLRALS YOLOMHRGR W
AGSASEESLELLT IYEVSK I LGS -SLDLEQTLREYLEALS YL GMHRGR Y
PEPAEDSSLPLLTLYEYSK | LGS - TLDLEHELHD VLMY LAS YMOMRREG WY
REGNKRDWVRALTGLYE ISK I LSS -SLMMEAACRDYLR | LPAFLEFRFGAY
SARATADRLALDALYE | AKTFAL-APDPYAEWPG | FNYLSSFLDLRHGYL
STQS |ADRLALDALYE | AKTEAA - APDPYAEYPQ | FNVESSFLDLRHEYLE
TWRRFDLZQAF TAMOGR | S%WLER - ATEASK TLAEYLSYLEHMDAF MGHGM |
GNPYVELYDLGLGALAS |ARTLER - EQQ I DELLEGYLAVLEHNDLGLLHGLY
TWRRFDLSGGEF TAMGR | S4WWLSR - ATEASK TLOEVLSYLHMNDAF MGHEM |
PTRSELLDCQOLQALAG] AR | LMNR - GRPIEELLAE | LAVEHEDLGLLHSL ¥
PTRMELLDAGLGALAG] AR | LMR - GRP I EELLAE | LANVEHEDLGL LHGL Y
-------------------- LRER - TRGAKEAYAGYLA T LHDYLGL LHGLY
-------------------- LER - TRCQAKEAYAQYLA I LHDYLGLLHGLY
———————————————————— LER - TRGAKEAYAQVLA | EHDYLGLLHSL ¥
GNPYVELYDLGLOALAS | ARTLER - EQ@@ I DELLEGYLAVLEHNMDLGLLHGL Y
GHNPYELYDLGLOALAS |ARTLSR - EQG I DELLEGYLAVLEHND LGL LHGLY
- -MPHFYANDFDLYYEYYQTLYS - SRDAEQTLORSLEHLE S ALGAMREAF |
WEHASEHRRDLDWYYEVGKTL 1S -SLDYWSATELTSLRY LS Y TLGARS AR Y
MGATVARGALDSYYEVSKTLYS -SLDVAKTEFRESLMYLLH TMEARRAF Y
HFHLMDSLPDFDYWYYEVYKTLYS - SRDOAERTLDRSLRY LS Y AL GARSAF |
MEHASEHRRDLDYYYEWGHTL IS -SLDWSQTFLTSLRYLS Y TLGARSAFY
HFHLMDSLPDFDWYYEVVIKTLVS - SRDAERTLDRSLRY LS VAL GAREAF |
EERVAM EATLEALYRYERVLER -SLELRETLEEVLRYLDEECGFNREALY
GNYRRESSDIDLLT I¥EISKNMLTS -SLDFRASLATYLALLLSGLMNMREHAL Y
KTPVYRMEHLGLYT IYE ISK I LGE- PLELPKMLREK | LMNVEA IYFETRQGET |
WEAARMADSLLGG [WEISKILTA-PTRLE | TLANYANM | LSS FYWGMRHGA |
- - -MRMGDKRSAE | %S | SKALMA-PTRLETTLANMFYNTLESL | LRMRERGGL
- - -MREQDHKRSAE | %S | SKALMA-PTRLETTLHNMFYRTLEL | LRMERGEL
- - -MRHGDKRSAE | Y5 | SKALMA-PTRLETTLMNMFYMTLSL | LRMRRGGL
- - -MRKGDKRSAE | %S | SKALMA-PTRLETTLMMFYRTLEL | LEMRERGGL
- - -MREGDKRSAE IYS | SKAL I A-PTRLD | TLAMFYRTLES LYVLRMERGSL
PHTMHKRDLGCSGLYR 1 SKVL I T -SASLE IKLANY INTLPALLPMRRGA |
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PHTMHKRDLGCSGLYR ISKVLIT-SASLE IKLANY INTLPALLPMREREGA |
- - -MRGAGTARSG IYE | SKVLTA-PARLE | TLANYVYRNYESSFLG |RCGA |
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SEMMPKTELLLRG IYRYSKLLTA-PIPLETTLADVAKALPSFVR IRSGA |
---MIKPEARLHILYD ISKELIS-SFPLDMNYLKAAMNALAEHLRLRDGS |
SEKTPEVGISCEGIYE ISKLLTA-AAPLE I TLYKYAM I LPTFLEMRHGA |
PPGEPSZHESALAG IYEISK I LMNA - PGRLEVTLANYVLGLLGS FVOMRHGL ¥
FPGEPSHESALAGIYE|ISK I LNA-PGRLEVTLANYLGL LGS FYQMRHEL ¥
AMP |PLSEIALTGIFEISKILAA-PTRLE | TLARMYYML LGS FMGMREHGYY
AMPIPLSEIALTGIFEISKILAA-PTRLE | TLAMNYYNL LGS FMGOMREHGYY
HFPIPLED IALTGIFEISKILTS - PARLE | TLANYYMLLGSF LGMRMGY Y
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IAPIPLSEIALTGIFEISKILTA-PARLE | TLAMNYYML LS FMEGMREHGT
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: 1.1 u} , 1I2D , 1|3IZI . 1.40 i 1|5IZI
Herbaspieiiium_ serapedicae_ Smiiil-543 33 SLMEDSGE----------- LGLYS4 I GLSYEE-FQSGRYRYGEG I TGHIF 90
Azogpivilivm brasiiense Splil-625 93 WLWGEDMY - - - - -2 -2 oo - LELYALNGLSNEALLGD | E-FRDGEGITGRIL 40
Azospirifivm brasiiense FPIN-626 33 WLWGEDMW - - - - -2 - - - - - LRELYALMGLSNEAALLD | E-FRDGEGITGERIL 40
Azospirilive sp_ BEIM-642 34 YWLEGEDGA- - - - - - - - - - - LELYALQGLPHGSPAQE IDYNGGEG ISGRIL 92
Azaspirilivm Npoferam-633 54 WLGEGEDMA- - - - - - - - - - - LELYALLGLPHDSTAQE IDYSEQGEG ISGRIL 92
Rhodaspilifum rubearm FHA-e01 B4 TLREDAGRG- - - -------- LEWYANVSGMTLREM - AVEGEARYPLAVAGEYY 101
Fhodosplifm cententn’ =555 37 ILR@DLGD - - - - - - - - - - YRWAAGICE - - - - - EGRTMLEPPREWLDANY 90
Rhodobacter_capsifates-283 67 ALLAEPGE------ GAGYNPYY | AATAFQRZP - EAPLADYWLPDAYLR | WF 109
Rhodabacter_capsulatns(Z ) 1-550 B4 ALLAEPGE------ GAGYRNPYY | AATAFQREP - EAPALDYLPDAYAR | WF 106
Klebslella_pneumaniae 342H-523 29 CLYDSEQ@E------- | -LSIEALQ@TGREPLPGETRIRYRPGEGLYGTYL 100
Arotobacter_winelandli_ Ou_ (o] yI-523 61 TISDPEHG------- &-LAlGAIHTDIEAYAQACEGYRYRIGEGY | GNYWL 102
Klenslelfa_michiganensis E71871-325 29 CLYDSQ@E------- | -LSIEALQ@TENGTLRPGETRIRYRPGEGLYGTYL 100
Pseydomanas stutzer] OSM $1661-522 Bl SICOPHMG- - ----- T-LONMGAVHTDSEAYYRACESTREYR IGEGYFGHNIL 102
FPseydomands_sttrer] 150522 B SICHPHDG- - ----- S - LEVGAVHSDSETYWRACESTRYR I GEGYFGMIL 102
Arotobacter_winelandli_ Ou_ (o2 ¥ -456 3051 IALPG@P------- RMLEVYAIHTSSRLYAKALEEVRYRREGEGYMGHYL 72
Arotapacter_wikelandl_ CA_ (R 2V 1-486 3 S IALPGEP - - - - - - - RMLEYYAIHTSESRLYAKAAEEVRYRRGEGYMGHYL 72
Azotobacter_wvinelandli CAE {nitdZ2 Y1456 3051 IALPOR- - - - - - - RMLEYYAIHTSERLYAKALEEVRYRREGEGYMGHYL 72
Azotabacter_winelandli CA (a1 ¥-523 B TISDPEHG------- A - Ll GAIHTDSEAYVAQACEGYRYREGEGY | GNYL 102
Arotobacter_winelandli CAE_ (nid{¥1-323 61 TISDPEHG------- & - LAl GAIHTDIEAYAQAC EGVRYRIGEGY | GNYWL 102
Capriaviins_talwanensis-5dd 45 AWAEPGGY - - --------- LAGFCETGLEERN-RERVRFLPDEGYWGERIH &5
Burkholderia_vietnamiensis G41-570 52 WYWEPDGY - - - - - - - - - - - LEGLCCTGLADDW-RORVRFLPGEG IWGRIF 85
FParaburkholderia_xenovorans LBL001-573 52 WLAEPDGG- - -------- - LRGLCALGLSRDE - @R LGFRPGEG | WERAF 85
Faraburkholderia_phvinatim'1-545 52 AWTEPDGH----------- LCSLCETGLSEGN-RDRARFLSGEG | WERLH - 85
Burkhofderia_sp_KAO06M-572 32 WYWEPDGY - - - - - - - - - - - LRGLCC TGLADDW-RORVRFLPGEG IWERIF &8
Paraburkhalderia_phenoliriptei 1545 52 AWTEPDGH- - -------- - LCELCETGLEEGN-RDRARFLESGEG |WERLH 88
Azoarcus_sp_ BHF2H-515 B0 TLMEPDGE---------- SMATSALHGYDAR | -DPD IRWRSGEGY |GETE 93
Azogrcis_ sp_KHIZC_ (a1 y1-553 54 GLYATDGGE- - - - - - - - - - - LHILGALGYPAPM-SEAP ILDPREG | [SHY 1 0
Aroarcis_ sp_KHIZC_(nifdzy1-544 92 SLWHESGE----------- LHLYGASGMEGDE - FRECRECYGDGLPGRIF &8
Mesarbizabivm_japanicam MAFF_S303038-1-554 B9 WYLDAEGE----------- PQISAT TGEAYR - -@SA I GEY I POAY DK1Y 105
Sinorhizabivm melifoti 102101-542 47 EIPASEGE----------- THITALTRMNSGS - - PSAADY TYRHAS [DGYM 53
Sinorhizabiu refifotl SMA-542 47 EIPASEGE----------- KR TALATRMEGS - - PSAADY TWYRHAS [DGYM 53
Sieorhizabism mefifotl Rmdlil-542 47 EIPASEGE----------- KR TAATRMEGS - - PSAADY TYRHAS [ DGYM 53
Sinorhizabivm melifoti 200101542 47 EIPASEGE----------- THITALTRMNEGS - - PSAADY TYPHAS IDGYM 53
Sinorhizabivm_ medicae’l-542 47 EIPASEGE----------- AR TALATRESGS - - PSAADY TYPHAAIDGT T &3
Sinorhizabium fredil MGRZ34M-595 93 WWWGAEGE- - - - - - - - - - - PETTATFGWVERP - -SSGARH | AsK A DR Y 128
Sinorhizobism_frecil HH1031-557 33 WWWELEGE- - ---- - - - - - FETTATFGWERP - -SSGARH | Aakas DR 1Y 9
Sinorhizabiv_ frecdii US04 257H-595 93 WWWGLEGE- - - - - - - - - - - PETTATFGWERP - -SSGARH | AsKAS DR 1Y 128
Riszobiam_ et CIAT_BSE1-365 47 WWLDAEGGE- - - - - - - - - - - PETAATGD | PRPSS -QSAARGY | PHAY IDHTA 54
Riszopiam_etil Bv_mimosge Mimd fpifdii1-556 B9 VWWLDAEGD- - - - - - - - - PEITAATGD | PRAS - PSAARGY | PRASIDH Y 106
Fzopiam_etil ov_mimosge_ Mimd_(nifazi1-376 65 IWLTAGEE----------- FEF lASAGGSDPH - LARAENY - -RLAIEK 1Y 103
Rhizobiar legurminasararn by _wicize 38430-520 47 WIHGSGGE- - - - ------- P NYRAP TGHDY -RSRSLTIEQADT INRY | 84
Rhzobiam_trapici1-553 BS WIWASEGE----------- PEITASAGYADSR - QSGARHT | PPASKMDG]Y 105
Bradirhizobium_diazoeficiens US04 oA -606 93 SLFMDDGY----------- PELTYGARNSEGT -DERYRTCYPOKAIHE Y 130
Bracdirhizobium_japonicym US0A_BY-383 TO SLFMDDGY - ---------- PELTYGARMEEGT -DERYRTCYPORAIHE Y 107
Bradyrbizoblur_sp_ ORS 2757-580 E7 SLLADDG)----------- POLAYGARNSEGS -DORYRERLPOHAIDG]Y 104
Bradirbizobium_sp_ BTAMN-551 BY SLLADDGI----------- POLAYGARNSEGS -DORYRERLPORAIDG]Y 104
Rhodapseudamanas paiustris CeA00eH =555 B SLLADDGY----------- PO TYEVRAMEGS -DMRYRARLPGRA IDG]Y 108
Rhodopseudomonas_ paiustris_ Had2H-354 B9 SLLADDSW----------- POl TYEVEAM EGS -DNRYRARLPGRA DG Y 108
Rhodopseudamonas_paiustris BisAd3 =577 BE SLLADDGW - ---------- POl TYEAAMEGT -DGRYRARLPAKA DG Y 103
Azarbizabivm_cadlinodans’-618 92 CILDSEGD----------- PO AT TENT PEM- AGQ [ RAHYPORAIDG]TY 128
Rhodabacter_sphaeraldes 2.4.04-582 B0 ALLQEGAGAETERMARHWMPYY | AATASCGYPP - AGAEARL | PAGYARHYF 103

Rhodobacter_sphaeroides ATCC 170241-382 60 ALLQEGAGAE TARMARHWMPYY | AATAZGYPP - AGAEARL | PADYARRHYE 108
Rhodobacter_sphaeroides ATCC_ 1702%1-383 60 ALLQEGAPGESZRNARH INPYWYAATAZGGE - -VIADCRA | PAQAARRHYE 107

Gincaonacetobacter_diazotrophicns FPAL S (Brazify B3 ALFDAAGM - - - - - - - - - - - YET I I GTEADDAA - ARRYFDS | PEQAYGRILA 100
Pararbodospirilivm_ photometricumdl-604 100 TLSDDAGL - ------e--- LEVWANMTGMS L TG - AREGEACFPLEAMAENT 137
Aguifes_gealicns (N1 ¥I-507 45 TIWDPSTD---ccemaeaam e QIVYRATSSGK - - FPKEGFKKGEG | TGHKMAY - &1
Hydrogenobacter_thermophiins1-522 95 YWAESDAS - --------- KISLYSEVGEYE- - - -ERS IRLSKREGYWGFIF 80
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Herbaspiriiiam_ seropedicae_ SR 1A 1-542 Ehl
Araspiriiiim_ brasilense Spiil-B25 1]
Azospiriiinr brasllense FR2H-626 =i
Azaspiriitur sp_ BRIOM-642 93
Araspiriinm Npoferymi-B33 93
Rhodogpieitlom_ rabrar FHA-601 102
Rhadospiriliom cenptenim1-055 1l
Rhadobacter_capsulatus1-552 110
Rhodobacter_capsilatusiz V-850 107
Kiebsielia_prenmoniae 3425-525 101
Aratobacter_ winelandii DJ_ (w1 y1-523 103
Klehsielia_michiganensis F7187-525 1M
Pzegdomonas stotzer] DEM 4166H-522 103
Paewdomanas stitzerl A150W1-522 103
Arotobacter_ vinelandii DJ {nifd 2V 1-456 73
Azotobacter vinelandii CA (nitd2¥i-486 73
Azctobacter_ vinelandii CAG (nifd 2 i1-456 73
Azatobacter_ vinelandii CA_(nitd1y¥1-523 103
Azotobacter vinelandii CAS (nifd ] ¥1-522 103
Cuprlavicys taiwanhensls'l-544 g6
Buarkholderia vietnamiensis G570 a0
Faraburkhoideria_xepovarans LRL00-573 an
Paraburkholderia_phyimatired-5458 =]
Buarkholderia_ sp_ KJO0EH-572 a0
Faraburkholderia_phenoiiruptrid 1-545 an
Azogrels sp BHIZN-G1E a9
Azaarcls s RHIZC (WEATYI-5532 a2
Azaarcus sp_ RHIZC (pFAZY1-544 a0
Mesorbizobinm japopicor MAFF 2020048M-5584 108
Sinorbizobiar meliiol 102151-542 Gd
Sinarbizobiar reelifot ST W-542 g4
Sinorbizobior meliioll Rmd i 1-542 a4
Sinorbizobiar meliioll 2000151-542 a4
SIRGERIZ QB edic 3ef1-542 g4
Siporhizabiom_fredi] NGRZ347-595 130
Sinorbizobing fredil HRI03-557 o2
Sinarbizobinr fredil US04 2577-595 130
Rhizabinm_ etll CIAT BH2M1-D63 85

Rhizobiom_ etll bv_mimosge Mimd (g -586 107
Rizobior etll by _mimosge Mimd fnifd2y-576 104
Rbzobior leguraipasarir bv_wicige 384171-520 85

Rhizobiom tropici1-583 106
Bradvrhizobing dlazoeficiens US04 MoM-606 13
Bradvehizobing_japaniciin US04 61-583 108
Bracwrhizrabinm sp_ QRS 27571-580 105
Bradvehizobing sp_ BTAN1-581 105
Rhodopseddamanas painstris CEAQM-S85 107
Rhodopsendomanas palustris Had201-554 107
Rhodopsendomonas palustis BisASYI-577 104
Azorhizobinm canlinodans’l-616 130
Rhadobacter_sphaeraldes 2. 4.171-552 109

Rhodobacter_sphaeroides ATCC AT021-5582 109
Rhodobacter_ sphaeroides ATCC_ ATO251-583 105
Fluconacetobacter_dizrotraphicns PAL S (Brazil¥ 1M

Fararbodaspiriiivm_ photometricym -804 138
Aquitexgeolicns (NIB¥I-507 g2
Hiydragenabacter_thermaphiing-522 il
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ZIDEI

QTETP I¥YRELAGEPLEL - - - ARTSPROZQDGEY I SFWGYP [KA - ARE- - 134
KTGMPAYVYPMLAEEPLFEL - - -MRTGGREDLDEGYASLWGYP [ KAAGY - - - 1354
KTGMPAVYPMLAEEPLFEL - - -MRTGGREDLDEGYASLWGYP [KAAGY - - - 134
KTGMPAYYPNLAEEPLEN - - -NREGGRDDLDEGYASLWGYPR KA - AGA- - 136
KTGMPAYVYPMLAEEPLEN - - -MNRESGGRDDLDEGYASLWGYP [KA - AGT - - 136
STAMPMIYPSMAADPREA - - - AFAAEADGLDDEVQSM | CYVP ITKG-GYK - - 145

AHGMPLY | AD | LMNDPLED - - - - - - GLYWPSGTAGOYALYALP IRG-NGA- - 13
REGYPFYSFDOLAAE - -FiG- - - - AEAVPKRLREDAGQATL | AVPLRED - PERSH 152
REGYPFYSFDLAAE - -FiG- - - - AEAVPKRLRDAGATL | AVPLRD - PERSH 149
ARG LYLPRYADDOREL - - - - - - - DRLSLYDYDLPF | AVPLMGPMAR - - 141
KHGMNSYYLGR | SADPREL - - - - - - - DRLALYDLEMPF | A%P IKMPEGM - - 143
AQGES LY LPRYADDOREL - - - - - - - DRLSLYDYDLPF | AVPLMGPHSR - - 141
KHGMNS WY LGR I DAEPREL - - - - - - - DRLALYDMDLPF | AP IKAVDGT - - 143
KHGMNSYYLGR I DAEPREL - - - - - - - DRLALYDMDLFF | AVP IKAYDGT - - 143
EHSESYMLERWSLAPRFEL - - - - - - - DRLALYDPESPF | AP IKGPEDD - - 113
EHSESYMLERWSLAPRFL- - - - - - - DRLALYDPESPF | AP IKGPEDD - - 113
EHSEZ%MLERWSLAPREL - - - - - - - DRLALYDFESFF | AP IKGPEDD - - 113
KHGMNSWY LGR | SADPREL - - - - - - - DRLALYDLEMPF | A%P IKMNPEGM - - 143
KHGMNSWYLGR I SADPREL - - - - - - - DRLALYDLEMPF | AP IKMNPEGH - - 143

SEDSP | IYPEIHDEHFLA - - -DRFGTANELDGDH IALLGTR IRH - EGR - - 129
TSGESPY IWPEWRDEPLEL - - -DRTGGAGEPDDGSYAMLGMP IRH - EGR - - 133
KSGIGY IYPDYNDEPWYEL - - -MRTGGADGMPGAC | AMLATP IHA -DRR - - 133
SEDAAVYYPELMEEPLEA - - -DD | GAVGGSEGEHVALLGTP IRH - EGR - - 133
TSGEPY IYFEVRDEPLEL - - -DRTGGAGEPDDGSVAMLGMP IRH - EGR - - 133
SEDAAVYYPELMNEEPLEA - - -DD | GAVGGSEGEHVALLGTP IRH - EGR - - 133
GRSRPLVYARLADDPMEL - - - - - - - SRRGLFDGEAPF | GAP IRA-GHE- - 138
REGSP IV IPD|AGDAHET - - - -NRTGRDPEGMKGVEYLYYPLKY -DRE- - 134
KTGMP % PR THEPGQRG -HCQGC TVELESHGRRWVAY | GYP IKT -GRE- - 135

ATGYP YV IGDTSTSELFG- - - - - ADPGSTSGT | ATAF | GVPLKA-EEK - - 147
TAGR - LVWPDWCMSELEK - - - - - - D@l MR G I GPTAF | AAANEY -DHE - - 123
TAGR - LVWPDWCNMSELFK - - - - - - DE IHWRGIGPTAF | AAANEY -DHE - - 123
TAGR - LVWPEWCNSELFK - - - - - - DE I WWRG TGP TAF | ARANEY -DHE - - 123
TAGR - LVWPDWCMSELFK - - - - - - D@l WARG I GPTAF | ALAVEY -DHE - - 123
TAGR - LVYPDWCNSELEK - - - - - - DRIWAHG I GPTAF | ASAVEY -DHE - - 123
AHGAPLYYPRTCHSELFG- - - -DELGS |WSGTGAVTE | GYPMKA -DEE- - 172

AKGAPLYVYPDTCRSELFG- - - -DELGS I WSGTGLYTE | GYPRMKA -DQE - - 134
AHGAPLYYPDTCRSELFR- - - -DELQS IVSGTGLYTE | GYPMKA -DQE- - 172
TTGMPL I YKEWSHSELFG - - - AEPQPPASSGTYR ISF | GYPYIEA-DMNK - - 128
TTGMPFYWEDWGHSELFG - - - ADPQPTRESGEVPVAF | GYPYHA-DEK - - 150
TTARWLY |FDTRMSELFR - - - AMLKASPSRDA P IAF IGIPIRA-GPE- - 147
ASG- - - oo EMHFG- - - - - - - - oo oo - - KRS L PYHY -MRK - - 105
TTGaPLY IRETSKSELFR - - -ADPQPSLSSDTIPITE IGYPLREA - AHK - - 149
ATGRSLMYENYALETARS - - AADREVLGASDS | PVAF IGYPIRY -DET- - 173
ATGRZLMYENYASETARS - - AADREVLGASDS | PVAF IGYPIRY -DET- - 132
ATAYVPL I AEMNYADHSAFS - - AADAATLGAGAD TRVEFLGYP IR | -DER - - 149
ATAVPL IAENYADHPAFS - - PADAVTLGAGAD TRVEFLGYP IR | -DaR - - 149
ATAVPLYADNYSAHPMET - - 22D AMALGATDE IRVEF IGYP IR | -DER - - 131
ATSYPLYADMY AAHPMES - - AADALALGATDETRYEF IGYP IR -DER - - 151
ATSYPLYVYENY AAHPMES - - AVDWVAALGASEETRVEF IGYP IR | -DER - - 148
ATOMP LYY aDY TADPLEA - - -GHEDLFGPPEEATVEF | GYPR IKA-DHH- - 173
RMGYSLYSCR I LEE - -FiG- - - - AEALPPGLGDESRAALVANP IRD - QANSP 151
RMGYSLYSCDRILEE - -FiG- - - - AEALPPGLGDSRAALVANP IRD - GANSP 151
RMGYSLYSCD I VDE - -FG- - - - ADALPPGLEDKY@AL | AWP IRD - GANZEF 130
YEROPLLYPDYTGD TRYIG - - - FATSQANTYSAGR 1GY IGYPILS -ROR - - 144
GTAMPL I | YDMAGDPRET - - -KYARAGQAYTYEDD |QSL | AVPIKT -TTR - - 181
KHGYP | I PDISGQEPEFL - - - -MEWWRKKEKKK TAF | AWVP IKS -GG - - 124
KRGy PYY |[KMLAEEPLEL - - - - - - MK THRADLSDYNE [GVP IKY -EDR - - 13
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Herbaspirillum_ seropedicas SmR1-54%
Azospirilinr brasiiense Sprll-g25
Azospiriliare_ Brasifense FRZN-E26
Azospiriiinm s BRIV I-B42
Azospiriliam lpoferamd-6353
Rhodospieiiiom_ by FHA-e0
Rhaciaspiriiar cehbenym 1-555
Rhadobacter_capsulatlsf1-583
Rhodobacter_ capsalabls(Z¥I-580
Kiebsialia_predmonige 34200-525
Azatobacter_ vinelandil DJ (it ¥-523
Kiebsielia_michiganensis EF181-525
Paeqdomongs stotzer] DSM 1867522
Paendomongs shtzerl A1501-522
Azatobacter_ vinelandil DJ (nitzy¥i-456
Azatabacter_vinelandil CA_{mifd 2 ¥ 1-486
Azotobacter_vinelandil CAE_(niA2¥1-456
Azotobacter_ vinelandil CA_(nitd i ¥1-523
Azaotobacter_vinelandil CAG (REAIVI-523
Cupriavicus taiwanensis =544
Burkholderia_wiethamiensis G471-570
Paraburkholderia xenovorahs LBLO0-573
Faraburkholderia phymatim1-548
Burkholderia_sp_ KJ0061-572
Farabuarkholderia_phenoliruptrl=i-548
Azogreds sp BHTZA-514

Azogrchs sp KH3I2C_ (WA YI-553
Azagrcns sp_ KHIZC_(WFAZY1-544

208

2|1 0 220 230 240 230

1 1 1 1 1 1 1 1 1
135 -MLGYLCWFRDGGS - PERS -YDHEVRLL ThYANL | GRTYRLYRSYVALERG
133 -VWWGYLTIDR | SDE-GPAGHFGEDYRFL TMWANL | GATYRLHR TVAEERR
133 -VWGVLTIDR | SDE-GPAGHFGSDVRFLTMYANL | GATYRLHR TVAEERR
137 -V IGYLTIDR | 5DD - GPRGHFGSDYRFLTMYANL | GATYRLHR TVAEERR
137 -VWGYLTIDR | SDD -GPSCGHFGSDYRFLTMYANL | GAITYRLHR TV AEERR
145 -PFGSLS | ERHRDR -GTRFHKFEHDYRFLTRWATL | AGTYELERRYYGDRD
132 -VLGVLAAERETHG- - - AARLDED TRF LS MY AN LYGRSVYLHGHK VAEDRE
153 FYLGYLAAYRSHDHMNREGF - SDADYVRYL TMYASL LEGALRFRRER | ARDRE
150 FYLGYLAAYRSHDHMNREGF - SDADYVRYL TMYASL LEGALRFRRER | ARDRE
142 -P | GYLAAGPMARG - - -EERLPACTRFLETYAMLYAGT IRLM- [LPASPA
144 -TIGVLAAQPDCRA- - -DEHMPARTRLLE I VAMLLAGTYRLYYM | - EDGR
142 -P | GYLAAGPMARG - - -EERLPACTRFLETYAMLYAQT IRLM- [LPTSAA
144 -TIGYLAAGPDRRA- - -DELMPERTRLME I %VARLLAGTYRELYYM | & -DGG
144 -T|GYLAAGPDRRA- - -DELMPERTRLME I VARLLAGTYRLYWIML - EDGG
114 -TIGYLAAQPDGRK - - -DVELPERAHFLE IVANMLLE@TYHLMAKL TGERC
114 -TIGYLAAQPDGRK - - -DWSLPERAHFLE IVAMLLS@ATYHLMAKL TGSRC
114 -TIGYLAAGPDGRK - - -DWSLPERAHFLE IVMAMLLS@TYHLMAKL TGSRC
144 -T|GYLAAQPDCRA- - -DEHMPARTRLLE I VANMLLAGTYRLY WM | - EDGR
144 -T|GVLAAQPDCRA- - -DEHMPARTRLLE [ VAMLLARTYRLYYM | - EDGR
130 -PLGYLYAFCENRD - GTRA - FAND LOLMK WY ALPMGEAL L LMREAMNKGG
134 -TLGYLYAFCSHNPD -RMRY - FANDLY LMK | VAT LMGEAML LHRSYSCAHD
134 -TLGYLAWVDCYNPG-ASRL - FADDLHLME [WVATLMGEAL L LGARSYSALHD
134 -PLGYLWVAFCEMNPD-GHRT - FGDDLALME | VaLPMAGAL L LHRDEKAMHD
134 -TLGYLYVAFCSHNPD -RMNRY - FANDLY LMK I %VATLMGEAML LHRSYSCAHD
1534 -PLGYLWVAFCENPD -GHRT - FGDDLALMK | VAAPMAGAL L LHRD EKAMHD
139 -TWGYLALQPSPTS - - -REHLDDYAHFAERMY AN LYGEATYRLECOVRGERR
133 -V IGILSADRHFDD - EESWNFERDVRMLS LW AML LAGT FRLHGAY AADRG
136 -VWGEYMGIERY | FMN - - PSHRFDEDYMLLKRMYANL | GEAVRELHREAGYSEG

Mesarplzofium_japonicym MAFF_ 30308%7-584 148 - IFGTLS IDRVRNG-TTHFRYEEDLRF LAMYAN LVGRT IRLHRTLS T AGQ

Sinorhizobine meliiol 1021-542
Sinorbizobid meliot SMIIS-542
Sinarbizobinr meliotl Rend W 1-542
Siparbizobia meliloti 20117-542
Sinorhizobin medicasl-542
Sinorhizobinr fredil NER2 341-535
Siharbizobidre fredil HETO3-557
Siparbizobior tredil USDA_2570-5395
Rhizobiom el CIAT E52M-563

124 - TGGMLWFECAEES - - -DYDYEEEVHFLSMAANLAGRES IRLHRT | SRRER
124 - TGGMLWFECAEES - - -DEDYEEEVHFLSmMAANL AGREA | RLHR TMERRER
124 - TGGMLDWFECAEES - - -DSDYEEEVYHFLSMAANL AGRS | RLHR TMSRRER
124 - TGGMLDWFECAEES - - -DYDYEEEYHFLSMAANLAGRES IRLHRT | SRRER
124 - TGGMLAFERAKES - - -GYDYEEEVHLLSMAAD L AGREA IRLHRT | SRRGR
173 -TLGTLWIDRAKDGAATR TGF EEEVRF LS ANL ALRAYVRELNGHESRDER
133 -TLGTLWIDRAKDGAATR TQF EEEVRF LMY ANLALRAYVRELDGHESRDER
173 -TLGTLWIDRAKDGAATR TGF EEEVRF LMY AN L ALARAYVELDGHESRDSR
129 - ILGT IS IDRYRND - AAPFPADEDYRFL ThYANLYSHET | RLHRFLMNLEGR

Rhizobiom_etii bv_mimosae Mimi_(nifai1y1-586 131 - ILGT IS IDRVRSG- TATFSSDEDVREL ThivANLYGRET |RLHRFLNLHAG
Rizobivm_etil bv_mimosae_ Wiml_(nfAZV1-576 148 -T¥GE I LWIDRVRDG - - - - ADHDED I SFLTMVADLYGET | SFHRALNSSGT
Rhizobivm_leguminosarum_by_vicige 38417-520 106 -A | GALWIDFAROS - - - - - - GAGDESLLARMI AL | GLACQI‘.’R ELCSDGC

Rhiroblom tropicil-583

150 -LWGTLWIDRFRDS - ATELRHMED IRFLTRMYADL | GET | AFHRALS TSGR

Bradyrhizobiom_diaroefficiens USDA_11WI-606 176 -WWGETLTIDR | PEG-S5S5L - LEYDARL LAMVARNY | GAT IKLHRLFAGDRE

Bradyrbizabing japonicar US04 6H1-552
Bradyrbizabinm_sp_ ORS Z7801-550
Bradvehizobinm sp,_ BTANI-551

193 -VWGTLTIDR IPEG-S35L - LEYDARLLAMYANY | GAT IKLHRLFAGDRE
150 -WWGETLT IDRWADG -RAYFRLDSDYRFLTMYAML | GAT | KLHRYYARDRE
150 -WWGTLT IDRWADG -RAYFRLDSDYRFL ThWANML | GET | KLHRYY ARDRE

Rhadopseddomonds_painstr/s CGEAMNS-585 1532 -WWGTLS IDRYRDG-REHFRMDADYVRFL ThivANL | GEAT VK LHRY YV ARDRE

Rhgdopseddaomonas palwstris Had2/M-554
Fhadapseddamonas_ paiystris BisAS31-577
Azorbizobium cawlinodans1-616
Rhodobacter_sphaeroldes 2.4.W1-582

152 -VWGTLT IDRYRDG-Q= | FRMDADYVRFL TRWANML | GATVH LHRY YV ARDRE
149 -WWGETLT IDRYRDG-S5 | FRMDADYRFL TRWANL | GATYHKLHREYY TRDRE
174 -VMGTLS DR DADG - TARFRFDEDYRF L ThYANLYGET YR LHK LY ASDRD
152 FYLGYLCAYRSLKDMNGARY - LD TDLRYLMNMY ALY LEGS | RFRRELYVARDRD

Rhndobacter_sphasroides ATCC 170291-332 152 FYLGYLCAYRSLKDNGARY - LD TDLREYLNMY ALY LEQS | RFRRELYVARDRD
Rhadabacter_sphaeroides ATCC 1702901-583 151 FYLGYLCAYRGLREDNGARF - LD TDLEYLMMY ALY LEQS | RFRELYARDRD
Ginconacetobacter_diarotraphicus PAL S (Brazifly 145 -LYGVMLLDRPA|P - EESVYGEMDVCLLSMYAGLMGEMYRLHR LVGRDRE

Pararhodospiriineg phobometyionm -e04
Agaifex_ geclicns (NRIYI-507
Hydragenabacter_ thermaphiing-522

182 -PFGTLS |ERHRDG- TTRFGQFEHDYRFL ThWENML | GATYALERKY AADRD
123 -V IGVYLSADKE INE- - -KDSLDEYTRFLEMIATL | ANSFELERKYVQAERK
132 -A\-"GVITVDVNKGF----VATANLVDLLVMVI\JLIGSYIYTYIRLKERED

Conservation | . annini ] B 0 0 uw. = elam
3674 20201202323

(ver legenda na pagina 203)

-4 46441032---02-232364703

Consensus :

F+LGYLA IDRYRDGHNGE

Qcocupancy

181
182
182
1564
154
193
177
20
1958
186
168
186
1868
188
1589
159
159
188
168
176
180
180
1a0
180
180
184
182
182
195
169
169
169
169
169
221
183
|
176
193
192
148
197
222
193
197
197
199
193
196
rd|
200
200
199
192
229
170
176



209

. QIED , QITEI . ZIBEI , QIEID . ?:DEI
Herbaspitiiinm serapedicas Smm 1-543 162 QLAEEKRQLS -R@L@----- - - GRYK - - - - - - LON -% | G| SKAMQEYFAS 216
Arospirilive brasilense Spi1-625 183 FMMRETFREMQ-KELRP - - - - - - - WALP - - - - IMD -¥WC TSPMML EYMAD 218
Azospirilivm_ brasilense FPZM-E26 1583 FMMRETFRMG-KELR - - - - - - - PYALP - - - - - IMD -¥WCTSPHML EYMAZR 218
Azospiriiinm sp_ BSI-642 185 FMMRETFRW@-KWELR------- PYWWAP - - - - - WD - VWC TEPNMYDYLAG 220
Azospiriiinm poferim1-633 185 FMMRETFRW@-KWELR - ------ PP - - - - - WD - WYC TEPHMYDYLAG 220
Fhadospieitive_ rabede F1V-601 194 RLIEEKARLE-KALP------- KREKFLKGT | LEN - WWGRESAMMK | 540 234
Fhadospiritive_centenury 1-555 178 RLLAESWRLG-KWELEEGS - -RRPLPLSSSP - TLNG- | | GSAPA |RAVMDR 222
Rhaodobacter_capswiatns’1-053 202 RALEDTREML -QTWT - ------ EQRGPAAPYSLDG - IWGSEPA | AEVYVAG 242
Rhadobacter_capsaiatsio¥i1-550 199 RALEDTREML -QTWT - ------ EQRGPAAPYSLDG - IWGSEPA | AEVVAGQ 239
Klebsiella_phedmoniae_ 342/1-525 1687 LSSREGPPEKYE-RP--------- PACSSSRGYGELDN - MYGHKEPAMRG | VEY 229
Azotobacter_ vinelandil D (nitA1¥1-523 1589 EAADERDELR -REVR------- GHYG----- - FENMYYGHTP TMRRYFDG 224
Klebsiella_michiganensis EF181-525 187 QPALGGSPRWE-RT--------- HACTPSRGFGLEN -MVGKEPAMRG [ MD | 225
Pseddomonas sttzer] DSM $leen-522 189 EVADERDELR-REVR------- ARYG- - oo - - FENMYYGHTASMRRYFDG 224
Pseddamonas sttzer A153011-522 189 EVVDERDELR-REVR------- ARYG- - - - - - FENMYYGHTASMRRYFDG 224
Azotobacter_vinelandil DJ_(nitAZ Y 1-486 160 TTSERDE--------------- PRGMYRTOHG | ENMM | GSTPEMRERYFES 194
Azotobacter_ vinelandil CA_{mitd 2 Y 1-456 160 TTSERDE------ecnaoaaann PRGMYRTOHG | ENMM | GSTPSMRERYFES 154
Azotobacter_vinelandil CAB_(niFz¥i-456 160 TTSERDE------ncaoaaann PRGMYRTEGHG | ENMM | GSTPSMRERYFEQ 194
Arotobacter_vinelandil CA_{nitd 1 y1-523 189 EAADERDELR-REVR ------- GRYG- - - - - FENMYYGHTF TMRRYFDG 224
Arctobacter_vinelandil CAE (niFA1¥I1-523 189 EAADERDELR-REVR------- GHYG----- - FENMYYGHTP TMRRYFDG 224
Cupriavidas taiwanensis’-H4d 177 YREGWCRR - - - - - - oo cm e mn POKEHHPLREM | EN - AWGHEPSMWGRYF LG 211
Burkholieria_ vietnamiensis G&1-570 181 RLOQDEVREMG-KAIR------- P - - - - - - LDG - VY GEYEAPMQOYFSE 215
Faraburkholderia_xenovorans LBE0M-573 181 SMODEVRREMG -KAITK - - - - - - PS@R- - DG - WWGEVELLAMDAYF G 215
Farabarkhoideria_phymatim1-548 181 GA&-EPYRRPR-KETI------- RAYR- - - - - - IDM - T | GASAAMOEYF AR 214
Burkholderia_sp_ KJI00E-572 181 RLODEVYREMG-KAIR------ - PYWOID- - - - - - LDG - YYEYEAPMOOYFSG 215
Farabuorkholderia_phenoliraptrix/-545 181 GA-EPYRREPR-WET|------- RAY@- - - - - - LDON - T | GASALMOOYFAG 214
Aroarcis sp_ BHTZN-315 185 D IAEERDMLR -RTVR - - - - - - - MRFG------ FDOMN - I YGHTGQRMROYFEG 219
Arocarcis sp_ KHIZC_(nifA1y1-553 183 ALLEESARLG-KQL@------ - GIYD - - - - - - | EM - WWGREKRMKEYFAD 217
Azoarcus sp_ KH3ZC (nifd2y1-544 183 APAADPHYY - - - - - oo oo - - AWVPRRERERYSLEN - WWENESSMOWYFAE 218
Mesarbizobium_japoricum MAFF 30530331-58¢ 196 RLIEKGPRPE-QSLODEDR - - - - THPARHPHYK IDG - | | GESPALKGYLE | 239
Siporhizobiom melioti 1021-542 170 TFAEEQQEQQ-MNSRDEGS - - - -QSSARQRLLKNDG - | |GESTALMTAVDT 213
Siparfizobinm mellictl SM1A-542 170 TFAEEQQEQG-MSRODEGS - - - -QSSARQRLLKNDG - | | GEETALMTAVD | 213
Siparhizobiom_ mellioli Rmd W1-542 170 TFAEEQQEGQG-MNSRODEGS - - - -QSSARQRLLKNDG - | |GESTALMTAVDT 213
Siparhizobiom_ meliiali 201 11-542 170 TFAEEQQEGG-MNSRODEGS - - - -QSSARQRLLKNDG - | |GESTALMTAVDT 213
Sinorhizobinm medicae’l-542 170 TFAEEQQEQGQ-MSHDEGS - - - -QGFARQRLLKNDG - | | GEEPALMAAVET 213
Sinorhizoniam_fredll NGRZ34M-595 222 PIGEEGDRK | -SGGODKEL - - - -PEPTRQRFP TR I Dvy- IWGEESPALRGWWVES 269
Siporhizobiom fredil HHI03-557 184 PIGEEGDRK | -SAGODKEL - - - -PEPTRQRPTR I DW- | VGESPALRGWWES 227
Siporhizobiom_fredli USDA 25771-535 222 PIGEEGDRK | -SAGODKEL - - - -PEPTRGRPTR I DW- | VGESPALRGYWES 265
Rhizapiom el CIAT B52M-563 177 RPIGEQERPE-KP I | AGR - - - -GAPGRHPPYK IDG- | |GDEPALQGOVVET 220
Rhizobiom_ et bv_mimosae_Mimd_(nifdi¥1-556 199 RP IGEQQRPE-KPL | AGA- - - -SAPDRHPSYVK DG - IVGDEPALQOWVET 242
Fiizabinm_ el bv_mimosae_Mimd_(wifd2¥1-576 183 Q] | QPRRKRE - 28R - - - - - - - MOLGTQPPAGHMML - | AGEEPALKGYLD | 233
Rhizobiom leguminosaram_ bv_vicige 354171-520 149 SVAEEQQAGOIPKH IK - - - - - - - PHSHP TOVDH | Dvy- IWGESLALKREYLAT 180
Rhizobiom troplci-583 195 @1 | QLHRKSA-EGGR - - - - - - - NDPSENSRAKNDW- |VGESPAYRRYLE | 238
Bradyrhizopinm_ diaroefficiens USOA_ T10M-606 223 QSLVDKDRLE -KQTYDRG- - - - PPARERKGQLGAHG - | |GDEPALSALLEK 266
Bradrhizofinm_japonicir US0A_&1-533 200 QSLVDKDRLE -KQTYDRG- - - - PPARERKQLGQAHG - | |GDEPALSALLEK 243
Bradyrhizobivm_sp_ ORS Z751-580 195 RLMAESHRLG-KELMELK - - - - PAPAKGKKYLYDG - IVGDEPALRALLDK 241
Bradyrhizobiom_sp_ BTAINI-551 195 RLMAESHRLG-KELSELK - - - - PASANRKKYLYDG - IVGDSPALRALLDK 241
Rhodopsendomonas_paiustls CGAMNI-555 200 RLMAESHRLG-WELSEL---- - KPERERKRYKYDG - IVGESPA |RKLLAK 242
Rhodopsendomonas_paiustils Had 21-554 200 RLMAESHRLG-WELYEL- - - - - KPOQRERKRYRYDG - IVGEEPA IRTLLAK 242
Rhadopseydomonas_paiustrls BisAS%1-577 197 RLMAESYRLG-WELSEL- - - - - KPARERKKYRYWDG - | |GEEPA |RRLLAK 239
Azorhizobiom_cawlinodans -6 222 RLIAGTHRLE -KALREEKSGAEPEVAEAANGSAMG - IVMGDEPLYWKREL 1 AT 289
Rhodobacter sphaeroides 2.4.W1-552 200 RIVQEAREAIRVALEATA - - - -GPPWEAPAEALEG -V IGSEPA | QRY | GQ 245
Rhodobacter_sphaeroides ATCC {7029-552 2001 RIVOEAREAIRVALEATA- - - -GPPVYEAPAEALEG -V IGSEPA | QRY | GQ 245
Rhodobacter_sphaeroides ATCC {7025-583 200 RIVOEAREAIRAALMEATS - - - - AAPAEL PAAELDG -V | GSEAL | QRY GO 244
Giiconacetobacter_digrotrophicys PAL S (Brazify¥ 193 NLLHDSGLAG - - - - - - o oo - - - PAPPYADGGEYMG - IVGDEPALRAVLGHK 229
Fararhadospiviiium_ photometricim-604 230 RLFLEKARLE-KWALP------- RPEKFLTGKWLEN - WWGEREGQA | LREVSAGQ 270
Acpifes_aealicns (N1 YI-507 171 SLEEEKRALE-TELK------- RYWYEKLH- - -WEG- IYVGREKE |LNWLE | 203
Hydragenobacter_thermaphiins1-522 177 WFKEE| AALR -SELM------- KHFK------ LEG - FYGEWEKAYYS | TKG 211
Conserystion u I _m h _ . -
13024119000-0000------- 21020----- 433 - 183358357443
H | | ¥ S i1l !
Consensus - iy & Y | i

Qoupancy -

(ver legenda na pagina 203)



Herbaspiriiiur_ seropedicae_ SmR11-5432
Araspiriiinm_ brasiense Spil-B25
Azospiriiium brasllense FP2I-E26
Azospiriiinr sp BEI-642

Azaspiriiinr lpotersin1-632

Rhodospiriinm_ rubram F10-801
Rhodospiriliom ceptenym/1-558

Rhodobacter capsilatus’l-582

Rhodobacter capsilatys(Z Y-850
Klebsielia_preqmaoniae 3420-525

Azotobacter vinelzndii DJ (nifd i y1-523
Kiebsielia_wichiganensis ET1H1-525
Pzegdomaonas stotzerf DSM 416670-522
Paegdomanas statzers A15011-522
Aratobacter_vinelandii_ DJ (nifd 2V 1-486
Azotobacter vivelandii CA itz Vi-456
Azctobacter_ vinelandil CAG (nifA2YI-456
Azatobacter_ winelandil CA (witA1 1522
Aratobacter_ vinelandii CAG (i 1¥1-523
Cuapriavidys talwanensis')-544

Buarkholderia viethamiensls G4M-570
Parabuirkholderia_xenovarahs LBLOM-573
Paraburk holderia_phymatumd1-945

Buarkholderiz sp KJO0EH-572
Parabirkholderia_phenolipgotyiz 1-048
Araarels sp_ BHTZHA-515

Azaarels sp_ KHZZC (pFA1YI-552

Azogreus sp_ KHI2C (nifA2Y1-544
Mesorhizobinr japopicarm MAFF 3030095-584
Sinorbizobiar meliiol 10214-542
Sinarbizobiar mmelifots SMTV-542
Sinarbizabiom_ meliioti Rmd i 1-542
Sinorbizobing meliiol 200 1H-542
Sinorhizobiar medicael-542

Sinarbizobiar fredil NGR234M-595
Sinarbizabinm_ fredi] HAN03-557
Sinorbizobiam fredii USOA 257/-505
Rhjzobinm_etll CIAT_652/1-063

Ahizobine etll v _firasae Ml (nitd 1 1-586
Rhlzobiom_ etll_ v _rmimosae Mim) (nitdz2y1-578
Rhlzobiom leguminasarm by_wicige 38414-520
RAuJzobine tropicii-583

Bradvehizobing dlazoefficiens US04 1101-606
Bradyehizobingm japanicm US04 B-552
Bradyehizobinm sp_ ORS 278H-580
Bradvehizobing sp BTANAI-5581
Rhodopsendomonas paiustris CEAMAN-555
Rhodopsendomonas paivstris Had20-584
Rhodopsewdomonas palustris BisdH371-57F
Azorhizobine canlinodans’-616

Rhodobacter sphaeroldes 2.4.171-582
Rhodobacter_ sphaeraldes ATCC 170287-552
Rhodobacter_sphaeroides ATCC 170257-553
Gluconacetobacter digzotraphicns PAL 5 (Brazily
Fararhodospiriiiug photometricurm-604
Agquites_geolichs (NI ¥1-507
Hiydragenabacter thermophiing-522

Canservation
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1 1 1

217 WHEOSAPSRSTMLLRG
219 YHREVAPFRSTYL IRG
219 WYHREVAPFRSTYL IRG
221 WHREVAPFRSTYL IRG
221 ¥HEVAPFRSTYL IRG
235 YR I APSREATYLLRG
223 LPPIAASSAPYLLRG
243 IKRVASTRMPYLLRG
240 |KRVASTRMPYLLRG
226 |REGVERWND T TYLVRG
225 IRRVARKWHS TYLVLG
226 |RGVERWMWD T TYLVRG
223 WREVAKWHS TYL I LG
225 WRRVAKWHNS TYL I LG
195 IREGVARMD S TYLYLG
195 IRGVARMDS TYLVLG
193 IRGVARMDS TWLVLG
223 IRRVAKWNS TYLVLG
225 IRRVAKWNS TYLYLG
212 WHEVAPARATYLLRG
216 YHOVAPARTTWLLRG
216 ¥ROVAPARTTYLLRG
215 YHEOVAPARTTYLLRG
216 YHEVAPARTTYLLRG
215 YHOVAPARTTYLLRG
220 IRGVAKWH T TYLVRG
218 YHOAAPSGATYLLRG
219 WYHESAPSREST I LLRG
240 WEVVARTNS TWLLRG
214 AKNVMAETHS | WLLRG
214 AKVMAETHS | WLLRG
214 AKNVMAETHS | WLLRG
214 AKVMAETHNS | WLLRG
214 AKNVYAETHNS TWLLRG
266 VKNVVAQTNSAVLLRG
228 WENMYAQTHNSAYLLRG
266 WKAMYVAQTHSAWLLRG
221 WEVVARTHNS TWLLRG
243 WIVVARTNS TYLLRG
234 WSAVAMTHNT TYLLRG
191 TK IVAATHSAVLLRG
239 WSAVAMTNTTYLLRG
267 IYVVARSNSTYLLRG
244 IWNVYARSNSTYLLRG
242 [NV AKSHAPYLLRG
242 INVVAKSNAPYLLRG
243 W3S | | AKSGQSPYLLRG
243 WS | | AKSGSPYLLRG
240 WSY | AKSHSPYLLRG
270 AVVARSNSTYLLRG
245 IRKVAGTHTPYLLRG
246 IRKVAGTHTPYLLRG
245 IRKVAGTHTPYLLRG
230 WE IVARSDY TYLLRG
27 WVREOVAPSRATYLLRG
209 ¥HEVAPTNATYLLRG
212 VLK IAELDYTYMIRG

T T W T T T T T T T T T T T ™™ ™™D ™

T T W T T T ™ ™

e e e e e e e e s |

o T T T
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%40
DGPF | HY
DAPF | RY
DAPF | RY
DAFPF | RW
DAPF IRV
DEPF [ KY
KASF | RY
KGPF | RV
KGPF IRV
GALFYHEF
HRPFYRL
A8LFYIE
HG@F LYRL
HGPLYRL
RCPLYRL
RCPLYRL
RCPLYRL
HREPFYRL
HREPFYRL
DEPFYSY
DHAF | 5%
GDESFYRY
EQPF | &Y
DHAF | 5%
EQPF | &V
AGPEYHRL
WGP FYRL
DGPF K
EKSFYKL
KKFPF [KF
KKPF [KF
KKPF [KF
KKPF IKF
KKFPF [KF
KEPFYHL
KKEPFYHL
KEPFYKL
MEPFYRL
KEPFYHL
KK AFYRHL
SKHAF KL
KESFYKL
KRFPFYHL
KR PFYRL
KRPF K|
KEPF K|
MGPF K |
MGPF 1K |
MGPF | K
GKPFYRY
DEAF | KW
DEAF [ KV
DREPF | KY
REPFYKL
DEFPF | KW
DEPEYA |
MEFFIEI

210

350

[ 1
AALSET
AALPES
AALPES
AALPES
AALPES
AMLPET
AALSET
AALSET
AMLSET
AALPDT
AALPET
AsLPDMN
AALPET
AMLPET
SELPET
SELPET
SELPET
AALPET
AMLPET
AALSET
AALTET
AALTES
AALTET
AALTET
AALTET
AsLPEN
AMLPET
AALSET
AALPES
PALSES
PALSES
PALSES
PALSES
PALSES
AAESAG
AMLSAG
AMLEAG
AALPEG
AAEPEG
AMLPEG
AALSET
AALPEG
AMLPET
AMLPET
AALPET
AALPET
AALPES
AALPES
AAMAES
AALPES
AALSGS
AALSQS
AALSGS
AALPES
AsLPEN
GA|IPGE
SAIPTE

266
265
268
270
270
284
272
292
2349
2745
274
275
274
274
244
244
244
274
274
261
263
263
264
265
264
269
267
265
289
263
263
263
263
263
a3
277
ks
270
292
283
240
288
16
293
291
291
292
292
289
k)
293
293
294
279
320
238
261
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Herbaspiriinm_ seropedicge SmR1I1-543 267 F 316
Azospiriiiar brasiiehse Spifl-625 269 F 18
Azospiriiiar brasitense FRZA-B26 269 F J18
Azasgpiriiiam sp_ BSIVI-E42 2 F 320
Azospiviiiom Npoferam1-623 2 F 320
Rhodospiriiing rubearn FI-ed] 285 F 334
Rhodospiriiing centennm’|-555 273 F 322
Rhodobacter_ capsuiabns-583 283 F 42
Rhadabacter_capsyiatis 2¥1-580 280 F 339
Kighslella_prenmonige_ 34201-525 276 F 325
Azotobacter vinelandii_DJ (nifA 1 ¥ 1-523 275 F 324
Kighsiells michiganensis ET184-525 276 F 325
Peendomopas stutrerl DSM L1665-522 275 F 224
Peendormanas stutrerl A1501H4-522 273 F 324
Azatobacter winelandli Du_ (w42 Y I1-4586 245 F 294
Azatobacter vinelandll CA_(niFAZY1-486 245 F 294
Azotobacter_ vinelandil CAE_ {nitd 2 ¥ 1-456 245 F 294
Azotobgeter winelandli CA_niAIYI-523 275 F 324
Azotobacter vinelandli CAE (nifdiy¥1-523 275 F 224
Capriaviciug talwanensisi-o44 262 F 311
Buarkhalderia viethamiensis G47-570 266 F 312
Farabarkholderia xenovorans LBL00M-572 266 F 315
Farabarkholderia_phymatumdl-5458 265 F 314
Burkholderia sp_ KJODEA-572 2EE F 315
Parabarkholderia phepoliropte1-548 2685 F 214
Azogrels sp_ BH7ZM-S14 270 F 319
Azogrens s RHIZC (R V¥I-553 268 F 17
Azagrens sp_ KHZ2C (RiFA2V1-544 269 F 318
Mesarbizabium faponicym MAFF_ 30308901-558¢ 290 F 339
Sinorhizobise melliati 1023/1-542 264 F 313
Sinorhizobive mellatl SH1IA-042 264 F 213
Sinorbizobing meliotl Rmd1H-542 264 F 313
Sinorbizobine melliatl 2011 1-542 264 F 313
Sinorbizabine mnedic2e01-542 264 F 313
Sinarbizakbinem_ fredil NGRZ341-595 36 F 363
Sinorhizobise fredil HEI0I1-857 278 F 327
Sinorhizobisem fredil USDA 2534-545 HE F ZES
Rhizobior_ et CIAT_B52M-563 27 F 320
Rhizobium et by mimosge M fpifd 1¥1-556 293 F 42
Rhzobiar etll byv_mimosse Mirl_(nifAz¥1-576 284 F 333
Fhizobium leguininasarim_ Bv_viclae 38411-520 241 F 280
Rhizobium_tropici1-533 289 F 338
Bradyrbizobiom_ dizroefficiens US0A V160 M7 F ZEE
Bradyrbizobiurm faponicar USDLgM-553 204 F 243
Bracerbizobinrm so_ QRS 2751-550 282 F 241
Bracerbizobiin sp_BTANA-581 282 F 241
Rhodopsendamanas_palistris CEAO0H1-585 283 F 342
Rhodopsendomonas_palistris Had 2-584 293 F 342
Fhodopseudomonas palistiis BisASY-877 280 F 339
Azorhizobine canlinodans-gle 320 F el -]
Rhodobacter sphaeroldes 2.4.171-582 286 F 245
Rhadabacter_sphaeraides ATCC 170297-582 286 F 245
Rhadabacter_sphaeroides ATCC 1702501-583 283 F 344
Gincaonacetobacter_ diarotrophicus PAT 5 (Brazi¥ 280 F 3249
Pararhodospieitingm photometricorm 1-604 M F 370
Agifes geolichs (NIBIVI-507 289 F 208
Hydrogenobacter_ thermophiius1-522 262 311
Conzeryation
Consenzus
Qcocupancy

(ver legenda na pagina 203)
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410 450
1 1
Herbaspirillum seropedicae SmRWI-542 7 L F GGSRE Y IMY 3EE
Azospiriiium brasilense Spiil-g25 219 L F GGSKTIKT INY  3ES
Azospiriiinm brasilense FRMX-B2E 219 L F GGSKTIKT INY 368
Azaspirifium sp_BS10M-642 321 L F GGSKTIKT IR 370
Azaspiriiinm Meoferam-6332 a1 L F GGESKTIKT IMY 370
Rhadagpiriiiam_ rabram FUA-600 335 L F GGG T R Iy 384
Rhodaspiriiiom_ centennmd1-555 323 L L GESOT IRY | AN 372
Rhodobacter capsiiatns™-583 343 L F GGAKT K 1CY 392
Rhodobacter capsiigtns2)i-5a0 240 L F GGAKT W 1CY 389
Kiebsielia predrmoniae 34200-525 326 L GGDETLRY E LR 373
Azotobacter_ vinelzndli DU (pifA 1 ¥I-523 325 L GGHGOTYRY E LR 374
Kiebsielia_ michiganensis ET181-52% 326 L GGDETLRY E LEY 375
Poendomaonas statzer DS 41861-522 325 L GGTOTYRY E LR 3574
Faeudomonas stwtzers A150W1-522 325 L GESOTYRY E LMY 374
Azotobacter vinelzndli DU (nifA2 Y 1-486 295 L GGHOTYRY E LRY 244
Azotobacter vinelandll CA_(nifA2VI-486 295 L GGG TYRY E LR 244
Azotobacter_ vinelzndli CAG (nitdz2V{-456 2495 L GGHGOTYRY E LR 544
Azatobacter vinelandll CA_ (w1 ¥1-522 329 L GGMGOTYRY E LEY 374
Azatobacter_ vinelandli CAB (pifd 1 ¥1-523 325 L GGHNGOTYRY E LR 374
Cupriavidus talwanensis’|-5dd 312 L GEATPYREY 1M 381
Burkholderia_vietnamiensls G4H-570 316 L GGAL P IMY 3ES
Paraburkholderia senovorahs LBLONI-56732 216 L GGT TR INY  3ES
Paraburkholdsria phyematym1-645 215 L CGATRYRY INY 364
Burkholderia_sp_ RJO0H-572 e I L GGALF YR Y IRl 365
Parabarkholderia_phenolirdplri=f1-545 315 L GGATPYRY IMY 364
Azoarcus sp_ BHTZN-515 320 L GGARTLREY LK 569
Azoarcus sp_ KHIZC (nid] y1-553 318 L GGNKT IKT LK 567
Azoarcus sp_ KHIZC (mifAZY1-544 349 L GGNRF 1KY IMY 365
Mesorbizopior Japoricirn MAFF 3020999584 340 L GGTRTLKY INY 389
Sinoriizofidm mellioti 10217-542 314 | GGTHTLRY I1SG 363
Sinorfizobiii melliotl SW1IM-542 314 | GGTHTLRY ISG 363
Sinarbizobinr meliotl Rmd 1F1-542 314 | GGTHTLEY 1SG 363
Sinorbizobinm meliioti 20117542 314 | GGTHTLRHY I1SG 363
Sinarbizobium medicae’-542 314 | GGTHTLKY 15y 363
Sinorbizobinm_ fredll NGRZ341-595 366 L GGTHTLRY IR 415
Sinorhizobinm_fredll HARI10311-55T 325 L GGTHTLRY IR 377
Sinoriizobidm_fredli USDA_257H-595 366 L GGTHTLRY IRy 415
Rhizabivm_ el CIAT B3271-563 321 L GGETHTLAY 15 370
Ralzobiam et bv_mimasae Mimd_(nifd1¥1-556 343 L GGTHTLAY 15y 392
Rajrobivm_ etll_bv_mimosae Miml (nifdZY1-576 334 L GGTH TLEY I 5% 383
Ralzobiom leguminosaram_ by _wicize 38417-520 211 L LGGTHTLKY IMY 340
Rhjzobinm troplci{-583 339 L GGTHTLRY IR 355
Bradvehizobing diazoefficiens US04 110M-606 367 L GSMHT 1K 15 416
Bracvehizabing japaricar USDA_&H-553 244 L GSMHT 1K 15y 393
Bradyrhizabivm_sp_ ORS_27871-550 342 L GGMAT THY IS 391
Bradyrhizobivm_ sp_ BTANN-581 342 L GGNOT K'Y 15 391
Rhodopseddomongs painstyls CEAMHI-585 343 L GGHGT KW 1KY 392
Rhodopseqgdomongs palnstls HaA21-584 243 L GGHGOT KW Iy 392
Rhodopsegdomongs painstils BisASY-577 240 L GGMHT W INY 389
Azorhizobing canlinodans-616 370 L GGHRETLEY IHY 413
Rhodobacter sphaeroides 2 4.171-582 246 GGTRTLRY 1CY 395
Rhodobacter_sphaeroides ATCC 1702801-582 346 GGTRTLREY 1CY 395
Rhodobacter_sphaeroides ATCC 1702501-583 345 GGSRTLKY 1CY 394
Gluconzcetobacter_diazotraphicus PAL S (Brazily 330 GGTRTLKY LSy 379
Pararhodospiriine photometricnm 1-604 a7 GGMNRTLSY INY 420
Aguitex_geolicts (Wil ¥1-507 309 IGSTRFP KV LAY 355
Huydrogenobacter thermophilns/i-522 312 LGSHMRET IKS LAY 361

Conzervation I I I I - I B . I
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. , 1?0 , 480 . 190 , an
Herbasplelilom_ seropedic ae_SmR1-543 367 WS IFIRPPL | PYLWEHFLEK Fl\fE Pl A0S P QAR RN O 416
Azospirifiue brashense Spii-g28 369 ¥TIHLPPL | GPLARHFYAKF AKDMG - MALWMED EAL EVLMREC T 417
Azospirilium brasliense FPYI-BZE 389 T IHLPPL | GPLARHFY AKF AKDMG - MALVMED EAL EVLMNEC Ty 417
Azospieiliurg sp_ BRIN-642 3 YTIHLRPL | AMLAKHFEY THFGRDOMGLML -0 IDHDALEVLNREC Ty 419
Azospirifiue lpoferum-633 371 YTIHLPPL | AMLAKHFEYAKFARDRGLAL -0 IDRDALEVLMRC T 419
Rhodospiiiiom_ b F1A-607 385 WP IFLPAL PLLAGFFLTKFMEEMGRSL -RFSEGAL TAMSGCNE 433
Rhodospiiiiom centenum1-558 373 WPWLLPPL IPALAGAFLKRFMADMGRML -SFAPLALSWVLQGCYE 421
Rbadabacter_capsulatus1-553 393 ¥PIVLPPL IKPLAGLFLDRF MK GEATHY - KFAADAFDGQ I CRCQF 441
Rbodobacter capswlatus{2¥1-580 390 %P IWLPPL IKPLAQLFLDRF MK QRS THY - KFAADAFDQ | CRCOF 435
Klebsglella prenmonige 320-525 376 MPIALPPL |LELAHFLYRHK | GOHRSGRTL -R I SEGA IRLLMEYSYW 424
Azatobacter_vinelandil DJd_(nifd 1 H1-523 7S MAIRIPPL IPELAEFLLGHK | GROQESRPL - TYTOSA IRLLMSHRYY 423
Klebsalella michiganensis F7T1801-525 3YE MPIALPPL IAELAHFLYRHK | AHGRGRTL -R 1S0GA IRLLMEYSY 424
Pseudomonas stutzeri DEM 4{66-522 375 ML IRYPPL IPELAEFL IDK | ARQRSRPL -KLTDSALRLLMSHRY 423
Paeydomonas stutzeri A1500/1-522 375 MAIRYRPL |PELAEFLLDK | ARQRGRKL -KLTDSALRLLMSHRWY 423
Azotobacter winelandis Da (piEd 2 11-486 345 MP I QAPPL IPELARFLLDHLSSQEGRSL -0 TDCA | EVLKKHHY 333
Azotobacter vinelandii CA(nifd 2 ¥i1-486 345 MP I QAPPL IPELARFLLDKLSSQRGRSL -0 TDCA | EVLKKHHY 333
Azotobacter vinelandil CAG (A2 -486 345 MP I QAPPL IPELARFLLDKLSSQRGRSL -0 TOCA | EVLKKHHY 333
Azatobacter_vinelandil CA(nif 1 ¥ 1-523 375 MAIRIPPL |PELAEFLLGHK | GRGEGRPL - TYTOSA IRLLMSHREYY 423
Azotobacter vinelandil CAG (nifd 1 31-523 375 ML IR IPPL IPELAEFLLGHK | GRAEGRPL - TWTDSA IRLLMSHRY 423
Coprigvidns taiwanensis'l-tdd 362 WS IRLPPL IPALAGYFLDRFMEDMGRSL -RFTEGALSWLSGC WY 410
Burkholderia_vietpariensls G4-570 366 WS IQLPPL | PAMAGHFLDORFHREDHESRAL -RFSEDAMREYLTSC MY 414
Paraburkboldera xenovorans | R40001-573 366 WS IELPPL I PAMACHFLARFMEEMADS | -RFDAEAME WL TRHC WY 414
Parabarkbolderia_phymatury’1-545 365 WS ILLPPL | PAMAGYFLDRFMEDMGRLL -RFSDEALRWLSHC Y 413
Burkholderia_sp_ KJOQ6N-572 366 WS IGQLPPL | PAMAGHFLDRFMNREDRGR AL -RFSEDAME WL TS OV 414
Paraburkbaldera_phepalirgotrizi-548 365 WS ILLPPL I PAMACYFLDRFMEDMGRLL -RFSDEALRWLSMNC Y 413
Aroarcus sp_ BHTZH-G518 370 MPIMLPPL IPEIARFLYEKWEGQEGRPL -S| TDSALR | LLHHA 418
Aroarcns sp_ KH3ZG fpid Yi-553 365 WA IFLPAL IPLLYDFF IERFNTERRRGL - &1 TPSAWD | LMQCHY 416
Azoarcus sp_ KHIZC fpiA2 Y1544 369 S IFMPPL IPALYVGHFL TRYCSDROREL -0 | APEAMH | LEHC WY 417
Mesorhizobing japonicar MAFF 3030239-55¢4 390 WP IVLPPL IPRLAKALLDRFMKENHRDL - AF TRPSALDL |SQCYE 438
Slporhizoping melitoli 1023-542 364 WPLILPPL IPLLARAFLORFMEEMSRDL -HFARPSALDHLSKCKE 412
Sinarhizobinr melilati SMIN-542 364 ¥PLILPPL IPLLARAFLORFHMEEMSRDL -HFAPSALDHLEKCHE 412
Slporhizobinm melitoli Rmd 101542 364 WPLILPPL IPLLARAFLORFMEEMGRDL -HFAPSALDHLEKCHE 412
Siporhizobinm melitoli 2001/-542 364 WPLILPPL IPLLARAFLORFMEEMSRDL -HFARPSALDHLSKCKE 412
Slporhizobinm medic aef1-542 364 WPITLRPL IPLLAKAFLORFMEEMSRGL -HFYPSALDHLSRCHE 412
Slparhizopinm fredil NGR23401-5095 HE YPLFLPPL |PRELAKYFLDRFMREEMMNRML - EFTPAALE | LSRCHE 464
Siparhizobiom fredil HHI0Y-557 378 WPLFLPPL |PRLAKYFLDRFMREEMMRML -EFTRAALE | LSRECHFE 426
Siporhizobinm fredil US04 2571-595 416 ¥PLFLPPL |PRLAKYFLDRFMREERMRML -EFTRPAALE |LSRCHFE 464
Rbizohinm elll CIAT BE21-563 371 WP IWLPPL IPRELANALLDRFMKEMCREL - TFSSSA | EVMSOCYE 419
Rbizobinm eltll by _mimosge Mimd (nifd1¥1-536 393 WP IVLPPL IPRLAKYLLMRFMKERGTEL - TFTRSA | DWMSQCYE 441
Rblzobiom el by _mimosge Mimd (nifd2¥1-57¢ 384 WP INVLPPL |GRLEK | FLODRFMSEMMREL - AFTAPALDL | SQCYE 432
Rbzabiger leguminasaear v viciae 3543-520 341 ¥PI ILPPL ISLLAGYFLEQFMKAMDRMF -DFAPSAS | G MSKCAF 339
Rbizobinm_ troplcif1-583 389 WP IWLPPL ISRELEKYFLDRFMREEMMNREH - AF TAQALDL | SQCYE 437
Bradrhizabium diazoefficiens US04 11060 417 WPLLLPPL IPLLAREFLRKFMSEMGRSL - TLEASA IDWVLMSCHE 465
Bracgrhizobiurm faponicur USDA BH-553 394 YPLLLPPL IPLLAREFLRKFNSEMGRSL - TLEASA IDWLMSCHE 442
Bradyrhizabium sp_ ORE Z7EA-580 392 WP IKLPPL |POLAREFLERFMCERMERDL - TFDYSA | EVLMHCGE 440
Bradrhizabium sp_ BTANA-581 392 WP IKLPPL |POLAHEFLRRFMCERMERDL - TFDYSA | EVLMHCGE 440
Rhodopsendomonas palustris CEA004M-555 393 YPMILPPL IPLLASEFLHEMFMKERMSREL - AFESHALDLLKACSFE 441
Rbodopaeidomonas palsteis HaA21-584 393 YPMILPPL IPLLASEFLHMFMKEMDREL - QFEFHALELLKACSE 441
Rhodopseddomonas palustris BisAS3I1-577 390 PMILPPL IPLLAGAFLEMFMKE EREL-AFDSTImELLKGCSF 438
Azorhizobiur cadimodans-616 420 YPLILPPL | PKLAKMNFLDRF MK EMKLHM - MLSAPA | DVLERCYFE 468
Rbodabacter_sphaeraides 2.4.141-582 396 YPIWLPPL 1GLLAGGLLERFMKERMGMIKK - KLHPS AW AALAGCHME 444
Rhodobacter sphaeraides ATCC 1702401-582 395 WP IWLPPL 1GLLAQGLLEERFMKRMGMIK - KLHP S AWVALL AQCHME 444
Rhodobacter sphaeraides ATCC 17025H1-583 395 WP IWLPPL IGPLAGGLLERFMERMGMIKK -RLHPSA | SALAECME 443
Finconacetobacter dizzotraphicns PALS (Brazify¥ 380 |PIFLPPL |PMLAMEFLREFMETHRE TSL - TIASDGMDYLTTCYE 423
Pararhodaspieiiug photometeicum’ -804 41 WPIFLPAL PLLAGFFLDKYMEEMARSL -RFSEAALDYMGHCSF 454
Aquaifes geolicus (NI I-507 359 WP IFIPPL | PYLWHYFLEKFSKEYMNIKEY -5 | TQEVMDAFMK YEMN 407
Hydragenobacter_thermophiing1-522 362 ¥PIYIRPL I PMLWEYC |HQ | GEMMSHKL -R INKDALGILTSCDFE 410

Conservation

4145931

BI180367 7360301417221+ 73224253
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Herbaspirilinm_ sergpedicae SmRl1-543 417
Azospiviiing brasiiense SpIA-625 418
Azaspiriiiar brasiiense FRZA-626 415
Azaspiriium_ sp_ BS11-B42 420
Azospiriiing lipofermii-g332 420
Ahocfosleiifiar rabrar F15-601 434
Rhodaspirilinm_ centenumd 1-555 422
Rhodobacter capsilatus/1-0832 442
Rhodobacter_capsifatys(z V1-550 439
Kiabsielia_prenmaoniae 3420525 425
Azotobacter vinelapdii D4 (itdd ¥-523 424
Klebsielia_michiganensis ETI8M-525 423
Feeudomanas stitzers DS $16847-522 424
Pzendomonas stotzers A15031-522 424
Azatobacter vinelandii D4 (RifA2 ¥ -486 394
Azatobacter vieelandii_ CA_(piAZ ) 1-456 394
Azotobacter vinelandii CAE A2 ¥iI-456 394
Azatobacter vinelandii CA(nig 1 ¥-523 424
Azatobacter vieelandii CAE_ (Al Y 1-523 424
Capeiavidus taiwanensishl-o44 411
Burkholderia_vietnamiensis GLA-570 413
Faraburkholderia xepovorans LRLONI-573 415
Paraburkholderia phyvimatim-548 414
Burkholderia_sp_ KSO0EMN-572 413
Faraburkholderia phenoliriptrixd 1-545 414
Azoarels sy BHIZN-518 419
Azaareis sp_ KHIZC_ WA YI-553 47
Azaarcus sp RH3Z0 (mifAZy1-544 418
Mesorhizobing fapopicnr MAFF 20320090-5584 439
Sinarbizabiarr reelifoll 102151-542 413
Sinorbizabinm_ melilotl SMIL-542 413
Sinorbizabiurn relifol] Rpmddii-o42 413
Sinarbizabiarr reelifoll 203151-542 413
Sinorbizabinm_ medicae-542 413
Sinorbizobium fredil NGR2345-595 465
Sinarbizabinrr fredil HRI0Z-557 427
Sinorbizabinm_ fredii US04 2571535 455
Rhjzobinm_ etli CIAT 65201-563 420
Ralzobioee etfi By _raikosae Mired (e yV-586 442
Rajrobinm etll_bv_mimosae Mim) (midZV-576 433
RATzobinr legurminosaram by wiclge 384741-520 390
Ralzobioee troplic¥1-583 435
Bracvriizobiym dizzoefficiens USDA_ NMI-E0E 466
Bradyehizobine japopicyr US04 g/-5532 443
Bracvehizobine sp QRS 2781-580 441
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Rhodopsendamanas_paiustris CEAMS-585 532 MPSDESMM- - - - - - - - - oo oo | s5E2
Rhodopsendamanas_paiustris Had2r-554 526 TPMSAESAMGGEPM- - - - - - oo oo - - - L 5R1
Rhodopseddomongs painstyls BlsAS3-577 57 WSPAPSREAPSDDL - - - - - - - - - - - - L 554
Azarhizobpium_caulinodans-616 B3 CPAMPPRGI- - - s m e e e e e e a o - L 593
Rhodobacter_sphaeroldes 2.4.11-552 ST WPSAPLDGES - - - - o oo o i oo L 559
Rhodobacter_sphaeroides ATCC_170247-582 527 WPSAPLDGES - - - - - oo oo i oo - L 539
Rhodobacter_sphaeroldes ATCC_1702371-583 529 RPAPLDSEA - - - o - o i e mm oo o =]
Ginconacetobacter_diazatraphicys PAL S (Brazify 522 CPSSAVCESALMQGEANS - - - - - - - - - - - - | 528
Pararhociospieiinm_ photometric ' -6 vy J o ) 3. L 5@t
Aquites_aeaiicys (MBI Y1507 454 - CMGET WD - - - o - - - oo oo oo 455
Hidragenobacter_thermaphilus1-922 AT o e e e 495
Caonzervation 2 .
00100000 - - - e e e m e o 239729492 45
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Herbaspiriifum_serapedicae_ SmREW1-543
Azagpirilive brasiiense Splil-g25
Azagpdeilie brasliense FPA-E2E
Azaspiriliom_ so_ BN 1-642

Azagpirilive lonaferdm-633

Rhodagpieiing rubragm FHA-e0]
Rhodaspiriium_ centendmy1-555

Rhodabacter capsyiatys’]-553

Rhodabacter capayigtys(2¥1-550
Klehslella_preymaonize 3421-525

Azatobacter vinelandii D4 (w1 ¥1-523
Klebslella_michiganensis ETI18-525
Feeydomonas stutzers DSM_ $16E1-522
Paeydomonas stutzerl A15001-522
Azatobacter_vinelgndii DJ (nifd 2 ¥ 1-45¢
Azotabacter vinelandii CA_(nitd 2 Y 1-486
Azatobacter vinelandii CAG itz 1-486
Azatobacter vinelandii. CA_(nifA 1 ¥1-523
Azotabacter vinelandii CAB_ (mifA 11523
Cupriavians talwanenslis/1-544

Barkholderia wietnamiensls G4H-570
Farabuekholderia xepovorans L BL00I-573
Faraburkhoideria_phyvimator1-545
Burkholderia_sp_ KJO0B-572
Farabuekholderia_phenolivuptrix']-548
Azoarchs sp_ BHT2-514

Azoarcus sp KHIZC (nifd i ¥1-553

Aroarcns sp_ KHIZ2C (nifA 2 -544
Mesorhizobium faponicirg MAFF 30309959554
Sinorhizobinm melifoli 1021/1-542
Sinorhizobive melifoti SM1W-542
Sinorbizobing meliloll RmdiH-542
Sinorhizobivm_ melifoti 2011/1-542
Sinarbizobing medicae-542

Sinorhizobing fredii NGR234H-535
Sinorhizobivm fredil HR031-557
Sinarbizobing frecil USOA_25771-595
Rujzobivem_etil CIAT B52/1-563

Rhizabinm_ et bv_mimosae Mimi_(nifd 1Y i1-556
RAdzabive et bv_rimosae Misd_(nfA2¥1-576
RATzobing leglrninosarnm by_viclge 35414-520
Rbizabinm trapici1-583

Bradyrbizabini diazeefficiens US04 M0N-608
Bradyrhizabiyr Japonicom US04 6H-5332
Bradyriizobium_ sp_ QRS Z2754-580
Bradyrbizabiir s BTANA-551
Rhodopsesdomongs paipstris CGANMGI-555
Rhodapsendomonas palistris Had & -554
Rhodapsewdomonas paipstris BIsAS-577
Azarblzobiom_ cadlinodans-618
Rhodabacter_sphaeroides 2.4 M1-582
Rhodabacter sphaeroides ATCC 1702949-552
Rhodapacter_sphaeroides ATCC 17025901-553
Finconacetobacter_dizrotrophicus PAY S (Brazify
Pararhodospleiiiom photometricornd 1-604
Aquiifex_gealicus (NIR1¥I-507
Hydrogenobacter_ thermaophiing’1-522

a1
Go4
G604
G20
511
579
436
561
Bt
a03
a1
03
500
300
464
464
4654
a01
a0
322
548
551
326
a0
526
4495
a3
92d
a2
20
20
520
520
520
573
435
a73
541
564
54
4493
a61
a4
561
458
338
563
562
333
594
a60
a0
361
a60
a2
454
a00

Conservation

Consensus

Ococupancy
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'."I‘IIII , ?:20
GYALGHFMN | EVEKE * 543
SYALRKYMN I EIKRF - 625
SYALRKYMIEIKREF* 526
S¥ALRMKYMIEIKRF * 642
S¥YALRKYMNIEIKRF * 633

IGYALKKHD | PLERM* &1
I GYALRKHG | EVQREF * 558
la¥al GKFEIELRK | * 553
layALQGHFEIELRK | * 580
ANRIGIMDITLPRL* 325
I&YRE TQTLN THMRR |+ 323
AR G IWD ] TMPRL* 523
IANEYQATLN ITHMEK | * 522
I AYRYQATLN THMRR |+ 522
AYRI@TLM ICMGH | * 456
ANREIGQTLN I CMGK | * 436
AYRTQTLMN ICMGH | * 456
I AR T@TLM THMRR |+ 323
IANE IQTLN IHMEK | * 523
IGYALRKMG ] ELRRF * 344
I ALHKY G| EVRRF * 370
GYALHKY S | EVRRFE * 573
IGYALRKHE | EVRREF * 348
IGYALHKY G EVRREF * 572
IGYALRKHE | EVRREF * 548
I&YR IQTLM IKVR@ ]+ 318
I GYALREKYM | EVRGL * - 553
FGYALGHHE IRVEKF * - 244
GrYaLRRHH | EVRKE * - 354
GY¥ALRRHGWDWRHKL * - 242
GYALRRHGWYDWRKL * - 942
GYALRRHGYDWRKL * - 542
GY¥ALRRHGWDWRHKL * - 242
GYA | RRHGWEWVRKL * - 942
GYALRRHH vk | * - 535
GYALRRHG | GWKK | * - 257
GYALRRHG | GWKK | * - 585
GYALRGHR | EvRKL * - 563
G ALRGHR | EVKKL * - 586
IGYALRGHG | EVREKF * - 576
GYALRRFR IDWHIKE?* - 520
GYALRRHM | EMKKF * - 5583
GrYaLREYG 1 E KRR * - G056
GYALRKYG I EIKREF * - 553
I GYALKKYN | EVRRF * - 550
IEALKREYM | EVRRF * - 351
1 G ALKKHM I ELKHF * - 385
I GYALKKYD I ELKHF * - 554
IEYALKKHDYEVRHFE * - 377
GYALRKYD 1D [ KREF * - 616
I GYALRKYN IRVEKE * - 552
IEVALKK YN IRVERFE * - 352
I GYALRKHM IRVEKFE * - 583
IGYALRKMNG 1S TKKF * - 552
Iy ALKKHD | PLERL * - 504
SR IG‘!KYGIKLPK.* a07
LEYR IKKYGIEIKK | * - 922

406432928368+ -

[ = —

LGMTPRQ I GYALRKHN | EVKKF * *
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APENDICE 2 - ARVORE DE PROXIMIDADE DE SEQUENCIA ENTRE PROTEINAS NifA
DE DIVERSOS ORGANISMOS

100 Rhizobium etli CIAT 652

Rhizobium etli bv. mimosae Mim1 (nifA1)
Mesorhizobium japonicum MAFF 303099
Rhizobium etli bv. mimosae Mim1 (nifA2)
Rhizobium tropici

Sinorhizobium fredii NGR234

Sinorhizobium fredii HH103

99 | Sinorhizobium fredii USDA 257

Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841

47

r Sinorhizobium medicae

741 Sinorhizobium meliloti 1021

93
1 Sinorhizobium meliloti 2011

100 | Sinorhizobium meliloti SM11

56! Sinorhizobium meliloti Rm41

Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 (Brazil)

Azorhizobium caulinodans

& 100 | Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110
87 Bradyrhizobium japonicum USDA 6

Bradyrhizobium sp. ORS 278

97

Bradyrhizobium sp. BTAi1
Rhodopseudomonas palustris BisA53
Rhodopseudomonas palustris CGA009

100 Rhodopseudomonas palustris HaA2

55 Rhodospirillum centenum

100 | Rhodobacter capsulatus
96

| Rhodobacter capsulatus(2)

100 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025
100 Rhodobacter sphaeroides 2.4.1

100 100 ! Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029

{ Rhodospirillum rubrum F11
100 Pararhodospirillum photometricum
Azoarcus sp. KH32C (nifA1)

100 | Azospirillum brasilense Sp7

100 Azospirillum brasilense FP2

58 Azospirillum sp. B510
100 [ Azospirillum lipoferum
0 Herbaspirillum seropedicae SmR1

Azoarcus sp. KH32C (nifA2)
100 | Paraburkholderia phymatum
72 Paraburkholderia phenoliruptrix
Cupriavidus taiwanensis

100 Paraburkholderia xenovorans LB400
Burkholderia vietnamiensis G4

100 ' Burkholderia sp. KJ006

Azoarcus sp. BH72

100 E Klebsiella pneumoniae 342

100 Klebsiella michiganensis E718

Azotobacter vinelandii CA (nifA2)
L 100
50 4’ Azotobacter vinelandii CAG (nifA2)

Azotobacter vinelandii DJ (nifA2)

Pseudomonas stutzeri DSM 4166
100 100

Pseudomonas stutzeri A1501

100 Azotobacter vinelandii DJ (nifA1)

Azotobacter vinelandii CA (nifA1)

100
Azotobacterad i I
Aquifex aeolicus (NIh1)
99

Hydrogenobacter thermophilus

||
0.10

Arvore de proximidade de seqiiéncia de 56 proteinas NifA de proteobactérias construida pelo método
de neighbor-joining. Os valores sobre os ramos indicam o grau de suporte (em porcentagem) de cada
dicotomia calculado pelo método de bootstrap. Em vermelho, proteina NifA de H. seropedicae; em
azul, proteina NIh1 de A. aeolicus.



APENDICE 3 - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DE his-hs409-417av[xhol]

CALCULADOS COM O PROGRAMA PROTPARAM

User-provided sequence:

10
MGSSHHHHHH

70
LSAHLETKRV

130
LAQEPLFLAR

190
MVANLIGQTV

250
APSRSTMLLR

310
TGAQGERKGR

370
TATNRDLEKA

430
VAMSPQAMLL

490
EVNLADETLD

20
SSGLVPRGSH

80
LLSLMQDSGE

140
TSPRQSQDGE

200
RLYRSVAAER

260
GESGTGKEVI

320
FELAHGGTLF

380
VAKGEFRADL

440
MSHRWPGNVR

500
DRERVIAALE

30
MATILDDRSV

90
LQOLVSAIGLS

150
VISFVGVPIK

210
QQLQEEKRQL

270
ARATHYLSPR

330
LDEIGEISPA

390
YYRINVVSIF

450
ELENCLERSA

510
QAGWVQAKAA

10
NLELVTIYET

100
YEEFQSGRYR

160
AAREMLGVLC

220
SRQLQGKYKL

280
KDGPFIKVNC

340
FOAKLLRVLQ

400
IPPLRERRED

460
IMSEDGTITR

520
RLLGMTPRQT

50
SKILGSSLDL

110
VGEGITGKIF

170
VFRDGQSPSR

230
DNVIGISKAM

290
AALSETLLES

350
EREFERVGGS

410
IPYLVEHFLE

470
DVVSLTGVDN

530
AYRIQTLNIH

60
SKTLREVLNV

120
QTETPIVVRD

180
SVDHEVRLLT

240
QEVFAQVHQS

300
ELFGHEKGAF

360
RSIKVDVRLV

420
KFRVENQRAM

480
ESPPLAAPLP

MRKT

220

Number of amino acids:

Molecular weight:

Theoretical pI: 7.81

534

59748.57

Amino acid composition:

Ala (A) 40
Arg (R) 47
Asn (N) 13
Asp (D) 21
Cys (C) 3
Gln (Q) 27
Glu (E) 46
Gly (G) 37
His (H) 16
Ile (I) 30
Leu (L) 62
Lys (K) 21
Met (M) 14
Phe (F) 17
Pro (P) 20
Ser (S) 42
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Thr (T) 23 4.3%
Trp (W) 2 0.4%
Tyr (Y) 10 1.9%
Val (V) 43 8.1%
Pyl (O) 0 0.0%
Sec (U) 0 0.0%
(B) 0 0.0%
(Z) 0 0.0%
(X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 67
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 68

Atomic composition:

Carbon C 2628
Hydrogen H 4276
Nitrogen N 770
Oxygen 0 784
Sulfur S 17

Formula: Cy638H4276N7700784517
Total number of atoms: 8475

Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M™*! cm™, at 280 nm measured in

water.

Ext. coefficient 26025

Abs 0.1% (=1 g/1) 0.436, assuming all pairs of Cys residues form cystines
Ext. coefficient 25900

Abs 0.1% (=1 g/1) 0.433, assuming all Cys residues are reduced

Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is M (Met).

The estimated half-1life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:

The instability index (II) is computed to be 42.89
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 98.03

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.235
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ANEXOS — MAPAS PLASMIDIAIS

ANEXO 1 — MAPA DO VETOR DE EXPRESSAO pET28a

Xho I[{158)
Mot [{168)
Eag lj168)
Hind 11{173)
Sal lj179)
Sac I{190)
EcoR lj132)
BamH lj138)
Mhe [[231)
Mde 1{238)
Nco [296)
¥ba I{335)

Bagl ll{401)

Sqra 1j442)
Sph lj5a8)

Bpu1102 1{80)

Dra 11l{5127)

Pvu li2426)

Sgf l{4426)
i
i o
Sma |4300) & Miw I{1123)
s g Bel [{1137)
Cla {4117} [ < = |
Mru li4083) -I J __"‘“J [ | [BstE llj1304)
Ll
L pET-28a(+) by ‘ N apa Ii1334
\ (5369bp) @
\ N .
BasH 11534}
EcoST {3772 EcoR V{1573)
Hpa l{1828)
Alwh [{3640)
>
BssS |(3307) &) Psha {1083}
BspLU11 l[3z24) Bal {2187}
Sap l{3108) Fsp I{2205)
Bst1107 lj2885) — Psp5 11{2230)
Tih111 I(z082)
T7 promoter primer #69348-3
. prmes e e
|£I' up’str%aﬂlpfnmer #69214-3 T7 promoter lac operator Xpal tbs
AGATCTCGATCCCGLGARATT AAT ACGAC TCACTAT AGGGGAAT T TGAGCGGAT AACAAT TCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACT TT AAGAAGGAGA

Neol His*Tag Ndel Nhel T7*Tag
ATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGLCTGGTGCCGLGOGGLCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGC AA
MetGlySerSerHisHisHIisHIsHisHIsSerSerGlyLeuVa Pfoif?E ySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGin
Eag| thrombin
BamH | EcoR| Sacl _ Sall Hindlll _ Notl  Xhol His+Tag
ATGEGTCGCGGATCCGAAT TCGAGCTCCGTCOACAAGC TTGCGGLCGCAC TCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCOGCTGCT AACARAGECE  pET-28al+)
MetGlyArgGlySerGluPheGluleuArgArgGinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleuArgSerGl yCysbnd

.. GGTCGGGATCCGAAT TCGAGCTCCGTCGACAAGCT TGLGGCCGLACT CGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC TGC TAACAAAGCCC pET-28b1+)
.. .GlyArghspProAsnSerSerSerValAsplysleulloAloAlaleuGluHisHisHIisHIsHIsHIsEnd

.. GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGECCGLACT CGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGL TGO T AACARAGCCE pET-28c {+]
GlyArglleArgl leArgAlaProSerThrSerlLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleuThrlysPro
Bpul11021 T7 terminator
GAAAGGAAGCTCAGTTGECTGCTGCCACCGLTGAGCAATAACT AGCATAACCCCTTGEGGCCTC TAAACGEGTCTTGAGGGGTTTTTITG

-
T7 terminator primer #59337-3
PET-28a-c(+) cloning/expression region
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ANEXO 2 — MAPA DO VETOR DE EXPRESSAO pET29a

X¥ho 1[158)
Mot I{168)
Eag l{168)
Hind Wj173)
Sal lj179)
Sac {190
EcoR {132}
BamH l{198)
EcoR Vi206)
Hco 213
Kpn l{238)
Bpu1102 I{20) Bgl 1l{241}

Msp W
—
¥ha I[233)

Sgra [{444)
Sph 1[600)

Dira Il{5128)

Sgf lj4423)
Pu 1[4428)

Sma |i4302) Miu 11125)

= Bel I{1139)
(18
, | =11
Nru (4085 | | pET—2gﬂ{+} E BstE 11{1308)
- (5371bp) LA || Apa l(1328)
{ oo
|
B==H 1538
EcoST Ij2774) H; o )
( J
AbwiN 1(3842)
BssS 13200 Psha 1[1970)
BsplLU11 lj3228) ’
Sap (3110 ?:f:p'iz‘ag}j
Bet1107 I{2007) — {2207)
Tth111 Ig2a71) Paps li{z232)
T7 promoter primer #30348-3
PETWEITETT"“EFF"‘?DZJ‘:?‘“ T]".!::Drrn-mer lac operator 3:.!;3! R E T‘En
Mgl SiTag NspV o o
MetlysGlaThrn oAl ah alysrhet

T7 terminator

CECTEL TGO AL LG T AL A TAAL TAGC AT AR L CO TTEEGECC TC TAMALGEETC TTRAGERETTTTTTE

-y
T7 terminator primer #50337-3

PET-29a-c(+) cloning/expression region
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ANEXO 3 — MAPA DO VETOR DE EXPRESSAO pETDuet1

Cla | (5383)

SgrA | (5339) |

Sph 1 (5181) ||
EcoN 1 (5126) 11

MCS1
T?J'acl

Nco | (69)
His*Tag
BamH 1 (108)
EcoR I (112)
Dra lll (779) Sac | (122)
BspM | (129)
Asc | (125)
SseB387 | (135)
Ssp | (084) Pst 1(135)
Sal 1(137)
Hind 11l (143)

Not | (150)
Ahd | (1189)
| ‘rBsa | (1250) Afl 11 (163)

-Bgl | (1309)

Miu | (4658)
Bel | (4644)

BstE Il (4476)
Apa | (4455)

pETDuet-1

'| MCs2
|| (5420 bp)

[Fsp 1 (1211) Tﬂacl

Nde | (298)
Bgl Il (305)
Mun | (311)
Sca | (1669) EcoR V (319)
NgoA IV 1(324)
Fse | (328)
Sgf | (337)
Aat 11 (348)
Kpn | (352)
Xho 1(354)
S-Ta?

Pac I (429)
Avr 11 (433)

Betno7 (3027) ] - AlwN | (2385) T7 terminator

Sap 1(2912) BgplLU11 | (z794)

Psp5 Il (3789)
Bpu10 | (3689)

pET Upstream
Sgral Primer #69214-3 GClal T7 promoter-1

AGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATA

T7 transcription start-1
Iac operator Xbal rbs Neo | His-Tag

GGEGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCAC
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHis

BspM | BsrG |
Sac | Pstl DustUP2 Primer
BamH | EcoR | EcH361  Asc 155883871 ga/| Hind il Notl AR #71180-3

AGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGECGCGCCTGLAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGLC
SerGlnAspProAsnSerSerSerAlaArgleuclnValAsplLysLeuAlaAlaAlaEnd Duet?lWPlimer

#71179-3
DuetUP2 Primer T7 transcription start-2
#71180-3 T7 promoter-2 lac operator rbs Nde |

— —=
GCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACAT

DuetDOWNT Primer
#771179-3
NgoA IV Xhol
Ndel _Bgli Munl EcoRV _ Fsel Sgrl Aatll _Kpnl _Aval S+Ta
ATGGCAGATCTCAATTGGATATCGECCGGCCACGCGATCGLTGACGTCGGTACCCTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAG
MetAlaAspLeuAsnTrplleSerAlaGlyHisAlalleAlaAspvalGlyThrLeuGluSerGlyLysGluThralaAlaAlaLysPheGluArgGln

S:Ta Pacl Awrll Bputi021 T7 terminator
CACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAATTAACCTAGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTG
HisMetAspSerSerThrSerAlaAlaEnd 7 Terminator Primar

#69337-3

pETDuet-1 cloning/expression regions



ANEXO 4 — MAPA DO VETOR DE CLONAGEM pTZ57R/T

il 127

EcoRl 615
Pcdmil
e Bl 621
=y

Pojl 358 AccéSl BT
Seal, Tall 2447 Kpal g27
BspBBl €33
Mval2691 637
Mph11031 €39
g Kbal B44
T Gamil 654
cheal g54
EcoBfl €53
Gsul 2054_ hY Smial £53
EcoZil 2036 ", Apal E61
Eam11051 1984 Lgul 853, Bspl201  BA1
N\ Hinell  E67
', Sall BRT
Afilll, Pecl 1078 \\ mil BRT
, Pstl E72
\, A 674
|Bsay Ecold?l €78
I e . Pael &84
e “Hindll 890

T7 promoter
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