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RESUMO

Os genes a jusante dos genes nifHDK de H. seropedicae foram
isolados de um banco gendémico construido no vetor AEMBL3 (MACHADO et al.,
1996) com uma sonda de DNA contendo os genes nifDK de H. seropedicae. Um
bacteriéfago recombinante denominado AGK10, foi isolado e fragmentos de
DNA subclonados foram sequenciados. A jusante dos genes nifHDK um
fragmento de DNA Sall-EcoRI de 1,2 kb continha a regido 3’ do gene nifK e a
regido 5’ do gene nifE. A regido intergénica ndo contém sequéncia homadloga a
sequéncia consenso de promotores nif ou de qualquer outro promotor
conhecido. Um fragmento contiguo ao anterior EcoRI de 4,0 kb contém a regido
3’ do gene nifE e os genes nifNXorflorf2. Nenhuma atividade de promotor foi
identificada em toda regidao sequenciada. Estudos de complementacdo e fusdo
lacZ sugerem que o0s genes nifHDKENXorflorf2 constituem um Unico operon
regulado por oxigénio e amobnia sob o controle do promotor do gene nifH.
Mutagénese nos genes nifN, nifX e orfl mostraram que o gene nifN é essencial
para fixacdo de nitrogénio em H. seropedicae. Similarmente os genes nifX e
orfl se revelaram essenciais para atividade da nitrogenase em condicoes
limitantes de ferro. Um fragmento EcoRI-Sa/l de 3,7 kb localizado a
aproximadamente 3 kb desta regido foi isolado, sequenciado e revelou a
presenca dos genes nifQmodABCfixXC. Mutantes por inser¢cdo nos genes nifQ e
modA foram obtidos e apresentaram deficiéncia em fixacdo de nitrogénio sob
condicdes limitantes de molibdénio. Estes mutantes foram também deficientes
para crescimento dependente de nitrato, provavelmente devido a baixa

atividade da molibdoenzima nitrato redutase.
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ABSTRACT

A AEMBL3 genomic library of H. seropedicae was screened to
isolate the genes downstream from nifHDK by plate hybridization with a 2 kb
Sall fragment containing the nifDK genes of H. seropedicae as a probe. A
recombinant phage, AGK10, was isolated and sequenced and the 3’-region of
the nifK gene and the 5’-region of the nifE genes were identified in a 1.2 kb
Sall/EcoR1 DNA fragment. The intergenic region did not reveal any sequence
homologous to a nif promoter consensus sequence nor to any other known
promoter. A JacZ fusion was inactive, confirming the absence of an active
promotor in the nifK-nifE intergenic region. In a contiguous 4.0 kb EcoRI DNA
fragment we found the 3’-region of the nifE gene and the nifNXorflorf2 genes.
No typical promoter was found in the sequenced region and complementation
and /acZ fusion studies indicated that the nifHDKENXorflorf2 genes constituted
a single operon regulated by O, and NH4". Insertional mutagenesis in nifN, nifxX
and orfl showed that nifNV is essential for nitrogen fixation in H. seropedicae but
nifX, orfl and orf2 were not. However, the nifX and orfl genes were found to
be essential for nitrogenase activity under conditions of iron limitation. In a 3.7
kb EcoRI-Sall DNA fragment located 3.0 kb downstream from this region we
found the genes nifQmodABCfixXC. Insertional mutants in the nifQ and modA
genes were obtained and were deficient in nitrogen fixation under low
molybdenum conditions. These mutants were also deficient in nitrate-
dependent growth, probably due to low activity of the molybdoenzyme nitrate
reductase. In sumary, this work has identified and sequenced 13 open reading
frames associates with nif genes in H. seropedicae and indicated, by site
mutagenesis and physiological studies, the conditions in which these genes are

essential for nitrogen fixation.
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Introdugdo 1

1. INTRODUCAO

1.1. FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A fixacdo biolégica de nitrogénio é o processo no qual o
dinitrogénio é reduzido produzindo amoénio. Esta reacdo é catalisada por um
complexo enzimdtico existente somente em algumas espécies de procariotos
chamados de diazotrofos (POSTGATE, 1982).

Os diazotrofos podem ser simbidticos, de vida livre ou
associativos. Entre os diazotrofos simbidticos, destacam-se espécies da
familia Rhizobiaceae, que se associam a leguminosas, formando nédulos nas
raizes, transferindo o amonio produzido para a planta (POSTGATE, 1982;
) PEISROSA, 1987).

Os'microrganismos de vida livre, como Rhodobacter capsulatus,
Azotobacter spp, Klebsiella pneumoniae e Clostridium pasteurianum, nao se
associam as plantas (POSTGATE, 1982). Os microrganismos associativos,
como Azospirillum brasilense encontra-se na rizosfera enquanto que,
Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae, encontram-se no
interior de raizes, colmos e folhas de gramineas como trigo, milho, sorgo e
cana-de-aclcar (BALDANI et al., 1986; DOBEREINER, 1992a, 1992b).

Os diazotrofos contribuem com aproximadamente 60% do
nitrogénio fixado no planeta e sdo essenciais para a manutengdo do ciclo do

nitrogénio (BURNS e HARDY, 1975).
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1.2. O COMPLEXO NITROGENASE

A nitrogenase € um complexo enzimatico composto de duas
metaloproteinas : a proteina ferro (proteina Fe) e a proteina molibdénio-ferro

(proteina MoFe) (DEAN et al., 1993).

A estequiometria da reagdo catalisada pelo complexo nitrogenase

é a seguinte (SIMPSON e BURRIS, 1984):-

N> + 8 HY + 8e~ + 16 MgATP—> 2 NH3 + Hy + 16 MgADP + 16 Pi

O hidrogénio é um inibidor competitivo do nitrogénio e produto
obrigatério da reducdo do N, pela nitrogenase (MORTENSON e THORNELEY,
1979). A producdo de hidrogénio pelo sistema pode ser mantida na presenca
de MQgADP utilizando ditionito de sédio como redutor (YOUSAFZAI e EADY,
1999). Utilizando citrato de titanio como agente redutor, uma molécula de
MgATP é hidrolisada para cada par de elétrons transferidos produzindo um

menor gasto energético na reacdo (NYBORG et al., 2000)

1.2.1. Proteina Ferro

A proteina ferro € um homodimero y,, com massa molecular
aproximada de 62 KDa (EADY, 1991). Cada subunidade possui um dominio
com estrutura o hélice/ folha p pregueada (GEORGIADIS et al., 1992), e as
subunidades estdo unidas por um grupamento metdlico [4Fe-4S]. Este
nacleo [4Fe-4S] é simetricamente coordenado através de cisteinas nas

posicdes 97 e 132 de cada subunidade (HOWARD et al., 1989).



Introdugdo 3

A proteina Fe contém dois sitios para ligacdo de nucleotideos,
um em cada subunidade (GEORGIADIS et al., 1992). A proteina Fe funciona
como doadora de elétrons para a proteina MoFe (HAAKER et al., 1984;
GEORGIADIS et al., 1992).

Estudos da sequéncia de aminoacidos, bem como da estrutura
tridimensional revelaram homologia da proteina Fe com outras proteinas
capazes de ligar nucleotideos, incluindo a proteina ras, proteinas da
superfamilia de proteinas G e proteinas de transducdo de energia da familia

da miosina (HAWKES et al., 1984; HOOVER et al., 1988).

1.2.2. Proteina MoFe

A proteina MoFe é um tetramero oyp, com massa molecular
aproximada de 220 KDa, possuindo dois atomos de molibdénio, trinta e dois
de ferro e trinta e dois de enxofre (EADY, 1991), arranjados em dois tipos de
centros redox: o centro-P e o cofator ferro-molibdénio ou FeMoco (SMITH e
EADY, 1992).

Cada tetramero possui dois centros-P  que sdo nucleos
metalicos do tipo [8Fe-7S] (PETERS et al., 1997; SCHINDELIN et al., 1997;
MAYER et al., 1999). Estes nucleos sofrem discreta mudanga conformacional,
envolvendo o movimento de dois atomos de ferro, quando ocorre a
transferéncia de elétrons (MAYER et al., 1999). Os centros-P sofrem
mudancas redox durante os ciclos de reducdo da nitrogenase e provavelmente
tém funcdo de transferir elétrons, para o sitio de redugdo localizado no
FeMoco (ANGOVE et al., 1998; CHAN et al., 1999).

O cofator FeMoco consiste de dois grupamentos metalicos
cubicos, [4Fe-3S] e [Mo-3Fe-3S], unidos por dois atomos de enxofre

(SELMANN, 1993; CHAN et al., 1993; MAYER, 1999). Este cofator possui
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também um componente orgdnico, o homocitrato (SMITH e EADY, 1992). O
homocitrato provavelmente tem a fungdo de transferir os elétrons dos
centros-P para o FeMoco (KIM e REES, 1994).

Os cofatores FeMoco encontram-se no interior das subunidades
a, enquanto que o par de centros-P encontra-se na interface entre as
subunidades o e B. Cada par of da proteina MoFe opera de modo
independente como subunidade catalitica (KIM e REES, 1992). H4 evidéncias
da existéncia de mdltiplos sitios para reducdo de diferentes substratos e
também de sitios de ligacdo de inibidores, os quais podem operar de modo
independente um do outro (SHEN et al., 1997). Estas evidéncias foram
confirmadas através da substituicdo de um residuo His195-a por glutamina.
Esta substituicdo afeta a estrutura eletronica do cofator FeMoco e a ligagcdo de
N,, N3, HN3; e CN; mas ndo altera a ligacdo de H*, C,H,, HCN e CO
(DILWORTH et al., 1998).

O complexo da nitrogenase ndo possui alta especificidade pelo
substrato, podendo reduzir uma série de compostos andlogos ao nitrogénio
com dupla ou tripla ligagdo, tais como acetileno, cianogénio, éxido nitroso e
ciclopropeno (POSTGATE, 1982). A redugao de todos os substratos necessita
de MgATP (EADY, 1986). Destaca-se a importancia da reducao do acetileno a
etileno, que tem sido o método de determinacdao da atividade da nitrogenase

(DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN e BURRIS, 1967).

1.2.3. Mecanismos de protecdo da nitrogenase contra o oxigénio

As proteinas Fe e MoFe, componentes do sistema enzimatico
nitrogenase, sdo rapida e irreversivelmente inativadas por exposicdo ao
oxigénio (POSTGATE, 1982). Estudos espectroscépicos indicam que a

exposicdo ao oxigénio resulta em uma sequéncia de mudangas nos estados de
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oxidagdo dos atomos de ferro da proteina Fe e MoFe (ROBSON e POSTGATE,
1980).

Os microrganismos aerdbios possuem mecanismos de protecdo
da nitrogenase contra o dano irreversivel causado pelo oxigénio. Azotobacter
vinelandii é uma bactéria fixadora de nitrogénio aerdbia obrigatdria que possui
oxidases ligadas a membrana. Estas oxidases consomem vigorosamente o
oxigénio até uma concentracdo compativel com a fixacdo de nitrogénio (KELLY
et al., 1990). Quando este sistema nao pode ser utilizado, como em condicdes
limitantes de substrato, um outro mecanismo chamado de protecdo
conformacional é acionado. Esta protecdo envolve uma proteina 2Fe-2S
(proteina FeSII), que se liga ao complexo nitrogenase em altas tensdes de
oxigénio. Forma-se um complexo estdavel ao oxigénio mas que ndo fixa
nitrogénio e, quando os niveis de oxigénio diminuem, a proteina FeSII se

dissocia liberando a nitrogenase ativa (ROBSON et al., 1979).

1.2.4. Proteinas carreadoras de elétrons para a nitrogenase

Em K. pneumoniae, os elétrons utilizados para reducdao do
nitrogénio sdo transportados em cadeia (ver esquema a seguir) a partir do
piruvato na seguinte ordem: para a proteina Nif] (piruvato: flavodoxina
oxidoredutase), para a proteina NifF, proteina Fe e finalmente para a proteina

MoFe (DEISTUNG et al., 1983).

elétrons —>
Piruvato —p Piruvato-flavodoxina oxidoredutase —» Flavodoxina -
—» Proteina Fe — Proteina MoFe
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A proteina NifF é uma flavoproteina (ROBERTS et al., 1978) que
em reagdes de redugdo ou oxidacdo oscila entre as formas de quinona e
hidroquinona (BOGUSZ et al., 1981; DEISTUNG et al., 1983).

O carreador de elétrons para a proteina Fe pode ser também
ferredoxinas, que sao proteinas que contém grupos FeS e sdo capazes de

conduzir mudancas redox (POSTGATE, 1982).

1.2.5. Reducido do nitrogénio pelo complexo nitrogenase

A reducdo do nitrogénio pelo sistema nitrogenase envolve a
transferéncia de elétrons da proteina Fe para a proteina MoFe (Figura 1).

A proteina Fe reduzida, ligada a duas moléculas de MgATP,
associa-se a proteina MoFe, promovendo a transferéncia de um elétron para
o centro-P. A seguir, o centro-P sofre mudanc¢as redox e, atuando como
intermedidrio, transfere o elétron para o FeMoco, que é o sitio responsavel
pela ligacdo e reducdo do substrato (N,) (SMITH, 1990; LANZILOTTA et al.,
1997; CHAN et al., 1999).

O MgATP, ao ligar-se na proteina Fe, induz uma mudanga
conformacional da proteina provocando um deslocamento do grupamento
[4Fe-4S] em direcdo a superficie do dimero. Apds a interagdo com a proteina
MoFe, a hidrédlise de MgATP facilita a transferéncia de um elétron da proteina
Fe para a proteina MoFe (GAVINI e BURGESS, 1992; DEAN et al., 1993;
PETERS et al., 1997; JANG et al., 2000).

A proteina Fe oxidada ligada a duas moléculas de MgADP
dissocia-se da proteina MoFe (HAGEMAN e BURRIS, 1978; MENSINK e

HAAKER, 1992, CHEN et al., 1994).



Introdugdo 7

@ Grupo 4FedS reduzido

@ Grupo 4Fe4S oxidado

Proteina MoFe @ FeMoco

Centro P

] MgATP
<+
MgATP
Proteina Fe
reduzida
Hidrdlise de ATP e
transferéncia do elétron
2MgATP ¢
+
1e
MgADP
_—b
E MgADP
2 MgADP
Proteina Fe
oxidada

Figura 1. Ciclo de oxidacao-redugdo da nitrogenase. A proteina Fe reduzida e ligada a
MgATP forma um complexo com a proteina MoFe, um elétron é transferido
com simultanea hidrélise de MgATP. A etapa limitante da velocidade da reagao
€ a dissociagdo da proteina Fe oxidada do complexo com a proteina MoFe. O
ciclo é completado com formagdo de um novo complexo proteina Fe reduzida
e MgATP. (GAVINI e BURGESS, 1992; DEAN et al., 1993; PETERS
et al., 1997; JANG et al., 2000;CHAN et al., 2000)
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Estudos espectroscopicos indicam que MgATP se liga a proteina
Fe, mas ndo interage diretamente com o nucleo [4Fe-4S] (MORGAN et al.,
1990). Evidéncias recentes sugerem que MgATP promove a transferéncia de
elétrons entre as proteinas Fe e MoFe, acelerando a reacdo, enquanto que
MgADP diminui, ou seja, a velocidade de transferéncia de elétrons é

nucleotideo dependente (CHAN et al., 1999).

1.3. NITROGENASES ALTERNATIVAS

A existéncia de um sistema alternativo de fixacdo de nitrogénio
da Mo nitrogenase foi demonstrado em mutantes contendo delecbes de genes
nif de A. vinelandii e A. chroococcum (BISHOP et al., 1980; ROBSON et al.,
1986). Estes mutantes eram capazes de fixar nitrogénio na auséncia de
molibdénio. Uma nitrogenase contendo vanadio (ao invés de Mo) foi isolada
destes organismos nos quais 0S genes para a nitrogenase convencional
(contendo Mo) haviam sido deletados (ROBSON et al., 1986). A sintese da V
nitrogenase requer auséncia de molibdénio e presenca de vanadio e A.
vinelandii é capaz também de fixar nitrogénio na auséncia de Mo ou V, ou
seja, é capaz de sintetizar um terceiro tipo de nitrogenase contendo ferro
(PAU et al., 1989).

A terceira nitrogenase contendo ferro foi também estudada em
Rhodobacter capsulatus (SCHNEIDER et al., 1991) e Rhodospirillum rubrum
(DAVIS et al., 1991).

Existe ainda um quarto sistema da nitrogenase isolado de
Streptomyces thermoautotrophicus que catalisa a redugdo do nitrogénio
acoplada a oxidacdo do mondxido de carbono (CO) (RIBBE et al., 1997). Uma

desidrogenase transfere os elétrons derivados da oxidacdo do CO para o
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oxigénio, produzindo radicais superéxido. Uma enzima superéxido
oxidoredutase reoxida os radicais superoxido transferindo os elétrons para
uma proteina contendo MoFeS para reducdo do nitrogénio (RIBBE et al.,

1997).

1.4. GENETICA DA FIXACAO DE NITROGENIO

Em K. pneurmoniae foram identificados e sequenciados 20 genes
nif, 0s quais se encontram agrupados numa regido de aproximadamente 25
kb do genoma (Figura 2). Os genes nif encontrados em outros diazotrofos de
vida livre tais como A. vinelandii, A. chroococcum, R. capsulatus e
Enterobacter agglomerans tém sido comparados com K. pneumoniae.
Estudos sugerem a existéncia de pelo menos 14 genes em comum entre
esses organismos, que sao os genes nif H, D, K, E, N, X, U, S, V, Z W, M, B,
Q, e cujos produtos devem ser essenciais para a biossintese da nitrogenase
(MERRICK, 1992).

O gene nifH codifica para as subunidades y da proteina Fe e
os genes nifD e nifK codificam as subunidades o e B da proteina MoFe,
respectivamente (ROBERTS et al., 1978; SUNDARESAN e AUSUBEL 1981
IOANNIDIS e BUCK, 1987).

A proteina Fe além de transferir elétrons para a proteina MoFe
tem outras duas fungBes distintas na fixacdo de nitrogénio. Participagdo na
biossintese do FeMoco (ROBINSON et al., 1987) e envolvimento na maturagao
da apoproteina MoFe (ALLEN et al., 1993). A presenga do nucleo 4Fe-4S na
proteina Fe ndo é essencial para sua fungdo na sintese do FeMoco e maturagao

da apoproteina MoFe (DEAN et al., 1993; RANGARA] et al., 1997).
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Os genes nifEN codificam para as proteinas NifE e NifN e
formam um tetramero a,f,. Este tetrdmero estd envolvido na sintese do
FeMoco (PAUSTIAN et al., 1989) provavelmente através da formacdo de um
molde para construgdo do cofator. Isto porque os genes nifN e nifE
apresentam alta similaridade com os genes nifK e nifD, respectivamente
(ROBERTS et al., 1978; BRIGLE et al., 1987); NifN e NifE formam tetrameros
B2 similar a proteina MoFe e porque o cofator FeMoco pode ser sintetizado na
auséncia da proteina MoFe, sugerindo que um outro tetrdmero estd associado
a ele (UGALDE et al.,1984).

O produto do gene nifX de A. vinelandii e R. capsulatus ndo é
essencial para fixacdo de nitrogénio (JACOBSON, et al., 1989a; MORENO-
VIVIAN et al., 1989a). Entretanto estudos recentes demonstraram que NifX de
A. vinelandii é essencial para biossintese do FeMoco “in vitro” (SHAH et al.,
1999). Além disso, NifX pode substituir VnfX (proteina com a mesma fungao
de NifX no sistema de vanadio-nitrogenase) envolvido na biossintese do
cofator FeVaco da vanadio nitrogenase (RUTTIMANN-JOHNSON et al., 1999).

Estirpes de A. vinelandii e K. pneumoniae com delecoes
especificas nos genes nifS ou nifU acumulam proteina Fe inativa (JACOBSON
et al., 1989b; ROBERTS et al., 1978). O produto do gene nifS é um
homodimero contendo piridoxal fosfato, que catalisa a desulfurizagcao
especifica da cisteina, produzindo alanina e enxofre inorganico (ZHENG et al.,
1993). O produto do gene nifU é um homodimero que aparentemente esta
envolvido na formacdo de nucleos metdlicos contendo 2Fe-2S, que seriam
doados para formas imaturas da proteina Fe e MoFe. NifU poderia ainda
interagir com NifS para liberar enxofre para a formagdo de nucleo Fe-S da
proteina Fe (DEAN et al., 1993; FU et al., 1994). Estudos espectroscépicos
revelaram a presenca de um grupo 2Fe2S e embora a fungdo de NifU ndo seja

conhecida tem sido proposto que o produto do gene nifU esteja envolvido na
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captagdo do ferro para formagdo do grupo FeS de componentes da nitrogenase
(ZHENG et al., 1998).

JACOBSON et al. (1989b) estudaram estirpes de A. vinelandii
com mutagbes nos genes nifWZ e observaram que os produtos destes genes
s30 necessarios para a estabilidade e processamento da proteina MoFe. Em K.
pneumoniae 0s genes nifW ou nifZ nao sao essenciais para fixacao de
nitrogénio, embora a desrepressdo da atividade da nitrogenase seja mais
lenta nesses mutantes, sugerindo que as fungbes dos produtos destes genes
poderiam ser realizadas parcialmente por outras proteinas (PAUL e MERRICK,
1989). Estudos recentes revelaram que NifW forma um complexo multimérico
e, este complexo, associando-se com NifZ, é capaz de interagir com a
nitrogenase em A. vinelandii (LEE et al., 1998).

Mutantes nifM~ de A. vinelandii apresentam proteina Fe e MoFe
com baixa atividade (HOWARD et al., 1986). A proteina NifM parece estar
envolvida na ativacdo da proteina Fe. Em mutantes NifM™ de K. pneumoniae
foi determinada a ocorréncia de um defeito na biossintese e insercdo do grupo
4Fe4S da proteina Ferro (HOWARD et al., 1989). Recentemente, em A.
vinelandii, foi demonstrado que a proteina NifM é essencial para atividade das
trés nitrogenases, e que as proteinas ativadoras de transcricdo das
nitrogenases alternativas (VnfA e AnfA) podem regular a expressdao do gene
nifM (LEI et al., 1999).

Mutantes nifV de A. vinelandii apresentam redugdao do
crescimento diazotréfico, baixa atividade da proteina MoFe e atividade normal
da proteina Ferro (JACOBSON et al., 1989b). A proteina NifV é um
homodimero que catalisa a condensacdo do acetil-CoA e do a-cetoglutarato
para formar o homocitrato que é o componente organico do FeMoco (HOOVER

et al.,1989; ZHENG et al., 1997).
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O produto do gene nifB, denominado de NifB-co, € um precursor
do cofator FeMoco que contém ferro e enxofre (SHAH et al., 1994; ROOL et
al., 1995).

O gene nifQ é importante para incorporacdo de molibdénio na
proteina MoFe em K. pneumoniae e A. vinelandii (IMPERIAL et al., 1984;
JOERGER e BISHOP, 1988). Mutantes neste gene necessitam de altas
concentracdes de molibdénio para crescerem diazotroficamente.

Em K. pneumoniae além dos genes nif essenciais para
biosintese do complexo da nitrogenase existem outros genes relacionados com
a fixacdo de nitrogénio. Entre estes o produto do gene nif], a piruvato
flavodoxina oxidoredutase, atua em conjunto com o produto do gene nifF, uma
flavodoxina, na transferéncia de elétrons do piruvato para a proteina Fe
(BOGUSZ et al., 1981; HILL e KAVANAGH, 1980; DEISTUNG et al., 1983).
Em R. capsulatus, NifF é essencial para a fixacdo de nitrogénio em condices
limitantes de ferro (GENNARO, et al., 1996) e atua em paralelo com FdI
(ferredoxina I), conduzindo elétrons para a proteina Fe (HALLENBECK e
GENNARO, 1998).

O gene nifT de K. pneumoniae e A. vinelandii, é co-transcrito
com os genes nifHDK, o que sugeriu que o produto deste gene poderia estar
envolvido na maturacdo da nitrogenase. Entretanto, mutantes nifT crescem
diazotroficamente de forma semelhante a estirpe selvagem (JACOBSON et al.,
1989b; SIMON et al., 1996).

o produto do gene nifY de K. pneumoniae se associa a
apoproteina MoFe (apoMoFe) e estd envolvida na maturagdo do FeMoco
(HOMER et al., 1993). Em A. vinelandii a maturagdo do FeMoco na apoMoFe é
auxiliada pela proteina y, cuja funcdo é mobilizar a apoMoFe em uma
conformacdo que permita o acesso do FeMoco ao seu sitio de ligagdo. A

proteina y ndo é uma proteina nif e funciona como uma chaperona insertase
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durante a biossintese da proteina MoFe. Em A. vinelandii o gene que codifica
para a proteina y ndo é conhecido embora se saiba que ndo se trata do produto
do gene nifY de K. pneumoniae (HOMER et al., 1995).

Os genes que codificam para as V e Fe nitrogenases sdo
chamados vnf e anf, respectivamente, e ha significante similaridade entre os
genes para as proteinas estruturais entre os complexos nitrogenase (BISHOP,
e JOERGER, 1990). Todos os sistemas contém dois componentes, a
dinitrogenase (chamada de proteina MoFe no sistema contendo Mo) e
dinitrogenase redutase (também chamada de proteina Fe). Os genes nif
codificam as proteinas da dinitrogenase formando um tetramero o,p, produtos
dos genes nifDK, enquanto que as dinitrogenase alternativas contém uma
terceira subunidade & formando um hexamero o, B, 8, e sdo codificados pelos
genes vnfDKG ou anfDKG respectivamente (ROBSON et al., 1989). As
proteinas codificadas pelo genes vnf contém um cofator que contém V e que é
capaz de reconstituir a apodinitrogenase contendo Mo de mutantes no gene
nifB (SMITH et al., 1988). Portanto os cofatores dos sistemas nif e vnf sao
muito similares, e evidéncias genéticas de que varios produtos envolvidos com
a sintese do FeMoco sdo necessarios para sintese, maturagdo e funcionamento
das dinitrogenases alternativas (JOERGER e BISHOP, 1988; KENNEDY e DEAN,
1992; RODRIGUEZ-QUINONES, 1993).

A proteina Fe dos sistemas alternativos é muito similar aquela
codificada pelos genes nif contendo também um grupamento [4Fe-4S] (EADY,
et al., 1988; SCHENEIDER, et al., 1991).

Os genes fix estdo envolvidos com a fixacdo de nitrogénio em
organismos simbidticos, ndo possuindo homoélogos com os genes nif de K.
pneumoniae (GLUBER e HENECKE 1986). Os genes fixABC foram identificados
em diferentes espécies de Rhizobium, em associativos como Azospirillum

brasilense (FOGHER et al., 1985; GALIMAND et al., 1989) e de vida livre
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(MERRICK et al., 1992).
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como Azotobacter (GLUBER e HENECKE, 1986; EARL et al., 1987; EVANS et
al., 1988). Mutantes na regido fixABCX em R. meliloti (PUHLER et al, 1984;
DUSHA et al., 1987), B. japonicum (GUBLER e HENNECKE, 1986) e A.
caulinodans (KAMINSKI et al., 1988) ndo fixam nitrogénio e ndo formam
nddulos. O gene fixX codifica para uma ferredoxina e tem sido proposto que
FixA, B, C e X estdo envolvidos com o transporte de elétrons para a

nitrogenase (EARL et a/., 1987; DUSHA, et al., 1987).

1.5. BIOSSINTESE E INSERCAO DO FeMoco

A biossintese do cofator FeMoco em A. vinelandii inicia-se no
tetramero a,B, formado pelas proteinas NifEN. O tetrdmero NifEN contém dois
nucleos [4Fe-4S] idénticos que podem ter fungdo na formacdo e estabilizacdo
do complexo tetramérico (PAUSTIAN et al., 1989; GOODWIN, et a/., 1998). O
complexo NifEN associa-se com NifB-co que contém uma forma precursora do
cofator FeMoco composto de atomos de ferro e enxofre (PAUSTIAN et al,
1989; ROOL et al., 1995; ALLEN et al., 1995). As proteinas NifU e NifS estdo
envolvidas na mobilizacao de Fe e S (FU et al., 1994; ZHENG et al., 1993;
ZHENG et al., 1998) e tem sido proposto seus envolvimentos na biossintese
do NifB-co (RANGARAJ et al., 2000).

Quando todos os componentes para biossintese do FeMoco estado
presentes, sejam eles, NifEN, NifB-co, MgATP, homocitrato, proteina Fe e
proteina y ocorre a incorporagdo de molibdénio no FeMoco que é entdo
transferido para a apoproteinaMoFe (ALLEN et al., 1995; ALLEN et al., 1999).
Ainda n3o se conhece exatamente em qual etapa o molibdénio é incorporado
no cofator, mas ha evidéncias de que a proteina y esteja diretamente envolvida

nesse processo. O molibdénio se acumula em diversas proteinas ainda ndo
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identificadas, as quais podem ser componentes adicionais para sintese do
cofator (ALLEN et al., 1999).

Tem sido propostos dois mecanismos envolvendo a proteina y na
insercdo do FeMoco maduro na apoproteina MoFe em A. vinelandii. No primeiro
mecanismo a proteina y se liga ao FeMoco maduro e o insere na apoproteina,
no segundo modelo a proteina y se liga primeiro na apoproteina e entdo insere
o FeMoco (HOMER et al., 1995).

A producdo de formas alteradas de proteina Fe revelaram que
esta proteina contém dominios que atuam independentemente na sintese e
maturagdo do FeMoco embora 0 mecanismo exato dessas interagdes ainda nao
tenha sido esclarecido. (GAVINI e BURGUESS, 1992; WOLLE et al., 1992;
RANGARAJ et al., 1999a). Existem evidéncias de interacdo da proteina Fe
com o complexo NifEN-NifB-co induzindo mudancas conformacionais,
comprovando portanto a formacdo de um complexo entre estas proteinas.
Numa etapa posterior a formacdo deste complexo poderia envolver também a
proteina NifX (RANGARAJ et al., 1999b). Ndo se sabe exatamente qual o papel
proteina NifX na biossintese do cofator embora existam evidéncias de seu
envolvimento na transferéncia do cofator do complexo NifEN para a
apoproteinaMoFe (SHAH, et al., 1999).

A biossintese do cofator da nitrogenase alternativa contendo V é
muito similar, e as proteinas NifUS, NifB e NifV sdao comuns aos dois sistemas.
Na biossintese do FeVaco as proteinas VnfEN, VnfH, VnfX, VnfD, VnfK e VnfG
sdo especificas do sistema alternativo contendo vanadio (BISHOP e

PREMAKUMAR, 1992).
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Figura 3. Biossintese e inser¢cao do FeMoco na apoproteina MoFe. As proteinas NifU
e NifS mobilizam Fe e S para a proteina NifB originando NifB-co, que forma
um complexo com as proteinas NifEN. Ao complexo NifEN-NifB-co €
adicionado Mo e homocitrato na presenga da proteina Fe, da proteina y, NifX e
MgATP. A dltima etapa é a insergdo do FeMoco maduro na apoproteinaMoFe
na presencga proteina Fe, da proteina y e MgATP. (GAVINI e BURGUESS,
1992; ROOL et al., 1995; ALLEN et al., 1995/1999;RANGARAJ ef al., 1999a/b;
SHAH et al., 1999).
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1.6. GENES mod

O molibdénio é um elemento essencial ndo somente para o
cofator da dinitrogenase, mas também para outras molibdoenzimas, incluindo
a nitrato redutase e a dimetilsulféxido redutase (WOOTTON et al., 1991).

O molibdénio é captado e internalizado em bactérias por um
sistema de transporte composto das proteinas, ModA, ModB e ModC (AMES,
1986; SILVER e WALDERHAUG, 1992). Estas proteinas sdo codificadas pelos
genes modA, modB e modC, respectivamente.

As sequéncias de aminoacidos das proteinas ModA, ModB e
ModC de diferentes organismos (E. coli, Haemophillus influenzae, A. vinelandii
e R. capsulatus) sdo conservadas. Em E. coli a proteina ModA forma um
complexo com molibdato que migra em gel de poliacrilamida nao
desnaturante mais rapidamente do que a proteina livre. Isto sugere uma
mudanca conformacional da proteina ModA, quando em ligagdo com o
molibdato (QUIOCHO e LEDVINA, 1996). A proteina ModB contém seis
regibes hidrofobicas, sugerindo que € uma proteina transmembrana. A
natureza hidrofobica desta proteina, sua similaridade com membros da familia
de transportadores ABC e sua localizagdo a jusante ao gene modA sugere que
a proteina ModB seja a proteina formadora do canal por onde o molibdato
atravessa a membrana (LINTON et al., 1998). A proteina ModC tem um
motivo tipico para ligacdo de ATP, sugerindo que sua fungdo é a de
acoplamento a hidrdlise deste nucleotideo, com o transporte de molibdato
(LINTON et al., 1998). No mesmo operon modABC, em E. coli, ha uma ORF,
designada modD. Nenhuma proteina homéloga foi encontrada em outro
organismo e a delecdo de modD de E. coli ndo produziu nenhuma alteragdo

fenotipica (MAUPIN-FURLOW et al., 1995).
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Mutagbes em quaisquer dos trés genes modA, modB ou modC,
em E. coli, leva a defeitos pleiotrépicos na atividade das molibdoenzimas.
Estes efeitos podem ser suprimidos pela adicdo de excesso de ions molibdato
no meio de crescimento (MAUPIN-FURLOW et al., 1995). Em E. coli a
expressao dos genes mod é reprimida pelo produto do gene modE,
dependendo da disponibilidade de molibdato (GRUNDEN et al/., 1996). A
organizagdo de operons mod em diversos organismos esta mostrada na Figura
4.

Em E. coli e K. pneumoniae o transporte e incorporacdo de Mo
em molibdoenzimas é regulado (PIENKOS e BRILL, 1981; CORCUERA, et al.,
1993). Nenhum microrganismo parece acumular molibdato, a ndo ser A.
vinelandii que tem uma proteina especifica para isso (PIENKOS e BRILL,
1981).

O sistema de transporte de molibdato em A. vinelandii € muito
similar ao de E. coli. Os genes modEABC compde um operon (LUQUE et al.,
1993; MOUNCEY et al., 1995). A proteina ModE é similar a de E. coli e é
sintetizada constitutivamente, enquanto a biossintese da proteina ModA é
reprimida por ModE em altos niveis de molibdato. O gene modG de A.
vinelandii codifica para uma proteina com similaridade com a proteina ModE e
também com as proteinas Mop (MOUNCEY et al., 1996).

O operon mod em R. capsulatus é similar ao de A. vinelandii e
E. coli em sua organizagdo, mas contém genes adicionais (WANG et al., 1993).
Os trés genes que compde o sistema de alta afinidade para o molibdato e um
homédlogo ao gene modE (denominado mopA) fazem parte de um operon.
Neste organismo foi identificado também o gene modD que ndo é homologo ao
modD de E. coli (WANG et al., 1993). O papel desta proteina & desconhecido.

Transcrito em direcdo oposta ao operon mopAmodABC estd o gene mopB, cuja
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proteina é similar 3 MopA. Somente o duplo mutante mopAB desreprime a
expressdao de modA em presenca de molibdato (KUTSCHE et al., 1996;
MASEPHOL e KLIPP, 1996).

As proteinas MopA e MopB possivelmente formam um
heterodimero e interagem com a regido promotora do operon mopAmodABC
(KUTSCHE, 1996). Os genes mod estdo localizados préximos ao agrupamento
nif em R. capsulatus e, além disso, requerem a proteina NtrC para sua
expressdo (KUTSCHE et al., 1996).

Em C. pasteurianum o transporte e acumulo de molibdato é
maximo somente em células crescidas em meio com condicbes limitantes de
molibdato, amobnio e sulfato (ELLIOTT e MORTENSON, 1975). Em B.
japonicum também foi demonstrada a existéncia de um sistema de alta
afinidade para o molibdato (MAIER et al., 1987; MAIER e GRAHAM , 1988).

Em H. influenzae foram identificados dois operons cujos produtos

sdo similares a ModABC e ModE de E. coli (FLEISCHAMNN et al., 1995).
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mod F E A B i D

E.coli

H. influenzae

A. vinelandii

R. capsulatus

Figura 4. Organizagao de operons mod em diversos organismos. As setas indicam a
dire¢ao de transcrigdo.
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1.7. REGULACAO DA FIXACAO DE NITROGENIO

1.7.1. Regulagdo da transcricdo dos genes nif em K. pneumoniae

Todos os operons nif exceto o operon nifLA sao controlados pelos
produtos dos genes nifL e nifA. NifA é o regulador positivo (DRUMMOND et al.,
1983; OW E AUSUBEL, 1983), enquanto que NifL controla a atividade de NifA
em resposta a amonia e ao oxigénio (MERRICK et al., 1982; SANTERO et al.,
1989). A transcricdo dos gene nif é dependente também do produto do gene
rpoN, o fator o>* da RNA polimerase (HUNT e MAGASANIK, 1985).

A proteina NifA se liga a uma sequéncia ativadora UAS
(upstream activating sequences) TGT-No-ACA localizada aproximadamente
100 pares de bases a montante do inicio de transcricdo (DRUMMOND et al.,
1983; BUCK et al., 1986). A proteina NifA & um ativador de transcrigdo que
funciona com a RNA polimerase que contém o>* como subunidade sigma. A
holoenzima <> reconhece a sequéncia promotora TGGCAC-N4;-TTTGC que
possui 0s nucleotideos GG e GC, invariavelmente conservadas nas posicoes —
25/-24 e -13/-12, respectivamente (HUNT e MAGASANIK, 1985). Portanto, a
proteina NifA catalisa a isomerizagdo do complexo fechado entre c>*-RNA
polimerase e os promotores nif formando o complexo aberto em uma reacao
que requer a hidrdlise de ATP ou GTP pela proteina NifA (BUCK et al., 1986;

LEE et al., 1993).

> e da

A ativacdo do operon nifLA é dependente do fator o
proteina NtrC (MERRICK, 1983; WONG et al., 1987). Em baixos niveis de
amdnia a proteina NtrB fosforila NtrC, que é a forma capaz de ativar a
transcricdo do operon nifLA (MERRICK, 1983; KEENER e KUSTU, 1988). A
proteina NtrC reconhece uma sequéncia consenso GCAC-NsTGGTGCA

(REITZER e MAGASANIK, 1985).
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1.8. Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae é um diazotrofo que foi isolado da
rizosfera ou da superficie de raizes de milho, sorgo e arroz (BALDANI et al.,
1986), e tem sido também isolado de cana-de-agucar (PIMENTEL et a/. 1991;
BALDANI et al. 1992). Esta bactéria pertencente a subdivisdo p das
proteobactérias (YOUNG, 1992) é gram negativa, vibridide, com didmetro de
0,6 a 0,7 um e tamanho variando de 1,5 a 5 um conforme o meio de cultivo
utilizado. S3o microrganismos aerdbios, moéveis, que fixam nitrogénio em
condicOes de microaerofilia (BALDANI et al., 1986).

H. seropedicae foi inicialmente descrito como uma nova espécie
do género Azospirillum (BALDANI, 1984). Entretanto, estudos de hibridizacdo
rRNA/DNA revelaram apenas 9 a 22 % de homologia com as espécies de
Azospirillum (A. lipoferum, A brasilense, A. amazonense) (FALK et al., 1986).

Atualmente sabe-se que H. seropedicae é um microrganismo
endofitico. Ao contrario do observado com A. brasilense, este microrganismo
ndo sobrevive em solos isentos de raizes (BALDANI et a/., 1992). Este tipo de
associagdo diazotrofo-planta tem mudado os conceitos cldssicos e talvez
explique os altos niveis de fixacdo de nitrogénio obtidos com diferentes
gramineas (DOBEREINER, 1992a/b; 1993).

A importancia atribuida ao género Herbaspirillum provém da sua
capacidade de fixacdo de nitrogénio em associagdo com gramineas de
interesse econémico (DOBEREINER, 1992a). PEREIRA et al. (1989)
observaram que a inoculacdo de H. seropedicae leva a um aumento da
germinagao das sementes.

Com a expectativa de melhor aproveitamento deste
microrganismo na agricultura, estudos genéticos e fisiolégicos vem sendo

realizados.
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Estudos de fisiologia em H. seropedicae revelaram que
nitrogenase neste organismo pode ser rapidamente inibida pela adicdo de
amonio e outras fontes de nitrogénio (glutamato, glutamina, alanina, serina)
na cultura. Este efeito ocorre provavelmente pela alteragdo do suprimento de
elétrons para a nitrogenase causado pelo transporte desses compostos
(KLASSEN et al., 1997).

Além dos estudos fisiologicos, a andlise genética de genes
estruturais e reguladores da fixacdo de nitrogénio em H. seropedicae vem
sendo realizada.

PEDROSA et al. (1989) obtiveram os primeiros resultados com o
isolamento e sequenciamento dos genes nifAB (SOUZA, 1990). Na regiao
promotora do gene nifB de H. seropedicae foram identificados um sitio de
ligacdo para NifA e uma sequéncia consenso para promotor do tipo -24/-12
(SOUZA et al., 1991). O gene nifB é expresso somente na auséncia de amonio,
em baixas tensdes de oxigénio, é dependente do fator ¢>* e da proteina NifA
(REGO et al., 1997).

Na regido promotora do gene nifA foram encontradas
sequéncias homdlogas ao promotor tipo -24/-12, juntamente com os sitios de
ligacdo para as proteinas NifA e NtrC (SOUZA et al., 1991). A transcricdo do
gene nifA é dependente das proteinas NtrC e c>%, e a proteina NifA é essencial
para transcricdo maxima do gene nifA em condigdes de fixagdo de nitrogénio
(WASSEN et al., 1999).

Em H. seropedicae a proteina NifA é inibida por oxigénio,
provavelmente devido a presenca de um dominio contendo cisteinas e por
amonia através do dominio N-terminal (SOUZA et al., 1999).

O gene g/inB que codifica para a proteina Py foi isolado e

sequenciado (BENELLI et al., 1997). Mutante neste gene é incapaz de fixar
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nitrogénio e a proteina Py parece estar envolvida no controle da atividade da
proteina NifA em H. seropedicae.

Os genes glnAntrBC foram isolados (TEIXEIRA, 1991),
sequenciados e mutantes ntrB e ntrC foram obtidos (PERSUHN et al.,
submetido) e revelaram que estes genes sao essenciais para fixacdo de
nitrogénio em H. seropedicae.

Os genes nifHD e parte do gene nifK de H. seropedicae foram
também isolados e sequenciados (MACHADQO et al., 1996). Analises de fusdes
lacZ demonstraram a presenca de um promotor ¢>*, bem como um sitio de
ligacdo para proteina NifA a montante do gene nifH. Nenhuma sequéncia
promotora foi encontrada nas regides intergénicas nifHD e nifDK (MACHADO

et al., 1999).
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1.9. OBJETIVOS

A maioria dos genes essenciais para a fixacdo de nitrogénio em
K. pneumoniae ainda nao foram identificados em Herbaspirillum seropedicae.

Este trabalho teve como objetivo geral o estudo de genes
envolvidos na fixacdo de nitrogénio de H. seropedicae e o0s objetivos

especificos foram:

1. Isolar genes nif localizados a jusante dos genes nifHDK (MACHADO et al.,

1996) em H. seropedicae.

2. Sequenciar os genes isolados, identificando regides codificadoras de

proteinas, sequéncias promotoras e determinar a similaridade dos genes

isolados com genes de outros microrganismos fixadores de nitrogénio.

3. Determinar a organizacao estrutural dos genes isolados.

4. Obter mutantes nos genes isolados e caracteriza-los fisiologicamente.
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2. MATERIAL E METODOS

BACTERIAS E PLASMIDEOS

As estirpes de bactérias e plasmideos utilizados estdo descritos

na Tabela 1.

Tabela 1. Bactérias e Plasmideos

Bactéria Estirpe Fenotipo/Genotipo Referéncia
Herbaspirillum SMR1 Nif* , SmR Pedrosa et
seropedicae (selvagem) al., 1997
GK52 SMR1 nifN::Tn5-B20 , SmR, Km®  Este trabalho
GK10 SMR1 nifX::Km , Sm? , KmR, Este trabalho
GK11 SMR1 nifX::Km , Sm® , KmR®, Este trabalho
GK22 SMR1 orf1:: lacZKm, Sm®, Km®  Este trabalho
GK55 SMR1 nifQ:: lacZKm, SmR®, KmR Este trabalho
GK60 SMR1 modA::Km, SmR, KmR Este trabalho
Escherichia 71-18 A(/ac pro) F[lacIq lacZ AM15 Sambrook et
coli proABlsupE al., 1989
S17-1 thi pro hsdR recA Spc® Simon et al.,
1983
LE392 hsdR514 (rk'mk*) supE44 supF58 Stratagene
lacyl
YMC10 galk2 galT22 metb1 trpr55 Backman et
pro, thi, endA, hsdR, Pro*, al., 1981
AlacU169, hutCC
Vetor
pTZ18/19R Ap* Pharmacia
pUC4K KmR, ApR Pharmacia
pKOK6.1 ApR, CmR, KmR, contém /acZ-Km Kokotek e
sem promotor Lotz 1989.
pLAFR3.18 TcR, Mob* Machado et
al., 1995
pSUP202 TcR, CbR, CmR, Mob* Simon et al.,
1989
pPW452 TcR, contém lacZ sem promotor P. Woodley
pMP220 TcR, contém /acZ sem promotor Spaink et al.,

1987
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Plasmideo Vetor Propriedades Relevantes Referéncia

pTGK4.0 pTZ19R Fragmento EcoRI de 4,0 kb de H. Este trabalho
seropedicae SMR1 contendo nifE
(parcial) nifNXorflorf2

pSGK4.0 pSUP202 Fragmento EcoRI de 4,0 kb de H. Este trabalho
seropedicae SMR1 contendo nifE
(parcial) nifNXorflorf2

pSGK4.0.23 pSUP202 Tn5-B20 transposon inserido em Este trabalho
nifN

pSGK4.0.1 pSUP202 Cassete de Km de pUC4K inserido
no sitio Sacl de nifX na mesma Este trabalho
orientacdo de transcricao

pSGK4.0.2 pSUP202 Cassete de Km de pUC4K inserido Este trabalho
no sitio Sacl de nifX em orientagdo
contrdria de transcricdo

pTGK1.2 pTZ19R Fragmento Sa/l-EcoRI de 1,2 kb de Este trabalho
H. seropedicae SMR1 contendo
nifk (regido-5’) nifE (regiao-3’)

pPGK1.2 pPW452 Fragmento Sa/l-EcoRI de 1,2 kb de Este trabalho
H. seropedicae SMR1 contendo
nifK (regido 3’) nifE (regido 5')

pTGK1.3 pTZ19R Fragmento Sacl-EcoRI de 1,3 kb Este trabalho
de H. seropedicae contendo nifX
(regidao 3’) orflorf2.

pTGK1.3.1 pTZ19R Cassete JlacZ-Km do pKOK6.1 Este trabalho
inserido no sitio Nsil da orfl na
mesma orientacdo de transcrigao.

pLGK4.0 pLAFR3.18 Fragmento EcoRI de 4,0 kb de H. Este trabalho
seropedicae SMR1 contendo nifE
(regido 3’) nifNXorflorf2.

pTGK3.7 pTZ18R Fragmento EcoRI-Sall de 3,7 kb de Este trabalho
H. seropedicae SMR1 contendo
nifQ (regido 3') modABCfixXC.

pTGK3.7.1 pTZ18R Cassete /acZ-Km do pKOK6.1 Este trabalho
inserido no sitio BamHI de nifQ,
em direcao contraria da
transcricao.

pTGK3.7.2 pTZ18R Cassete de Km de pUC4K inserido Este trabalho
no sitio Sacl de modA na mesma
orientacdo de transcrigdo.

pMGK1.0 pMP220 Fragmento de 1,0 kb contendo a Este trabalho
regido intergénica nifQ-modaA.

pTGK3.4 pTZ19R Fragmento Kpni-BamHI de 3,4 kb Este trabalho
de H. seropedicae.

pMC71A pACYC184 nifA® de K. pneumoniae. Buchanan-

Wollaston et
al., 1981.

pIMA217 pMP220 Fragmento de 1,7 kb contendo o Machado et

gene nifH e a regido 5’ do gene al., 1996.

nifD de H. seropedicae.
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2.2. REAGENTES

Antibidticos, enzimas e reagentes foram obtidos da Sigma
Chemical Company, Merck Company, Gibco-BRL, Pharmacia Biotech e British
Drug House (BDH). O nucleotideo marcado [a 3?P] dCTP foi obtido da
Amersham International. Os gases nitrogénio, hidrogénio, acetileno, ar

comprimido e etileno padrao (100 ppm) foram adquiridos de White Martins S.A.

2.3. MEIOS DE CULTIVO

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFbHP

(MACHADO et al., 1995), cuja composicdo é a seguinte:

gramas/litro

MgS0,.7H,0 2x 101
NaCl 1x10"
CaCl, 2x107?
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 1072
FeS0,4.7H,0 2x107?
Malato de sddio 5x10*
Biotina 1x10*
Na,Mo00,4.2H,0 2x107°
MnS04 H,0 2,35x 107
H3BO; 2,8 x 1073
CuS04.5H,0 8 x 107
ZnS0,4.7H,0 2,4x 10"



Material e Métodos 30

Os meios NFbHP sdlido e semi-sdlido foram preparados pela
adicdo ao meio liquido de 15 e 1,75 g/L de agar, respectivamente.
O meio NFbHP isento de molibdénio foi preparado utilizando-se os

sais diluidos em agua tratada com carvao ativo como descrito (SCHNEIDER et

al., 1991).

Solucado de fosfatos: gramas/litro
KH,PO, 159,7
K,HPO, 17,8

A solugao de fosfatos foi autoclavada separadamente e adicionada
50 ml/L no momento de uso.

Foram utilizadas como fontes de nitrogénio cloreto de aménio 2
mmol/L (NFbHPN2) para experimentos de desrepressao da nitrogenase
(KLASSEN et al., 1997) ou 20 mmol/L (NFbHPN20) para crescimento de pré-
indculo. Em meio semi-sélido ndo foi acrescentado nitrogénio fixado.

Os meios de cultura utilizados para o cultivo das estirpes de E.
coli foram Luria-Broth (LB), Terrific Broth (TB), (SAMBROOK et al., 1989) ou

NFDM (DIXON et al., 1977).

O meio LB possui a seguinte composicao:

gramas/litro

Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sddio 10,0
Triptona 10,0

O pH foi corrigido para 7,0 com NaOH 1mol/L. O meio sélido (LA)

foi preparado pela adicdo de 15¢g/L de agar ao meio liguido.
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O meio TB possui a seguinte composicdo:

gramas/litro

Bacto triptona 12,0
Extrato de levedura 24,0
Glicerol 4,0

Solucao de fosfatos:
KH>PO, 23,2

KoHPO4 125,4

A solugdo de fosfatos foi autoclavada separadamente e adicionada

no momento do uso.

O meio NFDM possui a seguinte composicao:

gramas/litro

Ko;HPO, 12,04
KH,PO, 3,4
MgSO, 0,1
NaMo00Q,.H,0 0,25
FeS0,4.7H,0 0,0025
Glucose 20g

Os fosfatos e a glucose foram preparados em
separado e adicionados a0 meio somente no momento de uso. Este meio foi
suplementado com cloreto de amoénio (20 mmol/L), nitrato de potassio (10

mmol/L) ou glutamina (10 pg/mL), como fontes de nitrogénio.
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Solugdo para bacteriéfagos SM (SAMBROOK, et al., 1989) :

gramas/litro

NaCl 5,8
MgS04.H,0 2,0
Tris.HCI1 M pH 7,5 50 mL
Gelatina 2% (m/v) 5mL

2.4. ANTIBIOTICOS

Os antibidticos utilizados foram: tetraciclina 10 pg/mL,
cloranfenicol 30 pg/mL, acido nalidixico 10 ug/mL, ampicilina 250 pg/mL,
canamicina 50 pg/mL para E. coli e 500 pg/mL para H. seropedicae e
estreptomicina 50 pg/mL. As solucdes de tetraciclina e cloranfenicol foram
preparadas em 50% e 95% de etanol, respectivamente. As solugdes estoque de
estreptomicina, canamicina e ampicilina foram preparadas em agua destilada e
esterilizadas em filtro milipore de 0,2 um. A solugdo de acido nalidixico foi
preparada em agua destilada, neutralizada com NaOH 1mol/L e esterilizada por

filtracdo. Todas as solucdes estoques de antibidticos foram mantidas a 0°C.

2.5. CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio liquido
NFbHPN20 a 30°C, sob agitacdo a 130 rpm durante 16 horas. As estirpes de E.

coli foram crescidas em meio LB, TB ou NFDM a 37°C, também sob agitagdo a
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130 rpm. As estirpes de E. coli e de H. seropedicae foram estocadas em glicerol

50%.

2.6. ATIVIDADE DA NITROGENASE

2.6.1. Atividade da nitrogenase em meio liquido

H. seropedicae foi cultivado em 100 ml de meio NFbHPN2, em
frascos de 250 ml a 30°C e agitacdo de 120 rpm. Apds 18 horas, as células
foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 min, ressuspensas em meio NFbHP (sem
fonte de nitrogénio) em aliquotas de 20 ml (D.O.sso =1,0) em frascos de 60 mi
e incubadas por 4 horas sob agitacdo. Nestas condicOes, as fontes de nitrogénio
sdo exauridas e a tensdo de oxigénio torna-se ideal para desrepressdo da
nitrogenase (KLASSEN et al., 1997). Para determinar a atividade da
nitrogenase, os frascos com as culturas foram fechados com rolha de borracha
e acetileno injetado (10% da fase gasosa). As culturas contendo acetileno
foram incubadas por uma hora a 30°C, sob agitacdo. Aliquotas de 0,5 mL da
fase gasosa foram coletadas e utilizadas para determinar através de
cromatografia gasosa a quantidade de etileno produzido (DILWORTH, 1966;
SCHOLLHORN e BURRIS, 1967). O cromatdgrafo utilizado foi o Varian, modelo
3400, equipado com coluna Porapak N e detector de ionizacdo de chama. O gds
de arraste foi o nitrogénio super-seco (fluxo de 20mL/min). A temperatura da
coluna foi de 110°C, a do detector 140°C. Como padrao foi utilizado etileno

100 ppm.
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2.6.2. Atividade da nitrogenase em meio semi-sélido

A atividade da nitrogenase em culturas cultivadas em meio semi-
sélido foi feita em frascos de 10 mL, contendo 4 mL de meio NFbHP. Apds 24
horas de incubagdao em estufa a 30°C ou quando a pelicula de bactérias
alcancou a superficie do meio, os frascos foram fechados com rolha de
borracha e acetileno (10% de fase gasosa) foi injetado. As culturas foram
incubadas a 30°C por 1 hora e determinada a atividade da nitrogenase, como

descrito no item 2.6.1.

2.7. DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas de células intactas foi determinada pelo
método de LOWRY et al.,. (1951) apés lise das células com NaOH 0,5mol/L por

30 minutos a temperatura ambiente.

2.8. ATIVIDADE DE 3-GALACTOSIDASE

A atividade de p-galactosidase foi determinada de acordo com
MILLER (1992) utilizando o-nitrofenol-p-D-galactosideo como substrato. O

cdlculo de atividade foi feito utilizando a formula abaixo.

Unidade Miller = 1000XDO420 - 1,75XD0550

TxVX D0550
Onde:

D040 € DOsso sd0 as absorbancias da mistura de reagdo no comprimento de
onda 420 e 550 nm respectivamente;
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DOsso € a absorbancia da cultura em 550nm:;
T é o tempo de reagdo em minutos;
V é o volume de cultura utilizado no ensaio (0,1mL).

2.9. DOSAGEM DE NITRITO

A determinagdo da concentracdao de nitrito no sobrenadante de
culturas desreprimidas em meio NFbHP contendo nitrato de sédio 10 mmol/L foi
determinada segundo NEYRA et al., (1977). Aliquotas de 0,2 ml foram
adicionadas a 2,0 ml de uma solugao 1:1 (v/v) de N-1-naftil-etilenodiamino
dicloreto 0,02% e sulfanilamida a 1% em HCI| 3N, misturados no momento de
uso. O cromodforo foi lido em 540 nm e a concentragdo de nitrito foi
determinada usando nitrito de potdssio como padrdao (amoénio e nitrato ndo

interferem com a dosagem de nitrito por este método).
2.10. MANIPULACAO DE DNA

A purificagdo dos plasmideos, digestdo com endonucleases de
restricdo, eletroforese em gel de agarose, purificacdo dos fragmentos de DNA
do gel de agarose e ligacdo foram realizados como descrito (MILLER, 1992;
SAMBROOK et al., 1989).

2.11. PURIFICACAO DE DNA DE BACTERIOFAGO . RECOMBINANTE

A purificacgdo do DNA de bacteriéfago A foi realizada como

descrito (SAMBROOK et al., 1989) utilizando células de E. coli estirpe LE392.
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2.12. PURIFICACAO DE DNA DE H. seropedicae

DNA de H. seropedicae foi purificado a partir de células
crescidas em meio NFbHPN20 até D.Osso =1,0. Aliquotas de 1 ml de células
foram concentradas por centrifugacdo de 1 min, ressuspensas em 400 ul de
GET (glucose 5 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tris-HCI 25 mmol/L) e incubadas por
10 min a temperatura ambiente com 50 pg/ mL de lisozima. Apods este periodo
foi acrescentado SDS 2%, 100 ug/mL de proteinase K e incubado 37 °C
durante uma noite. O material foi extraido com 200 pul de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugado por 10 min. O DNA
presente na fase aquosa foi precipitado com 0,6 volumes de isopropanol,

lavado com 1 ml de etanol 80% e seco ao ar.

2.13. TRANSFERENCIA DE PLASMIDEOS EM BACTERIAS

Os plasmideos foram transferidos para estirpes de bactérias por

eletroporacdo ou conjugacao.

2.13.1. E. coli

Preparacdo de células eletrocompetentes e conjugacao em

estirpes de E. coli foram realizados segundo descrito (SAMBROOK et al., 1989).

2.13.2. H. seropedicae

Para eletroporacdo de plasmideos em H. seropedicae, células

eletrocompetentes foram preparadas como descrito a seguir.
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As células de H. seropedicae foram crescidas em meio NFbHPN20
contendo antibidticos apropriados. Culturas com D.O.ssopnm entre 1,4 e 1,6
foram centrifugadas por 1 min, e as células foram lavadas com glicerol 10%.
Apds centrifugacdo as células foram ressuspensas 1:500 (glicerol:volume da
cultura) em glicerol 10% e estocadas a -70°C.

A eletroporacdo foi feita nas seguintes condicbes: 4 kv, 200 Q,
330 uF. A recuperagdo das células foi feita em 1 mL de meio NFbHPN20, em
frasco de 10 mL, sob agitacdo de 130 rpm a 30°C por 6 horas. Apds este
periodo aliquotas das células foram plagueadas em meio NFbHPN20 contendo
os antibidticos apropriados.

Para conjugacao simples H. seropedicae foi receptor e a estirpe
de E. coli S17.1 foi doadora de plasmideo. A mistura H. seropedicae : E. coli
(10:1) foi plagueada em meio NFbHPN20/LA (3:1) e incubada a 30°C por 24
horas. A mistura de células foi raspada, ressuspensa em 1 mL de meio
NFbHPN20 e plagueada em meio sdlido NFbHPN20 contendo os antibidticos
apropriados. Transconjugantes cresceram depois de 48 a 72 horas de incubacao

a 30°C.

2.14. HIBRIDIZACAO DE DNA

2.14.1 Hibridizacdo em placa

O banco genémico de H. seropedicae construido em vetor
AEMBL3 (MACHADO et al., 1996) foi plaqueado e posteriormente transferido
para membrana de nylon. As membranas recortadas e marcadas foram
colocadas sobre as placas contendo as placas de lise por 1 min e depois
colocadas em solucdo de desnaturagdo (NaCl 1,5 mol/L, NaOH 0,5 mol/L) por

7 minutos, solucdo de neutralizagdo (Tris.HCI pH 7,5 1 mol/L, NaCl 1,5 mol/L)
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por 6 minutos e, finalmente com a solugdo de transferéncia (NaCl 3mol/L,
citrato trissédico 0,3 mol/L; pH 7,2) por 2 minutos.

O DNA foi fixado a membrana por exposicdo a luz ultravioleta
(312 nm) por 5 minutos.

A pré-hibridizacdo foi em tampdo de Tris-HCl pH 7,5 50
mmol/L, contendo SDS 7%, por 30 minutos a 65°C. A hibridizacdo foi feita
acrescentando-se a sonda marcada com 32P, a 65°C, durante 12-24 horas.

As sondas consistiam de fragmentos de DNA purificados em gel
de agarose de baixo ponto de fusdo e foram marcadas com [« 3*P]dCTP usando
o kit Megaprimer DNA Labelling System (Amersham).

Apods a hibridizacdo, as membranas foram lavadas duas vezes
com solucdo de alta estringéncia (SSC 0,1X; SDS 0,1%) a 65°C por 30

minutos e expostas a filme de raios-X (KODAK X-OMAT).

2.14.2. Hibridizacdo de DNA separado por eletroforese em gel de
agarose

DNA plasmidial, cromossomal ou de bacteriéfagos foram digeridos
com endonucleases de restricdo e submetidos a eletroforese em gel de agarose.

Os fragmentos de DNA foram transferidos a vacuo para uma
membrana de nylon utilizando sistema vaccum blot da Pharmacia Biotech. O gel
foi tratado com solugdo de depurinacdo (HCl 0,25 mmol/L) por 5 minutos,
solucdo de desnaturacdao (NaCl 1,5 mol/L, NaOH 0,5 mol/L) por 10 minutos,
solucdo de neutralizagdo (TrisHCI- pH 7,5 NaCl 1,5 mol/L) por 10 minutos e
finalmente com a solucdo de transferéncia (NaCl 3 mol/L, citrato trissédico 0,3
mol/L pH 7,2) por 30 minutos.

A pré-hibridizacdo e hibridizacdo foram feitas como descrito no

item 2.14.1.
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2.15. SEQUENCIAMENTO DE DNA

2.15.1. Delecgoes

Os fragmentos de DNA de H. seropedicae subclonados em vetor
apropriado para sequenciamento foram deletados nas duas direcoes com

Exonuclease III (HENIKOFF, 1984).

2.15.2. Preparo de DNA de fita dupla

Os clones selecionados apds a delecdo foram preparados para a
reacdo de sequenciamento. O DNA foi isolado usando método de lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989) e entdo incubado com RNAse (0,1 mg/mL), a 37°C,
por 1 h, em um sistema de 100 pul. Depois o0 sistema foi desproteinizado duas
vezes com 20 pul de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1), centrifugado,
precipitado com etanol absoluto, lavado com etanol 80% e seco a vacuo.

Alternativamente foi utilizado DNA purificado com o kit Qiagen de

purificacdo de DNA plasmidial.

2.15.3. Reacdo de sequenciamento

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método descrito por
SANGER et al. (1981) utilizando dideoxinucleotideos fluorescentes, separagao
em eletroforese capilar e deteccdo do fluoréforo apds excitagdo com laser em
sequenciador automatico ABI 310 da Perkin Elmer. Para incorporar os
dideoxinucleotideos 100 ng de DNA de fita dupla purificado foi colocado em um
sistema de reacdo contendo 10 pmol de primer, 8 ul de terminator mix (Perkin

Elmer) e agua Milli-Q suficiente para 20 pl. O sistema foi amplificado em
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termociclador Perkin ElImer com a programacao: 95°C 5 min e 30 ciclos de 96°C
30 seg, 40°C 30 seg, 65°C 6min. A seguir, a mistura de reacdo foi transferida
para um novo tubo contendo 7 pl de acetato de amoénio (7,5 mmol/L) e 70 ul de
etanol absoluto e incubada por 15 min em gelo. Apds centrifugagcdo por 20 min,
0 sobrenadante foi cuidadosamente descartado, o precipitado lavado com 500
ul de etanol 80%, e secado a vacuo. O DNA foi ressuspenso em 15 pul de
tampao TSR (template supressing reagent) fornecido pela Perkin Elmer,

desnaturado a 95°C por 2 min e colocado em sequenciador automatico.

2.15.4. Edicao e analise das sequéncias

As sequéncias parciais foram alinhadas e editadas com auxilio do
programa Auto Assembler (Perkin Elmer). A presenca de possiveis regides
codificadoras de proteinas (ORF), na sequéncia de nucleotideos obtida, foi
determinada pelo método de uso preferencial de codons do programa Analyseq
(STADEN, 1983) e uma tabela de uso de codons obtida a partir de sequéncias
de genes de H. seropedicae recuperada de banco de dados GeneBank. A
sequéncia de nucleotideos foi analisada pelo programa Blast (ALTSCHUL et al.,
1997). A comparacdo de sequéncias de aminodcidos foi feita utilizando
programa Clustal W (THOMPSON et al., 1994). O alinhamento obtido do
programa Clustal W foi submetido ao programa Antheprot (DELEAGE et al.,
1999) no qual se obteve a sequéncia de aminodcidos idénticos e similares
indicados por diferentes cores.

A percentagem de identidade e similaridade nas comparagoes das
proteinas foram obtidas com auxilio do programa Multialin (CORPET, 1988).

A busca de sitios ou dominios caracteristicos nas proteinas foi

feita utilizando programa Proscam (BAIROCH et al., 1997).
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2.16. OBTENCAO DE MUTANTES DE H. seropedicae

Mutantes de H. seropedicae foram obtidos por inativagao

utilizando-se transposon ATn5-B20, cassete /acZKm ou cassete Km.

2.16.1. Mutante nifN

A estirpe mutante nifN de H. seropedicae foi construida
subclonando-se o fragmento EcoRI de 4,0 Kb no vetor suicida pSUP202 (SIMON
et al., 1983), originando o plasmideo pSGK4.0. Este plasmideo foi
transformado em E. coli estirpe S17.1 e mutagenizado com o fago A Tn5-B20,
como descrito (BRUIIN e LUPINSKI, 1983). Foram obtidas aproximadamente
1000 colbnias, que cresceram em meio contendo canamicina (50 pg/ml) e que
foram raspadas das placas. A massa de células obtida foi conjugada com E. coli
E. coli DH5a. As colOnias obtidas foram selecionadas e analisadas por restricdo
com endonucleases para identificar a presenca de plasmideos contendo o
transposon Tn5-B20.

Um plasmideo contendo o transposon no gene nifN, em
orientacdo contraria ao sentido de transcricdo do gene, foi selecionado apds a
andlise do mapa de restricdo. Este plasmideo, denominado pSGK4.0.23, foi
eletroporado em E. coli S17.1 e conjugado com H. seropedicae. As colbnias
resistentes a canamicina (500 pg/mL) e sensiveis a tetraciclina (marca do vetor
10 pug/mL) foram selecionadas.

As coldnias selecionadas foram crescidas em meio NFbHP semi-
sélido e a atividade de nitrogenase determinada. Para se localizar o ponto de
insercdo no cromossomo bacteriano, o DNA total do possivel mutante foi
isolado, digerido com endonuclease EcoRI e hibridizado em condicées de alta

estringéncia com o plasmideo pSGK4.0.23 (nifN::Tn5-B20).
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2.16.2. Mutante nifX

Os mutantes nifX de H. seropedicae foram obtidos por insercao
de cassete de canamicina do plasmideo pUC4K (Pharmacia).

O cassete de canamicina isolado com a endonuclease Sacl foi
ligado ao plasmideo pSGK4.0 no sitio Sacl localizado no gene nifX. Foram
obtidos plasmideos denominados pSGK4.0.1 (cassete no mesmo sentido de
transcricdo do gene nifX) e pSGK4.0.2 (cassete em direcdo de transcrigao
oposta ao gene nifX).

Os plasmideos foram eletroporados em H. seropedicae e os
mutantes foram selecionados para o crescimento em canamicina (500 pg/mL).
Para localizar o ponto de insercdo no cromossomo o DNA do possivel mutante
foi isolado, digerido com endonuclease EcoRI e hibridizado com o plasmideo

pSGK4.0.1.

2.16.3. Mutante na orf1

A estirpe mutante na orfl de H. seropedicae foi obtida inserindo-
se, no mesmo sentido de transcricdo, um cassete /acZKm do plasmideo
pKOK®6.1 (KOKOTEK e LOTZ, 1989).

O cassete digerido com Pstl foi inserido no sitio Nsil da orfl
contida no plasmideo pTGK1.3, originando o plasmideo pTGK1.3.1, que foi
introduzido em H. seropedicae por eletroporagao.

O possivel mutante foi selecionado pelo crescimento em
canamicina (500 pg/mL). A insercdo foi confirmada por hibridizagdo do DNA
total, digerido pela endonuclease EcoRI, com o plasmideo pTGK1.3.1.

Para determinacdo da atividade de p-galactosidase, H.

seropedicae foi cultivado em meio NFbHPN2 por 16 horas sob agitacdo (120
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rpm) e a 30°C. A cultura foi entdo centrifugada e ressuspensa em meio NFbHP
com cloreto de amdénio 20 mmol/L ou isento de nitrogénio e ainda em
presenca de 20% (+ 0O;) ou 1,5% (-0,) de oxigénio. Atividade de B-
galactosidase foi determinada duas e quatro horas apds a incubacdo das

culturas nestas condicoes.

2.16.4. Mutante nifQ

A estirpe mutante nifQ de H. seropedicae foi obtida inserindo-se,
em sentido contrario de transcricdo, um cassete /acZ-Km do plasmideo
pKOK6.1 (KOKOTEK e LOTZ 1989).

O cassete digerido com BamHI foi inserido neste mesmo sitio
localizado no gene nifQ do plasmideo pTGK3.7, originando o plasmideo
pTGK3.7.1, que foi introduzido em H. seropedicae por eletroporagao.

O mutante foi selecionado pelo crescimento em canamicina (500
nug/mL) e pela deficiéncia de crescimento em nitrato de sédio 10 mmol/L como
fonte de nitrogénio. A mutagénese foi confirmada por hibridizacdo do DNA

total, digerido por BamHI com o plasmideo pTGK3.7.1.

2.16.5. Mutante modA

A estirpe mutante no gene modA de H. seropedicae foi obtida
pela insercdo, no mesmo sentido de transcricdo, de um cassete de Km obtido a
partir do vetor pUC4K (Pharmacia).

O cassete digerido com Sacl foi inserido no sitio Sacl, no gene
modA contido no plasmideo pTGK3.7. Foi obtido o plasmideo pTGK3.7.2, que foi

eletroporado em H. seropedicae.
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O mutante foi selecionado pelo crescimento em canamicina (500
ug/mL) e deficiéncia de crescimento em meio contendo nitrato de sédio 10
mmol/L como fonte de nitrogénio. A insercdo no gene foi confirmada por
hibridizacdo do DNA total do mutante, digerido com EcoRI e Sal/l, com o

plasmideo pTGK3.7.2.

2.17. CONSTRUCAO DE PLASMIDEOS PARA ESTUDOS DE
COMPLEMENTACAO

Para estudo de complementacdo dos mutantes foi construido o
plasmideo pLGK4.0, que contém o fragmento FcoRI de 4,0 Kb no vetor de
ampla faixa hospedeira pLAFR3.18 (MACHADO et al., 1995), inserido no mesmo

sentido de transcricdo do promotor p/ac do vetor.

2.18. ANALISE DE POSSIVEIS REGIOES PROMOTORAS

Para analise de possiveis regides promotoras foram feitas
construcdes em vetores de fusdo transcricional pPW452 (P.Woodley) ou
pMP220 (SPAINK et al., 1987). Estes vetores contém o gene /acZ, que

expressa a enzima pB-galactosidase sem sua regido promotora.

2.18.1. Analise da regido intergénica nifK-nifE

O fragmento Sall-EcoRI de 1,2 kb, obtido a partir do plasmideo
pTGK1.2 contendo a possivel regido promotora entre os genes nifKnifE foi
subclonada no vetor pPW452 (P.Woodley). O plasmideo originado, pPGK1.2, foi

eletroporado em E. coli, estirpe YMC10 (BUENO et al., 1985), contendo o
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plasmideo pMC71A (contém o gene nifA de K. pneumoniae expresso
constitutivamente) e em H. seropedicae.

Para determinacdo da atividade pB-galactosidase, E. coli foi
cultivada em meio NFDM, suplementado com 2 mmol/L ou 20 mmol/L de NH,4CI
como fonte de nitrogénio, tiamina (5 ug/mL) e ainda em presenca de 20% (+
0,) ou 1,5% (-0,) de oxigénio.

Para determinagcdo da atividade p-galactosidase em H.

seropedicae SMR1 foi realizado como descrito no item 2.16.3.

2.18.2. Analise da regido intergénica nifQ-modA

A possivel regido promotora entre os genes nifQmodA foi
subclonada como fragmento EcoRI-Pstl de 1,0 kb, obtido a partir do plasmideo
pTGK3.7, em vetor pMP220 (SPAINK et al., 1987).

O plasmideo originado pMGK1.0 foi eletroporado em H.
seropedicae  SMR1 e na estirpe mutante modA de H. seropedicae. Foi
determinada atividade de p-galactosidase utilizando meio sem molibdénio e
procedeu-se como descrito no item 2.16.3. Foi utilizado um pré-inéculo que

havia sido repicado quatro vezes em meio sem molibdénio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ISOLAMENTO DE BACTERIOFAGO RECOMBINANTE CONTENDO A
REGIAO A JUSANTE DOS GENES nifHDK DE H. seropedicae

Um banco gendmico de H. seropedicae construido no vetor
AEMBL3 foi utilizado para isolar 0os genes localizados a jusante dos genes
nifHDK (MACHADO et al., 1996). Este banco contém fragmentos de DNA de
aproximadamente 14 kb inseridos no sitio BamHI do vetor AEMBL3.

O banco gendmico foi hibridizado com uma sonda Sall de 2,2 Kb,
que contém os genes nifDK de H. seropedicae (MACHADO et al., 1996). Trinta e
oito placas virais hibridizaram com a sonda e seus bacteriéfagos foram isolados.

DNA viral dos trinta e oito clones de bacteriéfagos foram
isolados, digeridos com a enzima Sall e hibridizados com uma sonda contendo
o gene nifH de H. seropedicae. Um bacteriéfago incapaz de reagir com o gene
nifH foi isolado e denominado AGK10. O perfil de restricdo e hibridizacdo de seu
DNA com os genes nifDK de H. seropedicae esta mostrado na Figura 5. O DNA
do fago AGK10 digerido com EcoRI apresentou dois fragmentos, um ligado ao
vetor e outro de aproximadamente 1,2 kb, que hibridizaram com os genes
nifDK de H. seropedicae. Quando o bacteriéfago AGK10 foi digerido pelas
enzimas EcoRI e Sall, apenas o fragmento de 1,2 kb hibridizou com a sonda
nifDK. Estes resultados indicaram que o bacteriéfago AGK10 possui 0s genes
nifDK de H. seropedicae localizados numa extremidade do inserto ligados ao

vetor e a regido a jusante dos genes nifHDK de H. seropedicae.
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EcoRI ou EcoRl mais Sall, submetido & eletroforese em gel de agarose,
transferido para membrana de nylon e hibridizado com sonda contendo os
genes nifDK de H. seropedicae

A - perfil de hibridizagdo do fago 2.GK10 com os genes nifDK de H. seropedicae
B - perfil de restricdo do fago .GK10

1 - DNA do fago digerido por EcoRl

2 - DNA do fago digerido por EcoRI mais Sall

3 - Marcador de peso molecular (kb)
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3.2. SUBCLONAGEM DE FRAGMENTOS DE DNA CONTENDO A REGIAO A
JUSANTE DOS GENES nifHDK DE H. seropedicae

O DNA do bacteriéfago »GK10 foi mapeado com diversas enzimas
de restricdo. Os fragmentos Sal/l-EcoRI de 1,2 kb (pTGK1.2), EcoRI de 4,0 kb
(pTGK4.0), KpnI-BamHI de 3,4 kb (pTGK3.4) e EcoRI-Sall de 3,7 kb (pTGK3.7)

foram subclonados em vetor pTZ19/18R para sequenciamento (Figura 6).

nifDK

r |
8 8 ES E st kE £ E BStP 8 8
| | 1 [ | Y N 1 1 | |

pTGK1.2

pTGK4.0
pTGK3.4 1kb
pTGK3.7

Figura 6. Mapa de restricio da regido a jusante dos genes nifHDK em H.
seropedicae . Em azul esta representada a regido contendo os genes nifHDK
(MACHADO et al., 1996). Em destaque a regido de DNA contendo os genes
nifDK que foram utilizados como sonda. A linha pontilhada representa a regido
de DNA contida no bacteriofago 2GK10. Na parte inferior do mapa séao
mostrados os fragmentos de DNA subclonados e nomeados os plasmideos
originados.

Sitios de restricdo: S, Sall; E, EcoRl; Sc, Sacl,; K, Kpnl; B, BamHl; P, Pstl.
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3.3. SEQUENCIAMENTO DOS GENES nifENXorflorf2

Os plasmideos pTGK1.2 e pTGK4.0 foram submetidos a delegBes
sequenciais de 200 a 300 pb e os subclones obtidos foram sequenciados nas
duas orientacbes pelo menos duas vezes.

O alinhamento utilizando o programa Auto Assembler (Perkin
Elmer) resultou em uma sequéncia de 5249 nucleotideos (Figura 7). Esta
sequéncia estda depositada no European Molecular Laboratory Sequence
Database (EMBL), sob referéncia n° AF0 88132. A analise da sequéncia de
nucleotideos revelou a presenca de 5 possiveis regides codificadoras de
proteinas (ORFs) (Figura 8).

A comparacdo da sequéncia de nucleotideos com o banco de
dados do GeneBank mostrou que o plasmideo pTGK1.2 contém a regido 3’ do
gene nifK e a regido 5’ do gene nifE. O plasmideo pTGK4.0 continha sequéncias
similares a regido 3’ do gene nifE e aos genes nifN, nifX, além de duas ORFs,

orfl e orf2.

3.3.1. Genes nifEN

A primeira ORF, localizada a 364 pb do gene nifK, codifica para
uma proteina de 561 aminodcidos, similar ao produto do gene nifE de B.
japonicum (52% de identidade e 65% de similaridade) (AGUILAR et al., 1990)
e de Rhizobium sp. NGR234 (46% identidade e 61% de similaridade)
(FREIBERG et al., 1997). O possivel cédon de iniciagdo para o gene nifE é
precedido de um sitio de ligacdo de ribossomo (AGGGA) e nenhuma sequéncia
de promotor nif ou qualquer outro promotor conhecido foi identificada na regidao

intergénica nifK-nifE de H. seropedicae.
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A segunda ORF tem inicio 11 pb a jusante do gene nifE e codifica
para uma proteina contendo 443 aminodcidos, com similaridade com a proteina
NifN de B. japonicum (46% identidade, 61% similaridade) (AGUILAR et al.,
1990) e Rhizobium sp. (41% identidade, 57% similaridade) (FREIBERG et al.,
1997). O cdédon de parada de leitura do gene nifE (TGA) se sobrepde ao
provavel sitio de ligagdo de ribossomo (GAGGAG) do gene nifN.

A comparacdo das proteinas NifN-NifE e NifK-NifD de H.
seropedicae mostrou que possuem aminoacidos conservados de forma similar
aquelas proteinas de outros diazotrofos (DEAN e BRIGLE, 1985; AGUILAR et
al., 1990) (Figuras 9 e 10). A similaridade observada entre essas proteinas tem
levantado a hipdtese de relagdo evolucionaria entre elas (DEAN e BRIGLE,
1985; AGUILAR et al, 1990). Estas proteinas apresentam residuos de cisteinas
conservadas em dominios hidrofobicos, que provavelmente determinam a
conformacdo essencial na funcdo dessas proteinas (BRIGLE et al., 1987;
AGUILAR et al., 1990). As proteinas NifE e NifN formam um tetrdmero
envolvido na biossintese do FeMoco (PAUSTIAN et al., 1989) provavelmente
através da formagdo de um molde para construcdo do cofator.

A similaridade estrutural destas proteinas sugere que as
proteinas NifE e NifN também participem na formagdo de intermedidrios

essenciais para a biossintese do cofator FeMoco em H. seropedicae.
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nifK (regidao-3’)
—
Saln

GTCGACCTCGCCGAATCCCAGGCGCATCTGCATGGCAAGAAGTTTGCCTT
GTACGGCGACCCCGACATGATGATCGGCATGACCCAGTTCCTGCTGGAGC
TGGGCTGCGAGCCGACCCATATCCTGTCCACCAACGGCGACGCCGAATGG
GCGGCCAAGGTGCAGGCGCTGCTGGAAGCCTCCCCTCGCGGCAAGGACTG
CAAGGTCTACCCCAAGCGTGACTTGTGGCACCTGCGCTCCCTGCTGTTCA
CCGGCGCCGGCGGCCTCCCCGAACGGCAGTGCCTACCGGCGAGCTACCTG
GAGCGCGACCGCGGCAGCTGCGCGCTGAATCCCGCCTGGGTGTTCCCGGT
CTTTCGTCCGGCCATCACCAACCATCGTTTTCCCCATCCCGCGGGCTACT
CCCGGTGCCGCTGCGCCGTGCCGGGCTGCATGATCCCCCGCCGCAGCAAC
TTCCGTACCCCCTCGGAAATGCCCAATCCCGGCTCGTTGGCTAGGGCAAA
AACCTGATTTATTCCCCTTCCGAAAGTTCCTTCCCGCTTAAATCCAGGAG
TTGAACTTCCATCCACACGGAGAAGACGGAATGTTTCCACTCTGAGAAAT
CCTTTCCACTTCGTGATCCCGAACCTCCGGTTTACCTCTAGAATAAACCA
ACTCTACCGGCCATCTTAAGGAGAAGGATTTCAGGGAAGGGCGAATCTTG
GACCACACCTTGAAGGAAGATGTGCAGCATCTGCCCTGCAGAGGTGAGAC
CCACTTTGAAAGATGAAGGACTAGGCATTGGGAGCAAAATGGAGACCTTA
TTTGGTTGAGATGGCAGGGAGAATTGGGAAGGAAACCCCGGGTAAGGCAA
nifE
e
GGGAGGGATTCAGAGAGGGCATGGGTGGAAAAACTCCCGGAATTTTTTGG
AAGGCACCCCCCGGCCGGACGGAACAGGCCCAGGAGGAGAAAGCCCGGCA
GGCCCGGGTGCAGGCCAAGCAGTGGCACCCGGGCGGCAGCGCCGGCCGGT
TGGGCCTGGAAGGCGCCAAGATCGCCTTGCAGCCGTGGACCTGGCCCTTG
GTGCATGGCCCGATCGCCTGCGAAGGCAATTTCCTGGGCTACCCGCCCTG
CGGCCTGCGTCCCGGCGTCCAGACCTACCGCACCGGCTTTACCACCGACA
EcoRI

TCAACGAGCTGGACGTCATCTACGGCGGCGAATTCCGGCTGTACAAGGCG
GTCAAGGAAATCATCGAAAAATACGAACCGCCGGCGGTGTTCGTCTACCA
GACCTGTGTCACCGCCCTGACCGGCGACGACATCGATGCCGTCTGCAAGG
CCGCCAGCGCCAAGTTCGGCAAGCCGGTGATCCCCGTCAATTCGCCCGGC
TTTGCCGGCGTCAAGAACCTGGGCAACAAGCTGGCCGGCGAAGCCCTGCT
GGATTACGTGATCGGCCGGTCGAACCTGACCCCCTGCGACATCAGCATCA
TCGGCGAATACAACCTGTCCGGCGAGTGGTGGCAGACCACCCCCTGGCCC
GACGCCGTGGCCGTGCGGGCGCCGTCCTGCATCTCCGGCGGCGGCCGCTG
TCGCGAGAATGCCTGTTCCCCGCCGGCCCGCGCCTCGAAGACCTGTTCCA
AGGCCATGATCAACGGCGGCGCGCAGGAATGGCGGTCCGTGATGGGCTTC
CTGTTTGAAGGCTCCTTCTACGGCATCGGCGACGTCTCCGAATCGTTGCG
CCAGATCGCGCGCCTGCTGGTGCAGCAGGGCGGCGCCAGCGAATTGATGG
ACCGCACCGAAGCCTTGATCGCGGTGGAAGAGGCGCGCGCCTGGAGCCGG
CTGGCGCATTACAAGAAACGCCTGGCGGGCAAGCGCGTGCTGGAGAAGGA
CCGCCGCTGTGAAGTGCTGGTGTCCGGCGGCGGCCTGGCCGGCGGCCGCC
ATCGCAAGGGCTGCTGTAAGAAACGGACCCCCGAGGTCCGTGGCTCCGCC
TTCTGGCAGACCCGGGGCGGCGAAGAGCCCCACCTGATCGACGACATGAA
ACCGCGGCGGGACGTGTTCCATGTGGAACGCGGCGCCCTGCCCGACTACC
TGGGCCGGCTGTCGCGGATCGCCGGCCGTTCGCAGTTCATCGCGCTGAAG

P T T D I T T R T T R T T R TR,
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100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850

900
950
1000
1050
1100
1150

1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
13500
1950
2000
2050
2100
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GCCCGGATGCCCTGGCTGGACGTCAACCAGGAGCGCCATCACGCCCATGC
CGGCTACGAGGGCATGATCACCCTGGTCTCGGAAATCGACCGGCGCTCCG
TGCGCCCCGGCGTGGGCGCCTGCGCGCGCACCGAGCGCCTGGTGTCCTCC
CGCATGGCCACCTCCGGCCTGCTGCGCGGCCGCGGCCGGTCCACCCGCTC

s se ae

CCGCTGTGCCGCCGTGGGCCGCGGCGATGCCGCCGGCCCGGAACGCTGCA
TGCCGGTCATCCATGGCTCGCAGTTGTACTCCTTCGGCCTGGTCTTGTGG :
TGCTCCTTCCGCGAACGGTCCTTGCGGCACGCCTACCAGGTTCACATCTG :

GCGGATGGAAAGCCAGAAGCGCTGGAATCGCTCGGCCAGCGACAAGTGGG
AGCAGCTGCGTCAGCCCTCTCCATGGGAGGCGTTGGCCCAAGCGCCCGAG
nifN
e
CAGTGAGGAGTCGCCAATGCCCTCCGCCAGCCTGCTGAAGGCCGCCGCCG
TGAACGCCCTGAAGATGTCCCAGGTGGGGCGCGGCCTGTGCCTGCCCGGC
ATGAACCGCTACATGCCCGTCATGCACGGCGCCCAGGGCTGCACCTCCTT
CGGCCTGGTGTTGCTGGTGCGTGATTTCCGCGAAGCGATTCCCTTGCAGA
CCACCGCCATGAACGAGGTCTCCTCCACCCTGGGCGGCATGGAGAACATC
GCCAAGGCGGTCTTGAACATCCGCCTGCGCGCCAAGCGGGACCTCATCGC
CATCTGTTCCACCGGCCTGACCGAAACCAAGGGCGATGACGTCAATGCCT
ATCTCCGCCTGACCGCGGAAGCCCCCCGCCCGGGCCGGTACCTGACCGGC
CTGTGTCCCCACGCCCTGACCACCGGCGCCTCCCAGGACGGCTGGGCCAA
GGCCCTGGAAGCATTGGCCGGGCGCTGGGAGAGCCGCGGCCGGGCCGACG
CGCGCCAGGCGGACAATCTGCTGGCGGGCTGCCATCTGACCCCGGCCGAC
ATCGAGGAAATGCGCGACATCGTGCAGTCCTTCGGCCTGGAACCGATCGT
CTTGCCGGACGTGTCCAGCTGGCTCGACGGCCATCTGCCGGACAACTTCA
GCCCGACCTCGATGGGCGGCACCACCCTGGCCGAGATGCGCGCGCTGGGC
GCCTCCATCGTCTGCATCGCCAACCGCCGAACCGAAGCGCCGCCAACCGC
CCAGGCCGTGCAGGAGTTGTGCGGCGTGCCGTACGTGGTCTTCGACCGTC
TGACCGGCCTGCAGGCCAACGACCGTTTCCTGGCCTACCTGGAATACGTG
TCGGGCCAGCCCATTCCGGCGCGTTACCGGCGTCAGCGCAGCCAGCTGCA
GGACGCCATGCTGGGCTGGCCCTTGCTGCTTCGGCCCGGCGTGAAGGTCG
CCATCGGCGCCGAACCGGAACCGGTCGCCGTCACCCTGCGGCATGGCTGG
CCGAGATGGGCTGCGGAACTCGGCGGTTGCCGTGACCACCACGACCTGGC
CGGCGCCCGCTGGCGTTCCCCGCAGCCGGGCTGGTGGATCGGCGCGAACC
TGGAAGCGCCGGGCACCAAGGGCGCGCGCGCCCGTGCCTGCGCCGGGTCC
TGCTGGTTGACCCACTCGCACGGCGGCCAGGCGGCCGAGCGTCTGCACAT
TCCCTTCCACCGTGCCGGCTTGCCCCCGTGTTCGACCGGTCTGGGCGCCG

GCCACTGTCTGTCGGTCGGCTACCGCGGCACCCGTGGATTGATTTTCGAG :

ATCGGCCAGCCTGTCGCGGGCCGCGGGCCATGCACATACCCCGGATGACT
=5
GGCAGCTGCCCGGAAGAAGCGGGCCATGCCCTGGCGCTGGCCGCGCCCGT

TCAAGGAGAAAGCCATGAAAGTGGCGTTTGCAACCCAGGAACTGCAGCGC
Sacl

GTGGAAGCGCATTTCGGCTGGGCCAAGAACCTGGCGGTGTTCGAGCTCTG
GCCCAACGGCTACAGCTTCGTGCAGACCCACAGCTTCGACGGCGACCTGA

e we

AGGAGGACGGCGACGAAGACAAGCTGGCCCCCAAGATCGAGGCCATCAAG :
GAATGCGCCATTCTGTACGTCGCCGCCATCGGCGGCTCGGGCGCGGCGCG :

GGTGGTGGCCAACCGTATCCACCCGGTCAAGGTGGCGCAGGCCGAACCGA

TCCTGGACATCCTGGACAAGCTGCAGGAAGTGCTGAAGGGCACCCCAGCA :

CCGTGGCTGCGCAAGGCCATGCAGAAGGGCCAGGAACGCGTCATCAACTT

2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550

2600
2650
2700
2750
2800
2850
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550
3600
3650
3700
3750
3800
3850
3900

3950
4000

4050
4100
4150
4200
4250
4300
4350
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o:jil

CGAAGAAGAAGTGTGAACCATGACCGCCATCGCCACCCAGGAGGCCCCGG : 4400
CCGCCATTGACAGCCCCTTCGTGCAGGAGCTGATCAAGCAGTGGCGGGCG : 4450
CAGGACACCCATGGCGCCTGGGACGGCAAGAGCAACGCCGACCTGCTGGC : 4500
CCCCTACATCATCACCCGCGAGCAGCGCCGCGAAATTCCCATCATCGGCG : 4550
ACCCCGACCCCGAAACCCTGTGGCGCCTGGTGACCGTGCTGCAGCGCCGG : 4600
GGCGCGTGGCGCTCCGAACCCCCCGACCGGCAGCATCGCCACGCCGAAGA : 4650
CGAAGAAGTGCGCAACGCGGGCTTCGGCCGCATGGTGCTGATGCATGGCC @ 4700
GCCTGGTGGTGGTGAACAAGGCCCTGGCGGGCGAAGTGCACCGCTTCGGC @ 4750
TTCGAGTCCGTGGGCCAGGCCGGCCGCGGCGGCCACAAGATCGTGACCGC : 4800
CGGCGTGGAGATGATCCGGCAGTTCCCCGAAGTGGTGAACTACGGCCTGT : 4850
orf2
—»
GAGGCATTGGCCACAAGGAGGACGGGTTGATGTCGCGCTCCTGGCCCTTC : 4900
TGCATGGCCCTGCGCCGGCCCCGGTGCTGGTGTGCCCTGGAACACTTCCT : 4950
GCAGCTGGTGGAGGAAGTCCAGGACCGGTTCGGCCTGCGCCACCTGGACC : 5000
GGGTGGACACCGTGGGCCACCACCCCCGCATCGCCCCCCAGGGCGCCACC ¢ 5050
GAAATCTCCCGCCCCTCGCCCACCGTGACCATTGCCTCGGTGGCGCGGCC : 5100
Kpnl
CGCCCACGGCTTCGTGCCCCGGTACCCCACCCCCATGGGCTCCGCGCAGG : 5150
TCTGCTCGTCCATTTCCCTGTGAGCATTGCCTTGCCCTTGCACGGGTCGA : 5200
EcoRI
CCACCTCAATACCGATGAAGTGCACTTCATCGTGCAGGCGGCCGAATTC : 5249

Figura 7. Sequéncia de nucleotideos dos genes nifK (regido-3’) nifENXorf1orf2 de H.
seropedicae. O inicio de cada gene (ATG) esta destacado em azul. Os sitios de
ligagdo para ribossomo estdo sublinhados. Os coédons de terminagdo (TGA)
estdo mostrados em vermelho. Os sitios de restricdo relevantes sdo mostrados
em verde. As setas indicam a diregdo de transcrigado.
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Figura 8. Identificacdo das provaveis regides codificadoras de proteinas a jusante
dos genes nifHDK de H. seropedicae. A sequéncia de nucleotideos obtida foi
analisada pelo programa Analyseq (Staden, 1983) utilizando uma tabela de

preferéncia de uso de cédons de H. seropedicae. Estdo representados os
genes nifK(regido 3°) nifENXorf1orf2. Cada seg¢do do grafico representa uma
fase de leitura. Os coédons de terminagdo estdo representados por um trago
vermelho no centro de cada segdo. O primeiro aminoacido de cada ORF
(metionina) esta representado pela letra M na parte inferior de cada segéo.
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| | | | |
——————— MGGKTPGIFWKAPPGRTEQACEFKARCARVQAKQWHPGG SAG—
----MS SLAATVQD IFDE- - PGCARNG SKSFAERRNGCTRQTOPGSAAG-
MSLTVEETTARNTELINEVLKAY PDKTAKRRAKHLTTQEEGKSDCNVKSN
e A IF E PG K A Q Q PG AG-

I L I * [
- -WPLVHGP YP=-=P
DV. VHGP SWDN- --R

L FKDMUHIS Y SWGSERNY

GAK- D VHGP SWG --

| | | | |
CELRPGVQTYR-TGFTTD LNELDVIYGGEFRLYKAVKEI IEKYEP-PAVF
AARSSGSDIWR-TAFTTDLSETDIVFGGEKRLCKAIKEI IDKCDP-PAIF
YIGKTGIDSFVIMOFTSDFOEKDIVFGGDKKLEKIVDEIQELFPINKGIS
G D R-T FTID E DIVFGGEKRL KAVKEIIEK P-PAIF

GEALLDYVIGESN=-—===~ LTPCDISIIGEYNLSGEVWWQ "IPWPDAVAV
GEALLDYVIGTREPD-~~-YTTPYDINLIGEYNLSGEI WQVFPVLDEL.G~
NDATKEWVLD KMDPDEKNQFVATPYDVAIIGDYNIGGDAWS SRITLEETGT
GEALLDYVIG PD---- TPYDI IIGEYNLSGE WQ P LDE G

| | | | |
RAPSCISGGGRCRENACSPPARAS K- TCSKAMINGCGAOEWR S VMGF L.FEG
RILCCISGDGKYREVASSHEARAAMLVCSKSMINVARKMEORYGIPEFEG
RV IAQWSGDG TLAEMENTPFAKLNVLECYRSMNY [ SREMEEKFGIPWVEY
R CISGDG RE A SP ARA L CSKSMIN R ME GIP FEG

| | | | |
SFYGIGDVSESLROIARLIVOOGGAS ELMURTEALTAVEEARAWS RLAKY
SFYGIODSSESLROIARLLVERGAPADLL GRTEAVIAREEARAWAAIONY
NEFFGPSQTEASLRQTIASHFDDK-~—-~- IKFGAERVIAKYKALTDAVIAKY
SFYGI D SESLRQIARLIV G L RTEAVIA EEARAWA TA Y

| | | | |
KKRLAGKRVLEKDR--RCEVILVSGCGGLAGGRIRKGCCKKATPEVREGS AFW
KPRLEGKRALLMTGGVKSWSVVSATQFAGLETVGTSVKKS TMEDR - -FRT
RPRLEGKTVMLEVGGLRP REVIDAYGLDLGMKVVGTGYEFGHNDDY - -ORT
KPRLEGKRVLL GG R VVSA G AG VGT KK T ED -- R
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| | | | |
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THYVEDGTLIYDDVTS Y-EFEKEVEKIEPDL VG- -S--GIKEKYVFQKMG
G H IDDMT R-E K AEPD G-LS--GGKSQFVALKA

MPWLDVN-QERHHAHAGYEGMI ILVSEIDRIRS VRPGVGACARTERLVSSR
VPWVDIN-QERCHAYMGYAGLVKLVEEIDNS LS SP—————— MWECLR--R
VPFRQMHSWDY SGPYHGYDRFATFARDMDMA TN SP-—~~~~ VHGMAK - -~
VPW D N-QER HAY GY G LV EID S-——aww WE L --R

| | | | |
MATSGLLRGRGRSTRSRCAAVGRGDAAGPERCHMPV IHGSQLY SFGLVLWC

SFRERSLRHAYOVHIWRMES QKRWNRSASDEKWEOLROQPSPWEALAQAPEQ
AISVHGLRSVAAVR----EHTNAAGGCCQGRIEDMIMSEPSD-MRQAAE-
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas NifD e NifE de
H. seropedicae (HSNifD e HSNIfE) e NifE de B. japonicum (BJNIfE). O
alinhamento foi feito utilizando o programa Antheprot v 4.3 (DELEAGE, 1999).
Em vermelho, sdo mostrados residuos de aminoacidos com 100% de
identidade; em verde, até 75% de similaridade e; em cinza com menos de 50%.

Os quadros e asteriscos destacam dominios e residuos de cisteinas

conservados, respectivamente.
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YIGKTGIDSFVIMOFTSDFCEKD IVFGGDKKLEKIVDEIQELFPINKGIS
F EATPIQ---—--— TTAM EV VLGG ENLEKAVINI RAK -K I
- 1 | | | |
CSTGLTETK TAEA-PRPGRYLTGLCPHALTTGASQDGWA
CSTGVTETN IRSAYPOLTKLPLVYVSTPDFKGAT QDGWE
SECPIGLIGDDIEAYSKKKS KQYECHT IVPVRCEGFRGVSQSTGHHVA
CSTG TET GD AYP T P GA QODGWA

| | | | |
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KAVARMVEVLVDRPSANGT.RDP SKVNVLPGCHLTPGDL.OETLRALLEDFGL
NDALKEWRVLDKMDPUDRNOEVATPYDVAI IGDYNIGGDAWS SRILLEE IGL
KA RP AN A N L GCHLTPGD E R LLE FGL

| | | | |
EPI-————=~ VLPDVS SHLDGHLPDNFS PTSMG- — - —— == -~ GTILARM
YP§-———==m FLPDLAGSLDGHIPDEFTSTTIG-———=—===— GIDVDEI

PI--—— —- LPD  IDGHLPD F TSMG--------- GI E

| | | | |

RALGAS IVCIANRR-----=~ TEAPPTAQAVQELCGVPYVVFDRLTGLOA

ASMGRAGWTIAIG-------~ ACMORAREVMQTKTGVPFRVFERLCGLHP

NEFGPSQIEASLR) IASHFDDK I KEGAERV IAKY KALTDAVIAKYRPRLE
@8 IMAR-——— AAVQ GVP VF RL GL

| | | | |
NDRELAYLEYVSGQPIPARYRRORSQLO- ———————— DAMILCGWPLLLREG
NDDFMMFLSE ISGRPIPS KYRRQRSQLA ~ - — == == == DAMLDAHFHIG-G
GKTVMLFVGGLRPRHVIDAYGDLGMKVYGTGYEFGHNDDYQRTTHY VEDG
ND FM FL. SGRPIP YRRORSQL ———--=—=—- DAML G
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas NifK e NifN de

H. seropedicae (HSNifK e HSNifN) e NifN de B. japonicum (BJNifN). O

alinhamento foi feito utilizando o programa Antheprot v 4.3 (DELEAGE, 1999).
Em vemmelho, sdo mostrados residuos de aminoacidos com 100% de

identidade: em verde, até 75% de similaridade e; em cinza com menos de 50%.

Os quadros e asteriscos destacam dominios e residuos de cisteinas

conservados, respectivamente.
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3.3.2. Gene nifX

A terceira ORF, localizada 28 pb a jusante do gene nifN, codifica
para uma proteina de 146 aminodcidos, similar ao produto do gene nifX de R.
capsulatus (37% de identidade e 64% de similaridade) (MORENO-VIVIAN,
1989), A. vinelandii (38% de identidade e 58% similaridade) (JACOBSON et
al., 1989) e K. pneumoniae (22% identidade e 38% similaridade) (ARNOLD, et
al., 1988).

A sequéncia de aminodcidos da proteina NifX de H. seropedicae
foi comparada com a sequéncia de aminoacidos das proteinas NifX de R.
capsulatus, A. vinelandii e K. pneumoniae (Figura 11). Observa-se a existéncia
de um dominio compreendido numa regido de aproximadamente 33 residuos de
aminodacidos incluindo um motivo His-Phe-Gly altamente conservado (MORENO-
VIVIAN, 1989a). A proteina NifX de H. seropedicae apresenta 26% de
identidade com a regido C-terminal da proteina NifB de H. seropedicae (Figura
12) e com as proteinas NifY de A. vinelandii (JACOBSON et al., 1989a) e de K.
pneumoniae (ARNOLD et al., 1988) 27% e 13% de identidade,
respectivamente (Figura 13).

A localizacdo do gene nifX em H. seropedicae a jusante dos genes
nifEN (ROBERTS et al., 1978; BRIGLE et al., 1987; PAUSTIAN et al., 1989), e
também a semelhanca da proteina NifX de H. seropedicae com NifB de H.
seropedicae e com NifY de K. pneumoniae (ARNOLD et al., 1988), sugerem
uma possivel funcdo de NifX na biossintese do FeMoco. A proteina NifB em A.
vinelandii (SHAH et al., 1994; ROOL et al., 1995) e a proteina NifY em K.
pneumoniae (HOMER et al., 1993) sdo essenciais para biossintese e insergao do
FeMoco na apoproteinaMoFe. Portanto, como proposto para o produto do gene
nifX de R. capsulatus (MORENO-VIVIAN et al., 1989a), a similaridade da

proteina NifX de H. seropedicae com proteinas essenciais para biossintese do
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FeMoco sugere um papel desta proteina na maturacdo e estabilidade do cofator

FeMoco.

| | | | |
1 HSNifX MP- - WRWERPFK----EK MKVAFATQELQFVENHFGHAKI TLAVFEVWEY 44
2 RCNifX MSRTIRLVEPAGPAPGEKPLRVATASNDLE! : AROTAVYEVWKT 50
3 AVNifX MSSPIRQLOVLOSEDDGT LLKVAFASSDRE L SRSFAIYGVNPE 50
4 KPNifX MPE INRQFDMVHS~-DEWSMKVAFAS SDYR® HFGATPRLVVYGVKAD 48
5 Consenso MP RQ P S--DEK MKVAFASSDLE ; AR LAVYEVWP

| | | | |
1 HSNifX GY SFVOTHSFDGDLFEDGD----EDKLAPKIEATXECAILYVAAIGGSGA 90
2 RCNifX GARFVEVHOFSSATDQKGRHDELEDRIGPKLEALSGCTL.VFATAVGGPSA 100
3 AVNifX RSOLLSVVEFG-ELEQDGN--~--EDKLARKIDLLOGCVAVYCCACGASAV 95
4 KPNifX RVILIRVVDFS---VENGH---QTEKIARRIHALEDCVILFCVAIGDAVF 92
5 Consenso G FV VH FS- L EDG ----EDKLAPKIEAL GCV LYC AIGGS A

| | | | |
1 HSNifX ARVVANRIHPVKVAQAEPI LD ILDKLQEVLXGTPAPWLRKAMQKGOERDI 140
2 RCNifX ARMVRAGMHPIKRAEFEPISAVIEOVQVMLNGTPPPFLRKVLGIWEKPDF 150
3 AVNifX RQIMATGVQPIKVSECARIAELIEALQVELREGPSAWLAKATQRTRGPDM 145
4 KPNifX ROLLOVGVRAERVPAD TTIVCLLOE IQLYWYDKG - - -QRKNORORDFPERF 139
5 Consenso ARLVA GVHPIKV E EPI LLE LQV L GTP PWLRKA Q PDF

|
1 HSNifX N--FEEEV-—~-——==~ 146
2 RCNifX TADFEEEEV--—~==== 159
3 AVNifX RR-FDAMAAEGWDE —-— 158
4 KPNifX TRLLOEQEWHGDPDPRR 156
5 Consenso IR-FERER --—————

Figura 11. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas NifX de H.
seropedicae (HSNifX), R. capsulatus (RCNifX), A. vinelandii (AVNifX) e
K. pneumoniae (KPNifX). O alinhamento foi feito utilizando o programa
Antheprot v 4.3 (DELEAGE, 1999). Em vermelho, sdo mostrados residuos de
aminoacidos com 100% de identidade; em azul, até 75% de similaridade; em
verde acima de 50% e; em cinza com menos de 50%. O quadro mostra
residuos de aminoacidos conservados.
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1 HSNifB MOPTQYVGIQDIKSLGTLLDKVAEHKGCGTSSEGGKASCGSSDGPADMAP 50
1 HSNifB EVWEKVKNHPCY SEEAHHHYARMHVAVAPACNIQCNYCNRKYDCANESRP 100
1 HSNifB GVVSEKLTPEQAAKKVFAVAST IPQMTVLGIAGPGDPLANPAKTFKTFEL 150
1 HSNifB ISQTAPDIKLCLSTNGLALPDDHIDTIIAAFNVDHVTITTNMVDPEIGQH 200
1 HSNifB TYPWIYYQNKRWTG IDAART LHERQMLGLEMLTARGILCKVNSVMIPGIN 250
1 HSNifB DQHLVEVNRAVKSRGAFLHN IMPL I SAPEHGTVFGLNGQORGPSAQELKA 300

| | | | |
1 HSNifB LODACEGEMNMMRHCRQCRADAVGLLGEDRSAEFTTEKIEAMEVAYDGAT 350
2 HSNAEX &~  ——mm e e e e MEWRWP--- 6
3 Consenso  LQDACEGEMNMMRHCRQCRADAVGLLGEDRSAEFTTEKIEAMEVAYDGAT

| | | | |
1 HSNifB RKAYQELVEQERQAKSAAKAAEQQELAQMADQSGLSLLVAVATKGQGRVN 400
2 HSNifX ~RPFKEKAMK -~ - === == === === == == = —mm— = - — — — VAFATQELQRVE 27
3 Consenso  RKAYQELVEQERQAKSAAKAAEQQELAQOMADQSGLSLLVAVATKGQGRVN

| | | | |
1 HSNifB EHFGHVSEFQIYEVSSAGSKFVGHRRVDQYCQGGYGEEDALETVIRAIND 450
2 HSNifX AHFGWAKNLAVFEVWPNGY SEVQTHSFDGDLKE-DGDEDKLAPKIEAIKE 76

3 Consenso EHFGHVSEFQIYEVSSAGSKFVGHRRVDQYCOGGYGEEDALETVIRATIND

1 HSNifB CHAVLVAKIGGCPKDDIQKVGIEPVDRYAHEF IEQSVIAYFMDYLERVRS 500
2 HSNifX CAILYVAAIGGSGAARVVANRIHPVK-—--~-— VAQAEPILDILDKLQEVLK 121
3 Consenso CHAVLVAKIGGCPKDDLOKVGIEPVDRYAHEF IEQSVIAYFMDYLERVRS

| |
1 HSNifB GQIEHRPRGDAD IRQGAYTSVQS~-~ 523
2 HSNifX GTPAPWLRKAMOKGQERD INFEEEV 146
3 Consenso GQIEHRPRGDAD IRQGAYTSVOS-

Figura 12. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas NifX (HSNifX)
e NifB (HSNifB) de H. seropedicae. O alinhamento foi realizado utilizando o
programa Anteprot v 4.3 (DELEAGE, 1999). Em vermelho, sd&o mostrados
residuos de aminoacidos com 100% de identidade.
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- -~ ~MPWRWPRPFKEKAMKVAFATQELQ - ~ ~ = = = === = e = e
MTAQPPFGQAPLPAHTALR TALAARS LKGVD TAHLLRALIAAVGED T TEA
MSDNDTLEWRMLALFQSLPDLOPAQIVDWLAQES = === == ==~ GETILTPE
M P W DL AL ABMQL -———------ T

| | | | |
—- e m———— RVEAHFGWAKN---~ L
RLRKLRASRLRTRLLRTCGBGVQS TLTDRQLHSALGLLKGRGVRMPED PL
RLATLTOPQLAASFP-—=m—=— SATAVMSPARWSRVMASIQG----ALPAHL
RL L L = -——-- R G LKG---- L

| | | | |
AVFEVWENG— === ——= === === === === mmm e mme YSFVOTHSFDG

PIPEPYRNGEFQDSVRIACASDNGERIDGIFSNCTRFLIYQISPRESRLY
RIVRPACRTP---QLLAAFCSQODGLV INGHFGQGRLFF IYAFDEQGGWLY
IER NG —- A S8 G G F FIYF S L

| | | | |
DLKEDG- - —-DEDXLAPKIEAIKECAILYVAAIGGSGAARVVANRIHPVK
DLREPGPCREDEDRHARRAELLADCQLLY T1.S IGGPAAAKVVRAGVHPVR
DLRRYPSAPHQQEANEVRARLIFDCQLLFCOF IGGPAAARLIRHRIHPMK
DLRE G DED A RAELI DCQLLY IGGPAAARVVR RIHPVK

| | | | |
VAQAEPILDIIDKLQEVLKGTPAPWLRKAMO KGO ERD INFEEEV = == ===
LARAFPAREIVEELQRVLATAPPPWLAKAMGALPDORIRFIQ ——=====
AQPGTTICAQCEAINTLLAGRLPPWLAKGLTGT TLWENAFFNPCFVLVAR
A API IE LQ VLAG PPPWLAKAM IF -
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41

36
100
82

56
150
129

102
200
179

146
242
229

62

Figura 13. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas NifX de H.

seropedicae (HSNifX),

NifY de A. vinelandii (AVNifY) e NifY de K

pneumoniae (KPNifY). O alinhamento foi realizado utilizando o programa
Anteprot v 4.3 (DELEAGE, 1999). Em vermelho, sdo mostrados residuos de
aminoacidos com 100% de identidade; em verde com 75% de similaridade e;

em cinza, com menos de 50%.
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3.3.3. orflorf2

A quarta ORF sequenciada (orf1) encontra-se a 3 pb a jusante do
gene nifX. A sequéncia do sitio de ligacdo de ribossoma (AGAAG) se sobrepde
ao cddon de parada do gene anterior em 2 pares de base. Esta orf codifica para
uma proteina com 160 residuos de aminoacidos que apresentou similaridade
com o produto da orf4 de R. capsulatus (44% de identidade e 65%
similaridade) (MORENO-VIVIAN, 1989a) e com a ORF3 de A. vinelandii (45% de
identidade e 68% de similaridade) (JACOBSON et al., 1989a) Figura 14.

A presencga da orf4 adjacente aos genes nifENX fazendo parte de
um mesmo operon em R. capsulatus e a identidade entre as proteinas NifX e
ORF4 (19%) sugeriram aos autores que em R. capsulatus o produto da orf4
poderia estar também envolvido na biossintese do FeMoco (MORENO-VIVIAN
1989a). Entretanto, o dominio conservado (préximo dos residuos His-Phe-Gly)
encontrado nas proteinas NifX de R. capsulatus, NifY e NifB de K. pneumoniae
ndo foi observado na ORF4. Deste modo, o envolvimento desta proteina na
biossintese do FeMoco permaneceu meramente especulativo (MORENO-VIVIAN
et al., 1989a).

A localizacdao da orfl de H. seropedicae a jusante dos genes
nifENX e a auséncia do gene nifY poderia sugerir também o envolvimento do
produto da orfl com a biossintese do FeMoco. Entretanto, a comparacdo entre
a proteina NifX e ORF1 de H. seropedicae utilizando o programa Multialin
(CORPET, 1988) revelou somente 15% de identidade e a ORF1 também ndo
possui a regido conservada com os residuos His-Phe-Gly. A sequéncia de
aminodcidos da ORF1 de H. seropedicae foi também analisada pelo programa
Proscam (BAIROCH et.al., 1997) e ndo revelou a presenca de sequéncias ou
sitios caracteristicos presentes no banco de dados. Também ndo foi detectada

presenca de possiveis hélices transmembrana quando analisada pelo programa
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Antheprot (DELEAGE et al., 1999). Estas andlises foram feitas também com a
sequéncia de aminodcidos da ORF4 de R. capsulatus e ORF3 de A. vinelandii,
obtendo-se o mesmo resultado. Portanto, sd3o necessarios estudos
complementares para esclarecer o papel do produto da orfl na fixacao de
nitrogénio em H. seropedicae.

A quinta ORF (orf2), localizada a 28 pb da orfl, ndo apresentou
similaridade com nenhuma sequéncia codificadora de proteinas depositada no
banco de genes. Quando analisada utilizando o programa Proscam (BAIROCH
et al., 1997) o produto da orf2 também ndo revelou a presenca de sequéncias

ou sitios caracteristicos.

W |

1 HSORF1 ADAATDSPFVQELIKQWRAODTHGAWDCKSNAD LLAP 45
2 RCORF4 ; ESPFLAQLVAVIRAEDSHGLWDDKTNSE ILRE 46
3 AVORF3 "LODPI TAQMVVQLRAVDSYGTYDIWSDARVVDP 50
4 Consenso SPF AQLV Q RA DSHG WD KSNA L P

| | | | |
1 HSORF1 YITTREORREIPIIGDPDPETLWRI VTVLORRGAWRSEPPDRQHRHAEDE 95
2 RCORF4 FIVTAEFRRSMPIIGDPDPELIWRMTKFYDA TGLLVEKRTG-~-CHASOMO 94
3 AVORF3 LVLTKERRRAIPVVGDPDETTISRIKAYYNILALLERETG —~LIAVEVLI 97
4 Consenso I T E RR IPIIGDPDPETIWR Y GLL E -- A

| | | | |
1 HSORF1 EVENAGFGRMVLMPGRLVVVNKALAGEVHRFGFES VGOAGRGGHKIVIAG 145
2 RCORF4 EMIHEGFGRVVL I AGKLVVVSKILR-DVHRFGFETWAKLARAGEKI VESA 143
3 AVORF3 NI THEGFGRALIT VGKLVALDKTLA-DVHRFGFES T EALVAEANKOLGKA 146
4 Consenso HEGFGR VL GKLVVV K LA-DVHRFGFES L GKV A

|
1 HSORF1 VEMIRQFPEVVIYGL 160
2 RCORF4 VATINEFPEAARA-- 156
3 AVORF3 ATLVNEHRTVALL-— 159
4 Consenso V INEFPEVA -

Figura 14. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas ORF1 de H.
seropedicae (HSORF1) ORF4 de R. capsulatus (RCORF4) e ORF3 de A.
vinelandii (AVORF3). O alinhamento foi feito utilizando o programa Antheprot
v 4.3 (DELEAGE, 1999). Em vermelho, sdo mostrados residuos de aminoacidos
com 100% de identidade; em verde, até 75% de similaridade e; em cinza, acima
de 50%.
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3.4. ANALISE DA REGIAO INTERGENICA nifK-nifE DE H. seropedicae

A andlise da sequéncia de 5149 nucleotideos contendo os genes
nifENXorflorf2 a jusante dos genes nifHDK de H. seropedicae nao indicou a
presenca de promotor —24/-12 e também de nenhum outro. Para se confirmar
este resultado, a regido intergénica nifK-nifE foi subclonada no vetor de fusio
lacZ, o pPW452, gerando o plasmideo pPGK1.2 (Figura 15).

O plasmideo pPGK1l.2 foi transformado em E. coli YMC10,
contendo um plasmideo (pMC71A) que expressa O gene nifA de K.
pneumoniae constitutivamente (BUCHANAN-WOLLASTON, 1981) e em H.
seropedicae estirpe SMR1. Os transconjugantes nao apresentaram atividade
de pB-galactosidase em nenhuma das condicbes testadas (Tabela 2A). A
auséncia de atividade de promotor ativado por NifA na regido intergénica nifK-
nifE indica que os genes nifENXorflorf2 sao transcritos a partir do gene nifH.

Em K. pneumoniae, R. capsulatus, A. vinelandii (MERRICK,
1992), A. brasilense (GALLIMAND et al., 1989; PASSAGLIA et al., 1991) os
genes nifHDK(TY) sdo expressos a partir do gene nifH e os genes nifENX sdo
expressos a partir do gene nifE. Entretanto, em H. seropedicae a organizacao
dos genes nifHDKENXorflorf2 é semelhante a organizacdo nifHDKENX de
Methanococcus maripaludis (KESSLER et al., 1998) e A. diazotrophicus
(SEVILLA et al., 1997) e nifDKENX de B. japonicum (AGUILAR et al., 1990),
nos quais os genes estdo também organizados em um operon Unico.

Tentativas para se obter o transcrito integro do operon
nifHDKENXorflorf2 n3o foram bem sucedidas, possivelmente devido a
instabilidade deste longo RNA mensageiro.

Em K. pneumoniae a proteina NifA parece estar envolvida na
estabilizacdo de transcritos nif. Neste organismo os transcritos nif sdo estdveis

“in vivo” por aproximadamente 20-30 min, com excecao dos mRNA do operon
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nifLA (COLLINS et al., 1986). Exposicdo ao oxigénio ou nitrogénio fixado
reduzem para 5 min a estabilidade dos transcritos somente em estirpes
contendo NifL ativo. Estas observactes sugerem que a proteina NifA estabiliza
os transcritos nif e a proteina NifL inativa NifA em presenca de oxigénio e
amoénio (COLLINS et al., 1986; LEE et al., 1993). Estudos mais recentes
mostraram que o transcrito nifHDKTY em K. pneumoniae é instavel na
presenca da proteina NifY (SIMON et al., 1999).

Em H. seropedicae, nao foram identificados os genes nifL e nem
nifY e nao sdao conhecidos os fatores que podem estar envolvidos na
degradacdao do mRNA nif. Estudos sdo necessarios para esclarecer as condicbes

ideais de obtencdo de longos transcritos estaveis nesse microrganismo.

3.5. MUTAGENESE DOS GENES nifN, nifX e orf1 de H. seropedicae

3.5.1. Mutante nifN

O gene nifN de H. seropedicae foi inativado por insercdo com o
transposon ATn5-B20 e obteve-se a estirpe mutante GK52. Neste mutante o
gene /acZ sem promotor foi inserido na direcdo oposta a transcricdo do gene
nifN (Figura 15).

A estirpe mutante GK52 foi incapaz de fixar nitrogénio (Tabela 3).
e este fenétipo foi parcialmente revertido pelo plasmideo (pLGK4.0) contendo o
gene nifN intacto expresso sob controle do promotor /ac. Estes dados sugerem
que a proteina NifN em H. seropedicae é essencial para fixagdo de nitrogénio e
pode estar envolvida na formacdo de intermedidrios essenciais para a

biossintese do cofator FeMoco da proteina MoFe.
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3.5.2. Mutante nifX

Duas estirpes mutantes nifX denominados GK10 e GK11 foram
obtidas por insercdo de um cassete de canamicina no sitio Sacl do gene nifX
(Figura 15).

As atividades de nitrogenase destes mutantes foram semelhantes
a da estirpe selvagem (Tabela 3). Portanto, o gene nifX em H. seropedicae nao
é essencial para a atividade da nitrogenase nas condigdes testadas.

Em K. pneumoniae a proteina NifX parece possuir um papel
regulatério. A superexpressdao de NifX inibe a atividade da nitrogenase neste
organismo através da diminuicdo da sintese de mRNA ou por instabilizar os
transcritos existentes (GOSINK et al., 1990). Este efeito regulatorio da proteina
NifX observado em K. pneumoniae pode ser devido a interferéncia que o
excesso de NifX pode provocar no processo de formacao do cofator FeMoco
(SHAH et al., 1999).

Em A. vinelandii a proteina NifX também ndo é essencial para a
atividade da nitrogenase in vivo (JACOBSON et al.,, 1989a). Entretanto, é
essencial para a biossintese do cofator FeMoco in vitro (SHAH et al., 1999).
Foi sugerido que NifX poderia se ligar ao complexo NifNE em algum estagio da
biossintese do cofator e atuar como um suporte molecular para biossintese de
FeMoco ou de seu precursor. Por outro lado NifX ndo é essencial para ligacdo
de NifB-co ao complexo NifNE (SHAH et a/., 1999).

A estirpe mutante nifX GK10 de H. seropedicae foi testada
quanto a sua capacidade de fixacdo de nitrogénio em meio NFbHP sem adicdo
de ferro. Nestas condicdes, este mutante apresentou auséncia de atividade da
nitrogenase quando comparado com a estirpe selvagem (Figura 16).

Em H. seropedicae, o gene nifX ou outros genes a jusante, que

poderiam estar sofrendo um efeito polar da mutagdo em nifX, parecem ser



Resultados e Discussdo 68

essenciais para a atividade ou expressdao da nitrogenase em condicoes
limitantes de Fe®*. A similaridade da proteina NifX de H. seropedicae com
proteinas envolvidas na biossintese do FeMoco como NifB de H. seropedicae e
NifX de A. vinelandii (JACOBSON et al., 1989a) sugerem 0 envolvimento de NifX
neste processo de biossintese. Os resultados de andlise fisiolégica do mutante
nifX GK10 sugerem ainda que esse envolvimento pode ocorrer em alguma
etapa de incorporacdao de ferro ou no processo de maturacdao do cofator. Na
estirpe selvagem de H. seropedicae a proteina NifX parece ser essencial para
auxiliar na incorporacao de ferro no FeMoco em condicdes limitantes deste

elemento.

3.5.3. Mutante na orf1

A estirpe mutante GK22 de H. seropedicae contém uma insercdo
cassete /lacZ-Km na orfl de H. seropedicae (2.17.3) na mesma orientacdo de
transcricao do operon (Figura 15). Este mutante possui atividade da
nitrogenase semelhante a estirpe selvagem (Tabela 3). Como o cassete /acZ-
Km esta inserido na mesma orientacdo de transcricdo da orfl a expressdo deste
gene pode ser estudada pela determinacdo da atividade de p-galactosidase
desta estirpe. Atividade de p-galactosidase foi observada somente em
condicBes diazotréficas, ou seja, na auséncia de nitrogénio fixado e oxigénio
proximo a niveis de 1,5%.

A atividade de p-galactosidase observada na presenca de amdnia
20 mmol/L ou altas tensdes de oxigénio (ar) foi equivalente aos niveis da
estirpe selvagem, que ndo contém o gene /acZ (Tabela 2B). Estes resultados
sugerem que este gene orfl estd sendo expresso a partir de um promotor

regulado por amoénio e oxigénio, provavelmente o mesmo do gene nifH.
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As atividades de nitrogenase (Figura 16) e p-galactosidase
(Figura 17) foram determinadas na estirpe mutante GK22 em condicbes de
fixacdo de nitrogénio em meio sem adicdo de ferro. A estirpe H. seropedicae
SMR1 contendo o plasmideo pIMA217 que carrega uma fusdo nifHD::lacZ foi
utilizada como controle para atividade de B-galactosidase. O mutante GK22
ndo apresentou atividade de nitrogenase em meio sem adicdao de ferro,
enquanto que a estirpe selvagem apresenta atividade nestas condicoes (Figura
16). Os resultados indicam que a orfl de H. seropedicae é essencial para a
atividade da nitrogenase em condicdes limitantes de Fe*2.

Baixos niveis de ferro por outro lado, ndo afetaram a expressdo
do gene nifH na estirpe selvagem ou na estirpe GK22, indicando que o efeito
da mutacdo na orfl é sobre a atividade da nitrogenase e ndo sobre a
expressao.

Este efeito é idéntico ao da mutacdo de nifX, portanto ndo se
pode descartar o efeito da mutagdao em nifX pode ser proveniente da
polaridade da mutacdo sobre orfl e/ou orf2 ou sobre outros genes adjacentes

ainda ndo identificados.
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nifH nifD miK miE nifN nifX orff orf2
o
S S S E Sc N E
| | — ANWAVAN
o S —
Tn5-B20 =—» jacZ Km
Km

1 kb

Figura 15. Mapa fisico e genético dos genes nifHDKENXorfior2 em H. seropedicae.

A posicao e orientagdo de transcrigdo dos genes sdo indicadas pelas setas. A
regido sequenciada neste trabalho estd representada em negro. Na parte

inferior, estdo indicadas as insergbes com transposon (Tn5-B20), cassete de

lacZ-Km e Km e suas respectivas orientagoes. Sitios de restrigdo: S, Sall; E,
EcoRl; Sc, Sacl; N, Nsil; B, BamHiI.
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Tabela 2. Atividade de p-galactosidase em estirpes de H. seropedicae e

E. coli
Bactéria Gen6tipo Atividade de p-galactosidase
(estirpe) (plasmideo) (Unidades Miller)
N/-O0, -N/+O; +N/-O, +N/+0O,

i s(esfn?aﬁjv\egicae selvagem  17+2 1582  22+4 254

A H Sgl?/ll;eg"cae (DPGK1.2)  28+#3  27+¢5 3045 254
Q(Eé h‘;‘;‘(‘)) (PMC71A) 2846  20+4  20+6  15+3

. H. s(esr&%ic;icae selvagem 20+3 22+4 2545 18+2
H. S(Gé f(f’zezd)"cae orff:lacZ-Km 400:20 2815  20:5 1713

H. Sglf’,l"ﬁ‘;"cae selvagem 252 2044  25i7 2647

c H S(E’S’&PR‘-;G;"C&"? (PMGK1.0) 3047  28#6 1945 1533
H. S(ecgf}’(%%d)icae g&déqﬁ% 33:8 3049  25t6 1547

A atividade de p-galactosidase foi determinada como descrito em A, 2.19.1, B, 2.17.3 e C,

2.19.2 respectivamente.

-N, isento de nitrogénio, ou +N, em presenga de amodnia (20 mmol/L); - O, (1,5%) ou + O,

(ar).

Os valores apresentados sdo a média de pelo menos trés experimentos independentes

feitos em triplicata. As setas indicam a diregao de transcrigdo do gene.
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N (4] S L8 ]
if | I 1 B

(nmol.mln".mg protolna”)

Atividade da Nitrogenase

(=]

» + - + - + (Fe)

SMR1 GK10 GK22
(selvagem) (nifX::Km)  (orf1::lacZkm)

Figura 16. Efeito da concentracdo de Fe” sobre a atividade da nitrogenase das
estirpes mutantes GK10 e GK22. A atividade da nitrogenase foi determinada
em meio semi-sélido isento de nitrogénio fixado e, auséncia de ferro (-),
presengca de ferro 20 mg/mL (+). Os resultados sdo a média de 3
experimentos independentes feitos em triplicata e o coeficiente de variagéo foi
inferior a 10%.
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Tabela 3. Atividade da Nitrogenase das estirpes mutantes
nifN, nifX e orfl de H. seropedicae

Estirpe (plasmideo) Genétipo Atividade da Nitrogenase
(nmol etileno. min'. mg
proteina™)

SMR1 estirpe selvagem 8,4+0,9
GK52 nifN::Tn5-B20 0
GK52 (pLGK4.0) nifN::Tn5-B20 3,8+0,8

GK10 r@K_g 7,5+0,7

GK11 r@(@ 7,2+0,8

GK22 ogl : :Ig;Z—Km 8,0+1,0

A atividade da nitrogenase foi determinada em meio NFbHP semi-sélido. Os valores
apresentados sdo a média de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As

setas indicam a diregdo de transcrigao do gene.
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:

(Unidades Miller)
8

Atividade de p -galactosidase
$

- + - + (Fe)
SMR1 GK22
(nifHD::lacZ) (orf1::lacZiKm)

Figura 17. Efeito da concentracdo de Fe® sobre a expressdo dos genes nifHD::lacZ
e orfi::lacZKm de H. seropedicae. A atividade p-galactosidase foi
determinada em culturas crescidas em meio semi-sélido, isento de nitrogénio
fixado e (-) auséncia de ferro, e (+) presenca de 20 mg/mL de ferro. Os
resultados sdao a média de 3 experimentos independentes feitos em triplicata e

o coeficiente de variacao foi inferior a 10%.
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3.6. SEQUENCIAMENTO DOS GENES nifQmodABCfixXC

O plasmideo pTGK3.7 que contém o fragmento EcoRI-Sall de 3,7
kb de H. seropedicae foi submetido a delegdes sequenciais e 0s subclones
foram sequenciados pelo menos duas vezes nas duas orientacoes.

O alinhamento foi feito utilizando o programa Auto Assembler
(Perkin Elmer), resultando em uma sequéncia de 3752 nucleotideos (Figura
18).

A andlise da sequéncia de nucleotideos revelou a presenca de 6
possiveis regides codificadoras de proteinas (ORF) (Figura 19A e 19B).

A comparacdo da sequéncia de nucleotideos com o banco de
dados GeneBank mostrou que o plasmideo pTGK3.7 contém a regido 3’ do
gene nifQ e os genes modABCfixXC (Figura 18). Os genes nifQmodABC
possuem a mesma orientacdo de transcricdo do operon nifHDKENXorflorf2

enquanto que os genes fixXC sao transcritos em direcdao oposta.

3.6.1. Gene nifQ

A primeira ORF identificada no plasmideo pTGK3.7 apresentou
similaridade com a regidao-3' do gene nifQ de A. vinelandii (55% identidade e
73% de similaridade) (JACOBSON et al., 1989) e R. capsulatus (43%

identidade, 61% similaridade) (MORENO-VIVIAN et al., 1989b).
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nifQ (regido 3’)
g
AATTCTTCGGATCACCTGCTGGCCATGCCGAAGGCATTGCCGTGCCCACG
ACCGACCCAGGCGAAGTCCCCGGCTGGCCCCACGCCGTCGCCACCGLCCTG
CATGGGCTCCAAGCATCTGTGGCAAGGACATGGGCTTGCCCAACCGCACC
GCCCTGTCCCGGCTGATCAGCCACTACTTTTCCGTCCTGGCCGAGCGGCA
BamHI
ACGTCAGCGACGGATCCTGAAGAAGTTCTTCTTATCGGCAATTGTTGCGA
ACGCCGAAGGGCTGGTGCTGTGCCAAGGCCCCCAGCTGCCGGCAATTGTT
TCCGGATTACCTCAAGTGCTTCCGGTCCCGGAAAAGACGGCAATCCATTG
GCTCCGGGCTTACAACTGCCGCTGGGCGCTGTGAACCGTCCTTCATTTCG

modA
—

CCATCTCGTTTTTCCAAGGGAACAAAGTCCATGTTGCGCCACCCTGATGC
TGGCCTGTACCTGGCTGTGGCTGCTGATGCCCGTGGTCCATGCCGAAGGC
TCCCCACGTGCCGTGGCGGCCAATTTCACCCAGCCGTTCAAGCAGATCGC
CCGCCGCGTGCGCGCCGGCCACCGCTCCCAGGGCGAATGCGGCGTGCCCG
CCCCACCCGGCCAGTTCTACGCCCGCCCCACCATTGGCGCCGACTTCGAG
GACCCTGCTTGGCGCCGCATCGCGACCACCCCCCTGCCGATCCTGAATGC
CAAGAAGACCCACCGTGTGGCCGCCACCGCCTCCCTGTACGGCCTGTTTG
CCGCCAGCCTGGTGCTCTGGCAGCGCCAGGCCGGCCGCGGCGGCCGCGCC
SacI

GGGCGGAGCTCCTGGCCCCGCAGCGCGGGCGCCTCCATGCACCTGTCGCT

GGCCAATCCCAAGCTGGCGCCCTACGGCCTGGCGGGCGTGCAGACCATGC

AGCAGCTGGGCCTGGAAGAGGCCTTGCGGCCCAGATTCGTGCCGGCAGAA

AACGTCAACCAGGCCTACCATTCATCGCCCGCCGCGATGCCCTGCTCCGG

CTTCGTGGCCTTGTCCCAAGTGGTGTACCGGACCGATCGCCGCCGGCTGG
Pstl

GCCTGGCCTCGTGCCGGCCCACCTACATGCGTCCGATCCTGCAGGTCCGC

AGCCCCGTTGAATACCGCCGTGACCTGCGGCCCCGCTGCGCTGACGACCT

GCCCCAAGGTACCAAGCGCGCCCGCCAGGGCCATCCCTGGGGCACCGGTC
modB

CACGAGCCCCCGACCCCTAGGGGACCGCC;;g;GCGTGTGCCCGGCGGGC
GCCCGGCTGGGCGCGCGGTGCGCCTGCGACTGCAGCCTGCGCCAGCAGAA
CGTCACCGTGCTGCTGCTGTTGTCCGGCTACCCCAGCCGGCCTGGCTGGC
TGGAAACCCACGCGCTGCGGGCCGGCGCCATGGCGGGCGGCCGGAGCCGT
GGCCCCTGCCGCTGGTACTGCCGCCGGGCCGTGCTGGGGTTCTACCTGTT
GGTGCTGATGGGCCCCCAGGGCCCCGTGGGGCAGCTGATCCCCGGGATTG
GGGCCGGGCTGGCCGCCCTGCACTCCGTCCTTGGGCGGGAACGTTGGTGC
TGGCCTTCGCTGCTGTACTCCGCCATTGCCCCCCACCGGTGGTGCCAGCC
CTTCGGAAGAAAGCGCGGCCAGAGGCCCTGGGCGAAAGGCACCATGGCGA
GCAATGCGGCCACCTTTGCCAGAAAACGCCAATCGCCCACCGGGTGGCTT
TTTACCGTGGCGACCGTCCCCTTGGCGGGGCCCGGCTTCCTGACGGCAGC
GGTACTGGGCTTTGCCCATACCGGGGCCGAGTTCGGCGTGGTGCTGATGA
TCGGCGGCAACATCCCCGGCAAGACCCGGGTCCTTGTCGAAGCAGATCTG
TGACCCCGTGGCAAGCCTTCGAATACGCCCAGGCGCACCGCCTGGCGGGC
CGCGATGCTGGTGTTTTCCTTCCTTGTGCTGTTGGTGATGATCCGTCTGG
GCCGTGCCGGCAAGACCAGGCTCAAGGCAGGCAAGAGTGGCCGCGCACCG
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modC
—>

CAGGAAGCGACGGCACAATCCGGCGATGCCAACCAGGAGGACGACATGAG : 2050
GCAAGCCATGGTGGGCCCCAGCATCGCGCAGCCCGGCATCATCGCGAAGA : 2100
TGGCCTACGGCTACGGCGGCGCCGGCGAGTTCCAGCTGGACCTGGAACAC :: 2150
ATCGCCGGCACCGGCGTCAGCGCCTTGAGCGGCCCCTCCGGCTGCGGCAA : 2200
GACCACCTTCCTGCGCTGCATGGCGGGCCTGCTGCGTCCCAGCCGAGGTT : 2250
ACCTGGAGGTCAACGGCGAGGTCTGGCGAGAGTTCTCAGCGCCAGTCTTT : 2300
TTTCCGACCCATCGGCGCGCGCTGGGCTACGTCTTCCAGGAGGCCAGCCT : 2350
GTTGCCCCATCTGTCGGTGAGCCGCAATCTGGACTACGGCGCGCGTCGCA : 2400
GCGGCGCCGTGTACCAGCGCCGCGTCACCCCCGAAGACCATCGCCCTGCG : 2450
ACGCAGTCGCCTGCGTTGCTGCAGTACCATGACCCTCAGGCCCTGTCCGG : 2500
GGGCGAATGCGCCTGTACTGTCGTAAGCCCCTTCAGGCACCGCGCTGTGG : 2550
TCATGGACGAACCGATGGCCGCCATGGACAACGACCGCAAGCGCGAAATC : 2600
TGCCTGACCTGGAACGCCTGCGCGACCAGCTGGCCCATTCCCATCCTGTA : 2650
CATCAGCCACCATCCCGAGGAAATCGCGCGTCTGGCCGACACCCTGGTCT : 2700
TGATGCGGCAGGGCCGCTGCCTGGCCAGTGGCCCTCTGACCACGCTGCTG : 2750
TCGCGGCTGGACCTGCCCCTGGCCCAAGCCGAGGATGCCGGGGCGGTGAT : 2800
CGAGGCCAAGGTCGCCGCCAAGGACGAGACCTCCTCCCCCGACCCCCCCG : 2850
GCCGGAACTCCAAGCCCGTGGCGAGAACCTCGTGCCGCGCCGGCAAGTGC : 2900
CGGTCGGTCAGCTCGGTGCGGCTGCAGATCCATGCGCGCGACGTCAGCCT : 2950
GGCCTTGAGCCCCAGCCATGACAGCAGCATCCTGAACCGGCTGTCGGCCA : 3000
CCGTGCTGAAACTGGCGCCAGCGCAGCATCCAACCCATGTCTGGCCGTGC : 3050
TGGATGCCCGCGGCGACCACCGCGGGCGCGCATCACGCGGCGTTCCTGCG :3100

ATCAACCCGCGCGGGCGGCGGGCCCACCCGGTACGGCCACCGGTCCAGCC : 3150
GTGGCCCCTGTTACCGGCATGACGCGGCCGCTTGATTCTTGATCGCACGG : 3200
GAAGTCGCAGCCGACACTGGCGATGCGGCCATTCGCCATGACGGACCCTC : 3250
AGCCGAAGCTTGCACCTACAGTGATGCGCCATTAGACTCGCGCGACGTGG : 3300
ATATTCCCAGGCCACGTTGCGATGTTCCGGTGCAGATCACGCGGCAAGTC : 3350
GGTTCCTCATTCCAGGACGAGCCATCGGTGGTCAGCAGGATCTGACGCCG : 3400
CCTGCTGTTCGGCCGGTATAGCGAGATCTTCGTGCCGCGCACGGGAAGTG : 3450
CAGGTCAGTTGCTGGTCTTGCATTGATCGGCGCATACCGACTGGTTCTGT : 3500
GATGGCGATGTGCGGACGGCCGCTGTCGATCTTGTAGCGGTTCTGGAACA : 3550

fixX
<

GGATGTCCCTGCGGAAATCGGACCCGTGCATTCGAATAGCCTCGATACTC : 3600
TAGGCACCACTCATGCCGACATGCGACATAAGGAGCGCCCGCCGCTGGGT : 3650
GAAGCTGCGCCGGATGTCTCGTTCCTTGGATCACTGGTCGGTCCCGTCGA : 3700
CCTGCAGGCATGCAAGCTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTAGAGCTTGCGA : 3750

fixC (regido 3’)
<
AA : 3752

Figura 18. Sequéncia de nucleotideos dos genes nifQ (regido 3') modABCfixXC de
H. seropedicae. O inicio de cada gene (ATG) esta destacado em azul. Os
sitios de ligagdo para ribossomo estdo sublinhados. Os cédons de terminagéo
(TGA/TAG) sdo mostrados em vermelho. Os sitios de restrigdo relevantes séo
mostrados em verde. As setas indicam a diregdo de transcrigéo.
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Figura 19A. Identificacdo das provaveis regides codificadoras de proteinas dos
genes nifQmodABC de H. seropedicae. A sequéncia de nucleotideos
obtida foi analisada pelo programa Analyseq (Staden, 1983) utilizando a
tabela de preferéncia de uso de cédons de H. seropedicae. Cada segdo do
grafico representa uma fase de leitura. Os coédons de terminagdo estdo
representados por um trago vermelho no centro de cada segdo. O primeiro
aminoacido (metionina) de cada ORF esta representado pela letra M na
parte inferior de cada segéo.
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Figura 19B. Identificacdo de provaveis regides codificadoras de proteinas dos genes
fixCX de H. seropedicae. A sequéncia de nucleotideos obtida foi analisada
pelo programa Analyseq (Staden, 1983) utilizando a tabela de preferéncia de
uso de codons de H. seropedicae. Cada segdo do grafico representa uma
fase de leitura. Os cédons de terminagdo estdo representados por um trago
vermelho no centro de cada segdo. O primeiro aminoacido (metionina) de
cada ORF esta estdo representado pela letra M na parte inferior de cada
secao.
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3.6.2. Gene modA

A 46 pb a jusante do gene nifQ foi localizada a segunda ORF e
que apresenta similaridade com o produto do gene modA de R. capsulatus
(48% identidade, 56% de similaridade) (WANG et al., 1993). Acima do cédon
de iniciagao (ATG) do gene modA foi identificado um provavel sitio de ligacdo
de ribossoma (AAGGGAA).

A sequéncia de aminodcidos da proteina ModA de H. seropedicae
foi comparada com a de proteinas similares de R. capsulatus, A. vinelandii, e E.
coli, (Figura 20) e sugere que esta ORF pode estar envolvida com transporte
de molibdénio em H. seropedicae.

A proteina ModA de E. coli possui uma sequéncia sinal de
exportacdo para o espaco periplasmico (RECH et al.,1996). As sequéncias sinais
possuem trés regides caracteristicas, um segmento N-terminal (n) composto
de residuos carregados positivamente, uma regido central (h) hidrofdbica e
uma regido C-terminal (c) polar onde se localiza o sitio de clivagem (HEIINE,
1983, 1985; HEIINE e ABRAHMSEN, 1989). Ha grande variacdo no tamanho
das sequéncias sinais em eucariotos e procariotos, mas analises em diversas
sequéncias sugerem um tamanho minimo para atividade funcional dessas
sequéncias (HEIINE, 1985). O tamanho da sequéncia total pode variar de 13 a
23 residuos, com razodvel conteldo de residuos de alanina. A regido n contém
residuos carregados positivamente, a regido h é rica em residuos de Phe, Ile,
Leu, Met, Val e Trp e ndo deve possuir mais de 20 residuos hidrofébicos. A
regido ¢ pode possuir de 5 a 6 residuos e contém os residuos do sitio de
clivagem. A andlise do padrdo de residuos de aminodcidos préximos ao sitio de
clivagem em diversas proteinas peripldsmicas revelou que a posicdo -1 é
preferencialmente ocupada por um residuo de Ala que se repete na posicdo -3

e sdo tolerados residuos carregados na posicdo -2. Residuos de Pro sao
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ausentes na regido +1 -3. S3o caracteristicos os residuos carregados a partir
da posicao +1 (HEIJNE, 1983).

O sequenciamento da proteina ModA em E. coli revelou a perda
de 24 residuos e a sequéncia N-terminal resultante apds o processamento é
DEGKITV (RECH et al., 1996). Em E. coli a regido do sitio de clivagem ALA*DE
(*significa o local de clivagem) corresponde ao padrdo esperado, possuindo um
residuo Ala na posigdo -1 e -3 com relagdo ao sitio de clivagem (Figura 20).
Observa-se ainda a presenca de residuos hidrofobicos na regido ¢, residuos
carregados como Asn, Glu e Lys na regido +1 e residuos carregados
positivamente Arg e Lys na regido n. Em H. seropedicae observamos na regido
préoxima ao possivel sitio de clivagem os residuos ADA*RGP (Figura 20). Nesta
regido sdo caracteristicos os residuos de Ala, bem como o residuo carregado
Arg e o residuo Pro. Na regido h estdo presentes residuos hidrofobicos como
Leu e Val e a regido n possui os residuos carregados positivamente Arg e His.
A comparagdao com dados de sequéncia de proteinas periplasmicas, e também
com a proteina ModA de E. coli revelaram que a proteina ModA de H.
seropedicae possui uma provavel sequéncia sinal.

A proteina ModA de E. coli € composta de dois dominios
separados pela regido de ligagdo ao anion molibdato. Os dominios sdo
denominados N e C e o ion molibdato é mantido na interface destes dois
dominios. Sete pontes de hidrogénio sdo formadas entre os residuos de serina
12, serina 39, alanina 125, valina 152 e tirosina 170 (Figura 20) onde os
grupos NH destes residuos estdo envolvidos na ligagdo com o molibdato. Sao
utilizados também os grupos OH dos residuos de Ser e Tyr para formar pontes
de hidrogénio com os atomos de oxigénio dos ions MoO4* ou ainda WO,*. Os
residuos correspondentes a Ser-12 e Tyr-170 sdo substituidos por Asn e Ala

respectivamente, nas proteinas ModA de A. vinelandii (LUQUE et al., 1994) e
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R. capsulatus (WANG et al., 1993), indicando que a interacdo da ligacdo com
o molibdato ndo é conservada entre as proteinas ModA (HU et al., 1997).

Em H. seropedicae, o residuo de Ser-12 foi substituido por uma
Asn, a Ser-39 por uma Pro, a Ala-125 por uma Tyr e a Tyr-170 por Ala. Foram,
portanto, observadas modificacdes nos residuos de aminoacidos envolvidos no
possivel sitio de ligagdo de ions molibdato em H. seropedicae. Estas alteragoes
sugerem que a ligacdo de ions molibdato pela proteina ModA de H. seropedicae

envolve interagdes diferentes daquelas de E. coli.
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----- MLRHPDACLHLA -GPCRRLPTAVARN- - FTOPFKOTARR
MTQFPOTLRAGATALALVMET ALPA? AGEVT AAVAAN- - FTFPAKF IGAT.
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| | | | |
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| |
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QW 6 -- AP Y L V VIG DA KAAL

| |
DLPQGTIRARQGH'WGIGPRAPDPZ 263
DFLKTPFAIEIIRKYGYVTE—~—== 252
DYLKGPUAAEIFKRYGET -——- 257
GLAPGVAACAFFKSSSVILAVYG-- 270
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Figura 20. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas ModA de H.
seropedicae (HSModA), R. capsulatus (RCModA), E. coli (ECModA) e A.
vinelandii (AVModA). O alinhamento foi realizado utilizando o programa
Antheprot v 4.3 (DELEAGE, 1999). Em vermelho, sdo mostrados residuos de
aminoacidos com 100% de identidade; em azul, até 75% de similaridade; em

verde, acima de 50% e; em cinza, com menos de 50%. Os quadros negros

mostram residuos de aminoacidos que na proteina ModA de E. coli estdo

envolvidos com a ligagdo de ions molibdato. Os quadros azuis mostram as

posigdes —1 -3 no sitio de clivagem da proteina ModA de E. coli e o provavel

sitio em H. seropedicae.
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3.6.3. Gene modB

A nove pb a jusante do gene modA encontra-se a terceira orf
desta regido e apresenta similaridade com o produto do gene modB de R.
capsulatus (43% identidade, 51% similaridade) (WANG et al., 1993) e A.
vinelandii (37% identidade, 46% similaridade), (LUQUE et al., 1993). Um
possivel sitio para ligacdo de ribossoma (AGGGGA) encontra-se sobreposto ao
codon de parada do gene modA.

A sequéncia de aminoacidos da proteina ModB de H. seropedicae
foi comparada com proteinas similares de R. capsulatus, A. vinelandii e E. coli
(Figura 21).

A proteina ModB de E. coli possui seis dominios hidrofdbicos
estruturalmente semelhantes aos dominios encontrados em proteinas de
membros da familia de transportadores ABC (HIGGINS et al., 1990). A Figura
22 mostra a localizacdo destas regides hidrofobicas nas sequéncias de
aminodacidos das proteinas ModB de H. seropedicae, E. coli , R. capsulatus e A.
vinelandii.

A natureza hidrofobica de ModB, sua similaridade com membros
da familia de transportadores ABC e sua localizagdo a jusante ao gene modA
sugerem que a proteina ModB em H. seropedicae forma um canal pelo qual os

ions molibdato atravessam a membrana.
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Figura 21. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas ModB de H.
seropedicae (HSModB), R. capsulatus (RCModB), E. coli (ECModB) e A.
vinelandii (AVModB). O alinhamento foi realizado utilizando o programa
Antheprot v 4.3 (DELEAGE, 1999). Em vermelho, sdo mostrados residuos de
aminoacidos com 100% de identidade; em azul, até 75% de similaridade; em
verde, acima de 50% e; em cinza, com menos de 50%. Residuos de

aminoacidos envolvidos com a formagdo de hélices transmembrana em H.
seropedicae estao dentro dos quadros.
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Figura 22. Hélices transmembrana das proteinas ModB de H. seropedicae, E. coli , R.
capsulatus e A. vinelandii. As sequéncias de aminoacidos das proteinas
ModB foram analisadas quanto & presenga de hélices transmembrana,
utilizando o programa Anteprot v 4.3 (DELEAGE, 1999). Os quadros vermelhos
representam hélices transmembrana. Hs H. seropedicae, Ec E. coli Rc R.

capsulatus, Av A. vinelandii.
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3.6.4. Gene modC

A quarta ORF identificada no plasmideo pTGK3.7 apresentou
similaridade com o produto do gene modC de R. capsulatus (41% de
identidade, 53% de similaridade) (WANG et al., 1993), de A. vinelandii (42%
de identidade, 47% de similaridade (LUQUE et al., 1993) e de E. coli (29% de

identidade, 47% de similaridade) (MAUPIN-FURLOW et al.,1995). Foi localizado
um possivel sitio de ligacdo para ribossoma AGGAAG ( Figura 23).

A proteina ModC de H. seropedicae apresenta 0S motivos
(sequéncias conservadas de aminoacidos) caracteristicos de proteinas
pertencentes a familia de transportadores ABC (Figura 23). Estes motivos
estdo diretamente envolvidos na ligacdo e hidrolise de ATP, embora ndo se
saiba exatamente como estdao envolvidos no processo de transdugao de energia
(HYDE et al., 1990). Quatro motivos conservados foram identificados através
da andlise do alinhamento de 94 proteinas transportadoras ABC de E. coli. Trés
desses motivos sdao bem caracterizados e tém sido definidos como dominios
ABC. Dois deles sdo os motivos A e B de Walker, que estao diretamente
envolvidos com a ligagao e hidrolise de ATP (WALKER et al., 1982). O motivo A
€ uma sequéncia GXXGXGKST e o motivo B uma sequéncia XXXXDEP, onde X
sdo aminoacidos hidrofobicos. O terceiro motivo, denominado de identificacdo
ABC contém os residuos LSGGE, parece estar envolvido no processo de
transducdo de energia (HYDE et al., 1990). O quarto motivo contém um residuo
de histidina localizada a aproximadamente 30 residuos de aminodcidos do
motivo B de Walker, normalmente precedida por quatro residuos hidrofébicos e
seguida por um residuo carregado (HYDE et al., 1990).

As proteinas ModA, ModB e ModC de H. seropedicae apresentam
similaridade e motivos conservados de proteinas do sistema de transporte ABC

e estdo provavelmente envolvidas no transporte de molibdénio.
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1 HSModC = ~ -~======= MROAMVGPSTAQPGITAFMAYGY CCAGEFQLDTEHIAGTGVS 42
2 AVModC MNTSFEPGTKGETGALSGGLPADGINARFRVDYAGFALDVOLTLPGHGVT 50
3 ECModC 3z ~--mmemmmmm e MLEINFSOTLGNHCLT INETLPANGIT 27
4 RCModC 3 ~——-memmmmmmm e MISARFSCROGDFTLDAAFDVPGOGVT 27
5 Consenso  ~——==-=————————- S---P--MI ARFS AGF LD ETLPG GVT
Motivo A
1 HSModC 92
2 AVModC 100
3 ECModC 77
4 RCModC 75
5 Consenso
1 HSModC LGYVFQEASLLPHLSVSRNLDYGARRSGAVY ORRVIPEDHRPATQSPALL 142
2 AVModC IG!VIOEASLFPHLSVRRNL&.YM——VUAASRQVSHERVLEIIGIGHL 148
3 ECModC VGYVFQDARLFPHYKVRGNLEYGMS———~—-¥ KSMVDQFDELVALLGIEPL 121
4 RCModC VGYVEFQEASLFTHLSVRENLVYGLRR--AR-CPLRT SEAEVTQLIGIDPL 122
5 Consenso LGYVFQEASLFPHLSVRRNL YGMRR--A - SRV SED V ALILGI PL
identificagdo ABC Motivo B

1 HSModC 189
2 AVModC 198
3 ECModC 171
4 RCModC 172
5 Consenso
1 HSModC 238
2 AVModC 247
3 ECModC 221
4 RCModC 221
5 Consenso
1 HSModC : 288
2 AVModC DLPTAFHEDAGVVIESVVAEHDDHYHLTRLAFPGGAVLVARRPEAPG-~-- 294
3 ECModC MNPWLF }EQQSSILK'JTVIEHHSALRDDRIA;@Q‘{L' ‘V’»H»ZLEP ----- 266
4 RCModC NLPLINFPDLAAVIECVVIALDFAYCLSTLOVPGGH SNTGPTG--- 268
5 Consenso DLPLA EDAGAVIE VVAEHD AY LDRLA PGG V V EP G---

| | | | |
1 HSModC SSVRLOIHARDVSLALSPSHDSSIINRLSATVLKLAPAOHPTHVWPCHMP 338
2 AVModC ORLRLRVHARDVSLANSR TEDSSITNVLPATVREVVEAD---TPAHVI,VR 341
3 ECModC ~-LQLRYYPHSGFRCE §HEYNR-——=~======= —— == == — o —— - 286
4 RCModC ARRRLRVPATDVSLGERHAPTDTTIINALPAVILGANAALGYQITVRLALG 318
5 Consenso RLRLRVHARDVSLA S DSSIILN LPATVL A -

| | | |

1 HSModC AATTACAHHAAFT RSTRAGCGGF TRYCHRSSRCPCYRHDARAZ ——- 380
2 AVModC LEAEGTPLTARITRRSCDOLGT APGRRMWAQTKAVALI.G—————~ 380
3 ECModC ---RSKPAFVTIAGKSC- ———- == - —==—== == ==————e 300
4 RCModC ASGEGASLLARVSRKSFDLLGE CPGE(QVVARLKAMALSAPAQTGG 363
5 Consenso A EG PL ARI RKSCD LG PG AR KA AL A-----

Figura 23. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas ModC de H.
seropedicae (HSModC), R. capsulatus (RCModC), E. coli (ECModC), e A.
vinelandii (AVModC). O alinhamento foi realizado utilizando o programa
Antheprot v 4.3 (DELEAGE, 1999). Em vermelho, sdo mostrados residuos de
aminoacidos com 100% de identidade; em azul, até 75% de similaridade; em
verde, acima de 50% e; em cinza, com menos de 50%.0s quadros mostram 0s
motivos A e B, o dominio de identificagdo ABC envolvido com o processo de
transdugdo de energia e o dominio contendo um residuo de His conservada.
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3.6.5. Genes fixXC

Transcrevendo em direcdo oposta a dos genes nifQmodABC,
foram identificadas uma ORF similar ao produto do gene fixX de A. vinelandii
(47% de identidade e 61% de similaridade), (GenBank n® P53658), e a regido
C-terminal de outra ORF similar ao gene fixC de Rhizobium sp (38% de

identidade e 68% de similaridade) (EARL et al., 1987).

3.7. ANALISE DA REGIAO INTERGENICA nifQ-modA

A regido intergénica nifQ-modA que conteria o possivel promotor
modA foi subclonada no vetor de fusdo /acZ pMP220 produzindo o plasmideo
pMGK1.0 que foi transformado nas estirpes SMR1 e GK60 (modA::Km) de H.
seropedicae. Os transconjugantes foram cultivados 4 vezes em meio sem
molibdénio antes da determinacdo de atividade de p-galactosidase. O cultivo
dos ind6culos em meio sem molibdénio foi feito com a finalidade de exaurir
molibdénio acumulado.

Os transconjugantes ndo apresentaram atividade de B-
galactosidase em nenhuma das condicdes testadas (Tabela 2C), sugerindo que
ndo existe promotor na regido intergénica nifQ-modA de H. seropedicae.

Em E. coli, K. pneumoniae e R. capsulatus o molibdénio inibe a
expressdo dos genes modABC (RECH et al., 1995; IMPERIAL et al.,
1995;KUTSCHE et al., 1996).

A expressdo do operon modABCD em E. coli ndo é detectavel na
estirpe selvagem, mesmo quando crescida em meio sem molibdénio (RECH et
al., 1995; ROSENTEL et al., 1995). Altos niveis de transcricdio foram

observados somente em estirpes mutantes modA, modB, modC e a
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desrepressao pode ser revertida pela adicdo de molibdato no meio. O molibdato
aparentemente pode ser transportado por sistemas alternativos de baixa
afinidade e sua entrada leva a repressao do operon modABCD (MILLER et al.,
1987; RECH et al., 1995; ROSENTEL et al., 1995).

Mutacdes no gene modE de E. coli desreprimem a transcricdo de
modABCD, mesmo em presenca de molibdato, sugerindo que a proteina ModE é
repressora desse operon (GRUNDEN, et al., 1996; McNICHOLAS et al., 1996).
Em E. coli, a proteina ModE é expressa constitutivamente e, em presenca de
molibdato, se liga ao DNA, impedindo a transcricao dos genes modABCD. A
ligagdo ao DNA é feita pelo reconhecimento da regido -10, que contém a
sequéncia GTTATATTG e dois pentameros TAYAT (Y= C ou T) (GRUNDEN et
al., 1996). A ligacdo de ModE a regido promotora do operon modABCD em E.
coli foi confirmada por MCNICHOLAS et al. (1997), que identificaram uma regiao
de 28 pb (-18+10) protegida por ModE. Em, A. vinelandii e H. influenzae, a
sequéncia CGTTATATA N4.; TATATAACG também estd presente (KUTSCHE et
al., 1996).

Em R. capsulatus nao foi identificado o gene modE e no lugar do
produto deste gene as proteinas MopA e MopB interagem formando um
heterodimero que se liga a regido promotora do operon mopAmodABCD
(KUTSCHE et al., 1996; MASEPHOL e KLIPP, 1996). Uma sequéncia TATAT
caracteristica de regido de ligacdo da proteina ModE em E. coli foi identificada
na regido promotora do operon mopAmodABCD em R. capsulatus e,
provavelmente, é o local onde as proteinas MopAMopB se ligam (KUTSCHE et
al., 1996).

A andlise da sequéncia de nucleotideos da regido intergénica
nifQmodA de H. seropedicae ndo revelou a presenca de nenhuma regido
semelhante a sequéncia de ligagdo de ModE/MopA. Portanto os dados de

sequenciamento e a auséncia de atividade de promotor na regido intergénica
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nifQ-modA de H. seropedicae sugerem que o0s genes nifQmodABC s&o
transcritos a partir de sequéncia promotora provavelmente situada a montante

do gene nifQ.

3.8. MUTAGENESE DOS GENES nifQ E modA de H. seropedicae

3.8.1. Mutante modA

Uma estirpe mutante modA de H. seropedicae foi obtida pela
insercdo de um cassete de Km no sitio Sacl (Figura 24). Esta estirpe mutante
denominada GK60 foi selecionada por sua resisténcia a canamicina e deficiéncia
de crescimento em meio contendo nitrato de sédio como fonte de nitrogénio. A
estirpe GK60 apresenta deficiéncia na atividade da nitrogenase em meio isento
de molibdénio (Figura 25).

A estirpe modA™ de H. seropedicae possui atividade da
nitrogenase semelhante a estirpe selvagem somente quando a concentracao de
molibdato adicionado no meio foi superior a 10 umoles/L, enquanto a estirpe
selvagem apresenta atividade mesmo quando molibdato nao foi adicionado ao
meio (Figura 26). Portanto, a estirpe mutante modA de H. seropedicae
apresenta atividade de nitrogenase comparavel a selvagem na presenca de pelo
menos 10* vezes mais molibdénio, revelando que o produto do gene ModA faz
parte de um sistema de transporte de alta afinidade para ions molibdato em H.
seropedicae, como observado em outros microrganismos, tais como E. coli
(CORCUERA et al., 1993), K. pneumoniae (IMPERIAL et al., 1984), C.
pasteurianum (ELLIOT e MORTENSON, 1975) R. capsulatus (WANG et al.,
1993) e B. japonicum (MAIER e GRAHAM, 1988). Os resultados também

sugerem a existéncia de um sistema de transporte de molibdénio alternativo
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em H. seropedicae, pois, em altas concentracdes, o molibdénio foi incorporado
pela estirpe modA'.

Um plasmideo contendo uma fusdo nifHD::lacZ de H. seropedicae
(MACHADO et al., 1999) foi introduzido na estirpe mutante modA de H.
seropedicae GK60 que foi capaz de expressar a atividade de p-galactosidase
igual a estirpe selvagem contendo a fusdo nas mesmas condicdes, indiferente
da presenca de molibdénio no meio (Figura 27). Portanto, a auséncia de
atividade da nitrogenase na estirpe mutante modA™ ndo foi devido a auséncia
de expressdao dos genes da nitrogenase. Provavelmente a diminuicdo da
atividade nessa estirpe mutante foi devido a deficiéncia no transporte de
molibdénio.

A capacidade de crescimento em meio contendo nitrato como
fonte de nitrogénio e a producdo de nitrito foram testadas na estirpe mutante
modA~ de H. seropedicae (Figura 28 e 29 respectivamente). Os resultados
mostraram que a deficiéncia no sistema de alta afinidade para o transporte de
molibdato interfere também na atividade da molibdoenzima nitrato redutase em
H. seropedicae de forma semelhante a estirpe modA™ de E. coli (RECH et al.,

1996).

3.8.2. Mutante nifQ

Uma estirpe mutante nifQ de H. seropedicae foi obtida pela
insercdo no sitio BamHI de um cassete lacZKm (Figura 24). Esta estirpe
denominada GK55 ndo apresentou atividade da nitrogenase em meio isento de
molibdénio. Este efeito foi revertido pela adicdo de altas concentragdes de
molibdénio. (Figura 25).

Os resultados obtidos com o mutante nifQ de H. seropedicae

sugerem que este gene pode estar envolvido na incorporacdo de molibdénio na
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nitrogenase, como observado em K. pneumoniae e A. vinelandii (IMPERIAL et
al., 1984; JOERGER e BISHOP, 1988).

Esta estirpe também apresentou deficiéncia de crescimento em
meio contendo nitrato e producdo de nitrito (Figura 28 e 29) sugerindo que a
mutacado no gene nifQ produziu um efeito polar sobre os genes mod, afetando o
transporte de molibdénio, que se reflete na baixa atividade da molibdoenzima
nitrato redutase.

Portanto, a auséncia de sequéncia promotora, a auséncia de
atividade de promotor na regido intergénica nifQmodA e a deficiéncia de
crescimento em nitrato do mutante nifQ sugerem que 0s genes nifQmodABC
sdo dependentes da expressao de um mesmo promotor a montante do gene

nifQ.
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nifQ modA modB modcC fixX fixC
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Figura 24. Mapa fisico e genético dos genes nifQmodABCfixXXC em H. seropedicae.
A orientagdo de transcricdo dos genes é indicada pelas setas. Na parte
inferior estdo indicadas as insergdes com cassete de /acZKm e Km. Sitios de
restricdo: S, Sall; E, EcoRI; Sc, Sacl; P, Psti; B, BamH]I.
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Figura 25. Atividade da nitrogenase nas estirpes selvagem SMR1 e mutantes GK60 e
GK55 de H. seropedicae. A atividade da nitrogenase foi determinada em meio
semi-solido isento de nitrogénio fixado, sem adicdo de molibdato de sodio
utilizando meio tratado com carvao ativo (-) ou na presenca de molibdato de
sodio 9 umol/L (+). Os resultados sdao a média de 3 experimentos

independentes feitos em triplicata, e o coeficiente de variacao foi inferior a 10%.
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Figura 26. Efeito da concentragcdo de molibdato de sédio na atividade da nitrogenase
em estirpes SMR1 e GK60 de H. seropedicae. Foram utilizadas células
crescidas em meio NFbHP2 (tratado com carvdo ativo) sem adigdo de
molibdato de soédio, por 16 horas. As células foram centrifugadas e
ressuspensas em meio NFbHP (tratado com carvédo ativo) isento de nitrogénio
fixado e com diferentes concentragdes de molibdato de sdédio. Apds 4 horas de
incubagdo, foi determinada a atividade da nitrogenase. Os resultados sdo a
média de trés experimentos independentes.
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Figura 27. Expressdo dos genes nifHD::lacZ de H. seropedicae nas estirpes SMR1 e
GK60, em condi¢cdes limitantes de molibdénio. A atividade da -
galactosidase foi determinada em culturas crescidas em meio semi-sélido,
isento de nitrogénio fixado e sem adicdo de molibdato de sddio utilizando meio
tratado com carvao ativo (-) e presenga de molibdato de sédio 9 umol/L (+). Os
resultados sdo a média de 3 experimentos independentes feitos em triplicata. O

coeficiente de variagao foi inferior a 10%.
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Figura 28. Curva de crescimento das estirpes SMR1, GK60 e GK55 de H.
seropedicae, em meio contendo nitrato como fonte de nitrogénio. As
culturas foram crescidas em meio NFbHP, contendo nitrato de sédio 10
mmol/L como fonte de nitrogénio. O crescimento foi acompanhado pela
medida da densidade 6tica em 550 nm. Os resultados sdo a média de trés
experimentos independentes.
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Figura 29. Determinacao da producéao de nitrito pelas estirpes SMR1, GK60, GK55 de
H. seropedicae. As culturas foram crescidas em meio NFbHPN20 por 16
horas, centrifugadas e ressuspensas em meio NFbHP contendo nitrato de sédio
10 mmol/L. Foram coletadas aliquotas das culturas e as células foram lisadas
com CTAB (brometo de cetilmetilamdnio 200 png/mL) para medir a quantidade
de nitrito formado. Os resultados sdo a média de trés experimentos

independentes.
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3.9. ORGANIZAGAO ESTRUTURAL DE GENES ENVOLVIDOS COM A
FIXACAO DE NITROGENIO EM DIVERSOS DIAZOTROFOS.

Os genes nifHDKENXorflorf2 e nifQmodABCfixXC localizam-se
em uma unica regido do genoma de H. seropedicae (Figura 30). Os genes
nifAB, (SOUZA et al., 1990) estdao em regides distintas no genoma de H.
seropedicae.

Em K. pneumoniae, 0s genes nif apresentam-se agrupados em
uma unica regido do genoma, organizados em oito unidades transcricionais
(MERRICK, 1993). Em outros diazotrofos como A. vinelandii (JACOBSON et al,
1989), R. capsulatus (MORENO-VIVAN et al., 1989, MERRICK et al., 1993), B.
Jjaponicum (HENNECKE et al., 1988) e A. brasilense (GALIMAND et al., 1989,
PASSAGLIA et al., 1991/1995; FRAZZON e SCHRANK, 1998) os genes nif
encontram-se intercalados por uma variedade de ORFs ou, ainda, espalhados
no genoma.

Assim sendo, o fato de os genes nif estarem organizados em
blocos, mesmo espalhados dentro do genoma, nos diferentes organismos, pode
estar relacionado com suas funcGes especificas e com a regulacdo de suas
expressoes.

A presenca de um Unico operon nifHDKENXorflorf2 é incomum
entre os diazotrofos. Organizacdo similar foi observada somente em M.
maripaludis (KESSLER et al., 1998) e A. diazotrophicus (SEVILLA et al.,
1998), nos quais os genes nifENX encontram-se em um unico operon, junto
com os genes estruturais da nitrogenase, sob controle de promotor a montante
ao gene nifH. Em B. japonicum (AGUILAR et al., 1989) os genes nifDKENX

também compGe um unico operon sob controle do promotor do gene nifD.
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Muitas ORFs encontradas préoximas aos genes nif em diferentes
organismos nao possuem funcao definida, mas seus produtos devem colaborar
na fixacdo de nitrogénio. Algumas vezes a funcdo do produto de um gene pode
ser indicada pela sua localizagdo. Em R. capsulatus a similaridade da proteina
NifX com a proteina NifB e também a localizacdo do gene nifX préoximo aos
genes nifEN indicaram um possivel envolvimento do produto deste gene com a
biossintese do FeMoco (MORENO-VIVIAN et al., 1989a). Esta sugestdo vem
sendo confirmada por experimentos de biossintese do FeMoco in vitro com a
proteina NifX purificada de A. vinelandii (SHAH et al., 1999). Os mesmos
resultados com mutante nifX de H. seropedicae sugerem fortemente o
envolvimento de NifX na biossintese do FeMoco. As orfl e orf2 adjacentes ao
gene nifX podem também estar envolvidas na biossintese do FeMoco. Esta
sugestdo é reforcada pelos resultados obtidos com a estirpe mutante na orfl
gue ndo possui atividade da nitrogenase em condigdes limitantes de ferro. Estes
genes podem estar envolvidos em alguma etapa importante na maturagao e/ou
insercdo do FeMoco em H. seropedicae.

A localizacdo do gene nifQ em H. seropedicae adjacente aos
genes modABC ainda nao havia sido descrita. Isto pode indicar um maior
envolvimento da proteina NifQ no metabolismo do molibdénio em H.
seropedicae. Esta sugestdo é suportada por dois motivos: 1) a expressdo dos
genes nifQmodABC dependente de um Unico promotor a montante do gene nifQ
relaciona a proteina NifQ ao transporte de molibdénio em H. seropedicae e, 2)
a proteina NifQ pode estar envolvida na mobilizacgdo ou estocagem de
molibdénio, afetando a atividade de molibdoenzimas de H. seropedicae, como

a nitrogenase e a nitrato redutase.
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Figura 30. Organizacgdo estrutural de genes envolvidos com a fixagcdo de nitrogénio
em diversos diazotrofos. Kp, K. pneumoniae; Av, A. vinelandii; Rc, R.
capsulatus; Mm, M. maripalidus; Bj, B. japonicum; Ad, A. diazotrophicus; Ab,
A. brasilense. Os genes nifHDKENX estdo destacados em cores, os demais
genes nif/fixxmod estdao em branco, ORFs apresentam-se em cinza e as setas
indicam diregao de transcrigdo.
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4. CONCLUSOES

Os genes nifENXorflorf2 e nifQmodABCfixXC foram isolados e sequenciados e

estdo localizados a jusante dos genes nifHDK em H. seropedicae.

Os genes nifHDKENXorflorf2 constituem um Unico operon cuja expressdo esta

sob controle do promotor do gene nifH.

O gene nifN é essencial para fixacdo de nitrogénio em H. seropedicae,

possivelmente envolvido na sintese do cofator FeMoco. Mutante neste gene é

Nif negativo.

Os genes nifX e orfl sao essenciais para a atividade da nitrogenase em

condicOes de deficiéncia de ferro.

Os genes nifQ e modA sao essenciais para atividade da nitrogenase em

condicOes de deficiéncia de molibdénio.

Os genes nifQ e modA sao essenciais para atividade da nitrato redutase.
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