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RESUMO

O termo "proteoma” refere-se ao conjunto de proteinas expressas por uma célula em
uma determinada condicao fisiologica.  Foi realizada analise protedmica da estirpe
selvagem (SMR1) e das estirpes mutantes SMR54 (nifA) e DCP286A (ntrC) de
Herbaspirillum seropedicae.  As proteinas foram fracionadas por meio de
eletroforese bidimensional. A isoeletrofocalizacao foi realizada em tiras com
gradiente imobilizado de pH nas faixas de pH 4 a 7 e pH 3 a 10 e a eletroforese na
presenca de SDS foi realizada em géis de poliacrilamida 12,5%. Foram realizadas
analises da estirpe selvagem na condicao de fixagao de nitrogénio cultivada em
baixo amoénio (2mmol/L de NH4Cl) ou em alto amoénio (20mmol/L de NH4Cl). Para
as estirpes mutantes, incapazes de fixar nitrogénio, foram realizadas analises na
condicdo de baixo aménio e alto amonio. Na estirpe selvagem (SMR1T) ocorreu
inducéo de 25 proteinas na condicao de fixacao de nitrogénio quando comparada
com a mesma estirpe cultivada em alto amoénio (20mmol/L de NH,4Cl). Em condicao
de alto amonio foram induzidas 12 proteinas na estirpe mutante SMR54 (nifA) e nao
ocorreu indugao de nenhuma proteina na estirpe mutante DCP286A. Em condicao
de baixo amonio 3 proteinas foram induzidas na estirpe selvagem, 8 no mutante
SMR54 e nenhuma no mutante DCP286A quando comparados com a estirpe
selvagem nas mesmas condicoes. Um grande numero de proteinas foi reprimido
na condicao de fixacdo de nitrogénio e baixa amoénia na estirpe SMR1 e nos
mutantes nas duas condicoes estudadas. As proteinas reprimidas no mutante
SMR54 foram reprimidas também no mutante DCP286A porém, no ultimo ocorreu
repressao de um numero maior de proteinas. Vinte e nove proteinas induzidas na
estirpe SMR1 em condi¢ao de fixacao de nitrogénio ou no mutante SMR54 cultivado
em alto amonio (20mmol/L de NH,CI) foram submetidas a espectrometria de massa
utilizando MALDI-ToF, entretanto, os dados provenientes das massas tripticas nao

foram suficientes para sua identificagao.
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1. INTRODUCAO

1.1 PROTEOMA

O termo "proteoma” foi proposto em 1993 por Mark Wilkins e Keith Williams
para referir-se a identificacao sistematica do complemento protéico total do genoma
(BLACKSTOCK & WEIR, 1999; LOPEZ, 1999), ou seja, se refere ao conjunto de
proteinas que sao expressas pelo genoma de um organismo ou tipo celular
(HAYNES & YATES, 2000). Entretanto, este termo pode também ser usado em um
sentido menos universal, para referir-se ao conjunto de proteinas que esta sendo
expresso num dado momento da vida da célula (ABBOT, 1999).

As proteinas sao muito ricas em informacao biologica. Suas atividades
especificas, estado de modificacdo, associacdo com outras biomoléculas e os niveis
de expressao sao essenciais para a descricao de sistemas biologicos
(AEBERSOLD, 2003).

O seguienciamento do genoma tem sido prioridade da pesquisa em Biologia
Molecular nos ultimos anos. Atualmente, ja sao conhecidos mais de 87 genomas
bacterianos e existem 125 em progresso (MATTE et al., 2003). A quantidade de
informacao disponivel em banco de dados é praticamente duplicada a cada 12
meses (www.ncbi.nim.nih.gov/Entrez/Genome/org.html).  Entretanto, essa imensa
quantidade de informagao, por si so, revela muito pouco a respeito de como as
proteinas operam nos organismos (WILKINS & HOCHSTRASSER, 1996).

Contrariamente ao genoma, que funciona como repositorio estatico da informacao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/Genome/org.html

genética e cujo conteudo nao muda com o tempo, 0 proteoma ¢ altamente dinamico.
Um unico genoma pode gerar um numero muito grande de proteomas, dependendo
de variaveis como estagio do ciclo de crescimento, disponibilidade de nutrientes,
temperatura, resposta ao estresse, condicoes patoldgicas e diferengas entre estirpes
(CAHILL et al., 2001).

Apos a sequéncia completa do genoma de um organismo ter sido
determinada, quadros de leitura aberta ou ORFs (Open Reading Frames). nas
sequéncias de nucleotideos podem ser preditas, identificando todas as provaveis
proteinas codificadas. A confiabilidade das ORFs preditas € baixa para genes
pequenos ou genes com pouca ou nenhuma homologia com outros genes
conhecidos. Entre estas ORF's, muitas codificam para proteinas ditas hipotéticas,
cuja comprovacao da existéncia estd baseada unicamente em analises
computacionais das sequéncias genomicas e suas funcdes sdo desconhecidas
(CASH 2002). Aproximadamente 30% das ORF'’s de organismos ja sequienciados
codificam para proteinas hipotéticas, cuja comprovacao de existéncia requer seu
aparecimento fisico. A confirmacdo de um produto génico através da anélise
proteémica € um passo importante complementar a anotacao do genoma (PANDEY
& MANN, 2000). Em um estudo protedmico realizado por CASH e colaboradores
(1998) com Hemophilus influenzae foram observadas, entre as proteinas mais
abundantes, os produtos de 19 ORFs hipotéticas demonstrando, portanto, a
importancia desta analise para o conhecimento detalhado do genoma e a
funcionalidade dos genes anotados.

As proteinas podem sofrer modificacoes pos-traducionais como fosforilacao,

metilacao, acetilacao e clivagem proteolitica entre outras. Por este motivo, a



estrutura final e funcao das diversas proteinas nao podem ser definidas com base
apenas nas sequéncias nucleotidicas dos genes que as codificam (CAHIL et al,
2001). Em bactérias, um unico gene pode codificar para uma ou mais proteinas em
um gel bidimensional devido as modificacoes pos-traducionais e pos-transcricionais
(WILKINKS et al, 1996). Até mesmo para organismos pouco complexos, como 0
Mycoplasma genitalium, existem 24% mais proteinas do que genes (ABBOT, 1999).

O grande numero de informagoes obtidas pelo sequenciamento do genoma
sugere possiveis modos de expressao dos genes, mas nao prové dados sobre
eventuais modificagdes pos traducionais nem do controle da atividade em resposta a
condicoes particulares. Estes problemas podem ser resolvidos estudando a
expressao génica através dos niveis de RNAm ou dos niveis protéicos (DUNN,
2003). Andalise do RNAm fornece informagoes a respeito da fun¢ao génica, porém
este € um modo indireto, tendo em vista que 0s RNAm sao os intermediarios na
expressdo da informacao genética (entre DNA e proteina) e ndo as entidades
funcionais em si. Além disso, diversos estudos demonstraram que ha baixa
correlacao entre a abundancia de RNAm na célula e proteinas (OLIVER, 2000).
Adicionalmente, estudos de RNAm nao fornecem informacdes a respeito de
modificacées pos-traducionais (MANN & JENSEN, 2003).

A Protedmica tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas, seus
niveis de expressao, suas funcoes, modificacoes pos-traducionais, interacoes entre
proteinas e mecanismos regulatérios (BLACKSTOCK & WEIR, 1999). Uma
descricao completa do proteoma de um organismo fornece, ndo apenas um catalogo
do conjunto de proteinas que esta sendo expresso pelo genoma, mas também

dados de expressdo celular sob condicdes definidas e a distribuicao dessas



proteinas na célula (CASH, 1998). Portanto, o passo do genoma para o proteoma é
um passo do nivel da informagéo genética para a funcao celular. As concentracoes
de proteinas que sao alteradas em determinadas condicoes fisiolégicas mostram

quais fungoes sofrem modificagoes (JUNGBLUT, 2001).

1.1.1 Tipos de Estudos Protedmicos

Existem diversos tipos de estudos protedmicos. A abordagem proteomica
classica € o estudo da expressao protéica global (Expression proteomics), que
envolve a criacdo de mapas quantitativos das proteinas expressas de extratos de
células ou tecidos. Os perfis protéicos dos proteomas expressos sob diferentes
condicoes fisiologicas sao comparados. Informacoes deste tipo de estudo podem
permitir a identificacao de proteinas de transducao de sinal ou identificar proteinas
especificas de estados patoldgicos e estados fisiolégicos diversos (GRAVES &
HAYSTEAD, 2002). Normalmente, a separacao das proteinas € feita por
eletroforese bidimensional e a identificagao através de espectrometria de massa
(JOCELYN & ILAG, 2002).

A disponibilidade de sequéncias genomicas tem permitido um estudo mais
detalhado do proteoma da Escherichia coli utilizando técnicas como microarranjos de
proteinas, blogueio sistematico de genes e eletroforese bidimensional. Utilizando os
dados do genoma & possivel realizar andlises protedmicas "in silico” (MATTE et al.,
2003). Programas como o "Proteogest” sao capazes de realizar a digestao triptica
de um proteoma e analisar os peptideos resultantes. Desta maneira sao geradas

estatisticas descritivas para o proteoma intacto ou proteoliticamente digerido



(CAGNEY et al, 2003). O conhecimento de tais dados pode auxiliar no
planejamento de proteomas experimentais.

Em estudos denominados como “Shotgun Proteomics” uma mistura de
proteinas € digerida com uma protease especifica; os peptideos resultantes sao
separados por meio de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e
analisados por espectrometria de massa (SCHWARTZ et al., 2002; HANCOCK et al.,

2002).

1.2 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Existem duas etapas principais na analise proteOmica: a primeira etapa
consiste em isolar e separar as proteinas de um sistema biologico, geralmente
utilizando eletroforese bidimensional ou cromatografia liquida multidimensional
acoplada a espectrometria de massa (LC-LC-MS/MS) e a segunda etapa consiste na
identificacdo das proteinas separadas, geralmente por espectrometria de massa e
bioinformatica (CAGNEY et al., 2003: ABBOT, 1999) (FIGURA 1).

Atualmente a eletroforese bidimensional € o0 modo mais direto para mapear o
proteoma de um organismo (LOPEZ, 1999; CAHILL et al., 2001). Este procedimento
foi pioneira e independentemente descrito por O'FARREL (1975) e KLOSE (1975).
Na eletroforese bidimensional as proteinas sao separadas de acordo com seu ponto
isoelétrico (pl) por focalizacao isoelétrica (IEF) na primeira dimenséao e de acordo
com sua massa molecular por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na

presenca de SDS (SDS - PAGE) na segunda dimensdo (O'FARREL, 1975).



OFARREL realizou a separacao de proteinas de Escherichia coli combinando

isoeletrofocalizacao (IEF) em poliacrilamida realizada em tubos de ensaio na
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FIGURA 1: ABORDAGEM PROTEOMICA POR MEIO DE ELETROFORESE
BIDIMENSIONAL. Células ou tecidos em diferentes condicoes (A e B) sao
coletadas e as proteinas solubilizadas. A IEF separa as proteinas de acordo com o
ponto isoelétrico. Apos esta etapa as proteinas sao reduzidas, alquiladas e € feita a
segunda dimensao (SDS-PAGE) que separa as proteinas conforme o peso
molecular. As andlises das imagens sao feitas utilizando programas
computacionais. As proteinas de interesse sao removidas do gel bidimensional,

digeridas com tripsina e submetidas a analises espectrométricas para posterior



identificacao através de sequéncias disponiveis em bases de dados (modificado de

PANDEY & MANN, 2000).

presenca de anfolinas com sistema descontinuo e SDS-PAGE de LAEMMLI para a
segunda dimensao (1970).

O desenvolvimento das tiras IPGs (Immobilised pH Gradients), nas quais um
determinado gradiente de pH € imobilizado em uma matriz de poliacrilamida,
permitiu melhor reprodutibilidade dos géis de isoeletrofocalizagao e resolveu alguns
problemas que ocorriam quando a IEF era feita segundo O'FARREL. Esta técnica
foi aprimorada por GORG e atualmente € o método mais utilizado para a realizacao

da primeira dimensao (revista por DUNN & GORG, 2001)

1.2.1 Vantagens da eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional € um método de separacao eficiente porque
todas as proteinas em uma amostra sao separadas simultaneamente fornecendo
informacoes uteis sobre ponto isoelétrico, massa molecular, expressao, abundancia
relativa e modificacoes pos-traducionais, verificadas pela alteracao da mobilidade
eletroforética (PANDEY & MANN, 2000). Variacoes em um unico aminoacido
podem resultar na mudanca de posicao de uma proteina em um gel bidimensional
(JUNGBLUT, 2001)

Proteinas de transducao de sinal, que sofrem modificacées covalentes, sao
de particular interesse. A eletroforese bidimensional de amostras marcadas com *?P

pode ser usada para identificar proteinas contendo grupos fosfato. Anticorpos



especificos para fosfotreonina, fosfoserina e fosfotirosina podem ser utilizados para
localizar  proteinas fosforiladas em géis bidimensionais (WILKINS &
HOCHSTRASSER, 1996).

1.2.2 Limitacoes da eletroforese bidimensional

Alguns dos fatores que dificultam a analise protedémica sao as modificacoes
pos-traducionais das proteinas e o0 baixo numero de moléculas por célula
(JUNGBLUT, 2001). Diversos estudos demonstraram que apenas as proteinas mais
abundantes da célula sao identificadas por meio de eletroforese bidimensional. Em
um estudo no qual mais de 150 proteinas de células de levedura foram identificadas
através desta técnica, nao foi identificada nenhuma proteina com valores de
preferéncia de codon menores que 0,1, um valor arbitrario que indica proteinas com
baixo nimero de cépias (HAYNES & YATES, 2000). Valores calculados de
preferéncia de codon indicaram que dos 6000 genes de levedura, metade
apresentaram valores inferiores a 0,1 e sao, provavelmente, nao detectaveis em géis
bidimensionais sem algum passo de enriquecimento prévio (GYGI et al, 2000;
HERBERT et al., 2001).

Proteinas responsaveis pela manutencao e reproducao celular representam
aproximadamente 80% das proteinas de um determinado tecido ou organismo
(WILKINS & HOCHSTRASSER) e podem estar presentes em concentracoes até
10000 vezes superiores as proteinas de baixo numero de copias que normalmente
realizam fungbes importantes na célula como funcdo enzimética, receptores e
proteinas de transducdo de sinal (ABBOT, 1999). Também €& problemética a

separacao de proteinas grandes (com MM superior a 100000 Da), proteinas



extremamente acidas ou basicas (pl < 3,5 ou pl > 9,5) e proteinas de membranas
(SHEN & SMITH, 2002; HERBERT et al., 2001).

Diversos procedimentos podem ser adotados para contornar tais limitagcoes,
dentre eles, o pré-fracionamento da amostra, utilizacao de faixas estreitas de pH
para realizacao da IEF, fracionamento sub-celular e/ou remogao das proteinas mais

abundantes da amostra (HANCOCK et al., 2002).

1.3 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

A possibilidade de identificar rapidamente um grande numero de proteinas
através de espectrometria de massa (MS) foi um enorme avanco na éarea da
protedmica. Em 2002, John B. Feen e Koichi Tanaka receberam o prémio Nobel
em quimica pelo aprimoramento das técnicas de ionizacao brandas utilizadas em
ionizacdo por eletronspray (ESI) e ionizagdo por remogao a laser assistida por
matriz (MALDI), respectivamente. Estas técnicas sdo consideradas brandas pela
sua capacidade de gerar ions a partir de macromoléculas nao volateis sem ou com
muito pouca fragmentagao da molécula analisada.

A espectrometria de massa determina a massa molecular atraveés da relacao
carga/massa (m/z) de ions gerados a partir da molécula analisada. Atualmente
MALDI e ESI sao as tecnologias utilizadas para ionizacao das proteinas e sua
subsequente identificacdo (KOPKE, 2003). O equipamento MALDI, acoplado a um
analisador de massas tipo tempo de voo (ToF), € normalmente utilizado para a
realizacao da impressao digital de peptideos (PMF) de proteinas e outras moléculas

(AEBERSOLD & GOODLET, 2001).



A tripsina, normalmente utilizada para a digestao das proteinas, faz clivagem
especifica C-terminal adjacente a residuos de arginina e lisina, gerando um conjunto
de peptideos unicos cujas massas sao determinadas por espectrometria de massa

(SHEVCHENKO et al., 1996; CAGNEY et al., 2003) e que podem ser considerados

como impressao digital daquela molécula (QUADRONI & JAMES, 2001).

1.4 METODOS DE COLORACAO

Ha uma grande variedade de métodos de coloracao que podem ser utilizados
para visualizar as proteinas separadas através de eletroforese bidimensional. Os
métodos de coloracao mais utilizados sao Coomassie Brilliant Blue, prata e
fluorescéncia. Coomassie possui sensibilidade para detectar de 30 a 100ng de
proteina sendo menos sensivel que a coloracao com prata e 0s métodos de
fluorescéncia (PATTON, 2002). A coloracdo com prata possui sensibilidade para
detectar 0,Tng de proteina por ponto protéico presente no gel bidimensional.
Entretanto prata apresenta certas desvantagens, como a falta de linearidade e o
problema de gerar coloracdo negativa em regioes com altas concentracoes de
proteinas, devido a saturacao (DUNN, 2003). A coloracao por fluorescéncia é
atualmente a melhor alternativa devido a sua alta sensibilidade e linearidade, além
de ser totalmente compativel com espectrometria de massa (PATTON, 2002;

KOPKE, 2003).
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Adicionalmente as proteinas podem ser detectadas através de técnicas de
auto-radiografia. Para isto € necessario que a amostra seja constituida de proteinas
marcadas radioativamente in vivo, utilizando por exemplo, os isctopos *S, ™C, *H,

ou, no caso de fosfoproteinas, *2P.

1.5 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

A identificagao de uma proteina através dos valores das massas moleculares
de seus peptideos € realizada por comparacao "in silico” através de pesquisa em
banco de dados disponiveis como o Mascot, PepTident, ProFound, Ms-Fit, Multident,
Tagldent, ou CombSearch.

O programa ProFound faz uso de um algoritmo computacional que compara
as massas determinadas para peptideos proteoliticos com as massas calculadas
para todas as clivagens enzimaticamente possiveis dos produtos de cada ORF
predita pela sequéncia genomica de organismos presentes em base de dados. A
proteina € identificada baseando-se na avaliacao dessa comparacao. Este
programa esta disponivel na Internet (<http://prowl.rockefeller.edu>). As diversas
bases de dados utilizadas sao o "Genbank”, o "SwissProt Database”, o "Protein
Database” e o "EMBL".

A identificacao ¢ fortemente influenciada pela quantidade de proteina na
amostra, grau de modificagao pos-traducional, qualidade das buscas automaéticas e
presenca da proteina nos bancos de dados (KOPKE, 2003). O conhecimento do
genoma de um organismo € de grande importancia para permitir a identificagao

exata das proteinas pelo padrao de peptideos.
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1.6 ESTADO DA ARTE DA ANALISE PROTEOMICA DE MICRORGANISMOS

As bactérias respondem a condicoes de estresse ambiental através de
modificacdes nos padroes de expressao geénica. Muitos investigadores tém
verificado este fendmeno através do uso de eletroforese bidimensional. Esta
abordagem pode ser utilizada mesmo com pouca informagédo a respeito da
identidade das proteinas, servindo como um sistema de analise para ajudar em
investigacoes futuras. Muitos dos estudos iniciais com esta abordagem foram
usados para formar um catalogo das proteinas sintetizadas e de seus padroes de
sintese em condi¢oes definidas, sem informacdes a respeito de sua identidade
(CASH, 2002).

Projetos de caracterizacao protedmica em ampla escala ja tém sido
desenvolvidos com varios microrganismos, dentre eles: Saccharomyces cerevisiae,
Escherichia  coli, Haemophilus influenzae,  Mycobacterium  tuberculosis,
Ochrobactrum  anthropi,  Salmonella  entérica,  Spiroplasma  melliferum,
Synechocystitis  spp, Dictyostelium discoideum e Rhizobium leguminosarum
(HAYNES & YATES, 2000).

A analise protedmica também pode ser utilizada para revelar mecanismos de
interacao entre bactéria e planta. NATERA e colaboradores (2000) utilizaram
eletroforese bidimensional para identificar proteinas diferencialmente expressas
durante a interacao simbictica entre a bactéria Sinorhizobium meliloti e a leguminosa
Melilotus alba. Mapas 2D de nodulos de plantas controle de M.alba (tipo selvagem),
da bactéria S. meliloti em cultura e bacterdides de S.meliloti foram realizados e 0s

mapas protedmicos resultantes foram comparados (NATERA et al., 2000).
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O estudo de BASTELAERE e colaboradores (1993) foi o primeiro a
demonstrar que a presenca de exsudatos de raizes modifica a expressao génica de
bactérias associadas. Atraveés de analises comparativas usando geis bidimensionais
foi detectada a inducdo de proteinas em Azospirillum brasilense na presenca de
exsudatos de trigo, milho, feijao e alfafa.

Mudancas importantes da expressao génica e do comportamento de bactérias
Gram-negativas sao reguladas pelas homoserinolactonas (AHL), moléculas
sinalizadoras do tipo "quorum sensing’. Com a analise protedmica foi possivel
demonstrar que o hospedeiro eucariotico Medicago truncatula foi capaz de detectar
concentracdoes micromolares de AHL de bactérias simbicticas (S.melilot) e
patogénicas (Pseudomonas aeruginosa). M.truncatula respondeu de maneira global
com significativas mudancas no nivel de mais de 150 proteinas (ROLFE et al,
2003).

GUERREIRO e colaboradores (2000) utilizaram andlise protebmica para
estudar os efeitos pleiotropicos de mutagdes em genes regulatorios (nolR) ou genes
estruturais envolvidos na sintese de polissacarideos (pssA) em Rhizobium
leguminosarum. Utilizando géis bidimensionais foi possivel observar que a mutacao
levou a indug¢ao de um grande numero de proteinas sugerindo que a PssA possa

interagir com estas e/ou possuir fun¢oes regulatorias.

1.7 FIXAGCAO DE NITROGENIO

O elemento nitrogénio ¢ parte essencial de muitos compostos organicos
como proteinas e acidos nucléicos que constituem a base de todas as formas de

vida. O nitrogénio molecular, N, representa aproximadamente 80% da atmosfera
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terrestre, entretanto, este nao pode ser utilizado diretamente pela maioria dos seres
vivos (HUBBELL & KIDDER, 2003). Previamente a sua incorporacdo em um
sistema bioldgico ele deve ser combinado com o elemento hidrogénio para formar
NH; em um processo denominado de fixacao de nitrogénio (BRILL, 1977).

Varios organismos procariotos sao capazes de realizar a fixa¢cdo de nitrogénio
em um processo denominado de fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) (BURRIS,
1991). Microrganismos fixadores de nitrogénio sao encontrados em diversos
habitats, sendo que os que mais contribuem em termos de quantidade de nitrogénio
fixado por ano na agricultura, sao os encontrados em raizes de plantas (ALl et al.,
2000).

A disponibilidade de nitrogénio fixado ¢ normalmente o fator limitante no
crescimento de microrganismos, plantas e animais (BURRIS, 1991). Também na
agricultura a produtividade ¢ usualmente limitada pela quantidade de nitrogénio
fixado disponivel. A fixacao bioldgica de nitrogénio contribui com aproximadamente
a metade do total de nitrogénio fixado na agricultura global, sendo o restante
derivado de fertilizantes nitrogenados produzidos quimicamente através da sintese
de amonia pelo processo de Haber-Bosch (SMITH, 2002). Este processo envolve a
adicao de atomos de hidrogénio para reducao do nitrogénio molecular e queima de
combustiveis fosseis como o petroleo e gas natural, fazendo com que o custo dos
fertilizantes nitrogenados seja muito alto (BRILL, 1977), além de depender de
quantidades limitadas das reservas mundiais destes combustiveis (DILWORTH,
1974).

Bactérias diazotroficas podem contribuir substancialmente para a nutricdo de

nitrogénio da planta. Diversas bactérias fixadoras de nitrogénio colonizam o interior
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da planta e algumas vivem em seu interior, podendo fixar o nitrogénio e transferi-lo
diretamente para os tecidos vegetais. Em cultivos de cana de acucar a fixagao
biologica de nitrogénio pode contribuir com até 150kg de nitrogénio fixado por ano
por hectare de terra cultivada. Devido a fixagao biologica de nitrogénio, culturas de
cana de acucar tém sido cultivadas por séculos no Brasil sem necessidade de
adicao de grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados (DOBEREINER et al.,

2000).

1.8 NITROGENASE

A fixacao biologica de nitrogénio € o processo de reducao do N a NH3
catalisado pelo complexo enzimatico da nitrogenase. A reducao de N, a NH; pela
nitrogenase requer grande quantidade de energia obtida por hidrolise de MgATP a
MgADP + Pi. Na auséncia de nitrogénio fixado, a enzima funciona como uma
hidrogenase dependente de ATP e reduz prétons a H, (THORNELEY, 2001). A
estequiometria da reacao catalisada pela nitrogenase pode ser assim representada

(BURRIS, 1991):

N, + 8H" + 16MgATP + 8& ——®» 2NH;" + H, 16Mg.ADP + 16Pi

O complexo da nitrogenase € formado por duas metaloproteinas: a proteina

ferro ou dinitrogenase redutase e a proteina molibdénio-ferro ou dinitrogenase. A
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proteina ferro € um homodimero constituido de duas subunidades gama idénticas,
Y2, com massa molecular entre 57 e 72 kDa e contendo um nucleo 4Fe-4S ancorado
entre as duas subunidades. A proteina molibdénio-ferro € uma proteina tetramérica,
o2P32, com massa molecular entre 200 e 250 kDa, contendo 2 atomos de molibdénio
e aproximadamente 33 atomos de ferro. Ela contém dois grupamentos
metalosulfuricos: o grupamento P [8Fe — 7S] e o grupamento Mo [7Fe: 9S] (SMITH,
2002). Os dois componentes da nitrogenase podem ser separados, mas
isoladamente nao sao capazes de reduzir o nitrogénio (KIM & REES, 1994). A
nitrogenase € versatil (BURRIS, 1991), além do nitrogénio ela reduz uma variedade
de substratos que contém tripla ligacao terminal carbono-carbono ou carbono-
nitrogénio, como o acetileno, acido cianidrico, oxido nitroso, cianetos e isocianetos
(EADY & POSTGATE, 1974).

Devido ao alto custo energético da reacao catalisada pela nitrogenase a
fixagao bioldgica do nitrogénio € um processo rigidamente regulado, tanto na sintese
quanto na atividade da enzima nitrogenase. O amonio inibe a atividade da
nitrogenase in vivo em diversos microrganismos fixadores de nitrogénio entretanto, o
mecanismo de inibicao difere de um organismo para outro (FU & BURRIS, 1989).

Em Rhodospirillum rubrum observa-se que ocorre inibicao reversivel da
atividade desta enzima em resposta aos niveis de amonio celular e energia. A
inibicdo pos-traducional da atividade da nitrogenase tem sido denominada de
"switch-off" (desligamento) ou inibicdo a curto prazo (ZHANG et al, 1993). Esta
inibicao envolve uma mono-ADP-ribosilacao reversivel da dinitrogenase redutase em
resposta a adicao de nitrogénio fixado, auséncia de luz, anaerobiose e outros

estimulos. Duas enzimas estdao envolvidas neste mecanismo de regulacao: a
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enzima dinitrogenase redutase ADP-ribosil transferase (DRAT) e a dinitrogenase
redutase (DRAG). A DRAT catalisa a transferéncia do grupamento ADP-ribosil para
um residuo de arginina da dinitrogenase redutase enquanto que a enzima DRAG
remove este grupamento ADP-ribosil restaurando a atividade da enzima em um
processo denominado "switch on” (ZHANG et al., 1993). Este mecanismo de
regulacdo da atividade da nitrogenase foi observado também em Rhodobacter
capsulatus, Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum e Azotobacter

chroococcum (FU & BURRIS, 1989).

1.9 ASSIMILACAO DA AMONIA E REGULACAO DA SINTESE E ATIVIDADE DA

GLUTAMINA SINTETASE EM ENTEROBACTERIAS

A amonia € a fonte de nitrogénio preferida pelas bactérias. Ela € convertida
diretamente em glutamina e glutamato que sao os principais doadores de nitrogénio
para as reacoes biossintéticas. Existem duas vias principais através das quais a
amoénia pode ser assimilada: a via glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/
GOGAT) e a via glutamato desidrogenase (GDH) (ARCONDEGUY, 2001).

A enzima GS converte glutamato e amonio em glutamina € a enzima GOGAT
transfere um grupamento amida da glutamina para o 2-cetoglutarato produzindo
duas moléculas de glutamato. A reacao global ¢ a producao de glutamato a partir
de amoénia e 2-cetoglutarato (MERRICK & EDWARDS, 1995). A via GS/GOGAT ¢é
mais apropriada para assimilacao de amonia em condicoes limitantes de nitrogénio

(REITZER, 2003).
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GS
NH; + glutamato + ATP —» glutamina + ADP + Pi

GOGAT

Glutamina + 2-cetoglutarato + NADPH ——® 2 glutamato + NADP"
4—

A via da glutamato desidrogenase (GDH) catalisa a aminagao redutiva do 2-
cetoglutarato pela amonia resultando na formagao de glutamato através de uma
reacao dependente de NADPH (MERRICK & EDWARDS, 1995). Apesar desta via
ser mais eficaz energeticamente € ineficiente para células em condigoes limitantes
de nitrogénio, devido a baixa afinidade da enzima glutamato desidrogenase pela

amonia (ARCONDEGUY, 2001).

GDH

NHj; + 2-cetoglutarato + NADPH ~ ———» glutamato + NADP"

A glutamina sintetase (GS) € altamente regulada, tanto a nivel transcricional
quanto pos-traducional. Sua regulacao ocorre por meio de mecanismos diferentes: a
concentracao intracelular da enzima ¢ regulada em resposta a disponibilidade de
nitrogénio celular e o controle da atividade da GS ¢ feito por inibicdo alostérica e
modificacao covalente.

Em enterobactérias o gene ginA, que codifica para GS, faz parte do operon
ginAntrBC. A expressao do operon ginAntrBC € regulada pelo sistema Ntr em

resposta a flutuagées nos niveis de amonio intracelular. O gene glnA € transcrito a
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partir de dois promotores: o promotor ginAp1 e o promotor ginAp2. O promotor
glnAp1 ¢& reconhecido pela RNA polimerase contendo ¢’® que é responsavel pela
expressao de niveis basais de GS quando ha presenca de nitrogénio fixado. O
promotor ginAp2 ¢ reconhecido pela RNA polimerase contendo 6°* e ¢ responsavel
por altos niveis de expressao do operon ginAntrBC. A expressao da GS a partir do
promotor ginApZ € controlada através da disponibilidade de nitrogénio. A transcri¢ao
a partir do promotor ginApZ2 € dependente da proteina ativadora NtrC na sua forma
fosforilada. NtrC-P ativa a transcricao a partir de promotores ginAp2 e reprime a
transcricao a partir de promotores ginAp7T em condi¢oes limitantes de nitrogénio.
Regulacao da transcricao a partir do promotor ginApZ2 € obtida através do controle
da concentracao intracelular de NtrC-P (NINFA et al., 1995).

A atividade da GS sofre inibicao alostérica pelos compostos nitrogenados
triptofano, histidina, carbamil fosfato, glucosamina — 6 — fosfato, CTP, AMP, alanina
e glicina (ATKINSON et al, 1994). Em enterobactérias GS sofre regulacao por
modificacdo covalente reversivel em resposta aos niveis de nitrogénio. Em altas
concentragdbes de nitrogénio GS € adenililada pela enzima bifuncional
adenililtransferase (Atase), produto do gene ginE (NINFA et al., 1995). A GS possui
12 subunidades idénticas de aproximadamente 55 kDa codificadas pelo gene ginA.
A adicao de um residuo de AMP a cada subunidade da enzima leva a uma reducao
progressiva de sua atividade (MERRICK & EDWARS, 1995). Em condigcoes
limitantes de nitrogénio o grupamento AMP ¢ removido tornando a enzima ativa
novamente (ARCONDEGUY, 2001).

A proteina Utase/lUR e P, fazem parte de uma cascata que regula a

expressao de glnA e a atividade de GS respectivamente. A forma nao modificada de
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Py € um sinal intracelular de excesso de nitrogénio influenciando a Atase para
adenililar (e inativar) a enzima GS e também atuando juntamente com NtrB para
defosforilar (e inativar) o ativador transcricional NtrC, necessario para a transcricao
de ginA (NINFA et al, 1995). NtrB possui atividade de fosfatase apenas na
presenca da proteina P, (ATKINSON et al, 1994). Portanto, na presenca de
nitrogénio fixado, a enzima GS esta em sua forma inativa, ginA esta sendo expresso
em niveis basais e 0s outros genes ntr ndo estao sendo expressos (BUENO et al.,
1985).

Em condicoes limitantes de nitrogénio fixado Py € convertida a P, -UMP pela
enzima Utase/UR, influenciando a Atase a ativar a GS inativa através da remocao do
grupamento AMP e permitindo o acumulo do ativador transcricional NtrC-P (NINFA
et al., 1995). Portanto, em condic¢oes limitantes de nitrogénio ocorre: aumento da
atividade especifica da GS, da sintese da GS e da expressao dos genes nir

(REITZER, 2003).

1.10 REGULACAO DOS GENES nif

Nas bactérias capazes de crescer diazotroficamente a fixacdo do nitrogénio
atmosférico pode ser a rota principal de assimilacao deste composto. Devido a
sensibilidade da nitrogenase ao oxigénio e a grande demanda energética desta
reacdo, a fixacao biologica de nitrogénio ocorre somente quando € necesséria e
quando as condicoes sao favoraveis. O modo priméario de regulacao € via controle
da transcricao dos genes responsaveis pela fixacdo biolégica do nitrogénio (genes

nifi (ARCONDEGUY, 2001). Os genes nif sao necessarios para a sintese e
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atividade do complexo enzimatico da nitrogenase. Estes genes estao sujeitos a
regulacao pelos genes regulatérios de nitrogénio (ntr), genes ntrA (rpoN), ntrB e
ntrC, que exercem controle geral em operons sujeitos a regulagao por nitrogénio
(DRUMMOND et al., 1983).

A transcricao dos genes nif € dependente de uma forma alternativa da RNA

polimerase contendo o fator 6** e s&o ativados pela proteina NifA (FISCHER, 1994).

Ativacao da transcricao de genes dependentes da RNA polimerase-c>* sempre

requer um ativador transcricional. Devido a este requerimento a expressao destes
genes pode ser completamente bloqueada quando as condicoes nao favorecem a
fixacdo de nitrogénio (REITZER, 2003). A proteina NifA possui uma estrutura
modular tipica de proteinas ativadoras de promotores dependentes de ¢°*. O
dominio N-terminal esta envolvido em funcoes regulatérias e possui baixa
similaridade entre proteinas NifA de diversos organismos. O dominio central possui
dois sitios potenciais para ligacao de nucleosideos trifosfato e o dominio C-terminal
possui um motivo hélice-volta-hélice envolvido na ligagao ao DNA (FISCHER, 1994).

Para ativar a transcricao dos genes nif, NifA se liga a motivos palindromicos
(TGT-N41o—-ACA) gue estao localizados de 100 a 200pb a montante de promotores nif
e faz contato com a RNA polimerase-cs54 através da formacao de uma alca no DNA.
Em muitos casos a formagéao da alca € assistida pelo fator de integracdo do
hospedeiro (IHF) que se liga a um sitio situado entre o sitio de ligacdo de NifA e o
promotor. Para ativar a transcricdo NifA catalisa a isomerizagao do complexo
fechado entre a RNA polimerase-c>* e o promotor nif em complexo aberto, em uma

reacdo dependente da hidrélise de nucleosideos trifosfato (BERGER et al., 1995).
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O modo de ativacao da transcricdo dos genes nif € comum a um grande
numero de bactérias fixadoras de nitrogénio, enquanto que a regulacdo da
transcricao e atividade de NifA difere de um organismo a outro (ARSENE et al.,
1996). Em Klebsiella pneumoniae e Azotobacter vinelandii, NifL controla a atividade
de NifA. Quando as condi¢coes ndo sao adequadas para a fixagao de nitrogénio,
NifL sequestra a proteina NifA em um complexo proteina-proteina inibindo a ativacao
dos promotores nif mediados por NifA (RAMIREZ et al., 2002).

A proteina regulatoria de nitrogénio, NtrC, ativa a transcricao pela enzima
RNA polimerase-c>* (PORTER et al., 1995). NtrC & composta por trés dominios
funcionais: o dominio N-terminal, o dominio C-terminal € o dominio central. O
dominio N-terminal contém o sitio de fosforilacdo e € o dominio regulatorio; o
dominio C-terminal contém um motivo hélice-volta-hélice de ligagao ao DNA e o
dominio central € o dominio de ativacao transcricional. O dominio central é
composto por 240 residuos de aminoacidos e altamente conservado entre 0S
ativadores transcricionais da RNA polimerase ¢°*-holoenzima (YAN & KUSTU,
1999).

A proteina NtrC catalisa a isomerizacao dos complexos fechados entre a
polimerase e o promotor em complexos abertos transcricionalmente produtivos, em
uma reacao dependente da hidrélise de um nucleosideo trifosfato (ATP ou GTP).
NtrC & capaz de se ligar ao sitio de ligacao no DNA apenas na forma fosforilada, que
€ capaz de ativar a transcricao. Oligobmeros de NtrC-P, provavelmente octameros,
sdo requeridos para a atividade ATPasica (WYMAN et al.,, 1997). O controle da
atividade de NtrC em resposta aos niveis de nitrogénio € mediado por NtrB que atua

como doador de grupo fosfato para NtrC (KERN et al., 1999).
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NtrC ¢ uma proteina ativadora de diversos genes, dentre eles, um
transportador de amoénia (AmtB), glnA, permeases de aminodcidos e enzimas
catabolicas. NtrC também ativa transcricao de genes que codificam para proteinas
regulatérias: NtrB, NtrC, GInK e a proteina Nac (FIGURA 2). A proteina de
assimilacao de nitrogénio (Nac) ativa a transcricdo de genes dependentes da RNA
polimerase-c’® enquanto que NtrC ativa a transcricdo de genes dependentes da
RNA polimerase-cs54 (FIGURA 2). Aparentemente NtrC exerce controle sobre
praticamente 2% dos genes de Escherichia coli (aproximadamente 75 proteinas)

(ZIMMER et al., 2000).

1.11 Herbaspirillum seropedicae

A bactéria Herbaspirillum seropedicae foi primeiramente isolada na cidade de
Seropédica, Rio de Janeiro, por BALDANI e colaboradores (1986). Pertence ao
género Herbaspirillum, que recebeu essa denominacao por apresentar bactérias
pequenas em forma de espiral encontradas em associacdo com plantas herbaceas.
Sao gram negativas, geralmente vibrioides e as vezes helicoidais. H. seropedicae
geralmente possui dois flagelos polares, diametro de 0,6 a 0,7um e tamanho
variando de 1 a 5um conforme o meio de crescimento (BALDANI et al., 1986).

E um diazotrofo endofitico, membro da subclasse B de proteobactérias e
encontrado em associacao com diversas gramineas de interesse na agricultura
(REIS et al., 2000). Ja foi isolado de raizes de milho, trigo, sorgo, arroz e cana de

acucar e de raizes, caules e folhas de milho e arroz (OLIVARES et al., 1996). Sao
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organismos aerobicos capazes de fixar o nitrogénio atmosférico em condicoes de
microaerofilia (0,04 a 0,2kPa) (FU & BURRIS, 1989).

OLIVARES e colaboradores (1996), por meio de experimentos nos quais
Herbaspirillum era inoculado em solo desprovido de raizes, demonstraram que H.
seropedicae € endofitico obrigatorio. Em contraste a diazotrofos da rizosfera, que
necessitam competir com a microflora do solo por fontes de carbono, diazotrofos
endofiticos como H.seropedicae podem ser encontrados no interior de tecidos das
plantas em um ambiente mais uniforme e protegido o que explica sua alta
contribuicao na fixacao biolégica do nitrogénio (OLIVARES et al., 1996).

Esta bactéria, além de converter o dinitrogénio atmosférico em amonio, €
capaz de produzir promotores do crescimento vegetal como o acido indolacético,

giberilinas e citoquininas (REIS et al., 2000).

1.12 REGULAGCAO DA FIXACAO DE NITROGENIO EM Herbaspirillum

seropedicae

A enzima nitrogenase de Herbaspirillum seropedicae sofre inibicao rapida e
reversivel de sua atividade quando ions amonio e outras fontes de nitrogénio como
L-glutamato, L-serina, L-cisteina, metilamina e amonia sao adicionadas a culturas
fixando nitrogénio (KLASSEN, 1997).

A regulacao da fixacao de nitrogénio neste organismo envolve a proteina
ativadora transcricional NifA e o sistema de regulacao geral de nitrogénio (Ntr)

(PEDROSA et al., 2001) (FIGURA 3). O promotor nifA, ativo em condigoes de
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FIGURA 2: ALGUNS DOS PROCESSOS FISIOLOGICOS ATIVADOS PELA
PROTEINA NTRC EM BAIXAS CONCENTRACOES DE IONS AMONIO (Adaptado

de PERSUHN, 2001)
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fixacdo de nitrogénio, € do tipo —24/-12 (SOUZA et al., 2000) e a expressao a partir
deste promotor ¢ dependente da proteina NtrC e RpoN (cV).

Experimentos "in vitro” demonstraram que a ativacao do promotor nifA pela
proteina NtrC foi estimulada pelo fator de integracdo do hospedeiro (IHF), uma
proteina que auxilia no dobramento do DNA. Por outro lado, IHF prejudicou a
ativacao do promotor nifA pela proteina NifA. Portanto IHF atua positivamente na
ativacao dependente de NtrC e negativamente na ativacdo por NifA no promotor nifA
(WASSEM et al., 2000). O promotor do gene nifA é reprimido por nitrogénio fixado,
mas nao por oxigénio (SOUZA et al., 2000) (FIGURA 3).

A atividade da proteina NifA de H. seropedicae € controlada por oxigénio, ions
amonio e pela proteina P. Provavelmente a proteina Py participa na sinalizacao do
status de nitrogénio para a proteina NifA (BENELLI et al., 1997). MONTEIRO e
colaboradores (1999) demonstraram que o dominio N-terminal da proteina NifA de
H. seropedicae possui func¢ao regulatoria, agindo de maneira analoga a proteina NifL
de Klebsiella pneumoniae, em um mecanismo auto-inibitério que inativa a proteina
quando na presenca de altas concentracoes de ions amonio.

Em H. seropedicae o gene gInA, que codifica para GS, faz parte do operon
ginAntrBC (PEDROSA et al, 2001). PERSUHN e colaboradores (2000)
demonstraram que em condicoes limitantes de nitrogénio a expressao do gene ginA
¢ dependente de NtrC, enquanto que na presenca de excesso de nitrogénio a
expressao de glnA ocorre a partir de promotores ¢'°.

A proteina P; de H.seropedicae nao esta envolvida no controle da enzima GS
através de adenililacao/desadenililacdo, mas é essencial para a expressao dos

genes de fixacao de nitrogénio. Sua funcao € provavelmente similar ao gene ginB
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de Azospirillum brasilense: funcionar como molécula sinalizadora de limitagao de
nitrogénio para a proteina NifA (BENELLI et al., 1997).

Mutantes dos genes ntrB e ntrC de H. seropedicae apresentaram baixa
atividade de GS, foram deficientes no controle da atividade de GS através de
adenililacao/desadenililagao e falharam em desreprimir a sintese da nitrogenase.
Adicionalmente mutantes nirC foram incapazes de utilizar nitrato como fonte de
nitrogénio. Estes resultados indicam que o sistema Ntr esta envolvido na regulacao
da expressao do gene ginA, controle da atividade de GS e regulacao da fixagao de

nitrogénio em H. seropedicae (PERSUHN et al., 2000; PEDROSA et al., 2001).
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FIGURA 3: REGULACAO DA FIXACAO DE NITROGENIO EM Herbaspirillum

seropedicae. (www.genopar.com.br)
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1.13 JUSTIFICATIVA

O genoma da bactéria Herbaspirillum seropedicae ja foi sequenciado e esta
atualmente sendo anotado. Dados de estudos protedmicos podem ser utilizados
para confirmacao de ORFs preditas pelo sequenciamento.  Através dos dados
fornecidos pelo genoma sera possivel identificar proteinas expressas
diferencialmente.  Portanto, a analise protedmica juntamente com os dados do
genoma possibilitara o entendimento detalhado da biologia deste microrganismo.

A anélise comparativa da expressao protéica em condicoes de fixacao e nao
fixacao de nitrogénio, por meio de eletroforese bidimensional possibilitara a
visualizacao e identificacao de proteinas envolvidas no processo de fixacdo de
nitrogénio, assunto que tem sido alvo de estudos deste laboratorio ha mais de 19
anos.

Adicionalmente, a andlise comparativa entre as estirpes selvagem (SMR1) e
as estirpes mutantes SMR54 (nifA) e DCP286A (ntrC), em diferentes condicoes
fisiologicas, possibilitara a identificacao de proteinas diretamente e/ou indiretamente
controlada pelos genes nifA e ntrC, além de seu envolvimento na regulagéo da

fixagao de nitrogénio.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar andlise proteémica das estirpes selvagem (SMR1) e das estirpes
mutantes SMR54 (nifA) e DCP286A (nitrC) de Herbaspirillum seropedicae em

diferentes condicoes fisiologicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer um protocolo adequado para o fracionamento de proteinas por

eletroforese bidimensional;
2. ldentificar proteinas diferencialmente expressas em condigoes fisiologicas
diversas: alta concentracao de amoénio, baixa concentracao de amonio e em

condicoes de fixacao de nitrogénio;

3. Identificar proteinas diferencialmente expressas entre estirpes diferentes sob

as mesmas condicoes fisioldgicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

O pharmalyte, tampao IPG e uréia foram obtidos da Amersham Biosciences.
Os diversos reagentes utilizados para solubilizagao e dosagem de proteinas, assim
como os reagentes utilizados para preparo das solucoes utilizadas na eletroforese
de proteinas, foram obtidos de diferentes fornecedores (Life Technologies, Merck,
Gibco BRL, Sigma, Invitrogen e Promega). Os reagentes utilizados para o preparo
das amostras analisadas por espectrometria de massa foram obtidos da Merck,

Sigma e Bio-Rad. A tripsina foi adquirida da Promega.

3.2 ESTIRPES UTILIZADAS

Foram utilizadas as seguintes estirpes de Herbaspirillum seropedicae:

SMR1 : SmR, Nif* (SOUZA et al, 1995)
SMR54 :  SmR, KmR, Nif, nifA : : Km (SOUZA et al, 1995)

DCP286A: SmR, KmR, ntrC : : Tn5-B20 (PERSUHN, 2001)

3.3 MEIOS DE CULTIVO
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O meio de cultivo utilizado para crescimento da estirpe SMR1 e das estirpes
mutantes, SMR54 (NifA)) e DCP286A (NtrC) de H. seropedicae, foi o NFb-Malato

cuja composicao ¢ a sequinte:

MgSQ,. 7H,0 0,29
NaCl 0.1g
CaCl, 0,02g
NTA 0,056g
FeSO,, 7H,0 0,02g
Biotina 1x10™g
Malato 5¢g
Solucao de oligoelementos 10mL
Na,Mo0,.2H,0 2,0x107g
MnSQO,.H,0 2,35 x 10°%g
H3BOs3 2,8x107g
CuSQ, 5H,0 8,0 x 10°g
ZnS0, . 7H,0 2,4 x107g
Agua destilada g.s.p 950mL

A solugao de oligoelementos foi preparada individualmente e foram
adicionados 2mL de cada oligoelemento totalizando 10mL de solu¢ao para 1000mL
de meio NFb-malato. Os componentes foram dissolvidos em agua destilada e a

solucao foi autoclavada durante 20 minutos a 1atmosfera.
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No momento do uso foram adicionados 50mL de solucao de fosfatos a 950mL
de meio NFb-malato. O meio com fosfatos € denominado NFbHP-malato. A solucao

de fosfatos possui a seguinte composi¢ao:

KzHPO4 17,89
KH2PO4 159,59

Agua destilada g.s.p 1000mL

A mistura de fosfatos foi autoclavada durante 20 minutos a 1atmosfera.
O meio LB (Luria-Broth), que foi adicionado no momento do uso, possui a

seguinte composicao:

Triptona 10g
Extrato de levedura 59
Cloreto de sodio 10g
Agua destilada g.s.p 1000mL

Os componentes foram dissolvidos em agua destilada, o pH ajustado para +

6,8 e autoclavados durante 20 minutos a 1atmosfera.

3.4 CONDICOES DE CULTIVO

Para o cultivo das estirpes de Herbaspirillum seropedicae foi utilizado o

meio NFbHP-malato suplementado com 1% de LB e 20mmol/L ou 2mmol/L de
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NH,Cl.  Para a estirpe SMR1 foi utilizado o antibiético estreptomicina (80ug/mL) e
para as estirpes SMR54 e DCP286A foi utilizado o antibictico kanamicina

(100ug/mL). As estirpes foram cultivadas a 30°C sob agitagao de 120rpm.

3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

Para determinar a atividade da nitrogenase na estirpe selvagem, SMR1,
foram feitos indculos em frascos com capacidade para 500mL contendo 100mL de
meio NFbHP-malato € 2 mmol/L de NH4Cl. As células foram cultivadas durante 16
horas até atingir uma D.Ogoonm de aproximadamente 1,4. As culturas foram
centrifugadas durante 5 min a 5000rpm em centrifuga “Hitachi’ e a solucao
sobrenadante foi descartada. O precipitado foi ressuspendido em 100mL de meio
NFbHP-Malato isento de amoénia e contendo fosfato nas mesmas concentracoes
descritas anteriormente. O volume foi distribuido em 5 frascos de 60mL
(20mL/frasco). Os frascos foram colocados em agitador de agua a 32°C sob
agitacao de 110rpm durante 4 horas.

A atividade de nitrogenase foi determinada através do método de redugao do
acetileno a etileno (DILWORTH, 1966). O acetileno ¢ utilizado como substituto
artificial do N, e o produto da reducéo pela nitrogenase (etileno) pode ser detectado
rapidamente e com grande sensibilidade por cromatografia gasosa.

Apos o periodo de 4 horas, os frascos foram vedados com rolha de borracha
e foram injetados 4mL de acetileno gasoso (correspondente a 1/10 do volume da
fase gasosa). Os frascos voltaram ao agitador de dgua e permaneceram durante 1

hora sob agitacao de 110rpm. Foram entdo retirados 0,5mL da fase gasosa de
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cada frasco para anélise de quantidade de etileno formado através de cromatografia
gasosa. O equipamento utilizado foi o cromatografo Varian 3400 equipado com
coluna Porapak N, detector de ionizacao de chama e como gas de arraste o
nitrogénio super seco. A temperatura da coluna foi de 120°C e a do detector
200°C.

A atividade especifica da nitrogenase foi expressa em nanomoles de etileno
formados por minuto, por miligrama de proteina. Para calculo do etileno formado foi
utilizado etileno padrao, no qual para cada 0,5mL correspondem 2,16 nanomoles de
etileno. A dosagem de proteinas foi feita em duplicata pelo método de BRADFORD

(1976).

3.6 PREPARO DA AMOSTRA PARA ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

As c¢lulas das estirpes SMR1, DCP286A e SMR54 de Herbaspirillum
seropedicae foram coletadas por centrifugacao em centrifuga Hitachi (Himac CR 21)
a 5000g durante 10min. Em seguida foram lavadas uma vez em solu¢ao contendo
3,0mmol/L KCI, 1,5mmol/L KH,PO4, 68mmol/L NaCl e 9,0mmol/L NaH,PO4. O
precipitado foi ressuspendido em 600uL de tampao contendo 10mmol/L Tris-HCI pH
8,0, 1,5mmol/L MgCl,, 10mmol/L KCI, 0,5mmol/L DTT e 0,5mmol/L PMSF. A
amostra foi aliquotada (150uL/tubo de 2mL) e armazenada em congelador —70°C até
0 momento do uso.

Para realizar a lise das células, tubos contendo 150uL de amostra foram
descongelados e foram adicionados 450uL de tampao de lise (9,5mol/L uréia, 2%

(p/v) CHAPS, 0,8% (p/v) Pharmalyte pH 3-10 e 1% (p/v) DTT) (GORG et al). As
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amostras foram sonicadas em banho de gelo (3 x 20 segundos, sonicador
"Ultrasonic Processor XL Heat Systems) e em seguida centrifugadas por 2 minutos a
13.800 rpm em centrifuga “Eppendorf mini spin”. A solugao sobrenadante foi

utilizada para realizar a isoeletrofocalizacao.

3.7 ISOELETROFOCALIZAGCAO (IEF)

A isoeletrofocalizacao das proteinas foi realizada em equipamento IPGphor
da Amersham Biosciences. A IEF foi conduzida em tiras IPG. Estas tiras
continham um gradiente imobilizado de pH em gel de poliacrilamida fixado em
plastico, fornecido pela Amersham Biosciences. As faixas de pH utilizadas foram
pH 3 -10lineare pH 4 -7 linear em tiras de 13 cm.

Previamente a isoeletrofocalizacao a amostra foi misturada com solucao de
rehidratacao (8mol/L uréia, 0,5% CHAPS, 0,2% de tampéao IPG, 15mmol/L DTT e
tracos de azul de bromofenol) (GORG et al) para completar o volume total de
250L.

As tiras IPG foram rehidratadas em um suporte de tamanho correspondente
a tira. A solucao foi aplicada no suporte € em seguida foi removido o plastico
protetor. As tiras foram posicionadas com o gel voltado para baixo e foram cobertas
com TmL de oleo mineral ("Dry Strip Cover Fluid”). A rehidratacao foi feita no
equipamento IPGphor a 20°C durante 12 horas. A isoeletrofocalizacao foi iniciada
logo apos o término da rehidratagao e ocorreu em trés etapas de 500Vhr, 1000Vhr e
14500Vhr, totalizando 16000VhT. Apds a IEF as tiras foram imediatamente

equilibradas ou armazenadas em congelador -70°C para posterior utilizacao.
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3.8 EQUILIBRIO DAS TIRAS DE GRADIENTE DE pH IMOBILIZADO

Apos a isoeletrofocalizacao as tiras foram equilibradas duas vezes de 15
minutos cada em 5mL de tampéao de equilibrio, contendo 50mmol/L Tris-HCI, 6mol/L
uréia, 30% (p/v) glicerol e 2% (p/v) SDS em 50mmol/L de tampao Tris-HCI, pH 8,8 €
50ul de solucao de azul de bromofenol 0,25% (p/v). Ao primeiro passo, foram
adicionados 50mg de DTT ao tampao de equilibrio e ao segundo passo foram
adicionados 200mg de iodoacetamida ao mesmo tampao.

Apos os dois passos de equilibrio as tiras foram lavadas com agua destilada,
submersas por alguns minutos em tampao de corrida (LAEMMLI, 1970) e
imediatamente submetidas a segunda dimensao: eletroforese em gel de

poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE).

3.9 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE SDS

(SDS-PAGE)

A eletroforese das proteinas presentes nas tiras IPG foi feita em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE), utilizando a metodologia descrita
por LAEMMLI (1970). Foi preparado gel de separagao na concentracao de 12,5%
de poliacrilamida e nao foi utilizado gel de empilhamento.

A eletroforese foi realizada em géis de 18 cm x 16 cm em cuba tipo "Hoefer
SE 600 Ruby” da Amersham Biosciences. As tiras IPG foram mergulhadas por
alguns minutos no tampao de corrida e em seguida posicionadas horizontalmente no

topo do gel, mantendo pleno contato com este.  As tiras foram cobertas com 2mL
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de solucdo de agarose morna (0,5% agarose, 1% SDS e tracos de azul de
bromofenol) e foi deixado solidificar por aproximadamente 5 minutos. A corrida foi
feita limitando-se a corrente a 30 mA/gel até o azul de bromofenol atingir o limite
inferior do gel. A temperatura foi mantida a 20°C por meio de refrigeragao com

circulador termostatico Multitemp |I.

3.10 VISUALIZACAO DOS GEIS

Os geéis bidimensionais foram visualizados por meio de coloracdo com
Coomassie Blue ou com prata.

Os geis corados com Coomassie permaneceram pelo menos 12 horas em
solucao de Coomassie Brilliant Blue R-250 (LAEMMLI, 1970) e foram descorados
em solucao de 65% agua destilada, 25% metanol e 10% acido acético em bandeja
especifica para descoloracao de géis (Bio-Rad, Gel Destainer, Modelo 556).

Para coloragcao com prata os géis bidimensionais permaneceram durante 1
hora em 50% metanol, 12% &acido acético e 0,5mL formaldeido 37%. seguidas por 2
x 20 min em etanol 50%, 20 min em etanol 30%, 1 minuto em 0,2g/L tiosulfato de
sodio (Na,S,03.5H,0), 3 lavagens com &gua destilada durante 20 segundos, 10 min
em nitrato de prata 2g/L, 0,75mL de formaldeido 37%, 10 min em 60g/L de
carbonato de sodio (Na,COs), 0,5mL formaldeido 37% com 4mg de tiosulfato de

sodio (Na;S203.5H,0) e 2 lavagens com dgua destilada durante 2 minutos.
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3.11 CAPTURA DAS IMAGENS

As imagens dos géis bidimensionais foram digitalizadas utilizando o scanner

"Biochemi UVP”,

3.12 ANALISE DOS GEIS

As andlises dos géis bidimensionais foram feitas no Programa
Imagemaster™ 2D, versao 2002.01, adquirido da Amersham Biosciences.

A subtracao do fundo foi feita utilizando o modo "no spot”. A deteccao de
pontos protéicos foi feita automaticamente seguida de correcoes manuais. O volume
dos pontos protéicos detectados foi normalizado utilizando o modo de normalizagao
de volume total de pontos protéicos, no qual o volume de cada ponto € dividido pelo
volume total dos pontos detectados e multiplicado por 100. Para a realizacao das
analises comparativas foi utilizado filtro para considerar apenas pontos protéicos
com volume normalizado igual ou superior a 0,03.

As imagens de geis resultantes de uma estirpe em uma mesma condicao
fisiologica foram sobrepostas e foi criado um gel de referéncia artificial representativo
de todos os outros realizados a partir da mesma estirpe € na mesma condicao
(ESQUEMA 1). Os geéis representativos de cada condi¢ao foram comparados para
verificar diferenga de expressdo. Para considerar uma proteina como induzida ou
reprimida o critério utilizado foi 0 aparecimento ou desaparecimento da proteina do
gel. Para considerar como diferenga quantitativa de expressao, foram considerados

aumento ou diminuicao de pelo menos duas vezes o volume normalizado.

39



40

3.13 RETIRADA DE PROTEINAS DOS GEIS BIDIMENSIONAIS

A retirada de proteinas para posterior analise por espectrometria de massa foi
feita com auxilio de uma ponteira de 1000uL, estéril, com a ponta cortada. As
proteinas foram retiradas e armazenadas em tubos de 2mL ou placas de 96 pocos

em congelador —70°C até o momento da analise.

3.14 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE ESPECTROMETRICA

O preparo das amostras para analise por meio de MALDI-ToF foi feito
conforme o seguinte protocolo, modificado de WESTERMEIER (2002).

Para remog¢ao dos corantes os pedacos de gel contendo as proteinas foram
transferidos para tubos de 500uL e receberam 30uL de solucao 75mmol/L de
bicarbonato de amonio em etanol 40%. A suspensao foi agitada em vortex e
deixada em repouso durante 10 minutos. Este procedimento foi repetido até total
descoloracao do gel, o que exigiu 8 repeticoes para pedacgos levemente corados e
10 repeticoes para geis corados mais intensamente.

Para realizar a desidratacao dos fragmentos de geéis foram feitas 3 lavagens
com 25uL de acetonitrila 100% e em seguida os géis foram secados em sistema de
centrifugacao a vacuo durante 25 minutos.

Na etapa de digestdao enzimatica os géis foram reidratados com solu¢ao
contendo tripsina (10ug/mL) em 50mmol/L de tampéao bicarbonato de amoénio pH 8,0.

A solucao com enzima foi aplicada fria (4°C), as amostras permaneceram em banho
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de gelo durante 45 minutos e em seguida foram colocadas em estufa 37°C durante
12 horas. Apos este periodo a solu¢gdo com enzima foi removida e foi adicionado
tampao bicarbonato de amonio pH 8,0 em quantidade suficiente para cobrir
completamente os pedacos de géis. Nesta etapa as amostras foram congeladas
a —-70°C e enviadas em caixas contendo gelo seco para Sdo Paulo, onde foram
feitas as etapas de extracao dos peptideos e analise espectrofotométrica por MALDI-
ToF.

Para extracao dos peptideos, produtos da digestéao com tripsina, foram
adicionados 20uL de solucao bicarbonato de amoénio 50mmol/L aos pedacos de
géis, seguidos de ultrassom durante 10 minutos. Em seguida foram adicionados
20uL de ACN 5% e TFA 1/1 as amostras e estas foram colocadas em banho de
ultrassom por 10 minutos. A solugcao sobrenadante foi coletada e o procedimento
de adicao de ACN 5% , TFA 1/1 e banho de ultrassom foi repetido 2 vezes, sendo
que em cada passo foi feita coleta da solucao sobrenadante. Apo6s esse periodo a
solucao foi evaporada em sistema a vacuo. Foram adicionados 0,3uL de amostra a
lamina do MALDI, juntamente com 0,3uL de matriz (5mg HCCA/mL de solucao ACN

5% e TFA 1/1) e foram feitas as andlises espectrométricas.

3.15 ANALISE ESPECTROMETRICA ATRAVES DE MALDI-ToF

As analises espectrométricas dos peptideos resultantes da digestao com
tripsina foram feitas em equipamento Ettan Maldi-Tof/Pro (Amersham Biosciences),

no CAT-CEPIT (Centro de Tecnologia Aplicada) do Instituto Butantan, Sao Paulo. O
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método de aquisicao utilizado foi 0 modo de deteccao tipo refletor para ions com

polaridade positiva.

3.16 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

Para a identificacao das proteinas foi utilizado o sitio ProFound (disponivel
em: <http://www.proteomics.com/prowl-cgi/ProFound.exe>) juntamente com 0s
valores das massas tripticas obtidas pelas analises espectrométricas em MALDI-Tof
e os valores de ponto isoelétrico (pl) e massa molecular (MM) calculados pelo
programa Imagemaster. A tolerancia para a MM foi de +10% e os valores de pl
foram especificados conforme a faixa de pH utilizada para isoeletfocalizacao (pH 4 -
7 ou pH 3-10). A base de dados escolhida foi NCBInr e grupo taxonémico das
proteobactérias. Foram consideradas as modificacoes de residuos de cisteina pelo
tratamento com iodoacetamida.

Foram também utilizados os sitios MASCOT (disponivel em: <http://www.
matrixscience.com/cgi>) e Tagldent (disponivel em: <http://us.expasy.org/tools/
tagident.ntml>). A busca pelo sitio MASCOT foi feita utilizando os valores
provenientes de PMF e a base de dados NCBInr, enquanto que a busca pelo sitio
Tagldent foi realizada utilizando os valores calculados de pl e MM, a base de dados
Swiss-Prot e a palavra chave nitrogénio. Para ambas buscas foi utilizado o grupo

taxondmico das bactérias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTABELECIMENTO DO PROTOCOLO

A primeira etapa do trabalho consistiu em estabelecer um conjunto de
condicoes que possibilitassem boa resolucao e reprodutibilidade de géis
bidimensionais de Herbaspirillum seropedicae. Foram testados diferentes métodos
para preparo da amostra, concentracoes de proteina e protocolos de
isoeletrofocalizacao. A partir destes experimentos foi estabelecido um protocolo

que descreve o conjunto de condicoes otimizadas (APENDICE ).

4.2 PROTEINAS DETECTADAS EM CADA CONDICAO

Para comparacao entre géis bidimensionais resultantes de amostras de
diferentes condicoes fisiologicas e diferentes estirpes, foram utilizadas apenas
proteinas com volume normalizado (Vn) igual ou superior a 0,03. Essa medida foi
adotada para produzir resultados mais confiaveis, tendo em vista que existe grande
dificuldade para realizar comparacao de proteinas cujo volume normalizado € inferior
ao valor estipulado. A tabela 1 mostra o numero de proteinas detectadas em cada
condicao para todas as estirpes de H. seropedicae analisadas.

E dificil prever quantas proteinas estdo representadas nos pontos protéicos

detectados pois frequentemente produtos protéicos de multiplos genes podem
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migrar para as mesmas coordenadas de um gel bidimensional. GYGI e
colaboradores (2000) verificaram os produtos de 6 genes presentes em um mesmo
ponto fracamente corado de um gel bidimensional da estirpe YPH499 de levedura.
Outros pesquisadores (ZHANG & CHAIT, 2000; HANCOCK et al., 2002) também
verificaram a presenca de mudltiplas proteinas em apenas um ponto protéico. A
utilizacao de faixas mais estreitas de pH para a isoeletrofocalizacao e o pré-
fracionamento das amostras pode contribuir na diminuicdo da co-migracao de
proteinas em geis bidimensionais.

A presenca da mesma proteina em localizacoes diferentes do gel também &
observada.  Tal fato ocorre devido & modificacoes pos-traducionais, que podem
alterar o ponto isoelétrico e a massa molecular da proteina. GIOMETTI e
colaboradores (2002) observaram que a proteina MJ0324 de Methanococcus
Janaschii, identificada como fator de alongamento, foi encontrada em diversas
regioes do gel, apresentando variagoes tanto no ponto isoelétrico quanto na massa
molecular. LEE e colaboradores (2003) observaram que 7 proteinas de Neospora
caninum estiveram presentes em multiplas regides do gel. HESKETH e
colaboradores (2002) observaram que 110 proteinas foram detectadas em varios
pontos de geis bidimensionais.

Modificagoes do pl das proteinas sao decorrentes da fosforilacao, acetilagao e
adicao de grupos glicosidicos. Modificacoes da massa molecular podem ser devido
a proteclise limitada da proteina (nos casos em que a MM encontrada € menor que a
esperada) ou formagao de agregados de uma mesma proteina ou associacdo com
outras proteina quando a MM observada € superior a esperada (WILDGRUBER et

al., 2002; GIOMETTI et al., 2003; LEE et al., 2003; HESKETH et al., 2002).
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Deteccao sem filtro Deteccao com filtro

(*Vn >0,03)

pH3a10
SMR1 20mmol/L NH4CI 350 + 47 284 + 23
SMR1 fix** 305 + 38 252+ 18
SMR1 2mmol/L NH4CI 244 + 32 220+ 25
SMR54 20mmol/L NH4ClI 271+ 31 233+ 14
SMR54 2mmol/L NH4CI 99 + 38 94 + 37
DCP286A 20mmol/L NH4CI 236 + 21 2 027
DCP286A 2mmol/L NH4CI 123 + 42 118 + 38
pH4a7
SMR1 referéncia 211 +£18 176 £19
(20mmol/L NH4CI)
365 (750uQ) 290 (750ug)
SMR1 fix** 187 174
386 (750ug) 304 (750ug)
SMR1 2mmol/L NH4Cl 263 211
SMR54 20mmol/L NH4ClI 217 186

*Vn = Volume normalizado
** fix = amostras na condi¢ao de fixagao de nitrogénio

TABELA 1: NUMERO TOTAL DE PONTOS PROTEICOS DETECTADOS EM
CADA CONDIGAO PARA TODAS AS ESTIRPES DE H. seropedicae.
A concentracao de proteina para as condicoes nas quais ela nao esta indicada

entre parénteses foi de 600ug.
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4.3 EFEITOS DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

O numero maximo de pontos protéicos detectados na faixa de pH 3 a 10 foi
350 para a estirpe selvagem SMR1 nas condi¢cdes de referéncia (20mmol/L de
NH,4Cl). Na tentativa de detectar um numero maior de pontos protéicos desta
estirpe a quantidade de proteina foi aumentada de 600ug/gel para Tmg/gel. Nesta
condicao foi possivel detectar um numero maior de proteinas entretanto, estes géis
ficaram extremamente saturados, o que dificulta as analises comparativas (FIGURA
4). O'FARREL (1975), CHANG e colaboradores (2003) e OLIVER (2000) relataram
que geralmente, quanto menor a quantidade de proteina, melhor a resolucao dos
géis bidimensionais. HESKETH e colaboradores (2002), na tentativa de detectar um
numero maior de pontos protéicos, também aumentaram a concentracao de proteina

e igualmente observaram uma significativa reducao da resolucao dos géis.

4.4 ANALISES COMPARATIVAS DA ESTIRPE SMR1 NA FAIXA DE pH 3 a 10

As andlises comparativas da estirpe selvagem de H.seropedicae (SMRT)
foram realizadas utilizando amostras com D.O.soonm aproximadamente igual a 1,04.
Foram feitas comparagbes entre amostras crescidas em 20mmol/L de NH,CI (alta
amonia), 2mmol/L de NH4Cl (baixa amonia) e amostras que foram submetidas a
desrepressao da nitrogenase e teste de reducdo de acetileno para confirmar que

estavam fixando nitrogénio.
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FIGURA 4: EFEITO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA SOBRE A

RESOLUCAO DE GEIS BIDIMENSIONALIS.

Figuras A e B: geis contendo 1Tmg de proteina. Figuras C e D: geéis contendo
600pg de proteina. Os géis A e C sao da estirpe SMR1 cultivada na condicao de
referéncia e os géis B e D sdo da mesma estirpe sob condi¢éo de fixagao de

nitrogénio.
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Para todas as analises comparativas realizadas na faixa de pH 3 a 10 foram
feitos pelo menos trés géis bidimensionais para cada estirpe em cada condi¢ao,
utilizando duas amostras diferentes. Em todos os géis foram utilizadas 600ug de
proteina e a coloracao foi feita por Coomassie. A partir de quatro géis da estirpe
selvagem, SMR1, cultivada em alto amonio (FIGURA 5), foi obtido um gel artificial
que representa a média dos géis nestas condi¢coes (FIGURA 6). Neste gel foram
detectados 316 pontos protéicos com volume normalizado maior ou igual a 0,03.
Este procedimento foi repetido para todas as estirpes nas condigcoes fisiologicas
avaliadas.

As analises comparativas entre culturas cultivadas em alto amonio e culturas
cultivadas em condi¢ao de fixacao de nitrogénio, demonstraram que 25 proteinas
foram induzidas pela condicdao de fixacdo de nitrogénio enquanto 71 foram
reprimidas. Quarenta e nove proteinas presentes nas duas condi¢oes tiveram seus
niveis de expressao alterados, sendo que para 12 delas ocorreu aumento da
expressao protéica e para 37 ocorreu diminuicao dos niveis de expressao na
condicao de fixacao de nitrogénio.

Comparando culturas cultivadas em alto amonio com culturas cultivadas em
baixo amonio, foram detectadas 48 proteinas reprimidas nas condi¢oes de baixo
amonio e 3 proteinas que foram induzidas nesta condicao (FIGURA 8). Sessenta
proteinas apresentaram diferenga quantitativa de expressao. Na condi¢ao de baixa
amonia quarenta proteinas tiveram diminuicao dos niveis de expressao equanto que
20 proteinas tiveram seus niveis de expressao aumentados.

A partir da comparagao de geis bidimensionais resultantes de amostras

obtidas em condicéo de fixacao de nitrogénio e amostras obtidas em baixo
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FIGURA 5: GEIS BIDIMENSIONAIS DA ESTIRPE SELVAGEM SMR1

Imagem dos 4 géis que foram utilizados para criagao do gel de referéncia
artificial da estirpe SMR1 cultivada em 20mmol/L de NH4Cl. Todos os géis
continham 600ug de proteina que foram isoeletrofocalizadas na faixa de pH 3 a

10, em tiras IPG de 13 cm e submetidas a SDS-PAGE 12,5%.
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amonio, foram detectadas cinquenta e sete proteinas reprimidas na condicao de
baixo amonio e 21 proteinas induzidas nesta condicdo. As proteinas que foram
induzidas em baixo amonio estiveram presentes no gel de referéncia. Quarenta e
trés proteinas apresentaram diferenca quantitativa nos niveis de expressao, sendo
que 15 tiveram seus niveis de expressao aumentados e 28 apresentaram diminuicao

dos niveis de expressao na condicao de baixa amonia.

4.5 ANALISES COMPARATIVAS ENTRE ESTIRPES EM TIRAS IPG pH 3 a 10

O perfil de expressao protéica da estirpe selvagem SMR1 foi comparado com
aquele das estirpes mutantes DCP286A (ntrC) e SMR54 (nifA). A partir das
analises comparativas entre as estirpes SMR1 e DCP286A cultivadas em 20mmol/L
de NH,CI foram detectadas 70 proteinas reprimidas no mutante. Nenhuma proteina
foi induzida neste mutante na condicao de alta amonia, porém ocorreu aumento nos
niveis de expressao de 32 proteinas e diminuicao dos niveis de expressao de 23
(FIGURA 9).

Comparando as mesmas estirpes cultivadas em 2mmol/L de NH4Cl detectou-
se que 157 proteinas estavam reprimidas no mutante e que uma proteina induzida
nesta estirpe. Cinquenta e seis proteinas apresentaram diferencas quantitativas de
expressao, houve aumento dos niveis de expressao de 32 proteinas e diminuicao
dos niveis de expressao de 24.

A partir das analises comparativas entre a estirpe SMR1 e 0 mutante SMR54
(nifA’) cultivados em 20mmol/L de amonia observou-se que 57 proteinas foram

reprimidas e 12 foram induzidas no mutante SMR54.
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FIGURA 6: GEL ARTIFICIAL DE REFERENCIA DA ESTIRPE SMR1

Gel representativo de todos os géis de referéncia feitos utilizando 600ug de proteina. A
isoeletrofocalizacao foi feita em tiras IPG, pH 3 a 10, 13 cm e SDS-PAGE foi realizada
em géis de poliacrilamida 12,5%. Neste gel foram detectados 316 pontos protéicos com

Vn = 0.03.
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FIGURA 7: DIFERENCAS QUANTITATIVAS DE EXPRESSAO NA ESTIRPE SMR1
NA CONDICAO DE FIXACAO DE NITROGENIO. Gel da estirpe selvagem SMR1
em condi¢do de fixacao de nitrogénio.  As proteinas foram isoeletrofocalizadas em
tiras IPG, 13 cm, pH 3 a 10 e a segunda dimenséao foi realizada em SDS-PAGE

12,5%. O gel foi corado com Coomassie.
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A. pl=54
PM = 39,9kDa

1 B. pl=5,4
PM = 38,4kDa

C. pl=90
PM = 40kDa

2

FIGURA 8: PROTEINAS INDUZIDAS NA ESTIRPE SELVAGEM CULTIVADA

EM BAIXO AMONIO. As proteinas A, B e C foram induzidas na estirpe SMRT1
cultivada em condicao de baixo amonio quando comparada com a mesma
estirpe cultivada em alto amonio. A isoeletrofocalizagao foi realizada em tiras

IPG de 13 cm, pH 3 — 10 e SDS-PAGE em géeis de poliacrilamida 12,5%.
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Nesta estirpe, cinquienta e seis proteinas tiveram seus niveis de expressao
alterados sendo que 37 apresentaram aumento de expressao e 19 apresentaram
diminuicao dos niveis de expressao.

Um fenomeno singular foi observado nos geéis bidimensionais da estirpe
SMR54 (nifA’) cultivada em baixa amonia: nenhum dos géis realizados apresentou
proteinas na faixa de pH superior a 8,0 0 que nao ocorreu para nenhuma das outras
estirpes nas condicdes analisadas (FIGURA 10). Nas condicoes experimentais, foi
possivel observar que neste mutante ocorreu repressao de pelo menos 100
proteinas e inducao de 8. A resolucao dos geis desta estirpe cultivada em baixa
amonia foi inferior aos demais géis obtidos, portanto, analises de expressao

quantitativa ndo foram realizadas.

4.6 ANALISES COMPARATIVAS NA FAIXADE pH4 a7

O perfil de expressao protéica das estirpes SMR1 e SMR54 (nifA’) foram
também analisados em géis bidimensionais na faixa de pH 4 a 7 (FIGURA 11).
Nestes géis foram detectados virtualmente oS mesmos pontos protéicos e as
analises comparativas levaram a resultados similares aos descritos anteriormente
portanto, os resultados destas analises nao serao descritos. Um gel da estirpe
SMR54 na faixa de pH 4 a 7 foi utilizado para retirada de proteinas induzidas no

mutante e identificacao por espectrometria de massa (MS).
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FIGURA 9: DIFERENCA QUANTITATIVA DE EXPRESSAO NA ESTIRPE
MUTANTE DCP286A (ntrC). Gel da estirpe mutante DCP286A cultivada em
alta amonia. As proteinas foram isoeletrofocalizadas em tiras IPG, 13 cm pH

3 a 10 e a segunda dimensao foi realizada em SDS-PAGE 12,5%. O gel foi

corado com Coomassie.
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pH3-> 10

pH 8.0 pH 8.0

FIGURA 10: GEIS BIDIMENSIONAIS DA ESTIRPE MUTANTE SMR54 E
DA ESTIRPE SELVAGEM SMR1. A e C: Padrdo eletroforético das
proteinas do mutante SMR54 crescida em baixa amonia; B: Gel da estirpe
SMR1 crescida em baixo amonio; D: Gel da estirpe SMR54 cultivada em
alto amonio. Todas as amostras foram isoeletrofocalizadas em tiras IPG

de 13cm, pH 3-10 e a segunda dimensao foi feita em SDS-PAGE 12,5%.

SMR1fixpH4a7
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4.7 DISCUSSAO DAS ANALISES COMPARATIVAS

As analises comparativas da estirpe SMR1 de H.seropedicae demonstraram
que ocorreu inducao de proteinas na condicao de fixacao de nitrogénio, tanto em
relacdo a condicao de referéncia quanto em relacao a condicao de baixa amoénia.
Treze das proteinas que foram induzidas na condicao de fixacao de nitrogénio
estiveram também ausentes nos mutantes DCP286A (ntrC) e SMR54 (nifA’), que
nao expressam os genes nif (FIGURA 12). Tais dados sugerem que essas proteinas
estdo envolvidas no processo de fixacao de nitrogénio.  Os valores de ponto
isoelétrico (pl) e massa molecular (MM) calculados pelo programa Imagemaster
foram utilizados para buscar provaveis proteinas por meio do sitio Tagldent. Devido
ao grande numero de proteinas (mais de 100) que aparecem como candidatas para
cada proteina quando a pesquisa € feita utilizando apenas os dados de pl e MM, foi
feita uma busca tendenciosa colocando nitrogénio como palavra chave. Desta
maneira apareceram na lista apenas as proteinas relacionadas ao metabolismo de
nitrogénio. Estiveram presentes subunidades e cofatores do complexo da
nitrogenase, dentre elas NifD, NifH, NifK, NifN e NifV.

Um grande numero de proteinas foi reprimido na condicao de fixacao de
nitrogénio quando comparada a condicdéo de referéncia. Estas proteinas
apresentaram MM superior a 60 kDa e pl entre 4,0 e 7,0 aproximadamente (FIGURA
13). Em condicbes de baixa amoénia 3 proteinas foram induzidas na estirpe
selvagem SMR1 em relacao a mesma estirpe cultivada em alta amonia, enquanto
que um grande numero de proteinas foi reprimido na estirpe selvagem de H.

seropedicae cultivada em baixo amonio.
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FIGURA 12: PROTEINAS INDUZIDAS NA ESTIRPE SMR1 CULTIVADA
EM CONDICAO DE FIXACAO DE NITROGENIO. Padrao bidimensional
da estirpe selvagem de H.seropedicae em condicao de fixacao de
nitrogénio. A isoeletrofocalizacao foi feita em tiras IPG, 13 cm, pH 3 a 10
utilizando 600ug de proteina e o gel foi corado com Coomassie. Os pontos
assinalados "F1" a "F13" sao proteinas que foram induzidas pela condi¢ao
de fixagao de nitrogénio e que estiveram ausentes também nas estirpes

mutantes DCP286A (ntrC) e SMR54 (nifA).
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FIGURA 13: PROTEINAS REPRIMIDAS NA CONDICAO DE FIXACAO DE
NITROGENIO NA ESTIRPE SELVAGEM SMR1. Os géis foram feitos a partir
de amostras da estirpe selvagem SMR1 em condicao de fixacao de nitrogénio
e em alta amonia. As proteinas foram isoeletrofocalizadas em tiras IPG, 13 cm
pH 3 a 10 e SDS-PAGE foi realizada em géis de poliacrilamida 12,5%. Ambos

géis foram corados com Coomassie.
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As analises comparativas entre a estirpe selvagem e as estirpes mutantes
revelaram dados bastante interessantes. Nenhuma das estirpes mutantes expressa
0s genes da fixacdo de nitrogénio devido & auséncia da proteina ativadora
transcricional dos genes nif, a proteina NifA. As analises comparativas realizadas
com amostras cultivadas em 20mmol/L de NH4Cl revelaram que um grande numero
de proteinas foram reprimidas nas estirpes mutantes, mesmo em condigoes nas
quais nao ocorre expressao dos genes nif na estirpe selvagem. Todas as
proteinas que foram reprimidas no mutante SMR54 (nifA’) foram também reprimidas
no mutante DCP286A (ntrC), porém neste mutante houve repressao de um nimero
maior de proteinas. Curiosamente também ocorreu indugao de proteinas no
mutante SMR54 na condicao de alta amonia.

A condicao de baixa amoénia (2mmol/L de NH4Cl) levou a repressao de um
grande numero de proteinas nas estirpes mutantes. Na estirpe DCP286A nenhuma
proteina foi induzida quando as células foram cultivadas em baixa amonia.
Surpreendentemente na estirpe SMR54 ocorreu indugao de 8 proteinas nesta
condicao. Portanto no mutante DCP286A (ntrC) nao ocorreu inducao de proteinas
em nenhuma das condi¢oes testadas, apenas repressao de um grande numero de
proteinas. No mutante SMR54 (nifA) ocorreu inducao de proteinas nas duas
condi¢oes testadas em comparagcao com a estirpe selvagem SMR1.

No mutante DCP286A era esperada a repressao de um grande numero de
proteinas tendo em vista que a proteina NtrC funciona como ativadora transcricional
nao somente dos genes nif, mas também de diversos outros genes, como O
transportador de amonia (AmtB), a enzima glutamina sintetase, permeases de

aminoacidos e enzimas catabolicas. Em Escherichia coli aparentemente a proteina
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NtrC exerce controle de praticamente 2% dos genes, 0 que representa
aproximadamente 75 proteinas (ZIMMER et al., 2000). Mutantes ntrC de H.
seropedicae apresentaram diminuicao da expressao e atividade da GS (glutamina
sintetase) (PERSUHN, 2001). O sistema Ntr de H. seropedicae é importante para a
captacao de ions amonio e assimilacao de glutamina. A proteina NtrC de H.
seropedicae esta envolvida na expressao do operon ginKamtB deste microrganismo
(PERSUHN, 2001).

Tais dados devem ser melhor investigados. Isoeletrofocalizagao utilizando
faixas mais estreitas de pH correspondentes as regides nas quais ocorreram
maiores diferencas de expressao, pode ser utilizada para confirmar esses
resultados. E de grande importancia a identificacdo das proteinas que foram
induzidas e reprimidas nos mutantes para poder identificar os produtos génicos que
estdo sujeitos a regulacdo direta e indireta pelas proteinas NifA e NtrC de H.

seropedicae.

4.8 METODOS DE COLORACAO

Géis bidimensionais corridos nas mesmas condicoes contendo as mesmas
amostras foram corados por dois métodos e comparados. Verificou-se diferenca
significativa entre dois géis idénticos (FIGURA 14). Algumas proteinas s6 foram
reveladas pela coloracao com prata enquanto outras, que se apresentaram com alta
intensidade com Coomassie, nao foram visualizadas por prata. Por outro lado o

meétodo da prata apresentou coloracado negativa para as bandas com maiores
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FIGURA

VISUALIZADOS POR MEIO DE DIFERENTES METODOS DE COLORACAO. Gel A: Gel

da estirpe SMR1 cultivada em alta amonia utilizando 100ug de proteina corado com prata.

ELETROFORETOGRAMA PROTEICO PARA A ESTIRPE SMR1

Gel B: Gel da mesma amostra utilizando 500ug de proteina corado com Coomassie.

géis foram isoeletrofocalizados em tiras IPG de 13 cm, pH 3 a 10 e a segunda dimensao,

SDS-PAGE, foi realizada em géis de 12,5% dgzpoliacrilamida.
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concentragdes de proteina, o que dificulta muito a quantificacdo e as analises
comparativas de expressao.  Por este motivo os geis utilizados nas analises
comparativas foram todos corados com Coomassie.

GIOMETTI e colaboradores (2002) também observaram este fendmeno. Estes
pesquisadores relataram que o uso de apenas uma abordagem para detectar
proteinas em geéis bidimensionais pode fazer com que um estudo protedmico exclua
até mesmo proteinas abundantes, como as proteinas da camada S (S-layer) de

Methanococcus janaschii, que nao foram visualizadas pelo método da prata.

4.9 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS

Proteinas induzidas na estirpe selvagem SMR1 em condicdo de fixacao de
nitrogénio e na estirpe mutante SMR54 (nifA) cultivada em alta amoénia foram
submetidas a analises espectrométricas por MALDI-ToF. Foram obtidos espectros
de impressao digital (PMF) para 15 amostras enviadas para Sao Paulo.

Utilizando os valores das massas de peptideos tripticos (PMF) provenientes
das analises por MALDI-ToF juntamente com valores de pl e MM nao foi possivel
chegar a um consenso sobre a identidade das proteinas. Por meio do programa
ProFound foram obtidas listas diferentes de proteinasem analises sucessivas. O uso
de outros sitios como o Mascot e Tagldent também resultou em identificacoes nao
conclusivas.

Muitas vezes € necessaria uma combinacao de métodos para identificar

corretamente a proteina. GYGI e colaboradores (2000) identificaram 9 de 12
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proteinas de Sinorhizobium meliloti aleatoriamente escolhidas e retiradas de géis
bidimensionais utilizando PMF através de MALDI-ToF juntamente com composi¢ao
de aminoacidos. Estes pesquisadores verificaram que a composicao de
aminoacidos foi mais especifica na identificacao de proteinas. WILKINS e
colaboradores (1996) também chegaram a conclusao que, para proteinas com
funcoes idénticas, houve maior conservacao na sequéncia de aminoacidos do que
nas massas de peptideos tripticos ou ponto isoelétrico.

As buscas das proteinas de H. seropedicae em base de dados podem ser
refinadas a partir de dados provenientes de fragmentagao assistida quimicamente
(CAF-PSD), nas quais podem ser obtidas sequéncias parciais dos peptideos
analisados para confirmacao da identidade da proteina.

A identificacdo utilizando apenas valores provenientes das massas tripticas
dos peptideos sem dados do genoma, somente funciona para proteinas cuja
sequéncia € muito bem conservada entre organismos. A maioria dos estudos nos
quais houve sucesso, a identificacao das proteinas foi realizada utilizando os dados
provenientes de PMF juntamente com dados do genoma do organismo através do
uso de programas como 0 PROQUEST ou MS-Fit (GIOMETTI et al., 2002; SMOLKA
et al., 2003; HESKETH et al., 2002).

O genoma de H. seropedicae ja foi sequenciado e esta sendo anotado. Estas
informacoes poderao ser utilizados para identificar as proteinas diferencialmente

expressas desta bactéria.
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5. CONCLUSOES

. Foi desenvolvido um protocolo que permite boa resolucao e reprodutibilidade

de geis bidimensionais de proteina de Herbaspirillum seropedicae;

Na estirpe selvagem (SMR1) ocorreu inducao de 25 proteinas e repressao de
71 na condi¢ao de fixacao de nitrogénio quando comparada com a mesma

estirpe cultivada em alta amoénia (20mmol/L de NH4CI);

. Na estirpe selvagem (SMR1) em condi¢ao de baixa amonia ocorreu repressao
de 48 proteinas e inducao de 3 quando comparada com a mesma estirpe

cultivada em alta amoénia (20mmol/L de NH,4CI);

. Na estirpe mutante DCP286A (ntrC) foram reprimidas 70 proteinas na
condicao de alta aménia e 157 na condicao de baixa amoénia (2mmol/L de
NH,Cl) quando comparada com a estirpe selvagem (SMR1) nas mesmas

condicoes;

. Nenhuma proteina foi induzida na estirpe mutante DCP286A (ntrC) em

nenhuma das condic¢oes fisiologicas testadas;

. Na estirpe mutante SMR54 (nifA") 57 proteinas foram reprimidas na condicao

de alta amonia e aproximadamente 100 na condicdo de baixa amonia
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(2mmol/L de NH4Cl) quando comparada com a estirpe selvagem (SMR1) nas

mesmas condicoes;

Na estirpe mutante SMR54 (nifA") foram induzidas 12 proteinas na condicao
de alta amoOnia e 8 em baixa amonia quando comparada com a estirpe

selvagem SMR1 nas mesmas condicoes;

. Apenas o0s valores das massas tripticas provenientes dos peptideos
submetidos a analises espectrométricas nao foram suficientes para identificar
as proteinas de Herbaspirillum seropedicae utilizando base de dados de

outros microrganismos.
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APENDICE I: PROTOCOLO PARA REALIZACAO DE GEIS

BIDIMENSIONAIS DE Herbaspirillum seropedicae
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1.0 PREPARO DA AMOSTRA

e Centrifugar as culturas a 5000g durante 10 minutos

e Lavar o precipitado uma vez, a 5000g durante 10min em solucao contendo
3,0mmol/L de KCI, 1,5 mmol/L de KH,PO, 68 mmol/L de NaCl e
9,0mmol/L de NaH,PO,

e Ressuspender o precipitado em 600uL de tampao contendo 10mmol/L de
Tris-HCI pH 8,0, 1.5mmol/L de MgCl,, 10mmol/L de KCI, 0,5 mmol/L de
DTT e 0,5mmol/L de PMSF;

¢ Aliquotar a amostra em 100uL ou 150uL /tubo e armazenar em congelador
—70°C até o momento do uso

e Descongelar um tubo no momento do uso e adicionar 450uL de tampéao de
lise (9,5mol/L de uréia, 2% (p/v) de CHAPS, 0,8% de (p/v) Pharmalyte pH
3-10 e 1% (p/v) DTT). Os tampoes de lise e rehidratacao devem ser
preparados no momento do uso ou, alternativamente, armazenados em
congelador —-70°C, sem DTT. DTT deve ser pesado e adicionado no
momento do uso e cada tubo deve ser descongelado apenas uma vez

e Sonicar em banho de gelo 3 pulsos de 20 segundos com pelo menos 30
segundos de intervalo entre cada pulso. Verificar que a amostra esteja
translucida. Podem ser necesséarios pulsos de sonicacao adicionais

dependendo da amostra
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e Centrifugar durante 2 minutos e utilizar o sobrenadante para dosar proteina

e aplicar na primeira dimensao (IEF)

1.1 DOSAGEM DE PROTEINAS

¢ Deve ser feita pelo método de Bradford em duplicata ou triplicata (método

de Lowry € incompativel com a composi¢ao do tampéao de lise)

1.2 ISOELETROFOCALIZACAO (IEF) EM IPGphor

e Rehidratacao: no proprio equipamento IPGphor, a 20°C durante 12 horas
* Isoeletrofocalizacao: 3 etapas de 500Vhr, 1000Vhr e 14500Vhr, totalizando
16000VhT.
O tempo da IEF (descontando o tempo da rehidratacao) pode variar de
pouco menos de 8 horas até 10 horas dependendo da amostra. O azul de
bromofenol vai migrando em direcdo ao anodo e desaparece antes do final da

IEF.
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1.3 ISOELETROFOCALIZACAO EM MULTIPHOR I

¢ Rehidratacado: em bandeja de rehidratacao por um periodo de 12h a 16h,
temperatura ambiente

» |soeletrofocalizacdo: 3 fases de 150V, 300V e 3500V com aumento
gradual da voltagem totalizando 17000Vh
Apos a primeira dimensao as tras podem ser equilibradas ou

armazenadas para uso posterior em congelador —70°C (sem equilibrar). Apos

a etapa de equilibrio ndo podem ser congeladas novamente.

1.4 EQUILIBRIO DAS TIRAS

e Colocar as tiras em tubo de ensaio (1 tira por tubo)

o Utilizar para cada tira 5mL de tampao de equilibrio (50mmol/L Tris-HCL,
6M de uréia, 30% (p/v) de glicerol e 2% (p/v) de SDS em 0,05mol/L de
tampao Tris-HCI, pH 8,8, 50ul de solucdo de azul de bromofenol 0,25%
(p/v).

e Adicionar 50mg de DTT a cada 5mL de tampao de equilibrio e manter
durante 15 minutos sob agitac¢ao.

e Remover a solucdo e adicionar 200mg de iodoacetamida para cada 5SmL

de tampao de equilibrio e manter sob agitacao por 15 minutos.
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e Lavar com &gua destilada e imergir no tampao de corrida por alguns

minutos

1.5 SDS-PAGE EM Hoefer SE 600 Ruby

e Posicionar as tiras no topo do gel de poliacrilamida

e Cobrir cada tira com aproximadamente 2mL de solucao de agarose morna
(0,5% de agarose, 1% de SDS e tracos de azul de bromofenol). Esperar
solidificar por aproximadamente 3 ou 4 minutos

e CondicOes de corrida: - limitar a corrente a 30mA/gel

- utilizar o sistema de refrigeracao a 20°C

1.6 COLORACAO DOS GEIS

e Lavar 3 vezes durante 20 segundos com agua destilada para retirar o
excesso de anfolitos
o Corar os géis (Coomassie Brilliant Blue, prata ou outro)

e Armazenar os géis em 2% Acido Acético a 4°C

1.7 CAPTURA DAS IMAGENS
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e Captar as imagens dos géis em UVP Bioimaging Systems ou outro
scanner no qual seja possivel digitalizacdo de imagem de géis molhados
e Para capturar a imagem, utilizar zoom 100% quando possivel

e Nao utilizar a opcao "Enhanced resolution” pois esta atrapalha as analises

posteriores no software Imagemaster

o Utilizar extensoes .tif ou .gel para o nome de arquivo

1.8 ANALISE DOS GEIS

Analise das imagens pode ser feita através do software Imagemaster™ 2D

ou outro similar

1..9 EXCISAO DAS PROTEINAS

Cortar a ponta de um ponteira de 1000uL estéril e utilizar para retirar as

proteinas selecionados

Armazenar as proteinas em tubos pequenos (0,5mL) ou placas de 96

pocos em congelador —70°C até o momento da digestao com tripsina

2.0 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE ESPECTROMETRICA

e Transferir os pedacos de gel com a proteina para tubos de 500uL
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Descoloracao das Proteinas: adicionar 30uL de solucao 75mmol/L de
bicarbonato de amonio em etanol 40% ao pedaco de gel

Vortexar e deixar em repouso durante 10 min

Repetir este procedimento até a total descoloracao do gel. Podem ser
necessarias 8 ou até mesmo mais repeticoes dependendo da intensidade
da coloracao e tamanho do pedaco de gel com a proteina

Desidratacao: lavar 3 vezes com 25ulL de acetonitrila 100%

Secagem: secar em sistema de vacuo durante 25min

Digestao Enzimatica: rehidratar com solucao de enzima fria, 10ug/mL em
50mmol de tampéao bicarbonato de amonio

Deixar as amostras em banho de gelo durante 45 minutos

Colocar em estufa 37°C durante 12h

Remover a solu¢cao de enzima e adicionar 20uL de tampao bicarbonato
Extracao: adicionar 20uL de bicarbonato de amoénio 50mmol/L

Colocar em banho de ultra-som por 10 minutos

Adicionar 20uL de acetonitrila 5% TFA (1:1)

Colocar em banho de ultra-som por 10 minutos

Transferir o sobrenadante para um tubo separado. Repetir o procedimento
trés vezes

Adicionar 10uL de acetonitrila e colocar em banho de ultra-som. Juntar o

sobrenadante aos anteriores
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