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RESUMO

A proteína NifA é responsável pela ativação da transcrição dos operons nif em 
diazotrofos. Neste trabalho são apresentados resultados referentes a expressão e caracterização 
in vivo e in vitro dos domínios Central e C-terminal da proteína NifA H. seropedicae. Para a 
produção da proteína, dois sistemas foram utilizados: a expressão como proteína de fusão a 
glutationa S-transferase ou a um polipeptídeo contendo histidinas (His-Tag). A expressão da 
proteína de fusão GST-Central+C-terminal foi elevada, porém apresentou-se de forma 
insolúvel. Após processo de desnaturação e renaturação, a proteína foi purificada por 
cromatografia de afinidade e testada quanto a sua capacidade de ligação ao DNA, 
apresentando um resultado negativo. A proteína também foi utilizada para a produção de 
anticorpos policlonais. Testes de "immunoblot" indicaram que os anticorpos reconhecem a 
proteína NifA nativa e seus domínios Central e C-terminal, não reconhecendo a proteína 
homóloga de K. pneumoniae ou a glutationa S-transferase. A proteína de fusão His-Tag 
Central+C-terminal também apresentou um elevado grau de expressão e mostrou-se 
parcialmente solúvel. Após cromatografia por afinidade, a proteína foi capaz de ligar-se a 
região promotora do gene nifB de H. seropedicae de forma específica. Ensaios in vivo em E. 
coli, utilizando fusões nifH::lacZ, mostraram que a proteína é capaz de ativar a transcrição na 
ausência de O2 e independente da concentração de íons N H /. NifA íntegra, expressa e 
analisada nas mesmas condições, não mostrou capacidade de ativar a transcrição indicando a 
ausência de uma proteína reguladora para a sua atividade em E. coli.

xv
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1. INTRODUÇÃO

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria diazotrófica, endofitica, gram-negativa, 

vibrióide e às vezes helicoidal. Essa bactéria pode ser encontrada no interior das raízes de 

milho, arroz e sorgo (BALDANI et al., 1984 & BODDEY et al., 1995) e também em colmos e 

folhas de arroz e cana de açúcar (PIMENTEL, 1991). Quando semeada em meio semi sólido, 

isento de nitrogênio fixado, ela cresce com formação de película e passa a apresentar a 

atividade de nitrogenase (BALDANI et al., 1986). Essa bactéria é capaz de fixar nitrogênio em 

condições microaeróbicas (BALDANI et al., 1986).

Quando essa bactéria foi inoculada em arroz foi observado um aumento de até 50% no 

peso seco da planta (BALDANI et al., 1996). Esse resultado sugere que o H. seropedicae 

associado ao arroz possa contribuir com nitrogênio fixado para a planta, podendo estimular o 

seu crescimento.

H. seropedicae foi classificado primeiramente como uma nova espécie de 

Azospirillum. Após análise morfológica, bioquímica e comparação de ácidos nucleicos e 

padrão proteico da membrana foi possível concluir que pertencia a um novo gênero 

(BALDANI et al., 1986; FALK et al., 1986 e FU & BURRIS.1989). A nitrogenase de H. 

seropedicae é mais tolerante a variações de pH e altas concentrações de oxigênio quando 

comparada com a de Azospirillum (BALDANI et al., 1986 e FU & BURRIS, 1989).

Os microrganismos diazotróficos são capazes de realizar a fixação biológica de 

nitrogênio, isto é eles são capazes de reduzir o nitrogênio atmosférico a amónia. Para que isso
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ocorra o microrganismo deve estar diante de condições favoráveis tais como, baixas 

concentrações de nitrogênio fixado, baixas tensões de oxigênio e temperatura adequada 

(POSTGATE, 1982). Os microrganismos diazotróficos são divididos em organismos de vida 

livre, simbióticos e associativos. Os de vida livre retiram energia da matéria orgânica do solo e 

em geral, estes microrganismos não excretam N H / (PEDROSA, 1987). Os simbióticos 

associam-se com plantas estabelecendo uma simbiose altamente benéfica entre microrganismo 

e planta, para a qual contribuem com nitrogênio fixado e recebem da planta produtos da 

fotossíntese. Os diazotrófos associativos estabelecem uma associação planta-bactéria que pode 

trazer outros efeitos benéficos para a planta pela produção de fito-hormônios, estimulando o 

crescimento do vegetal (PEDROSA, 1987 e OKON & VANDERLEYDEN, 1997). O interesse 

no estudo destes microrganismos diazotróficos associativos, como o H. seropedicae, tem 

crescido em vista do seu potencial como biofertilizante para gramíneas de interesse comercial 

como trigo, milho e arroz (DÕBEREINER & PEDROSA, 1987).

A utilização de microrganismos diazotrófos como biofertilizantes é mais econômica e 

“ecologicamente correta” quando comparada com o uso de fertilizantes químicos 

nitrogenados. Estes últimos além de apresentarem um alto custo, podem causar danos 

ecológicos quando utilizados indiscriminadamente. O nitrato, derivado dos fertilizantes 

nitrogenados, pode causar uma alta contaminação dos reservatórios de água. O óxido nitroso 

liberado pela redução parcial do nitrato, juntamente com o CO2 diminuem a perda de calor 

pela terra contribuindo para o chamado efeito estufa (POSTGATE, 1982; DIXON & 

WHELLER, 1986; PEDROSA, 1987; BODDEY et al., 1995 e DÕBEREINER, 1992 e 1997).

O estudo da fixação biológica de nitrogênio é de extrema importância pois todos os 

organismos vivos necessitam de nitrogênio para a biossíntese dos aminoácidos e das bases
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púricas e pirimídicas, constituintes das proteínas e dos ácidos nucleicos. A crosta terrestre 

contém pouco nitrogênio numa forma assimilável e o N2 atmosférico (80%) não é assimilável 

diretamente pela maioria dos seres vivos.

A fixação biológica de nitrogênio consiste na reação de redução do N2 a N H /, 

catalisada pelo complexo enzimático nitrogenase cuja estequiometria é mostrada abaixo 

(SIMPSON & BURRIS, 1984).

N2 + 8H+ + 8e + 16 ATP.Mg -» 2 NH3 + H2 + 16 ADP.Mg + 16 Pi

A nitrogenase é constituída por um complexo enzimático composto por 2 proteínas: a 

proteína ferro (proteína-Fe) e a proteína ferro-molibdênio (proteína-FeMo) (POSTGATE,1982 

e DEAN et al, 1993). A proteína Fe é um homodímero constituído de 2 subunidades y 

de massa molecular total de 60kDa e codificada pelo gene nifH (HOWARD et al, 1989). Ela 

possui um núcleo FeS (Fe4S4) ancorado entre as duas subunidades e é responsável pela 

transferência de elétrons para a proteína FeMo, esta etapa é acoplada à hidrólise de ATP 

(YATES, 1980 e KIM et al, 1993). Cada subunidade apresenta um motivo (GXXXXGKS- 

motivo A de Walker) comumente encontrado em proteínas que ligam nucleotídeos (o que 

explica a capacidade da proteína Fe de ligar Mg-ATP e Mg-ADP) (GEORGIADIS et al, 1992; 

KIM & REES, 1994 e HOWARD & REES, 1994). O transportador de elétrons para a proteína
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Fe pode ser uma flavodoxina ou uma ferrodoxina, dependendo do microrganismo envolvido 

no processo de fixação de nitrogênio (DIXON & WHEELER, 1986).

A proteína-FeMo é um tetrâmero de massa molecular de cerca de 220 kDa. A 

subunidade a, codificada pelo gene nifD, possui um massa molecular de cerca de 55 kDa e a 

subunidade P, codificada pelo gene nifK, cerca de 60 kDa (ROBERTS et al, 1978 e KIM & 

REES, 1994). A proteína-FeMo contém 2 átomos de Mo, 30 átomos de Fe e 32 átomos de 

enxofre organizados em 2 tipos de núcleos metálicos: o agregado P (FeS) e o cofator ferro - 

molibdênio (Fe-Moco). Cada dímero aJ3 contém um agregado P e um cofator FeMoco (KIM 

& REES, 1994 e SCHINDELI et al., 1997).

Os elétrons aparentemente fluem da proteína-Fe para o agregado P da proteína-FeMo 

por um processo dependente de ATP.Mg+2. A seguir, os elétrons são transferidos 

intramolecularmente do agregado P para o FeMoco, que é o sítio responsável pela ligação e 

redução do substrato (KIM & REES, 1994). Entretanto o mecanismo e o local exato onde a 

molécula de N2 se liga ao FeMoco para ser reduzido ainda não estão esclarecidos. A redução 

da proteína FeMo é feita em etapas de transferência de um único elétron, sendo necessárias 8 

etapas para a redução completa de N2 a NH3. Portanto, são necessários oito ciclos de 

associação/dissociação das proteínas Fe e FeMo para tomar o sítio ativo da nitrogenase apto a 

reduzir uma molécula de N2 a 2 moléculas de NH3.

Nos microrganismos Rhodospirillum rubrum (POPE et al., 1985), Rhodobacter 

capsulatus (LOWERY et al., 1986), Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum 

(HARTMANN & BURRIS,1987) Azotobacter chroococcum a nitrogenase é inativada pela
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presença de íons NH4+ através de um mecanismo pós-traducional que envolve a ligação 

covalente de um grupo ADP-ribosil a uma das subunidades da proteína-Fe.

A nitrogenase de H. seropedicae e Azospirillum amazonenses é inativada por amónia 

ou glutamina, mas o mecanismo de inativação parece ser diferente nessas bactérias (FU & 

BURRIS, 1989). Como em H. seropedicae não foi observado modificação covalente da 

proteína Fe, foi sugerido que a inativação da nitrogenase ocorra devido a um desvio do fluxo 

de elétrons (KLASSEN et al., 1997).

A nitrogenase também pode ser inativada pelos níveis de O2 , isso pode ocorrer de uma 

forma totalmente ou parcialmente irreversivel, dependo da concentração de O2 e do tempo de 

exposição (EADY,1980; ROBSON & POSTGATE,1980 e HARTMAN & BURRIS, 1987).

Azotobacter vinelandii possui três tipos de nitrogenases (BISHOP et al., 1980; PAGE 

& COLLINSON, 1982; HALES et al, 1986a; HALES et al, 1986b e CHISNELL et al., 

1988). A principal diferença estrutural entre as três nitrogenases são os seus componentes 

metálicos. A nitrogenase clássica contém molibdênio e ferro e é sintetizada quando o 

crescimento do microrganismo ocorre na presença de molibdênio. A nitrogenase 2 contém 

vanádio e ferro, essa nitrogenase é sintetisada quando o organismo cresce na presença de 

vanádio e na ausência de molibdênio. Esta nitrogenase também foi encontrada em Azotobacter 

chroococcum, Rhodobacter capsulatus e Anabaena (SCHNEIDER et al., 1991). A nitrogenase 

3 parece conter somente ferro, pois ela é sintetisada quando a bactéria cresce na ausência de 

molibdênio e vanádio (DRUMMOND, 1996).

A expressão desses três tipos de nitrogenase é reprimida por NH4+ e é regulada por 

molibdênio a nível de transcrição (DRUMMOND, 1996).
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1.1. Organização e função dos genes responsáveis pela fixação de nitrogênio.

1.1.1. Genes n if

Em K.pneumoniae os genes nif, responsáveis pela fixação de nitrogênio, estão 

dispostos em 8 operons contíguos, compreendendo 20 genes denominados: nifJ, nifH, nifD, 

nifK, nifT, nifY, nijE, nifN, n ijX , nifU, nifS, nifV, nifW, nifZ ,nifM ,nifF, nifL, nifA, nifB, nifQ 

(MERRICK, 1992 e 1993) (FIGURA 1).

Estudos comparativos dos genes n if de diversos microrganismos como Azotobacter 

vinelandii, Azotobacter chroococcum, Rhodobacter capsulatus, Enterobacter agglomerans e 

K. pneumoniae sugerem que existam pelo menos 14 genes n if comuns, nifH, nifD, nifK, nifE, 

nifN, n ifX , nifU, nifS, nifV, nifW, nifZ ,nifM, nifB e nifQ, Estes genes codificam para 

proteínas provavelmente essenciais para a biossíntese das proteínas do complexo nitrogenase 

(MERRICK, 1982).

Os genes nifD e nifK, codificam as subunidades a  e J3 da proteína FeMo, enquanto o 

gene nifH codifica a proteína-Fe (ROBERTS et al., 1978; HOLLAND et al, 1987; IONNIDIS 

& BUCK,1987). As propriedades estruturais e funcionais destas proteínas são altamente 

conservadas nos diferentes organismos (EMERICH & BURRIS, 1976).

Em K. pneumoniae a síntese do cofator FeMo (FeMoco) da proteína-FeMo necessita 

dos produtos dos genes nifE, nifN, nifB, nifQ, nifV e nifH (ROBERTS et al., 1978, ALLEN et 

al, 1993 e ROLL et al., 1995).
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A proteína NifQ parece atuar na mobilização de molibdênio para a síntese de FeMoco 

(MERRICK,1988). Talvez essa proteína possa auxiliar na formação da unidade MoFe3S3 do 

cofator FeMo (DEAN et al., 1993).

A proteína NifB possui uma região rica em resíduos de cisteína, os quais parecem 

formar um sítio para ligação de metais (SIDDAVATTAM et al., 1995). Provavelmente a 

proteína NifB fornece um precursor para a síntese de FeMoco (BUIKEMA et al, 1987 e SHAH 

etal., 1994).

A homocitrato sintase, produto do gene ni/V, produz o homocitrato que é o 

componente orgânico do FeMoco (SHAH et al., 1988 e WANG et al., 1991).

Em A. vinelandii o gene nifZ talvez esteja envolvido no processamento e estabilidade 

da proteína FeMo (JACOBSON et al, 1989).

O produto do gene nifM pode estar envolvido na maturação da proteína-Fe, quer na 

biossíntese do núcleo Fe4S4 ou na sua inserção na proteína-Fe (HOWARD et al., 1986 e 

PAUL & MERRICK,1989). Alguns estudos sugerem que a proteína NifM auxilia a proteína 

Fe a assumir uma conformação adequada para receber o grupo Fe4S4 (HOWARD et al, 1986; 

HOWARD et al., 1989 e GEORGIARDIS et al, 1992).

Os produtos dos genes nifUS em A. vinelandii parecem estar envolvidos na captação e 

mobilização de ferro e enxofre necessários para a formação do núcleo Fe4S4 da proteína-Fe 

(JACOBSON et al,1989). A proteína NifS é o doador de enxofre na formação do grupo Fe-S 

da nitrogenase (DEAN et al., 1993 e ZHENG et al., 1993 e ZHENG & DEAN, 1994). Estudos 

sugeriram que a proteína NifU possa doar o grupo Fe2S2 para a forma imatura da proteína Fe e 

da proteína FeMo, ou ainda, pode ser a responsável pela manutenção do ferro em um estado 

apropriado de oxidação e poderia interagir com a proteína NifS (DEAN et al., 1993).
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Em K. pneumoniae a proteína NifJ juntamente com a proteína NifF atuam na 

transferência de elétrons do piruvato para a proteína-Fe (SHAH et al., 1983).

As proteínas codificadas pelos genes nifLA, são responsáveis pelo controle da 

transcrição dos demais genes nif, sendo a proteína NifA ativadora de transcrição e a NifL anti- 

ativadora em K. pneumoniae, Enterobacter agglomerans, Azotobacter vinelandii 

(MERRICK, 1983).

1.1.2. Genes f ix

Os genes fix  (o segundo grupo de genes responsáveis pela fixação de N2) são 

encontrados nas espécies de Rhizobium, Azorhizobum e Bradyrhizobium e são divididos em: 

fjxABCX, fixGHIS, ftxU , fixK, fixNOPQ,fixR, efixW  (MERRICK, 1992 e FISCHER, 1994).

Os genes fixABCX foram encontrados Rhizobium leguminosarum biovar viciae 

(GRÒNGER et al., 1987), R. leguminosarum biovar trifolii (IISMAA et al., 1989), R  

leguminosarum biovar phaseoli (MICHIELS et al., 1993), R. meliloti (EARL, et al., 1987), B. 

japonicum (FUHRMANN et al., 1985) e A. caulinodans (ARIGONI et a l, 1991). O produto 

dos genes fixABCX de R  meliloti, B. japonicum e A. caulinodans provavelmente está 

envolvido no transporte de elétrons para a nitrogenase (EARL et al., 1987).

Os genes fixNOPQ foram primeiro descritos em R. meliloti. As sequências de 

aminoácidos dos seus produtos sugerem que constituem um complexo protéico que é 

necessário para manter a respiração do bacteróide em condições limitantes de oxigênio 

(MANDON et al., 1994 e PREISIG et al., 1993). Homólogos a esses genes (fixNOPQ)
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também foram encontrados em B. japonicum (PREISIG et al., 1993) e A. caulinodans 

(MANDON etal., 1994).

Os genes fixGHIS foram encontrados em B. japonicum (PREISIG et al., 1993), A. 

caulinodans (MANDON et al., 1993b), R. meliloti (KAHN et a l, 1989). Os produtos desses 

genes provavelmente codificam para proteínas transmembranas (FISCHER, 1994). A proteína 

FixG parece estar envolvida em um processo redox, enquanto que a proteína FixI é uma 

bomba de cátions acoplada com uma reação redox catalisada pela FixG (KAHN et al., 1989).

O gene fixR  foi identificado em B. japonicum e está localizado a montante do gene 

regulatório nifA, formando um operon (THONY et al., 1989). Existe a hipótese que a proteína 

FixR está envolvida na ativação e inativação redox-dependente da proteína NifA (BAKER, 

1992 e FISCHER, 1994).

Em R. meliloti as proteínas FixL e FixJ (produtos dos genes fixL, fixJ) são necessárias 

para a ativação da transcrição dos genes fixNOPQ , fixGHIS e do gene nifA (DAVID et al., 

1988). Genes homólogos foram encontrados em B. japonicum (ANTHAMATTEN & 

HENNECKE, 199 V, A. caulinodans (KAMINSKI & ELMERICH, 1991.

A proteína FixK (produto do gene fixK) de Azorhizobium caulinodans é um ativador 

de transcrição do gene nifA (KAMINSKI et al., 1991/

1.1.3 Genes envolvidos com a fixação de nitrogênio em H. seropedicae.

Em 1989, Pedrosa e colaboradores, obtiveram resultados que permitiram sugerir a 

presença do gene nifA H. seropedicae. Em 1991, este gene foi sequenciado por Souza e
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colaboradores Juntamente com parte do gene nifB. Rego (1997) sequenciou o restante do gene 

nifB e obteve resultados que demonstraram que a expressão do gene nifB necessita da proteína 

ativadora de transcrição NifA e de cN Através de fusões nifB::lacZ foi demonstrado que a 

proteína NifA, na ausência de amónia e oxigênio, é a proteína ativadora desse promotor 

(REGO, 1997).

Os gene nifHD e parte do gene nifK também foram clonados e sequenciados por 

Machado e colaboradores (1995). A região promotora do gene nifH possui sítios potenciais de 

ligação para as proteínas RNA polimerase oN , EHF (fator de integração do hospedeiro) e 

NifA.

A análise da sequência da região contígua aos genes nifHDK; mostrou a presença dos 

genesnifE, nifN, nifX, ORF1, ORF2, nifQ, modABCD, fixX e /jtC(KLASSEN eta l, 1997).

Os genes glnAntrBC (TEIXEIRA et al, 1992) e rpoN, glnB e glnD (PEDROSA et al, 

1997) também foram isolados. Os genes glnAntrBC foram sequenciados por RIGO e 

colaboradores (STEFFENS et al, 1997). O gene glnB foi sequenciado, caracterizado e a 

proteína PII (seu produto) foi purificada, caracterizada in vitro, cristalizada e teve a sua 

estrutura tridimensional analisada (BENELLI, 1997).
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1.2. Assimilação da Amónia obtida no processo de redução de N2 

atmosférico a NH3

A amónia formada no processo de redução de N2 atmosférico é utilizada para a síntese 

da glutamina e do glutamato. Na maioria das células, 0 glutamato e a glutamina servem de 

doadores de nitrogênio para as reações biossintéticas. Em procariotos as duas vias são: a) a 

glutamina sintetase (GS) (REAÇÃO 1) e a glutamato sintase (GOGAT) (REAÇÃO 2) e b) 

glutamato desidrogenase (GDH) (REAÇÃO 3) (MERRICK & EDWARDS, 1995).

A glutamina sintetase (GS) catalisa a conversão do glutamato e da amónia em 

glutamina. Ela é uma enzima dodecamérica com subunidades idênticas de aproximadamente 

55 kDa, sendo codificada pelo gene glnA (YAMASHITA et ah, 1989). A sua expressão e 

atividade estão sob o controle do sistema ntr. A glutamato sintase (GOGAT) catalisa a 

transferência do grupo amida da glutamina para o a-cetoglutarato para produzir 2 moléculas 

de glutamato, dependente de NAD(P)H. Essa enzima possui 2 subunidades diferentes, sendo 

que em E. coli uma subunidade tem massa molecular de 53 kDa e a outra 135 kDa. Essa 

enzima é codificada pelo gene gltBD (OLIVER et al., 1987).

A GDH catalisa a aminação redutora do a-cetoglutarato pela amónia para originar o 

glutamato em uma reação dependente de NAD(P)H (KLEESEER, 1981).

Na medida em que o Km da GDH é de lmmol/L e o do sistema GS/GOGAT de 0,1 

mmol/L, a captação de NH3 pelo sistema GDH só é efetiva em concentrações elevadas de 

NH3. Dessa maneira a via da GDH é utilizada quando as células crescem na presença de
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nitrogênio e a via GS/GOGAT em condições limitantes de nitrogênio (MERRICK & 

EDWARDS, 1995).

REAÇÃO 1

NH3 + glutamato + ATP ---- >  glutamina + ADP + Pi

REAÇÃO 2

GOGAT
Glutamina + a-cetoglutarato + NAD(P)H— -— > 2 glutamato + NADP+

REAÇÃO 3

GDH
NH3 + a-cetoglutarato + NAD(P)H >  glutamato + NADP+

1.3. Controle do metabolismo geral de nitrogênio pelo sistema ntr.

O sistema ntr controla o metabolismo geral de nitrogênio, regulando a utilização de 

fontes alternativas de nitrogênio como nitrato e aminoácidos (DRUMMOND et al., 1983).

Em enterobacteriáceas este sistema é composto por sete proteínas: NtrB (produto do 

gene ntrB), NtrC (produto do gene ntrC), GlnD (produto do gene glnD), proteína PII (produto
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do gene glnB), GlnE (produto do gene glnE), GlnK (produto do gene glnK) e glutamina 

sintetase (produto do gene glnA). Essas proteínas interagem em um complexo mecanismo em 

cascata (MERRICK & EDWARDS, 1995).

A atividade das proteínas NtrB, NtrC e glutamina sintetase, é dependente da relação 

a-cetoglutarato/glutamina (BUENO et al, 1985). Em baixas concentrações de íons amónio, 

quando a relação a-cetoglutarato/glutamina é alta, o a-cetoglutarato induz uma mudança 

conformacional na proteína PII, que adquire uma conformação ótima para a uridililação pela 

proteína GlnD. O produto do gene glnD possui duas atividades catalíticas dependendo do nível 

intracelular de nitrogênio fixado: em condições limitantes de N H / a proteína GlnD possui 

atividade de uridililtransferase e catalisa a adição do grupamento UMP à proteína PII, 

enquanto que em condições de excesso de N H /, GlnD adquire atividade de enzima 

removedora de UMP (DE MEL et al, 1994). A proteína PII-UMP não interage com NtrB que, 

na sua forma livre, catalisa a fosforilação da proteína NtrC, ativando-a. A proteína NtrC 

fosforilada (NtrC-P) é um ativador de transcrição do gene nifA e do operon glnAntrBC 

iglnApl) de K. pneumoniae (REITZER & MAGAZANIK,1985 e MAGAZANUÍ, 1989). PII- 

UMP interage com a adenililtransferase (ATase) que catalisa a desadenilação da glutamina 

sintetase (BROWN et al, 1971; KAMBEROV et al, 1995 e MERRICK & EDWARDS, 

1995). A glutamina sintetase desadenilada passa então a produzir glutamina (KEENER & 

KUSTU, 1988).

Em condições de excesso de nitrogênio fixado a proteína GlnD liga glutamina, o que 

inibe sua atividade de uridililtransferase e ativa a de enzima removedora de UMP, favorecendo 

a desuridililação de PH (DE MEL et al, 1994). A proteína PII desuridililada estimula a
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atividade de fosfatase da proteína NtrB, que desfosforila NtrC-P, inativando-a. Ao mesmo 

tempo a PH desuridilada age sobre a ATase, que passa a catalisar a adenilação da glutamina 

sintetase. A glutamina sintetase adenilada é inativa (HAWKES et al, 1985 e MERRICK & 

EDWARDS, 1995) (FIGURA 2).

A proteína NtrC faz parte do grupo de proteínas ativadoras de promotores c N 

dependentes. Em K. pneumoniae esta proteína é dimérica e o monômero possui 55kDa 

(HAWKES et al., 1985 e DRUMMOND et al., 1986) distribuídos em três domínios 

(DRUMMOND et al., 1986 e NIXON et al., 1986). A proteína NtrC é fosforilada no seu 

domínio N-terminal (WEISS & MAGASANIK, 1988; SANDERS et al., 1992 e KLOSE et al,

1993) e, embora NtrC seja capaz de se ligar ao DNA, apenas NtrC-P é capaz de ativar a 

transcrição (WEISS et al., 1992 e WYMAN et al, 1997). O domínio central desta proteína 

interage com o fator oN da RNA polimerase e hidrólisa ATP (SHIAU et al., 1993 e MERRICK 

& EDWARDS, 1995). A atividade de ATPase é essencial para a formação do complexo aberto 

e início de transcrição (WEISS et al., 1991; AUSTIN & DIXON, 1992 e MERRICK & 

EDWARDS, 1995). Finalmente domínio C-terminal possui um motivo hélice-volta-hélice, que 

é responsável pela ligação ao DNA (CONTRERAS & DRUMMOND, 1988).

Em condições limitantes de nitrogênio fixado proteína NtrC fosforilada ativa a 

transcrição dos genes glnAntrBC, dos genes ni/LA e de outros sistemas alternativos de 

assimilação de fonte nitrogênio (MERRICK & EDWARDS, 1995). Além disso a atividade da 

GS é estimulada pela desadenilação. Neste caso a captação de N H / é máxima. Quando os
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Figura 2: Controle do metabolismo geral de nitrogênio pelo sistema ntr 

família Enterobacteriaceae (FISCHER,1994).



17

níveis de N lV  são altos, a síntese da glutamina sintetase é diminuída e sua atividade inibida 

por adenililação. Neste caso a principal via de assimilação de N H / pela glutamato 

desidrogenase (MERRICK & EDWARDS, 1995).

1.4. Regulação da Expressão dos Genes nif.

A expressão dos genes nif nos diazotrofos gram-negativos é dependente do produto do 

gene rpoN (HUNT & MAGASANIK,1985). Este gene codifica uma subunidade a  alternativa 

da RNA polimerase, a subunidade aN (a54, RpoN e NtrA). Os promotores dos genes nif são 

dependentes do fator oN e possuem uma sequência conservada nas regiões -251-24 e -13/-12 

em relação ao início da transcrição (SASSE-DWIGHT & GRALLA,1988; MERRICK & 

CHAMBERS, 1992 e FISCHER, 1994). A proteína oN forma um complexo com o núcleo da 

RNA polimerase e a holoenzima on-RNA polimerase é capaz de se ligar ao DNA, formando 

um complexo binário fechado improdutivo. A passagem de complexo fechado a complexo 

aberto é obrigatoriamente dependente da presença de uma proteína ativadora nif específica, a 

proteína NifA. Este mecanismo de ativação dos genes nif é comum para todos os diazotrofos 

gram-negativos. Depois do início da transcrição a subunidade cr14 dissocia-se do complexo 

podendo então interagir com outras moléculas de RNA polimerase (TRAVERS & BURGESS, 

1969).

A proteína NifA se liga a uma sequência conservada, localizada a montante do 

promotor -24/-12 (5’ TGT-Ni0-ACA-3’) e denominada UAS (do inglês “upstream activator 

sequence” -  sequência do ativador a montante). Essa sequência está presente na maioria dos



18

promotores dependentes de NifA e localiza-se a uma distância de 80 a 150 nucleotídeos a 

montante do sítio de início da transcrição (MORRET & BUCK, 1988). Entretanto, nem todos 

os promotores dependentes da proteína NifA possuem uma sequência UAS óbvia. Por 

exemplo, não foram encontradas sequências UAS nas regiões promotoras dos genes niJM de 

K. pneumoniae (PAUL & MERRICK, 1987), fixA e flxB  de B. japonicum (GUBLER & 

HENNECKE,1988).

A sequência UAS juntamente com as sequências reconhecidas pela holoenzima c N- 

RNA polimerase formam uma região promotora ativa. Quando a distância entre o sítio de 

ligação da NifA e o promotor é aumentada em 5 bases (meia volta da hélice de DNA) a 

ativação do promotor pela proteína NifA foi significativamente diminuída. Este resultado 

indica que para que a NifA e a holoenzima oN-RNApolimerase possam interagir é necessário 

que ambas as proteínas se liguem à UAS em uma face correta do DNA (BUCK et al, 1987 e 

CANNON et al, 1991). Aparentemente a fimção da UAS seria orientar corretamente a NifA 

para facilitar a interação com o complexo c N-RNApolimerase e aumentar a concentração da 

proteína NifA na vizinhança do complexo fechado promotor -24/-12-oN RNApolimerase 

(BUCK et al., 1987).

A interação do complexo NifA-UAS com a holoenzima RNA polymerase a N envolve a 

formação de uma volta no DNA, aproximando a proteína ativadora ligada a UAS e a on-RNA 

polimerase/ complexo fechado (BUCK et al, 1987 e LEE e ta l, 1993). O dobramento do DNA 

pode ser facilitado ou induzido pela ligação da proteína IHF (do inglês "Integration Host 

Factor"), o fator do hospedeiro de integração a uma sequência específica localizada entre o 

UAS e o promotor (BUCK et al., 1987 e SANTERO et al, 1989) e estimulando a transcrição.
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Resultados obtidos por microscopia eletrônica indicaram que IHF dobra o DNA da região 

promotora do gene nifH de K. pneumoniae, mas não estimula a ligação da RNA polimerase oN 

ao promotor (HOOVER et al., 1990).

Já que a expressão da subunidade c N parece ser constitutiva nos organismos estudados, 

a regulação da expressão do gene nifA e da atividade da proteína NifA parece ser o principal 

controle da regulação da ativação da transcrição dos genes nif. O nível de amónia, oxigênio e a 

disponibilidade de metais no meio parecem estar envolvidos neste sistema de regulação 

(MERRICK, 1992).

1.4.1. Fatores que regulam a expressão do gene nifA .

Em K. pneumoniae a ativação do gene nifA ocorre via proteína NtrC cuja atividade é 

controlada pelo sistema ntr (iteml.3) (MERRICK,1992 e 1993). Em relação ao oxigênio a 

expressão é controlada pelo estado superenrolado do pnifLA o qual é afetado por anaerobiose 

(WHITEHALL et al., 1992).

Nos microrganismos R. meliloti e A. caulinodans o sistema que regula expressão do 

gene nifA é constituído pelas proteínas FixL, FixJ, FixK e está sob o controle de oxigênio e 

não parece sofrer inibição por íons N lV  (GILLES-GONZALES et al., 1991 e 

FISCHER,1994). As proteínas FixL e FixJ fazem parte de um sistema regulatório de dois 

componentes, onde a fosforilação está envolvida no processo de transdução de sinal (NIXON 

et al, 1986) A proteína FixL parece ser um sensor transmembrana que modula a atividade da
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proteína FixJ, uma proteína reguladora citoplasmática (DAVID et a l, 1988). A proteína FixJ é 

um regulador positivo da expressão do gene nifA e pode ativar diretamente o gene nifA, como 

em R. meliloti, ou ativar a transcrição do gene fixK, a proteína FixK, por sua vez, a transcrição 

do gene nifA em A. caulinodans. A proteína FixK também regula negativamente a transcrição 

do gene nifA em altos níveis de O2 como ocorre em R. meliloti (FISCHER,1994).

O gene nifA de H.seropedicae, possui uma sequência característica de promotor do tipo 

-24/-12, sítios de ligação para a proteína NifA e para a proteína NtrC (SOUZA et al, 1991). 

Foram ainda identificados uma sequência homóloga à sequência consenso “anaerobox” 

localizada após o início de tradução e um sítio de ligação para a proteína IHF, localizado a 

jusante do sítio de ligação para a proteína NtrC (SOUZA et al, 1991). A transcrição do gene 

nifA de H. seropedicae é ativada pela proteína NtrC, dependente da subunidade a  N e regulada 

por amónia e não por oxigênio (SOUZA et a l, 1995a). Estudos dos sítios de ligação para a 

proteína NifA e para a proteína IHF, mostraram que esses dois sítios estão muito próximos e 

isso pode causar uma competição entre as proteínas IHF e NifA pela ligação ao DNA 

(WASSEM et a/., 1997).

1.4.2. Controle da atividade da proteína NifA.

Em A. vinelandii e K. pneumoniae a atividade da proteína NifA é inibida pela proteína 

NifL em resposta a altas concentrações de O2 e NH4 +.

A proteína NifL é uma flavoproteína composta por dois domínios (DRUMMOND & 

WOOTON, 1987 e HILL et a l, 1996). O domínio N-terminal possui um grupamento flavina
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ligado e está envolvido no sensoriamento do estado redox da célula. Além disso é capaz de 

ligar ADP (HILL et al, 1996). Aparentemente a proteína NifL, através do seu domínio C- 

terminal, interage com a NifA, inibindo-a (NARBERHAUS et a i, 1995). Esse domínio 

apresenta uma clara homologia com a proteína sensora NtrB de K. pneumoniae e B. 

parasponioae.

Em A. vinelandii a NifL pode inibir a interação da NifA com a subunidade a N, além de 

impedir a formação do complexo aberto, inibir a atividade ATPásica (AUSTIN et al., 1994 e 

BLANCO et ai, 1993) e diminuir a afinidade da proteína NifA pela sequência UAS 

(NARBERHAUS et ai, 1995).

A proteína NifA de rhizobia é inativada por altos níveis de oxigênio e pela privação de 

metais (MORRET et al., 1991 e FISCHER, 1994). Nestes microrganismos não foi detectada a 

presença do gene nifL. Em relação ao oxigênio, esta inibição pode ser devido a proteólise da 

NifA. Três genes lon, snoB e snoC, em E. coli, parecem afetar a degradação da NifA de R. 

meliloti em condições aeróbicas (HUALA et al., 1991). A inativação por O2 pode estar 

relacionada com a presença da sequência Cys-Xn-Cys-Xi9-Cys-X4-Cys-, que não está 

presente nas proteínas NifA de K. pneumoniae e A. vinelandii. Este motivo é semelhante a um 

sítio de ligação de metais e pode constituir uma sequência sensora do estado redox intracelular 

(FISCHER et al., 1988). Por outro lado a atividade da proteína NifA parece não ser afetada 

pelos níveis de amónia (FISCHER, 1994).

Finalmente a proteína NifA de H. seropedicae (SOUZA et al., 1995b), A. brasilense 

(ARSENE et al., 1996) e R. capsulatus (MASEPOHL et al., 1988) tem a sua atividade 

controlada negativamente pelos níveis de oxigênio e pela concentração de amónia. Deficiência
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de ferro, também afeta a atividade da proteína NifA de H. seropedicae e rhizobium (SOUZA 

et al., 1995b e FISCHER et al., 1988). Nesses microrganismos ainda não foi detectada a 

presença do gene nijL ou seu produto. Novas evidências tem sugerido que a atividade da 

proteína NifA de H. seropedicae (BENELLI, 1997) e A. brasilense (ARSENE et al, 1996) 

possa ser controlada pela proteína PII.

1.5. Proteína NifA

A proteína NifA é ativadora específica da transcrição dos promotores nif a N 

dependentes (FISCHER, 1994). Esta proteína também ativa a transcrição dos genes fixABCX 

em Rhizobium meliloti (SZETO et al., 1984) e Bradyrhizobium japonicum (GUBLER et al., 

1988) e do gene melA de Rhizobium leguminosarum biovarphaseoli (HAWKINS et al., 1988).

1.6.1. Estrutura e função dos domínios da proteína NifA

Análise comparativa da estrutura da proteína NifA de K. pneumoniae com as proteínas 

NtrC de K. pneumoniae e NifA de R. meliloti sugeriram a presença de 3 domínios estruturais 

separados por regiões interdomínios flexíveis (DRUMMOND et al., 1986). Essa separação em
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3 domínios é típica das proteínas ativadoras dependentes da subunidade a N (MERRICK, 

1992), entre elas estão a NtrC, a DctD e a XylR (KUSTU et al, 1989).

A proteína NifA de H. seropedicae possui cerca de 542 resíduos de aminoácidos 

(deduzidos do gene nifA) e apresenta três domínios: N-terminal, Central e C-terminal (Figura 

3) (SOUZA etal., 1991).

O domínio N-terminal das proteínas NifA de diferentes microrganismos varia entre 64 

e 216 aminoácidos e possui um baixo grau de homologia (29 a 46% de identidade) (FISCHER,

1994). Excepcionalmente este domínio está ausente na NifA de Rhizobium trifolii (MERRICK 

et al., 1992 e IISMAA & WATSON, 1989).

Em K. pneumoniae, o domínio N-terminal da proteína NifA parece antagonizar o efeito 

inibitório da proteína NiflL sobre condições de desrepressão (DRUMMOND et al, 1990). Esse 

domínio parece ter a mesma atividade sensora daquele da proteína NtrC (WEISS & 

MAGASANIK, 1988). O domínio N-terminal da NifA de H. seropedicae parece tratar-se de 

um sítio de regulação sensível a íons amónio (SOUZA et al., 1995b). Esse domínio pode ser 

deletado sem interferir na capacidade ou atividade da proteína NifA, eliminando porém a 

inibição por amónia (SOUZA et al., 1995b).
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1 184  203  440  499  542

Cys -Xu -C ys -Xig -C ys -X4-Cys

414  426  446  451

Figura 3: Esquema representativo da estrutura deduzida proteína da NifA

de H. seropedicae (FISCHER et al., 1994).

Os 3 domínios da proteína NifA são mostrados. Os números em vermelho indicam o 

número de aminoácidos correspondente a cada domínio ou interdomínio. LQ indica a 

sequência interdomínio entre os domínios N-terminal e Central, o LID indica a sequência 

interdomínio entre os domínios Central e C-terminal. As regiões contendo sequências 

consenso de ligação de ATP e o motivo hélice-volta-hélice também estão indicadas. A 

sequência Cys-Xn-Cys-Xi9-Cys-X4-Cys indica uma provável sequência para a ligação de 

metais (FISCHER et al., 1988).
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Em Azospirillum brasilense esse domínio aparentemente tem também uma função 

inibitória sobre a atividade da NifA na presença de amónia (ARSÈNE et al, 1996). Por outro 

lado, a proteína NifA de A. brasilense sem o domínio N-terminal é menos ativa que a 

selvagem em condições de fixação de nitrogênio, sugerindo que esse domínio possa ser 

necessário para uma atividade ótima, provavelmente por manter os outros domínios em uma 

conformação mais favorável ou por aumentar a estabilidade da proteína (ARSÈNE et al, 1996).

Os domínios N-terminal e central são separados por uma região interdomínio chamado 

de “Q-linker”, que é rico em resíduos de glutamina, arginina, ácido glutâmico, serina e prolina 

(WOOTTON & DRUMMOND et al., 1989).

O domínio central da proteína NifA consiste de cerca de 240 aminoácidos. Este 

domínio possui uma alta homologia com a proteína NtrC (DRUMMOND et al., 1986) e com 

outras proteínas ativadoras de promotores oN dependentes (FISCHER,1994). Esta homologia é 

particularmente alta nas duas regiões potencial para ligação de ATP (DRUMMOND et al., 

1986 e SOUZA etal., 1991).

Proteínas NifAs truncadas de Rhizobium meliloti e Klebsiella pneumoniae, 

apresentando apenas o domínio central, mantinham a capacidade de ativar a transcrição de 

promotores nif in vivo e in vitro, respectivamente (HUALA & AUSUBEL, 1989 e BERGER et 

al., 1994), indicando que este domínio possa ser suficiente para este processo. Outros estudos 

sugerem que este domínio está envolvido na interação com a subunidade a N da RNA 

polimerase (KUSTU et al., 1989), e que é o responsável pela formação do complexo aberto 

(LEE et al., 1993). Modificações nos sítios potenciais de ligação do ATP da NifA de K. 

pneumoniae causaram a perda da atividade ATPásica e de formação do complexo aberto.
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Estes dados indicam que a hidrólise de ATP é necessária para a formação do complexo aberto 

(CANNON & BUCK, 1992). Lee e colaboradores (1993) mostraram que a formação do 

complexo aberto não ocorre na presença de nucleotídeos não hidrolisáveis, confirmando a 

necessidade de hidrólise do ATP para o início da transcrição. Resultados adicionais utilizando 

uma proteína de fusão MBP-NifA de K. pneumoniae, mostraram que a NifA é capaz de 

utilizar ATP, GTP, UTP e CTP para ativar a transcrição (LEE et al, 1993).

Os domínios central e C-terminal das proteínas NifA de K. pneumoniae e A. vinelandii 

estão ligados diretamente. Nas proteínas NifA de Rhizobium spp, B. japonicum, A. 

caulinodans, R. capsulatus, A. brasilense e H. seropedicae os domínios central e C-terminal 

estão conectados por uma sequência interdomínio de 32 a 44 resíduos. Este interdomínio 

(LID) possui duas cisteínas que, juntamente com mais duas cisteínas do domínio central 

formam uma sequência Cys-Xn-Cys-Xi9-Cys-X4-Cys- que constitui um sítio de ligação de 

metais em potencial. Alterações nesta região deram origem a proteínas NifA inativas e foi 

proposto que íons ferro possam se ligar nesse sítio formando um sítio sensível a variações no 

potencial redox intracelular e pode estar envolvido na sensibilidade da proteína NifA à 

inativação por oxigênio (FISCHER et al., 1988 e 1989 e SOUZA et al., 1995b).

O domínio C-terminal possui um motivo hélice-volta-hélice altamente conservado o 

qual está envolvido na ligação ao DNA (LEE et al., 1993). Este domínio possui uma grande 

homologia com o domínio C-terminal da proteína NtrC, como descrito por Drummond e 

colaboradores (1986). Morret e colaboradores (1988) demonstraram que a integridade do 

domínio C-terminal é necessária para a máxima ativação da transcrição dos genes nif.
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2. OBJETIVOS

A proteína NifA exerce um papel fundamental no controle da fixação biológica de N2, 

pois é responsável pela ativação da transcrição dos genes nif, entretanto a sua regulação não é 

igual em todos os sistemas. Devido a isso essa proteína tem sido alvo de estudos em muitos 

microrganismos.

Uma das dificuldades da caracterização in vitro da proteína NifA é a sua insolubilidade 

quando superexpressa em E. coli. Outro fator é a sensibilidade ao O2 apresentada por esta 

proteína quando ensaiada in vivo.

A caracterização da NifA de H. seropedicae permitiria a obtenção de maiores 

informações sobre a regulação da fixação de N2 neste organismo. Dessa maneira, a proposta 

desse trabalho foi caracterizar a proteína de NifA de H. seropedicae através de alguns ensaios 

in vivo e in vitro, sendo estabelecidos os seguintes objetivos:

• Subclonar o gene nif A intacto de H. seropedicae e as regiões codificadoras dos domínios 

N-terminal e Central+C-terminal.

• Expressar e purificar os domínios Central+C-terminal da proteína NifA de H. seropedicae.

• Produzir anticorpos policlonais contra os domínios Central+C-terminal da proteína NifA.

• Determinar a capacidade de ligação dos domínios Central+C-terminal da proteína NifA de 

H. seropedicae ao DNA in vitro.

• Determinar a atividade de ativação de transcrição da proteína NifA e dos domínios 

Central+C-terminal in vivo.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Bactérias e plasmídeos

• Escherichia coli

BL21 (DE3) pLysS hsdS gal (A,clís 857 ind 1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1) (produtora

da RNA polimerase do fago T7, New England Biolabs) (SAMBROOK et ai, 1989)

JM109 (DE3) - >  recAí supE44 end Aí hsdKíl gyrA96 rei A í thi A(lac-proAB) F' [trdD26 

pro AB lacY1 /acZAM15] (JM109 produtora da RNA polimerase do fago T7) (SAMBROOK 

etal., 1989)

XLl-Blue supYL44 hsdKíl recAÍ end A í gyrA46 thi rei A í lac" F' [traD36 proAB+ lacY

lacZAMí5Tn!0(tef)] (SAMBROOK et al, 1989)

• Plasmídeos

Plasmídeos Características Referência/Origem

pGEX-2T 

(apêndice 1)

Gera proteína de fusão com GST. AmpR Pharmacia

pET28a 

(apêndice 2)

Gera proteína de fusão com His-Tag. KmR Novagen

pGLS2 Contém a sequência codificadora do 

domínio Central+C-terminal da NifA de H. 

seropedicae. subclonada no pGEX2T/AmpR

Leda S. Chubatsu 

(resultados não 

publicados)
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Plasmideos Característica Referência/Origem

pRAMl Contém a sequência codificadora da NifA de 

H.seropedicae subclonada no pET28a/KmR

Este trabalho

pRAM2 Contém a sequência codificadora do 

domínio Central+C-terminal da NifA de 

H.seropedicae subclonada no pET28a/KmR

Este trabalho

pRAM3 Contém a sequência codificadora do 

domínio N-terminal da NifA de 

H.seropedicae subclonada no pET28a/KmR

Este trabalho

pNHll Contém o gene nifA0 K. pneumoniae/CbR AUSTIN et al., 1990

pDK7 Contém o gene nifA H. seropedicae /KmR, 

vetor pDK6

Emanuel M. Souza 

(resultados não 

publicados)

pRT22 niflí (Kpneumoniae.) ::lacZ CmR TULI& MERRICK, 1988

pEMS130 contém o gene nifA de H. seropedicae 

clonado no vetor pTZ18R/AmpR

PEDROSA et al., 1997
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3.2. Reagentes

Os antibióticos, trizma-base, o-nitrofenil P-D-galactopiranosideo (ONPG), ficoll e 

isopropiltio-J3-D-galactosideo (IPTG) foram adquiridos da Sigma Chemical Company. As 

enzimas modificadoras de DNA e RNAse foram adquiridas de Pharmacia Biotech, Bethesda 

Research laboratories Inc. (BRL), Boehringer Mannheim Biochemicals. Para a análise de DNA 

foram utilizados os padrões de massa molecular “1Kb ladder” adquirido da GIBCO-BRL. Para 

a análise de proteína foram utilizados padrões da Pharmacia Biotech ou marcadores pré- 

corados da Sigma Chemical Company. Fenol, etanol, metanol, clorofórmio, isopropanol, ácido 

acético glacial e álcool isoamílico foram adquiridos de Merck. Extrato de levedura, triptona, 

ágar bacteriológico foram adquiridos da Biobrás. O gás nitrogênio super seco foi adquirido da 

White Martins S.A. Os demais reagentes foram para análise e de alto grau de pureza.

3.3. Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados no cultivo das estirpes de E. coli foram Luria-Broth 

(LB), Terrific-Broth (TB) (SAMBROOK et al., 1989) e Nitrogen-Free Davis and Mingioli 

(NFDM) (CANNON etal., 1976).

O meio LB apresenta a seguinte composição:
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gramas/litro

Extrato de levedura 5,0

Cloreto de sódio 10,0

Triptona 10,0

O meio sólido foi obtido pela adição de ágar na concentração de 15 g/L ao meio 

líquido, sendo denominado LA.

O meio TB apresenta a seguinte composição:

Bacto-triptona 12g/L

Extrato de levedura 24g/L

Glicerol 4 mL em 1L

Solução fosfato (adicionada depois da autoclavação) 100mL 

0,17M KH2P0 4 2,32g em 1 OOrnL

0,72M K2HPO4 12,54g em 1 OOrnL

O meio mínimo (NFDM) apresenta os seguintes componentes:

gramas/litro

K2HPO4 12,06

KH2PO4 3,4

MgSÜ4 0,1
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Na2Mo04 .2H20  0,025

FeS04.7H20  0,025

Glucose 20,0

A solução concentrada dos fosfatos (K2HP04+ KH2P 04) foi autoclavada 

separadamente e adicionada ao meio no momento do uso.

3.4. Antibióticos

Os antibióticos utilizados foram:

Solução estoque (mg/mL) Concent. final (pg/mL)

Ácido nalidíxico (Nal) 10 10

Ampicilina (Amp) 100 200

Canamicina (Km) 50 50

Cloranfenicol (Cm) 30 30

As soluções estoques de antibióticos, exceto cloranfenicol, foram preparadas em água 

destilada autoclavada e esterelizadas por filtração (Millipore HAWP 0,23 pm). A solução
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estoque de cloranfenicol foi preparada em etanol 70%. Todas as soluções de antibióticos foram 

mantidas a -20°C.

3.5. Subclonagem das sequências de DNA que codificam a proteína Ni£A e 

seus domínios no vetor de expressão pET28a.

Para a construção dos plasmídeos de fusão foi utilizado o vetor de expressão pET28a. 

Este vetor contém uma sequência de nucleotídeos que codifica para um polipeptídeo de 24 

aminoácidos contendo 6 resíduos de histidina (His-Tag) que pode ser fundida à sequência 

genética de interesse. A expressão desta construção produz uma proteína de fusão com um 

His-Tag ligado ao N-terminal da proteína de interesse. Essa expressão é direcionada a partir do 

promotor do fago T7 e, portanto, a bactéria recipiente deve ser capaz de sintetizar a RNA 

polimerase de fago T7.

3.5.1 Preparação do vetor de expressão.

3.5.1.1. Extração do vetor de expressão

A extração do vetor pET28a da bactéria E.coli estirpe XLl-Blue foi feita segundo o 

método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Trinta mililitros de cultura crescida em
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meio Luria Broth (LB) durante a noite foi centrifugada a lOOOOxg por 5 minutos a 4°C. O 

sedimento de células foi ressuspenso em 2,5mL de GET (50mmols/L glicose, 25mmols/L Tris- 

HC1 pH8,0 e 10mmols/L de EDTA pH8,0) e a lise efetuada com a adição vagarosa de 2mL de 

SDS 1% e NaOH 0,2mol/L. DNA cromossomal e proteínas foram precipitados através da 

adição de 3mL de acetato de potássio 3mols/L pH4,8 e incubação por 10 minutos no gelo. 

Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 13000xg por 5 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi separado e o DNA plasmidial foi precipitado com a adição de 5mL de 

isopropanol e incubação por 10 minutos a -20°C. Após esse período a mistura foi centrifugada 

a 13000xg por 5 minutos, o precipitado foi seco a vácuo e ressuspenso em 400 pL de água. 

RNase (10pg) foi adicionada e a amostra foi incubada a 37°C por 50 minutos. A solução sofreu 

extração com fenol:clorofórmio:alcool isoamílico (25:24:1) uma vez e clorofórmio uma vez. 

Após a extração o plasmídeo foi precipitado com lmL de etanol absoluto a -20°C durante a 

noite. Após centrifugação, o precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70%, seco a vácuo e 

ressuspenso em 200pL de água.

3.5.1.2. Clivagem do vetor com enzimas de restrição para posterior ligação.

A digestão do vetor foi feita segundo protocolo descrito por Sambrook e colaboradores 

(1989). Foram utilizados 50pL de DNA, 10pL de Tampão React3 Gibco-BRL (50mmols/L 

Tris-HCl pH8,0, 10mmols/L MgCh e 100mmols/L NaCl), 0,5 pL de BamHl (10U) e água para
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100|±L. A reação foi incubada durante lhora e 30 minutos a 37°C. A enzima foi inativada a 

85°C por 20 minutos.

3.5.1.3. Desfosforilação do vetor para posterior ligação.

A desfosforilação (SAMBROOK et a i, 1989) foi feita utilizando 0,7U da enzima 

fosfatase alcalina de bezerro (CAP), IOOjxL de DNA, 35pL de água e 15pL de Tampão 

10XOPA da Pharmacia (100mmols/L Tris-acetato pH7,5, 100mmols/L acetato de magnésio e 

500mmols/L de acetato de potássio), a mistura foi incubada a 37°C durante 1 hora e 30 

minutos. Após incubação foram adicionados 15jjL de SDS10%, 3pL de EDTA 0,5mols/L e 

lpL de proteinase K (20mg/mL). Essa reação foi então incubada a 50°C por 30 minutos, com o 

objetivo de degradar a CAP. Após incubação foram feitas extrações uma vez com 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) e uma vez com clorofórmio. O DNA foi 

precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, lavado com etanol 70%, seco a vácuo e 

ressupenso em 50pL de água.

Para verificar se o DNA foi desfosforilado, uma pequena alíquota foi incubada na 

presença de 0,5U de T4 DNA ligase e testada quanto a sua capacidade de transformação.
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3.5.2. Preparação das sequências codificadoras para a proteína NifA e seus 

domínios.

3.5.2.I. Amplificação de DNA por PCR.

A amplificação do gene que codifica para a proteína NifA e das sequências 

correspondentes aos seus domínios separadamente ou em conjunto foi feita utilizando o sistema 

de reação em cadeia da polimerase (PCR). Os “primers” (Figura 8) utilizados foram 

oligonucleotídeos sintetizados quimicamente (Gene Assembler da Pharmacia), apresentando 

trocas de nucleotídeos visando a introdução de sítios de restrição na sequência desejada para 

facilitar a subclonagem no vetor de interesse.

Para a reação de amplificação foram utilizados tampão Gibco PCR (20mmols/L Tris- 

HC1 pH8,4 e 50mmols/L KC1), 0,2mmols/L dNTPs, lOpmols de cada oligonucleotídeo, 

l,5mmols/L MgCl2, 20ng de DNA e 1U de Taq polimerase (Gibco) em um volume final de 

reação de 50 pL. Os parâmetros utilizados para a reação de amplificação do DNA foram: 1 

ciclo de 2 minutos a 94°C; 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1,5 minutos a 30°C e 3 minutos a 

72°C; 1 ciclo de 45 segundos a 94°C; 1 minuto a 30°C e 5 minutos a 72°C.

Após a amplificação a reação foi extraída com 1 volume de clorofórmio e o DNA 

precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, lavado com etanol 80% e ressuspendido em 

45 pL de H20. Para a checagem da amplificação foram feitas eletroforeses em agarose 1% 

utilizando tampão TAE IX (0,04mols/L Tris-acetato e 0.001mols/L EDTA pH8,0).
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3.5.2.2. Clivagem do DNA amplificado com enzimas de restrição.

As reações de clivagem de DNA por enzimas de restrição foram feitas de acordo com 

procedimento recomendado pelo fabricante (Gibco-BRL/ Pharmacia). Os fragmentos de DNA 

obtidos por PCR foram digeridos com a enzima BamHl utilizando como tampão de restrição 

2XOPA da Pharmacia (20mmols/L Tris-acetato pH7,5, 20mmols/L acetato de magnésio, 

100mmols/L acetato de potássio). Em um sistema de 60pL foram utilizados 45pL de 

fragmento de DNA amplificado, tampão de restrição e 0,5pL (10U) de BamHl. Esta reação foi 

incubada por 4 horas a 37°C.

Após a incubação o DNA foi extraído com 1 volume de fenol: clorofórmio: alcool 

isoamílico (25:24:1), sendo então precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, lavado com 

etanol 80% e seco a vácuo. O precipitado foi ressuspenso em 25pL de H2O.

3.5.3. Ligação do fragmento de DNA ao vetor de expressão pET28a.

O fragmento de DNA amplificado e digerido foi ligado ao vetor pET28a numa 

proporção de 10:1 (volume), na presença de tampão T4 DNA ligase IX - Gibco-BRL 

(50mmols/L Tris-HCl pH 7,6, 10mmols/L MgCE, lmmol/L DTT, 0,5mmol/L ATP e 5%PEG 

8000) e 0,8U de T4 DNA ligase. O sistema foi incubado a 4°C durante 12 horas.
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3.6.Transformação bacteriana por eletroporação.

3.6.1.Preparo de células competentes de E. coli para eletroporação.

Quinhentos mililitros de meio líquido LB foram inoculados na proporção de 1/100 com 

uma cultura crescida durante 12h. A cultura foi incubada sob agitação a 37°C até atingir uma 

D.Oeoo entre 0,5 e 1.0. Após crescimento, a cultura foi mantida no gelo durante 15 minutos e, 

em seguida, centrifugada a 4.000xg por 15 minutos. As células foram lavadas uma vez com 

500mL de H20  estéril, uma vez com 250mL de H20  estéril, sendo então ressuspendidas em 10 

mL de glicerol 10%. Após centrifugação a 4000xg por 15 minutos, o sedimento de células foi 

ressuspendido em 1 mL de glicerol 10% sendo então fracionados em amostras de 40pL. As 

alíquotas foram armazenadas a -70°C.

3.6.2. Transformação bacteriana.

Para transformação bacteriana, l|xL da mistura da ligação foi adicionada a 40pL da 

suspensão de células eletrocompetentes, mantendo-se a mistura no gelo por pelo menos 1 

minuto. Em seguida essas células foram transferidas para uma cubeta de eletroporação (BRL) 

sendo submetidas a um campo elétrico (4KÍ2, 330|xF) a fim de permitir a entrada do plasmídeo 

na célula. Após a eletroporação as células foram ressuspendidas em lmL de meio LB e
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incubadas a 37°C, sob agitação por 1 hora. Após incubação, alíquotas da suspensão foram 

plaqueadas em meio LA contendo o antibiótico desejado a fim de selecionar os transformantes. 

A estirpe XLl-Blue foi a primeira escolha na transformação, pois ela é uma bactéria recA'. As 

bactérias BL21(DE3) pLysS e JM109(DE3) só foram utilizadas para a expressão da proteína de 

interesse quando o vetor de expressão utilizado possuía o promotor da RNA polimerase de 

fago T7. O método utilizado foi o descrito pelo fabricante (Gibco-BRL).

3.7. Purificação e análise de plasmídeos

A extração dos plasmídeos para análise da E. coli estirpe XLl-Blue em pequena escala 

foi feita segundo o método da lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989).

Três mililitros de uma cultura crescida durante aproximadamente 12 horas foram 

centrifugadas a 13000xg por 2 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 200pL de GET 

(50mmols/L glicose, 25mmols/L Tris-HCl pH 8,0, 10mmols/L de EDTA pH8,0). A lise foi 

então efetuada com 200pL de SDS 1% e NaOH 0,2mols/L adicionados vagarosamente. Em 

seguida 400p.L de acetato de potássio 3mols/L pH 4,8 foram acrescentados e após 

homogeinização a mistura foi mantida durante 10 minutos no gelo. Após esse período, as 

amostras foram centrifugadas a 13.000xg por 5 minutos. O sobrenadante contendo o DNA 

plasmidial, foi separado sendo então precipitado pela adição de 600pL de isopropanol. Depois 

de 15 minutos a -20°C as amostras foram centrifugadas a 13000xg por 5 minutos, o precipitado
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foi ressuspendido em 200pL de H20. Os plasmídeos foram então precipitados com óOOpL de 

etanol absoluto por 1 hora a -20°C. Após centrifugação a 13000xg por 5 minutos o precipitado 

foi lavado com etanol 80%, novamente centrifugado (13000xg/5 minutos) e seco a vácuo. O 

precipitado foi dissolvido em 50pL de água.

Para a análise os plasmídeos foram digeridos com enzimas de restrição apropriadas, 

segundo procedimento recomendado pelo fabricante (Gibco/BRL, Pharmacia).

3.8. Sequenciamento de DNA.

A reação de sequenciamento é baseada no método de Sanger (SANGER & 

COULSON,1975), aonde dideoxynucleotídeos fluorescentes são utilizados como terminadores 

de cadeia.

A leitura dos produtos da reação de sequenciamento de DNA foi feito utilizando um 

Sequenciador Automático de DNA, Applied Biosystem Modelo AFS310 o qual utiliza 

cromóforos fluorescentes como terminadores de cadeia, eletroforese em coluna capilar e 

detecção a laser.



41

3.8.1. Purificação de DNA dupla fita para sequenciamento.

Um mililitro e meio de uma cultura, crescida por 10-12 horas em meio TB, foram 

centrifugadas a lOOOOrpm por 1 minuto. O precipitado foi ressuspenso em lOOpJL de GET 

(50mmols/L glicose, 25mmols/L Tris-HCl pH 8,0, 10mmols/L de EDTA pH8,0). A lise foi 

então efetuada com 200pL de SDS 1% e NaOH 2mols/L adicionados vagarosamente. Então, 

200|iL de acetato de potássio 3mols/L pH 4,8 e ácido fórmico l,8mols/L foram acrescentados 

e após homogeinização, a mistura foi mantida por 10 minutos no gelo. Após esse período, 

foram acrescentados lOOpl de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) e as amostras 

centrifugadas a lOOOOrpm por 5 minutos. O sobrenadante contendo o DNA plasmidial foi 

separado sendo então precipitado pela adição de 2 volumes de etanol absoluto. Depois de 20 

minutos à temperatura ambiente as amostras foram centrifugadas a lOOOOrpm por 5 minutos. O 

DNA precipitado foi lavado 2 vezes com lmL de etanol 80%, novamente centrifugado 

(10000rpm/5 minutos), seco a vácuo e posteriormente, ressuspendido em 150|iL de água. 

RNase (100p.g) foi acrescentada e a mistura incubada a 37°C por 3 horas. Após incubação, 

foram acrescentados 2,5mols/L de acetato de amónio e a mistura foi mantida no gelo por 10 

minutos. Em seguida, a preparação de DNA foi extraída com 100pL de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) por duas vezes. Em seguida, o DNA foi 

precipitado com 3 volumes de etanol absoluto a temperatura ambiente por 20 minutos, 

centrifugado, e o precipitado foi lavado duas vezes com etanol 80%, seco a vácuo, e finalmente
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ressuspendido em 8jxl de água. A qualidade do DNA foi verificada através de eletroforese em 

agarose 0,7%.

3.8.2. Reação de Sequenciamento.

A reação de sequenciamento continha um microlitro do DNA (l-5pg) purificado, 

2,62(j.L de tampão TACS (Perkin Elmer-Tris-Cl 106mmols/L, MgCk 2,6mmols/L e (NH4)2S04 

26,6mmols/L), 6pL de mistura para sequenciamento (Terminator Ready Rxn Mix-Perkin 

Elmer), lOpmol do "primer" (pGEX3’, pGEX5' (apêndice 1); HsnifA 4 e HsnifA2A (figura 8) e 

água para volume final de 20pL. A mistura de reação foi colocada no termociclador cujos 

parâmetros foram: 1 ciclo de 5 minutos; a 95°C; 30 ciclos de 30 segundos a 96°C, 30 segundos 

a 40°C e 6 minutos a 65°C.

O produto da reação de sequenciamento foi então transferido para um tubo tipo 

eppendorf de l,5mL sendo acrescentado 2,5mols/L de acetato de amónio e 80(iL de etanol 

absoluto, mantendo-se a mistura no gelo por 15 minutos. Após centrifugação por 15 minutos o 

precipitado foi lavado com lmL de etanol 80%, seco a vácuo e ressuspendido em 15pL de 

tampão TSR (Perkin-Elmer). Esse volume foi transferido para tubo eppendorf de 200pL e o 

DNA desnaturado (96°C por 2 minutos) e imediatamente resfriado em gelo, sendo então 

colocado no sequenciador automático de DNA Applied Biosystems Modelo AFS310.
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3.8.3. Análise da sequência de DNA.

Após o sequenciamento, a análise de comparação de sequências foi feita utilizando o 

programa BLAST Search (GenBank/NCBI)(ALTSCHUL et al, 1990) ou o programa Clustal 

(THOMPSON et al., 1994).

3.9. Expressão da proteína NifA e de seus domínios em E. coli.

Dez mililitros de meio LB foram inoculados na proporção 1/100 com uma cultura 

crescida durante a noite. As células foram crescidas a 37°C sob agitação constante até DOôoo 

aproximadamente igual a 1,0. Neste ponto foi adicionado IPTG para concentração final de 

0,5mmols/L ou 0,5% (p/v) de lactose, seguido de incubação sob agitação constante a 30°C por 

cerca de 3 horas. Após esse período as células foram recuperadas por centrifugação a 5000xg 

por 5 minutos a 4°C. Para a análise das proteínas, o sedimento de células foi ressuspenso em 

400(il de tampão (100mmols/L KC1, 50mmols/L Tris-HCl pH 8,0, lmmols/L DTT e 10% 

glicerol e 20mg/mL de lisozima) e as células lisadas através de sonicação utilizando um 

sonicador (Heat System) equipado com uma microponta em 6 ciclos de 20 segundos sobre o 

gelo. Após a lise, a mistura foi centrifugada a 13000xg por 10 minutos a 4°C e as frações 

solúvel e insolúvel separadas.
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As proteínas foram analisadas através de separação eletroforética em géis de 

poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE) segundo procedimento descrito por LaemmLi (1970).

Foram também testados tempos diferentes de indução, 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 4 

horas, assim como concentrações variadas de EPTG entre 0,lmmols/L e lmmol/L.

3.10. Solubilização da proteína de fusão GST-Central+C-terminal da NifA.

A fração insolúvel do extrato livre de células contém a proteína de interesse (Glutationa 

-S-transferase-Central+C-terminal). Visando solubilizar a proteína de fusão esta fração foi 

submetida a agentes desnaturantes nas proporções de 1:1 e 4:1 (v/v) (porção insolúvel: agente 

desnaturante): uréia 0,5mol/L a 6,0mols/L (GOVEZENSKY et al., 1994); guanidina 0,5mol/L 

a 6mols/L (MORJANA et al, 1993); sarcosil 0,25% (FRANGIONI & NEEL, 1993), tween-20 

2%; SDS 0,03% e 1%; NP-40 2%; triton-XlOO 1% (FRANGIONI & NEEL, 1993). Foram 

também utilizadas combinações da uréia com os demais agentes desnaturantes.

Diferentes tempos de tratamento (lh a 12h) em gelo, com os agentes desnaturantes, 

foram testados. Após o tratamento as amostras foram centrifugadas a 13000xg por 10 minutos.

As amostras tratadas com uréia 6mols/L foram dialisadas contra 3% tritonXlOO em 

tampão 50mmols/L Tris-HCl pH7,5, 100mmols/L KC1 e lmmol/L DTT de modo a diluir a 

concentração de uréia para aproximadamente 47mmols/L. As amostras dialisadas foram 

centrifugadas a 13000xg por 10 minutos e o precipitado ressuspendido em tampão 

(100mmols/L KCL, 50mmols/L Tris-HCl pH 7,5).
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O grau de solubilização das proteínas foi determinado através da eletroforese em géis 

de poliacrilamida/SDS (LaemmLi, 1970).

3.11. Purificação da Proteína GST-Central+C-terminal por cromatografia 

de afinidade em resina GSH-Sepharose.

O sobrenadante após diálise (item 3 .10) foi adicionado a 30pL de uma suspensão 1:1 de 

resina GSH-Sepharose em tampão 50mmols/L de Tris-Cl (pH8,0), mantendo a mistura no gelo 

por cerca de 30 minutos. A mistura foi então centrifugada por 5 minutos a 13000xg a 4°C. A 

resina foi então lavada com PBS (140mmols/L NaCl, 0,27mmols/L KC1, 0,101mmol/L 

Na2HPC>4, 0,18mmol/L KH2PO4 pH7,3) cinco vezes. As proteínas adsorvidas na resina foram 

eluídas com 40pL de 10mmols/L glutationa reduzida em 50mmols/L de Tris-Cl (pH8,0). Após 

40 minutos no gelo, a suspensão foi centrifugada a 13000xg por 2 minutos. As proteínas não 

adsorvidas pela resina e aquelas eluídas com GSH foram analisadas por SDS/PAGE. Essa 

purificação também foi feita por cromatografia de afinidade em coluna GSH-Sepharose.
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3.12. Produção de anticorpos policlonais contra a proteína de fusão GST- 

Central+C-terminal da proteína NifA.

3.12.1. Obtenção de anticorpos.

A proteína utilizada para a obtenção de anticorpos foi obtida através da extração da 

banda de proteína de um gel preparativo (SDS-PAGE) (LAEMMLI,1970). Nesse gel, as 

proteínas foram coradas com CuCl2 (LEE et al., 1987), acetato de sódio (HIGGINS & 

DAHMUS,1978) ou Comassie blue para a localização da banda de interesse. Os anticorpos 

foram induzidos em coelhos após 3 imunizações com a proteína de interesse. Os animais foram 

injetadas com aproximadamente 500 pg de proteína a intervalos de 3 semanas. Cinco dias após 

a terceira imunização, o sangue foi coletado (20 mL), o soro separado e armazenado a -20°C. 

Os anticorpos obtidos foram analisados pela técnica de “Immunobloting” (BURNETTE,1981).

Anticorpos não específicos para a proteína de fusão e que reconheciam outras proteínas 

expressas pela bactéria, foram retirados através do tratamento com extrato livre de células da 

estirpe hospedeira XLl-Blue, transformadas com o vetor pGEX2T. Este extrato foi incubado 

com uma membrana de nitrocelulose por 12 horas, após esse período essa membrana foi 

incubada com os anticorpos em leite pelo período de 12 horas.
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3.12.2. “Immunobloting”

As amostras foram obtidas como descrito no item 3.9. Após a separação eletroforética 

SDS-PAGE, o gel foi equilibrado em tampão de transferência Tris (16mmols/L), glicina 

(30,7mmols/L), SDS (0,1% p/v) e metanol (20% v/v) por 10 minutos. As proteínas foram 

transferidas para a membrana de nitrocelulose utilizando o sistema Mini-Protean Trans-Blot da 

BioRad, a 4°C por lhora a 150mA.

A membrana foi então incubada durante a noite em TBS (50mmols/L de Tris-HCl, 

150mmols/L de NaCl, 0,002% de Tween 20) e 5% de leite desnatado (Molico), a fim de 

bloquear sítios reativos livres da membrana. Então a membrana foi tratada com os anticorpos 

diluídos 1:1000 em tampão TBS-5% leite. A incubação do anticorpo com a membrana foi feita 

sob leve agitação por 2 horas à temperatura ambiente. Após incubação, a membrana foi 

novamente lavada 3 vezes, durante 5 minutos cada, com TBS. Após lavagem, a membrana foi 

incubada por 2 horas à temperatura ambiente, sob leve agitação, com anticorpo anti-IgG de 

coelho conjugado a peroxidase (HRP) diluído 1:2000 em TBS-5% leite. Após incubação a 

membrana foi novamente lavada 3 vezes sob agitação, durante 5 minutos cada, com TBS. A 

detecção das proteínas, reconhecidas pelo anticorpo, foi feita através da reação da peroxidase 

em tampão 0,05mols/L acetato de sódio pH5,6 contendo 0,02% o-dianisidina e 0,015% de 

H2O2. Após o aparecimento das bandas a reação foi interrompida por lavagem da nitrocelulose 

com água.
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3.13. Purificação da fração solúvel da proteína His-Tag-Central+C-terminal.

A fração solúvel da proteína His-Tag-Central+C-terminal NifA foi purificada por 

cromatografia de afinidade em uma coluna HiTrap-Chelating-Ni.

A resina HiTrap Chelating-Ni+2 foi preparada segundo o protocolo da Pharmacia e 

equilibrada em tampão TP2 pH8,0 (50mmols/L TrisCl pH8,0, 500mmols/L NaCl, lmmol/L 

DTT) com 5% de glicerol.

Após crescimento dos transformantes BL21p/ysS(DE3)/pRAM2, indução, recuperação 

e lise das células (item 3.9), dez mililitros do sobrenadante livre de células em tampão TP2 

pH8,0 com 5% de glicerol foi aplicada a uma coluna (lmL) de resina HiTrap-Chelating-Ni+2. 

A coluna foi lavada com 10 volumes de 10mmols/L de imidazol TP2 pH6,3 e posteriormente 

com 5 volumes de TP2 pH6,3 contendo 20, 30, 40 e 50mmols/L de imidazol. A eluição da 

proteína de fusão foi feita em tampão TPlpH8,0 (50mmols/L TrisCl pH8,0, 100mmols/L KC1, 

lmmol/L DTT) contendo 50, 100 e 250mmols/L de imidazol e 10%de glicerol. As proteínas 

purificadas foram estocadas em nitrogênio líquido.

Algumas purificações foram feitas em baixos níveis de oxigênio, sob uma atmosfera de 

nitrogênio. Nesses casos as células foram lisadas utilizando uma French Press e o lisado 

coletado sob um fluxo de N2.
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3.14. Ligação da proteína His-Tag-Central+C-terminal NifA à região 

promotora do gene ttifB de H. seropedicae.

A ligação da proteína His-Tag-Central+C-terminal ao promotor do gene nifB foi 

determinada por retardamento de migração eletroforética em gel de poliacrilamida.

3.14.1. Marcação radioisotópica do DNA.

O DNA foi marcado com [35S] como descrito por Rickwood & Hames (1990). A 

região promotora do gene nifB de H. seropedicae foi amplificada por PCR Os "primers 

utilizados nessa reação de amplificação foram p ll  (51 GTATTGATGGATTCCCCGGC 3') e 

pl2 (5' TCCAGCAAGGTGCCTAGGC 3') complementares às regiões 2570 e 2850 do gene 

nifB (SOUZA et al, 1991). A reação de amplificação continha tampãoIX Gibco PCR 

(20mmols/L Tris-HCl pH8,4 e 50mmols/L KC1), 0,2mmols/L dNTPs, lOpmols de cada 

oligonucleotídeo (p ll e pl2), l,5mmols/L MgCk, 20ng de DNA e 1U Taq DNA polimerase 

(Pharmacia) em um volume final de reação de 100 pL. Os parâmetros utilizados para a reação 

de amplificação do DNA foram: 2 ciclos de 1 minuto a 96°C, 45 segundos a 30°C e 30 

segundos a 72°C; 30 ciclos de 45 segundos a 96°C; 45 segundos a 30°C e 1 minuto a 72°C; 1 

ciclo de 45 segundos a 96°C; 45 segundos a 30°C e 5 minutos a 72°C. Após amplificação, a 

solução foi extraída com 1 volume de clorofórmio, precipitado com 3 volumes de etanol,
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lavado com etanol 80% e ressuspendido em 45|iL de H2O. Para a determinação do sucesso da 

amplificação foram feitas eletroforeses em agarose 1% utilizando tampão TAE IX (0,04M 

Tris-Acetato e 0.001M EDTA). O cálculo de concentração de DNA foi feito a partir da 

absorção em 260nm; uma unidade de absorbância a 260nm corresponde a 50jj.g/mL de DNA 

fita dupla (SAMBROOK et ai, 1989).

O fragmento de DNA amplificado foi marcado no terminal 3' com [35S] utilizando a 

enzima T4 DNA polimerase. A reação de marcação do DNA continha lpg de DNA, 

10mmols/L Tris-acetato pH7,5, 10mmols/L de acetato de magnésio e 50mmols/L de acetato de 

potássio, BSA lOmg/mL e 1U de T4 DNA polimerase, o volume final da reação de 40pl. A 

reação foi incubada a 30°C por 5 minutos, sendo adicionado 12,5pCi de [35S]adATP 

(12,5mCi/mL). Após 5 minutos a temperatura ambiente lOOpmols/L de dGTP, dCTP, dTTP 

foram adicionados, seguido de incubação a 30°C por 30 minutos quando então 100p.mols/L de 

dATP foram adicionados.

3.14.2. Marcação radioisotópica do DNA com [32P].

Para a marcação do DNA com [32P] foram utilizados “primers” marcados com esse 

elemento. Os primers p ll e pl2 (20pmols) foram marcados utilizando 10U de enzima T4 

Polinucleotídeo Kinase (Gibco), tampão Forward Buffer - Gibco (70mmols/L Tris-HCl pH 7,6, 

10mmols/L MgC^, 100mmols/L KC1 e lmmol/L 2-mercaptoethanol) e de 10 p.Ci de [32P]yATP
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(lOmCi/mL) e incubação por 40 minutos a 37°C. A região promotora do gene nifB de H. 

seropedicae foi então amplificada utilizando tampão IX Gibco PCR (20mmols/L Tris-HCl 

pH8,4 e 50mmols/L KC1), 0,2mmols/L dNTPs, 2pmols de cada oligonucleotídeo marcado (pl 1 

e pl2), l,5mmols/L MgCl2, 20ng de DNA e 1U Taq DNA polimerase (Pharmacia) em um 

volume final de reação de 100 pL. Os parâmetros utilizados para a reação de amplificação do 

DNA foram: 2 ciclos de 1 minuto a 96°C, 45 segundos a 30°C e 30 segundos a 72°C; 30 ciclos 

de 45 segundos a 96°C; 45 segundos a 40°C e 1 minuto a 72°C; 1 ciclo de 45 segundos a 96°C; 

45 segundos a 40°C e 5 minutos a 72°C.

3.14.3. Ligação da proteína His-Tag-Central-C-terminal NifA a região 

promotora do gene nifB de H. seropedicae.

O ensaio de ligação da proteína His-Tag-Central+C-terminal a região promotora do 

gene nifB de H. seropedicae foi baseado no método de Rickwood & Hames (1990). As reações 

de ligação continham 0,06pmol de DNA, tampão de ligação (10mmols/L Tris-Acetato pH8,0, 

8mmols/L MgCk, 10mmols/L acetato de potássio, lmmols/L DTT e PEG 8000 3,5% (p/v)), 

concentrações variadas de proteína (0 a l,8pmol), de DNA de timo de bezerro (10ng a 2pg) 

ou DNA homólogo não marcado (0,2pmol a 2pmol). O volume final de reação foi de 15pL ou 

20pL, a incubação foi feita durante 2 minutos a temperatura ambiente e após esse período 

foram acrescentados 5 pl de ficol 30%.
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3.14.4. Determinação do retardamento da banda de DNA em gel de 

poliacrilamida.

A análise da ligação da proteína ao DNA foi feita através do retardamento da banda de 

DNA em gel de poliacrilamida 5% ou 4% (RICKWOOD & HAMES,1990) em tampão TAE 

IX com 8mmols/L de MgCk. A corrida foi feita a 60V por aproximadamente 2hs a 4°C. Após 

a corrida, o gel foi seco e exposto contra um filme de raio X (Kodak-OMAT-X). O 

autoradiograma foi obtido após 12 horas de exposição.

3.15. Ativação de transcrição in vivo.

Os plasmídeos utilizados nesse experimento (pRT22 (nifH::lacZ), derivados do 

pET28a), foram introduzidos na estirpe de JM109(DE3).

Pré-inóculos foram crescidos em meio mínimo NFDM contendo fosfato 5%, N H 4CI 

20mmols/L, LB 5%, ácido nalidíxico 5(ig/mL (JM109(DE3)), canamicina 50p.g/mL (vetor 

pET28a) e cloranfenicol 30pg/mL (vetor pRT22), durante a noite a 30°C. Depois de 

determinada a DOôoo, a cultura foi diluída para a DOôoo 0,13 em um volume final de 3mL de 

meio mínimo NFDM acrescido de fosfato 5%, LB 5%, tiamina 5p,g/mL, antibióticos nas
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mesmas proporções anteriores e IPTG para concentração final de 0,5mmols/L. Alguns frascos 

continham 20mmols/L de NH4CI. Um frasco com amónia e outro sem foram submetidos ao 

crescimento na ausência de 0 2, sob uma atmosfera de N2. Todas as amostras foram incubadas 

por 8h a 30°C. Após a incubação, lOOpL das células foram testadas para analisar a atividade de 

3-galactosidase.

3.15.1. Atividade de P-galactosidase

Essa análise foi feita segundo Miller (1990). Em um tubo de ensaio foram adicionados 

900pl de tampão Z (Na2HP04 60mmols/L, Na2HP(>4 40mmols/L, KC1 10mmols/L, MgSÜ4 

lmmols/L, P-mercaptoetanol 50mmols/L e SDS 0,1%) e 25 pl de clorofórmio e lOOpl da 

cultura de bactérias. Após agitação em vortex, a mistura foi incubada a 30°C durante 5-10 

minutos. Após este período foram adicionados à mistura, 200 pL de solução de 20mg/L 0- 

nitrofenil P-D-galactopiranosideo (ONPG). Após 50 minutos a reação foi interrompida pela 

adição de 500 pl de Na2CÜ3 lmol/L, sendo então feitas as leituras de absorbância a 420nm (o- 

nitrofenol), 550nm (turbidez da mistura) e 600nm (densidade celular).

Os cálculos de atividade foram feitos segundo a fórmula abaixo:

_ 1000 (DO420- 1,75 xDOsso)Atividade de P-Gal =
t x  V x  D 0 6oo
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t = tempo de incubação (minutos)

V = volume de células utilizadas (mL)

D.O.= Absorbância no comprimento de onda indicado

A atividade de 0-Gal é expressa em unidades Miller. Uma unidade Miller é definida 

como lnmol de o-nitrofenol produzido por minuto por miligramas de proteína a 30°C 

(MILLER, 1990).

Todas as determinações de P-galactosidase foram feitas em duplicata.

3.16. Dosagem de proteínas pelo método de Bradford

Esse método colorimétrico é baseado na ligação do Comassie Brilliant Blue G-250 com 

a proteína (BRADFORD, 1976). A reação se completa em aproximadamente 2 minutos e 

permanece estável durante 1 hora. O sistema de reação continha lmL do corante (solução de 

Bradford- Comassie Brilliant Blue G-250 (100mg/L), etanol 95% e ácido fosfórico 85%) e 

lOOpl da amostra. Essa mistura foi homogeinizada e a absorbância a 595nm determinada. A 

curva padrão foi feita utilizando a albumina de soro bovina (BSA) como referência (padrão), 

preparada no mesmo tampão das proteínas a serem quantificadas. A sensibilidade desse método 

é de 1 a 10 pg de proteína.
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4. RESULTADOS

4.1. Expressão das proteínas de fusão GST-N-terminal (pGLSl) e GST- 

Central+C-terminal (pGLS2) de NifA de H.seropedicae em E. coli.

Os plasmídeos pGEX2T (Pharmacia), pGLSl e pGLS2 (Leda S. Chubatsu, resultados 

não publicados) foram introduzidos separadamente na estirpe XLl-Blue de E. coli. Após o 

crescimento, indução (com IPTG) e lise celular as proteínas foram analisadas em um gel de 

poliacrilamida (Laemmli,1970). Comparando as proteínas expressas pelas células contendo as 

construções pGLSl e pGLS2 com aquelas expressas pelas células transformadas com o vetor 

pGEX2T (Figura 4). Observamos que na porção insolúvel da linha pGLSl existe uma banda 

com taxa de migração de aproximadamente 48 kDa e na porção insolúvel da linha pGLS2 uma 

banda de aproximadamente 63 kDa, ausentes na porção insolúvel da linha pGEX2T. Essas 

proteínas possuem massas molares próximas as calculadas (Tabela I). Esses dados mostram 

que as proteínas de fusão estão sendo superexpressas, porém se encontram na porção insolúvel 

do extrato celular. Esse fato mostra também que a proteína NifA de H. seropedicae comporta- 

se de forma semelhante as outras proteínas homólogas quando superexpressas em E. coli 

(FISCHER, 1994).

Ensaios variando a concentração de IPTG de O,lmmols/L até lmmol/L, a temperatura 

de indução a 25°C e a 30°C e o tempo de indução de 30 minutos a 4 horas foram realizados,
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Figura 4: Padrão eletroforético das proteínas expressas pelos

transformantes XLI-Blue (pGLSl) e XLI-Blue (pGLS2) e XLI-Blue 

(pGEX2T).

As células XLIBlue transformadas com as construções pGLSl, pGLS2 e pGEX2T 

foram induzidas conforme descrito em Material e Métodos (item 3.9). As proteínas expressas 

foram analisadas em um gel de poliacrilamida 12% com SDS.

As flechas indicam as proteínas superexpressas: GST (pGEX2T), GST-N-terminal 

(pGLSl) e a GST-Central-C-terminal (pGLS2). Estão indicadas as frações sóluvel e insolúvel 

do extrato celular. MW indica padrão de massa molecular. As proteínas foram coradas com 

Coomassie blue.
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Tabela I -  Plasmideos e produtos após indução

Plasmídeos Produtos dos genes de interesse Massa

molecular

(kDa)

pNHll proteína NifA de Klebsiella pneumoniae. 58,4

pDK7 proteína NifA de Herbaspirillum seropedicae. 59

pGLSl Proteína de fusão GST-N-terminal da NifA de 

Herbaspirillum seropedicae.

48

pGLS2 Proteína de fusão GST-Central+C-terminal da NifA 

de Herbaspirillum seropedicae.

63

pRAMl Proteína de fusão His-Tag-NifA de Herbaspirillum 

seropedicae.

63

pRAM2 His-Tag-Central+C-terminal da NifA de 

Herbaspirillum seropedicae.

41

pRAM3 His-Tag-N-terminal da NifA de Herbaspirillum. 

seropedicae.

25

Nesta tabela são indicados os vetores de expressão contendo as sequências 

codificadoras para a proteína NifA e seus domínios modulares utilizados neste trabalho. A 

massa molecular foi calculada a partir da sequência de aminoácidos.
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visando encontrar condições onde a proteína se apresentasse na porção solúvel, no entanto, 

isso não foi observado em nenhuma das condições testadas.

4.2. Solubilização da proteína de fusão GST-Central+C-terminai.

O caráter insolúvel da proteína de fusão GST-Central+C-terminal e da proteína GST- 

N-terminal trouxe dificuldades para os trabalhos de purificação e ensaios de atividade in vitro 

e a por cromatografia de afinidade em uma resina GSH-Sepharose. Além do fato que, se as 

proteínas estão presentes na fração insolúvel, elas podem não estar na conformação correta 

formando agregados proteicos, impedindo a sua atividade in vitro. Devido a isso, foram 

realizados ensaios a fim de solubilizar o material presente na fração insolúvel do extrato 

celular.

Os ensaios de solubilização foram concentrados na proteína de fusão GST-Central+C- 

terminal porque esta proteína apresenta os domínios envolvidos na formação do complexo 

aberto de transcrição e na ligação ao DNA. É preciso salientar que essas duas funções já foram 

mostradas na proteína NifA de K. pneumoniae (LEE et al, 1993 e BERGER et al, 1994), e 

devido ao fato desses domínios serem muito conservados, entre as duas proteínas, é esperado 

que em H. seropedicae eles apresentem a mesma função.

O agente que mostrou melhores resultados na solubilização da proteína de fusão foi a 

uréia, embora os outros agentes também tenham sido capazes de solubilizar uma porção 

considerável da proteína (dados não apresentados).



59

O efeito da uréia na solubilização da proteína GST-Central+C-terminal é mostrada na 

figura 5. Essa solubilização foi proporcional ao aumento de concentração de uréia, sendo a 

concentração de 6mols/L a mais eficiente. E preciso ressaltar, como é demonstrado nessa 

figura, que outras proteínas são solubilizadas também.

4.3. Purificação da Proteína de fusão GST- Central + C- terminal.

Embora a concentração de 6mols/L de uréia tenha solubilizado a maior parte da 

proteína de interesse, a presença de uréia poderia impedir a realização de ensaios de atividade 

in vitro, já que a proteína não está em uma conformação adequada devido à presença do 

agente desnaturante. Outro ponto é que a cromatografia por afinidade nestas condições 

também seria prejudicada devido a interação GST-GSH depender de uma conformação 

adequada da proteína de fusão. Devido a isso, antes da amostra ser cromatografada foram 

feitas várias diálises tentando encontrar uma condição na qual a proteína de fusão ainda 

permanecesse na fração solúvel e com capacidade de se ligar na resina. No experimento 

mostrado na figura 6, as amostras solubilizadas em uréia 6mols/L foram dialisadas contra 

tritonXlOO 3%, por aproximadamente 12 horas, até uma concentração teórica de 47mmols/L 

de uréia, sendo então submetidas à cromatografia por afinidade numa resina GSH-Sepharose.
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Figura 5: Ensaio de solubilização da proteína GST-Central+C-terminal com 

uréia.

O extrato celular foi tratado durante 2hs nas concentrações indicadas de uréia, 

conforme descrito em Material e Métodos (item 3.10). Após tratamento, as frações insolúvel 

(I) e solúvel (S), foram analisadas em gel 10% de poliacrilamida na presença de SDS como 

descrito em Materiais e Métodos. MW indica padrão de massa molecular. As proteínas foram 

coradas com Coomassie blue . A flecha indica a posição da proteína GST-Central+C-terminal.
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É possível notar que após diálise aproximadamente 50% do material solubilizado 

permaneceu no sobrenadante e o restante voltou a fazer parte da porção insolúvel. O material 

ainda solúvel foi aplicado numa coluna GSH-Sepharose e cromatografado conforme descrito 

em Material e Métodos. Esse sistema foi o que apresentou melhor resultado. Embora 

comparando-se as linhas do material não adsorvido na resina com o que foi adsorvido 

(respectivamente, linhas 4 e 5), nota-se que pouca proteína de fusão foi adsorvida. Entretanto, 

o material eluído com GSH apresenta uma boa taxa de purificação, já que a maior parte das 

proteínas contaminantes foi eliminada nessa cromatografia. Outro aspecto é que, embora a 

proteína de fusão tenha sofrido desnaturação em 6mols/L de uréia, após o processo de 

renaturação uma parte da proteína apresentou capacidade de se ligar à resina, indicando que 

pelo menos a porção GST da proteína de fusão voltou a ter uma conformação adequeda para 

reconhecimento e ligação a GSH.

A proteína de fusão GST-Central+C-terminal purificada mostrou-se incapaz de se ligar 

à região promotora do gene nifB de H. seropedicae que possui dois sítios potenciais de ligação 

para a proteína NifA (SOUZA et ai, 1991). Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que 

durante a renaturação a proteína não tenha adquirido a conformação adequada para a ligação 

com o DNA, muito embora, nessa condição o domínio GST tenha reconhecido o seu substrato 

(GSH). Em vista disso, resolvemos mudar o sistema de expressão da proteína de interesse.



Figura 6: Purificação da proteína de fusão GST-Central+C-terminal da 

proteína NifA de H. seropedicae.

Eletroforese de proteínas em gel de 10% poliacrilamida-SDS das várias etapas até a 

cromatografia de afinidade. A fração insolúvel do lisado celular (células transformadas com 

pGLS2) foi incubada com uréia 6mols/L por 2 horas a 4°C, conforme descrito em Material e 

Métodos (item 3.11). O material solúvel (linha 1) foi dializado contra tampão 3% TritonXlOO. 

As linhas 2 e 3 mostram, respectivamente, o precipitado e o sobrenadante depois da diálise. A 

A linha 4 mostra as proteínas que não foram adsorvidas na resina GSH-Sepharose. A linha 5 

mostra as proteínas adsorvidas e eluídas com lOmM de glutationa reduzida. As flechas 

indicam a proteína GST-Central+C-terminal. MW indica padrão de massa molecular. As 

proteínas foram coradas com Coomassie blue .
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4.4. Produção de Anticorpo policlonal contra a proteína de fusão GST- 

Central+C-terminal.

A proteína de fusão GST-Central+C-terminal foi utilizada para a produção de 

anticorpos policlonais em coelhos, conforme descrito em Material e Métodos.

A fim de verificar o grau de reconhecimento do anticorpo obtido foi feito um 

"Immunoblot" utilizando vários tipos de plasmídeos recombinantes expressando a proteína 

NifA ou seus domínios. A figura 7A mostra uma replica do gel utilizado no “Immunoblot”, 

aonde as proteínas foram coradas com Comassie blue. A figura 7B mostra as proteínas 

reconhecidas pelo anticorpo produzido. É possível constatar que o anticorpo reconhece as 

proteínas de fusão GST-Central+C-terminal, His-Tag-NifA, His-Tag-Central+C-terminal e a 

proteína NifA nativa de H.seropedicae, não reconhecendo o domínio N-terminal como era 

esperado. Entretanto, esse anticorpo parece não reconhecer também a proteína GST. Este fato 

não era esperado pois a proteína utilizada como antígeno foi a proteína de fusão GST- 

Central+C-terminal. Outro aspecto interessante e inesperado foi o fato desse anticorpo também 

não reconhecer a proteína NifA de K. pneumoniae.

Na figura 7B, na linha 2 é possível notar que o anticorpo, além de reconhecer a 

proteína de fusão GST-Central+C-terminal, reconhece também uma banda que está localizada 

logo abaixo da proteína de fusão, essa banda não aparece nos controles, indicando assim que



64

kDa
1 2  3 4 5 6  7 8 9



65

Figura 7: Análise de reconhecimento de anti soro anti proteína de fusão 

GST-Central+C-terminal.

A figura A mostra os extratos celulares, contendo as proteínas superexpressas, que 

foram eletroforizados em gel de 10% poliacrilamida-SDS e coradas com Coomassie blue. A 

figura B mostra o "Immunoblot" obtido utilizando anticorpo policlonal contra a proteína de 

fusão GST-Central+C-terminal. A detecção foi feita utilizando anticorpo anti-IgG de coelho 

conjugado a peroxidase e reação com o-dianisidina conforme descrito em Material e Métodos 

(item 3.12). A linha 1 mostra o extrato celular total dos transformantes pGEX2T (proteína 

GST); linha 2: extrato celular total dos transformantes pGLS2 (GST-Central+C-terminal); 

linha 3: extrato celular total dos transformantes pDK7 (NifA nativa de H. seropedicae); linha 

4: extrato celular total dos transformantes pNHll (NifA nativa de K. pneumoniae), linha 5: 

fração insolúvel (f.i.) do lisado celular dos transformantes pRAM3 (His-Tag-N-terminal); 

linha 6: f. i. pRAMl (His-Tag-NifA); linha 7: f. i. pRAM2 (His-Tag-Central+C-terminal); 

linha 8: fração solúvel pRAM2; linha 9: extrato celular total dos transformantes pGLSl 

(GST-N-terminal). A expressão das proteínas foi induzida com 0,5mM IPTG. As flechas 

indicam as proteínas superexpressas. MW indica padrão de massa molecular.
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ela só é reconhecida nas células que expressam esta proteína de fusão. Essa banda pode ser a 

proteína de fusão degradada por alguma protease ou talvez produto de uma interrupção da 

síntese de proteínas. Nas linhas 6 e 7 também aparecem algumas outras bandas reconhecidas 

pelo antisoro. Embora, menos intensas, essas bandas indicam que, nesses extratos, o antisoro 

possa estar reconhecendo alguma outra proteína. E preciso salientar que embora este anticorpo 

tenha sido parcialmente purificado, o mesmo pode ainda conter anticorpos não específicos 

para os domínios Central e C-terminal da proteína NifA.

Para que esse anticorpo possa ser utilizado em ensaios de interação da proteína NifA 

com outras proteínas em H. seropedicae será necessário uma melhor purificação deste 

anticorpo.

4.5. Construção de plasmídeos recombinantes contendo sequências 

codificadoras para a proteína NifA, o domínio N-terminal e domínios 

Central+C-terminal da NifA.

Uma vez que a proteína de fusão GST-Central+C-terminal não apresentou atividade de 

ligação ao DNA in vitro e como a porção GST poderia estar interferindo nesta ligação, foi 

decidido mudar a estratégia de expressão da proteína NifA e seus domínios. O vetor de 

expressão utilizado então foi o pET28a que origina uma proteína de fusão com um 

oligopeptídeo de 24 aminoácidos contendo seis resíduos de histidina em sequência ligados à 

proteína de interesse. Essa proteína de fusão pode ser purificada utilizando uma resina
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contendo metais como, por exemplo, níquel. O sistema é baseado na complexação dos 

resíduos de histidina da proteína ao metal presente na resina. Devido a proximidade das 

histidinas na proteína de fusão, a complexação ao metal toma-se mais eficiente.

O fragmento SacI/HindIII de 2,1 Kb, que corresponde a sequência de DNA que 

codifica para a proteína NifA, foi removido do plasmídeo pEMS130 (SOUZA et al., 1991) e 

utilizado como DNA molde para a amplificação das regiões de interesse. A sequência dos 

“primers” utilizados é apresentada na figura 8, assim como a sequência codificadora para 

NifA. Os oligonucleotídeos utilizados possuem um sítio de restrição para a enzima de restrição 

BamHl introduzido a fim de facilitar a subclonagem no vetor de expressão. Os fragmentos 

amplificados que codificam para a proteína NifA, para o domínio N-terminal e para os 

domínios Central+C-terminal foram digeridos com a enzima BamHl e subclonados no vetor 

pET28a. Essas subclonagens deram origem aos plasmídeos pRAM (dados não mostrados). 

Essas construções estão apresentadas na tabela I, juntamente com outras construções utilizadas 

nesse trabalho.

4.6. Expressão das proteínas His-Tag-NifA e His-Tag-Central+C-terminal 

de H. seropedicae em E. coli estirpe BL21(DE3)/»Z,jx5.

Para verificar a expressão das proteínas de fusão foram utilizados o plasmídeo pRAMl 

que codifica para a proteína de fusão com a proteína NifA e o plasmídeo pRAM2 que codifica 

a proteína de fusão com os domínios Central+C-terminal.



68

 ►
agtattcacgttaggagagtcagATGGCCACTATTCTCGACGACCGCAGTGTGAATTTAGAACTCGTAACGATTT

ACGAGATCAGCAAGATATTGGGTTCATCGCTGGATCTATCCAAGACCTTGCGCGAAGTCCTCAACGTCCT

CTCCGCCCACCTGGAAACGAAACGGGTATTGCTGAGTCTGATGCAGGACTCCGGTGAATTGCAACTGGTC

AGCGCCATCGGCCTGAGTTACGAAGAATTCCAGAGTGGCAGATACCGGGTCGGCGAGGGCATCACCGGC

AAGATCTTCCAGACGGAAACTCCCATCGTGGTGCGCGACTTGGCCCAGGAGCCGCTGTTCCTGGCTCGCA

CCAGCCCGCGCCAGTCGCAAGACGGGGAAGTCATTTCCTTTGTGGGCGTGCCGATCAAGGCTGCCCGTGA

AATGCTGGGTGTGTTGTGCGTTTTTCGGGATGGACAATCGCCCTCGCGTAGTGTCGACCATGAGGTGCGC

CTGCTGACCATGGTGGCCAACCTGATCGGACAAACCGTCCGGCTGTATCGCAGCGTAGCGGCCGAGCGCC<-----------------------
AGCAGCTGCAAGAGGAAAAGCGCCAGCTGTCCCGGCAACTCCAGGGCAAGTACAAGCTCG AT AACGT A^

TCGGCATTTCCAAGGCGATGCAGGAAGTGTTCGCGCAGGTACACCAGTCCGCCCCCTCGCGCTCGACCAT

GCTGTTGCGCGGCGAGAGCGGCACCGGCAAGGAAGTCATCGCGCGCGCCATCCATTACCTCAGTCCGCG

CAAGGATGGGCCATTCATCAAGGTCAACTGTGCGGCCTTGTCGGAAACCTTGCTGGAATCCGAATTGnT

GGCCACGAGAAGGGCGCCTTCACCGGGGCCCAGGGTGAACGCAAGGGGCGTTTCGAACTCGCCCATGGC

GGCACCTTGTTCCTCGACGAGATCGGCGAGATCTCGCCGGCCTTCCAGGCCAAGCTGCTGCGGGTATTGC

AGGAGCGTGAATTCGAGCGGGTCGGTGGGTCGCGTTCGATCAAGGTGGACGTGCGTCTGGTCACCGCCA

CCAACCGCGACCTGGAGAAGGCCGTGGCCAAGGGCGAGTTCCGGGCCGACCTGTATTACCGTATCAATG

TGGTCAGCATCTTCATTCCTCCGCTGCGCGAACGGCGCGAGGATATTCCCTATCTGGTGGAACACTTCCTG

GAAAAATTCCGTGTGGAGAACCAGCGCGCCATGGTGGCCATGTCACCGCAGGCCATGAAGGTCATGATG

AATTGCTACTGGCCGGGCAATGTACGGGAACTGGAAAATTGTGTCGAGCGTACTGCCACCATGATGCGCG

GCGATCTGATCACCGAGGTGCATTTCTCCTGTCAGCAGAACAAATGCCTGACCAAGGTCTTGCATGAACC

CGGCCAGCAGCAACCGGTCGTGGTGGTGCCGCTGGAGCGCATATCCGCGCCATACGGCGCCATCTTCGCC

GAGTGGGATGGCCAAGGACAAGCCACTGGCGCCGCGCCCCCGACCTCCGAACGCGAACGTCTTATCTGG

GCCATGGAGCAATGTGGCTGGGTGCAAGCCAAGGCAGCCCGCGCACTCAACATCTCGCCGCGCCAGATG

GGCTATGCGCTGCAGAAATTCAATATCGAGGTCAAGAAGTTCtgaaactcatctgc
< ------------------------------

551
HsnifAl-5’-TAGGGATCCCATATGGCCACT-3’ (Sequência em verde) 

HsnifA2A-5’-AGAGGATCC TCAGAACTTCTTGACCTCG-3’ (Seq. comp. a seq. em azul) 

HsnifA3 A -5A TG G ATCCTCAGTTATCGAG-3’ (Seq. complementar a seq. em vermelho) 

HsnifA4-5’-TCGG.^TCCGTAATCGGC-3 ’ (Sequência grifada em vermelho)

sitio de restrição para fíamH 1

Figura 8: Sequência do gene que codifica para a proteína NifA de H. 

seropedicae, com os primers utilizados na subclonagem (SOUZA et a/.,1991).

1
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Os plasmideos recombinantes pRAMl (linha 2) e pRAM2 (linha 4) (Figura 9) 

apresentam duas bandas de proteínas super expressas, não presentes nos outros extratos. Essas 

bandas apresentam taxa de migração correspondente a cerca de 63kDa e 41kDa, próximas 

aquelas calculadas para as proteínas de fusão (Tabela I). E possível observar também que as 

proteínas superexpressas estão presentes na sua maioria na fração insolúvel do extrato celular, 

semelhante ao ocorrido com a construção pGLS. Comparando a linha 1, que contém as 

proteínas expressas na porção solúvel pelas células transformadas como vetor pET28a, com a 

linha 5, que contém as proteínas expressas na porção solúvel pelas células transformadas com 

pRAM2, é possível notar que existe uma banda com taxa de migração de aproximadamente 

41kDa presente apenas na amostra correspondente a bactéria expressando a proteína de fusão 

com os domínios central e C-terminal da NifA. Esse resultado mostra que embora a maior 

parte da proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal esteja presente na fração insolúvel do 

extrato celular, uma pequena fração está presente na fração solúvel.

Analisando o perfil proteico dos transformates pRAMl nota-se uma alta taxa de 

expressão da proteína de fusão His-Tag-NifA, porém a quase totalidade da proteína 

superexpressa está presente na fração insolúvel do extrato celular.

Outras condições como concentrações de IPTG, tempo e temperatura de indução foram 

testadas visando favorecer a presença das proteínas de fusão na fração solúvel, porém isso não 

foi observado (dados não apresentados). Quando as células foram induzidas com lactose 0,5% 

foi possível observar uma maior quantidade da proteína His-Tag-Central+C-terminal na 

porção solúvel. Entretanto a lactose pareceu não exercer o mesmo efeito quanto a expressão da 

proteína de fusão His-Tag-NifA (dados não mostrados).
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Figura 9: Análise da expressão das proteínas His-Tag-NifA (pRAMl) e His- 

Tag-Central+C-terminal (pRAM2).

Extrato de células BL2\(DE3)pLysS transformadas com os plasmídeos pET28a, 

pRAMl e pRAM2 foram analisadas em gel de 10% poliacrilamida-SDS conforme descrito em 

Material e Métodos (item 3.9). A linha 1 mostra a ff ação solúvel do lisado celular das células 

transformadas com o vetor pET28a. As linhas 2 e 3 mostram, respectivamente, o precipitado e 

o sobrenadante do lisado celular das células transformadas com o pRAM 1 e as linhas 4 e 5 do 

pRAM2. As flechas indicam as proteínas superexpressas.

MW indica padrão de massa molecular. As proteínas foram coradas com Coomassie

blue .
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4.7. Purificação da proteína His-Tag-Central+C-terminal por cromatografia 

de afinidade.

A proteína His-Tag-Central+C-terminal solúvel foi purificada através de cromatografia 

por afinidade em coluna Hi-Trap Chelating (Pharmacia) contendo Ni+2. Para a purificação da 

proteína His-Tag-Central+C-terminal foram testadas várias condições como: o tipo e a 

concentração de sal utilizado no tampão de purificação, a presença ou não de glicerol, o pH do 

tampão, o número de lavagens que deveriam ser feitas na coluna para proporcionar uma 

melhor purificação, diversas concentrações de imidazol no tampão de lavagem e eluição. De 

todos os protocolos testados o que proporciona a melhor purificação foi o que está descrito em 

Material e Métodos (item 3.13). A figura 10A apresenta algumas frações provenientes da 

eluição da coluna com 100mmols/L de imidazol. A fim de evidenciar a presença de 

contaminantes, algumas frações apresentadas em A foram "super-coradas" com prata. A figura 

10B mostra o resultado obtido. É evidente que o número e a fração de contaminantes presentes 

é pequeno quando comparado à proteína de interesse, indicando, portanto que o método 

utilizado permite uma purificação eficiente da proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal.
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Figura 10: Purificação da proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal.

Eletroforese em gel de 10% de poliacrilamida com SDS.

A figura A apresenta o perfil proteico de frações eluídas da coluna HiTrap-Chelating- 

Ni+2, os números de 2 a 10 correspondem a frações eluídas com 100mmols/L de imidazol, 

coradas com Coomassie blue.

A figura B apresenta as frações 1, 2 e 3 coradas com prata. A fração 1 não está presente 

na figura A. MW indica padrão de massa molecular.
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4.8. Determinação da capacidade de ligação da proteína His-Tag- 

Central+C-terminal purificada ao promotor do gene nifB de H seropedicae.

A fim de verificar a capacidade da proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal de se 

ligar ao DNA foi utilizada a técnica de retardamento da banda de DNA em gel de 

poliacrilamida 5%. Essa técnica baseia-se no fato de que o fragmento de DNA apresenta uma 

determinada taxa de migração que é alterada quando o fragmento está ligado a proteína.

Uma peculiaridade da purificação da proteína utilizada nesses experimentos foi que 

durante a purificação, no momento da eluição, a proteína foi eluída em alta concentração e a 

mistura apresentou um aspecto turvo, precipitação. Berger e colaboradores (1993) trabalhando 

com a proteína NifA de K. pneumoniae também relataram precipitação da proteína durante a 

purificação. Como será possível observar nos ítems posteriores, a proteína His-Tag- 

Central+C-terminal mostrou-se ativa.

4.8.1. Efeito da concentração de proteína na ligação da proteína His-Tag-Central+C- 

terminal à região promotora do gene nifB de H. seropedicae.

Os resultados observados nesta autoradiografia mostram que a proteína His-Tag- 

Central+C-terminal é capaz de ligar-se ao DNA do gene nifB de H. seropedicae (Figura 11).

O retardamento foi evidente a partir de 0,15pmol de His-Tag-Central+C-terminal, 

indicando que nestas condições a proteína His-Tag-Central+C-terminal ligou-se ao DNA.



Figura 11: Ensaio de ligação da proteína solúvel His-Tag-Central+C- 

terminal com a região promotora do gene nifB de H.seropedicae.

A proteína solúvel His-Tag-Central+C-terminal purificada foi testada em relação a sua 

atividade de ligação ao DNA. Cada reação contém 12,5ng (~6xlO'14 mol) de DNA 

correspondente a região promotora do gene nifB (320pb) marcado com [35S] e diferentes 

concentrações da proteína His-Tag-Central+C-terminal indicadas na figura. As amostras 

foram analisadas em gel de poliacrilamida 5% em tampão 1XTAE e 8mmols/L de MgCh 

como descrito em Material e Métodos (item 3.14). A seta a indica a taxa de migração do DNA 

livre e a seta b mostra a taxa de migração do complexo DNA-proteína.
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Considerando-se a massa da proteína presente e a quantidade de DNA utilizado, estimou-se 

que essa ligação ocorreu numa proporção de pelo menos 2,5:1 (em mols da proteína para 

DNA). Essa proporção pode indicar que o retardamento observado seja proveniente da ligação 

da proteína aos dois sítios de ligação presente na região promotora do gene nifB de H.

seropedicae.

4.8.2. Efeito da concentração de DNA de timo sobre a ligação da proteína His-Tag- 

Central+C-terminal a região promotora do gene nifB de H.seropedicae marcada 

radioativamente.

Neste ensaio foi utilizado DNA de timo de bezerro (não marcado radioativamente) em 

diferentes concentrações a fim de verificar a especificidade da ligação da proteína à região 

promotora do gene nifB. Foram feitas nove reações de ligação, contendo 0,06pmol de DNA 

marcado, 0,6pmol de proteína e diferentes concentrações de DNA de timo (de 10ng a 2pg) 

(Figura 12). É possível observar que quando a proteína His-Tag-Central+C-terminal está 

presente, ocorre retardamento na migração do DNA, mesmo em altas concentrações de DNA 

de timo. Esses resultados mostram que a ligação da proteína His-Tag-Central+C-terminal com 

a região promotora do gene nifB de H. seropedicae é específica, uma vez que o DNA de timo 

não causou diferença na taxa de migração do DNA marcado.
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Figura 12: Ensaio de ligação da proteína His-Tag-Central+C-terminal com 

a região promotora do gene niJB de H. seropedicae na presença de DNA de 

timo.

Cada reação continha 12,5ng (~6xl0‘14 mol) de DNA correspondente a região 

promotora do gene nifB de H. seropedicae (320pb) marcado com [35S], 25ng (~6xl0‘13 mol) 

da proteína purificada His-Tag-Central+C-terminal e as concentrações indicadas (em 

nanogramas) de DNA de timo de bezerro. As amostras foram analisadas em um gel de 

poliacrilamida 5% conforme descrito em Material e Métodos (item 3.14). A seta a indica a 

taxa de migração do DNA livre e a seta b mostra a taxa de migração do DNA ligado a 

proteína.
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4.8.3. Efeito da concentração de DNA homólogo sobre a ligação da proteína His-Tag- 

Central+C-terminal a região promotora do gene nifB de H.seropedicae.

Neste ensaio foi utilizado DNA homólogo, região promotora do gene nifB de H. 

seropedicae não marcado radioativamente em diferentes concentrações a fim de verificar se o 

aumento de DNA homólogo não marcado provocaria o desligamento da ligação da proteína à 

região promotora do gene nifB. A proteína His-Tag-Central+C-terminal utilizada nesse 

experimento foi purificada em baixos níveis de oxigênio, sob uma atmosfera de nitrogênio. 

Foram feitas nove reações de ligação, contendo aproximadamente 0,06pmol de DNA marcado, 

0,6pmol de proteína e diferentes concentrações de DNA homólogo (0,2pmol, 0,4pmol, 

0,8pmol, l,2pmol, l,6pmol e 2,0pmol).

Novamente, foi observado o retardamento da banda de DNA pela proteína His-Tag- 

Central+C-terminal (Figura 13). Concentrações crescentes de DNA homólogo causaram o 

desaparecimento do complexo DNA-proteína, enquanto a banda correspondente ao DNA 

marcado livre vai aumentando de intensidade. Portanto a adição de DNA homólogo não 

marcado desloca a proteína do DNA marcado. Esses resultados, em conjunto, indicam que a 

ligação da proteína His-Tag-Central+C-terminal com a região promotora do gene nifB de H. 

seropedicae ocorre e é específica, uma vez que o DNA de timo não interfere com o complexo 

DNA-proteína e o DNA homólogo não marcado desfaz esse complexo.
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Figura 13: Ensaio de ligação da proteína His-Tag-Central+C-terminal com 

a região promotora do gene nifB de H. seropedicae na presença de DNA 

homólogo (nifB) não marcado.

Cada reação continha 0,06pmol de DNA correspondente a região promotora do gene 

nifB de H. seropedicae (320pb) marcado com [32P], 0,6pmol da proteína purificada His-Tag- 

Central+C-terminal e as concentrações indicadas (em pmols) de DNA homólogo não marcado. 

As amostras foram analisadas em um gel de poliacrilamida 5% conforme descrito em Material 

e Métodos (item 3.14). A seta a indica a taxa de migração do DNA livre e a seta b mostra a 

taxa de migração do DNA ligado a proteína.
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4.9. Efeito das proteínas His-Tag-NifA (pRAMl) e His-Tag-Central+C- 

terminal (pRAM2) sobre a expressão “in vivo” do promotor nifH de K. 

pneumoniae.

A atividade das proteínas His-Tag-NifA e His-Tag-Central+C-terminal como ativadora 

de transcrição de promotores n if foi avaliada pela expressão da fusão niJH::lacZ do plasmídeo 

pRT22. Nesta fusão, a expressão do gene da (3-galactosidase está sob controle do promotor do 

gene nifH de K. pneumoniae (TULI & MERRICK, 1988). O ensaio é baseado no fato que, se 

as proteínas expressas são capazes de ativar a transcrição dos genes nif, ocorre a síntese de (i- 

galactosidase pela fusão nifHr.lacZ, sendo a sua atividade facilmente detectada. Uma vez que 

a atividade da proteína NifA de H. seropedicae in vivo é sensível aos níveis de O2 e amónia 

(SOUZA et al., 1995b), a atividade das proteínas de fiisão foram analisadas na presença ou 

ausência de amónia e ou oxigênio.

Os plasmídeos pET28a, pRT22, pRAMl, pRAM2 foram introduzidos na estirpe de E. 

coli, JM109(DE3). Foram analisados transformantes contendo cada um dos plasmídeos como 

controle para o nível basal de P-galactosidase. Os demais transformantes analisados continham 

o plasmídeo pRT22 que apresenta a fusão nifH::lacZ e um dos outros três plasmídeos 

(pET28a, pRAMl ou pRAM2). Analisando os dados apresentados na figura 14 é possível 

verificar que os controles apresentam uma baixa atividade de P-galactosidase, sendo que, em 

alguns casos, essa atividade não é detectada. Os dados mostram que somente o duplo 

transformantes analisados, somente o pRT22/pRAM2 apresenta atividade de 3-galactosidase 

maior que o nível basal, indicando, portanto, que os domínios Central e C-terminal expressos
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tem a capacidade de ativar a transcrição do gene lacZ através do promotor do nifH de K. 

pneumoniae em E. coli..

A análise dos resultados mostra que, a proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal é 

capaz de ativar a transcrição apenas na ausência de O2, enquanto a amónia não exerce efeito 

sobre essa atividade. Dessa maneira, a proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal 

apresenta sensibilidade a O2 in vivo, mas não a amónia. Esses dados confirmam 0 resultado 

obtido anteriormente por Souza e colaboradores (1995b) e sugerem que 0 domínio N-terminal, 

da proteína NifA, possa estar relacionado ao sensoriamento dos níveis de amónia. Quando 

esse domínio é deletado, como ocorre na proteína de fusão, a proteína perde a regulação pela 

amónia. Por outro lado, esse resultado sugere que a sensibilidade a O2 não está relacionada ao 

domínio N-terminal da proteína.

Por outro lado, 0 transformante pRT22/pRAMl que produz a proteína de fusão His- 

Tag-NifA apresentou níveis basais de P-galactosidase em qualquer das condições testadas, 

sendo portanto incapaz de ativar o promotor nifH  de K. pneumoniae em E. coli. O fato da 

proteína His-Tag-NifA não apresentar atividade in vivo nas condições ensaiadas, pode indicar 

num primeiro momento que estamos produzindo uma proteína sem atividade. No entanto, 

dados obtidos anteriormente neste laboratório (SOUZA et al., 1995b) mostram que quando a 

NifA é superexpressa em E. coli, ela não apresenta capacidade de ativação de transcrição nas 

condições do ensaio, sugerindo que em H. seropedicae existe algum fator que possa estar 

interagindo com a proteína NifA que parece não estar presente em E. coli.
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Figura 14: Ensaio de ativação da transcrição in vivo pelas proteínas His- 

Tag-NifA (pRAMl) e His-Tag-Central+C-terminal (pRAM2) do 

promotor nifH de K. pneumoniae em fusão lacZ (pRT22).

Os plasmídeos indicados foram transformados em células JM109(DE3) e o ensaio 

de atividade de ß-galactosidase foi realizado como descrito em Material e Métodos (item 

3.15).

Os dados correspondem a média de pelo menos 5 experimentos independentes com 

desvio padrão inferior a 10%.
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5. DISCUSSÃO

A proteína NifA é o ativador específico da transcrição de genes n if nos diazotrofos 

gram-negativos. A grande dificuldade do estudo bioquímico da proteína NifA tem sido a sua 

insolubilidade intrínseca. A proteína NifA de K. pneumoniae, quando superexpressa em E. coli 

é insolúvel. Várias tentativas para solubilizar e purificar esta proteína foram feitas, mas 

nenhuma obteve sucesso (TULI & MERRICK, 1988 e AUSTIN et al., 1990). As proteínas 

NifA de Rhizobium meliloti, Bradyrhizobium japonicum e Azotobacter vinelandii também 

foram superexpressas e, de maneira geral, insolúveis. Destas, a proteína NifA de A. vinelandii 

foi a que apresentou maior solubilidade (50%) e a única que pode ser parcilmente purificada 

na forma nativa (AUSTIN et a l, 1994 e FISCHER, 1994). Uma das hipóteses sugeridas a 

insolubilidade destas proteínas é a agregação das cadeias polipeptídicas nascentes.

Várias tentativas para aumentar a solubilidade da proteína NifA de K. pneumoniae 

foram feitas: co-expressão com a proteína NifL, como proteína de fusão NifA-proteína de 

ligação a maltose (MBP) e como domínios isolados ((AUSTIN et al., 1990; LEE et al., 1993 e 

BEGER et al., 1995). A proteína de fusão MBP-NifA foi consideralvemente mais solúvel que 

a proteína NifA e purificada naquela forma, porém após separação por proteólise, a proteína 

NifA tomou-se insolúvel e inativa (LEE et al., 1993). O domínio central liberado da proteína 

de fusão MBP-domínio Central permaneceu solúvel e a sua atividade aumentou cerca de 30
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vezes (BERGER et al, 1994), enquanto que a liberação dos domínios Central+C-terminal 

produziu uma diminuição na sua solubilidade e atividade (BERGER et a l, 1995). Estes 

resultados sugerem que domínios da NifA quando superexpressos separadamente podem ser 

mais solúveis (BERGER et al., 1994) e, como estes domínios provavelmente possuem 

funções independentes, é possível estudar suas diferentes atividades. Tendo em vista esta 

consideração, a proposta do nosso trabalho foi construir um plasmídeo recombinante capaz de 

super-expressar os domínios Central+C-terminal da proteína NifA de H.seropedicae, purificar 

a proteína recombinante e caracterizá-la bioquimicamente.

Inicialmente, a proteína NifA truncada de H. seropedicae, contendo domínios 

Central+C-terminal combinados, foi expressa fundida com a enzima glutationa S-transferase 

(GST) a partir do plasmídeo pGLSl e pGLS2 . A análise do extrato celular de estirpes de E. 

coli contendo aqueles plasmídeos após indução com IPTG mostrou que a proteína de fusão foi 

produzida, mas estava presente apenas na fração insolúvel. Várias tentativas para solubilizar a 

proteína GST-Central+C-terminal foram realizadas, sendo que a uréia (6 mols/L) foi a 

condição mais eficaz. Após desnaturação/renaturação, aproximadamente 50% da proteína 

permaneceu na fração solúvel e foi capaz de adsorver em GSH-Sepharose, indicando que a 

porção da glutationa S-transferase readiquiriu uma conformação na qual foi capaz de 

reconhecer seu substrato. A proteína de fusão eluída com GSH foi incapaz de se ligar a região 

promotora do gene nifB de H. seropedicae. Este resultado sugere que o domínio Central+C- 

terminal da proteína de fusão não recuperou sua conformação nativa após o tratamento com 

úreia ou que a proteína de fusão GST-Central+C-terminal foi expressa numa forma incapaz de
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reconhecer o sítio de ligação para a proteína NifA.

Anticorpos policlonais utilizando a proteína de fusão GST-Central+C-terminal como 

antígeno foram produzidos em coelho. Os domínios Central+C-terminal foram escolhidos, ao 

invés da proteína inteira ou do domínio N-terminal, porque a proteína NifA provavelmente 

interage com proteínas regulatórias através do seu domínio N-terminal (ARSENE et al., 1996 

e BENELLI,1997). Desta maneira anticorpos produzidos contra os domínios Central+C- 

terminal poderiam ser utilizados em experimentos de imunoprecipitação, permitindo a 

identificação daquelas proteínas regulatórias.

Os anticorpos obtidos foram capazes de reconhecer os domínios Central+C-terminal e 

a proteína NifA nativa de H. seropedicae expressas em E. coli. Porém, estes anticorpos não 

reconheceram a GST. Este resultado foi inesperado, pois a proteína utilizada para a obtenção 

do anticorpo continha a porção GST. Isto pode indicar que a proteína utilizada estivesse em 

uma conformação na qual os epítopos da GST não estavam expostos ou que esta proteína seja 

menos imunogênica do que a porção Central+C-terminal da proteína NifA. E importante notar 

que a proteína que se ligou à resina GSH-Sepharose e aquela que foi injetada no coelho, não 

sofreram o mesmo tratamento e, portanto, podem estar em conformações diferentes.

Apesar da alta identidade (48 %) entre os domínios central e C-terminal das proteínas 

NifA de H. seropedicae e K. pneumoniae, os anticorpos policlonais obtidos não reconheceram 

a segunda, indicando que diferentes determinantes antigênicos estão expostos nestas duas 

proteínas.

Em virtude da proteína de fusão GST-Central+C-terminal não apresentar atividade de 

ligação ao DNA resolvemos utilizar outro sistema para a expressão dos domínios da proteína 

NifA. O novo sistema foi baseado no vetor de expressão pET28a. A proteína NifA inteira e os
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domínios Central+C-terminal foram expressos como proteína de fusão com a sequência His- 

Tag. Ambas proteínas de fusão apresentaram um alto nível de expressão, porém somente uma 

pequena parte da proteína His-Tag-Central+C-terminal foi encontrada na porção solúvel do 

extrato livre de células.

Várias tentativas para otimizar a indução da expressão e solubilidade da proteína de 

fusão foram feitas e a indução com lactose (0,5%) durante 3 horas produziu a maior 

quantidade da proteína His-Tag-Central+C-terminal na porção solúvel. Provalmente a lactose 

induz a produção de proteínas que estabilizam a proteína de fusão na sua conformação solúvel. 

A proteína His-Tag-NifA foi insolúvel em todas as condições testadas.

A proteína His-Tag-Central+C-terminal solúvel foi purificada em uma coluna Hitrap- 

Ni+2. Embora a presença da sequência His-Tag tenha o objetivo de facilitar a purificação, 

condições ótimas foram estabelecidas (espécie iônica e concentração, pH, presença ou 

ausência de DTT e glicerol) a fim de se obter um maior grau de purificação e rendimento.

Inicialmente o EDTA foi utilizado como competidor no tampão de eluição, como 

sugerido pelo fabricante. Embora uma boa taxa de purificação tenha sido obtida, o EDTA 

interferiu nos ensaios de ligação ao DNA. O imidazol passou então a ser utilizado.

A presença de glicerol nos tampões de lavagem e eluição permitiu que a proteína de 

fusão fosse eluída de uma maneira mais rápida porém menos pura. A lavagem da coluna foi 

então dividida em 2 fases: na primeira fase o tampão de eluição não continha glicerol e o 

gradiente de imidazol foi de 0 a 50 mmols/L. Esta etapa elimina a maior parte das proteínas 

contaminantes. Na segunda fase, a eluição foi efetuada num gradiente de 50 a 250 mmols/L de 

imidazol em tampão contendo glicerol. As condições utilizadas permitiram obter a proteína 

His-Tag-Central+C-terminal com um alto grau de pureza em apenas uma etapa de purificação.
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Cromatografia em coluna de heparina como um segundo passo foi feita, mas não foi 

observada uma melhora na purificação (dados não apresentados).

A proteína His-Tag-Central+C-terminal purificada apresentou atividade de ligação a 

um fragmento de DNA contendo a região promotora do gene nifB de H. seropedicae. Essa 

região possui dois possíveis sítios de ligação para a proteína NifA (sítios UAS) (SOUZA et 

al., 1991). A ligação foi observada a partir de uma proporção de 2,5:1 (proteína:DNA, 

mol/mol), indicando uma alta afinidade da proteína NifA de H. seropedicae pelo promotor do 

gene nifB. A ligação ao DNA foi específica, pois mesmo quando altas concentrações de DNA 

de timo foram adicionadas, a proteína His-Tag-Central+C-terminal continuou ligando a região 

promotora do gene nifB. Além disto, o complexo DNA-proteína foi desfeito na presença de 

concentrações crescentes de DNA homólogo não marcado (região promotora do gene nifB de

H. seropedicae). Atividade da proteína de fusão foi perdida durante na estocagem e nos ciclos 

de congelamento/descongelamento em nitrogênio liquido. Este fato também foi observado 

para a proteína NifA de K. pneumoniae (Berger et al., 1995). A proteína de fusão His-Tag- 

Central+C-terminal utilizada nestes experimentos formou um agregado logo após a eluição da 

coluna Hitrap-Ni+2, provavelmente devido a grande concentração de proteína.

Outras preparações da proteína His-Tag-Central+C-terminal também foram obtidas, 

mas apresentavam uma baixa atividade de ligação a UAS. Várias tentativas foram feitas para 

restaurar a atividade da proteína, tais como troca dos tampões, espécie iônica e concentração, 

mas sem sucesso. Quando a proteína foi purificada na ausência de oxigênio, atividade da 

proteína voltou a ser observada, condição que passou então a ser utilizada na purificação da 

proteína de fusão.
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A proteína NifA de H. seropedicae é incapaz de ativar a expressão de genes n if sob 

altas tensões de O2 in vivo (figura 14). A sensibilidade ao O2 pode ser devida a uma sequência 

de 4 cisteínas presente entre os domínio Central e a região interdomínio (IDL) que formam um 

possível sítio de ligação para metais (FISCHER et al., 1988; SOUZA et a i, 1995). A proteína 

NifA de B. japonicum possui esta sequência e é sensível ao O2 (FISCHER et a l, 1988), assim 

como as proteínas NifA de Azospirillum lipoferum (SHIGEMATSU et a l, 1997) e A. 

brasilense (ARSÉNE et a l, 1996 e ISHEDA,1996). Já as proteínas NifA de K. pneumoniae e A. 

vinelandii que não possuem este motivo são resistente ao O2 quando expressas em E.coli 

(FISCHER et a l, 1988).

Outra hipótese é que a NifA possa estar sendo modificada pelo oxigênio via outras 

proteínas que estariam convertendo-a da forma ativa para a inativa (FISCHER & 

HENNECKE, 1987), como ocorre no sistema NifLA de K. pneumoniae (AUSTIN et al., 1994). 

Em Bradyrhizobium japonicum a inativação da proteína NifA pelo O2 é relativamente rápida, 

sugerindo que seja via inativação direta da proteína por oxigênio e não por uma cascata 

regulatória (MORRET et a l, 1991). Morret e colaboradores (1991) mostraram que a proteína 

NifA de B. japonicum foi inativada por oxigênio e em seguida degradada, indicando que a 

primeira resposta ao oxigênio não seria a degradação.

Os resultados obtidos permitem sugerir que in vitro a proteína de fusão seja inativada 

pelo O2, fato que isso explicaria a baixa atividade e diminuição da mesma quando purificada 

na presença de O2. E preciso lembrar que a proteína que foi utilizada nos primeiros ensaios de 

atividade de ligação ao DNA, purificada na presença de oxigênio, foi eluída formando 

agregados. E possível que a formação do agregado proteico poderia protegê-la contra a ação 

do oxigênio. Nossos resultados indicam que o efeito do oxigênio sobre a proteína NifA de H.
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seropedicae não é dependente de um sistema de regulação semelhante ao que ocorre com a 

NifA de K. pneumoniae, mas que a ação do O2 seja diretamente sobre a proteína, 

provavelmente através do motivo Cys-Xn-Cys-Xi9-Cys-X4-Cys presente no domínio Central e 

região interdomínio.

Rego (1997) mostrou que a proteína NifA é capaz de ativar a transcrição dos genes n if 

na ausência de íons amónio e oxigênio em H. seropedicae. Nossos resultados mostram, 

entretanto, que a proteína His-Tag-NifA não conseguiu ativar a transcrição do promotor nifH 

em E. coli. A análise do perfil proteico das estirpes de E. coli expressando a proteína His-Tag- 

NifA, afasta a hipótese de não estar sendo expressa ou estar sofrendo proteólise, como descrito 

para a proteína NifA de R. meliloii expressa em E. coli (HUALA et al., 1991). Resultado 

semelhante foi obtido em E. coli por Souza e colaboradores (1995b) trabalhando com a 

proteína de H. seropedicae e por Ishida (1996) com a proteína de A. brasilense. Estes dados 

sugerem a necessidade da presença de algum cofator ou uma proteína regulatória que ativaria 

a NifA em E. coli.

Ao contrário do que ocorreu com a proteína de fusão His-Tag-NifA, a proteína His- 

Tag-Central+C-terminal foi capaz de ativar a transcrição do promotor nifH in vivo. Esta 

ativação ocorreu somente na ausência de oxigênio e independente da concentração de íons 

NHt+. Esse resultado mostra que em E. coli a proteína de fusão é inibida pelo oxigênio,

semelhante ao que ocorre em H. seropedicae, no entanto, a ausência do domínio N-terminal
*

tomou a proteína insensível a amónia. A insensibilidade à amónia apresentada pela proteína 

em E. coli confirma os resultados obtidos por Souza e colaboradores (1995b) indicando que a 

amónia parece ter seus níveis detectados direta ou indiretamente pelo domínio N-terminal em

H. seropedicae (SOUZA et al., 1995b). Efeito semelhante também foi descrito para a proteína
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NifA de A. brasilense (ARSÈNE et ai, 1996). Recentemente, alguns autores têm sugerido que 

as proteínas NifA de H. seropedicae e A. brasilense possam ser reguladas pela proteína PII e 

que esta proteína poderia estar interagindo com o domínio N-terminal da proteína NifA 

(BENELU 1997 e ARSENE et al„ 1996).

Considerando os resultados obtidos até o momento, podemos sugerir que a proteína 

NifA de H. seropedicae integra estaria em uma conformação inativa em altas concentrações de 

íons NH4, sendo necessária a presença de alguma proteína regulatória (talvez PII) para a 

ativação da NifA na ausência de amónia. Em altas concentrações de íons NH4+, é provável que 

0 domínio N-terminal esteja interagindo com os demais domínios, impedindo a ativação da 

transcrição. Essa inibição não ocorre se o domínio N-terminal não estiver presente. Quando os 

níveis de íons amónio for baixo, a proteína reguladora interagiria com a NifA, através de seu 

domínio N-terminal, permitindo que esta assuma uma conformação adequada para a ativação 

da transcrição. Quando a concentração de íons N H / aumenta, a interação entre NifA e a 

proteína reguladora se desfaz, fazendo com que a NifA volte a assumir uma conformação 

inativa. A proteína reguladora necessária para esse processo estaria ausente em E. coli e, 

portanto, a NifA expressa neste organismo não apresentaria atividade. Já a retirada do domínio 

N-terminal da proteína NifA produz uma proteína ativa em E. coli, mas incapaz de responder 

aos níveis de íons amónio.

O efeito do O2 sobre a atividade da proteína His-Tag-Central+C-terminal deverá ser 

melhor investigado, assim como o papel do domínio N-terminal na regulação de sua atividade.

Os resultados obtidos neste trabalho, juntos com aqueles da literatura, permitem a 

sugestão de um mecanismo de regulação dos genes n if em H. seropedicae (figura 15). Neste 

modelo a proteína NtrC ativa a transcrição do gene nifA em baixas concentrações de íons
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amónio. A proteína NifA provavelmente é sintetizada numa forma inativa, mas em baixas 

concentrações de N H / PII-UMP interage com o domínio N-terminal, produzindo uma 

proteína NifA ativa. Quando os níveis de íons amónio ou oxigênio sobem NifA é inativada, 

bloqueando a transcrição dos operons nif.
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Figura 15 -  Modelo do Mecanismo de Regulação da Fixação de Nitrogênio

em Herbaspirillum seropedicae.
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6. CONCLUSÃO

1. A proteína NifA de H. seropedicae e seus domínios modulares N-terminal e Central+C- 

terminal apresentam-se, na sua maioria, na fração insolúvel do extrato celular, quando 

superexpressos em E. coli na forma de proteínas de fusão.

2. A proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal apresentou-se parcialmente solúvel no 

extrato celular, quando superexpressa em E. coli.

3. A proteína His-Tag-Central+C-terminal foi purificada com sucesso.

4. A proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal mostrou-se capaz de ligar-se, de uma 

forma específica, a região promotora do gene niJB de H. seropedicae in vitro.

5. A proteína de fusão His-Tag-Central+C-terminal mostrou-se capaz de ativar a transcrição

do promotor do gene nifH  de K. pneumoniae na ausência de oxigênio independente da 

concentração de N H /.
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6 . A proteína de fusão His-Tag-NifA mostrou-se incapaz de ativar a transcrição do promotor 

do gene n ifií de K. pneumoniae in vivo em E. coli..

7. Os anticorpos policlonais produzidos contra a proteína de fusão GST-Central+C-terminal 

reconhecem a proteína NifA de H. seropedicae, mas não a de K. pneumoniae. Não foi 

verificado reconhecimento da proteína GST.
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BamH I Codons de parad

Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Gly Ile His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATT CAT CGT GAC TG A CTG ACG

Glutationa
S-transferas

pGEX-2T
4.9 kb

pBR322 
ori

• “primer”- pGEX5’- 5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’
(sequência complementar aos nucleotídeos 869-891 pGEX2T)

• “primer”- pGEX3’- 5’-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’
(sequência complementar aos nucleotídeos 1020-998 pGEX2T)

APÊNDICE 1 - Vetor de expressão pGEX2T (Pharmacia)
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Sítio de

______ promotor T7_______ ^  Operador lac

AGAT C T C GAT C C C GC GAAAT TAATACGAC TCACTATAG GGGAATTGTGAGCG
______________________________________  rbs

GATAACAATTCCCCTCTAGAAATAAT T T T GT T TAACTTTAAGAAGGAGATAT 
Nco 1 ______His»Tag________

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGC 
___________________ T7»Tag_____________________  BamHl

GCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATC

CGAATTGCAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAG

APÊNDICE 2 - Vetor de expressão pET28a (Novagen)


