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RESUMO

O melhoramento da capacidade de liberacdo de nitrogénio fixado por bactérias diazotroficas
que se associam naturalmente a diversas gramineas de interesse comercial, como Azospirillum
brasilense, representa uma solug@o a curto prazo para a crise do nitrogénio, causada pelo uso
excessivo de fertilizantes quimicos nitrogenados nas lavouras. Entretanto, devido ao alto custo
energético para a célula, os processos de fixacdo e assimila¢do de nitrogénio nesse organismo
sdo altamente controlados por vias regulatorias que asseguram que o nitrogénio fixado seja
prontamente assimilado em biomassa ao invés de ser excretado para o ambiente. Com o intuito
de atenuar esses circuitos regulatorios, neste estudo foi realizada a mutagénese do regulador
central da transcrigdo dos genes nif, NifA, através da inser¢do de mutagdes pontuais e delecdes
de trechos especificos em seu dominio regulatério GAF e Q-linker, os quais parecem ser
importantes para a formagao do complexo inativo da proteina em resposta aos niveis de amonio.
Realizou-se também a delegdo do gene draT’, que codifica para a enzima dinitrogenase redutase
ADP-ribosiltransferase, responsavel por fazer a modifica¢do pods-traducional da proteina NifH
através da adi¢do de um grupo ADP-ribosil, inativando-a sob altos niveis de amonio. Da mesma
forma, foi feita a alteragdo da enzima glutamina sintetase (GS) envolvida nas vias de
assimilagdo de amonio, através da inser¢do da mutagdo pontual P347L; a delecdo do dominio
N-terminal com atividade adenilil-removase da proteina bifuncional de modificagdo pds-
traducional GInE, que regula a atividade de GS; e a introdugdo de mutag¢des inativadoras no
dominio com atividade uridilil-removase de GInD, responsavel por fazer a integragdo de sinais
metabolicos que levam ao controle da atividade de GS através da adenililagdo de seus
mondmeros. Os resultados mostraram que a alteragdo da cascata de sinaliza¢do por glutamina
através da modificacdo das atividades AR e UR de GInE e GInD, respectivamente, ou da adi¢do
da substitui¢do P347L, permitiu a deteccdo de atividade de nitrogenase constitutiva e excre¢ao
de quantidades de amonio a niveis milimolares. Adicionalmente, a incorporagdo de mutag¢des
pontuais em NifA gerou variantes menos responsivas a disponibilidade de nitrogénio e/ou PII,
e, quando inseridas no genoma das estirpes excretoras, permitiu a expressdo ndo regulada de
transcritos de nifH em condi¢des de suficiéncia de amonio, maximizando a atividade da
nitrogenase. Esses resultados em conjunto sugerem que a geragdo de estirpes excretoras de A.
brasilense requer a falha de sinalizagdo por glutamina, que por sua vez ocasiona o

desacoplamento dos processos de fixacdo e assimilag@o de nitrogénio.

Palavras-chave: Glutamina sintetase, Azospirillum brasilense, fixagdo bioldgica de nitrogénio.



ABSTRACT

Engineering naturally occurring plant-associated diazotrophs to release fixed nitrogen, such as
Azospirillum brasilense, represents a short-term solution to the nitrogen crisis, caused by the
excessive use of chemical nitrogen fertiliser in crop cultivation. However, due to its high energy
cost to the cell, the nitrogen fixation and assimilation processes in this organism are highly
controlled by regulatory pathways which ensure that fixed nitrogen is readily assimilated into
biomass rather than being excreted to the environment. In order to mitigate these regulatory
circuits, this study aimed to mutagenize the master regulator of nif genes transcription, NifA,
through the insertion of point mutations and deletions of specific regions in its regulatory GAF
domain and Q-linker, which appear to be important for the inactive protein complex formation
in response to ammonium levels. Additionally, in order to relieve the post-translational
regulation of the nitrogenase complex under high levels of ammonium, the dral gene was also
deleted, which encodes the ADP-ribosyltransferase dinitrogenase reductase enzyme,
responsible for modifying the NifH protein through the addition of an ADP-ribosyl group,
leading to its inactivation. Similarly, the glutamine synthetase (GS) enzyme involved in
ammonium assimilation pathways was altered through the insertion of the point mutation
P347L, and the bifunctional post-translational modification proteins GInE and GInD,
responsible for integrating metabolic signals that lead to GS activity shutdown through the
adenylylation of its monomers, were modified by the deletion of the N-terminal adenylyl-
removing domain of GInE and the introduction of inactivating substitutions in the uridylyl-
removing domain of GInD. The results showed that altering the glutamine signaling cascade by
modifying the AR and UR activities of GInE and GInD, respectively, or by adding the P347L
substitution to GS, allowed the detection of constitutive nitrogenase activity and excretion of
millimolar levels of ammonium. Furthermore, the incorporation of point mutations in NifA
generated variants less responsive to nitrogen and/or PII availability, and, when inserted into
the genome of ammonium-excreting strains, yielded unregulated expression of nifH transcripts
under non-nitrogen fixing conditions, maximizing the nitrogenase activity. These results taken
together suggest that the construction of A. brasilense excretory strains requires failure of
glutamine signaling, which in turn causes the uncoupling of the nitrogen fixation and

assimilation processes.

Keywords: Glutamine synthetase, Azospirillum brasilense, biological nitrogen fixation.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Crescimento populacional e a crise do nitrogénio

O elemento nitrogénio ¢ um dos nutrientes limitantes para o desenvolvimento de plantas
(LEBAUER e TRESEDER, 2008). Com a elucidac¢do do processo de Haber-Bosch e a sintese
industrial de fertilizantes nitrogenados, houve um aumento massivo do crescimento
populacional global no ultimo século (SMIL, 2002; ERISMAN et al., 2008). Em 2050, ¢
estimado que a populag@o do planeta atinja a marcar de 10 bilhdes de pessoas, o que exigira um
aumento superior a 50% na produgdo agricola, equivalente a um salto de 13.100 trilhdes de
quilocalorias (kcal) por ano em 2010 para 20.500 trilhdes de kcal em 2050 (SEARCHINGER
et al., 2019). Entretanto, as tendéncias de rendimento na produtividade de safras globais
importantes como milho, arroz, trigo e soja, ndo tem acompanhado as demandas projetadas para
esse ano (RAY et al., 2013).

Adicionalmente, o uso de fertilizantes quimicos nas lavouras, especialmente os
nitrogenados, acarretam em uma série de prejuizos para o meio ambiente e a saide humana.
Isso pois, somente cerca de metade do total aplicado € eficientemente utilizado pela planta, e o
excesso resultante leva a contaminacdo de agua potavel e alimenta a proliferacdo de algas
nocivas (STOKSTAD, 2016). Além disso, diversos estudos tém apontado a correlagdo direta
entre o uso excessivo de fertilizantes nitrogenados e o aumento da liberagdo de gases de efeito
estufa na atmosfera, acidificagdo do solo, e perda da biodiversidade, entre outros problemas
(ERISMAN et al., 2011, GALLOWAY et al., 2003).

Neste cenario, o aumento da eficiéncia global do uso do nitrogénio representa uma meta
essencial no sentido de intensificar a agricultura de forma sustentdvel. Uma das alternativas
para atingir esse objetivo corresponde a promog¢do da fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
diretamente em plantas através de duas formas: desenvolvimento de associagdes simbidticas
em cereais, através do sensoriamento/associa¢do com bactérias fixadoras de nitrogénio e
formac@o de nddulos; ou da transferéncia da maquinaria da FBN para organelas vegetais, como
cloroplasto e mitocondrias, dispensando a necessidade de interagdo com bactérias
(STOKSTAD, 2016; BUREN e RUBIO, 2018; BLOCH et al., 2020a). Apesar dos crescentes
avangos nos ultimos anos, essas duas abordagens envolvem o uso de estratégias de biologia
sintética complexas, dada a dificuldade de compatibilizagdo do metabolismo e genética de
plantas com os componentes da fixa¢do de nitrogénio bacterianos. Por esse motivo, € provavel

que essas tecnologias sejam solu¢des apenas a longo prazo para a crise do nitrogénio.
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Uma segunda abordagem para o aumento sustentdvel da producdo agricola ¢ centrada
no melhoramento da eficacia de colonizagdo e liberagdo do nitrogénio fixado por bactérias
diazotroficas encontradas naturalmente associadas a cerais de interesse agricola (STOKSTAD,
2016; BUREN e RUBIO, 2018; BLOCH ef al., 2020a). A capacidade de fixa¢do de nitrogénio
tem sido relatada em uma ampla gama de géneros bacterianos, muitos dos quais sdo conhecidos
por serem rizobactérias associativas (residindo na superficie ou proximidade da raiz) e
endofiticas (residindo dentro das células vegetais), incluindo Azospirillum, Azotobacter,
Burkholderia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Paenibacillus e Pseudomonas
(SANTI, BOGUSZ e FRANCHE, 2013). O uso desses organismos apresenta a vantagem de
ndo envolver a modificagdo genética de plantas, o que € particularmente interessante em paises
onde o acesso a plantas transgénicas € restrito ou proibido. Portanto, o uso de bactérias
diazotrdficas como biofertilizantes representa uma solugdo mais sustentavel e de curto prazo a

fertiliza¢do quimica.

1.2 Género Azospirillum

O género Azospirillum (o-Proteobacteria, Rhodospirillaceae), inicialmente descrito por
Tarrand e colaboradores (1978), compreende bactérias diazotroficas, aerdbicas, gram-
negativas, moveis e endofiticas facultativas. De acordo com a List of Prokaryotic Names with
Standing in Nomenclature (LPSN) (EUZEBY, 1997, PARTE ef al., 2020), esse género
atualmente comporta 24 espécies: Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum
(TARRAND et al., 1978), Azospirillum halopraeferens (REINHOLD er al., 1987),
Azospirillum amazonense (MAGALHAES et al., 1983), Azospirillum irakense (KHAMMAS
et al., 1989), Azospirillum largimobile (DEKHIL et al., 1997), Azospirillum doebereinerae
(ECKERT ef al., 2001) e Azospirillum oryzae (XIE e YOKOTA, 2005), Azospirillum melinis
(PENG et al., 20006), Azospirillum canadense (MEHNAZ et al., 2007), Azospirillum zeae
(MEHNAZ et al., 2007), Azospirillum rugosum (YOUNG et al., 2008), Azospirillum picis (LIN
et al., 2009), Azospirillum thiophilum (LAVRINENKO et al., 2010), Azospirillum formosense
(LIN et al., 2012), Azospirillum fermentarium (LIN et al., 2013), Azospirillum humicireducens
(ZHOU et al., 2013), Azospirillum soli (LIN et al., 2015), Azospirillum agricola (LIN et al.,
2016), Azospirillum griseum (YANG et al., 2019), Azospirillum palustre (TIKHONOVA et al ,
2019), Azospirillum ramasamyi (ANANDHAM et al., 2019), Azospirillum baldaniorum
(FERREIRA et al., 2020) e Azospirillum thermophilum (ZHAQO et al., 2020).

Dentre as bactérias pertencentes ao género Azospirillum, a espécie Azospirillum
brasilense tem sido amplamente estudada devido a sua ampla distribui¢cdo nos solos tropicais e

subtropicais e por ser capaz de promover o crescimento vegetal, aumentando o rendimento de
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safras de importancia agrondmica (DOBBELAERE efal., 2001). Estudos de avaliag@o do efeito
da inoculagdo de estirpes de A. brasilense em campo desenvolvidos por Hungria e
colaboradores (2010) mostraram aumento de produtividade de cultivares de milho e trigo em
27% e 31%, respectivamente, confirmando o potencial desse organismo como biofertilizante.
Esse efeito tem sido atribuido principalmente a produgdo fitohormonios promotores do
crescimento vegetal (SPAEPEN ef al., 2008, CASSAN ef al., 2011) ao invés da FBN, ja que a
transferéncia do nitrogénio fixado para as plantas ocorre de forma lenta e indireta,
presumivelmente exigindo decomposi¢do e mineralizagdo bacteriana (OKON ef al., 1983,
CHRISTIANSEN-WENIGER e VAN VEEN, 1991; WOOD et al., 2001).

O efeito positivo da FBN de A. brasilense sobre o crescimento vegetal motivou a busca
por estirpes que fossem mais eficientes na fixagdo de nitrogénio e/ou na transferéncia do
nitrogénio fixado para a planta, ja que os processos de fixagdo e assimila¢do de nitrogénio sao
fortemente acoplados e bactérias diazotréficas ndo liberam altruisticamente altas taxas de
amoOnio para o ambiente (BATISTA e DIXON, 2019). Com isto em mente, Machado e
colaboradores (1988) isolaram quatro mutantes resistentes a etilenodiamina (EDA) a partir da
estirpe Sp7 de A. brasilense, os quais mostraram ser capazes de fixar nitrogénio
constitutivamente e excretar amonio. Os resultados obtidos desde entdo para o efeito da
excrecdo de nitrogénio sobre o crescimento vegetal tém sido animadores: espécimes de Sefaria
viridis quando inoculadas com um desses mutantes, a estirpe HMO0S53, assimilaram nitrogénio
a uma taxa até dezesseis vezes maior em relagdo a plantas inoculadas com a estirpe selvagem
FP2, sendo essa quantidade suficiente para atender a demanda de nitrogénio diaria pela planta
(PANKIEVICZ ef al., 2015). Além disso, quando inoculada em plantulas de trigo, a estirpe
HMO053 mostrou ser capaz de colonizar a superficie da raiz e aumentar o peso seco da parte
adrea e raiz em 30 e 49%, respectivamente, quando comparada ao controle ndo inoculado; e 30
e 31% em relacdo a estirpe parental FP2, respectivamente (SANTOS et al., 2017). Estudos em
campo conduzidos por Pedrosa e colaboradores (2019) mostraram ainda que a inoculagdo de
plantulas de milho com a estirpe HMOS53 (a partir de fertilizagdo base de 30 kg N/ha) aumentou
o rendimento de produtividade entre 4,7-29% (ou 460,5-1769,3 kg/ha) comparado ao controle
ndo inoculado, enquanto o aumento resultante da inoculagdo com a estirpe ndo excretora de
aménio Ab-VS5 variou entre 2,2-10,4% (ou 178,0-759,9 kg/ha). Esse fenotipo caracteristico da
estirpe HMO053 tem sido atribuido a uma mutag¢do pontual no gene g/nA situada na posigdo
1040, a qual leva a substituicio de um nucleotideo citosina por timina e consequente
substitui¢do de um residuo de prolina por leucina na posi¢do 347 (P347L) da glutamina sintetase
(HAUER, 2012), reduzindo sua atividade. Entretanto, pelo modo como o mutante foi obtido,

ndo ¢ sabido se haveria mutagdes em outros genes que poderiam contribuir para esse fenotipo.
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1.3 Fixacao Biologica de Nitrogénio (FBN)

A redugdo de N2 a NH3 que ocorre durante a FBN € uma reagdo com multiplas etapas
catalisada pelo complexo enzimatico da nitrogenase (SIMPSON e BURRIS, 1984). Este
processo requer grande quantidade de energia obtida por hidrolise de MgATP a MgADP + Pi,
como representado pela seguinte reagdo (IPATA e PESI, 2015):

N
N, + 8H* + 8e~ + 16ATP*~. Mg?* + 16H,0 ——5 2NHs + H, + 16ADP3~.Mg?* + 16Pi + 16H*

Nitrogenases sdo metaloenzimas sensiveis a oxigénio com estrutura € mecanismos de
catalise conservados, formadas pela interagdo entre duas enzimas distintas: a dinitrogenase, que
efetivamente realiza transferéncia de elétrons para a molécula de dinitrogénio a amoénio, e a
dinitrogenase redutase, que recebe elétrons de ferredoxinas e os transfere para a dinitrogenase.
Atualmente, sabe-se da existéncia de trés isozimas possiveis do complexo da nitrogenase, todas
as quais possuem grande similaridade de sequéncia e fun¢io de seus componentes, mas que sao
distinguidas pelo uso de diferentes cofatores metalicos no sitio ativo da dinitrogenase; elas sdo
conhecidas como nitrogenases dependentes de molibdénio (Mo), vanadio (V) ou ferro (Fe)
(HARRIS et al., 2018), as quais sdo codificadas por clusters de genes exclusivos denominados
nif, vif e anf, respectivamente (EADY, 1996). Sua distribui¢do € restrita a procariotos, mas
entre eles, ocorre em diversas linhagens evolutivas pouco relacionadas (SANTOS ez al., 2012).

A forma mais amplamente distribuida € a nitrogenase dependente de molibdénio (Mo),
mais bem caracterizada em Azotobacter vilelandii. Como todas as nitrogenases, ela possui dois
componentes funcionais: o primeiro componente, denominado dinitrogenase redutase (proteina
ferro, Fe ou NifH), ¢ um homodimero ¢, de 64 kDa que contém um cluster Unico [4Fe-4S] na
interface entre as duas subunidades e dois sitios de ligagdo a MgATP (GEORGIADIS et al.,
1992). Por sua vez, o componente catalitico, denominado dinitrogenase (proteina ferro-

molibdénio, FeMo ou NifDK), ¢ um heterotetramero a,, de 250 kDa que recebe elétrons

oriundos da dinitrogenase redutase e catalisa a redu¢do do dinitrogénio a amoénia. Cada
heterodimero ofy contém um cluster P [8Fe-7S] na interface entre as subunidades e um cofator
de sitio ativo de homocitrato FeMoco [7Fe-9S-C-Mo-homocitrato] na subunidade o, sendo este

ultimo o sitio para reducio de substrato (LANCASTER et al., 2011) (Figura 1).
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Figura 1 - Representacio esquematica dos componentes do complexo da nitrogenase
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O componente doador de elétrons do complexo da nitrogenase, conhecido como dinitrogenase redutase ou
proteina Fe, ¢ um homodimero que contém um cluster inico [4Fe-4S] (mostrado em amarelo) e dois sitios
de ligacio a ATP (um em cada mondmero). O componente catalitico, mais comumente conhecido como
dinitrogenase ou proteina FeMo, ¢ um heterotetrimero a,p, que possui um cluster P [8Fe-7S] (mostrado em

azul) e um cofator FeMoco [7Fe-95-C-Mo-homocitrato] (mostrado em vermelho). O fluxo de elétrons
provém do cluster [4Fe-4S] para o cluster P, chegando ao cofator FeMoco. Apesar da isozima dependente
de molibdénio ser a predominante, alguns organismos diazotréficos carregam genes para as isozimas ferro-
vanadio (FeV) ou ferro-ferro (FeFe), as quais sdio heterohexdmeros a,p,7, que contém os metais vanidio e

ferro (representados pela letra M), respectivamente. Adaptado de HARRIS ef al., 2018.

Durante a catalise, a proteina Fe participa em um ciclo de trés estados para que haja a
transferéncia de elétrons para a proteina FeMo (SEEFELDT et al., 2009). Inicialmente, a
proteina Fe reduzida com o cluster [4Fe-4S] em seu estado de oxidagdo 1" liga-se a duas
moléculas de MgATP, formando o complexo Fe™(ATP),. Em seguida, ha a associagio
temporaria com a proteina FeMo, o que permite a transferéncia de um elétron do cluster [4Fe-
48] até o cofator FeMoco da proteina FeMo, produzindo [Fe®S(ATP).:MoFe™]. Durante esse
processo, ha a hidrolise das moléculas de MgATP, e os dois Pi produzidos dissociam-se do sitio
de ligagdo, permitindo o relaxamento do complexo conformacional ativo. Uma vez oxidada e
com o cluster [4Fe-4S] em seu estado de oxidagdo 2", a proteina Fe dissocia-se da proteina
FeMo, gerando [Fe®*(ADP)2], e € regenerada através da liga¢do a novas moléculas de MgATP
e a redugdo do [4Fe-4S]?" para o estado de oxidago 1" (SEEFELDT et al., 2009, DUVAL et
al, 2013).

Estudos envolvendo a proteina FeMo complexada durante a catalise tém esclarecido
como elétrons e protons acumulam-se no cofator FeMoco e como a enzima ¢ ativada para
ligacdo e redugdo do N2 em nove etapas (representadas por Eo-Eg) (HOFFMAN et al., 2014).
De forma geral, nas etapas iniciais (Eo-E4), quatro elétrons e quatro prétons sdo acumulados no
cofator FeMoco para criar o estado E4(4H), no qual dois hidretos sdo coordenados em forma de
ponte por atomos de ferro compartilhados (Fe-H-Fe). Os dois hidretos sdo entdo combinados
para formar H> em uma reacdo de eliminacdo redutiva, a qual ¢ acoplada com a ligagdo e

reducdo de N2 por dois elétrons e protons para formar o complexo intermediario metalico de
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diazeno (E4 (2N2H)). Esse passo ¢ reversivel, podendo haver a adig¢@o oxidativa de Hz pelo
complexo E4 (2N2H), levando a liberag@o de N2 (Figura 2) (HARRIS ef al., 2018, SEEFELDT
et al., 2020). Nas etapas subsequentes, o intermediario diazeno € reduzido a hidrazina (E4

(2N4H)), e entdo a duas moléculas de amédnia (SEEFELFT ef al., 2013).

Figura 2 - Mecanismo simplificado de ativacdo de N2 para a formacio de NH3
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Na figura é mostrado o angulo do cofator FeMoco referente aos atomos 2, 3, 6 ¢ 7 de ferro. Nas etapas
iniciais da catdlise envolvendo a proteina FeMo (Eo-E4), ha 0o acaimulo de quatro elétrons e prétons no
cofator FeMoco, formando o estado E4(4H), onde dois hidretos sio coordenados por atomos de ferro
compartilhados. Em seguida, ha a formacio de H: acoplada a ligaciio e reducdo de N2 (reacio direta). O
primeiro complexo intermediario envolvendo nitrogénio formado, E42N2H), é reduzido nas proximas
etapas A E«(2N4H) e entiio a duas moléculas de NH; (nio mostrado). Alternativamente, o intermediario
E4(2N2H) pode participar de uma reagio reversa de adicio oxidativa envolvendo a protonacio de hidretos,
a qual ocorre na auséncia de Nz (reaciio reversa). Fonte: HARRIS et al., 2018,

Embora os substratos fisioldgicos sejam N2 e protons, as nitrogenases também podem
reduzir uma série de outros substratos, como o acetileno (C2Hz), didxido de carbono (CO2),
diazeno (N2H2) e hidrazina (N2H4). Dentre esses substratos, o acetileno, que € reduzido a
etileno, € o mais comumente usado para monitorar a atividade in vivo e in vitro da nitrogenase

(SEEFELFT et al., 2013).

1.4 Assimilacio de amonio

Mediante altas concentragdes de amonio no ambiente, a permeagdo passiva de espécies
ndo carregadas através da membrana, como a NH3, ¢ normalmente suficiente para sustentar o
metabolismo celular no caso de bactérias e fungos entéricos. Entretanto, em condi¢des de
fixacdo de nitrogénio, quando a difusdo se torna limitante, sistemas de transporte de amdnio
(NH4'/NH3) passam a ser necessarios (KLEINER, 1985, ZHENG et al., 2004). Esses sistemas
de captacdo envolvem transportadores de amdnio de alta afinidade, conhecidos como Amt.
Com o esclarecimento das estruturas cristalograficas do transportador AmtB de E. coli
(ZHENG et al., 2004) e Amtl de Archaeoglobus fulgidus (ANDRADE et al., 2005), foi
demonstrado que essas proteinas sdo trimeros de cerca de 90 kDa, com 11 hélices
transmembranas em cada mondmero que formam um canal hidrofobico, o qual possibilita a

passagem de amonia em sua forma desprotonada. De acordo com mecanismo proposto, os ions
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NHj4" inicialmente se ligam a um sitio localizado na entrada do canal hidrofdbico da proteina
AmtB, préximo a regido do periplasma celular. Em seguida, h4 a desprotonagéo facilitada por
dois residuos de histidina altamente conservados (H168 e H318). O transporte de amonia (NHz)
entdo ocorre através dos poros hidrofobicos localizados no centro de cada mondmero da
proteina trimérica. ApOs atingir o meio intracelular, a amonia passa a ser novamente protonada
(ZHENG et al., 2004, KHADEMI e STROUD, 2006).

Em E. coli e outras bactérias entéricas, o amonio captado do meio extracelular (ou
obtido a partir do processo de FBN pelo complexo da nitrogenase, nas enterobactérias
diazotrdficas), pode ser assimilado a glutamato através de duas vias, denominadas GS-GOGAT
e GDH. A via principal, GS-GOGAT, envolve a agdo sequencial das enzimas glutamina
sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT) (WESTBY ef al., 1987), como mostram as

equagdes abaixo:

GS
L-glutamato + NH, + ATP ——% L-glutamina + ADP + Pi

GOGAT
L-glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH ——» 2 L-glutamato + NADP"

Na primeira rea¢do, uma molécula de amonio € incorporada a uma molécula de
glutamato para formar glutamina, em um processo dependente de ATP catalisado pela GS. Em
seguida, ha a transferéncia do grupo 6-amino da glutamina para uma molécula de 2-
oxoglutarato (20G), produzindo duas moléculas de glutamato em uma reagdo dependente de
NADPH e catalisada por GOGAT.

A enzima GS, codificada pelo gene g/nA4 e componente central das vias de assimilagdo
de nitrogénio, possui alta afinidade por ions aménio (Kxus™ = 0,1 mM, K, p= 0,4 mM, K=
4 mM). Por essa razdo, GS ¢ preferencialmente ativa em condi¢des de limitagdo de nitrogénio
(VAN HEESWIIJK et al., 2013) (a atividade e regulac@o desta enzima sdo discutidas com mais
detalhes na segdo 1.4.1).

Em £. coli, a enzima GOGAT (glutamina 2-oxoglutarato aminotransferase), codificada
pelos genes gltB e gltD, ¢ um heterodimero formado por subunidades a e B de massas
moleculares iguais a 166 e 52 kDa, respectivamente. A associagdo das subunidades leva a
formacg@o de um octadmero cataliticamente ativo contendo um cofator FAD, um cofator FMN e
trés diferentes clusters Fe-S, importantes para a redug@o de 2-oxoglutarato (VANONI e CURTI,
2008). Estudos de propriedades cinéticas revelaram que a enzima GOGAT apresenta alta

afinidade aos seus substratos (Kgin = 0,18 mM, Kzog = 0,007 mM e Knappu = 0,0015 mM)
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(RENDINA ¢ ORME-JOHNSON, 1978). Em A. brasilense, os genes gltDB também foram
descritos como codificantes para as subunidades da glutamato sintase (PELANDA et al., 1993).

Alternativamente, hd ainda uma segunda via de assimilagdo de amonio envolvendo a
enzima glutamato desidrogenase (GDH), a qual catalisa a aminagdo redutiva de 2-oxoglutarato
a glutamato envolvendo o gasto de uma molécula de NADPH, como representado pela equagio

abaixo:

GDH
2-oxoglutarato + NH4" + NADPH — glutamato + NADP*

Em E. coli, a enzima GDH, codificada pelo gene gdhA, ¢ um hexdmero com massa
molecular total de 275 kDa, composta por mondmeros idénticos de 50 kDa (LIN e REEVES,
1991). Uma vez que a enzima ndo requer ATP para a catélise e devido a sua baixa afinidade de
ligacdo aos substratos (Km = 1 mM para amonio), a via GDH encontra-se ativa em condigdes
de excesso de amédnio (SAKAMOTO ef al., 1975). Por outro lado, baixos niveis de nitrogénio
favorecem a via GS-GOGAT, ja que a enzima glutamina sintetase possui um Ky pelo menos
dez vezes inferior para amdnio quando comparada a glutamato desidrogenase (ALIBHAI e

VILLAFRANCA, 1994). A via GS-GOGAT também ¢ a predominante em A. brasilense.

1.4.1 Glutamina sintetase (GS)

Como mencionado anteriormente, a enzima GS participa na via central de assimila¢do
de amoénio e biossintese de glutamina durante a fixacdo bioldgica de nitrogénio. Quatro tipos
de glutamina sintetase sdo descritas na literatura: GSI, GSII, GSIII e GInT (MERRICK e
EDWARDS, 1995). A forma mais comum encontrada em procariotos, GSI, é uma enzima
dodecamérica com subunidades idénticas que interagem para formar uma estrutura quaternaria
com a forma de dois anéis hexagonais sobrepostos, os quais sdo mantidos juntos por interagdes
hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio entre as subunidades (ALMASSY er al, 1986).
Experimentos de caracterizagdo da enzima GS de A. brasilense mostraram semelhangas com a
enzima de F. coli, sendo as massas moleculares do oligdmero de 12 subunidades e de cada
monomero de aproximadamente 630 e 52 kDa, respectivamente (PIROLA ef al., 1992).

Cada um dos doze sitios ativos, localizados na interface entre os monomeros, podem
ser descritos com “bi-funis”, nos quais hé a liga¢do de ATP e glutamato nas extremidades
opostas (Figura 3). Além disso, na regido central desses funis hé dois sitios de ligagdo para
cations divalentes, conhecidos como nl e n2, os quais sdo envolvidos na ligagdo de glutamato

e transferéncia de grupo fosforil, respectivamente (EISENBERG ef al., 2000). Esses sitios
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normalmente sio ocupados por ions Mg?" e Mn?", os quais sio importantes para a catalise
enzimatica. Estudos de especificidade de GS de A. brasilense demonstraram que as
propriedades cataliticas da enzima variam de acordo com a liga¢do a diferentes cations
divalentes (Mg?", Mn?" e Co?"), cuja afinidade ¢ influenciada pelo estado de adenililagio da

enzima e pH do meio (BENDER ez al., 1977, ANTONYUK, 2007).

Figura 3 - Representacio estrutural da enzima glutamina sintetase bacteriana
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GS tipo I bacterianas siio dodecimeros formados a partir de dois anéis hexaméricos sobrepostos (estrutura
em azul), com 12 sitios ativos formados entre os monomeros vizinhos. Cada sitio ativo pode ser visualizado
como um bi-funil (representado em vermelho), com entradas na parte superior e inferior para os substratos
ATP e glutamato, respectivamente (mostrados em amarelo), ¢ com sitios de ligacio para dois metais
bivalentes na regido de junc¢iio do funil. A estrutura em verde representa o dominio C-terminal (residuos
101-468) de uma subunidade. A hélice C-terminal, chamada de haste helicoidal, é visivel como uma extensio
prolongada da estrutura na parte inferir da subunidade isolada, e é inserida em um orificio hidrofébico na
subunidade eclipsada do anel hexamérico oposto. Adicionalmente, o canal central do dodecimero é
revestido por seis folhas-$ de quatro fitas, cada uma construida a partir de um Jloop antiparalelo (residuos
137-152) contribuido por subunidades em anéis opostos. Uma dessas alcas antiparalelas ¢ visivel como uma
haste dobrada (mostrada na regido inferior direita da estrutura em verde), a direita da haste helicoidal C-
terminal. Estrutura de Salmonella typhimurium, EISENBERG et al., 2000.

A partir de estudos de cristalografia de raios-X de cinco complexos enzima-substrato
analisados em diferentes tempos e disposi¢cdes espaciais e da interpretacdo dos estados
intermediarios, foi proposto um mecanismo das etapas envolvidas na biossintese de glutamina
pela enzima GS de Salmonella typhimurium em seu estado totalmente desadenililado (LIAW e
EISENBERG, 1994). Segundo o mecanismo de reagdo proposto, inicialmente uma molécula de
ATP liga-se a regido superior do centro ativo em formato de funil, com o grupo fosfato ligando
adjacente ao cation bivalente no sitio n2. Por sua vez, essa ligagdo causa uma alteragcdo no loop
que contém AspS0 (residuo catalitico), o qual resulta em um deslocamento da cadeia lateral
desse residuo em direg@o ao sitio ao qual um ion aménio sera ligado. Numa préxima etapa, uma
molécula de glutamato entra na cavidade a partir da regido inferior do bi-funil, com o grupo y-

carboxilato ligando adjacente ao ion bivalente no sitio nl, proximo a um loop flexivel
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envolvendo os residuos 324-328. O grupo y-fosfato da molécula de ATP ¢ entdo transferido
para o grupo y-carboxilato da molécula de glutamato, formando o intermediario y-glutamil-
fosfato e ADP. Em seguida, um ion amoénio entra no sitio ativo e € desprotonado pela cadeia
lateral do residuo de Asp50, formando amoénia, a qual ataca o carbono & do intermediario y-
glutamil-fosfato, liberando o grupo fosfato e levando a formagdo de uma ponte salina entre o
intermediario tetraédrico formado e o residuo catalitico Glu327. Por fim, Glu327 recebe um
proton do grupo y-amino do intermediario tetraédrico, neutralizando a ponte salina e formando
glutamina. Por ndo possuir interagdo eletrostatica com o Glu327, a glutamina permite a abertura
do segmento envolvendo os residuos 324-328, sendo liberada. (ALIBHAI e VILLAFRANCA,
1994; LIAW e EISENBERG, 1994; EISENBERG et al., 2000).

1.4.2 Regulacio da assimila¢ao de amonio

Dada a necessidade de adaptagdo as flutuagcdes na disponibilidade de amoénio no
ambiente e o alto gasto energético associado a fixagdo de nitrogénio atmosférico pelo complexo
da nitrogenase, o processo de assimilagdo de nitrogénio em bactérias € altamente regulado tanto
a nivel transcricional quanto pos-traducional. A propria enzima glutamina sintetase, cuja
atividade exige um gasto energético maior do que o de GDH, é um dos principais alvos de
regulacdo. E sabido que a enzima GS de E. coli tem sua atividade inibida alostericamente por
diversos compostos nitrogenados, como alanina, glicina, serina, histidina, CTP, AMP e
carbamoil-fosfato (WOOLFOLK e STADTMAN, 1967; PIROLA et al., 1992), moléculas cujo
aumento da concentragdo no citoplasma sinaliza a suficiéncia de nitrogénio em diversas vias
biossintéticas. GS ainda € alvo de inibi¢do mediada pela atividade de outras proteinas, conforme

descrito na sequéncia.

1.4.2.1 Controle da atividade de GS por ATase/AR

Em proteobactérias, além da regulagdo alostérica, ha também o controle pos-traducional
da atividade de GS em resposta ao status de nitrogénio e carbono intracelular. Esse controle ¢
feito pela proteina ATase/AR (GInE), uma enzima bifuncional que pode catalisar a modificagio
covalente dos mondmeros GS através da ligacdo de um grupo AMP a um residuo conservado,
oriundo de uma molécula de ATP, com a liberag@o de pirofosfato (PPi). Uma vez que cada uma
das subunidades do dodecamero pode ser adenililada, GS pode comportar até doze grupos AMP
ligados covalentemente, sendo a atividade da enzima diminuida a medida que o numero médio

de subunidades adenililadas aumenta. Em £. coli, o residuo de aminoacido de GS que sofre a
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modificagdo ¢ a tirosina 397, que estd localizada no diametro externo da estrutura do anel
hexagonal (VAN HEESWIJK ez al., 2013).

A enzima ATase/AR, codificada pelo gene g/nkE e inicialmente estudada em £. coli, é
um mondmero de massa molecular igual a 115 kDa (CABAN e GINSBURG, 1976) contendo
dois dominios nucleotidiltransferase (NT), sendo um dominio N-terminal, responsavel por
catalisar a atividade adenilil removase (AR), e um dominio C-terminal, catalisador da atividade
adenilil transferase (AT). Adicionalmente, um dominio central regulatério (R) de cerca de 200
aminoacidos ¢ localizado entre os dominios N- e C-terminais, e parece estar envolvido com a
transdugdo de sinal intramolecular, provavelmente impedindo a ativagdo simultdnea das
atividades de adenilila¢do e desadenililagdo de GS (JIANG, PIOSZAK e NINFA, 2007). Esses
trés dominios sdo separados por duas regides de interdominios curtas (Q-linkers), de 15 a 25
aminoacidos, cuja composi¢do tipicamente inclui residuos de glutamina, arginina, glutamato e
prolina (WOOTTON e DRUMMOND, 1989). Estudos conduzidos com a ATase de E. coli
mostraram que, apesar do dominio N-terminal ndo ser ativo in vifro, a atividade AR ¢
recuperada quando adicionado do dominio C-terminal. Isso sugere que os dominios de GInE
possuem comunicagdo e possivelmente participem na regulagdo um do outro (JIANG e NINFA,
2009).

A identificacdo de GInE em A. brasilense mostrou que a sequéncia dos dominios
nucleotidiltransferase podem ser alinhadas entre si, indicando homologia parcial entre os
mesmos. Além disso, residuos identificados como importantes para a atividade catalitica da
enzima de E. coli, mostraram conservacdo na sequéncia de GInE de A. brasilense, como os
residuos 161-169 por exemplo, que formam um loop importante para a ligagdo de fosfato (VAN
DOMMELEN et al., 2009).

Em E. coli, a atividade de GInE ¢ influenciada diretamente por glutamina, cuja ligacdo
provavel a um sitio localizado no dominio C-terminal leva a ativagdo da atividade AT com a
concomitante inibi¢do da atividade AR. Alternativamente, uma sinalizagdo antagdnica a
glutamina € realizada por 2-oxoglutarato, o qual atua através da ligacdo a proteinas do tipo PII,
que por sua vez interagem diretamente com GInE (JIANG, PIOSZAK e NINFA, 2007). Em A.

brasilense, a interagdo direta entre GInE e PII ainda néo foi relatada.

1.4.2.2 Proteinas PII

As proteinas da familia PII sdo amplamente distribuidas nos dominios da natureza,
sendo encontradas em bactérias, arqueias, € em cloroplastos de algas e plantas. Essas proteinas
estdo envolvidas na regulacdo de diferentes aspectos do metabolismo de carbono e nitrogénio,

onde atuam ativando ou inibindo a atividade de proteinas alvo a depender da disponibilidade



31

de sinalizadores metabolicos ou da modificagdo covalente de PII por proteinas de modificagdo
pos-traducional.

Analises de sequéncias primarias de aminoacidos e de contexto genético (organiza¢io
do genoma) permitiram a classificagdo das proteinas PII em trés grupos: GInB/GInK, que
agrupa as proteinas mais amplamente caracterizadas GInB (que pode formar um operon com os
genes g/nA ou nadF) e GInK (normalmente parte do mesmo operon do gene amiB); Nifl, que
engloba os genes nifl e nifl2 que podem ser encontrados em operons dos genes relacionados a
FBN; e PII-NG, um novo grupo menos caracterizado que contém proteinas relacionadas ao
transporte de metais (SANT ANNA ef al., 2009). Em A. brasilense, existem dois homologos
de PII, GInB (coexpressa com GIlnA) e GInZ (ortdloga de GInK, ndo coexpressa com AmtB)
(TRUAN et al., 2010).

Em proteobactérias, os membros da familia PII tipicamente contém 112 residuos de
aminoacidos e compartilham caracteristicas estruturais conservadas. A partir de determinag¢des
cristalograficas de uma série de proteinas PII de diferentes organismos, foi constatado que sdo
proteinas homotriméricas de massa molecular de aproximadamente 37 kDa, com subunidades
contendo entre 12-13 kDa. As trés subunidades, cada uma compreendendo duas a-hélices e
quatro B-folhas, estdo associadas em um cilindro compacto arranjado em um motivo PBof
contectado por uma al¢a longa denominada loop T (Figura 4) (TRUAN et al., 2010; HUERGO,
CHANDRA e MERRICK, 2013). Em muitas bactérias, esse loop contém um residuo de Tyr51
passivel de modifica¢do pos-traducional por uridililagdo, caracterizado pela primeira vez em F.
coli (SON e RHEE, 1987). Além disso, estudos de mutagénese de GInB de £. coli mostraram
que o loop T ¢ essencial para ligacdo de PII a diversas proteinas alvo (GInD, GInE e NtrB) e
moléculas efetoras (JIANG ef al., 1997b). As proteinas PII também possuem um segundo loop
localizado entre a segunda a-hélice e a quarta B-folha, denominado loop B, e um terceiro loop
localizado na regido C-terminal, denominado loop C (Figura 4). Os loops T ¢ B de uma
subunidade e o loop C de outra formam uma fenda entre os mondmeros importante para a
ligacdo de moléculas efetoras (TRUAN ef al., 2010; HUERGO, CHANDRA e MERRICK,
2013).
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Figura 4 - Representacio estrutural do trimero de GInZ de A. brasilense
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O trimero de PII forma um barril compacto no qual cada mondomero compreende duas a-hélices e quatro
p-folhas, de modo que as hélices a ¢ p formam um motivo faff duplo contectado por uma alca longa,
denominada loop T. Esse loop contém um residuo de tirosina (TryS1) que pode ser modificado
covalentemente (nfio destacado). A liga¢io de ATP (rosa), 2-OG (verde) e Mg** (azul) é mostrado em vista
superior (A) e lateral (B). Os loops T (residuos 37-55), B (residuos 82-88) e C (102-105) estio indicados com
setas. Fonte: TRUAN et al., 2010.

As proteinas PII sdo transdutores de sinal cuja atividade € influenciada diretamente por
moléculas efetoras, como ATP, ADP e 2-oxoglutarato. Essas moléculas ligam-se a sitios
amplamente conservados nas fendas localizadas entre os mondmeros em resposta a variagdes
no estado energético e de nitrogénio intracelular. Estudos realizados em GInB de E. coli
demonstraram que ATP e ADP se ligam competitivamente, e que a liga¢do de 2-oxoglutarato e
ATP ocorre de forma cooperativa. Os dados obtidos sugerem que PII possivelmente adote duas
conformagdes funcionalmente distintas, sendo uma influenciada por altos niveis intracelulares
de 2-OG, que leva a ligagdo cooperativa de 2-OG e ATP; e um segunda em baixas
concentragdes de 2-OG, que favorece a ligagdo de ADP, embora estados intermediarios com
uma mistura de locais ligados a ATP e ADP parecam ser viaveis (JIANG e NINFA, 2007).
Experimentos realizados com as proteinas GInB e GInZ de A. brasilense por Gerhardt e
colaboradores (2012) mostraram resultados semelhantes, indicando que a concentragdo de 2-
OG ¢ um fator chave na ocupagado de PII por ATP ou ADP, os quais se ligam competitivamente,
e que a ligagdo de MgATP e 2-OG ¢ um pré-requisito para a uridililagdo de PII por GInD.
Embora haja grande conservacao de sequéncia e funcionalidade entre as proteinas PIL, detalhes
dos parametros de interagdo com 20G, ATP e ADP diferem entre os microrganismos (ver, por
exemplo, JONSSON e NORDLUND, 2007, GERHARDT et al., 2012, OLIVEIRA et al,,
2015), exigindo ainda mais cautela do que os demais componentes do sistema de regulagdo da
assimilag@o de nitrogénio no tocante a extrapolacdo de resultados obtidos em E. coli para as

demais proteobactérias.
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1.4.2.3 Modificacido de PII por UTase/UR

Assim como GInE, a enzima UTase/UR € uma proteina bifuncional que leva ao controle
pos-traducional de proteinas alvo através da modificagdo covalente reversivel de subunidades,
alterando a atividade das mesmas em respostas a sinalizadores do status energético, carbono e
nitrogénio na célula. Em F. coli, onde GInD foi mais bem caracterizada, foi mostrado que o
gene glnD codifica para uma proteina de 890 aminoacidos e aproximadamente 100 kDa (VAN
HEESWIIK et al., 1993), que possui quatro dominios: um dominio N-terminal que possui um
motivo nucleotidiltransferase (NT), responsavel pela atividade uridilil transferase que leva a
transferéncia de um grupo UMP para o residuo de Try51 de PII; um dominio HD, que recebe
esse nome por possuir residuos de histidina e aspartato conservados (H552 e D533 em F. coli)
e catalisa a remocdo de grupo uridilil modificante; e dois dominios ACT C-terminais, que
controlam a atividade de GlnD por meio do sensoriamento e ligagdo de glutamina em resposta
a concentragdo de nitrogénio (ZHANG et al., 2010).

Estudo realizados com a proteina de E. coli mostraram que a presenca de glutamina
estimula a atividade de uridilil removase de GInD, levando a hidrolise de PII-UMP a uma
concentracdo de glutamina de aproximadamente 80 uM. Concomitantemente, a ligagdo de
provavelmente devido a inibicdo da etapa catalitica da reagdo de transferase, enquanto a
atividade de removase ¢ estimulada pela reducdo do Ki e aumento do Keat. O sitio de ligagdo
de glutamina em GInD tem sido atribuido ao dominio ACT, ja que a dele¢do do mesmo resultou
em alteracdo do perfil de ativacdo dos dominios em resposta a presenga desse sinalizador
(FORCHHAMMER, 2007, ZHANG et al., 2010). Além disso, foi mostrado que ambas as
reagOes, UTase e UR, sdo ativadas indiretamente pela ligacdo de ATP e 2-OG a PII e PII-UMP
(JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998). Estudos in vifro realizados por Aragjo e colaboradores
(2008) mostraram que a uridililagdo das proteinas GInB e GInZ por GInD de A. brasilense ¢ um
processo dependente de ATP e 2-OG, e que a presenga de glutamina estimula a desuridililagao
de PIL

O efeito da sinalizagdo de glutamina que leva a uridililagdo/desuridililagdo de PII em
resposta a alteragcdes na disponibilidade de amonio, € transmitido para receptores especificos
envolvidos em diferentes aspectos do metabolismo do nitrogénio. Por sua vez, esses receptores
desencadeiam uma cascata de regulag@o na célula que altera os padrdes de fixagdo de nitrogénio
e assimilacdo de amonio. Em E. coli, os principais receptores incluem o transportador de
aménio AmtB (se¢@o 1.4), ATase/AR (se¢do 1.4.2.1), além de NtrB (parte do sistema de dois

componentes regulatdrio NtrB-NtrC), e NifA, o regulador direto da transcrigdo dos genes nif
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(este ultimo ausente em F. coli). Esses dois ultimos serdo explicados em mais detalhes nas

secdes seguintes.

1.4.2.4 Sistema regulatorio de dois componentes NtrB-NtrC

A enzima uridilil transferase/uridilil removase € considerada o sensor primario do status
de nitrogénio na célula e altera reversivelmente o estado de uridililagdo de PII que, por sua vez,
modula a atividade de NRII (NtrB) e NRI (NtrC), um sistema regulatorio de dois componentes
que consiste em um sensor/transmissor € uma proteina receptora/reguladora de resposta. Em F.
coli, organismo no qual esse sistema foi amplamente estudado, o gene g/nl. (ntrB) codifica para
uma proteina de 349 aminoacidos, com massa molecular de aproximadamente 36 kDa por
monomero e forma homodimeros em solu¢do. Cada subunidade de NtrB consiste de trés
dominios: um dominio sensor amino-terminal de aproximadamente 120 aminoacidos, um
dominio central helicoidal de dimerizagdo e que contém um residuo de histidina (His139), sitio
de autofosforilagdo (NINFA e BENNETT, 1991; JIANG et al., 2000); e um dominio C-terminal
que ¢ responsavel por ligar nucleotideos. Os dois ultimos dominios, que compreendem cerca
de 230 aminoacidos, compdem o moddulo transmissor com atividades quinase e fosfatase
(JIANG et al., 2000).

O dominio C-terminal de NtrB, envolvido com a ligacdo a ATP, também contém o sitio
de ligacdo a PII (PIOSZAK, JIANG e NINFA, 2000). Tal como acontece com muitas outras
interagdes de proteinas PII com seus alvos, a interagdo de GInB com NtrB ¢ regulada tanto pelo
estado de modificacdo de GInB quanto pela presenca de moléculas efetoras. Estudos de
avaliag@o do efeito de 2-oxoglutarato na regulagdo das atividades quinase e fosfatase de NtrB
de E. coli revelaram que, quando ndo complexada a 2-OG, PII ndo ¢ capaz de ligar NtrB, cuja
atividade quinase torna-se predominante. Segundo modelo proposto, quando as concentragdes
de 2-OG estdo baixas, o trimero de PII (ndo modificado por GInD) complexado a uma unica
molécula de 2-OG interage com NtrB, levando a inibi¢do de sua atividade de quinase e ativando
a atividade de fosfatase (JIANG e NINFA, 1999). Essa ligacdo envolve o loop T de GInB, que
¢ projetado para fora do trimero (JIANG, ZUCKER e NINFA, 1997). Entretanto, quando as
concentragdes de 2-OG estdo elevadas, PII-UMP liga moléculas de 2-OG adicionais e torna-se
incapaz de interagir com NtrB. Nessas condigdes, ha a liberagdo da inibig¢8o sobre a atividade
quinase, que leva a autofosforilacdo de NtrB (JIANG e NINFA, 1999). A reacdo de autoquinase
prossegue pela ligagdo de ATP a um mondmero, seguida de fosforilagdo do mondmero oposto.
NtrB-P, por sua vez, transfere o fosfato para NtrC, que entdo atua como ativador transcricional

(NINFA et al., 1993).



35

O gene ginG (ntr(C) codifica para uma proteina de 468 aminoacidos com massa
molecular de aproximadamente 55 kDa por mondmero, e forma dimeros em solugdo (REITZER
e MAGASANIK, 1983). O homodimero de NtrC possui uma arquitetura caracteristica de
ativadores transcricionais dependentes de ¢°* com trés regides: um dominio N-terminal de
fun¢do regulatdria, que possui aproximadamente 120 residuos de aminoacidos e um residuo de
aspartato conservado (Asp54), que ¢€ sitio de fosforilagdo por NtrB (SANDERS ef al., 1992),
uma regidio central, que contém um dominio ATPase AAA" que interage com o fator > da
RNA polimerase e promove a hidrolise de ATP, importante para a formagdo do complexo
aberto de inicio de transcrigdo (WEISS ef al., 1991); e um dominio C-terminal, que contém um
motivo hélice-volta-hélice para ligacdo a regides promotoras dos genes-alvo e determinante
para a dimerizagdo de NtrC (KLOSE et al., 1994). Os dominios N-terminal e central sdo
conectados por uma regido de interdominios (Q-linker) flexivel (WOOTTON e DRUMMOND,
1989). Uma vez fosforilado, NtrC forma um oligdmero facilitado pela regido central
(FLASHNER ez al., 1995), que leva a um aumento de afinidade de ligagdo ao DNA e da
atividade ATPase, promovendo a iniciagdo da transcrigdo de genes especificos. Em seguida, a
terminagdo da ativagdo de transcri¢do ocorre por meio da atividade de fosfatase associada a

NtrB ou por uma atividade de autofosfatase inerente a NtrC (KEENER e KUSTU, 1988).

1.4.2.5 Regulacio transcricional da assimilacio de amonio

Além do controle pos-traducional de GS mediado pelas enzimas bifuncionais
UTase/UR e ATase/AR e coordenado por P11, a assimilagdo de amonio também ¢€ indiretamente
regulada no nivel de expressdo génica pelo sistema NtrBC e a proteina RpoN, que juntos
controlam a transcri¢do de proteinas envolvidas no processo.

O gene rpoN, também conhecido como n#rd e ginF, codifica para o fator >* (ou o*)
que € envolvido no controle da expressdo de diversos genes do metabolismo de nitrogénio. A
RNA polimerase associada com ¢°* (6>*-RNA polimerase) liga-se a uma sequéncia consenso
do DNA no sitio de inicio de transcri¢do caracteristica: GG (posigdo -25/-24) e GC (posicdo -
13/-12). Diferentemente de enzima ¢’>-RNA polimerase, a holoenzima ¢>*-RNA polimerase
requer a interagcdo com uma proteina ativadora para que ocorra a formag¢do do complexo aberto
de transcri¢do. Essas proteinas ativadoras, denominadas EBPs (enhancer binding proteins), se
ligam a uma regido localizada cerca de 100 pb do sitio de iniciagdo de transcri¢@o, denominada
UAS (upstream activator sequence) e contém um motivo caracteristico GAFTGA essencial
para ligagdio ao 6°* e 0 acoplamento dos processos de hidrélise de ATP e formagiio do complexo
aberto de transcri¢do (DIXON e KAHN, 2004). A proteina NtrC ¢ um exemplo das proteinas

pertencentes a familia EBPs.
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O sistema NtrBC controla a expressdo de diversos genes relacionados a FBN. Em E.
coli, o gene glnA faz parte de um operon com nfrBC denominado glnALG ou ginA-ntrcBC, o
qual possui dois promotores: g/nApl, um promotor fraco distal contendo o sitio de ligacdo de

070’

cuja transcri¢do pode ser ativada por CRP-cAMP e inibida por NtrC-P; e g/ndp2, um
promotor forte proximal contendo sitio para 6> que ¢ ativado por NtrC-P ¢ inibido por CRP-
cAMP. Dessa forma, o promotor g/nAp2 € o responsavel pelo aumento da transcrigao de glnA
(e consequentemente nfrBC) em condi¢cdes de deficiéncia de nitrogénio (REITZER e
MAGASANINK, 1985; TIAN et al., 2001). Para que ocorra a ativagdo do promotor glnAp2,
NtrC-P liga-se a uma sequéncia ativadora (UAS) nas regides -140/-108, e forma um oligdmero
para ativar a transcri¢do pela interagdo direta com o ¢°*. Essas regides sdo necessarias para a
ativagdo da transcri¢do sob baixas concentra¢des de NtrC-P, ja que sob altas concentragdes a
estimulag@o ocorre sem sitios de ligagdo especificos (REITZER e MAGASANIK, 1986). Além
desses dois promotores 2 montante do gene g/nA, ha ainda um terceiro promotor ¢’° localizado
a montante de glnl., glnlp. Assim como glnAp1, esse promotor possui um sitio de ligagdo para
NtrC sobreposto a regido de inicio de transcri¢do. Isso significa que quando os niveis de amdnio
estdo elevados, o operon gimALG ¢ transcrito a niveis basais pela holoenzima ¢’°-RNA
polimerase a partir dos promotores glnApl e ginlp, os quais sdo reprimidos pela ligacdo de
NtrC néo fosforilada (REITZER e MAGASANIK, 1986).

Em uma gama diversificada de bactérias, incluindo . coli, os genes glnK e amtB sdo
agrupados em um operon que ndo ¢ constitutivamente expresso. Assim como observado para
glnA-ntrCB, a regido a montante do operon g/nK-amtB contém um sitio unico e caracteristico
de ligagdio de c>*. Além disso, o promotor de glnK é regulado por NtrC-P, o qual se liga a um
sitio de alta afinidade a NtrC-P adjacente a um sitio de baixa afinidade em condi¢des de baixos
niveis de amdnio. Como consequéncia, o promotor de g/nK ¢é ativado somente quando a
concentragdo de NtrC-P € proxima a maxima fisiologica (VAN HEESWIIK efal., 1996). Assim
como GInB, GInK também ¢ capaz de causar a modificagdo de GS via ATase (VAN
HEESWIIK et al., 1996, BLAUWKAMP e NINFA, 2002). A Figura 5 resume a regulagdo da
transcri¢do de genes envolvidos com a assimilagdo de amonio através do sistema de dois

componentes formado por NtrB e NtrC.
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Figura S - Regulacio da transcricio de genes relacionados a assimilacio de amonio por
NtrB-NtrC
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A uridililagio de GInB mediada por GInD em condi¢des de limitagfio de nitrogénio impede a associacio de
GInB-UMP e NRII (NtrB), que se autofosforila pela ligagio de ATP por uma subunidade, seguida de
fosforilaciio intermonomeros in trans dentro do dimero de NRIL. Em seguida, ha a transferéncia do grupo
fosforil para NRI (NtrC), que por sua vez regula a transcricdo de operons relacionados a assimila¢io de
amoénio, como exemplificados por ginALG e ginK-amtB. Mediante altas concentracdes de amdnio, PII niio
modificada e ligada a trés moléculas de ATP e uma de 2-OG ¢ capaz de interagir com NRII, que estimula a
hidrélise do grupo fosforil de NRI. Nessas condi¢des a ativacio da transcriciio de genes do metabolismo do
nitrogénio nio ocorre. As setas indicam os sitios de inicio de transcri¢io das regides promotoras. Adaptado
de VAN HEESWIJK, WESTERHOFF e BOOGERD, 2013.

Estudos de caracterizacdo dos genes ginF e ginD, que codificam para as enzimas
ATase/AR e UTase/UR, respectivamente, foram inicialmente feitos em FE. coli (VAN
HEESWIIK, 1993). O gene g/nD foi localizado entre um intervalo de cerca de 2,7 Kb separando
os genes map e dapD, precedido por um terminador independente a jusante de map. A
transcri¢gdo constitutiva de g/nD a partir de promotor proprio mostrou ocorrer de forma
independente do status de nitrogénio ou de ¢°*. Por sua vez, glnE foi identificado a jusante de
uma ORF denominada orfXE. A auséncia de identificagdo de estrutura de terminagdo
independente na regido intergénica sugere que essas regides formem um operon orfXE-glnE e
sejam cotranscritas. Assim como para g/nD, a expressdo de orfXE-glnE nao ¢é regulada em

resposta aos niveis de amonio ou da presenga de 6°* (VAN HEESWIIK, 1993).

1.4.2.6 Regulacio transcricional da assimilacio de amonio em A. brasilense

Na se¢do 1.4.2.5, foi descrita a regulagdo da transcri¢do de genes envolvidos na

assimilag@o de amonio de proteobactérias, baseando-se principalmente nos avangos obtidos na
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compreensdo do sistema de F£. coli, o qual parecer apresentar ampla distribuicdo nos
organismos. Entretanto, hd algumas diferengas importantes descritas para os componentes de
A. brasilense, principalmente no que diz respeito a organizagdo gendmica de operons € a
regulacdo da expressdo génica.

O gene rpoN identificado em A. brasilense apresentou alto grau de homologia com
outros membros da familia 6°*. Assim como descrito para outros organismos, 7poN mostrou ser
essencial para a fixagdo de nitrogénio, assimilagdo de nitrato e transporte de amdnio, bem como
na biossintese flagelar (MILCAMPS ez al., 1996).

Diferentemente da organizagdo estrutural glnA-ntrCB de E. coli, em A. brasilense os
genes nirBC estdo localizados em uma regido distante de glnA, e ndo sdo essenciais para fixagao
de nitrogénio (LIANG, ARSENE e ELMERICH, 1993). Alternativamente, o gene g/nA faz
parte de um operon com g/nB, enquanto nfrBC fazem parte de um operon com nifR3 (nifR3-
ntrBC). Estudos de caracterizagdo de regido promotora mostraram que g/nd pode ser
cotranscrito juntamente com ginB a partir dos promotores glnBp1-c'’ e glnBp2-6>*, dependendo
do status de nitrogénio intracelular. Em condi¢des de fixagdo de nitrogénio, g/nB e ginA sio

cotranscritos em altos niveis a partir do promotor glnBp2-c°*

, enquanto condi¢gdes de
suficiéncia de nitrogénio levam a uma expressdo baixa desses genes a partir do promotor
glnBpl-6’°, o qual possui sobreposi¢io a um possivel sitio de ligagio para NitrC.
Alternativamente, a transcri¢do isolada de g/nA parece ser dependente de um outro promotor
regulado por nitrogénio, o qual parece ser mais ativo em condigdes de excesso de amdnio
(ZAMAROCZY et al., 1990, ZAMAROCZY et al., 1993). Além disso, estudos de regulagdo
da expressio de g/lnBA por NtrC mostraram que a transcri¢do de g/nBA via ginBp2 em
condigdes de limitacdo de nitrogénio é dependente de NtrC, que pode se ligar a dois sitios de
ativagdo (UAS) localizados a montante do promotor g/nBp2 (sobreposto ao promotor glnBp1).
Por outro lado, a expressdo isolada de g/nA parece ndo ser controlada por NtrC, mas dependente
da presenca de GInB (HUERGO et al., 2003).

Diferentemente de bactérias entéricas, em A. brasilense o gene amtB ndo ¢ localizado
na vizinhanga de glnB ou glnZ, e sua expressdo ¢ monocistronica. A regido do promotor amitB
¢ caracterizada por uma sequéncia consenso de 6% e também requer ativagio pelo sistema de
dois componentes NtrBC para transcri¢do, que ocorre de forma aumentada em condi¢des de
limitag@o de nitrogénio (VAN DOMMELEN ef al., 1998). Semelhantemente, a transcri¢do de
glnZ de A. brasilense é monocistronica e ocorre a partir de um promotor dependente de 6, o
qual ¢ ativado por NtrC tanto em condi¢des de escassez quanto excesso de nitrogénio. Assim
como para GInB, hé evidéncias de que GInZ de A. brasilense ndo participe da modificacio

reversivel de GS, apesar de GInB-UMP ter sido mostrado capaz de estimular a desadenililagdo



39

maxima de GS (DE ZAMAROCZY, 1998). Apesar de serem expressos de regides distintas,
especulou-se que a proteina GInZ poderia estar envolvida na modulagdo da atividade de AmtB,
j4 que GInZ mostrou regular negativamente a captagio de [!*C]-metilamédnio e nfo estd
envolvida com a regulagio dependente de NtrC (DE ZAMAROCZY, 1998).

Em A. brasilense, o gene glnD foi isolado a partir de uma biblioteca de mutantes
cromossomais obtidos com a inser¢do do transposon Tn5-B30 com fendtipo negativo para
transporte de metilamdnio e crescimento em nitrato. O gene identificado continha 2799 pb e
codificava para um produto de 933 aminoacidos, com massa molecular aproximada de 104,6
kDa. Nenhuma OREF foi detectada nos 170 e 400 pb localizados a montante e a jusante de glnD,
respectivamente. A expressdo de g/nD ¢ aumentada em células sujeitas a limitagdo de
nitrogénio, porém esta regulagdo ¢ apenas parcialmente dependente do sistema Ntr. Nenhuma
regido promotora ou sequéncia regulatoria foi sugerida para este gene (VAN DOMMELEN et
al., 2002). Curiosamente, experimentos de atividade biossintética e de modificacdo pos-
traducional de GS em mutante de g/nD revelaram auséncia de diferenca na atividade
biossintética entre as estirpes selvagem e mutante. Além disso, o estado de adenililagdo de GS
em condi¢des de excesso de nitrogénio foi semelhante entre as estirpes, enquanto em condig¢des
de limitagdo de nitrogénio o nivel de adenililagdo de GS do mutante foi superior em relagdo a
estirpe selvagem. Esse resultado sugere que GInD néo esta relacionada com a modulagdo da
atividade de GS, mas ¢ necessaria para a desadenililacdo completa da enzima (VAN
DOMMELEN et al., 2002).

Por sua vez, o gene g/nk foi isolado a partir da estirpe Sp7 de A. brasilense utilizando
primers desenhados com base em sequéncias conservadas de glutamina sintetase
adenililtransferases. A sequéncia génica completa foi recuperada a partir de uma montagem
gendmica da estirpe Sp245 e continha 3012 pb. As ORFs localizadas ao redor de g/nF parecem
ser mais similares as encontradas proximas ao gene glnk de Magnetospirillum magneticum
AMB-1, com uma possivel regido codificadora para uma proteina hipotética transportadora de
membrana a montante e uma proteina semelhante a classe peroxirredoxinas a jusante, a qual
pode estar envolvida com a protecdo de GS contra radicais de oxigénio (VAN DOMMELEN
et al., 2009). Isto pois, sob crescimento estacionario em condi¢gdes de limitagdo de nitrogénio,
o nivel de GS diminui rapidamente por inativagdo oxidativa mediada por espécies reativas de
oxigénio (STADTMAN, 2001). Além disso, uma analise da atividade transferasica da forma
ndo adenililada de GS a partir de uma estirpe mutante de g/nF mostrou semelhanga em relagdo
a estirpe selvagem Sp7 em condigdes de fixagdo de nitrogénio. Adicionalmente, também foi

constatada auséncia de diferenca na atividade de GS do mutante g/nE crescido em condigdes
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de limitag¢do ou excesso de nitrogénio. Esses resultados sugerem que a auséncia de adenililagio

ndo ¢ letal em A. brasilense (VAN DOMMELEN et al., 2009).

1.4.2.7 Modelo de regulacio de assimilacio de amonio

Conforme discutido anteriormente, o processo de assimilagdo de amonio compreende
uma rede regulatoria complexa que envolve transporte, sinalizagdo, metabolismo, modifica¢io
pos-traducional e transcrigdo (VAN HEESWIIK ez al., 2013). No que se refere ao nivel
proteico, os componentes incluem, ao menos, um transportador de amonio (AmtB), duas vias
de assimilagdo de amdnio (GS-GOGAT e GDH), duas enzimas binfuncionais de modificagdo
pos-traducional (GInE e GlnD), duas proteinas de transdug@o de sinal triméricas (GInB e GInK)
e um sistema regulatorio de dois componentes (NtrB e NtrC). No nivel metabolico, os
aminoacidos glutamina e glutamato, as moléculas ATP e ADP, os equivalentes de estado redox
NADPH/NADP", e o intermediario 2-oxoglutarato do ciclo do acido citrico, sdo metabolitos
que participam de forma direta nas vias de assimila¢do de amonio. A incorporagdo de amdnio
a moléculas organicas foi mais bem caracterizada em . coli, e A. brasilense parece utilizar as
mesmas vias e recorrer a processos regulatorios relativamente semelhantes.

Resumindo, em condi¢des fixacdo de nitrogénio, quando os niveis de glutamina estdo
baixos e ha abundancia de 2-OG, a ativagdo da atividade UTase de GInD promove a uridililagio
do residuo de Try51 conservado no loop T de PII, utilizando uma molécula de UTP. PII-UMP,
por sua vez, ndo é capaz de interagir com o transportador de amdénio AmtB ou com o regulador
NtrB, ocasionando captacdo de amonio e fosforilagdo de NtrC, respectivamente. NtrC
fosforilado entdo ativa a transcri¢do de genes dependentes de 6°* relacionados ao metabolismo
do nitrogénio. Além disso, PII-UMP estimula a atividade AR de GInE, possivelmente pela
interagdo com o dominio C-terminal da enzima. Nessas condi¢des, a remogao de grupos adenilil
dos mondmeros de GS recupera sua atividade, levando a incorporagdo de amoénio em glutamina
e depois glutamato pela via GS-GOGAT (Figura 6).

Mediante choque de amdnio, quando héa queda na concentragdo de 2-OG e elevagdo dos
niveis de glutamina intracelular, a ligag¢@o direta de glutamina a GlnD estimula a ativagdo de
sua atividade UR, causando remogdo de grupos uridilil modificantes de PII. Por sua vez, a
proteina PII GInK (ou GInZ em A. brasilense) forma um complexo terndrio com o transportador
de amdnio AmtB localizado na membrana celular, enquanto GlnB interage com o regulador
NtrB para estimular a desfosforilagdo de NtrC, o que reprime a transcrigdo de genes
relacionados ao metabolismo do nitrogénio. Nessas condi¢des, PII também interage com GInE

(provavelmente no dominio N-terminal), causando a adenililagdo dos mondmeros de GS
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(Try397) pela ativagdo da atividade AT. GS-AMP possui baixa atividade catalitica e ndo ¢

capaz de produzir glutamina (a depender do grau de adenililagdo dos mondmeros) (Figura 6).
Figura 6 - Modelo de regulagao da atividade de GS em resposta a concentracio de amonio
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O controle regulatorio desencadeado pelo excesso e deficiéncia de amonio é mostrado nos lados esquerdo e
direto do esquema, respectivamente. A cascata de regulaciio biciclica envolvendo as enzimas bifuncionais
UTase/UR e ATase/AR queleva a regulacio da atividade da enzima glutamina sintetase (destacada em azul)
é mostrada. A relacio carbono:nitrogénio intracelular, que € sensoriada pela concentracio dos metaboélitos
2-oxoglutarato e glutamina, controla o estado de uridililagio de PII (representadas em laranja) e,
consequentemente, suas interagcdes com diversos alvos, incluindo o transportador de amonio AmtB, o
sistema de dois componentes NtrB-NtrC e o regulador central dos genes nif, NifA (nio mostrado). Adaptado
de BATISTA e DIXON (2019).

1.5 Regulacio transcricional da FBN mediada por NifA

Uma vez que a redugdo de dinitrogénio em amonia é um processo energeticamente
custoso e o complexo da nitrogenase apresenta sensibilidade a altas tensdes de oxigénio, a

fixagdo biologica de nitrogénio ¢ rigidamente regulada tanto a nivel transcricional (expressao
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dos genes nif), quanto a nivel pds-traducional (atividade da nitrogenase). Além dos reguladores
globais mencionados nas se¢des anteriores, uma outra proteina passivel de regulagdo por PII,
denominada NifA, é o ativador transcricional central da expressdo dos genes nif em
proteobactérias diazotroficas. A regulagdo mediada por NifA fornece uma expressdo controlada
dos genes da nitrogenase em resposta as concentragdes de nitrogénio e oxigénio ambientais,
evitando ciclos futeis de fixagdo de N2 e protegendo o complexo da nitrogenase contra

degradacio.

1.5.1 Estrutura e funcao dos dominios de NifA

A proteina NifA é um ativador transcricional dependente de o™ e, assim como NtrC,
pertencente a familia das EBPs (enhancer-binding proteins). Por outro lado, diferentemente do
dominio receptor tipico de dois componentes fosforilavel de NtrC, NifA contém um dominio
GAF N-terminal que controla sua atividade por meio da interagdo com outras proteinas em
resposta ao status de nitrogénio na célula, como PII e NifL (DIXON e KAHN, 2004).

A organizagdo estrutural dos dominios de NifA ¢ semelhante aquela observada em
outros membros da familia das EBPs, na qual um dominio central catalitico ¢ flanqueado por
um dominio amino-terminal regulatério e um dominio carboxi-terminal ligador de DNA
(DRUMMOND ef al., 1986; FISCHER et al., 1988). Em A. brasilense, o dominio N-terminal
de NifA ¢ responsavel pelo controle negativo da atividade da proteina em resposta aos niveis
de ions amonio (ARSENE, KAMINSKI e ELMERICH, 1996) e € conectado por uma regido de
interdominio, denominada QL (Q-/inker), ao dominio central. O dominio central possui 237
residuos de aminoacidos e apresenta fungfo na interagio com o fator 6>* da RNA polimerase,
além de possuir um motivo AAA+ de hidrolise de ATP, necessaria para ativar a transcri¢do a
partir de promotores dependentes de ¢°* (GONZALEZ et al., 1998). O dominio carboxi-
terminal (C-terminal) possui 118 residuos de aminoacidos e contém um motivo hélice-volta-
hélice de ligacdo a sequencias ativadoras UAS localizadas a montante do sitio de iniciagdo de
transcricdo (MORETT, CANNON e BUCK, 1988). Em A. brasilense, os dominios central e C-
terminal sdo ligados pela regido interdominio IDL. No final do dominio central e inicio da
regido interdominio IDL héd ainda um motivo de quatro cisteinas regularmente espacgadas
(posicdes 415, 427, 447, 452), provavelmente envolvidos com a sensibilidade de NifA a
oxigénio (FISCHER, 1994) (Figura 7).
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Figura 7 - Modelo estrutural esquematico dos dominios funcionais da proteina NifA de A.
brasilense
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O dominio amino-terminal contendo o motivo GAF (residuos 1-178) destacado em azul corresponde ao
dominio regulatério de NifA. Em amarelo estd representado o dominio central (residuos 205-442) que
contém um motivo GAFTGA conservado envolvido na interaciio com o fator ¢ da RNA polimerase, além
dos motivos de Walker para ligacio de ATP. O dominio carboxi-terminal (residuos 507-625) envolvido na
ligacio de sequéncias ativadoras de DNA (UAS) no promotor dos genes nif encontra-se destacado em verde
claro. Em azul escuro estio indicados o cluster conservado de 4 cisteinas (415, 427, 447 e 452) e 0 motivo
hélice-volta-hélice. Os nimeros em preto indicam a posicio dos aminoacidos na proteina NifA. Fonte:
APOLONIO (2018)

1.5.2 Modulacio da atividade de NifA em organismos diazotroficos

Na maioria dos organismos diazotroficos estudados, a expressdo do gene nifA estd sob
controle do sistema Ntr. Em Klebsiella pneumoniae, por exemplo, a proteina NtrC fosforilada
atua como um ativador transcricional do gene nif4 que, uma vez expresso, leva a ativagdo da
transcri¢do dos operons #if, incluindo os genes estruturais da nitrogenase nifHDK (MERRICK
e EDWARDS, 1995). Em A. brasilense, o gene nifA ¢ expresso independentemente da
concentragdo de amdnio ou oxigénio. Entretanto, os niveis de expressdo sdo significativamente
inferiores em condigdes incompativeis com a fixagdo de nitrogénio, indicando repressdo parcial
da transcri¢do do mesmo nessas condigdes. Além disso, as proteinas NtrBC parecem ndo
apresentar papel crucial na expressdo de nif4, o que é consistente com a auséncia de sequéncia
consenso de ¢>* em seu promotor (LIANG, KAMINSKI ¢ ELMERICH, 1991; FADEL-
PICHETH, et al., 1999). Por outro lado, NtrC ¢ requerida para fixa¢do 6tima de nitrogénio e
expressdo maximizada de nmif4 em condi¢des de deficiéncia de nitrogé€nio, apesar de
provavelmente ndo ser resultado da ligag@o direta no promotor de nif4A (LIANG, ARSENE e
ELMERICH, 1993).

Uma vez expressa, NifA de A. brasilense tem sua atividade regulada negativamente

pelos niveis de amdnio e oxigénio. Experimentos iniciais realizados por De Zamaroczy e
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colaboradores (1993) mostraram que, apesar da expressdo de nif4 ndo ser dependente de GInB,
o gene nifH ndo € expresso neste mutante, sugerindo que NifA necessite de GInB para adotar
sua conformagdo ativa. Zhou e colaboradores (2008) mostraram através de ensaio de co-
precipitacdo in vifro que as regides entre os residuos de aminoacidos 66-88 e 165-176 da
proteina NifA possuem fung¢do critica na interag@o entre GInB e o dominio N-terminal de NifA
de A. brasilense. Por outro lado, uma unica mutag¢do de um residuo de aminoacido na posi¢ao
18 de tirosina para fenilalanina no dominio GAF foi suficiente para permitir o escape do
controle de NifA por GInB, mas ndo do controle por amdénio (ARSENE, KAMINSKI e
ELMERICH, 1999).

Com o intuito de esclarecer o mecanismo de inibi¢do de NifA, dele¢des de trechos da
regido N-terminal de NifA foram realizadas e geraram variantes proteicas capazes de restaurar
a atividade de fixacdo de nitrogénio quando expressas a partir de plasmideo em um mutante
nifA de A. brasilense, independentemente da concentracdo de amdnio. Esse resultado sugere
que a por¢do N-terminal ndo € essencial para a atividade de NifA, mas ¢ importante para a
inibicdo da proteina na presenca de amodnio (ARSENE, KAMINSKI e ELMERICH, 1996).
Adicionalmente, experimentos de ativagdo transcricional de uma fusdo nifH::lacZ pela proteina
NifA N-truncada de A. brasilense expressa em . coli mostraram auséncia de controle por
amonio (NISHIKAWA, 2010), o qual ¢ recuperado quando a mesma € co-expressa com o seu
dominio N-terminal isolado (SOTOMAIOR ez al., 2012), reiterando que a interag@o direta entre
os residuos dos diferentes dominios poderia explicar a inibigdo de NifA pelo seu dominio GAF
na presenca de amonio. Por outro lado, a inibi¢do de NifA parece ser aliviada pela interagdo
com a proteina GInB uridililada em baixos niveis de amonio (ARAUJO et al., 2004). Estes
dados levaram a formulag@o da hipdtese de que em A. brasilense a regido N-terminal de NifA
inibe a atividade da proteina em condig¢des de excesso de nitrogénio e que, em condi¢des de
fixacdo de nitrogénio, GInB -UMP se ligaria a NifA, removendo o efeito inibitorio do dominio
N-terminal.

Apesar da evidéncia de que o dominio GAF ndo € essencial para a atividade de NifA, a
delecdo cromossomal dessa regido em A. brasilense mostrou gerar uma proteina incapaz de
ativar a transcrigdo dos genes nif (Nif'), o que foi constatado por ensaios de ativagdo de fusdo
transcricional e determinacdo de atividade de nitrogenase (APOLONIO, 2018). Esse resultado
sugere a truncagem da por¢do 5° do gene nifdA no genoma possivelmente resulte em uma
proteina fracamente expressa e/ou de baixa estabilidade.

A regulagio de NifA de A. brasilense encontra paralelos com a regulagdo de NifA em
outras o e [P-proteobactérias, em especial Rhodospirillum rubrum (o-Proteobacteria,

Rhodospirillaceae), Herbaspirillum seropedicae (p-Proteobacteria, Oxalobacteraceae) e
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Rhodopseudomonas palustris (a-Proteobacteria, Bradyrhizobiaceae). Tal qual observado em 4.
brasilense, em R. rubrum NifA parece requerer a interagdo com GInB-UMP para ser ativada
em resposta aos baixos niveis de amonio. Zou e colaboradores (2008) identificaram uma série
de muta¢des no dominio GAF de NifA de R. rubrum capazes de gerar variantes ativas da
proteina mesmo na auséncia de GInB. A atividade de variantes de NifA contendo as mutag¢des
M1731 e M176V, por exemplo, mostrou ndo ser responsiva aos niveis de amonio.

A proteina NifA de H. seropedicae também tem sua atividade controlada negativamente
pelo seu dominio N-terminal em resposta aos niveis de nitrogénio intracelular (MONTEIRO et
al., 1999; SOUZA et al., 1999). Neste organismo, Stefanello e colaboradores (2018) mostraram
através de experimentos de mutagénese aleatoria de variantes quiméricas de NifA que mutagdes
pontuais conduzidas no segmento C-terminal do dominio GAF e inicio da regido de
interdominio QL, como as mutagdes R188P, V176G, Q182R, Q184P, L190P, geram proteinas
ativas independentemente dos niveis de amonio. Além disso, essas variantes mutantes parecem
ndo requererem a presenca de GInB ou GInK para sua ativagio.

Em R. palustris, onde a regulag@o de NifA por GAF parece ser semelhante a observada
em H. seropedicae, foram identificados mutantes capazes de produzir hidrogénio via
nitrogenase na presenca de amonio, e quatro desses mutantes (M202K, Q209P, L212R, S213P)
possuiam mutacdo em nifA (REY ef al., 2007). Interessantemente, a nitrogenase desses
mutantes ndo exibiu regula¢do pelos niveis de amdnio, embora R. palustris parega possuir
homologos dralG. Além disso, a delegdo de 16 aminoacidos (aminoacidos 202-217) do Q-
linker aparentemente gerou uma proteina NifA conformacionalmente ativa mesmo na presenga
de amdnio, e o mutante mostrou ser capaz de expressar os genes de nitrogenase
constitutivamente (McKINLAY e HARWOOD, 2010).

Outras proteobactérias possuem sistemas de regulacdo da atividade de NifA com
algumas diferengas importantes em relagdo ao sistema de A. brasilense. Em K. pneumoniae e
A. vinelandii, a atividade da proteina NifA ¢ inibida pela proteina NifL através da formagdo de
um complexo inativo em resposta a altas concentragdes de oxigénio ou ions amdnio (DIXON
et al., 1997). Para isso, em condi¢des inapropriadas para a fixacdo de nitrogénio, NifL inibe a
atividade de ATPase do dominio central de NifA necessaria para a formac¢do do complexo
aberto pela 6>*-RNA polimerase. Com o intuito de identificar variantes de NifA insensiveis ao
controle negativo por NifL em resposta aos niveis de amdnio, Reyes-Ramirez e colaboradores
(2002) isolaram mutagdes nos dominios N-terminal (GAF) e central (AAA+) de NifA de A.
vinelandii. Dentre as mutagOes obtidas, algumas geraram variantes de NifA com atividade
constitutiva e pouco responsiva a NifL. em condi¢des de alto amonio, apresentando atividade

similar a atividade de NifA na auséncia de NifL. Uma destas mutagdes (E356K), quando
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introduzida no genoma de A. vinelandii, conferiu a bactéria a capacidade de excretar amdnio

(BATISTA et al., 2021).

1.6 Regulacio pos-traducional da nitrogenase

Além do controle transcricional da expressdo dos genes nif mediado por NifA e das
complexas cascatas de transducdo de sinal que acoplam os processos de fixa¢do de nitrogénio
e assimilacdo de amodnio, o controle pos-traducional da atividade da nitrogenase tem sido
estudado em uma gama de diazotrofos e fornece um mecanismo rapido e reversivel pelo qual
os microrganismos podem responder a mudangas transitorias no ambiente (HUERGO et al.,
2012). Pelo menos trés mecanismos diferentes envolvendo as proteinas PII sdo conhecidos por
desligar/religar o complexo da nitrogenase em proteobactérias, em um processo denominado
“switch off/switch on” (HUERGO et al., 2012).

O mecanismo mais bem caracterizado de regulagdo pos-traducional da nitrogenase
ocorre através da ADP-ribosilagdo da dinitrogenase redutase, que impede a associagdo da
mesma com a dinitrogenase, inibindo, portanto, os ciclos de transferéncia de elétrons. Em A.
brasilense, onde esse processo foi mais bem caracterizado, essa reagdo ¢ catalisada pela enzima
dinitrogenase redutase ADP-ribosiltransferase (DraT), que possui massa molecular de cerca de
33 kDa e catalisa a transferéncia de um grupo ADP-ribosil para um residuo de arginina
(Argl01) de uma subunidade de NifH a partir de uma molécula de NAD" em condig¢des de
excesso de amédnio, levando a sua inativacdo. Um segundo componente desse sistema € a
enzima dinitrogenase redutase glicohidrolase (DraG), que possui cerca de 32 kDa e ¢
responsavel por catalisar a hidrolise do grupo modificante da proteina NifH quanto os niveis de
amonio estdo baixos (ZHANG, BURRIS e ROBERTS, 1992; HUERGO et al., 2012).

Em A. brasilense, os genes dral e draG sdo expressos constitutivamente € compdem
um operon (dral() localizado cerca de 1,9 Kb a montante e divergentemente orientado em
relacdo ao operon nifHDK. Andlises de mutacdes introduzidas na regido de dral mostraram
que os mutantes produzidos eram incapazes de regular a atividade da nitrogenase em resposta
aos niveis de amonio. Em contraste, a inser¢do de mutagdo no gene draG resultou em uma
estirpe com atividade de ADP-ribosilacdo inalterada, mas incapaz de recuperar a atividade da
dinitrogenase ap6s a exaustdo de amoénio (ZHANG, BURRIS e ROBERTS, 1992).

De modo semelhante a regulagdo transcricional envolvendo as proteinas NifA e NtrC,
as enzimas DraT e DraG também tem suas atividades moduladas por PII. De acordo com
modelo proposto em A. brasilense, mediante condigdes de excesso de nitrogénio, a assimilagdo
de amoénio pela via GS-GOGAT aumenta os niveis de glutamina intracelular, com a

concomitante diminui¢do da concentra¢do de 2-OG. Nessas condi¢des, a atividade UR de GInD
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permite que GInB ndo uridililada (e ligada a ADP) interaja com DraT, estimulando a
modificagdo de NifH. Em paralelo, GInZ nao uridililada interage com AmtB e DraG através da
formacg@o de um complexo ternario que permite o bloqueio do transporte de amonio e inativagao
de DraG. Alternativamente, quando os niveis de amdnio estdo baixos, GInB e GInZ encontram-
se completamente uridililadas no citoplasma e presumivelmente saturadas com ATP e 2-OG,
sendo incapazes de formar complexos com DraT e DraG, respectivamente. Nessas condi¢des,
DraT ¢ inativa, enquanto DraG ¢ ativa e promove a remo¢do do grupo modificante de NifH,

reativando a nitrogenase (HUERGO et al., 2006; MOURE et al., 2013) (Figura 8).

Figura 8 - Regulaciio do complexo da nitrogenase por DraT e DraG via intera¢ao com PII
e AmtB em resposta a amonio
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Quando os niveis de amdnio estio baixos na célula (por¢iio esquerda da figura), GInB e GInZ encontram-se
uridililadas e saturadas com ATP e 2-OG, nio complexadas a DraT e DraG, respectivamente. Nessas
condi¢des, DraT ¢ inativa, enquanto DraG encontra-se disponivel no citoplasma permitindo a manutengio
da proteina ferro em sua forma nio-modificada. Mediante choque por amdnio (por¢io direita da figura),
altos niveis de glutamina levam a desuridililagdo de PII, as quais passam a ligar ADP. Nessas condigoes,
GInZ promove o sequestramento da DraG pela intera¢io com AmtB, bloqueando o fluxo de aménio e
inativando DraG. Em paralelo, DraT é ativa pela interacio com GInB, e passa a catalisar a transferéncia
de um grupo ADP-ribosil a um residuo de arginina (Argl01) de uma subunidade da proteina Fe,
interrompendo o fluxo de elétrons até o componente catalitico do complexo da nitrogenase. Adaptado de
BATISTA e DIXON (2019).
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1.7 Manipulacio de organismos diazotréficos para excrecio de amonio

Conforme discutido nas seg¢Oes anteriores, a extensa rede regulatoria envolvendo a
expressdo e controle dos componentes relacionados a FBN garante um forte acoplamento dos
processos de fixa¢do de nitrogénio e assimilagdo de amonio nas estirpes selvagens, de modo a
evitar demandas energéticas que ndo sejam relacionadas as necessidades fisiologicas da propria
bactéria. Por esse motivo, a liberagdo de nitrogénio fixado para o ambiente torna-se limitada,
dificultando o uso desses organismos como provedores de amonio para a planta. Nesse sentido,
a compreensdo das hierarquias de regulagdo do metabolismo do nitrogénio nesses organismos
torna-se uma ferramenta crucial para a engenharia metabolica de diazotrofos com capacidade
superior de fixacdo e liberagdo de nitrogénio para promogdo do crescimento vegetal. Os alvos
imediatos para atingir este objetivo incluem, ao menos: 1) o regulador central da transcrigdo
dos genes nif (por exemplo, através da inser¢do de mutagdes ativadoras nas regides promotora
e/ou codificadora dos genes nifA ou nifl., de modo a obter-se grandes quantidades de NifA
expressa e ativa de forma independente dos niveis de amonio ou de ativagdo por PII); 2) enzimas
envolvidas na regulacdo pos-traducional da nitrogenase (por exemplo, através da perturbagio
dos componentes DraT e DraG envolvidos nos mecanismos de desligamento/religamento da
nitrogenase a depender do status de nitrogénio na célula); 3) enzimas envolvidas com as vias
de assimila¢do de amonio (por exemplo, através da mutagénese direta das enzimas GS e
GOGAT ou entdo dos componentes de modificagdo pds-traducional que levam a adenililagdo
e inativag@o de GS, como ATase/AR e UTase/UR); 4) transportadores de amdnio (por exemplo,
através da mutagénese de AmtB).

Nas ultimas décadas tem sido descrito algumas estratégias de edi¢do de bactérias
diazotréficas visando alguns dos alvos supramencionados com o intuito de aumentar a
eficiéncia de fixagcdo de nitrogénio e/ou transferéncia de nitrogénio fixado para a planta. No
contexto da inativagdo do controle da expressdo dos genes nif mediada por NifA-NifL, Bali e
colaboradores (1992) mostraram que estirpe de A. vinelandii contendo interrupg¢do do gene nifl.
ndo apresentava regulagdo negativa da FBN em resposta aos niveis de nitrogénio intracelular,
sendo possivel detectar os mesmos niveis de atividade de nitrogenase mediante cultivo sob
condi¢des diazotroficas ou na presenga de 15 mM de NH4Cl, bem como excre¢do de altas
quantidades de amonio (em torno de 10 mM) para o meio de cultivo. Paralelamente a isto,
Ortiz-Marquez e colaboradores (2012) mostraram que mutante do mesmo gene e espécie
bacteriana expressava os genes estruturais da nitrogenase constitutivamente e era capaz de
excretar amonio até dez vezes mais quando comparado a estirpe selvagem. Ainda neste

contexto, Batista e colaboradores (2021) mostraram que a substituigdo E356K em NifA foi
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capaz de perturbar a hierarquia de regulag@o dos genes nif via Nif A-NifLL em resposta ao status
de carbono e nitrogénio em A. vinelandii, permitindo super-expressao da nitrogenase e excre¢ao
de altos niveis de amonio a depender da fonte de carbono empregada no meio de cultivo.

No que diz respeito ao transporte de amodnio/metilamonio via AmtB, alguns poucos
casos relatados na literatura correlacionam mutagdo do gene amtB com produgdo de fenotipo
de excrecdo de amonio e, nos casos em que ocorre, sdo a niveis muito inferiores quando
comparados as muta¢des que envolvem reguladores transcricionais da FBN ou genes
relacionados as vias de assimilagdo de amdnio. Um exemplo ¢ a mutagcdo de amtB inserida no
genoma de A. vinelandii descrita por Barney e colaboradores (2015), que resultou em excregdo
de amonio a niveis micromolares (inferior a 10 M) e contribuigo de crescimento da microalga
Chlorella sorokiniana em meio de cultura suplementado com sacarose. Outro exemplo foi
relatado em Pseudomonas stutzeri, onde a delecio dupla dos genes amtB [ e amtB2 resultou em
estirpe com perda somente parcial de atividade da nitrogenase em resposta a adi¢do de amonio
como resultado da expressdo desregulada dos genes nifAd e nifH, e excre¢do de amonio a niveis
micromolares (em torno de 10 uM) (ZHANG et al., 2012).

No ambito da inibi¢do parcial de GS ou GOGAT para assimilagdo deficiente de amdnia,
Machado e colaboradores (1991) mostraram que estirpes de A. brasilense resistentes ao
composto etilenodiamina eram capazes de fixar nitrogénio constitutivamente e excretar amonio
aniveis milimolares (aproximadamente 3,5 mM), além de apresentarem atividades biossintética
e transferasica de GS intrinsecamente mais baixas em relagdo a sua estirpe parental. De
semelhante modo, Ortiz-Marquez e colaboradores (2014) relataram que estirpe de A. vinelandii
contendo uma mutagdo pontual no sitio ativo de GS (g/n4 D49S) exibia penalidade moderada
no crescimento sob condi¢des diazotrdficas e fendtipo de excrecdo de amdnio (até 1,7 mM).
Por outro lado, quando combinada a delecdo de nifl., a mutacdo g/lnA D49S gerou uma estirpe
com um pior fitness de crescimento e, embora apresentasse uma taxa inicial aumentada de
liberagdo de amonio no meio (ainda durante as fases lag e exponencial), a concentragdo maxima
permaneceu em torno de 1 mM (ORTIZ-MARQUEZ et al., 2014). Paralelamente a isto,
Ambrosio e colaboradores (2017) mostraram altos niveis de acimulo de aménio (até 22 mM)
por estirpes mutantes de A. vinelandii expressando g/nA sob controle um promotor
exogenamente induzivel (frcp-glnA) e/ou contendo delecdo de nifl,, e incremento em peso de
folha e raiz de cultivares de pepino mediante inoculagdo com as estirpes editadas versus plantas
ndo inoculadas ou inoculadas com estirpe de A. vinelandii selvagem.

Em estudo de maior exploragdo de estratégias de engenharia metabolica visando
multiplos alvos relacionados a FBN, Bloch e colaboradores (2020b) conduziram uma série de

mutagdes no genoma de estirpe de Kosakonia sacchari isolada a partir de raiz de milho. As
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estratégias empregadas para edi¢do genomica incluiam: interrupgdo de nifl. com concomitante
rearranjo intragendmico de promotor (Prm), visando expressdo de mifA sob controle de
promotor ndo-regulado por nitrogénio; truncagem da por¢do 5' do gene g/nF responsavel por
codificar o dominio AR da proteina resultante; delecdo de maior parte da regido codificante de
AmtB; dele¢do completa de g/nD. Os resultados obtidos mostraram que a delecdo de nifl.
combinada ao rearranjo intragendmico de promotor para expressdo desregulada de nif4 foi
suficiente para gerar atividade constitutiva de nitrogenase e excre¢do de amdnio. Além disso, a
combinagdo adicional de mutagdes pela delegdo completa e da por¢do 5' dos genes ginD e ginF.,
respectivamente, contribuiu para aumento dos fendtipos supramencionados. Por outro lado, a
construcdo de estirpes com maior capacidade de excre¢do de amodnio foi acompanhada por
penalidade nas das taxas de crescimento e ndo foi observado efeito claro dos mutantes no
aumento de produtividade de cultivares de milho durante estudo em campo (BLOCH ef al.,
2020b).

Utilizando-se de ferramentas de engenharia metabolica, Schnabel e Sattely (2021a)
demonstraram que a expressao de variantes unidirecionais de adenililtransferases truncadas no
dominio N-terminal a partir de um circuito genético constitutivo inserido em um plasmideo
replicativo em estirpe mutante g/nk de A. brasilense levou ao acimulo de aménio em cultura a
niveis milimolares, como resultado da adenilila¢do constitutiva de GS e concomitante reducéo
de sua atividade. Por outro lado, a expressdo de uma dessas variantes (£cGInE, N-truncada nos
primeiros 422 residuos de aminoacidos) a partir do mesmo circuito genético inserido no genoma
de A. brasilense resultou em penalidade de crescimento severa e, mais importantemente,
selecdo evolucionaria de mutantes contendo inser¢do de transposons, muta¢des pontuais e
recombinagdo envolvendo o cassete de expressdo, com reversdo da capacidade de adenililagdo
constitutiva de GS e excre¢do de amonio. Visando minimizar este efeito de reversdo de fendtipo
nas estirpes editadas, Schnabel e Sattely (2021b) utilizaram ainda de abordagem de redundancia
genética para a construgdo de mutantes contendo multiplas copias génicas para expressdo da
mesma variante adenililtransferase unidirecional supramencionada, visando prolongamento da
capacidade de excrecdo de amodnio. Apesar da estratégia ter sido eficiente na extensdo do
periodo de excrecdo de amonio em até quatro vezes para as estirpes contendo redundancia
genética em relacdo aquela de copia tnica, este efeito ndo foi traduzido proporcionalmente em
maiores concentragdes de amonio maximas atingidas ou em capacidade de promogdo de
crescimento vegetal. Em conjun¢do, estes resultados sugerem que a utilizagdo de circuitos
genéticos com sequéncias exogenas inseridas no genoma de A. brasilense podem aumentar a
ocorréncia de eventos de pressdo evolutiva que levam a neutralizacdo das mutac¢des inseridas

em genes-alvo e inviabilizam a longevidade de fendtipo de excre¢do de amonio. Além disso,
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esses dados sugerem que um tempo mais longo de produg@o de amonio em cultura por estirpes
contendo redundancia genética ¢ provavelmente compensado pelo estresse metabodlico e
fisiologico associado a alta expressdo de varias copias da variante adenililtransferase
unidirecional, limitando o potencial das mesmas como promotoras do crescimento vegetal.
Levando em considerag@o a escassez de estirpes com fendtipo estavel de fixagdo de
nitrogénio constitutiva e excre¢do de amonio em cultura, com robustez em termos de
colonizagdo e transferéncia do nitrogénio fixado para culturas vegetais, bem como a
necessidade emergente da implementacdo de alternativas mais sustentdveis a nutrigdo
nitrogenada agricola, este projeto de doutorado buscou cercar alguns dos pontos regulatorios
supramencionados com o intuito de gerar estirpes de A. brasilense aprimoradas e com

capacidade superior de fixa¢do de nitrogénio atmosférico e excre¢do de amonio.
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2 JUSTIFICATIVA

A rapida expansdo da populagdo do planeta nas Ultimas décadas tem intensificado a
demanda pela produgdo agricola e incentivado a busca de alternativas as estratégias ja
empregadas para obter ainda maior eficiéncia produtiva no futuro. O uso de fertilizantes
quimicos nitrogenados atingiu niveis ndo-sustentaveis e tem ocasionado a eutrofizagdo de rios
e lagos, emissdo de dxidos de nitrogénio na atmosfera e diversos outros efeitos deletérios ao
meio ambiente. O uso de bactérias fixadoras de nitrogénio capazes de promover o crescimento
vegetal tem sido apontado como uma solu¢do a curto prazo para a crise do nitrogénio.
Entretanto, a excegdo de alfa rizobios associados a leguminosas, os organismos diazotroficos
ndo liberam grandes quantidades de amonio espontaneamente, e a transferéncia do nitrogénio
fixado para o solo ocorre lentamente, tornando imediatamente disponivel para a planta apenas
uma pequena propor¢do da producdo bacteriana. Nesse sentido, este estudo buscou o
desenvolvimento de estirpes de Azospirillum brasilense, uma bactéria diazotrofica ja utilizada
como promotor de crescimento vegetal, que mostrassem maior atividade de fixagdo de
nitrogénio e adquirissem a capacidade de excretar grandes quantidades de amonio. Buscou-se
obter os fendtipos desejados através da perturbacdo dos circuitos genéticos regulatdrios que

acoplam fortemente os processos de fixagdo e assimila¢do de nitrogénio nas estirpes selvagens.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto consistiu em construir estirpes de A. brasilense capazes
de fixar nitrogénio constitutivamente e excretar amonio. A abordagem utilizada para tanto foi
a introdugdo de mutagdes pontuais ou delecOes especificas de genes importantes para regulagdo

da assimilagdo de amonio e/ou da fixagdo bioldgica de nitrogénio.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Construir variantes de NifA com as mutag¢des pontuais Y18F, M162V, E350K,
V177G, M185P e M191P, e avaliar a capacidade destas proteinas de ativar uma fusdo
transcricional nifH::lacZ em E. coli;

3.2.2 Construir variantes de NifA contendo delecio de trechos especificos da regido de
interdominios QL (residuos 185-199 e 185-201) e avaliar a capacidade destas proteinas de
ativar uma fusdo transcricional nifH::lacZ em FE. coli,

3.2.3 Construir plasmideos expressando as variantes de NifA descritas nos itens 3.2.1 e
3.2.2 para serem utilizados em experimentos de complementacdo de mutantes nifd, ginB e
glnBginZ de A. brasilense;

3.2.4 Transferir para o genoma de A. brasilense as mutagdes pontuais que gerem
proteinas NifA com atividade constitutiva,

3.2.5 Construir e caracterizar uma estirpe de A. brasilense contendo delecdo
cromossomal da por¢do 5’ do gene nifA;

3.2.6 Construir e caracterizar uma estirpe de A. brasilense contendo delecdo
cromossomal do gene draT:,

3.2.7 Construir e caracterizar uma estirpe de A. brasilense contendo delecdo
cromossomal da regido 5’ do gene g/nF, que codifica o dominio N-terminal (AR) de GInE;

3.2.8 Construir e caracterizar uma estirpe de A. brasilense contendo mutagdes
especificas no gene g/nD que codifiquem as mutagdes pontuais HS52A e D553 A em GInD;

3.2.9 Transferir a mutagdo pontual na posi¢do 1040 do gene g/nA (que codifica a
mutacdo P347L em GInA) da estirpe excretora de amonio HMOS53 para a estirpe selvagem FP2

de A. brasilense.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Bactérias e Plasmideos
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Na tabela 1 estdo descritas as estirpes de F. coli e A. brasilense utilizadas neste estudo.

Tabela 1 - Estirpes de bactérias utilizadas

Estirpe Caracteristicas Referéncia
Escherichia coli
TOP10 I merA A(merr-hsdRMS-mcerBC) Invitrogen
©80lacZAM 15 AlacX74 deoR recAl
endAl araAl139 A(ara,leu) 7697 galU
galK \ rpsL nupG ) (Sm¥)
S17.1 Tra" (Sm®) SIMON et al., 1983
ET8000 rbs lacZ::1S1 gyrA hutC¢ (Nal®) MacNEIL et al.,
1982
IM109 (LDE3) recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 supE44 Origem incerta;
relAl A-A (lac-proAB) [F’ traD36 proAB  derivada de IM109
lacl'ZAM15] J(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 (YANISCH-

indl sam7 nin3]) [malB'] (Nal®)

PERRON, VIEIRA
¢ MESSING, 1985)

Azospirillum brasilense

FP2

HMO053

LFH3

7628

2812

FP2AnifA
LFH3AnifA
FP2AGAF-NifA
FP2AdraT

FP2AnifAAdraT

Nif", derivado de Sp7 com resisténcia
espontanea a antibioticos (Nal® Sm¥®)

Nif®, FP2 glnA* (Nal® Sm®)

Nif', AginB (Nal® Sm®)

Nif, Sp7 ginB::km (Nal® Km®)

Nif, Sp7 ginB::km ginZ::Q (Nal® Km®)

Nif, FP2 Anifd (Nal® Sm¥)
Nif, FP2 AglnB Anif4 (Nal® Sm*®)
Nif, FP2 AGAF-NifA (Nal® Sm®)

Nif', FP2 AdraT (Nal® Sm®)

Nif, FP2 AnifA Adral (Nal® Sm®)

PEDROSA ¢
YATES, 1984

MACHADO et al.,
1991

HUERGO et al.,
2006

DE ZAMAROCZY
etal., 1996

DE ZAMAROCZY
etal., 1998

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho



FP2-QL2-NifA

FP2-Y18F+M162V-NifA

FP2-M162V-NifA

FP2-E350K-NifA

FP2-V177G-NifA

FP2-M185P-NifA

FP2-M191P-NifA

FP2AdraT-QL2-NifA

FP2AdraT-Y 18F+M162V-NifA

FP2AdraT-M162V-NifA

FP2AdraT-E350K-NifA

FP2AdraT-V177G-NifA

FP2AdraT-M185P-NifA

FP2AdraT-M191P-NifA

FP2 contendo uma delecdo cromossomal
in frame da regido que codifica os
residuos 185-201 de NifA (Nal® Sm¥®)

FP2 contendo substitui¢cdes no gene nif4
que codificam as substitui¢cdes Y 18F ¢
M162V em NifA (Nal® Sm®)

FP2 contendo substitui¢cdes no gene nif4
que codificam a substituigio M162V em
NifA (Nal® Sm*®)

FP2 contendo substitui¢cdes no gene nif4
que codificam a substituigdo E350K em
NifA (Nal® Sm*®)

FP2 contendo substitui¢cdes no gene nif4
que codificam a substituigdo V177G em
NifA (Nal® Sm®)

FP2 contendo substitui¢cdes no gene nif4
que codificam a substituigio M185P em
NifA (Nal® Sm®)

FP2 contendo substitui¢cdes no gene nif4
que codificam a substituigio M191P em
NifA (Nal® Sm*®)

FP2AdraT contendo uma delec¢do
cromossomal in frame da regido que
codifica os residuos 185-201 de NifA
(NalI® Sm®)

FP2AdraT contendo substitui¢cdes no
gene nifA que codificam as substituigoes
Y 18F ¢ M162V em NifA (Nal® Sm¥)

FP2AdraT contendo substitui¢cdes no
gene nifA que codificam a substituigdo
M162V em NifA (Nal® Sm®)

Nif, FP2AdraTl contendo substitui¢bes no
gene nifA que codificam a substituigdo
E350K em NifA (Nal® Sm®)

FP2AdraT contendo substitui¢cdes no
gene nifA que codificam a substituigdo
V177G em NifA (Nal® Sm®)

FP2AdraT contendo substitui¢cdes no
gene nifA que codificam a substituigdo
M185P em NifA (Nal® Sm®)

FP2AdraT contendo substitui¢cdes no
gene nifA que codificam a substituigdo
M191P em NifA (Nal® Sm®)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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ginAP347L Nif®, FP2 contendo substituigdes no gene Este trabalho
glnA que codificam a substituigdo P347L

em GInA (Nal® Sm¥)
gInAP34TLAnifA Nif, glnAP347L AnifA (Nal® Sm®) Este trabalho
gInAP34TLAdraT gInAP347L AdraT (Nal® Sm®) Este trabalho
ginAP347L-V177G-NifA ginAP347L contendo substitui¢des no Este trabalho
gene nif4 que codificam a substituicdo
V177G em NifA (Nal® Sm®)
ginAP347L-M185P-NifA ginAP347L contendo substitui¢des no Este trabalho
gene nifA que codificam a substituigo
MI185P em NifA (Nal® Sm®)
FP2ANgInk Nif", FP2 contendo uma delegio Este trabalho

cromossomal in frame da regido do gene
ginE que codifica os residuos 2-455 de
GInE (Nal® Sm®)

FP2ginD* Nif", FP2 contendo substituigdes no gene Este trabalho
ginD que codificam as substitui¢cdes
H552A e D553A em GInD (Nal® Sm¥®)

FP2ANginEginD* Nif® FP2ANgInE contendo substituigdes Este trabalho
no gene ginD que codificam as
substituicoes H552A e D553A em GInD
(Nal® Sm®)

FP2ANginkginD AnifA Nif', FP2ANg/nEginD* Anif4 (Nal® Sm®) Este trabalho

FP2ANginEginD*-V177G-NifA  FP2ANginEginD* contendo substitui¢des Este trabalho
no gene nifA que codificam a substituicdo
V177G em NifA (Nal® Sm®)

Na tabela 2 estdo listados os plasmideos utilizados neste estudo.

Tabela 2 - Plasmideos utilizados

Plasmideos Caracteristicas Referéncia

pJET1.2 Vetor de captura para clonagem b/unt de Invitrogen
produto de PCR contendo promotor T7 para
expressdo (Amp®)

pRT22 Contém a fusdo traducional nifH (K. TULI e MERRICK,
pneumoniae)::lacZ (Cm®) 1988
pET28a Vetor para expressdo a partir do promotor Novagen

T7. Expressa a proteina com uma fuséo
His-tag N-terminal (Km®)



pLAFR3.18

pMBCRISPR-1

pMB18424

pK18mobsacB

pPR34

pPMA

pTMAL11

pTMA12

pTMA1401

pTMA1402

pTMA1403

pTMA 1404

pTMA1405

Vetor de ampla faixa hospedeira com sitio
de policlonagem do vetor pTZ18R (TcV)

Vetor contendo elementos CRISPR para
edigdio gendmica e sitio Xbal tinico para
adi¢io de insertos (Km®)

Vetor suicida mobilizavel contendo cassete
sacB::Tc para seleg¢io negativa (TcF)

Vetor suicida mobilizavel contendo cassete
sacB::Km para selegio negativa (Km®)

Contém o operon nifl.A de A. vinelandii
traduzido a partir do RBS natural de »ifL
clonado em pT7-7(Amp®)

Contém um fragmento que expressa NifLL
nativa ¢ NifA com a mutagdo E356K de 4.
vinelandii clonado em pPR34 (Amp®)

Contém o gene que codifica a variante N-
truncada (A2-202) de NifA de A. brasilense
clonado em pET28a (Km®)

Contém o gene #nif4A N-truncado (A2-202)
de A. brasilense clonado em pLAFR3.18
(Te%)

Contém o gene € o promotor nativo (-540 —
-1) de nif4 de A. brasilense clonados em
pJET1.2/blunt (Amp®)

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a muta¢io M162V sob

controle do promotor nativo de #if4 (Amp®)

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo E350K sob
controle do promotor nativo de #if4 (Amp®)

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a muta¢do V177G sob
controle do promotor nativo de #if4 (Amp®)

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo M185P sob
controle do promotor nativo de #if4 (Amp®)
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MACHADO et al.,
1995

Marcelo Bueno
Batista, ndo publicado

Marcelo Bueno
Batista, ndo publicado

SCHAFER er al., 1994

SODERBACK et al.,
1998

REYES-RAMIREZ et
al., 2002

APOLONIO, 2018

APOLONIO, 2018

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho



pTMA1406

pTMA1501

pTMA1502

pTMA1503

pTMA1504

pTMA1505

pTMA1601

pTMA1602

pTMA1603

pTMA 1604

pTMA1605

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo M191P sob
controle do promotor nativo de nif4d (Amp®)

Contém o gene nif4 nativo de A. brasilense
clonado em pJET1.2/blunt (Amp®)

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo M162V (Amp®)

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo E350K (Amp~)

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo V177G (Amp®)

Contém um fragmento clonado em
pJET1.2/blunt que expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagio M191P (Amp~)

Contém o gene #nifAd nativo de A. brasilense

clonado em pPR34 apo6s remogdo dos genes

nifAL de A. vinelandii, utilizando a técnica
de Gibson Assembly (Amp®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo Y 18F
clonado em pPR34 apos remogdo dos genes
nifAL de A. vinelandii, utilizando a técnica
de Gibson Assembly (Amp®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com as mutagoes Y 18F ¢
M162V clonado em pPR34 apos remogéo
dos genes nifAlL de A. vinelandii, utilizando
a técnica de Gibson Assembly (Amp®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense truncada entre os residuos
185-199 clonado em pPR34 apos remogio
dos genes nifAL de A. vinelandii, utilizando
a técnica de Gibson Assembly (Amp™)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense truncada entre os residuos
185-201 clonado em pPR34 apos remogio
dos genes nifAL de A. vinelandii, utilizando
a técnica de Gibson Assembly (Amp®)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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pTMA1606

pTMA1607

pTMA1608

pTMA1609

pTMA1610

pTMA1701

pTMA1702

pTMA1703

pTMA1704

pTMA1705

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo M162V
clonado em pPR34 apo6s remogdo dos genes
nifAL de A. vinelandii, utilizando a técnica
de Gibson Assembly (Amp®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo E350K
clonado em pPR34 apos remogdo dos genes
nifAL de A. vinelandii, utilizando a técnica
de Gibson Assembly (Amp®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagio V177G
clonado em pPR34 apos remogdo dos genes
nifAL de A. vinelandii, utilizando a técnica
de Gibson Assembly (Amp®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo M185P
clonado em pPR34 apo6s remogdo dos genes
nifAL de A. vinelandii, utilizando a técnica
de Gibson Assembly (Amp®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo M191P
clonado em pPR34 apo6s remogdo dos genes
nifAL de A. vinelandii, utilizando a técnica
de Gibson Assembly (Amp®)

Contém o gene #ifA nativo de A. brasilense
clonado Ndel/HindIIl em vetor pET28a
(Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo Y 18F
clonado Ndel/HindIIll em pET28a (Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA

de A. brasilense com as mutagoes Y 18F ¢

M162V clonado Ndel/Hindlll em pET28a
(Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense truncada entre os residuos
185-199 clonado Ndel/HindIIl em vetor
pET28a (Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense truncada entre os residuos

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

59



pTMA1706

pTMA1707

pTMA1708

pTMA1709

pTMA1710

pTMA1801

pTMA1802

pTMA1803

pTMA 1804

pTMA1805

185-201 clonado Ndel/HindIII em vetor
pET28a (Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo M162V
clonado Ndel/HindIII em vetor pET28a

(Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo E350K
clonado Ndel/HindIIl em vetor pET28a

(Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo V177G
clonado Ndel/HindIII em vetor pET28a

(Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo M185P
clonado Ndel/HindIll em pET28a (Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a mutagdo M191P
clonado Ndel/HindIIl em vetor pET28a

(Km")

Contém o gene ¢ o promotor de nif4
nativos de A. brasilense clonados
Sacl/HindIII no vetor pLAFR 3.18 (Tc%)

Contém um fragmento clonado
Sacl/Hindlll em pLAFR3.18 que expressa
NifA de A. brasilense com a mutagio
M162V sob controle do promotor nativo de
nifA (Tch)

Contém um fragmento clonado
Sacl/Hindlll em pLAFR3.18 que expressa
NifA de A. brasilense com a mutagio
E350K sob controle do promotor nativo de
nifA (Tc®)

Contém um fragmento clonado
Sacl/HindlIl em pLAFR3.18 que expressa
NifA de A. brasilense com a mutacio
V177G sob controle do promotor nativo de
nifA (Tch)

Contém um fragmento clonado
Sacl/HindlIl em pLAFR3.18 que expressa
NifA de A. brasilense com a mutagio

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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pTMA1806

pTMA1901

pTMA1902

pTMA1903

pTMA1904

pTMA1905

pTMA1906

pTMA1907

pTMA1908

pTMA1909

M185P sob controle do promotor nativo de
nifA (Tck)

Contém um fragmento clonado
Sacl/Hindlll em pLAFR3.18 que expressa
NifA de A. brasilense com a mutagio
MI191P sob controle do promotor nativo de
nifA (Tc®)

Contém o gene nifA de A. brasilense
retirado de pTMA1701 com Xbal/HindlIIl ¢
inserido no vetor pLAFR.3.18 (Tc%)

Contém um fragmento retirado de
pTMA1702 com Xbal/HindllI ¢ inserido
em pLAFR3.18; expressa NifA de 4.
brasilense com a muta¢do Y 18F (TcF)

Contém um fragmento retirado de
pTMA1703 com Xbal/HindllI ¢ inserido
em pLAFR3.18; expressa NifA de 4.
brasilense com as mutagdes Y18F ¢
MI162V (TcV)

Contém um fragmento retirado de
pTMA1705 com Xbal/HindllI ¢ inserido
em pLAFR3.18; expressa NifA de 4.
brasilense truncada entre os residuos 185-
201 (TcR)

Contém um fragmento retirado de
pTMA1706 com Xbal/HindllI ¢ inserido
em pLAFR3.18; expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagio M162V (Tc®)

Contém um fragmento retirado de
pTMA1707 com Xbal/HindllI ¢ inserido
em pLAFR3.18; expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo E350K (TcF)

Contém um fragmento retirado de
pTMA1708 com Xbal/HindllI ¢ inserido
em pLAFR3.18; expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo V177G (TcR)

Contém um fragmento retirado de
pTMA1709 com Xbal/HindllI ¢ inserido
em pLAFR3.18; expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo M185P (TcF)

Contém um fragmento retirado de
pTMA1710 com Xbal/HindlIlI ¢ inserido

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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pTMA2001

pTMA2002

pTMA2003

pTMA21

pTMA22

pTMA23

pTMA2401

pTMA2402

pTMA2403

pTMA2404

em pLAFR3.18; expressa NifA de 4.
brasilense com a mutagdo M191P (Tc®)

Contém um fragmento de ~2,3 kb, com a
regido nifA UP (-1018 — 71) fusionada a
nifA DOWN (1763 — 2947), clonado no
vetor p MBCRISPR-1 b/unt lingarizado no
sitio Xbal (Km®)

Contém um fragmento de ~2,3 kb, com a
regido nifA UP (-1018 — 71) fusionada a
nifA DOWN (1763 — 2947), clonado no
vetor pMB18424 blunt linearizado no sitio
Smal (Tc?)

Contém um fragmento Xbal/HindIII de
~2,3 kb, com a regido nif4A UP (-1018 — 71)
fusionada a nifA DOWN (1763 — 2947),
clonado no vetor pK18mobsacB entre os
sitios Xbal ¢ HindIIl (Km®)

Contém fragmento de ~1,8 kb, com a regido
GAF-nif4 UP (-837 - 3) fusionada a GAF-
nifA DOWN (607 — 1560), clonado no vetor
pK18mobsacB blunt linearizado no sitio
Smal (KmY)

Contém fragmento de ~1,9 kb, com a regido
dral UP (-838 — 90) fusionada a draT
DOWN (871 — 1809), clonado no vetor
pK18mobsacB blunt linearizado no sitio
Smal (Km®)

Contém o gene g/nA com a substituicdo
C1040T clonado b/unt no vetor
pK18mobsacB linearizado no sitio Smal
(Km")

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com as substituigoes Y 18F
¢ M162V clonado hlunt no vetor
pK18mobsacB linearizado no sitio Smal
(Km*)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense truncada entre os residuos
185-201 clonado blunt vetor pK18mobsacB

blunt linearizado no sitio Smal (Km™®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a substituicio M162V
clonado b/unt no vetor pK18mobsacB
linearizado no sitio Smal (Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
de A. brasilense com a substituicdo E350K

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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clonado no vetor pK18mobsacB blunt
linearizado no sitio Smal (Km®)

pTMA2405 Contém um fragmento que expressa NifA Este trabalho
de A. brasilense com a substituicdo V177G
clonado blunt no vetor pK18mobsacB
linearizado no sitio Smal (Km®)

Contém um fragmento que expressa NifA
pTMA2406 de A. brasilense com a substituicdo M185P Este trabalho
clonado blunt no vetor pK18mobsacB
linearizado no sitio Smal (Km®)

pTMA2407 Contém um fragmento que expressa NifA Este trabalho
de A. brasilense com a substituigdo M191P
clonado blunt no vetor pK18mobsacB
linearizado no sitio Smal (Km®)

pTMA25 Contém um fragmento de ~2.7 kb, com a Este trabalho
regido N-g/nE UP (-905 - 3) fusionada a N-
ginkl DOWN (1366 — 3093), clonado blunt
no vetor pK18mobsacB linearizado no sitio
Smal (KmY)

pTMA2601 Contém um fragmento que expressa GlnD Este trabalho
de A. brasilense com as substituigoes
H552A ¢ D553A clonado Alunt no vetor
pK18mobsacB linearizado no sitio Smal
(Km®)

pTMA2602 Contém um fragmento que expressa GInD Este trabalho
de A. brasilense com as substituigoes
H552A ¢ D553A ¢ destruigio de sitio Sacll
(C1674G), clonado blunt no vetor
pK18mobsacB linearizado no sitio Smal
(Km®)

4.2 Antibioticos

Os antibioticos e suas respectivas concentragdes utilizados nesse estudo estdo descritos
na Tabela 3 e foram adicionados aos meios de culturas de acordo com a resisténcia das estirpes

ou plasmideos utilizados.
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Tabela 3 - Concentrac¢des de antibioticos utilizados nos cultivos

Antibiético Concentracio final para Concentracio ﬁnalopara
culturas de E. coli culturas de A. brasilense
Acido Nalidixico (Nal) S ug/mL 10 pg/mL
Carbenicilina (Cb) 50 pg/mL ;
Canamicina (Km) 50 pg/mL 100 pg/mL
Cloranfenicol (Cm) 15 pg/mL .
Estreptomicina (Sm) 20 ug/mL 80 pg/mL
Tetraciclina (Tc) 5 ng/mL 1-5 ug/mL

4.3 Meios de cultura, condi¢ées de cultivo e estoque de bactérias

4.3.1 Meios empregados para cultivo de A. brasilense

As estirpes de A. brasilense foram cultivadas rotineiramente a 30°C em meio NFb,
conforme descrito por MACHADO e colaboradores (1991) com poucas modificagdes (Tabela
4 — Composicao de meio NFb). Antibioticos foram adicionados ao meio conforme as exigéncias
de cada estirpe e de cada experimento, conforme descrito na Tabela 3. O meio NFb foi sempre
acrescido de uma fonte de carbono (solugdes de acido lactico ou acido malico preparadas a
parte na concentracdo de 100 g/L., e adicionadas ao meio no momento do uso para uma
concentracgdo final de 5 g/L) e de uma fonte de fosfato, que consiste em uma solugdo estoque
de KH2P0O480 g/L. e K2HPO4120 g/L, denominada solugédo de fosfatos 20X, adicionada ao meio
de cultivo para uma concentragdo final de 1X (KH2PO4 4 g/l e KoHPO4 6 g/L), formando o
meio NFbHP, ou 0,1X (KH2PO4 0,4 ¢/L. e K;HPO4 0,6 g/1.), formando o meio NFbLP.

Tabela 4 - Composicao do meio Nfb

Elemento Concentracao
10% MgS04.7H20 2 mILJL,
10% NaCl 1 mL/L
1% CaClz 2 mL/L
1.64% Fe EDTA 4 mL/L
200 pg/mL Solugdo de Biotina 0,5 mL/L
Solucdo de Microelementos” 10 mL/L

A solucio de microelementos era composta de uma mistura de Naz2M004.2H:20 1 g/L, MnSO4+.H20 1,175
g/L, H:BOs 1,4 g/, CuS04.5H20 0,04 g/L. e ZnS04.7H20 0,12 g/L.
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Como fonte de nitrogénio foi utilizada solu¢do de NH4Cl 1M para as concentragdes
finais de 10 mM e 20 mM (condi¢des de alto amoOnio), e os meios resultantes foram
denominados NFbHPN-lactato ou NFbHPN-malato, os quais foram usados para a maior parte
dos cultivos rotineiros de A. brasilense em meio liquido. Alternativamente, foram utilizadas
solugdes estoque de glutamato 1 M ou glutamina 0,2 M para concentrac¢do final de 0,5 mM
(condi¢des de baixo amdnio), sendo o meio resultante denominado NFbPLN. As solugdes de
fosfatos, cloreto de amdnio, glutamato e glutamina foram autoclavadas separadamente e
adicionadas frias a0 meio no momento de uso.

Os meios NFbHP-lactato ou NFbHP-malato sélidos foram obtidos adicionando-se agar
bacteriologico na concentragdo de 15 g/L. ao meio liquido, bem como dez por cento da mistura
de fosfatos (concentragdes finais KoHPO4 0,6 g/l e KH2PO4 0,4 g/L), a fim de evitar-se
hidrolise do agar devido a possiveis variagdes no pH. Os meio NFbHPN-lactato e NFbHPN-
malato solidos, por sua vez, foram obtidos através da adi¢do de 20 mM de NH4Cl aos meios
NFbHP-lactato e NFbHP-malato, respectivamente. O meio NFbHP semi-solido foi obtido
através da mistura no momento do uso dos meios NFbHP liquido e NFbHP s6lido na proporgao
de 89:11, respectivamente, ambos aquecidos a mesma temperatura e ambos suplementados com

o mesmo acido organico (&cido latico ou acido malico).

4.3.2 Meios empregados para cultivo de E. coli

Para cultivo das estirpes de Escherichia coli em meio liquido foram utilizados os meios
Lysogeny Broth (LB), L, SOC e NFDM. Os cultivos rotineiros em meio liquido foram
realizados em meio LB a 37°C sob agitacdo de 250 rpm em incubadora rotativa (shaker).

O meio LB foi preparado de acordo com Miller (1972) e apresentava a seguinte

composi¢ao:

Tabela S - Composicao do meio LB

Elemento Concentracao
Triptona 10 g/LL
Extrato de levedura 5g/lL
NaCl 10 g/LL

O meio solido (LA) foi obtido adicionando-se agar na concentragdo de 15 g/LL ao meio

LB.
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O meio L, utilizado para o cultivo de . coli para ensaios de B-galactosidase, apresentava

a seguinte composicao:

Tabela 6 - Composicao do meio L

Elemento Concentracao
Triptona 10 g/LL
Extrato de levedura 5¢g/L
NaCl 5g/L
Glucose 1g/L

O meio SOC (SAMBROOK et al, 1989), utilizado para a recuperagio celular depois da

transformagdo de plasmideos, apresentava a seguinte composi¢ao:

Tabela 7 - Composi¢cao do meio SOC

Elemento Concentracao

Triptona 20 g/LL
Extrato de levedura 5¢g/L
Glucose 3,6 g/l
NaCl 0,6 g/L.

KCI 0,186 g/LL

MgCl2 6H20 2,03 g/L
MgS04.7H20 2,46 g/LL

Para os ensaios de determinagdo de atividade de -galactosidase foi utilizado o meio

minimo NFDM (CANNON ef al., 1974), o qual apresentava a seguinte composi¢ao:

Tabela 8 - Composiciao do meio NFDM

Elemento Concentracao
MgSO4 0,1 g/L
FeSO4.7H20 0,025 g/L

Na:Mo0O4.2H>0 0,025 g/L

D-glucose 20 g/L.
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O meio final era obtido pela adi¢do de uma mistura de fosfatos preparada separadamente
20X concentrada (solucdo estoque KH2PO4 68,0 g/L. e Koz HPO4241,2 g/L) e adicionada ao meio
de cultivo no momento do uso para uma concentragdo final de 1X (KH2PO4 3,4 g/L. e K;HPO4
12,06 g/L). Como fonte de nitrogénio foi utilizada solug@o de 2% de caseina hidrolisada para a
concentracgdo final de 0,02% (condig@o de baixo amdnio) ou solugdo de (NH4)2SO4 1M para a
concentracgdo final de 7,56 mM (condic¢do de alto amonio). Além disso, quando necessario, foi
feita suplementag@o com diferentes concentragdes do indutor IPTG, conforme descrito em cada

experimento.

4.3.3 Estoque de linhagens de bactérias

As estirpes de F. coli e A. brasilense foram estocadas em glicerol 50% a -20°C de modo
semelhante. Para isso, 1,5 mL de uma cultura saturada de F. coli ou A. brasilense foi submetido
a centrifugacdo a 13.500 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. O pellet resultante foi
ressuspendido em 500 uL de glicerol 50% e os tubos foram estocados. Além disso, as estirpes
de A. brasilense também foram estocadas em frascos de vidro com tampa rosqueavel contendo

meio NFbHPN-lactato solidificado inclinado, & temperatura ambiente.

4.3.4 Cultivo de A. brasilense para registro de curvas de crescimento

Inicialmente as estirpes foram crescidas em meio 3 mL de meio NFbHPN-lactato
liquido overnight a 30°C e 200 rpm com 20 mM de NH4Cl e os antibidticos apropriados. Apds
o periodo de incubagdo, as culturas foram usadas para inocular 500 uL. de meio NFbHPN-
lactato liquido (20 mM de NH4Cl) para uma D.O.¢00nm 1nicial igual a 0,05. Para os experimentos
em que se desejou avaliar o efeito da adi¢@o de glutamina sob o crescimento de mutantes
excretores, o meio foi suplementado de diferentes concentragdes de glutamina, conforme
indicado nos resultados de cada experimento. As curvas de crescimento foram feitas utilizando
um leitor de microplaca de pardmetros controlaveis (Tecan Infinite M200) por cerca de 48
horas, apos determinadas as condigOes ideais de temperatura e aeragdo. Os parametros de
duragdo de fase lag (tl) e tempo de duplicacdo (td) foram extraidos a partir dos pontos que
compdem as fases lag e exponencial das curvas de crescimento, respectivamente, e calculados
por meio da equacdo e R? gerados pela fungdo de ajuste de curva exponencial (Y=Ae®¥) em

Microsoft Excel e da relagdo Td = 1n(2)/B.
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4.4 Métodos in silico

4.4.1 Alinhamento de sequéncias de DNA e proteina

As sequéncias dos genes de A. brasilense de interesse deste estudo foram obtidas do
genoma sequenciado da estirpe FP2 pelo Nucleo de Fixagdo de Nitrogénio (NFN) da UFPR
(GenBank assembly accession: GCA _000404045.1; RefSeq assembly accession:
GCF_000404045.1), e a partir destas, a sequéncia de aminoacidos de proteinas foi obtida por
tradugdo in silico usando o codigo genético padrdo. Sequéncias génica ou proteicas similares
de outros organismos foram obtidas do banco de dados de sequéncias ndo-redundantes do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) utilizando o algoritmo BLAST (ALTSCHUL
etal., 1990). As sequéncias foram analisadas no programa MEGAX (KUMAR ez al., 2018) ou
SnapGene (Dotmatics) e alinhadas com o algoritmo ClustalW (THOMPSON ef al., 1994), em
condi¢gdes descritas para cada experimento. Sequéncias obtidas de rea¢des de sequenciamento
de DNA para a confirmac¢do de construgdes plasmidiais e mutantes foram observadas e
comparadas com a sequéncia original apropriada também usando o programa MEGAX. Para o
planejamento de construgdes plasmidiais, as sequéncias génicas foram depositadas no programa
SnapGene, de onde foram obtidas as simula¢des de amplificacdo e clonagem de fragmentos,
bem como simulag¢des de digestdo com enzimas de restri¢do e eletroforese em gel de agarose.

Além disso, as figuras dos vetores construidos neste estudo também foram obtidas deste ultimo.

4.4.2 Desenho de oligonucleotideos

Os primers utilizados neste trabalho foram planejados majoritariamente utilizando o
programa SnapGene (Dotmatics) e as ferramentas OligoAnalyser (Integrated DNA
Technologies - IDT) e NEBuilder Assembly (New England Biolabs — NEB). Os pares de
oligonucleotideos foram desenhados de modo a apresentar temperaturas de anelamento
semelhantes e ndo acima de 72°C. Além disso, as sequéncias foram analisadas quanto a possivel
formacgdo de autodimeros envolvendo as extremidades 3’ e grampos de estrutura secundaria
indesejaveis. Sitios de restri¢do foram adicionados as sequéncias de alguns primers a fim de
facilitar a clonagem dos produtos de PCR obtidos nos vetores de interesse. Exclusivamente para
os experimentos de RT-qPCR, os primers foram planejados utilizando a ferramenta Primer-
BLAST (NCBI). Os parametros empregados visavam obter oligonucleotideos de tamanho entre
18-22 pb, temperatura de anelamento entre 60-64°C e que gerassem produtos entre 95-105 pb.
Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para reagdes de amplificacdo neste estudo
encontram-se na Tabela 9. Regides sublinhadas e destacadas em negrito representam os sitios

de restri¢do inseridos e os codons alterados, respectivamente.
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Tabela 9 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo

Nome Sequéncia (5°—3’)
nifA_prom FOR AAGTAGAGCTCGAGCGTGCCCTTG
nifA prom REV GGACTCTAGACGCCGCGCA

nifA FOR 2 GCGGCATATGGAGTCCCGGTTGA

nifA M162V_REV
nifA M162V_FOR
nifA REV
nifA_E350K_FOR
nifA E350K _REV
nifA V177G_FOR
nifA V177G REV
nifA M185P_FOR
nifA M185P_REV
nifA M191P_FOR
nifA M191P_REV
Ab-nifA-del-down3b_fwd
Ab-nifA-del-down_rev
Ab-nifA-del-UP_fwd
Ab-nifA-del-UP4 rev
Ab-nifA-del-UP+Down_fwd
Ab-nifA-del-UP+Down_rev
Ab-delta-B-up fwd
Ab-delta-B-up_rev
Ab-delta-B-down_fwd
Ab-delta-B-down_rev
Ab-B-del-2-up_rev
Ab-B-del-2-down_fwd
Av-RBS-34-backbone_fwd
pPR34-backbone rev
Tyr18Phe Fwd2
Tyr18Phe Rev2
nifA-UP fwd
nifA-UP rev
nifA-DOWN_fwd
nifA-DOWN_rev
draT-UP_Fwd
draT-UP_Rev
draT-DOWN _Fwd
draT-DOWN_Rev
glnA fwd
glnA rev
glnD-UP_fwd

GTTGGCGACCACGGTCAGGAA
TTCCTGACCGTGGTCGCCAAC
ACTGATAAGCTTGCTGTCGCCCG
CTGAACCTGAAGGAGGCGGTC
GACCGCCTCCTTCAGGTTCAG
CACCGCACCGGGGCCGAGGAG
CTCCTCGGCCCCGGTGCGGTG
GCTTCATGCCGCGGGAGAC
GTCTCCCGCGGCATGAAGC
GACCTTCCGCCCGCAGAAGGAGC
GCTCCTTCTGCGGGCGGAAGGTC
GCAAGATCCTGGGCGATGGAGCGCACCG
CATTCAAATATGTATCCGCTCATGTATGACAGTATCGGGTGTAG
ATATTTTAGATGAAGATTATTTCTTAATTCATGACGGCGACCCTCC
TCCATCGCCCAGGATCTTGCTGACCTCATAGATG
ATATCGAATTCCTGCAGCCCTCATGACGGCGACCCTCC
CTAGAACTAGTGGATCCCCCATGACAGTATCGGGTGTAGCG
GGATAGACGAGGCACCATATGCCGGGTGCAATGCGC
TGATCGGGGCCATGAAGCGGCGCTCCTC
CCGCTTCATGGCCCCGATCAACGACGTG
GCTTATCATCGATAAGCTTTCAGAAGCGCTTGATCTCG
CGTCGTTGATCATGAAGCGGCGCTCCTC
CCGCTTCATGATCAACGACGTGGTCTGC
ATGGTGCCTCGTCTATCCGAA
AAGCTTATCGATGATAAGCTG
AGCAAGATCCTCGGTTCCTCTCTCGAC
GACCTCGAAGATGGTCAGCAGTTCCAG
CGAATTCGAGCTCGGTACCCAACTCCCCGCGCGCCATG
CCACGTCGTTCATGATCGACACCCCCTGCTC
GTCGATCATGAACGACGTGGTCTGCACCAGCCCC
GTCGACTCTAGAGGATCCCCCGCGCAGGCCGGCCACGC
CGAATTCGAGCTCGGTACCCCAGCAGAGCGTGGGCGAG
GCGACACCCCCGAACCGTCCGCCATCGC
GGACGGTTCGGGGGTGTCGCTITCTCTGAC
GTCGACTCTAGAGGATCCCCTCACCCCTGCTTGAGCGC
CGAATTCGAGCTCGGTACCCTTTITGTGCTGTCACGTTGTGTG
GTCGACTCTAGAGGATCCCCACCGCCTGAGGCATCTCTITC
CGAATTCGAGCTCGGTACCCATGCTCTCCACCCGCGCCG
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gInD-UP_rey CCTTGGCGATGGCGGCCAGCAGCACGGC
¢InD-DOWN_fivd GCTGGCCGCCATCGCCAAGGGCCGCGGC
oInD-DOWN_rev GTCGACTCTAGAGGATCCCCTTATGCGGACGGATCGGCGAGC
glnD~conf fwd CGGTGGACGAGCACACGCTGTTCG
oInE-UP_fwd CGAATTCGAGCTCGGTACCCCCGATCTTGGCCAGCGCC
gInE-UP_ rev CCCGGCCGAGCATGGTCGCGGCTATCCC
gInE-DOWN_ fivd CGCGACCATGCTCGGCCGGGTGGAGGACC
oInE-DOWN _rev GTCGACTCTAGAGGATCCCCTGCCGCCGCCGTCGGTCG
glnE-conf fwd CGGCGACGATGCCCGCGCGTTGTCACAG
pK18nifAUD fwd GCGCTTCTGAGGGACGGGCGACAGCAGG
pK18nifAUD_rev CACCCGGCATGATCGACACCCCCTGCTCAAC
nifA fwd GGTGTCGATCATGCCGGGTGCAATGCGC
nifA. rey CGCCCGTCCCTCAGAAGCGCTTGATCTCGATGTTG
pK18-glnD _fwd AGGGCCGGGGCGGCGACCATTCC
pK18-glnD_rey TGGCGATGGCGGCCAGCAGCACGG
glyA-RTqPCR1_fwd GGAGATCGCCAAGAAGATCA
glyA-RTqPCR1_rev GCTCTTGGCGTAGGTCTTGA
nifA-RTqPCR1_fwd TCATGATGCGGGAGACCTTC
nifA-RTqPCR1_rev ATCAGCACGGTGGACTTGAA
nifH-RTqPCR1_fwd ATCGTCATGTCCGGTGAGAT
nifH-RTqPCR1_rev AGGTCGATTTCCTTGTCGGT
pJET1.2-fwd CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET1.2-rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
M13-fwd TGTAAAACGACGGCCAGT
M13-rev CAGGAAACAGCTATGACC

4.4.3 Analise estatistica

Os ensaios realizados com as estirpes de A. brasilense e L. coli foram sempre feitos em,
pelo menos, duplicata bioldgica e técnica, ou seja, cada ensaio apresentou ao menos duas
culturas diferentes, cada uma com duas medi¢des. As replicatas técnicas foram combinadas
para gerar uma média para cada cultura, e entdo culturas da mesma estirpe tiveram seus dados
combinados para gerar uma média e um desvio padrio; sdo estas as médias e desvios-padrio
que sdo mostrados nos graficos e nas tabelas dos resultados. O numero de replicatas biologicas
estd sempre listado na descrigdo grafica de cada resultado obtido. As compara¢des entre
resultados de experimentos foram feitas usando o teste-t de Student, ou, no caso de amostras
com variancias muito divergentes, teste de Welch (ROSNER, 2015, p. 286-290; 298-304), sem
corregdes, ao nivel de 5% (p<0,05); para minimizar a chance de falsos positivos, apenas as
comparagdes mais essenciais foram analisadas desta forma. Experimentos com menor nimero

de amostras, como aqueles envolvendo PCR quantitativa para deteccdo de expressdo génica,
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foram analisados pelo teste-t de Student com corre¢do de Bonferroni (ROSNER, 2015, p. 570-

574), buscando um nivel de significancia pré-ajuste de 5% (p<0,05).

4.4.4 Modelagem estrutural e visualizacio de estruturas de proteinas

Os modelos estruturais de AbNifA foram construidos utilizando a ferramenta online
ColabFold 1.4, que implementa os programas AlphaFold2 (JUMPER et al., 2021) e AlphaFold-
Multimer (EVANS et al., 2021) em CPUs remotas ao usudrio, sem necessidade de instalacio
de componentes ou do uso de computadores pessoais de alta performance (MIRDITA ef al.,
2022). As modelagens foram feitas utilizando o programa AlphaFold-Multimer-v2, nas
condi¢des padrdo: usando o algoritmo MMseqs2 para gerar o alinhamento das estruturas de
proteina a servirem de molde (STEINEGGER e SODING, 2017), buscando contra o banco de
dados UniReftenvironmental, com trés ciclos de re-avaliagdo do modelo pelo programa,
gerando cinco modelos finais em formato .pdb. A introdu¢@o de mutagdes no modelo foi feita
com edi¢do manual da sequéncia de ADNiIfA para introduzir as substituigdes de interesse,
seguida de modelagem de novo da sequéncia mutagenizada. As estruturas foram visualizadas
com auxilio do programa PyMol (DeLANO, 2002), que foi utilizado para a geragdo das figuras

apresentadas nos resultados.

4.5 Técnicas de manipulacio de DNA

4.5.1 Purificacio de DNA gendmico de A. brasilense

A extracdo de DNA gendmico de A. brasilense foi realizada a partir de culturas
saturadas. Para isso, coldnias isoladas foram inoculadas em 3 mL de meio NFbHP-lactato
contendo NH4Cl 20 mM e os antibioticos apropriados, e os frascos incubados a 30°C por
aproximadamente 20 horas sob agitagdo de 200 rpm. Ao final do crescimento, as culturas foram
coletadas e 1,5 mL de cada cultura foi utilizado para a purificagdo de DNA gendmico utilizando
o kit comercial de extracdo GenElute™ Bacterial Genomic DNA (Sigma Aldrich), seguindo as
recomendagdes do fabricante. A concentracdo e a qualidade das amostras de DNA genomico
extraidas foram determinadas por espectrofotometria e eletroforese em gel de agarose,

respectivamente, conforme descrito mais adiante nas se¢des 4.5.4 € 4.5.3, respectivamente.

4.5.2 Extracao plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial a partir de culturas de £. coli foi realizada utilizando o
kit comercial de extragdo NucleoSpin® Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel), de acordo com

as instrugdes do fabricante. Alternativamente, na auséncia do kit comercial foi empregado o
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método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989), com algumas modificagdes. Para isso,
aliquotas de 1,5 mL de células de F. coli contendo o plasmideo de interesse foram cultivadas
até a saturagdo em meio liquido e, posteriormente, coletadas e centrifugadas a 14.500 rpm por
I minuto. O sedimento resultante da centrifugacdo foi ressuspendido em 150 uL. de solugdo
GET (glucose 50 mM, EDTA 10 mM pH 8,0 e Tris-HCI 25 mM pH 8,0) gelada. A lise das
células foi realizada através da adi¢do de 150 uL. de solug@o de lise (SDS 1%, NaOH 0,18 M),
e, para neutralizacdo do pH, foram adicionados 150 uL. de KacF (acetato de potassio 3 M, acido
formico 1,8 M, pH 4,8). Apds incubagdo em banho de gelo por 15 minutos, o DNA
cromossomal, proteinas e fragmentos celulares foram precipitados por centrifugagdo durante
10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e tratado pela adi¢do de 100 uL. de solugéo
cloroformio:alcool isoamilico (24:1) aos tubos, os quais foram agitados e centrifugados por 10
minutos a 14.500 rpm. A fase aquosa foi entdo coletada, transferida para um novo tubo, e o
DNA plasmidial foi precipitado pela adig¢do de 2 volumes de etanol 96%. Apds homogeneizagao
vigorosa e centrifugacdo por 15 minutos a 14.500 rpm, o DNA precipitado foi lavado com
etanol 70%, secado a vacuo ou a temperatura ambiente, e ressupendido em 30 uL. de agua
ultrapura. A concentragdo e a qualidade das amostras de DNA plasmidial extraidas foram
determinadas por espectrofotometria e eletroforese em gel de agarose, respectivamente,

conforme descrito nas se¢des 4.5.4 ¢ 4.5.3, respectivamente.

4.5.3 Eletroforese de DNA/RNA em gel de agarose

Para analise dos fragmentos de DNA foi utilizado gel de agarose horizontal, como
descrito por Sambrook ef al. (1989), com modifica¢des. As concentra¢des dos géis variaram de
0,8 a 2% (m/v), de acordo com os fragmentos que se queria separar, ¢ os tampdes utilizados
foram TBE 1X (Tris base 89 mM, acido bérico 89 mM e EDTA 2 mM pH 8,0) ou TAE (Tris-
acetato 40 mM pH 8,3 e EDTA 1 mM), dependendo do objetivo da eletroforese. Durante o
preparo dos géis, foi feita adi¢do de solucdo de brometo de etidio para a concentracdo final de
0,6 pg/mL. As amostras a serem analisadas foram misturadas com tampao FSUDS (10 mM de
Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA pH 8,0, 0,025% azul de bromofenol, 0,025% xileno cianol,
0,1% SDS e 20% Ficol) e as separagdes foram tipicamente realizadas a 70V por um periodo
variavel de acordo com a concentracdo do gel e os tamanhos dos fragmentos a serem separados.
Uma mistura padrdo de fragmentos de DNA (1 kb, Thermo Scientific) com diferentes tamanhos
moleculares foi sempre aplicada em um pogo de cada gel. Ao final de cada separagdo, os
resultados foram analisados em um transiluminador de luz ultravioleta (315 nm) e os perfis

eletroforéticos foram registrados utilizando um sistema de video-imagem acoplado (UVP).
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Para analise de RNA foi adotado o mesmo sistema descrito para DNA. Entretanto, o
tampdo TBE 1X foi preparado no momento do uso, e as cubas de eletroforese foram limpas
previamente com uma solugdo removedora de RNAse (RNaseZap™, Thermo Scientific), a fim

de evitar eventuais degradagdes de amostras de RNA.

4.5.4 Quantificacio e avaliacido da pureza de DNA/RNA

A quantificagdo de amostras de DNA e RNA foi rotineiramente feita por
espectrofotometria através da leitura de absorbancia no comprimento de onda de 260 nm
utilizando o equipamento Nanodrop (NanoDrop® 2000, Thermo Scientific). Para avalia¢do da
pureza das amostras extraidas foram consideradas as relagdes Absaso2s80 (proporgdo entre a
quantidade de DNA e a quantidade de proteinas) e Absaso/230 (proporgdo entre a quantidade de
DNA e a quantidade de compostos organicos ou agentes caotropicos). Valores acima de 1,8

para ambas as razoes foram considerados aceitaveis.

4.5.5 Amplificacdo de DNA

A amplificacio de DNA foi realizada utilizando o sistema de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). Para a maioria das rea¢des de amplificacdo nas quais DNA gendmico foi
usado como femplate, foi empregada a enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Os sistemas finais de reacdo comumente continham
tamp3o de reagdo de Q5 1X concentrado (com 2 mM Mg?"), 200 uM de dNTPs, 0,5 uM de
cada primer, 4-100 ng de DNA molde, 0,02 U/uL de Q5 High-Fidelity DNA Polymerase, Q5
High GC Enhancer 1X concentrado e agua ultrapura para completar o volume final desejado.
Os parametros de amplificagdo foram definidos de acordo com os iniciadores utilizados e, em
geral, baseavam-se em um ciclo inicial de desnatura¢do de 15 segundos a 98°C; 30 ciclos
incluindo uma etapa de desnaturagdo de 15 segundos a 98°C, seguida de uma etapa de
anelamento dos iniciadores de 15 segundos entre 65°C-72°C e uma etapa de extensdo de 20
segundos/kb a 72°C; e um ciclo de extensdo final de 2 minutos a 72°C.

Para a maioria das reagdes de amplificagdo utilizando DNA plasmidial ou colonias
como femplates, foi empregada a enzima Taq DNA polimerase obtida a partir do kit comercial
GoTaq®Green Master Mix 2X (Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante. Os
sistemas finais de rea¢dio eram tipicamente compostos por GoTaq®Green Master Mix 1X
concentrado (tamp3o de reagdo com 1,5 mM Mg?", 200 uM dNTPs, e Taq DNA polimerase),
0,5 uM de cada primer, até 250 ng de DNA molde e agua ultrapura para completar o volume
final desejado. Os pardmetros de amplificacdo normalmente consistiam em um ciclo inicial de

desnaturagdo de 5 minutos a 95°C; 30 ciclos incluindo uma etapa de desnaturacdo de 15
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segundos a 95°C, seguida de uma etapa de anelamento dos iniciadores de 20 segundos entre
60-70°C e uma etapa de extensdo de 1 minuto/kb a 72°C; e um ciclo de extensdo final de 5
minutos a 72°C.

A temperatura de anelamento dos primers utilizados neste trabalho foi definida
utilizando a ferramenta NEBTm Calculator (NEB). Nos casos em que a amplificacdo se
mostrou inespecifica, foram feitos gradientes de temperatura, a fim de definir a temperatura

otima de ligacdo de cada oligonucleotideo.

4.5.6 Clivagem de DNA com enzimas de restricio

Endonucleases de restricdo foram adquiridas das empresas Thermo Fisher Scientific,
New England Biolabs ou Roche. As condi¢des de reagdo, bem como quantidade de DNA,
enzima e tampao, foram aquelas sugeridas pelo fabricante. Usualmente foram utilizados
sistemas contendo 10 unidades de enzima para cada 1 ug de DNA a ser digerido, com periodo
de incubagdo de pelo menos 2 horas para assegurar digestdo total. Para confirmacg@o da correta
clonagem de fragmentos em vetores, foram utilizados sistemas de reacdo pequenos de até 10
uL, sendo os produtos analisados através de eletroforese em gel de agarose 1%, conforme
descrito na se¢do 4.5.3. Para a purificagdo de fragmentos oriundos da agdo de enzimas de
restrigdo, foram empregados sistemas de ao menos 50 pL. A inativagio térmica de enzimas de
restrigdo foi feita por meio do aquecimento dos sistemas a 80°C por um periodo ndo inferior a
20 minutos. Alternativamente, foram empregados kits comerciais de purificagdo de fragmentos

de DNA, conforme descrito abaixo na se¢do 4.5.7.

4.5.7 Purificacio de fragmentos de DNA

A purificag@o de fragmentos de DNA provenientes de reagdes de PCR ou da agdo de
enzimas de restri¢do foi realizada utilizando o kit comercial NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
up (Macherey-Nagel), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Quando as reagdes de
amplificacdo resultaram em bandas Unicas e especificas observadas apos eletroforese em gel de
agarose, os produtos foram purificados diretamente utilizando colunas Clean-up para
eliminagdo dos componentes dos tampdes de reacdo. Alternativamente, no caso de produtos de
PCR que resultaram em mais de uma banda visivel apos eletroforese em gel de agarose ou em
situacdes nas quais era necessaria a purificacdo de diferentes fragmentos liberados por reagio
de digestdo, foi realizada inicialmente a separacio eletroforética de DNA em gel de agarose 1%
sob baixa voltagem (40-70 V). Em seguida, as bandas de interesse foram recortadas do gel

devidamente corado com solug@o de brometo de etidio e por meio do uso de transiluminador
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(UVP). Uma vez removidas do gel, as bandas foram purificadas utilizando o mesmo kit

comercial de extra¢do supramencionado.

4.5.8 Ligacio de fragmentos de DNA aos vetores

4.5.8.1 Reacio de Gibson Assembly

Os fragmentos resultantes de reagdes de amplificacdo foram comumente adicionados
aos vetores de interesse usando montagem enzimatica isotérmica, conhecida como método de
Gibson Assembly (GIBSON et al., 2009). Essa técnica consiste em uma reagio unica para a
ligacdo de multiplas moléculas de DNA por regides de complementariedade, através da agdo
combinada de uma exonuclease 3°, uma DNA polimerase e uma DNA ligase. O planejamento
dos primers foi feito utilizando a ferramenta NEBuilder Assembly (NEB), conforme descrito
na sec¢do 4.4.2. Para as rea¢des de montagem foi utilizado o reagente 2X NEBuilder Hifi DNA
Assembly Master Mix (NEB), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Os célculos para
obtencdo da propor¢do molar 3:1 inserto:vetor foram obtidos a partir da ferramenta
NEBioCalculator, disponibilizada pela mesma empresa. As reagdes foram incubadas a 50°C
por um periodo de 60 minutos em um termociclador, e 5 uL. de cada montagem foram usados

para transformac¢do em £. coli TOP10 quimiocompetentes.

4.5.8.2 Ligacao rapida de DNA

Para ligagcdo de fragmentos de DNA a vetores por meio do uso de pontas coesivas
produzidas pela agdo de enzimas de restri¢do ou para clonagens do tipo blunt, foi utilizado o kit
comercial Quick Ligation™ M2200 (NEB), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Os sistemas de ligac@o tipicamente continham uma mistura de DNA plasmidial linearizado e
DNA a ser inserido em uma propor¢do molar de 1:3, respectivamente, calculada utilizando a
ferramenta NEBioCalculator (NEB). Apos serem preparadas, as reagdes foram incubadas a
temperatura ambiente por cerca de 15 minutos e entdo 1-5 pL foram usados para transformar

100 uL de células de E. coli TOP10 quimiocompetentes.

4.5.9 Mutagénese sitio-dirigida

Para a inser¢do de mutagdes pontuais em coddons especificos do DNA foi utilizada a
estratégia de mutagénese dirigida por oligonucleotideos (HO e al., 1989), na qual sdo utilizados
primers complementares a uma regido do gene contendo um (ou mais) erros de pareamento, os
quais introduzem as mutagdes desejadas no gene. Inicialmente, as regides alvo de mutagénese

foram amplificadas em dois fragmentos individuais utilizando dois pares de primers: um primer
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5’ noinicio da CDS do gene com um primer 3’ mutagénico; e um primer 5° mutagénico (reverso
complemento do primer 3’ mutagénico) com um primer 3’ no final da CDS do gene. As
amplifica¢des foram feitas pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase utilizando Qs DNA
polimerase e o DNA gendmico da estirpe FP2 como template, conforme descrito no item 4.5.5.
Os fragmentos resultantes das amplificagdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
e extraidos do gel, conforme ja descrito (item 4.5.7). Apos quantificagdo do DNA obtido (item
4.5.4), 15 fmol de cada fragmento foram utilizados como DNA molde para reagdes de PCR
overlapping (contendo os primers 5’ e 3’ externos ndo mutagénicos), a fim de liga-los pela
regido complementar entre os mesmos. Os produtos dessas reagdes continham o gene de
interesse completo com as mutagdes nos codons desejados e foram usados para clonagem nos

vetores de interesse, conforme descrito no item 4.5.8.2.

4.5.10 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi feito através pelo método de Sanger (SANGER et al.,
1977) utilizando dideoxinucleotideos terminadores de cadeia marcados com fluoroforos
(PROBER et al., 1987). Os fragmentos de DNA originados de plasmideos ou produtos de PCR
foram submetidos a reagdo de sequenciamento utilizando o kit comercial Mix2Seq (Eurofins
Genomics), de acordo com as sugestdes do fabricante. Para isso, as amostras foram inicialmente
purificadas utilizando coluna comercial do kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel), conforme descrito no item 4.5.7 e, em seguida, preparadas para a reacdo de
sequenciamento, de acordo com a Tabela 10 abaixo. O volume total compreendia 17 pL, sendo
15 uL de amostra de DNA e 2 uL de primer de sequenciamento. As amostras foram entdo
enviadas para a empresa Eurofins Genomics, que realizou a eletroforese dos fragmentos

gerados e enviou o cromatograma como resultado.

Tabela 10 - Preparo de amostras de sequenciamento

Tipo de amostra Concentracio de DNA Concentracio de primer
Plasmideo (até 15 Kb) 50-100 ng/pL 10 uM
Produto de PCR (150-300 pb) 1 ng/uLL 10 uM
Produto de PCR (300-1000 pb) 5 ng/uL 10 uM
Produto de PCR (>1000 pb) 10 ng/uLL 10 uM

Alternativamente, na auséncia de kit comercial as amostras processadas manualmente

para uso em sequenciador. Para a maioria das reac¢des, foram utilizados 2 puL de tampao Save
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Money 10X, 1 pL de uma mistura de dideoxinucleotideos e DNA polimerase (BigDye®
Terminator v3.1 — Applied Biosystems), 0,5 uL de primer forward ou reverse a 10 pM e agua
ultrapura para completar volume de 10 uL. de reacdo. A massa de plasmideo utilizada nas
reagdes de sequenciamento variou entre 200-500 ng de DNA. Alternativamente, produtos de
PCR foram utilizados como DNA molde e, nestes casos, a massa adicionada variou de acordo
com o tamanho do produto. Os parametros de amplificagcdo foram definidos de acordo com os
iniciadores utilizados, e normalmente consistiam em um ciclo inicial de 1 minuto a 95°C;
seguido de 30 ciclos incluindo uma etapa de 15 segundos a 95°C e outra de 4 minutos a 60°C;
e extensdo final de 5 minutos a 60°C. Os produtos das rea¢des de sequenciamento, acrescidos
de 10 uL de agua ultrapura, foram precipitados para remogdo de restos de primers, dNTPs e
sais. Para isso, foram adicionados 2 uL. de solu¢do de acetato de amonio 7,5 M e 66 uL de
etanol 96%. Em seguida, foi feita uma incubag@o das amostras a -80°C durante 30 minutos € os
produtos precipitados foram recuperados por centrifugacdo a 14.000 rpm durante 30 minutos a
4°C. Por fim, os pellets foram lavados com etanol 70%, secados, e analisados em um
sequenciador ABI3500 Genetic Analyzer operado por pessoal especializado no Departamento

de Bioquimica da UFPR.

4.6 Analise de expressio génica por RT-qPCR
4.6.1 Condigdes de crescimento de estirpes para extracio de RNA

Para analise dos niveis de transcritos dos genes nif4d e nifH em estirpes de A. brasilense,
as estirpes foram inicialmente cultivadas em 3 mL de meio NFbHPN-lactato liquido na
presenca dos antibidticos adequados a 30°C e 200 rpm, até a saturagdo. Apods o periodo de
crescimento, as culturas foram re-inoculadas em frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio
NFbHP-lactato contendo 10 mM de NH4Cl e os antibioticos adequados. Adicionalmente, para
alguns experimentos foi feita a suplementagdo com 2 mM de glutamina, a fim ajustar as taxas
de crescimento de estirpes mutantes excretoras. Apos cerca de 18 horas de incubagdo a 30°C e
200 rpm, as culturas foram centrifugadas e os pellets ressuspendidos em 10 mL de meio
NFbHP-lactato livre de amonio. As suspensdes bacterianas foram entdo usadas para inocular
frascos contendo 20 mL de meio NFbHP-lactato na auséncia de nitrogénio (condi¢@o de baixo
amonio) ou com 10 mM de NH4Cl (condigdo de alto amdnio). A D.O.eoonm inicial utilizada foi
de 0,3 e a concentragdo de oxigénio da fase gasosa foi ajustada para 4%, apos troca gasosa por
nitrogénio. Os frascos foram entdo incubados a 120 rpm por um periodo de 4 horas antes da
extragdo do RNA total das culturas, utilizando o protocolo TRI Reagent® (Sigma-Aldrich),

como descrito na se¢do 4.6.2 abaixo.
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4.6.2 Purificacdo de RNA

Para a purificagdo de RNA, vinte mililitros de cada cultura foram transferidos para tubos
Falcon de 50 mL e misturados a 4 mL de solugdo de parada (5% de fenol saturado com citrato
0,1 M pH 4,3 e 95% de etanol). Apds homogeneizagdo por inversdo, os tubos foram incubados
em gelo por 20 minutos e entdo centrifugados a 7.000 rpm e 4°C por 5 minutos. Em seguida,
as cé¢lulas foram ressuspendidas e lisadas pela adi¢do de 1 mL de reagente TRI (Sigma Aldrich
- T9424). Apos a incubagdo das amostras a temperatura ambiente por 5 minutos, 200 uL de
cloroféormio foram adicionados aos tubos, os quais foram agitados por cerca de 15 segundos
manualmente e novamente incubados a temperatura ambiente por 3 minutos. Em seguida, foi
feita uma centrifugagdo a 12.000 g e 4°C por 15 minutos, sendo as fases aquosas transferidas
para um novo tubo e misturadas com 500 pL de isopropanol. As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos e entdo centrifugadas a 12.000 g e 4°C por 10 minutos.
Os sobrenadantes obtidos foram descartados cuidadosamente e o pellets lavados pela adigdo de
1 mL de etanol 70%. Numa proxima etapa, os tubos foram centrifugados a 7.500 g a 4°C por 5
minutos e os sobrenadantes descartados. Por fim, as amostras de RNA foram secas em fluxo
laminar por cerca de 10 minutos e ressuspendidas em 100 uL. de agua ultrapura livre de RNase.
A confirmag@o da integridade e concentragdo das amostras extraidas foi feita por meio de
andlise de eletroforese em gel de agarose 1% e medigdo espectrofotométrica em Nanodrop,
respectivamente, como descrito nas se¢des 4.5.3 ¢ 4.5 4.

Apos a confirmagdo da extragdo e quantificagio das amostras de RNA, foi feita uma
etapa de tratamento com DNAse. Para isso, foi utilizado o kit comercial Turbo DNA-free™
(Ambion), de acordo com as recomendagdes do fabricante. As reagdes foram preparadas em
um volume final de 50 uL e continham 6 pg de cada amostra de RNA diluidos em 44 L de
agua ultrapura, 5 pL do tampao de DNase turbo para uma concentragdo final de 1X e 1 uL da
DNAse turbo. As rea¢des foram incubadas a 37°C por 30 minutos e, em seguida, acrescidas de
mais 0,5 uL. de DNase turbo, sendo feita uma nova incubag@o a 37°C por 15 minutos. Apos este
segundo periodo de incubagdo, 10 uL. do reagente de inativacdo de DNase foram adicionados
aos tubos, os quais foram incubados a temperatura ambiente por 5 minutos, sendo manualmente
agitados a cada minuto. Em seguida, foi feita uma centrifugacio a 14.500 rpm por 2 minutos a
temperatura ambiente, e cerca de 45 pL de cada frag@o sobrenadante foram cuidadosamente
transferidos para um novo tubo. A confirmag¢do da elimina¢do de DNA genomico residual das
amostras de RNA foi feita tanto por eletroforese em gel de agarose 1%, quanto por reagdo de

PCR utilizando os primers glyA-RTqPCR1 fwd e glyA-RTqPCRI1 rev, de amplificagdo
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conhecida. A quantifica¢do das amostras de RNA foi novamente determinada por quantificagio

espectrofotométrica em um aparelho Nanodrop.

4.6.3 Reacio de PCR quantitativa (qPCR)

As amostras de RNA devidamente tratadas com DNase foram utilizadas para sintese de
cDNA usando o kit comercial SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen), seguindo
as recomendagdes do fabricante. As rea¢des continham 1 pg de cada amostra de RNA diluido
em 11 uL de dgua ultrapura, e 2 uLL. de uma mistura de primers aleatérios (Invitrogen) e ANTPs
(sendo 1 uL de primers aleatorios diluidos dez vezes e 1 pLL de ANTPs 10 mM). Os tubos foram
colocados em um termociclador a 65°C por 5 minutos, e entdo resfriados a 4°C. Em seguida,
foram adicionados 6 pL de uma mistura de First-Strand Buffer e DTT (sendo 4 uL de tampao
5X concentrado e 2 uL. de DTT 0,1 M), e os tubos foram incubados a 25°C por 2 minutos. Ao
final desse periodo de incubag@o, o programa no termociclador foi pausado para a adigdo 1 uL.
de enzima SuperScript Il em cada tubo. Na sequéncia, a reagdo foi continuada por mais 13
minutos a 25°C, seguidos de 50 minutos a 42°C e entdo 15 minutos a 70°C.

Para as rea¢des de qPCR, foi utilizado o kit comercial SensiFAST™ SYBR® No-ROX
(Bioline), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Os sistemas de reagdes continham
10 pL do reagente SensiFAST™ SYBR®No-ROX, 0,5 uL de uma mistura dos primers forward
e reverse para os genes alvos (10 pmol cada) e 2 uL. de cada amostra de cDNA diluida 10X. As
reagOes foram feitas em triplicata utilizando o equipamento Bio-Rad CFX96 e parametros
previamente estabelecidos. As rea¢des também foram realizadas com trés dilui¢des de DNA
gendmico (107!, 102 e 10°%) como femplate para gerar a curva padrio de qPCR. Para a analise
de dados, foi utilizando o método ACq implementado em planilha no Microsoft Excel para
quantificagdo relativa de transcritos utilizando glyA como gene de referéncia, amplificado com

os primers glyA-RTqPCR1_fwd e glyA-RTqPCRI1 rev.

4.7 Transformacio bacteriana

4.7.1 Preparo de células quimiocompetentes utilizando MgClz e CaCl2

Células quimiocompetentes de £. coli TOP10 e S17.1 foram preparadas seguindo o
método baseado no uso de solugdes de cloreto de magnésio e cloreto de céalcio (CHAN et al.,
2013). Inicialmente, uma cultura liquida de £. coli crescida até a saturacgdo foi utilizada como
inéculo para 100 mL de meio LB em um frasco do tipo erlenmeyer de 1 L para uma propor¢ao
de 1:100. O cultivo foi realizado a 30°C e 120 rpm até que a cultura atingisse uma D.O.595nm

entre 0,3 e 0,4. Apos o periodo de incubagio, a cultura foi dividida em 2 tubos do tipo Falcon
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de 50 mL, os quais foram centrifugados a 4.000 rpm e 4°C por 10 minutos. Em seguida, o
sedimento resultante foi ressuspendido lentamente em 15 mL de solugdo MgCl; 0,1 M. Apos a
etapa de ressuspensdo, foi realizada uma nova centrifugagdo a 4.000 rpm e 4°C por 10 minutos,
sendo o sedimento ressuspendido em 25 mL de solugdo CaClz 0,1 M e incubado em banho de
gelo durante 30 minutos. Centrifugou-se a suspensdo novamente a 4.000 rpm e 4°C por 10
minutos, e, em seguida, ressuspendeu-se cuidadosamente as células em 4 mL de uma solugdo
CaClz 0,1 M com 20% de glicerol. Aliquotas de 100 uL. foram preparadas e estocadas em

freezer a -80°C até o momento do uso.

4.7.2 Transformacio bacteriana por choque térmico

Para a transformag@o bacteriana, plasmideos ou reagdes de ligagdo foram adicionados a
uma suspensdo de 100 uL. de células quimiocompetentes pelo método descrito no item 4.7.1.
Apo6s homogeneizagdo cuidadosa do DNA nas células, o sistema foi incubado por 30 minutos
em banho de gelo. Ao final do tempo de incubagdo, as células foram submetidas a choque
térmico (45 segundos a 42°C, seguidos de 3 minutos no gelo) e recuperadas através de adi¢do
de 900 puL. de meio SOC. Apds a recuperagdo a 37°C por uma hora em incubadora estatica,
aproximadamente 100 pL da suspensao foram plaqueados em meio LA contendo os antibioticos

apropriados e indicadores para selecdo de clones, conforme necessidade.

4.8 Conjugacio bacteriana biparental

Os plasmideos recombinantes a serem transferidos para as estirpes de A. brasilense
foram primeiramente transformados em F. coli S17.1, conforme método descrito em 4.7.2.
Colonias isoladas de estirpes de A. brasilense (receptoras) foram inoculadas em frascos
contendo 20 mL de meio NFbHPN-malato liquido e os antibioticos apropriados. Em seguida,
os fracos foram incubados a 30°C e 200 rpm por cerca de 24 horas, até que as culturas
atingissem a satura¢do. Concomitantemente, estirpes de £. coli (doadoras) transformadas com
os plasmideos de interesse foram inoculadas em 5 mL de meio LB contendo os antibidticos de
selecdo. Os frascos foram entdo incubados a 37°C e 250 rpm overnight até a saturac¢do. No dia
da conjugagdo, 100 pL das culturas de E. coli foram utilizados para re-inocular 5 mL de meio
LB com os antibiéticos apropriados, e os frascos foram incubados a 37°C e 250 rpm por 3 horas.
Ap6s o periodo de incubagdo, 4 mL das culturas de 4. brasilense e 1 mL das culturas de E. coli
foram coletados e centrifugados separadamente a 5.000 rpm por 3 minutos a temperatura
ambiente. Apds descarte do sobrenadante, os sedimentos foram ressuspendidos em 1 mL de
solu¢do de KCl 0,8 %, e centrifugados novamente a 5.000 rpm por 3 minutos a temperatura

ambiente. Apos trés repeti¢des dos processos de lavagem e centrifugacdo, os pellets finais
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foram ressuspendidos em 100 pL de solu¢do de KCl 0,8%. Em seguida, 50 pL das
ressuspensdes de A. brasilense foram misturados a 50 uL da ressuspensodes de £. coli, e as
misturas foram depositadas como gotas de 10 uL cada em placas contendo meio NFbHPN-
malato solido e LA na propor¢do de 3:1, sem antibidticos. Apds a incubagdo das placas a 30°C
por cerca de 20 horas, as massas de células foram raspadas, ressuspendidas em microtubos
contendo 1 mL de solu¢do de KCI 0,8%, e centrifugadas a 5.000 rpm por 3 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos
ressuspendidos em 600 pl. de solugdo de KCI 0,8%. Por fim, aliquotas de 100 uL foram
espalhadas em placas contendo meio NFbHPN-malato solido e os antibidticos apropriados para
selecdo de colonias transconjugantes, que comumente se tornavam visiveis apos o terceiro dia

de incubagdo a 30°C.

4.9 Estratégia para obtencio de mutantes cromossomais de A. brasilense

4.9.1 Construcio de mutantes contendo dele¢io total ou parcial de genes

A estratégia de mutagénese utilizada para delecdo completa dos genes nif4 e dral, bem
como da por¢do N-terminal dos genes nifAd e gink de A. brasilense, residiu na amplificagdo das
regides localizadas a montante (UP) e a jusante (DOWN) das regides alvo de delegdo a partir
do DNA gendmico da estirpe FP2 através da técnica de PCR, conforme descrito na se¢do 4.5.5,
seguida da ligacdo dos fragmentos UP e DOWN entre si e a vetores apropriados para
transmissdo a Azospirillum. As sequéncias utilizadas para o planejamento dos oligonucleotideos
iniciadores foram coletadas a partir de uma montagem gendmica da estirpe FP2 de 4. brasilense
realizada pelo Nucleo de Fixagdo de Nitrogénio (NFN) da UFPR. Sequéncias que ainda néo
estavam devidamente anotadas foram identificadas por meio da busca dos genes de interesse
no banco de dados GenBank (NCBI). Com as sequéncias obtidas e através do uso da ferramenta
BLAST, foi possivel identificar as CDS dos genes ndo anotados na montagem do genoma de
FP2.

Os fragmentos resultantes das amplifica¢cdes das regides a montante e a jusante (1 a 2
kb cada) das regides codificadoras dos genes, foram inseridos no vetor mobilizavel
pK18mobsacB (SCHAFER et al., 1994) por meio da técnica de Gibson Assembly, conforme
descrito na se¢do 4.5.8.1. A inser¢do dessas regides teve como objetivo aumentar o grau de
homologia entre o vetor construido e o genoma de A. brasilense, favorecendo, portanto, a
recombinacdo homodloga necessaria para a obten¢do dos mutantes. O marcador de selegdo
negativa, sacB (1solado de Bacillus subtilis por Philippe Gay e colaboradores em 1983), parte

do vetor mutagénico, possibilita o uso de uma pressdo de sele¢do negativa para o isolamento
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de bactérias que tenham sofrido a delecdo da regido de interesse. O cassete contendo o gene
sacB também inclui um gene de resisténcia a canamicina (sacBKm), o que permite a sele¢do de
bactérias que tenham sofrido integracdo do plasmideo em seu genoma.

Ap6s a construgdo dos plasmideos mutagénicos, estes foram transferidos para as estirpes
de A. brasilense de interesse pela técnica de conjugagdo biparental, descrita na secdo 4.8. A
selecdo de bactérias transconjugantes, isto €, que sofreram o primeiro evento de recombinagdo,
foi feita utilizando as seguintes concentra¢des dos seguintes antibidticos: canamicina 100
nug/mkL (resisténcia conferida pelo cassete sacBKm) e acido nalidixico 10 pg/mL (marca de
resisténcia da bactéria). Neste momento, o plasmideo integra-se ao genoma da bactéria através
de recombinac¢do homologa entre o gene selvagem e o fragmento UP ou DOWN contido no
plasmideo.

A confirmagdo dos mutantes simples foi feita através de reacdo de PCR usando os
primers 5° e 3° de cada conjunto de fragmentos UP e DOWN, visando detectar a presenca de
duas copias do gene alvo (uma copia selvagem e uma copia deletada, advinda da inser¢do do
vetor). Em seguida, colonias isoladas das estirpes de A. brasilense contendo os plasmideos
mutagénicos integrados foram cultivadas em 3 mL de meio NFbHPN-malato liquido na
auséncia do antibidtico canamicina por cerca de 24 horas a 30°C e 200 rpm. As culturas foram
transferidas por 3 vezes para meio NFbHPN-malato liquido novo, sendo a cada vez incubadas
nas condi¢des ja descritas por 24 horas. Ao fim do ultimo cultivo, 100 uL das culturas foram
plaqueados em meio NFbHPN-malato s6lido contendo 10% de sacarose e na auséncia de
canamicina (culturas concentradas e diluidas a 107}, 102 e 10~). Nesta etapa é possivel a sele¢io
de coldnias que sofreram o segundo evento de recombinag@o, o qual € caracterizado pela saida
do plasmideo do genoma carregando parte do gene a ser deletado. A expressdo do gene sachB ¢
letal em A. brasilense na presenca de sacarose, ja que resulta em um acumulo de polimeros de
frutose no espago periplasmatico, levando a lise das células (STEINMETZ et al., 1983). A
confirmagdo dos duplos mutantes foi feita em duas etapas. Na primeira, colonias crescidas na
presenca de sacarose foram testadas quanto a capacidade de crescer na presenca de canamicina.
Colonias sensiveis a esse antibidtico foram submetidas a analise de PCR para confirmacédo da
presenca apenas da copia deletada do gene. Na segunda etapa, as sequéncias génicas dos
fragmentos amplificados na primeira etapa foram obtidas por meio de reagdo de

sequenciamento e analisadas por alinhamento no programa MEGAX.
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4.9.2 Construcio de mutantes contendo mutacio pontual de genes

4.9.2.1 Construcio de mutantes pontuais de NifA

A estratégia de mutagénese empregada para a insercdo das mutagdes pontuais de NifA
no genoma de A. brasilense baseou-se no uso da amplifica¢do mutagénica dirigida por
oligonucleotideos, descrita na se¢do 4.5.9. Os produtos dessas rea¢des foram clonados no vetor
pK18mobsacB, utilizando a técnica de Gibson Assembly (secdo 4.5.8.1). Em seguida, os
plasmideos construidos foram transferidos para a estirpe FP2 contendo delecdo completa do
gene nifA (FP2Anif4) por conjugagdo biparental (se¢do 4.8). As etapas subsequentes para

obten¢do dos mutantes simples e duplos foram as mesmas descritas no item 4.9.1.

4.9.2.2 Construcio de mutante pontual de GInD

Para a insercdo das mutacdes HS552A e DS53A em GInD foi inicialmente feita a
amplificacdo mutagénica do gene g/nD a partir do DNA gendmico da estirpe FP2 de A.
brasilense em dois fragmentos distintos (fragmentos UP e DOWN) por meio de reacdo de PCR
utilizando os pares de primers glnD-UP fwd/glnD-UP rev e glnD-DOWN_fwd/gInD-
DOWN rev (secdo 4.5.5). O planejamento dos primers mutagénicos foi feito utilizando a
ferramenta NEBuilder Assembly (NEB), que permite a produgdo de regides de
complementariedade entre os fragmentos amplificados e o vetor de clonagem (se¢do 4.4.2). Em
seguida, os fragmentos foram adicionados ao vetor pK18mobsacB em uma reagdo unica,
utilizando a técnica de Gibson Assembly (se¢do 4.5.8.1), sendo o vetor mutagénico resultante
(pPTMA2601) sequenciado com o primer glnD-conf fwd para confirmar a correta inser¢ao das
mutagdes desejadas.

Uma vez que as mutagdes pontuais inseridas ndo alterariam o tamanho do gene ginD, a
confirmagdo de mutantes ficaria restrita a rea¢do de sequenciamento. Com o intuito de facilitar
as etapas de confirmac¢ido de mutantes simples e duplos, foi feita a alteracdo da base C1674
(C>G) participante de um sitio de restri¢do Sacll localizado proximo aos codons dos residuos
H552 e H553. A substitui¢do C1674G de g/nD permitiu a destruig¢@o do sitio Sacll, sem alterar
o residuo de aminoacido (R558>R558). Para a insergdo dessa mutagdo pontual foi utilizado o
kit comercial Qs Site-Directed Mutagenesis (NEB) em trés etapas, seguindo as recomendagdes
do fabricante. O planejamento dos primers mutagénicos foi feito utilizando a ferramenta
NEBaseChanger™ (NEB).

Na primeira etapa, os primers pK18-glnD fwd e pK18-glnD rev com as extremidades
5’ alinhadas do tipo back-to-back, foram usados em um sistema reag¢do de 25 uL. contendo Qs

Hot Start High-Fidelity Master Mix 1X concentrado, 0,5 uM de cada primer e 4 ng de femplate
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(pPTMAZ2601). Os parametros de amplificagdo consistiram de um ciclo inicial de desnaturagdo
a 98°C por 30 segundos; seguido de 30 ciclos com uma etapa de desnaturagdo a 98°C por 15
segundos e uma etapa de anelamento e extensdo a 72°C por 4 minutos e 30 segundos (2-steps
PCR); e um ciclo final de extensdo a 72°C por 2 minutos. Na segunda etapa, o produto dessa
reagdo foi utilizado na reagdo de KLD (componente do kit Qs Site-Directed Mutagenesis -
NEB), que emprega a acdo combinada de enzimas quinase, ligase e Dpnl, permitindo rea¢des
de fosforilagdo, ligagdo e remogdo do femplate em uma Unica etapa, respectivamente. O sistema
de reagdo de volume final de 10 uL possuia 1 puL do produto de PCR da etapa 1, tampao de
reagdo KLLD 1X concentrado, mix de enzimas KLD 1X concentrado e 3 pL de agua ultrapura.
A reagdo foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Na terceira etapa, 5 pL foram
utilizados para transformar células de £. coli TOP 10, como descrito na se¢do 4.7.2. Apds a
confirmacgdo do plasmideo mutagénico resultante, pTMA2602, por reagdes de restricdo e
sequenciamento, este foi transferido para a estirpe FP2 de A. brasilense pela técnica de
conjugacdo biparental (secdo 4.8). As etapas subsequentes para obten¢do dos mutantes simples
e duplos foram as mesmas descritas no item 4.9.1. A confirmag¢do de mutantes simples e duplos

ocorreu tanto por reagdo de restricdo, quanto sequenciamento (utilizando o primer glnD-

conf fwd).

4.9.2.3 Construcio de mutante pontual de GInA

Para a construg¢do de uma estirpe contendo a mutagdo P347L em GS, inicialmente foi
feita a amplificacdo do gene g/nA a partir do DNA gendmico da estirpe HMO053 por reagdo de
PCR utilizando o par de primers glnA_fwd e gIlnA_rev. O planejamento dos primers foi feito
utilizando a ferramenta NEBuilder Assembly (NEB), e o produto obtido foi inserido no
plasmideo pK18mobsacB utilizando a técnica de Gibson Assembly (se¢do 4.5.8.1). Apos a
confirmacdo da correta constru¢do do vetor mutagénico por reagdes de restricdo e
sequenciamento, este foi transferido para a estirpe selvagem FP2 de A. brasilense pela técnica
de conjugacdo biparental (se¢do 4.8). Uma vez que as coOpias selvagem e mutante do gene
apresentam o mesmo tamanho (por se tratar de uma mutagdo pontual), a confirmagdo do
mutante simples foi feita através de analise de restricdo. Convenientemente, a posi¢do 1040 do
gene glnA de FP2 ¢ envolvida na formag@o de um sitio de restri¢io para a enzima BsilWI, o qual
¢ destruido pela mutagdo de citosina para timina. Apos a confirmag@o de mutantes simples pelo
padrdo de restrigdo esperado, estes foram cultivados na auséncia de canamicina para obtengdo
de mutantes duplos, assim como descrito no item 4.9.1. A confirmagio da correta construgio
do mutante de GS foi feita tanto por reagéo de restri¢do (utilizando a enzima BsiWI) quanto por

sequenciamento (utilizando os primers glnA_fwd e glnA rev).
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4.10 Manipulacio de proteinas

4.10.1 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais de culturas foi realizada pelo método descrito por
Bradford (1976), adaptado para placas de ELISA de 96 pogos. Antes do inicio de cada ensaio
de determinagdo da concentracdo de proteinas, foi feita uma curva padrdo utilizando uma
solugdo estoque de BSA (albumina sérica bovina) a 0,2 mg/mL. Para isso foram usadas
quantidades da proteina padrdo que variaram de O pg a 6 ug por pogo em um volume de 30 pL
de amostra e as medi¢des foram feitas em triplicata de reagdo. Ao volume de 30 uL. de cada
amostra no poco de leitura, foram adicionados 170 uL de reativo de Bradford e, em seguida,
efetuada a leitura de absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro CLARIOstar (BMG Labtech).
A curva padrao foi gerada plotando os valores de concentragdo de proteina na abscissa contra
os valores encontrados para média das absorbancias na ordenada. A equagdo da curva foi
determinada por regressdo linear e R-quadrados superiores a 0,98 foram considerados
confiaveis para a dosagem de proteinas totais.

Ap6s a determinacdo da curva padrdo de BSA foi feita a dosagem de proteinas totais de
culturas de bactérias. Para isso, 50 uL. dos homogeneizados obtidos apds agitagdo vigorosa das
culturas semi-solidas foram transferidos para uma placa de ELISA de 96 pogos e misturados a
50 uL de solugdo NaOH 0,2 M. Em seguida, a placa foi revestida de papel do tipo Parafilm,
incubada a 30°C overnight para lise e, assim como para a curva padrdo, foram feitas triplicatas
de amostras. Ap6s o tempo de incubagdo, 30 uL dos produtos de lise foram transferidos para
uma nova placa de ELISA de 96 pogos e adicionados de 170 pL de reativo de Bradford. A
leitura dos produtos foi efetuada a 595 nm em um espectrofotdmetro, e através da média das
absorbancias encontradas, foi possivel determinar a concentracdo de proteinas totais das

culturas, utilizando a equagdo da reta gerada pela curva padrdo de BSA.

4.10.2 FEletroforese de proteinas

4.10.2.1 Eletroforese em condi¢cdes desnaturantes

A andlise de amostras proteicas em condi¢des desnaturantes foi feita em gel de
poliacrilamida 7,5% ou 12% (Tabela 11) (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970).
Rotineiramente, as amostras de proteinas foram diluidas em tampao de amostra 3X (6% SDS;
30% glicerol, 0,03% azul de bromofenol, 180 mM Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 5% §-
mercaptoetanol) em uma proporg¢do de 3:1, e fervidas a 100°C por cerca de 5 minutos antes de

serem aplicadas no gel. As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical de acordo com as
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recomendag¢des do fabricante (Biorad) a 100-170V em tampao de corrida 1X (3 g/L Tris-base;
14,4 g/L glicina; 1 g/LL SDS) por 1-2 horas. Em seguida, os géis foram corados por periodos
variaveis com Coomassie Blue (0,55 g/I. Coomassie Blue R-250; 45% metanol; 10% acido
acético glacial) e descorados com solugdo descorante (45,5% metanol; 9,1% acido acético
glacial). Alternativamente, o conteudo dos géis foi transferido para membranas PVDF para

analise de western-blotting.

Tabela 11 - Composicio de géis SDS-PAGE

Gel separador 7,5% 12% Gel de empilhamento 4,5%
H,0 548mL  435mL H,0 3,16 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8.8 2,5mL 2.5mL Tris-HC1 0,5 M pH 6.5 1.3 mL
SDS 10% 100 uL 100 pL SDS 10% 50 uL
Acrilamida 40% 1,88 mL 3mL Acrilamida 40% 487.5 pL
APS 10% 100 pL. 100 pL APS 10% 50 pL.
TEMED 5 uL 5puL TEMED 4 uL

4.10.2.2 Eletroforese em condi¢des nativas

A andlise de proteinas em condi¢des nao-desnaturantes foi feita conforme descrito no
item 4.10.2.1, com as seguintes modifica¢des:

1) As amostras foram tipicamente diluidas em tampao de amostra 3X (30% glicerol,
0,03% azul de bromofenol; 180 mM Tris-HCI 0,5 M pH 6,8) em uma proporg¢éo 3:1
e aplicadas no gel sem serem fervidas;

2) O tampaio de corrida continha 0,6 g/L. Tris-base e 2,8 g/L glicina;

3) As corridas eram feitas a 100 V por 4 horas.

O gel nativo possuia uma composi¢do distinta, semelhante ao utilizado por Bonatto e

colaboradores (2007), conforme descrito na Tabela 12 abaixo:

Tabela 12 - Composicio de gel Native-PAGE

Gel separador 12% Gel de empilhamento 10 %
H,O 3mL H,O 2 mL
Tris-HC1 1,5 M pH 8.8 3mL Tris-HCI 0,5 M pH 6,5 0,5mL
Nonidet P-40 0,25% I mL Nonidet P-40 0,25% 0,5mL
Acrilamida 40% 3mL Acrilamida 40% 1 mL
APS 10% 100 pL APS 10% 40 pL
TEMED 10 L. TEMED 10 pL.




87

4.10.3 Western-blotting

4.10.3.1 Preparo de extratos proteicos

As estirpes de interesse foram cultivadas em meio liquido em condi¢des de limitagdo
ou suficiéncia de nitrogénio sob D.O.s0onm € concentragdo de oxigénio da fase gasosa iniciais
pré-estabelecidos, conforme descrito mais adiante na se¢do 4.11.3.1. Apds periodo de 4 horas
de incubagdo, as culturas foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas a 4.000
rpm por 10 minutos a 4°C. Os pellets resultantes foram ressuspendidos em 300 pL. de solugéo
Tris-HCl 50 mM pH 8,0, e os homogeneizados transferidos para microtubos de 1,5 mL antes
de serem sonicados por aproximadamente 90 segundos (15 on/15 off) em banho de gelo. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 20.000 g por 10 minutos a 4°C e as fra¢des soluveis

transferidas para novos tubos e congeladas.

4.10.3.2 Eletroforese e transferéncia

A concentrac¢do de proteinas totais das fragdes soluveis descritas no item 4.10.3.1 foi
determinada pelo método de Bradford (item 4.10.1), e 10 png de cada amostra foram aplicados
nos géis para as eletroforeses em condi¢des nativas (para analise de PII) ou desnaturantes (para
analise de GS) (item 4.10.2). Ao fim das corridas, o conteido proteico dos géis foi transferido
para membranas de PVDF 0,45 uM (Amersham™ Hybond™, GE Healthcare). Para isso, foi
utilizado o equipamento de transferéncia eletroforética 2117-250 Novablot (LKB Bromma) em
um sistema semi-seco. Os tampdes utilizados foram denominados A1 (0,3 M Tris pH 10; 20%
metanol), A2 (0,025 M Tris pH 10; 20% metanol) e C (0,025 M Tris pH 10; 20% metanol; 0,04
M acido caproico). A placa do anodo foi inicialmente molhada com tampao Al, onde foram
depositadas 4 folhas de papel filtro embebidas também em tampdo A1l. Na sequéncia, foram
adicionadas ao sistema 2 camadas de papel filtro imersas em tampao A2, a membrana PVDF
pré-ativada em metanol e lavada em tampao A2, o gel proveniente da eletroforese previamente
equilibrado em tamp@o C, e mais 6 folhas de papel filtro imersas em tampao C, seguindo esta
ordem exata. O sistema, comumente denominado “sanduiche”, foi gentilmente comprimido
com o auxilio de um bastao de vidro com o intuito de remover eventuais bolhas de ar, antes de
ser isolado pela adi¢do da placa do catodo. O equipamento foi entdo conectado a uma fonte de
eletroforese a 80 mA por 1 hora. A voltagem foi monitorada e variou entre 4-8 V. Como
controle da transferéncia, tipicamente foi utilizado um marcador de proteinas pré-corado (New
England Biolabs). Alternativamente, os géis € membrana foram corados com solugéo azul de

Coomassie (item 4.10.2.1) ou Ponceau S (0,1% m/v em 5% de acido acético), respectivamente.
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4.10.3.3 Tratamento da membrana e revelacao

Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solugdo de leite em p6 desnatado
5% em TBST (2,4 g/L Tris-HCI pH 7,6; 8,8 g/ NaCl; 1 mL/L Tween 20) por pelo menos 1
hora a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em TBST por cerca
de 5 minutos e incubada em solu¢do de leite em pd desnatado 5% em TBST contendo o
anticorpo primario na dilui¢do desejada (1:5.000 para anti-GS, 1:15.000 para anti-GInB e
1:10.000 para anti-GInZ) por cerca de 3 horas. Apds incubagido com o anticorpo primario, a
membrana foi lavada trés vezes com solugdo TBST por 5 minutos e incubada com solugdo de
leite em po desnatado 3% em TBST contendo o anticorpo secundario (anti-IgG de coelho
conjugado com a enzima peroxidase — GE Healthcare) na propor¢do de 1:10.000 por 1 hora.
Em seguida, a membrana foi novamente lavada 3 vezes com solugdo TBST por 5 minutos e
entdo submetida a etapa de revelacdo utilizando o sistema ECL (GE Healthcare) de acordo com
as recomendacdes do fabricante, e os sinais luminosos capturados em filmes de raio-X (Biomax

— GE Healthcare).

4.10.4 Analise de proteinas por MALDI-TOF

4.10.4.1 Extracao de bandas de proteinas do gel

A identificagdo de proteinas por MALDI-TOF/MS foi realizada de acordo com
Shevchenko e colaboradores (1996), com algumas modificagdes. As amostras dos extratos
proteicos descritos em 4.10.3.1 foram aplicadas em gel de SDS-PAGE 7,5% e a separagdo
eletroforética foi acompanhada através de um marcador de proteinas pré-corado (New England
Biolabs) a 170V por cerca de 1 hora e meia. O gel de poliacrilamida foi mentalmente dividido
em duas partes idénticas, com as mesmas amostras aplicadas em ambas (corrida em duplicata),
o que permitiu que o conteudo proteico de uma metade do gel fosse transferido para membrana
de PVDF, seguido de western-blotting (se¢do 4.10.3), enquanto a outra parte “espelho” fosse
corada com corante azul de Coomassie. Essa estratégia permitiu a demarcagao das bandas-alvo
na membrana de western-blotting por meio da sobreposi¢do da mesma ao filme de raio-X
revelado. Por sua vez, a membrana foi utilizada como femplate para o gel de poliacrilamida

corado, a fim de recortar as bandas de proteina nas regides apropriadas.

4.10.4.2 Preparo de amostras e anilise de MALDI-TOF

Depois de extraidas do gel com o auxilio de uma lamina, as bandas foram descoradas
em microtubos por sucessivas lavagens com uma solugdo de bicarbonato de aménio 25 mM pH

8,0 e 50% de acetonitrila e, em seguida, os fragmentos foram desidratados com acetonitrila



89

100%. Para a etapa de digestdo, os tubos foram mantidos em gelo com solugdo de tripsina 15
ng/uL em tampao bicarbonato de amdnio 40 mM pH 8,0 e acetonitrila 10% durante 30 minutos,
seguido de incubagdo por 16 horas a 33°C. Ap6s esse periodo, 1 pL do sistema de digestao foi
misturado com 1 pL. de uma solugdo de acetonitrila 50% (v/v) e acido trifluoracético 0,1% (v/v)
saturada com a matriz HCCA (4cido a-ciano-4-hidroxicinamico). As amostras foram entdo
aplicadas em uma placa de MALDI e secadas ao ar para remogdo dos solventes. Os espectros
foram adquiridos usando um espectrometro MALDI-TOF/TOF Autoflex maX. A aquisi¢do das
massas foi realizada no modo positivo utilizando voltagem de 20 kV. A lista de picos foi criada
usando o software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics). A identificacdo das proteinas foi
realizada usando o software Mascot 2.2 (Matrix Science) e o banco de dados de proteinas de A.
brasilense Sp245 (WISNIEWSKI-DYE et al., 2011), adicionalmente, a busca por fragmentos
compativeis com as proteinas de interesse foi feita também em uma tabela customizada do
Microsoft Excel, apos a digestdo in silico das proteinas de interesse usando o programa

PeptideMass (WILKINS ez al., 1997).

4.11 Ensaios de atividade enzimatica

4.11.1 Determinacio de atividade da nitrogenase em A. brasilense

Os ensaios para determinag@o de atividade da nitrogenase foram realizados pelo método
de reducdo de acetileno a etileno, conforme descrito por Dilworth (1966) e Schollhorn e Burris
(1967), e modificado por Klassen e colaboradores (1997). As estirpes de A. brasilense de
interesse foram inicialmente cultivadas em 3 mL de meio NFbHPN-lactato na presenca dos
devidos antibidticos a 30°C e 200 rpm, overnight. Comumente, o meio de cultivo foi
suplementado com 2 mM de glutamina para o cultivo das estirpes excretoras de amdnio. Ao
final do tempo de incubagdo, 30 uL das culturas crescidas foram usados para inocular frascos
de 7 mL contendo 3 mL de meio NFbHP-lactato semi-solido sem antibi6ticos e na presenga de
diferentes concentragdes de amonio, glutamina ou glutamato, de acordo com a necessidade do
experimento. Os inoculos foram feitos perfurando o meio semi-solido em um ponto proximo
ao centro do frasco e despejando os 30 pL de cultura liquida o mais proximo possivel do fundo
do frasco. Apods cultivo estatico a 30°C por cerca de 24 horas, os fracos foram vedados com
rolhas de borracha do tipo suba-seal e injetados com uma aliquota de acetileno usando uma
seringa (10% do volume da fase gasosa do frasco), sendo novamente incubados a 30°C por 1
hora. Em seguida, amostras de 1 mL da fase gasosa foram coletadas para analise de etileno
formado por cromatografia gasosa em equipamento Perkin Elmer Clarus GC480. Apos o

ensaio, as culturas em meio semi-solido foram homogeneizadas por agitagdo, e pelo menos duas
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aliquotas de cada cultura foram submetidas a lise com 0,2 M de NaOH para posterior dosagem
de proteinas, conforme descrito na se¢do 4.10.1. Os resultados dos ensaios de determinagio de
atividade da nitrogenase foram expressos em nmol de etileno formado por minuto por

miligrama de proteina da cultura.

4.11.2 Ensaio de swifch on/off da nitrogenase

Para os ensaios de desligamento-religamento da nitrogenase, as estirpes de interesse
foram inicialmente cultivadas em 5 mL de meio NFbHPN-lactato na presenca de 20 mM de
NH4Cl e dos devidos antibidticos a 30°C e 120 rpm, overnight. Apds atingir a saturagdo, 120
uL. de cada cultura foram utilizados para re-inocular frascos de 125 mL contendo 20 mL de
meio NFbHPN-lactato com 10 mM de NH4Cl mais antibi6ticos, os quais foram entdo incubados
a 30°C e 120 rpm por cerca de 18 horas. No dia seguinte, as culturas foram transferidas para
tubos do tipo Falcon de 50 mL e as células foram coletadas por centrifugag@o a 5.000 rpm por
10 minutos a temperatura ambiente. Os sedimentos resultantes foram ressuspendidos em 4 mL
de meio NFbHP-lactato (livre de nitrogénio), e as suspensdes foram usadas para inocular
frascos de 36 mL contendo 6,55 mL de meio NFbHP-lactato para uma D.O.oonm inicial igual a
0,3. Em seguida, as tampas de espuma foram substituidas por rolhas de borracha do tipo suba-
seal e foi realizada a troca da atmosfera gasosa dos frascos por argonio durante cerca de 25
minutos em fluxo lento e continuo. Apds ajuste da concentragdo de oxigénio da fase gasosa
para 6%, os frascos foram incubados a 30°C e 120 rpm por 4 horas para desreprimir as células
para atividade da nitrogenase. O ensaio foi iniciado pela adi¢do de acetileno em uma proporgao
correspondente a 10% do volume da fase gasosa (655 uL). Aliquotas gasosas foram coletadas
20 e 40 minutos apds a adigdo do substrato. Em seguida, foi dado choque de aménio as células
por meio da adigdo de 200 uM de NH4Cl, e novas aliquotas gasosas foram coletadas 5, 10, 20,
40 e 90 minutos apos o choque. As culturas foram mantidas em shaker a 30°C e 120 rpm durante
todo o curso do ensaio, sendo somente retiradas para coleta dos produtos. A analise de etileno
formado foi feita por cromatografia gasosa em equipamento Perkin Elmer Clarus GC480, assim

como descrito na se¢do 4.11.1.

4.11.3 Determinacio de atividade da glutamina sintetase (GS)

4.11.3.1 Condig¢des de cultivo para ensaio de atividade da GS

Para os ensaios de determinagdo de atividade da glutamina sintetase, colonias isoladas
das estirpes de interesse foram inoculadas em 5 mL de meio NFbHPN-lactato contendo 20 mM

de NH4Cl e 2 mM de glutamina na presenca dos antibioticos apropriados, e os frascos foram
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incubados a 30°C e 120 rpm por aproximadamente 24 horas. Ao final do periodo de incubagio,
as culturas foram utilizadas para re-inocular 20 mL de meio NFbHP-lactato contendo 10 mM
de NH4Cl e 2 mM de glutamina na presenga dos antibioticos apropriados. Apos cerca de 18
horas de crescimento a 30°C e 120 rpm, as culturas foram transferidas para tubos Falcon de 50
mL e centrifugadas a 4.000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente, sendo os pellets
obtidos ressuspedindos lentamente em 4 mL de meio NFbHP-lactato livre de amonio. Em
seguida, foi determinada a D.O.60onm das suspensdes bacterianas (medida com caminho 6ptico
1=1 cm), as quais foram utilizadas para inocular frascos de 36 mL contendo 6,55 mL de meio
NFbHP-lactato livre de amonio ou na presenca de 10 mM de NH4Cl para uma D.O.600nm inicial
de 0,3. Os frascos foram vedados com tampas de borracha do tipo suba-seal para troca gasosa
por argdnio por 25 minutos, e a concentragdo de oxigénio da fase gasosa foi ajustada para 6%.
Os frascos foram entdo incubados a 30°C e 120 rpm por 4 horas antes do inicio dos ensaios de

determinagdo de atividade da GS.

4.11.3.2 Preparo dos permeabilizados celulares para atividade de GS

Para o preparo dos permeabilizados celulares, 660 pL. de CTAB (1 mg/mL) foram
adicionados as culturas bacterianas (para concentracdo final de 100 pg/mL) e homogeneizados
por inversdo, seguido de incubagio dos frascos a 30°C e 120 rpm por 5 minutos. Ap6s o periodo
de incubagdo, as culturas foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas a 4.000
rpm e 4°C por 5 minutos, sendo os pellets resultantes ressuspendidos em 3 mL de solugdo de
KCI 1% gelada. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 4.000 rpm e 4°C por 10 minutos e
os pellets ressuspendidos em 500 uL de solucdo de KCI 1% gelada. Os permeabilizados foram

mantidos em gelo durante o preparo das reagdes enzimaticas.

4.11.3.3 Atividade transferasica de GS

Para a determinag@o da atividade transferasica (GST), os sistemas de reagdo foram
preparados como descrito por Bender e colaboradores (1977) com algumas modificagdes, e
continham os seguintes componentes e concentragdes: tampao HEPES 100 mM pH 7,66,
cloreto de hidroxilamina 20 mM, cloreto de manganés 0,3 mM, arseniato de sodio 25 mM pH
7,66, ADP 0,36 mM e CTAB 90 pug/mL. As reagdes foram preparadas em microtubos de 2 mL
com 400 uL. do sistema supramencionado e 50 uLL de cada permeabilizado celular (4.11.3.2).
Os tubos foram entdo equilibrados a 37°C por 5 minutos em banho-maria e as reagdes foram
iniciadas pela adi¢do de 50 puL de solugdo de glutamina 0,2 M, em capela de exaustdo. Apds 40
minutos incubagdo, as reagdes foram paradas pela adi¢do de 1 mL de solugdo de parada (cloreto

térrico hexahidratado 55 g/L, 4cido tricloroacético 20 g/L e acido cloridrico concentrado 21
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mL/L). Os tubos foram agitados e centrifugados a 14.500 rpm por 5 minutos, sendo 200 uL. dos
sobrenadantes analisados por espectrofotometria a 540 nm em leitor de microplacas
CLARIOstar (BMG Labtech). Os brancos para cada genotipo foram preparados pela adig¢do dos
mesmos componentes supramencionados, porém substituindo ADP e arseniato de sodio por
agua. Para estimar a concentragdo dos produtos formados, foi feita uma curva padrdo com
concentragdes crescentes de solucdo estoque de y-glutamil-hidroxamato (LGH) variando de O-
20 mM em sistemas de reacdo de 500 uL, e as leituras foram analogamente feitas a 540 nm. A
curva padrdo foi gerada plotando os valores de concentracdo de LGH na abscissa contra os
valores encontrados para média das absorbancias na ordenada, seguida da geragdo de um
modelo linear no programa Microsoft Excel; curvas com valor de R? superior a 0,98 foram
consideradas adequadas. Para determinagdo da fragdo fisiologicamente ativa de GS (ndo
adenililada), o sistema foi acrescido de 60 mM de cloreto de magnésio, o qual inibe a fragdo
adenililada. A porcentagem de adenililagdo dos mondmeros de GS foi determinada através da
relagdo entre a atividade de GS na presenga de Mg?" (fragdo adenililada) e na auséncia de Mg?"
(transferasica total). Os resultados de atividade transferasica foram expressos em nmol de LGH

formado por miligrama de proteina total por minuto.
4.11.4 Determinacio de atividade da B-galactosidase em E. coli

4.11.4.1 Condigdes de cultivo para ensaio de p-galactosidase

Para os experimentos de determinagdo de atividade de PB-galactosidase, células de F.
coli ET8000 contendo o plasmideo pRT22 (fusdo traducional nifH::lacZ) e os plasmideos
codificantes para as variantes de NifA (constru¢des em pPR34), foram inicialmente cultivadas
em 5 mL de meio L contendo os antibidticos apropriados a 37°C e 250 rpm, overnight. Apos
esse periodo, 75 uL. de cada cultura foram transferidos para frascos contendo 6 mL de meio
NFDM suplementado com 7,56 mM de (NH4)2SO4 (condi¢do de alto aménio) ou 0,02 % de
solugdo de caseina hidrolisada (condi¢@o de baixo amdnio), mais os antibioticos necessarios e
em anaerobiose. As culturas foram incubadas a 30°C e 250 rpm por cerca de 20 horas, antes do
inicio do ensaio.

Para os experimentos de determinagdo de atividade de P-galactosidase em FE. coli
JM109, células contendo o plasmideo pRT22 (fusdo traducional nifH::lacZ) e os plasmideos
codificantes para as variantes de NifA (construgdes em pET28a), foram inicialmente cultivadas
em 5 mL de meio L contendo os antibidticos apropriados a 37°C e 250 rpm, overnight. Apos
esse periodo, 125 uLL de cada cultura foram transferidos para frascos contendo 10 mL de meio

NFDM suplementado com 20 mM de NH4Cl, 3% de LB e os antibidticos apropriados. As
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culturas foram entdo incubadas a 37°C e 250 rpm por cerca de 24 horas. Em seguida, as células
foram coletadas por centrifugac@o a 5000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente e lavadas
com meio NFDM livre de amonio. As suspensdes obtidas foram diluidas para uma D.O.600nm
inicial de 0,2 (medida com caminho 6ptico 1 =1 cm) em 4 mL de meio NFDM suplementado
com 0,02% de caseina hidrolisada (condi¢do de baixo amdnio) ou 20 mM de NH4Cl (condigdo
de alto amonio), mais os antibioticos adequados. Além disso, 5 uM do indutor IPTG foram
adicionados as culturas. Apds a preparacdo dos frascos, as tampas rosqueaveis foram
substituidas por rolhas de borracha do tipo suba-seal e foi feita a troca de ar por gés nitrogénio
durante 30 minutos, a fim de obter-se um sistema anaerobico. Apos a troca gasosa, os frascos

foram incubados a 30°C e 180 rpm por 6 horas, antes da determinac¢do da atividade enzimaética.

4.11.4.2 Ensaio de atividade da p-galactosidase

Os ensaios de determinagdo de atividade da B-galactosidase foram realizados conforme
descrito por Miller (1972), com poucas modificagdes. Para isso, aliquotas de 100 uL das
culturas foram adicionadas a 900 pL de tampao Z (Na2HPO4.7H20 60 mM, NaH2PO4.7H20 40
mM, KCI 10 mM, MgSO4.7H20 1 mM, B-mercaptoetanol S0 mM e SDS 0,0027%, pH 7,0).
Em seguida, foram adicionados 25 uL de cloroformio e os tubos foram agitados por cerca de 5
segundos. Para equilibrar a temperatura, os tubos foram transferidos para banho-maria a 30°C
por 5 minutos e, em seguida, o inicio da reagdo enzimatica foi disparado pela adig¢do de 200 uL.
do substrato o-nitrofenil B-D-galactosideo (ONPG) a 4 mg/mL, preparado em tampao Z. Apos
a adicdo de ONPG ao primeiro tubo, o tempo comegou a ser cronometrado e as reagdes foram
interrompidas entre 1-30 minutos apos aparecimento de uma coloragdo amarelada através da
adig¢@o de 500 uLL de Na2COs3; 1 M. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 13.400 rpm por
5 minutos e 200 uL. do sobrenadante foram analisados por espectrofotometria a 415 nm e 550
nm, a fim de determinar a quantidade do produto o-nitrofenil (produto da degradacido de ONPG)
e de debris celulares, respectivamente, utilizando leitor de microplaca CLARIOstar (BMG

Labtech). As atividades foram expressas em unidades Miller, utilizando a seguinte equagao:

1000 (D0O415 — 1,75(D0550))
(volume)(DO595)(tempo de reagao)

Os calculos foram feitos utilizando dados de duplicatas biologicas e técnicas.
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4.12 Quantificacio de amonio excretado em culturas

Para os experimentos de dosagem de amodnio, coldnias isoladas foram crescidas em 3 mL
de meio NFbHPN-lactato liquido contendo os antibidticos apropriados e comumente
suplementado com 2 mM de glutamina, a 30°C e 200 rpm, overnight. Apos o periodo de
incubac¢do, 30 uL das culturas foram utilizados para inocular frascos contendo 3 mL de meio
NFbHP-lactato semi-solido sem antibioticos, os quais foram incubados a 30°C sem agitagdo.
Amostras foram tipicamente coletadas em intervalos de 24 horas (24, 48, 72, 96 e 120 horas) e
utilizadas para quantificacdo de amdnio excretado. Para isso, os frascos foram vortexados e 1
mL de cada cultura foi centrifugado por 1 minuto a 14.500 rpm. Volumes de 100 pL de
sobrenadante foram utilizados para quantificagdo de amédnio usando o método do indofenol-
azul, o qual emprega reacdo entre amdnia, fenol e hipoclorito em meio alcalino (CHANEY e
MARBACH, 1962). Os sistemas de reacdo foram montados em microtubos e continham 150
uL de solugdo de sdédio fenol (0,5 M fenol e 0,6 M NaOH), 225 uL de solug@o nitroprussiato
de sodio (10 g/L), 225 uL de solugdo de hipoclorito de sodio (1-1,5%) e 750 uL. de amostra
(100 uL de sobrenadante diluidos em 650 pL de agua). Apos 40 minutos de reagdo a
temperatura ambiente, foi feita a leitura de absorbancia dos produtos formados a 625 nm em
um espectrofotdmetro CLARIOstar (BMG Labtech), utilizando placas de ELISA de 96 pogos.
As concentragdes foram calculadas utilizando uma curva de calibragdo determinada (com uma
solugdo de NH4Cl 1 mM) para cada experimento de quantificagdo, e os resultados foram
expressos em milimol de amoénio excretado. Aliquotas de cada cultura foram congeladas, a fim

de determinar-se o conteudo proteico para normalizagdo dos dados (se¢do 4.10.1).

4.13 Cromatografia em camada delgada para identificacio de aminoacidos

4.13.1 Preparo de amostras

As estirpes de interesse foram cultivadas em 5 mL de meio NFbHPN-lactato contendo
os antibioticos apropriados e suplementado com 2 mM de glutamina a 30°C e 120 rpm até
atingir a saturag@o. Apos periodo de crescimento, 30 uL. de cada cultura foram utilizados para
inocular frascos contendo 3 mL de meio NFbHP-lactato semi-sélido sem antibioticos, os quais
foram incubados a 30°C. Aliquotas de 1 mL das culturas semi-sélidas foram coletadas 24, 48 e
72 horas apds a inoculagdo e centrifugadas a 14.500 rpm por 30 minutos, a fim de separar o

agar da fragdo a ser analisada.
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4.13.2 Cromatografia e revelacio de silica

Para as andlises cromatograficas em camada delgada, inicialmente foi feito um trago
com o auxilio de um lapis ao longo do comprimento maior de uma folha de silica TLC Silica
gel 60, 20x20 cm) a 2 cm da borda. Em seguida, foram marcados pontos sobre o trago 1 cm
equidistantes, onde 2 pl. das amostras preparadas no item 4.13.1 foram depositados com o
auxilio de uma ponteira de 10 puL, de forma que a manchas sobre a silica tivessem o menor
didmetro possivel. Depois de seca em estufa a 100°C por 1 minuto, mais 2 pL. das amostras
foram aplicadas sobre a mesma regido da silica, a qual foi novamente seca a 100°C por 1
minuto. O procedimento foi repetido até que um total de 10 pul. das amostras tivesse sido
adicionado a linha de base. Padrdes dos aminoacidos glutamina, glutamato e alanina nas
concentracdes de 6,84, 5, 2, 1 e 0,1 mM foram utilizados, bem como NH4Cl a 1, 10 ¢ 100 mM
(4 uL de cada no total), a fim de verificar o limite de deteccdo da técnica nas condi¢des testadas.
Depois de seca, a folha silica contendo as amostras foi depositada em camara previamente
saturada com a fase mével por 30 minutos, a qual foi composta de butanol:acido acético:agua
(3:1:1, viviv), e a separagdo foi feita por aproximadamente 45 minutos. Apos o deslocamento
da fase movel até uma distancia correspondente a 1 cm do limite superior da silica, a folha foi
secada a 100°C por cerca de 5 minutos para remover completamente o solvente e revelada com
solugdo de ninidrina (0,1% em acetona). O Rf (razdo de fluxo) foi determinado pela razdo entre

a distancia percorrida pela amostra (cm) e a distancia percorrida pela fase mével (cm).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avalia¢io do efeito da mutagénese de NifA em E. coli

Tendo em vista que a proteina NifA ¢ o regulador central da transcricdo dos genes nif
relacionados a FBN em organismos diazotréficos, diversos estudos tém buscado entender os
mecanismos pelos quais o dominio GAF exerce influéncia sobre os demais dominios, alterando
a atividade da proteina em resposta a disponibilidade de PII e nitrogénio intracelular. Como
discutido anteriormente, diversas variantes de NifA contendo mutagdes pontuais nas regides
que compreendem o dominio GAF e a regido de interdominios QL, originalmente identificadas
em organismos como A. vinelandii (REYES-RAMIREZ et al., 2002), R. rubrum (ZOU et al.,
2008), H. seropedicae (STEFANELLOQ, 2018) e R. palustris (REY et al., 2007), t€ém mostrado
serem ativas mesmo na auséncia de PII e/ou de forma ndo responsiva aos niveis de amonio.

Considerando a similaridade de fun¢@o e de sequéncia observada entre os dominios
GAF N-terminais de proteinas NifA de proteobactérias, € razoavel supor que mutagdes
ativadoras identificadas em um microrganismo possam ser transferidas para outro e nele gerar
o mesmo fenotipo, caso a similaridade de sequéncia gere uma similaridade no mecanismo de
regulacdo de NifA por seu dominio GAF. Por isto, com o intuito de melhor entender a regulagéo
da atividade de NifA em A. brasilense, e com inteng@o de obter possiveis variantes constitutivas
que permitissem a ocorréncia de FBN na presengca de amonio, nesta se¢do foi avaliada a
influéncia de algumas dessas mutagdes em AHNifA. Um alinhamento de sequéncias de proteina
entre ADNIfA e as proteinas NifA nas quais as mutac¢des de interesse foram identificadas foi
usado para encontrar os residuos de aminoacidos equivalentes para mutagénese em AbNifA; as
substitui¢des propostas foram: M162V (M173V em R. rubrum), E350K (E356K em A.
vinelandii), V177G (V176G em H. seropedicae), M185P (Q184P em H. seropedicae), M191P
(L190P em H. seropedicae) e Y18F (A. brasilense, ARSENE et al., 1999). Além disso, foi
avaliado o efeito de duas delegdes na regido de interdominios QL: residuos 185-199 e 185-201
(McKINLAY et al., 2010), com 15 e 17 aminoécidos deletados, respectivamente.

A Figura 9 abaixo mostra o resultado parcial desse alinhamento de diversas proteinas
NifA, destacando a regido que abrange os residuos 1-371 da sequéncia de AhNifA, onde estdo
localizados os residuos alvo de mutagénese neste estudo. O alinhamento foi feito utilizando o
algoritmo Clustal W no programa MEGAX (KUMAR ef al., 2018), conforme descrito na secio
4.4.1. E possivel observar que dentre os aminoacidos selecionados, o residuo de E350 da
proteina AbNifA apresenta a maior conservagio entre os organismos, enquanto o residuo M 185
¢ o menos conservado. Além disso, dois dos residuos de aminoacidos selecionados, M185 e

M191 estdo inseridos dentro da mesma regido de interdominios QL alvo de delec¢do (185-201).
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Figura 9 - Alinhamento parcial de proteinas NifA destacando os residuos alvos de
mutagénese neste estudo
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» ADJ64363.1 NifA Herbaspirillum seropedicae ~ AERQQLIQEEKRQ e QLQGKYK-LDNVIGISKAMQEVFAQVHQSAPSRSTMLLRGESGTGKEVIARAIHYLSPRKDGPFIKVNCAALSETLLE 269
» AAD34591.1 NifA Rhodospirillum rubrum GDRDRUTEEKARLEKALPKR- - EKPLKGTILENVVGRSSAMMKISAQVRQIAPSRATVLLRGESGTGKELIAQATHYLSPRSDKPFIKVNCAALPETLLE 287
» ACO81187.1 NifA Azotobacter vinelandii DGRE - AA RR------- EVRGKYGFENMVVGHTPTMRRVFDQIRRVAKWNSTVLVLGESGTGKELIASAIHYNSPRAHRPFVRLNCAALPETLLE 277
» QDL99130.1 NifA Rho..eudomonas palustris ~ RDRERLMAESHRLQKELSELKPERERKRVKVDGIVGESPAIRKLLAKVSIIAKSQSPVLLRGESGTGKELIAKAIHELSARANGPFIKINCAALPESVLE 295

AbM185 AbM191

SN I D ST IS B B BN F B -
Consensus SELFGHEKGAFTGA  RKGRFELA GGTLFLDEIGEISP FQAKLLRVLQE EFERVGG TIKVDVRLVAATNRDLE AV GEFRADLYYRINVV I
» CAA43126.1 NifA Azospirillum brasilense SELFGHEKGAFTGAQKDHKGRFELASGGTLFLDEIGDISPNFQAKLLRVLQEQEFERVGGSKTIKTDVRLICATNLNUEEAVGHGKFRADLYFRINVVTI 371
» ADJ64363.1 NifA Herbaspirillum seropedicae ~ SELFGHEKGAFTGAQGERKGRFELAHGGTLFLDEIGEISPAFQAKLLRVLQEREFERVGGSRSIKVDVRLVTATNRDLEKAVAKGEFRADLYYRINVVSI 369
» AAD34591.1 NifA Rhodospirillum rubrum SELFGHEKGAFTGATTERKGRFEMASGGTLFLDEIGEITVHFQAKLLRVLQEGEFERVGGGKTIKVDVRLVAATNKDUEDAVTRGEFRADLYYRINVVPI 387
» ACOB1187.1 NifA Azotobacter vinelandii SELFGHEKGAFTGAVKQRKGRFEQADGGTLFLDEIGEISPMFQAKLLRVLQEGEFERVGGNQTVRVNVRIVAATNRDUESEVEKGKFREDLYYRLNVMAT 377
» QDL99130.1 NifA Rho...eudomonas palustris =~ SELFGHEKGAFTGAIASRKGRFELADKGTLFLDEIGEISASFQAKLLRVLQEQEFERVGGNQTIKVNVRIVAATNRNLEEAVARKEFRADLYYRINVVPM 395

AbE350

As sequéncias de aminoacidos das proteinas NifA dos organismos A. brasilense, H. seropedicae, R. rubrum,
A. vinelandii e R. palustris, obtidas a partir do banco de dados de proteinas do NCBI, foram alinhadas
utilizando o algoritmo ClustalW no programa MEGAX. Os parimetros padrio foram mantidos para o
alinhamento multiplo de sequéncias (Gonnet matrix, residue-specific penalties ON, hydrophilic penalties ON,
gap separation matrix 4). No resultado do alinhamento parcial é mostrada a regido que compreende os
residuos 1-371 de AbNifA. Os residuos de aminoacidos substituidos para a constru¢io de variantes de NifA
encontram-se destacados em caixas pretas. A regido sublinhada corresponde aos residuos Met(185)-
Pro(201) deletados do Q-linker. Consensus representa a sequéncia consenso de aminoacidos do
alinhamento. O mapa de calor destaca as regides de conservagio, variando de azul escuro (menos
conservado) para vermelho escuro (mais conservado).

5.1.1 Construcao de plasmideos para expressio de variantes de NifA em E. coli

Para construir os plasmideos expressando as variantes pontuais de NifA, inicialmente
foi feita a amplificacdo mutagénica do gene nif4 a partir do DNA génomico da estirpe FP2,
utilizando a estratégia de mutagénese dirigida por oligonucleotideos (HO ef al., 1989),
conforme descrito na se¢do 4.5.9. A insercdo de mutagdes pontuais em codons especificos foi
dirigida por primers mutagénicos, os quais foram usados para amplificar o gene nif4 em dois
fragmentos com regido de complementariedade (fragmentos 5’ e 3’ mutagénicos). Numa
segunda etapa, os fragmentos foram ligados em uma reagdo de PCR overlapping utilizando um
par de primers externos (nifA prom FOR e nifA REV) comum a todas as amplificacdes,
gerando o gene completo com as mutagdes desejadas. Os produtos das amplificagdes
mutagénicas apresentavam 2455 pb, equivalentes ao gene nif4 e 540 pb do seu promotor, e
foram clonados sem digestdo prévia ao vetor de captura pJET1.2/blunt, o qual contém um gene
que codificauma enzima de restri¢do letal (eco47IR) que é interrompido pela ligagdo de insertos
de DNA no sitio multiplo de clonagem (MCS). Como resultado, somente bactérias contendo
plasmideos recombinantes sdo capazes de formar colonias. A primeira etapa da confirmag@o de

clones foi feita por analise de restricdo com BgllI, ja que o vetor contém dois sitios para essa
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enzima flanqueando o inserto clonado. A digestdo gerou os fragmentos tedricos esperados de
2928 pb e 2491 pb, correspondentes ao vetor linearizado e inserto, respectivamente. Em
seguida, foi feito o sequenciamento dos plasmideos com os primers nifA FOR 2,
nifA V177G _FOR, pJET1.2-fwd e pJET1 2-rev, a fim de checar a correta insercdo das
mutagdes nos cddons alvo e a auséncia do aparecimento de mutagdes indesejadas. Os
plasmideos obtidos foram nomeados pTMA1401, pTMA1402, pTMA1403, pTMA1404,
pTMAT1405 e pTMA1406, e contém o promotor € o gene nifA nativo ou codificando as
mutagdes M162V, E350K, V177G, M185P e M191P, respectivamente, clonados em pJET2.1.

A fim de expressar as variantes de AANifA em F. coli ET8000, os fragmentos
mutagenizados foram subclonados no vetor pPR34 (SODERBACK et al., 1998). Este vetor
corresponde ao plasmideo pT7-7 contendo o RBS de nifl. de A. vinelandii, e faz com que os
niveis de expressdo proteicos sejam menores em F. coli quando comparados com o0s
promovidos pelo RBS do vetor pT7-7. Para isso, foi feita a amplifica¢do das variantes de nifA
a partir das constru¢des em pJET1.2/blunt utilizando os primers Ab-delta-B-up fwd e Ab-
delta-B-down_rev, e os produtos (1915 pb) foram adicionados ao vetor pPR34 linearizado por
PCR sem os genes nifAL de A. vinelandii (2420 pb) (primers Av-RBS-34-backbone fwd e
pPR34-backbone rev), utilizando a técnica de Gibson Assembly (GIBSON ef al., 2009),
conforme descrito na secdo 4.5.8.1. A confirmagdo dos plasmideos gerados foi feita por analise
de restrigdo com as enzimas Ndel e Hindlll, a fim de visualizar os fragmentos tedricos
esperados de 2417 pb e 1880 pb, correspondentes ao vetor linearizado e inserto,
respectivamente. Os plasmideos obtidos foram nomeados pTMA1601, pTMA1602,
pTMA1603, pTMA1606, pTMA1607, pTMA1608, pTMA1609 e pTMA1610, e expressam
NifA de A. brasilense nativa ou contendo as mutagdes Y 18F, Y18F+M162V, M162V, E350K,
V177G, M185P e M191P, respectivamente, a partir do promotor T7 de pT7-7 e do rbs de nifl.A
de A. vinelandii. Um esquema representativo da estratégia utilizada para a obtencdo das

construgdes em pJET1.2 e pPR34 ¢ mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Representacio esquematica da estratégia utilizada para obtencio de variantes

pontuais de NifA expressas a partir de pPR34
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A insercio das mutacdes pontuais foi feita através da amplificaciio do gene nifA4 e sua regiio promotora
(representados em vermelho e amarelo, respectivamente) em dois fragmentos separados utilizando dois
pares de primers mutagénicos (mostrados em lilas), os quais foram posteriormente ligados em uma reacio
de PCR overlapping. Os fragmentos resultantes foram clonados em pJET1.2/blunt, e entio subclonados em
pPR34 backbone linearizado por PCR sem os genes nifAL de A. vinelandii. Os primers nifA_Mut_FOR e
nifA_Mut_REY sio representagdes dos primers 5’ e 3° mutagénicos, respectivamente. Os vetores pJET1.2-
nifA e pPR34-nifA sio representacdes dos plasmideos pTMA1401-1406 e pTMA1601-1610 (exceto
pTMA1604 ¢ pTMA1603), respectivamente (descricio detalhada na Tabela 2). Os oligonucletideos
iniciadores utilizados para cada etapa sdo indicados em lilis e suas sequéncias podem ser obtidas na Tabela
9. O desenho do esquema de clonagem foi feito no programa SnapGene (Dotmatics).

Para a expressdo das variantes pontuais de AbNifA em F. coli JIM109, as construgdes
pTMAI1501-pTMA1505, pTMA1602, pTMA1603 e pTMA1609 (ver Tabela 2) contendo os
fragmentos de nif4 foram digeridas com as enzimas Ndel e HindlIII, e os produtos de tamanho
adequado (1927 pb) subclonados em vetor pET28a digerido com as mesmas enzimas (Figura
11). A escolha do vetor foi baseada em experimentos anteriores, nos quais foi possivel detectar
a ativagdo de uma fusdo traducional (nifH::lacZ) por meio da expressdo de uma variante de
AbNifA N-truncada em F. coli IM109 a partir de pET28a (NISHIKAWA, 2010). A
confirmagdo dos plasmideos construidos foi feita por digestdo com as enzimas Xbal e Hindll],
que geraram os fragmentos teoricos esperados de 5027 pb e 2026 pb, correspondentes ao vetor
linearizado e inserto, respectivamente. Os novos plasmideos foram nomeados pTMA1701,
pTMA1702, pTMA1703, pTMA1706, pTMA1707, pTMA1708, pTMA1709 e pTMA1710, e
expressam NifA de A. brasilense nativa ou contendo as muta¢des Y18F, YI8F+MI162V,
M162V, E350K, V177G, MI185P e MI191P, respectivamente, bem como uma cauda de
polihistidina N-terminal, a partir do promotor /acO-77 do vetor pET28a. A Figura 11 mostra

uma representacdo esquematica de sua construgao.
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Figura 11 - Representacio esquematica da estratégia utilizada para obtencio de variantes
pontuais de NifA expressas a partir de pET28a

HindIII Ndel
Ndel i

iy
a

e PET-28a(+)
HindIII 5365 bp

pIET1.2-nifA
4918 bp |

Ligagao I d

HindIII

" Ndel

PET28a-nifA
7233 bp

Construcdes em pJET1.2 ou pPR34 contendo o gene nif4 nativo ou com mutag¢des pontuais em diferentes
codons (representado em vermelho) foram digeridas com as enzimas de restricio Ndel e HindIIl. Os
produtos obtidos foram purificados do gel e adicionados ao vetor de expressio pET28a, digerido com as
mesmas enzimas. Os plasmideos resultantes expressam as variantes de NifA, bem como uma cauda de
polihistidina N-terminal, sob controle do promotor T7 e foram utilizados para os ensaios de ativa¢io
transcricional em E. coli JM109. Os vetores pET1.2-nifA e pET28a-nifA sdo representacdes dos plasmideos
pTMA1501-1505 e pTMA1701-1710 (exceto pTMA1704 ¢ pTMA 1705), respectivamente (descri¢ciio
detalhada na Tabela 2).

Para a obtengdo dos plasmideos expressando as duas variantes de NifA contendo
delegdo de parte da regido de interdominios QL, os fragmentos resultantes da amplifica¢do das
regides localizadas a montante (UP) (primers Ab-delta-B-up fwd/Ab-delta-B-up rev para
QL1; Ab-delta-B-up fwd/Ab-B-del-2-up rev para QL2) e a jusante (DOWN) (Ab-delta-B-
down_fwd/Ab-delta-B-down rev para QLI1; Ab-B-del-2-down fwd/Ab-delta-B-down_rev
para QL2) das regides alvo de delecdo foram adicionados ao vetor pPR34 linearizado por PCR
sem os genes nifAl. de A. vinelandii (primers Av-RBS-34-backbone fwd e pPR34-
backbone rev), utilizando a técnica de Gibson Assembly (se¢do 4.5.8.1). A confirmagdo dos
plasmideos construidos foi feita por digestdo dos mesmos com as enzimas Ndel e Hindlll, que
geraram os fragmentos tedricos esperados de 2417 pb e 1835 pb (construgdo de QL 1), ou 2417
e 1829 pb (constru¢do de QL2), correspondentes ao vetor linearizado e inserto,
respectivamente. Além disso, foi feita confirmagao por reagdo de sequenciamento utilizando os

primers Ab-delta-B-up fwd e Ab-delta-B-down rev. Os plasmideos gerados foram
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denominados pTMA1604 e pTMA1605, e expressam a proteina NifA contendo delecio dos
residuos 185-199 (QL1-NifA) e 185-201 (QL2-NifA), respectivamente, sob controle de
promotor T7.

Para os ensaios de avaliagdo de atividade destas duas variantes em £. coli JIM109 (DE3),
as constru¢des em pPR34 foram digeridas com as enzimas Ndel e HindlII, e o produto ligado
ao vetor pET28a digerido com as mesmas enzimas. A presenga dos insertos de tamanho correto
foi confirmada apos restricdo com as enzimas Ndel e HindIII, que produziram os fragmentos
teoricos esperados de 5304 pb e 1837 pb (construgdo de QL1), ou 5304 pb e 1831 pb
(construgcdo de QL2), correspondentes ao vetor linearizado e inserto, respectivamente. Os
plasmideos resultantes foram denominados pTMA1704 e pTMA1705, e expressam a proteina
NifA contendo uma cauda de polihistidina N-terminal e a dele¢do dos residuos 185-199 e 185-
201, respectivamente, sob controle do promotor lacO-77 do vetor pET28a. Uma representagao
esquematica das etapas de clonagem para a construg@o dos vetores expressando a variante QL 1-

NifA ¢ mostrada na Figura 12.
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Figura 12 - Representacio esquemaitica da construcio de vetores expressando NifA
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Os fragmentos resultantes da amplificacdo das regides localizadas A montante (fragmento UP) e a jusante
(fragmento DOWN) do Q-linker de NifA foram ligados ao vetor pPR34 backbone linearizado por PCR
(excluindo os genes nifAL de A. vinelandii), em uma rea¢do tinica utilizando a técnica de Gibson Assembly.
Na sequéncia, o plasmideo resultante, pTMA1604, foi digerido com as enzimas Ndel e HindIII e o inserto
liberado subclonado em pET28a digerido com as mesmas enzimas. O plasmideo gerado, pTMA1704,
expressa NifA truncada nos residuos 185-199 e contendo uma cauda de polihistidina N-terminal a partir do
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promotor T7. A constru¢io dos plasmideos pTMA1605 ¢ pTMA1705 que expressam NifA deletada nos
residuos 185-201 a partir dos vetores pPR34 e pET28a, respectivamente, foi feita de maneira andloga. Os
oligonucletideos iniciadores utilizados para cada etapa sio indicados em lilis e suas sequéncias podem ser
obtidas na Tabela 9.

5.1.2 Avaliacio da ativacio de uma fusio transcricional por variantes de NifA em E. coli
ET8000

Os plasmideos pPR34, pPMA e pTMA1601-pTMA1610 (que expressam AvNifL +
AvNiIfA, AvNifL + AvE356K-NifA, AbNifA e as variantes Y18F, Y18F+M162V, QL1, QL2,
M162V, E350K, V177G, M185P e M191P) foram transformados em células de E. coli ET8000
carregando o plasmideo reporter pRT22 (TULI e MERRICK, 1988), o qual possui uma fusdo
traducional nifH::lacZ de K. pneumoniae. Uma vez que a expressdao dos genes estruturais
nifHDK da nitrogenase esta sob controle de NifA, a expressdo do gene reporter lacZ ocasionada
pela transcrig¢@o a partir do promotor dos genes nif pode ser tomada como medida da atividade
da proteina NifA.

Os transformantes foram cultivados em meio NFDM contendo alto amoénio (7,56 mM
(NH4)2S04) ou baixo amoénio (0,02% de solug@o caseina hidrolisada) para a realizagdo dos
ensaios de atividade enzimatica de B-galactosidase, conforme descrito na se¢do 4.11.4. Os
experimentos foram feitos em condi¢des de anaerobiose (conforme descrito na se¢do 4.11.4.1),
ja que a atividade de AbNifA ¢ regulada negativamente sob altas concentra¢des de oxigénio

(SOTOMAIOR et al., 2012). Os resultados sdo mostrados na Figura 13.

Figura 13 - Atividade de B-galactosidase em culturas de E. coli ET8000 expressando
variantes de AbNifA
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Células de E. coli ET8000 contendo o plasmideo pRT22 e os plasmideos que codificam as variantes de NifA
analisadas neste trabalho foram cultivadas em meio NFDM por cerca de 20 horas a 30°C ¢ 250 rpm sob
condi¢coes de anaerobiose. Os ensaios de ativacdio transcricional in vive por variantes de NifA foram
realizados na presenca de amonio (7,56 mM de (NH4):S04) ou auséncia de amoénio (0,02% solucio de
caseina hidrolisada). Av-NifA corresponde a proteina NifA nativa de A. vinelandii expressa a partir do
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plasmideo pPR34, 0 qual contém o RBS de nifL de A. vinelandii (controle negativo). Av-E356K-NifA é uma
variante de NifA de A. vinelandii niio regulada por aménio que contém a mutacio pontual E356K e é
expressa a partir de pPR34 (controle positivo). Ab-NifA ¢é a proteina NifA nativa de A. brasilense, enquanto
Ab-QL1-NifA e Ab-QL2-NifA siio variantes contendo delecio dos trechos 185-199 e 185-201 do Q-linker,
respectivamente, todas expressas a partir do mesmo sistema. Os resultados para atividade de f-
galactosidase foram expressos em unidades Miller. No grifico estiio indicados os desvios-padrio em torno
da média de um experimento representativo realizado em duplicata biolégica.

Os resultados dos ensaios de ativagdo transcricional indicam que a proteina NifA de 4.
brasilense expressa isoladamente em F. coli ET8000 ndo ¢ capaz de ativar a transcri¢do do gene
de fusdo nifH::lacZ nas condi¢des testadas, mesmo em baixos niveis de aménio. E possivel que
os niveis de expressdo de NifA a partir de pPR34 ndo sejam suficientes para causar ativagao
detectavel da transcri¢do de lacZ, uma vez que esse plasmideo possui substituicdio do RBS
original pelo RBS de nifl. de A. vinelandii, a fim de que quantidades mais brandas de NifA
possam ser expressas e ativadas por GInB disponivel no citoplasma de £. coli.

Experimentos realizados por Araujo e colaboradores (2004) mostraram que a proteina
PII GInB ¢ essencial para atividade de AbNifA na estirpe YMC10 de E. coli em condig¢des de
baixo amonio e oxigénio, e que a proteina AHNifA ¢ ativa quando EcGInB ¢ superexpressa.
Esse resultado sugere que a falta de atividade de AhNifA em FE. coli seria devido a baixa
concentragdo de £cGInB enddgena. Resultado semelhante foi observado para a proteina NifA
de H. seropedicae, cuja atividade em £. coli s6 ¢ detectavel quando ha co-expressdo de
proteinas do tipo PII, nesse organismo também, variantes de NifA ndo reguladas
frequentemente apresentam baixa atividade quando pouco expressas (STEFANELLO, 2018).

Por esse motivo, os experimentos em ET8000 foram interrompidos € um outro sistema foi

adotado para avaliar a atividade das variantes de NifA em £. coli. (se¢@o 5.1.3).

5.1.3 Avaliacdo da ativacio de uma fusao nifH:lacZ por variantes de NifA em E. coli
JM109

Dada a auséncia de atividade para o ensaio de ativag@o transcricional em F. coli ET8000,
e baseado nos experimentos realizados por Nishikawa e colaboradores (2010) e Stefanello e
colaboradores (2018), optou-se por avaliar a atividade das variantes de NifA em £. coli IM109
(DE3), estirpe que possui o gene que codifica a RNA polimerase do fago T7, necessaria para
alta expressdo a partir de promotores T7. A expressdo mais alta das variantes de NifA nesta
linhagem permitiria detectar atividade de proteinas menos ativas que AvNifA. Para isso, as
constru¢des pTMA1701-pTMA1710 (secdo 5.1.1; Figura 12) foram transformadas na estirpe
JM109 (DE3) de E. coli carregando o plasmideo reporter pRT22. Colonias transformantes
foram cultivadas sob atmosfera anoxica em condig¢des de alto nitrogénio (20 mM NH4Cl) ou

baixo nitrogénio (0,02% de caseina hidrolisada) e usadas em ensaio de ativagdo transcricional,
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conforme descrito na se¢do 4.11.4. Um experimento inicial foi realizado utilizando o plasmideo
pTMAT11 (APOLONIO, 2018), o qual expressa a proteina NifA de A. brasilense truncada em
seu dominio GAF a partir de um promotor induzivel por IPTG. Diferentes concentra¢des de
IPTG foram testadas, a fim de obter-se niveis otimizados para atividade de -galactosidase. Os

resultados sdo mostrados na Figura 14.

Figura 14 - Atividade de B-galactosidase em culturas de E. coli JM109 expressando NifA
N-truncada de A. brasilense sob inducio com diferentes concentracées de IPTG
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Células de E. coli JM109 transformadas com os plasmideos pRT22 (nifH::lacZ) e pTMA11 (AGAF-nifA)
foram cultivadas em meio NFDM por 6 horas a 30°C e 180 rpm sob condicdes de anaerobiose. Os ensaios
de ativacio transcricional in vitro foram realizados na presenca de amonio (20 mM NH4Cl) ou auséncia de
amonio (0,02% solucgio de caseina hidrolisada). Diferentes concentragdes de IPTG foram testadas, a fim de
obter-se niveis otimizados para atividade de p-galactosidase. Os resultados foram expressos em unidades
Miller e no grafico estio indicados os desvios-padrao em torno da média de um experimento representativo
realizado em duplicata biolégica.

O ensaio piloto mostrado na Figura 14 revelou um efeito dose-dependente de atividade
de B-galactosidase a adi¢do de IPTG até a concentragdo 5 uM. A adi¢do de concentragdes
superiores do indutor ndo levou a aumento da atividade enziméatica detectada (em alto amodnio,
p>0,05 para as comparagdes 5 uM x 10 uM e 5 uM x 20uM; p=0,032 para a comparagao entre
5 uM e 20 uM em baixo amonio, sugerindo perda de atividade de NifA em 20 uM de IPTG),
indicando que os niveis 6timos de expressdo haviam sido atingidos com doses inferiores. Desta
forma, para os ensaios seguintes, c€lulas de £. coli JIM109 (DE3) transformadas com as
constru¢des em pET28a expressando as variantes de NifA e carregando o vetor pRT22 foram
cultivadas em meio NFDM com a suplementa¢do de IPTG na concentragdo de 5 uM (se¢do

4.11.4.1). Os resultados dos ensaios de atividade enzimatica sdo mostrados na Figura 15.
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Figura 15 - Atividade de B-galactosidase em culturas de E. coli JM109 expressando
variantes de NifA de A. brasilense sob inducio com IPTG
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Células de E. coli JM109 foram cultivadas em meio NFDM suplementado com 5 pM de IPTG por 6 horas
a 30°C e 180 rpm sob condi¢des de anaerobiose. Os ensaios de ativacio transcricional in vitro foram
realizados na presenca de amonio (20 mM NH4Cl) ou auséncia de amonio (0,02% soluciio de caseina
hidrolisada). pET28a corresponde ao vetor vazio usado para as construgoes (controle negativo); Ab-AGAF-
NifA ¢ uma variante de NifA expressa a partir do vetor pET28a que nfio possui os primeiros 201 residuos
de aminoacidos que constituem o dominio GAF, e sua atividade nio € inibida por ions amdnio (controle
positivo). Ab-NifA corresponde A proteina NifA nativa de A. brasilense, enquanto Ab-Y18F-NifA, Ab-
M162V+Y18F-NifA, Ab-QL1-NifA, Ab-QL2-NifA, Ab-M162-NifA, Ab-E350K-NifA, Ab-V177G-NifA e Ab-
M191P-NifA sido variantes contendo mutacfio nas posicdes indicadas. Os resultados foram expressos em
unidades Miller e no grifico estio indicados os desvios-padrio em torno da média de dois experimentos
independentes realizados em duplicata biolégica.

Os resultados dos ensaios de ativagdo transcricional do gene fusdo nifH::lacZ em L.
coli JIM109 mostraram que a proteina NifA truncada em seus primeiros 201 residuos de
aminoacidos ¢ ativa tanto na auséncia quanto na presenga amdnio, confirmando dados obtidos
anteriormente (NISHIKAWA, 2010, SOTOMAIOR et al., 2012). Nao foi observada ativagdo
da transcri¢do do gene /acZ pela proteina NifA nativa na auséncia de amonio, também em
concordancia com dados anteriores (ARAUJO ef al., 2004); uma possivel explicacdo para isto
seria que a concentragdo minima de PII necessaria para induzir atividade detectavel de AbNifA
neste ensaio seja maior do que a concentragdo total de PII livre no citoplasma de £. coli. Como
mostrado por Araujo e colaboradores (2004), a atividade de AbNifA s6 poderia ser detectada
caso houvesse aumento da expressdo de proteinas PII (por exemplo, através de co-expressdo
heterdloga de AbNifA e LcGInB).

As variantes Ab-M162-NifA, Ab-E350K-NifA, Ab-V177G-NifA e Ab-M191P-NifA
também mostraram-se incapazes de ativar a transcrigdo do gene de fusdo nifH::lacZ nas duas

condigdes testadas, constatada pela auséncia de atividade da proteina -galactosidase, como
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mostra a Figura 15. Estes resultados sugerem inicialmente que essas variantes ndo tém atividade
constitutiva (pelo menos ndo em F. coli), possivelmente porque necessitariam da proteina de
transdugdo de sinal GInB para estarem em seu estado ativo, diferentemente do que foi
observado para a versdo de NifA truncada em seu dominio GAF, cuja atividade mostrou-se
independente da presenca de GInB. Outra explicagdo possivel € que estas variantes sejam
permanentemente inativadas devido a um efeito ndo previsto das mutag¢des introduzidas.

Os ensaios de ativagdo transcricional mostraram ainda que a proteina A5-M185P-NifA
¢ ativa tanto na presenga quanto na auséncia de amonio, e que possivelmente sua atividade ndo
requer o mesmo nivel de expressdo de GInB que AbNifA nativa exigiria. Ha duas explicagdes
possiveis para a atividade constitutiva de AbNifA M185P em E. coli: ou esta variante possui
maior afinidade por PII, de modo a poder ser ativada sob concentra¢des de PII menores do que
as requeridas por AhNifA; ou esta variante possui atividade independente da ativacao por PIL
A primeira hipotese parece ser a menos provavel, visto que o residuo M185 encontra-se no
interdominio QL, numa regido predita como formando uma hélice de conexao entre os dominios
GAF e AAA+, que ndo esta implicada na detecg@o de sinal na Unica proteina semelhante com
estrutura cristalografica determinada (BATCHELOR ef al., 2013). Além disso, a substitui¢do
equivalente em NifA de H. seropedicae (Q184P) encontra-se no Q-linker, em uma regido
predita como pertencendo a interface do dimero de GAF, e no exposto na superficie, o que
limitaria sua influéncia sobre a capacidade de interagir com PII a uma ac¢fo indireta sobre outros
residuos. Modelos construidos para AbNifA também localizaram M185P na mesma regido (ver
secdo 5.2.5 adiante).

A variante de NifA correspondente & combinacdo das substituicdes M162V e Y18F
apresentou atividade detectavel de ativacdo de lacZ, apesar de consideravelmente inferior
quando comparada a versio N-truncada de AANifA ou a proteina Ah-NifA-M185P.
Interessantemente, as proteinas 4b-M162V-NifA e Ab-Y18F-NifA ndo mostraram atividade
em F. coli isoladamente. Uma possivel explicagdo, entre muitas, € que a combinacdo dessas
mutagOes altere o padrdo de interagdo entre os residuos M162 e Y18F e resulte em uma
mudanga de conformac¢do que gere uma proteina levemente menos responsiva aos niveis de
amonio. As proteinas Ab-QL1-NifA e Ab-QL2-NifA também mostraram-se incapazes de ativar
o gene de fusdo nifH::lacZ em estirpe JM109 de E. coli nas condig¢les testadas, apesar de
atividade residual ter sido detectado nesta ultima por comparagdo com o controle negativo

(p<0,01 para as compara¢des em auséncia ou presenga de amonio).
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5.2 Avaliagdo do efeito da mutagénese de NifA em A. brasilense

Uma vez que os ensaios de ativagdo transcricional em estirpes de £. coli nao foram
suficientemente conclusivos, e que ao menos uma das variantes geradas mostrou potencial de
atividade ndo regulada por nitrogénio, NifA-M185P e as demais variantes de NifA foram
expressas e testadas diretamente em A. brasilense. O estudo do efeito das mutagdes de forma
direta no organismo parental poderia fornecer dados mais acurados sobre o fendtipo das
variantes testadas, ja que todos os componentes nativos envolvidos com a regulacdo da FBN
estariam presentes e nas concentragdes adequadas, possivelmente revelando algum grau de
atividade das proteinas que foram pouco ativas em F. coli. Os ensaios em A. brasilense foram
baseados em dados prévios de complementag@o da estirpe mutante de nif4 FP10 (APOLONIO,
2018), em que foi possivel restaurar o fenotipo de fixag@o de nitrogénio através da expressio
de NifA a partir do plasmideo pLAFR3.18 (MACHADO ez al., 1995). Este plasmideo apresenta
estabilidade de A. brasilense e, portanto, pode ser conjugado e utilizado em ensaios de

caracterizacdo de estirpes.

5.2.1 Construcio de plasmideos para expressio de variantes de NifA em A. brasilense

A transferéncia das mutagdes pontuais de nifd para o vetor de expressdo em A.
brasilense foi feita utilizando as constru¢des em pJET1.2, descritas na se¢do 5.1.1 (Figura 10).
Os plasmideos pTMA1401-pTMA 1406 foram digeridos com as enzimas Sacl e HindlIII, o que
gerou os trés fragmentos tedricos esperados: 2731 pb (vetor linearizado, fragmento
Hindlll/Sacl) 2424 pb (inserto, fragmento Sacl/HindlIII) e 264 pb (vetor linearizado, fragmento
HindIIl/HindIIl). A purifica¢do do fragmento de inserto foi feita por meio da digestdo adicional
deste sistema com a enzima Scal, que corta o fragmento maior do vetor linearizado, produzindo
dois fragmentos menores (1851 pb e 880 pb) e facilmente distinguidos do fragmento de 2424
pb de inserto. Apos a extracdo dos fragmentos do gel de agarose, estes foram purificados e
ligados ao vetor pLAFR3.18 digerido com as mesmas enzimas. Os plasmideos obtidos foram
denominados pTMA1801, pTMA1802, pTMA1803, pTMA1804, pTMA1805 ¢ pTMA1806, ¢
expressam a proteina NifA nativa ou contendo as mutagdes M 162V, E350K, V177G, M185P e
MI191P, respectivamente, a partir do promotor nifA em pLAFR3.18 (Figura 16). A confirmagao
das construgdes foi feita por digestdo com as enzimas Sacl e HindlII, que gerou os fragmentos
teoricos esperados de cerca de 21 kb e 2,4 kb, correspondentes ao vetor linearizado e inserto,
respectivamente; e por reacdo de sequenciamento, utilizando os primers M13-fwd e M13-rev.

Para a construgdo do vetor expressando NifA truncada entre os residuos 185-201, o

plasmideo pTMA1705 (Secdo 5.1.1; Figura 12), foi digerido com as enzimas Xbal e Hindlll,
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gerando os fragmentos teoricos esperados de 5207 pb e 1928 pb, referentes ao vetor linearizado
e inserto, respectivamente. Depois de purificado do gel, o fragmento do inserto foi ligado ao
vetor pPLAFR3.18 digerido com as mesmas enzimas, originando o plasmideo pTMA1904, que
expressa a proteina AbQL2-NifA a partir do promotor /ac. A confirmagio da construgdo foi
feita por meio da digestdo com as mesmas enzimas, que produziu os fragmentos esperados de

cercade 21 kb e 1,9 kb, respectivamente.

Figura 16 — Representacio esquematica da construcio de plasmideos para expressiao de
variantes de NifA em A. brasilense
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As construcdes em pJET1.2 contendo o gene rnifA4 nativo ou com mutagdes pontuais em diferentes cédons
(mostrado em vermelho) foram digeridas com as enzimas de restriciio Sacl e HindIIl. Os produtos obtidos
foram purificados do gel e adicionados ao vetor pLAFR3.18 digerido com as mesmas enzimas. Os
plasmideos resultantes expressavam as variantes de NifA sob controle do promotor de nif4 nativo e foram
usados nos ensaios de complementacio dos mutantes FP2AnifA4, 7628 e 2812. Os vetores pJET1.2-nifA e
pLAFR3.18-nifA sio representacdes dos plasmideos pTMA1401-1406 e pTMA1801-1806, respectivamente
(descri¢iio na Tabela 2).

5.2.2 Complementacio de estirpe mutante nifA de A. brasilense

Os plasmideos pTMA12, pTMA1801-pTMA1806 e pTMA1904 foram transformados
em estirpe S17.1 de F. coli e entdo transferidos para a estirpe FP2AnifA de A. brasilense (ver

item 5.2.4.1) utilizando o método de conjugag@o biparental, como descrito na se¢do 4.8. Essa
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estirpe mutante foi utilizada por ndo expressar a proteina NifA e, portanto, ndo possibilitar a
formacg@o de heterohexametros indesejaveis com as proteinas expressas a partir de plasmideo,
o que poderia mascarar o real fenotipo das variantes testadas. Coldnias transconjugantes
capazes de crescer na presenga do antibidtico tetraciclina foram utilizadas para os ensaios de
determinagdo de atividade da nitrogenase (como detalhado na se¢do 4.11.1), os quais foram
realizados em duas condi¢des: baixo amonio (0,5 mM de glutamato) e alto amdnio (10 mM de

NH4Cl). Os resultados obtidos para atividade de nitrogenase sdo mostrados na Figura 17 abaixo.
Figura 17 - Atividade de nitrogenase da estirpe mutante FP2AnifA complementada com

plasmideos expressando diferentes variantes de NifA
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A estirpe mutante FP2Anif4 de A. brasilense foi complementada com plasmideos expressando diferentes
variantes de NifA a partir do préprio promotor nifd (exceto pTMA12 ¢ pTMA1904). A estirpe selvagem
FP2 foi adicionada ao ensaio como controle experimental, assim como a estirpe FP2AnifA4 carregando o
plasmideo que expressa NifA nativa ou vetor pLAFR3.18 vazio. Os experimentos de determinacio de
atividade da nitrogenase foram realizados em meio semi-sélido contendo 0,5 mM de glutamato (condiciio
de baixo aménio) ou 10 mM de NH4Cl (condiciio de alto amonio), pelo método de redugio do acetileno,
conforme descrito em materiais e métodos (secio 4.11.1). As atividades de nitrogenase foram expressas em
nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto. No grafico estio indicados os
desvios-padriao em torno da média de pelo menos dois experimentos representativos realizados em duplicata
bioldgica.

Os ensaios de complementagdo mostraram que a proteina NifA nativa de A. brasilense
expressa a partir de seu proprio promotor € capaz de restaurar a atividade de nitrogenase da

estirpe mutante FP2AnifA cultivada em baixos niveis de amdénio, mostrando mesmo uma

atividade mais elevada que a da atividade da estirpe selvagem (p=0,0102). Por outro lado, a
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complementa¢do com o vetor pPLAFR3.18 vazio ndo restaura a atividade da nitrogenase do
mutante FP2AnifA, como era esperado.

Dentre as variantes de NifA testadas, aquela correspondente a substitui¢do E350K néo
foi capaz de restaurar o fenotipo de fixagdo de nitrogénio do mutante, mesmo em baixos niveis
de amonio, o que sugere que o residuo substituido seja importante para a estabilidade ou
formacg@o da conformagdo ativa da proteina em A. brasilense. Esse resultado € interessante, ja
que esse residuo de glutamato ¢ altamente conservado entre proteinas NifA de diferentes
organismos (ver Figura 9), o que por si s6 sugere que este residuo seja fundamental para a
atividade da proteina. Contudo, os resultados obtidos para esta mutagdo em AbNifA diferem do
perfil observado recentemente para a substitui¢do andloga E356K de Azotobacter vinelandii,
cyjo efeito gerou destruicdo da hierarquia de regulagdo dos genes nif devido a constante
ativagdo de AvNifA, gerando mesmo excrecdo de amonio (BATISTA ef al., 2021). Essa
diferenga pode ser justificada pelo fato de que esses organismos apresentam diferentes
mecanismos de regulacdo de NifA. Enquanto em A. brasilense a regulagdo da atividade de NifA
ocorre diretamente pelos niveis de amonio e oxigénio, em A. vinelandii ha a presenga de uma
outra proteina regulatoria NifL., a qual forma um complexo inativo com NifA em resposta a
altas concentragdes de oxigénio ou ions amdnio (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004).

Por outro lado, o experimento de determinagdo de atividade de nitrogenase também
mostrou que a expressdo das variantes M162V, V177G, M185P e M191P de NifA ¢ capaz de
restaurar a atividade da nitrogenase do mutante FP2Anif4 cultivado em baixos niveis de
amonio, indicando que M162V, V177G, e M191P ndo sdo permanentemente inativas, o que era
uma possibilidade a se considerar dados os experimentos em F. coli. As duas proteinas com
maior atividade na auséncia de amoénio, V177G e M185P, revelaram até mesmo serem mais
ativas na promogao da fixagdo de nitrogénio do que a proteina selvagem expressa nas mesmas
condigdes (p=0,0012 e 0,0164, respectivamente). Mais interessantemente, 0s ensaios
mostraram que essas proteinas também sdo pelo menos parcialmente constitutivas, visto que ha
atividade de nitrogenase mesmo na presenga de alta concentracdo de amodnio. Este resultado
sugere que possivelmente essas variantes possuem alguma maneira de entrarem em sua
conformagdo ativa independente da ativacdo por GInB uridililada, visto esta proteina estar
praticamente ausente no citoplasma de A. brasilense cultivado na presenca de amonio. Isto
tornaria o fen6tipo destas proteinas condizente com os dados obtidos anteriormente para suas
equivalentes em Rhodospirillum rubrum (ZOU et al., 2008) e Herbaspirillum seropedicae
(STEFANELLO, 2018), e diferente do que foi sugerido pelos dados prévios obtidos neste
estudo a partir dos experimentos de ativagdo transcricional em £. coli, os quais mostravam que,

dentre essas variantes, apenas a proteina M185P-NifA apresentaria atividade constitutiva sem
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a necessidade de pré-ativagdo por GInB (ver Figura 15). Alternativamente, uma vez que néo foi
avaliado o efeito direto de PII ou PII-UMP nas condigdes testadas, € possivel que este fenotipo
seja devido a um efeito direto da ligacdo de NifA a uma molécula efetora capaz de manté-la
sempre em sua forma desreprimida. Em estudo anterior foi mostrado que 2-OG ¢é capaz de ligar-
se ao dominio GAF de NifA de A. vinelandii e gerar uma mudanga conformacional capaz de
prevenir inibi¢do por NifLL sob condi¢des de fixagdo de nitrogénio (LITTLE e DIXON, 2003).
Em A. brasilense, porém, a ocorréncia deste tipo de interag@o ainda ndo foi relatada.

A divergéncia entre as atividades de NifA M162V, V177G, e M191P mensuradas em
E. coli e A. brasilense pode ser devido a uma combinacdo de diferencas de expressdo,
estabilidade, e regulagdo dessas proteinas. Em £. coli, 5 uM de IPTG sdo o bastante para
garantir expressdo suficiente de AGAF-NifA (ver Figura 14), mas talvez ndo sejam suficientes
para expressar quantidade suficiente de NifA M162V, V177G ou M191P, caso estas proteinas
sejam intrinsecamente menos ativas que AGAF-NifA, ou mesmo simplesmente menos estaveis
em F. coli. Neste caso, o uso de concentragdes maiores do indutor IPTG acabaria por revelar a
atividade dessas proteinas, compensando sua menor estabilidade e/ou atividade com maior
expressdo. Uma vez transferidas para A. brasilense, sob o controle do proprio promotor de nifA,
o nivel de expressdo se tornaria alto o bastante para, neste background, gerar atividade
detectavel de NifA.

Além das variantes pontuais, duas outras variantes, AbQL2-NifA e AbAGAF-NifA,
(APOLONIO, 2018) contendo truncagem de trecho do Q-linker (185-201) e dele¢do completa
do dominio GAF (201 residuos iniciais de NifA), respectivamente, foram testadas. Ambas
proteinas complementaram a atividade de nitrogenase do mutante FP2Anif4, apesar da
atividade detectada na presenca de altos niveis de amodnio ter sido claramente inferior em
relagdo as variantes pontuais (ver Figura 17). E valido ressaltar que resultados similares foram
obtidos por Apolonio (2018) em experimentos de complementagdo de mutantes de fenotipo
Nif" com plasmideo expressando a proteina NifA truncada em seu dominio GAF.

Apesar de serem capazes de fixar nitrogénio constitutivamente, as estirpes descritas na
Figura 17 mostraram-se incapazes de excretar amonio para o meio, sugerindo inalteragdo do

controle das vias de assimila¢do de nitrogénio (dados ndo mostrados).

5.2.3 Complementacio de mutantes PII de A. brasilense

Os resultados descritos na se¢do 5.2.2 sugerem que as variantes de NifA obtidas neste
estudo sdo, a0 menos, parcialmente irresponsivas a disponibilidade de nitrogénio intracelular,

uma vez que mostraram ser ativas mesmo na presenga de altas concentra¢des de amonio. Com
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o intuito de estudar a correlagdo desse fenotipo com a participagdo das proteinas de transdugdo
de sinal PII na regulacdo da atividade dessas variantes de NifA, os plasmideos pTMA12,
pTMA1801-pTMA1806 e pTMA1904 (secdo 5.2.2) foram transferidos para estirpes mutantes
contendo delecdo de glnB ou glnB e ginZ pelo método de conjugagio biparental, como descrito

na se¢do 4.8.

5.2.3.1 Complementacio de estirpe mutante glnB

Inicialmente, as variantes foram avaliadas quanto a capacidade de restauragdo do
fenotipo de fixagdo de nitrogénio pela estirpe mutante LFH3 (HUERGO et al., 2006a), a qual
possui delegdo do gene g/nB de A. brasilense. Com o intuito de eliminar possiveis interferéncias
causadas pela expressdo cromossomal de NifA, inicialmente foi feita a delecdo completa de
nifA utilizando o plasmideo pTMA2003, de forma anéaloga a estratégia descrita mais adiante no
item 5.2.4.1, originando o mutante LFH3Anif4. Entretanto, efeitos deletérios de motilidade
durante cultivo em meio semi-solido dificultaram a medi¢do de atividade da nitrogenase
utilizando essa estirpe. Como alternativa, as construgdes expressando as diferentes variantes de
NifA foram transferidas para o mutante 7628 (DE ZAMAROCZY et al, 1996) de A. brasilense
Sp7, o qual possui insercdo de cassete de canamicina em sitio Sall central da CDS de ginB,
interrompendo o gene no genoma. Entretanto, uma vez que essa estirpe € naturalmente
resistente a canamicina, ndo foi possivel realizar a delecdo cromossomal de nif4 utilizando o
plasmideo pTMA2003, devido a inviabilidade de sele¢do de mutantes simples. Por outro lado,
uma vez que 7628 possui fendtipo Nif', o religamento da nitrogenase pode ser tomado como
medida direta da atividade das variantes de NifA expressas a partir de plasmideo. Coldnias
transconjugantes resistentes ao antibidtico tetraciclina e capazes de crescer em meio semi-
solido foram utilizadas para os ensaios de determinagdo de atividade da nitrogenase, os quais
foram realizados em duas condi¢des: baixo amédnio (0,5 mM de glutamato) e alto amonio (10
mM de NH4Cl). Os resultados obtidos para atividade de nitrogenase sdo mostrados na Figura

18 abaixo.



115

Figura 18 - Atividade de nitrogenase da estirpe mutante 7628 complementada com
plasmideos expressando diferentes variantes de NifA
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A estirpe mutante 7628 de A. brasilense foi complementada com plasmideos expressando diferentes
variantes de NifA a partir do promotor do préprio gene (exceto pTMA12 e pTMA1904). A estirpe selvagem
FP2 foi adicionada ao ensaio como controle experimental, assim como a estirpe 7628 carregando o
plasmideo que expressa NifA nativa ou vetor pLAFR3.18 vazio. Os experimentos de determinacio de
atividade da nitrogenase foram realizados em meio semi-sélido contendo 0,5 mM de glutamato (condiciio
de baixo aménio) ou 10 mM de NH4Cl (condiciio de alto amonio), pelo método de reduciio do acetileno,
conforme descrito em materiais ¢ métodos (secio 4.11.1). A atividade de nitrogenase foi expressa em nmol
de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto. No grifico estio indicados os desvios-
padrio em torno da média de pelo menos dois experimentos representativos realizados em duplicata
biologica.

De acordo com os resultados, € possivel observar que a estirpe carregando o plasmideo
pLAFR3.18 vazio ou expressando AbNifA ndo modificada ndo apresenta fixa¢@o de nitrogénio,
conforme era esperado, ja que a proteina nativa requer GInB-UMP para sua ativagdo.
Entretanto, todas as variantes testadas mostraram complementar a atividade de nitrogenase do
mutante 7628, o qual torna-se capaz de fixar nitrogénio mesmo quando cultivado na presenga
de altos niveis de amdnio. Além disso, € possivel notar que, dentre as proteinas testadas, aquelas
correspondentes as substitui¢des V177G e MI185P mostraram gerar niveis superiores de
atividade de nitrogenase em relacdo as demais, especialmente na condi¢do de alto amonio.
Esses resultados sugerem que, além de serem menos responsivas ao controle por nitrogénio,
essas proteinas sdo menos dependentes da ativacdo por GInB, visto que suas atividades tanto

na auséncia quanto na presenca de amdnio foram pouco afetadas pela interrupgao do gene ginb.
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A comparacdo das atividades de nitrogenase promovidas por cada proteina em
FP2AnifA e Sp7 7628 revelou diminuigao estatisticamente significativa da atividade promovida
por AbNifA V177G e M185P, cerca de 20-25% na auséncia de amdnio (p<0,001), e 20-30% na
presenca de amonio (p<0,05). Uma vez que as perdas de atividade foram muito semelhantes na
presenca ou auséncia de amonio, e que a variante selvagem de NifA ¢ sensivel ao estado de
uridililagdo de GInB (que responde ao nivel intracelular de aménio), € pouco provavel que o
efeito observado seja um efeito direto da auséncia de GInB sobre as variantes de NifA. Além
disso, possivelmente devido a pequenas diferengas ambientais durante a execucdo dos dois
experimentos, até mesmo A. brasilense FP2 apresentou atividade reduzida da nitrogenase no
ensaio mostrado na Figura 18 quando comparado ao ensaio mostrado na Figura 17 (p=0,0328);
a relacdo entre as atividades de FP2 nos dois ensaios € de 0,786, ndo muito diferente da
observada para AbNifA V177G (0,732 ¢ 0,723 para 0,5 mM de glutamato e 10 mM de amonio,
respectivamente) e AbNifA M185P (0,697 € 0,772).

Assim como observado para a estirpe FP2AnifA complementada, os altos niveis de
atividade da nitrogenase devido a expressdo plasmidial das variantes de NifA ndo se traduzem
em excre¢do de amdnio (dados ndo mostrados), sugerindo acoplamento entre os processos de

fixagdo e assimilac@o de nitrogénio.

5.2.3.2 Complementaciio de estirpe mutante dupla ginBginZ

Com o intuito de verificar a atividade das variantes de NifA em um background
contendo auséncia de ambas as proteinas PII, as construgdes plasmidiais também foram
transferidas para o mutante 2812 de 4. brasilense Sp7 (DE ZAMAROCZY et al., 1998), o qual
ndo apresenta transcri¢do dos genes g/nB e glnZ. Assim como observado para 7628, o mutante
2812 apresenta fendtipo Nif e, portanto, a complementagdo da atividade de nitrogenase pode
ser considerada como efeito direto da expressdo das variantes de NifA. Colonias
transconjugantes do mutante 2812 carregando as construgdes de interesse foram cultivadas em
meio semi-solido e submetidas ao ensaio de redugdo do acetileno em condi¢do em limitagdo
(0,5 mM de glutamato) ou suficiéncia de nitrogénio (10 mM de NH4ClI). Os resultados dos

ensaios foram compilados e sdo apresentados na Figura 19 abaixo.
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Figura 19 - Atividade de nitrogenase da estirpe mutante 2812 complementada com
plasmideos expressando diferentes variantes de NifA
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A estirpe mutante 2812 de A. brasilense foi complementada com plasmideos expressando diferentes
variantes de NifA a partir do promotor do préprio gene (exceto pTMA12 e pTMA1904). A estirpe selvagem
FP2 foi adicionada ao ensaio como controle experimental, assim como a estirpe 2812 carregando o
plasmideo que expressa NifA nativa ou vetor pLAFR3.18 vazio. Os experimentos de determinacio de
atividade da nitrogenase foram realizados em meio semi-solido contendo 0,5 mM de glutamato (condiciio
de baixo aménio) ou 10 mM de NH4Cl (condiciio de alto amonio), pelo método de redugio do acetileno,
conforme descrito em materiais e métodos (secio 4.11.1). As atividades de nitrogenase foram expressas em
nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto. No graifico estiio indicados os
desvios-padrio em torno da média de pelo menos dois experimentos representativos realizados em duplicata
bioldgica.

Assim como observado anteriormente para o mutante g/nB, a adi¢do do plasmideo
pLAFR3.18 vazio ou expressando AbNifA nativa ndo complementa a atividade de nitrogenase
do mutante duplo ginBgilnZ, como era esperado. Dentre as variantes testadas, ADAGAF-NifA
mostrou ser a mais ativa em relacdo as demais proteinas em ambas as condi¢des testadas,
enquanto 4AbQL2-NifA mostrou-se inativa. Esse resultado € curioso, visto que essa tltima gerou
atividade de nitrogenase quando expressa no mutante 7628, sugerindo que, na auséncia de
GInB, possivelmente GInZ possa participar na ativa¢do da variante truncada no Q-Linker.

E vélido ressaltar ainda que, apesar de as atividades especificas das variantes M162V,
V177G, M185P e M191P terem sidos inferiores em relagdo ao resultado mostrado na Figura 18
quando foram testadas em background contendo somente dele¢do de g/nB (p<0,004 para as
comparagdes em auséncia ou presenca de amonio), todas elas ainda assim mostraram-se ativas

€ pouco responsivas ao status de nitrogénio intracelular. Além disso, a expressdo dessas duas

ultimas no mutante 2812 cultivado por cerca de 28 horas gerou excrec¢do de cerca de 5-10 uM



118

de aménio, cuja detecgdo foi feita a partir do sobrenadante de culturas em meio semi-solido
pelo método do indofenol (se¢do 4.12) (dados ndo mostrados). Em conjungao, esses resultados
permitem concluir que essas proteinas ndo necessitem de pré-ativagdo por PII para adotarem
suas formas ativas e promoverem a transcri¢do dos genes nif. No entanto, € preciso notar que
mesmo as variantes mais ativas (V177G e M185P) sofreram perda de atividade em relacdo a
que mostraram no background contendo apenas a mutagdo de g/nB (0,45 a 0,68), num contexto
em que a estirpe selvagem e a estirpe expressando AGAF NifA ndo apresentaram perdas. Isto
poderia ser devido a algum efeito ndo predito de GInZ sobre a atividade das variantes de NifA
construidas ou sobre o promotor do gene nif4 (neste experimento e nos anteriores, a proteina
AGAF-NifA estd sendo expressa a partir do promotor /ac de pLAFR3.18, ao passo que as

demais variantes estdo sendo expressas a partir do promotor nif4).

5.2.4 Construcao de mutantes cromossomais de NifA de A. brasilense

5.2.4.1 Construcio de estirpes contendo muta¢des pontuais ou delecio de parte da regiio
de interdominios QL de NifA

Tendo em vista que os experimentos de complementacdo de mutantes nifd, glnB e
glnBginZ permitiram a identificacdo de algumas variantes de NifA aparentemente menos
reguladas em resposta a disponibilidade de nitrogénio e/ou PII, numa préxima etapa, as
mutagOes foram transferidas para o genoma da estirpe FP2 de A. brasilense, a fim de verificar
reprodutibilidade dos fenotipos obtidos nos experimentos com plasmideos. A expressdo
cromossomal a partir do promotor nif4, com as variantes localizadas no préprio locus génico
de nifA, permitiria a avaliagdo do efeito das mutagdes introduzidas em NifA em um ambiente o
mais proximo possivel daquele do organismo selvagem (em contraste com a expressdo a partir
de pLAFR3.18, um derivado do plasmideo RK2 que estima-se apresentar 5-8 copias na célula
- DITTA et al., 1980).

Além das mutagdes descritas no item 5.2.2, foram também obtidos mutantes contendo
as substituigdes Y18F e M162V combinadas. Para isso, inicialmente foi construida uma estirpe
contendo delecdo completa de nifA (mesma usada nos experimentos da se¢do 5.2.2), com o
intuito de, numa proxima etapa, restituir o gene com as mutagdes desejadas. Essa estratégia foi
adotada para facilitar a sele¢do de mutantes simples e duplos, ja que a estirpe Anif4 apresentaria
fenotipo Nif™ e a copia deletada do gene poderia ser facilmente identificada por reacdo de PCR.

Os produtos obtidos da amplificag@o das regides localizadas a montante (UP) (-1080 —
71) e ajusante (DOWN) (1763 —2947) de nifA com os primers Ab-nifA-del-UP_fwd/ Ab-nifA-
del-UP4 rev e Ab-nifA-del-down3b fwd /Ab-nifA-del-DOWN rev, respectivamente, foram
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ligados ao vetor pMBCRISPR-1 (Marcelo Bueno Batista, ndo publicado) linearizado no sitio
Xbal, em uma reagdo unica utilizando a técnica de Gibson Assembly (secdo 4.5.8.1), originando
o plasmideo pTMAZ2001. Este, por sua vez, foi usado como template para a amplificagdo do
fragmento mutagénico UP-DOWN de nifd com os primers Ab-nifA-del-UP+Down_fwd/Ab-
nifA-del-UP+Down_rev, sendo o produto (~2,3 Kb) adicionado ao vetor pMB 18424 (Marcelo
Bueno Batista, ndo publicado) linearizado no sitio Smal, originando a construgdo pTMA2002.
Este plasmideo contém em sua sequéncia o cassete sacB::Tc (GAY et al., 1983), que pode
utilizado como marcador de selecdo negativa para a identificagdo de mutantes que sofreram
possiveis eventos de recombinagdo homologa.

Numa etapa subsequente, o plasmideo pTMA2002 foi digerido com as enzimas de
restri¢do Xbal e HindlII, e o produto de 2316 pb foi ligado ao vetor pK18mobsacB (SCHAFER
etal., 1994) digerido com as mesmas enzimas. O vetor resultante, denominado pTMA2003, foi
confirmado por reacdo de digestdo com as enzimas BamHI e Hindlll, gerando os fragmentos
teoricos esperados de 5689 pb (vetor linearizado) e 2304 pb (inserto), antes de ser transformado
em F. coli S17.1. Um esquema das etapas de clonagem para obtengdo dos plasmideos

mutagénicos € mostrado na Figura 20.



Figura 20 — Representacio esquematica da construcio de plasmideos mutagénicos para

delecido do gene nifA no genoma de A. brasilense

Ab—nifA—da—i—UPj.-.c‘ ‘Ab—mfA—aei—LMJev
|127 11215

promator nifA

Regido delegéo de nifA
PCR ‘
———
1 1127
[ nifA UP |
Fragmento UP
1127 bp

Ab-nifA-del-down3b, fwd‘ Ab-nifA-del-down_rev

=
29051 4116"

promotor nifA

Regido delegéo de nifA

PCR ‘
—

1 1220
[ nifA DOWN |

Fragmento DOWN
1220 pb

Gibson Assembly

Ab-nifA-del-UP+Down_rev

Ab-nifA-del-UP+Down_fwd —_

PTMA2001
11042 bp
PCR ‘

1 2314
[niAUP_ > nifADOWN >
Fragmento UP-DOWN nifA
2314 bp

PMBCRISPR-1
8772 bp

Smal

pMB18424
6419 bp

Gibson Assembly ‘

HindIII

Xbal

pTMA2002
8693 bp

Xbal
HindIII

pK18mobSacB
5719 bp

Ligacao

pTMA2003
8011 bp

HindIIL



121

Regides localizadas 4 montante (fragmento UP, mostrado em laranja) e a jusante (fragmento DOWN,
mostrado em amarelo) do gene nif4 foram amplificadas e ligadas ao plasmideo pMBCRISPR-1 através da
técnica de Gibson Assembly, originando o plasmideo pTMA2001. O fragmento UP-DOWN de nifA
mutagénico foi entiio transferido para o vetor pMB18424 por reacio de PCR/Gibson Assembly, e em
seguida, ao vetor pKi8mobsacB por reacio de digestao/ligacio rapida, originando os plasmideos
pTMA2002 e pTMA2003, respectivamente. Os sitios de restricio usados nas etapas de clonagem sido
mostrados nos vetores. Os oligonucletideos iniciadores utilizados nas etapas de amplificacio sio mostrados
em lilas e suas sequéncias podem ser obtidas na Tabela 9.

A transferéncia do plasmideo mutagénico pTMAZ2003 para A. brasilense FP2 foi feita
por conjugacdo biparental, conforme descrito na secdo 4.8. Colonias transconjugantes
resistentes ao antibidtico canamicina foram confirmadas quanto a ocorréncia do primeiro
evento de recombinag@o homologa por reagdo de PCR utilizando os primers nifA_ FOR 2 e
nifA REV, a fim de detectar as copias selvagem (1944 pb) e deletada (253 pb) do gene. As
etapas subsequentes de cultivo para obtengdo de mutantes duplos foram feitas como descrito na
secdo 4.9.1.

Colonias oriundas da segunda etapa da constru¢do de mutantes, capazes de crescer em
meio contendo sacarose 10% e que apresentaram sensibilidade ao antibidtico canamicina,
foram confirmadas quanto a dele¢do do gene nifd. Na primeira fase da confirmag8o, foram
realizadas reagdes de PCR utilizando dois pares de primers diferentes: o primeiro contendo um
primer 5’ complementar ao inicio do promotor do gene (nifA _prom_ FOR) e um primer 3’
complementar a uma regido interna do gene (nifA V177G _rev), gerando um produto de 1081
pb (o qual ndo deve ser observado para colonias que apresentavam delecdo do gene); e o
segundo contendo um primer 5’ complementar ao inicio da CDS de nif4 (nifA_ FOR_2) e um
primer 3’ complementar ao final da CDS do gene (nifA_REV), gerando um produto de 1944
pb para colonias que reverteram ao gendtipo selvagem ou 253 pb para colbnias que
apresentavam a copia deletada do gene. Na segunda fase da confirmag@o de mutantes duplos,
colonias que geraram o padrdo de amplificacdo esperado foram analisadas por reagdo de
sequenciamento utilizando o primer nifA_prom FOR.

Ap6s a confirmagdo da correta construgdo do mutante FP2AnifA, foi feita a transferéncia
das mutag¢des pontuais e delecdo da regido de interdominios QL de NifA para o genoma dessa
estirpe, utilizando a mesma estratégia do vetor suicida (contendo cassete sacBKm). Para a
construcdo dos plasmideos mutagénicos, as construgdes pTMA1603 e pTMA1605-pTMA1610
(secdo 5.1.1; Figuras 10 e 12) foram utilizadas como templates para reagdes de PCR utilizando
os primers nifA_fwd e nifA rev, a fim de amplificar os fragmentos clonados. Os produtos
obtidos (~1,9 Kb) foram ligados ao plasmideo pTMA2003 linearizado por reagdo de PCR (7844
pb) (primers pK18nifAUD _fwd/pK18nifA-UD rev), utilizando a técnica de Gibson Assembly
(secdo 4.5.8.1). Os plasmideos obtidos foram denominados pTMA2401, pTMA2402,
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pTMA2403, pTMA2404, pTMA2405, pTMA2406 e pTMA2407, e continham o gene para
expressdo das proteinas Y18F+M162V, QL2, M162V, E350K, V177G, M185P ¢ MI191P,
respectivamente. Um esquema ilustrativo da estratégia empregada para construgdo dos

plasmideos mutagénicos € mostrado na Figura 21.

Figura 21 - Construcio de plasmideos mutagénicos para a insercio de mutacdes pontuais
de NifA no genoma de A. brasilense
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Construcdes em pPR34 contendo NifA truncada no Q-linker ou com mutagdes pontuais foram usadas como
templates para reacgiio de PCR, a fim de amplificar os fragmentos mutagénicos. Os produtos das reacgdes de
amplificacio foram ligados ao vetor pK18mobsacB linearizado por PCR, utilizando a técnica de Gibson
Assembly. Os vetores pPR34-nifA e pK18mobsacB-nifA sdo representagoes dos plasmideos pTMA1603-
1610 (exceto pTMA1604) e pTMA2401-2407, respectivamente. Os oligonucletideos iniciadores utilizados
nas etapas de amplificacio siio mostrados em lilis e suas sequéncias podem ser obtidas na Tabela 9.

A confirmagdo dos plasmideos foi feita por reagdo de restricdo com as enzimas Xbal e
Hindlll, buscando visualizar os fragmentos compativeis esperados de cerca de 5,7 kb e 4 kb
referentes ao vetor linearizado e inserto, respectivamente. Em seguida, os vetores foram
transferidos para a estirpe FP2AnifA4 por conjugagdo biparental (se¢do 4.9). Como mencionado

anteriormente, a confirmagdo de mutantes simples foi feita pela detecgcdo das copias selvagem
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(~1,9 kb) e deletada (~200 pb) do gene por meio de reacdo de PCR com os primers nifA fwd
e nifA rev, e as etapas seguintes para obten¢do de duplos foram feitas como descrito na se¢do
4.9.1. Colonias oriundas de placas contendo sacarose 10% e sensiveis ao antibiotico canamicina
foram verificadas quanto a ocorréncia do segundo evento de recombinagcdo homologa. A
primeira parte da confirmag@o foi feita através de reacdo de PCR utilizando dois pares de
primers diferentes, de forma analoga a confirmac¢do do mutante FP2Anif4 (ver tem 5.2.4.1).
Contudo, o resultado observado para os mutantes pontuais ou deletados na regido de
interdominios QL foi o inverso, isto ¢, as reagdes feitas utilizando um primer 5’ complementar
ao inicio da CDS de nifA (nifA_FOR _2) e um primer 3> complementar a regido interna de nifA
(nifA E350K REYV) resultaram em produtos de amplificacdo (~1 kb), j& que o gene foi
restituido. Adicionalmente, os fragmentos resultantes da amplificagdo de nif4 foram
sequenciados para a confirmagdo da inser¢do das mutagdes desejadas com os primers nifA_fwd
e nifA_rev. Os novos mutantes de 4. brasilense foram denominados FP2-Y 18F+M162V-NifA,
FP2-QL2-NifA, FP2-M162V-NifA, FP2-E350K-NifA, FP2-V177G-NifA, FP2-M185P-NifA e
FP2-M191P-NifA, e expressam NifA com as muta¢des Y18F+M162V, QL2, M162V, E350K,
V177G, M185P e M191P, respectivamente, a partir do promotor de nif4 no préprio locus
génico de nifA.

Ap6s confirmagdo da identidade dos mutantes duplos, foi avaliada a capacidade dos
mesmos de fixar nitrogénio através de ensaio de determinagdo de atividade da nitrogenase,
conforme descrito na se¢do 4.11.1. Para isso, as estirpes foram cultivadas em meio NFbHP-
lactato semi-sélido sob condi¢des de baixo amoénio (0,5 mM de glutamato) e alto niveis de

amonio (10 mM NH4Cl). Os resultados obtidos encontram-se na Figura 22.
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Figura 22 - Determinac¢io de atividade da nitrogenase de estirpes mutantes contendo
mutac¢des pontuais de NifA
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Isolados das estirpes de A. brasilense contendo mutagdes no gene nifA inseridas no genoma foram
submetidos ao ensaio de atividade de nitrogenase. A estirpe parental FP2 foi adicionada como controle
experimental. Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-lactato semi-sélido contendo 0,5 mM de
glutamato (condi¢fio de baixo amonio) ou 10 mM de NH4Cl (condi¢do de alto amonio) utilizando o método
de redugio de acetileno, conforme descrito em materiais e métodos (se¢io 4.11.1). A atividade de nitrogenase
foi expressa em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto. No grafico, em
escala log, estdo indicados os desvios-padrio em torno da média de pelos menos dois experimentos
representativos realizados em duplicata biolégica.

Os resultados dos ensaios de atividade de nitrogenase mostram que todas as mutagdes
transferidas para o genoma geraram variantes de NifA ativas em condigdes de fixagdo de
nitrogénio, e os valores obtidos para atividade especifica de nitrogenase das estirpes mutantes
foram comparaveis ao da estirpe selvagem FP2 (p>0,06 para todas as estirpes). Entretanto, as
atividades detectadas em condi¢gdes de ndo-fixagdo de nitrogénio foram muito baixas, inferiores
as obtidas com a expressdo heterologa das mesmas variantes em FP2Anif4, sugerindo regulagdo
da atividade das variantes em resposta a altos niveis de aménio. E possivel que o fenétipo
observado seja um efeito da baixa expressdo de NifA, ja que transcrigdo do gene nifd em A.
brasilense € parcialmente reprimida em resposta ao status de nitrogénio intracelular (FADEL-
PICHETH et al., 1999).

Entretanto, visto que a principal diferenca entre os mutantes cromossomais de nifd e o
mutante FP2Anif4 complementado com os plasmideos pTMA12, pTMA1801-pTMA1806 ¢
pTMA1904, ¢ a quantidade de copias do gene mifd expresso (uma para os mutantes

cromossomais, 5-8 para os plasmideos), € possivel que a diferenca entre estes dois sistemas seja

devida ao maior nivel de expressdo advindo do maior numero de cépias. Note-se que, mesmo
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na auséncia de amonio, a atividade das variantes semi-constitutivas V177G e M185P foi mais
baixa no sistema de expressdo cromossomal do que no plasmidial (p<0,008). Por outro lado,
uma reducdo de aproximadamente cinco vezes no numero de copias ndo parece o suficiente
para explicar a redugdo de atividade de em torno de dez a vinte vezes observada ao comparar
expressdo plasmidial e cromossomal das variantes na presen¢a de amonio.

Esses resultados sugerem que outros pontos regulatorios da FBN precisam ser
considerados. Um deles € o controle pos-traducional da nitrogenase, que possivelmente
encontra-se inalterado nas estirpes mutantes. Neste contexto, € possivel que o efeito observado
nos experimentos de complementag@o de mutante nifA reflita um sobrecarregamento do sistema
de regulagdo pos traducional da nitrogenase, motivado por excesso de NifA constitutiva que,
por sua vez, leva a altos niveis de sintese de nitrogenase, acima da capacidade de controle por

DraT. Esta hipotese foi testada nos experimentos relatados na se¢do 5.3.

5.2.4.2 Construcio de mutante contendo delecao do dominio GAF de NifA

Além daidentifica¢do de mutagdes pontuais ativadoras de NifA que gerem uma proteina
constitutiva e independente de ativagdo por PII, uma outra estratégia de mutagénese deste
estudo consistiu em deletar a regido que codifica o dominio regulatério GAF de NifA no
cromossomo de A. brasilense. A escolha do ponto de trucagem foi feita baseada em
experimentos de ativag@o transcricional em F. coli realizados por Nishikawa e colaboradores
(2010), nos quais foi demonstrado que a dele¢do dos 201 residuos de aminoacidos iniciais da
proteina resultava na perda do controle por amédnio. Além disso, Apolonio (2018) mostrou que
a expressdo da mesma variante de NifA truncada no dominio GAF na estirpe FP10 (Nif") a
partir de plasmideo foi capaz de religar a nitrogenase, sugerindo que a proteina € ativa.

A construgdo do plasmideo mutagénico foi feita por meio da amplificagdo das regides
localizadas a montante (UP) (-837 — 3) e a jusante (DOWN) (607 — 1560) da regido N-terminal
de nif4 alvo de delecdo por reagdo de PCR utilizando os primers nifA-UP_fwd/nifA-UP _rev e
nifA DOWN_fwd/nifA-DOWN _rev, respectivamente. Os fragmentos obtidos foram ligados ao
vetor pK18mobsacB linearizado no sitio Smal em uma reagio Unica, utilizando a técnica de
Gibson Assembly (secdo 4.5.8.1). O plasmideo resultante, denominado pTMAZ21, foi
confirmado por digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e FEcoRI, que geraram 0s
fragmentos tedricos esperados de 5968 pb e 1815 pb, correspondentes ao vetor linearizado e
inserto, respectivamente. Além disso, as sequéncias clonadas foram analisadas por reagdo de
sequenciamento utilizando os primers nifA-UP fwd e nifA-DOWN rev. Um esquema
representativo das etapas de clonagem para a construg¢do do plasmideo mutagénico € mostrado

na Figura 23.
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Figura 23 — Representa¢io esquematica da construcio de plasmideo mutagénico para
delecido da porcio 5’ de nifA no genoma de A. brasilense
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Regides localizadas A montante (mostrado em azul) e a jusante (mostrado em amarelo) da por¢iao 5° do gene
nif4 (mostrado em rosa) foram amplificadas e ligadas ao vetor pK18mobsacB linearizado no sitio Smal,
através da técnica de Gibson Assembly. O plasmideo mutagénico resultante, pTMA21, continha o
fragmento UP-DOWN da regiio N-terminal de #if4 ¢ um cassete sacBKm para sele¢io de mutantes simples
e duplos. Os oligonucletideos iniciadores utilizados nas amplifica¢des sio mostrados em lilas e suas
sequéncias podem ser obtidas na Tabela 9.

Ap6s as etapas de confirmagido, o plasmideo pTMAZ21 foi transformado em F. coli S17.1
e conjugado para A. brasilense FP2 pelo método de conjugagdo biparental (se¢do 4.8). Colonias
transconjugantes resistentes ao antibiotico canamicina foram confirmadas quanto a ocorréncia
do primeiro evento de recombinagdo homdloga por reagdo de PCR utilizando um primer 5’
(nifA_FOR _2) complementar ao inicio da CDS de nifd e um primer 3’ (nifA_E356K REV)
complementar a uma regido interna do gene, a jusante da por¢do N-terminal. O resultado das
reagdes de amplificacdo revelou coldnias contendo as copias selvagem (1099 pb) e truncada
(496 pb) do gene, as quais foram usadas nas proximas etapas para obteng@o de mutantes duplos,

como descrito na se¢do 4.9.1.
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Colonias capazes de crescer na presenga de sacarose e sensiveis a canamicina, foram
testadas quanto a delecdo da regido 5° do gene nifd. A primeira etapa de confirmacao foi feita
por reagdo de PCR utilizando a mesma estratégia empregada para a identificacdo de mutantes
simples, porém, visando a detec¢do somente da copia truncada do gene (fragmento parcial de
496 pb). Em seguida, colonias confirmadas na primeira etapa foram analisadas por reagdo de
sequenciamento utilizando os primers nifA_FOR 2 e nifA E356K_REV, visando a checagem
da correta delecdo in frame da regido N-terminal de nifA. As sequéncias obtidas no
sequenciamento foram usadas para um alinhamento local por meio do uso do algoritmo blastx
do NCBI, cuja analise confirmou a correta identidade da estirpe mutante, que foi denominada
FP2AGAF-nifA. Um modelo estrutural esquematico da regido deletada de NifA ¢ mostrado na
Figura 24.

Figura 24 - Modelo estrutural esquematico da por¢ao deletada da proteina NifA de A.
brasilense
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Em vermelho estdo destacados o dominio amino-terminal e a regido de interdominio QL que foram alvos
de mutagénese nesse estudo. A delecio dessas regides leva a construcio de uma proteina NifA sem os
primeiros 201 residuos de aminoacidos. Na figura também ¢ destacada a porgiio truncada de NifA em
trabalho anterior (APOLONIO, 2018). Em verde estido destacados os outros dois dominios funcionais niio
modificados (central e carboxi-terminal). Em azul estio indicadas as regides conservadas de cisteinas. Os
numeros em preto indicam a posicio dos aminoicidos na proteina NifA. Fonte: Adaptado (APOLONIO,
2018).

Ap6s a confirmagdo da identidade da estirpe construida, esta foi cultivada em condi¢des
de baixo amonio (0,5 mM glutamato) e alto aménio (10 mM NH4Cl) para determinagao de
atividade da nitrogenase utilizando o método de redugido do acetileno, como descrito na se¢ao
4.11.1. Os ensaios de atividade de nitrogenase mostraram que a dele¢do cromossomal dos 201
residuos de aminoacidos iniciais da proteina NifA, que correspondem ao dominio N-terminal e
a maior parte da regido de interdominios QL, gerou uma estirpe incapaz de fixar nitrogénio,
mesmo em baixos niveis de amdnio. Esse resultado coincide com dados obtidos anteriormente
por Apolonio (2018) com uma dele¢do cromossomal de outro trecho do dominio GAF (Figura
24), sustentando a hipotese de que a truncagem do dominio N-terminal de NifA gera uma

proteina de baixa estabilidade em A. brasilense. Com os dados que se tem até o momento néo
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¢ possivel afirmar, entretanto, se a auséncia de atividade de NifA ¢ devido a uma falha na
expressdo da propria proteina, que pode estar sendo expressa em baixos niveis, ou se a mesma
¢ degradada ap0s ser traduzida por ser instavel.

Um outro ponto a ser levantado € que essa diferenga de fendtipo observada em relagdo
a expressdo plasmidial da mesma variante nos experimentos de ativagdo transcricional em F.
coli (secdo 5.1.3) e complementacdo de mutante em A. brasilense (se¢do 5.2.2; APOLONIO,
2018), pode ser efeito do numero de codpias de plasmideo, cuja expressdo leva a maiores
quantidades de proteina em compara¢do com a expressdo cromossomal a partir do promotor do

proprio gene nas estirpes mutantes, como discutido anteriormente.

5.2.5 Modelagem estrutural de AhNifA

Com o intuito de buscar explicagdes para as diferencas de comportamento observadas
entre AbNifA selvagem e os mutantes construidos, e valendo-se dos recentes avangos na area
de modelagem estrutural de proteinas, foi feita a constru¢do de uma série de modelos tedricos
representando as estruturas da proteina NifA de 4. brasilense contendo as mutagdes analisadas
neste trabalho. As modelagens foram feitas através da ferramenta online ColabFold, conforme
descrito na se¢do 4.4.4. O algoritmo AlphaFold2 mostrou-se capaz de modelar estruturas que
possuam similaridades com templates conhecidos com uma precisio até entdo nunca atingida
por outros programas (KRYSHTAFOVYCH et al., 2021). A confiabilidade dos modelos
gerados pelo algoritmo, sobretudo no caso de estruturas com pequenas divergéncias de
sequéncia entre si, encontra-se ainda sob avalia¢do (YIN ef al., 2022; STEVENS e HE, 2022;
FOWLER e WILLIAMSON, 2022). Resultados obtidos pela comunidade cientifica até o
momento variam de extremamente encorajadores (CHAI ez al., 2021; TEJERO et al., 2022) até
moderadamente desanimadores (PAK ef al., 2002; SHIONE e YOSHIDOME, 2022), sugerindo
que, embora superior aos softwares utilizados anteriormente, os modelos gerados com
AlphaFold devem ser analisados com cautela.

As estruturas de AbNifA foram modeladas sempre como um dimero usando os residuos
1-465 da proteina. A escolha de um modelo dimérico foi feita devido a observagdo de que a
proteina mais semelhante a ADNifA a ter sido cristalizada foi em estado dimérico de seus
dominios GAF (BATCHELOR et al., 2013), e de que uma proteina quimérica contendo os
primeiros 409 residuos de NifA de H. seropedicae existe em estado dimérico em solugdo
(STEFANELLO, 2018). A exclusdo dos ultimos 160 residuos foi feita em razdo das limitagdes
do programa AlphaFold-multimer implementado no ColabFold, que s6 permite a modelagem
de sequéncias com comprimento total de <1000 residuos de aminoacidos, nimero excedido

pelo dimero completo de AbNifA.
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A Figura 25 mostra o melhor modelo criado para um dimero da regido 1-465 de AbNifA.
25A e 25B mostram a representacdo da estrutura secundaria e terciaria preditas, com o esquema
de cores representando a progressdo da sequéncia primaria e a delimitacio da regido regulatéria
N-terminal (1-203) e da regido catalitica em ambos os mondmeros. De grande interesse para
este trabalho sdo as duas a-hélices (residuos 1-27 e 153-195) que se prevé formarem a interface
entre os dois monomeros de AANifA, regido proposta como importante para a regulacdo de

EBPs (BATCHELOR et al., 2013) e onde se localizam todas as muta¢des avaliadas aqui.

Figura 25 - Modelo estrutural dos residuos 1-465 de AbNifA
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O modelo estrutural mostrado é o que apresentou o melhor score entre os cinco gerados automaticamente
pelo programa AlphaFold-Multimer. (A) Dimero de AbNifA, com a coloragiio das fitas representando a
progressio da estrutura primaria do N-terminal (azul) ao central (vermelho); (B) Dimero de AbNifA, com
a coloraciio das fitas representando os dois monomeros (verde versus azul) e os dois dominios modelados
(GAF versus AAA+, cores saturadas versus cores pouco saturadas); (C) Medidas de confianca geradas para
cada posi¢iio modelada; o nimero de posicdes total é 930 (soma dos dois mondmeros); (D) Cobertura da
sequéncia 1-465 de AbNifA no alinhamento miltiplo gerado para a construcio do modelo.

As medidas de qualidade do modelo gerado indicam boa cobertura da sequéncia de 1-
465 de AbNIfA (25D), com excegdo dos primeiros residuos do dominio GAF e dos ultimos
residuos do interdominio ID na por¢do C-terminal do modelo. Regides de menor identidade do

que a média ocorrem no final do dominio GAF, especialmente nas regides que foram modeladas
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como constituindo o comego e o final da grande a-hélice de conex@o entre os dois dominios de
cada mondmero.

Os 5 modelos gerados para o dimero de 1-465 AbNifA foram comparados entre si por
alinhamento de seus dominios GAF, a fim de entender quais foram as possibilidades de
estrutura consideradas durante a construgdo da estrutura. A Figura 26A deixa claro que os 5
modelos concordam bastante com relagdo a estrutura dos dominios GAF e a seu posicionamento
em relagdo ao outro dominio GAF no dimero, mas discordam bastante quanto ao seu
posicionamento relativo aos dominios AAA+. Esta divergéncia poderia ser um artefato da
técnica, visto que a regido de conexdo entre os dominios GAF e AAA+ apresenta menos
similaridade do que a média com as proteinas usadas para gerar o alinhamento (Figura 25D);
no entanto, ¢ uma predi¢do coerente com o mecanismo esperado para a ativagdo de AAA+
proposto para Nlhl de Aquifex aeolicus (BATCHELOR et al., 2013) e sugerido por dados
experimentais de Stefanello (2018) para NifA de H. seropedicae. Segundo o modelo, os
dominios GAF permaneceriam sempre na forma dimérica, e a diferenga entre o estado ativo e
o inativo de NifA estaria em o quanto de liberdade os dominios AAA+ teriam para se moverem

e formarem o hexametro cataliticamente ativo.
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Figura 26 - Comparacio entre modelos gerados para 1-203, 1-465 e 1-625 de AbNifA

(A) Sobreposi¢ao dos 5 modelos gerados para 1-465 de AbNifA, alinhados no dominio GAF da cadeia b.
Cada cor representa o dimero gerado por um modelo diferente; (B) Sobreposi¢io dos S modelos gerados
para 1-465 de AbNifA (verde) aos cinco modelos gerados para 1-203 de AbNifA (azul) e a0 modelo disponivel
online para 1-625 de AbNifA (amarelo), alinhados no dominio GAF da cadeia b; (C) Detalhe da sobreposicio
mostrada em B, destacando a diferencga estrutural predita para os modelos de 1-203 NifA na face do GAF
exposta ao solvente; (D) Detalhe da sobreposi¢io mostrada em B, destacando a diferenga na posi¢io predita
para o final do Q-linker.

Os modelos de 1-465 de ADNIfA também foram comparados com 5 modelos gerados a
partir dos residuos 1-203 e AbNifA (contendo somente o dominio GAF) e ao modelo de AONifA
completa disponivel na AlphaFold Database (VARADI ef al., 2021). Desta vez, algumas
diferencas se mostraram presentes (Figura 26B, C e D); todos os modelos de 1-203 de AhNifA
encontraram uma pequena regido de a-hélice na face do GAF exposta ao solvente (Figura 26C),
que ndo foi prevista para os modelos de 1-465 e 1-625 NifA. Esta diferenca, a principio, poderia
ser artefato da técnica; as modelagens de se¢des mais longas da proteina acabam por excluir

alguns possiveis templates para o GAF dos alinhamentos realizados para prever estrutura,
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possivelmente causando perda de alguns detalhes. No entanto, apesar disto, nota-se boa
concordancia quanto ao restante da estrutura do GAF nos 11 modelos. A segunda discordancia
¢ mais interessante devido a ser coerente com mais de um modelo proposto para a regulagdo da
atividade das EBPs: a adi¢do de tanto o estado dimérico quanto a presenga dos dominios AAA+
tem o efeito de tensionar o Q-linker, afastando-o da superficie de intera¢do entre os dominios
GAF. A existéncia de uma certa tensdo na a-hélice interdominios é compativel com o modelo
proposto por Batchelor e colaboradores (2013), mas a aproximagdo entre as superficies dos
dominios GAF e AAA+ ¢ reminescente dos modelos propostos para NorR (BUSH ef al. 2010)
e, anteriormente, NifA de H. seropedicae (MONTEIRO ef al., 1999).

Os modelos de AbNifA tendo sido satisfatérios, pareceu interessante introduzir no
modelo as mutagdes Y18F, YI8F+M162V, M162V, V177G, M185P, M191P e A(185-203),
todas as quais afetam as duas hélices que formam a interface entre os mondmeros de GAF e
observar as diferencgas estruturais propostas. Com o intuito de diferenciar entre divergéncias na
estrutura preditas especificamente por causa da presenga da substitui¢do de interesse e aquelas
causadas por vieses do programa, decidiu-se também fazer uma série de modelos de AbNifA
contendo mutagdes controle — substitui¢des em locais proximos aos das mutacdes efetivadas,
mas que se espera que ndo tenham efeito sobre a estrutura e atividade da proteina.

Para a selecdo das mutagdes controle, foi feito um alinhamento de proteinas com alta
similaridade com AbNifA encontradas em Azospirillum e Roseomonas; o raciocinio foi de que,
para proteinas NifA parecidas (mas no idénticas) com AbNifA e encontradas em organismos
filogeneticamente proximos, a estrutura e mecanismo de regulagdo poderiam ser parecidas com
os observados em A. brasilense e, portanto, quaisquer diferencas pontuais encontradas entre
elas tém grande chance de ndo terem efeito estrutural. Estas sequéncias foram obtidas do banco
de dados nr do NCBI apos realizagdo de tblastn usando sequéncia de AbNifA como guery. O
alinhamento gerado pelo algoritmo tblastn foi entdo aberto no programa MEGAX e analisado
manualmente. Buscou-se encontrar diferengas pontuais de sequéncia que cumprissem 0s
seguintes critérios: 1) Residuo presente nas posi¢des 1-203; 2) Diferenga com AbNifA
encontrada em ao menos um dos organismos; e 3) Diferenga presente num contexto em que os
3 residuos de aminoacidos imediatamente anteriores e imediatamente posteriores fossem
idénticos aos presentes em AbNifA. Esta abordagem permitiu a identificacdo de 33 residuos
que poderiam conter mutag¢des neutras, localizados ao longo de todo o dominio GAF (Figura
27, em laranja). O alinhamento realizado esta mostrado no material suplementar da tese (S1).

Note-se que, em contraste com as mutagdes presumidamente neutras, as mutagdes
ativadoras estudadas neste trabalho estdo todas muito pouco expostas ao solvente (Figura 27B),

indicando que seu mecanismo de ag@o dificilmente envolveria um aumento direto na afinidade
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por PIL, por exemplo, embora efeitos indiretos ndo possam ser descartados a priori. De especial
interesse € o residuo M191, cuja mutagdo M191P gerou atividade constitutiva de NifA em A.
brasilense (secdo 5.2.2); este residuo ndo € particularmente conservado, e diversos organismos
proximos possuem valina em vez de metionina nesta posi¢do, o que torna a modelagem de

AbM191V-NifA especialmente interessante para comparar com a de AbM191P-NifA.

Figura 27 - Localizacao das mutacdes neutras e ativadoras no modelo de AbNifA

O modelo de AbNifA usado para a visualizagiio é 0 mesmo mostrado na Figura 25. (A) Representagio de
estrutura secundaria de AbNifA, destacando os residuos identificados como possiveis alvos de substituicdes
neutras (laranja), bem como alvos de mutagénese ativadora (roxo; todas siio mutacdes avaliadas neste
trabalho), e, em azul, o residuo M191, que além de se ter verificado possuir uma substituicio ativadora
(M191P), também foi identificado como possivel alvo de uma substituicio neutra; (B) Representacio de
superficie do mesmo modelo mostrado em A, destacando a pouca exposicio ao solvente das mutacgoes
ativadoras (roxo) comparado com algumas das mutagoes presumidamente neutras (laranja); (C) Detalhe
da interface entre os monémeros de GAF, mostrando as intera¢des preditas entre os residuos Y18 e M162
(3,5 angstroms).
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A localizagdo dos residuos no modelo de AbNifA também permite observar que ha uma
interagdo predita entre os residuos Y18F e M162V de AbNifA. Os contatos preditos ndo
envolvem a hidroxila do residuo de tirosina, implicando em que sua substituicdo para
fenilalanina ndo deveria impacta-los; o mesmo nao pode ser dito para a substituicio M162V,
visto que a interagdo com Y 18 envolve a metila distal da metionina.

Levando em conta o que foi discutido acima, selecionou as substitui¢des T16A (controle
para Y18F), Y183F (controle para M185P) e M191V (controle para M191P) para serem
modeladas no dimero de AhNifA em paralelo com a modelagem das mutac¢des ativadoras
respectivas. Nao foram encontradas substitui¢gdes neutras possiveis proximas a V177. Um
ultimo controle adicionado foi a mutagdo D118E, localizada no GAF a grande distancia da
interface de interacdo do dimero, servindo de controle para eventuais inconstancias do
programa no posicionamento relativo dos dominios GAF e AAA+. A Figura 28 mostra a
sobreposicdo dos conjuntos de 5 modelos gerados para os residuos 1-465 de AbNifA,
AbV177G-NifA, AbM185P-NifA, AbM191P-NifA, e os controles AbY 183F-NifA, AbM191V-
NifA, e AbD118E-NifA.
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Figura 28 - Comparacio de modelos estruturais de AbNifA contendo diferentes
substituicdes

Sobreposicio das estruturas de 1-465 AbNifA selvagem (verde) e contendo as substituicdes V177G (azul),
M185P (ciano), M191P (roxo), D118E (amarelo), Y183F (laranja), e M191V (oliva). (A) Sobreposicio de
todos os 35 modelos, mostrando a maior dispersio nas posicoes do dominio AAA+ nas proteinas contendo
as mutacdes ativadoras se comparadas A selvagem e as proteinas contendo substitui¢cdes neutras; (B)
Sobreposicio dos modelos de AbNifA selvagem e AbNiIfA contendo substituicdes ativadoras; (C)
Sobreposicao dos modelos de AbNifA selvagem e AbNifA contendo substitui¢cdes neutras; (D) Sobreposicio
de todos os 35 modelos; vista superior apds remocio da visualizacgio dos residuos 1-155 e coloraciio em cinza
dos residuos 156-203; (E) O mesmo que em D, mas mostrando somente AbNifA selvagem e com as
substituicoes ativadoras; (F) O mesmo que em D, mas mostrando somente AbNifA selvagem e com as
substituicdes neutras; (G) Sobreposicio de todos os 35 modelos, mostrando somente os residuos 1-203; (H)
Detalhe de G, mostrando a regiio mais distal do dominio GAF da cadeia A, que nio foi usado para fazer a
sobreposicio no programa PyMol; (I) Sobreposicio de todos os 35 modelos, mostrando somente os residuos
1-203, focando nos residuos terminais do Q-linker.

A Figura 28 mostra que os modelos gerados para todas as substituigdes concordam bem

quanto a estrutura do dominio GAF (28A e G), com a principal diferenga observada sendo
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quanto ao posicionamento relativo dos dois GAF do dimero; as substitui¢des ativadoras
geraram uma ligeira aproximagdo entre os dominios GAF (28H; em tons de azul). Grandes
divergéncias sdo vistas, porém, no posicionamento dos dominios AAA+ e na estrutura terciaria
do Q-linker. Embora mesmo os modelos gerados para as substitui¢des neutras tenham
apresentado diferengas quanto ao posicionamento relativo de AAA+ em relagdo ao GAF
quando comparadas com a proteina selvagem (28C e F), € nitido que a dispers@o € maior nos
modelos que contém as mutag¢des ativadoras (28B e E). A razdo para esta dispersdo maior €
explicavel pelas diferengas observada na estrutura do Q-linker nos modelos que contém as
substitui¢des ativadoras: em V177G e ainda mais em M185P, o Q-linker encontra-se ainda
menos reto do que na proteina selvagem; e no mutante M191P, os 5 residuos finais que formam
a hélice conectora (191-195) perdem sua estrutura secundaria helical, permitindo maior
liberdade de movimento para os dominios AAA+.

As substitui¢des Y18F, YI8F+M162V e M162V também foram modeladas no dimero
de 1-465 de AbNifA, paralelamente com a modelagem da mutagdo controle T16A. A

sobreposi¢do dos modelos obtidos € mostrada na Figura 29.
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Figura 29 - Comparacio de modelos estruturais de AbNifA contendo diferentes
substituicdes (2)
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Sobreposicio das estruturas de 1-465 AbNifA selvagem (verde) e contendo as substituicdes: (A) Y18F
(roxo); (B) M162V (marrom); (C) YI8F+M162V (fuchsia); (D) T16A (amarelo).

No caso desse conjunto de mutagdes, é possivel perceber uma alteragdo no
posicionamento dos dominios AAA+ na presenca da mutagdo simples Y 18F; mas essa alteragdo
ndo ¢ tdo visivel quanto as observadas na Figura 28, nem tdo diferente das alteragdes preditas
para a mutagdo controle TI6A. Mais interessantemente, a mutagdo M 162V ndo mostra grandes
diferengas no posicionamento dos AAA+, e a dupla mutagdo Y18F+M162V tem estrutura
semelhante & modelada para M162V. Mesmo assim, estes dois ultimos mutantes possuem
atividade na presenca de amdnio em A. brasilense (avaliados neste trabalho), indicando que sua
atividade deve ser explicada por outro mecanismo que ndo o mau posicionamento constitutivo
do AAA+ (que foi usado para explicar as muta¢des mostradas na Figura 28).

Uma possivel explicagdo pode ser extraida dos modelos estruturais ao se comparar as
interagdes preditas para a interface entre os dominios GAF (Figura 30). De acordo com os
modelos, a perda da hidroxila do residuo Y18 leva a perda de interagdo entre Y18 e N165 (30A

e B), possivelmente enfraquecendo localmente a interagdo entre os dominios GAF e permitindo
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maior movimentagdo da estrutura a jusante — possivelmente, movimentag¢des esporadicas que
ndo sdo estaveis o bastante para serem capturadas em um modelo que usa dados de cristalografia
como banco de dados. O efeito de M162V ¢ ainda mais drastico: embora toda a estrutura
secundaria do GAF permanega inalterada, hd uma clara diferenga no posicionamento relativo
dos GAFs do dimero, ocasionada pela perda de interacdo com o residuo 18. Mais grave ainda,
a mudancga de posi¢do implica na perda de todas as interagdes entre as cadeias laterais dos
residuos 15-21 aos residuos 159-165, exceto pela interagdo entre Y18 e N165 (30C). O duplo
mutante Y18F+M162V apresenta perda até mesmo desta ultima interacdo (30D). E possivel
que, neste mutante, a explicagdo proposta para o funcionamento de Y18F seja ainda mais

plausivel.

Figura 30 — Comparacio de modelos estruturais de AbNifA contendo diferentes
substituicdes (3)

Detalhe da interface entre os dominios GAF dos dimeros de AbNifA modelados, contrastando o
posicionamento de residuos entre a proteina selvagem (verde) e as contendo substitui¢oes ativadoras (em
outras cores). Em todos os modelos, foram mostradas as cadeias laterais dos residuos 15-21 e 159-165 e
também as interacdes entre eles a uma distancia de até 3,5 angstroms. (A) AbY18F-NifA, mostrando os
contatos entre residuos de AbNifA selvagem; (B) AbY18F-NifA, mostrando os contatos entre residuos de
AbY18F-NifA; (C) AbM162V-NifA; (D) AbM162V-NifA (marrom) e AbY18F+M162V-NifA (fuchsia).
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5.3 Avaliacio do efeito da delecio de draT em A. brasilense

Além do regulador central da transcrigdo dos genes nif (NifA), esse trabalho também
visou explorar o efeito da mutagénese do gene dral que codifica para a enzima dinitrogenase
redutase ADP-ribosiltransferase, responsavel por inativar a proteina ferro sob altos niveis de
aménio. Partindo-se do pressuposto de que as estirpes mutantes pontuais de nif4 construidas
(secdo 5.2.4.1) ainda possuiam regulac@o a nivel pos-traducional da nitrogenase, e que esta
etapa de regulacdo poderia ser parcialmente responsavel pela atividade de nitrogenase dos
mutantes em presenga de amodnio ser tdo menor do que a registrada na auséncia de amonio, a
delecdo do gene draTl poderia ser decisiva no sentido de desreprimir NifH e possibilitar a
obtencdo de estirpes mutantes mais eficientes na fixagdo de nitrogénio em condigdes de

suficiéncia de nitrogénio.

5.3.1 Construcio de plasmideo mutagénico para delecio de dral no genoma de A.
brasilense

A estratégia empregada para a construgdo do mutante draT foi baseada no uso de vetor
suicida, como descrito para obtengdo dos mutantes cromossomais de nif4 na se¢do 5.2.4. Os
produtos da amplificagdo das regides localizadas a montante (UP) (-838 — 90) e a jusante
(DOWN) (871 — 1809) de draT, utilizando os primers draT-UP_Fwd/draT-UP_Rev e draT-
DOWN Fwd/draT-DOWN_Rev, respectivamente, foram ligados ao vetor pK18mobsacB
linearizado no sitio Smal em uma Unica reago utilizando a técnica de Gibson Assembly (se¢do
4.5.8.1). O plasmideo resultante, denominado pTMAZ22, foi confirmado por reacdo de digestao
com as enzimas FcoRl e BamHI, as quais geraram os fragmentos teoricos compativeis com os
tamanhos esperados de 5698 pb, 1066 pb e 792 pb. Adicionalmente, o vetor foi submetido a
reagdo de sequenciamento utilizando o primer draT-UP_Fwd, com o intuito de confirmar a
auséncia de mutagdes indesejadas. Um esquema representativo das etapas de clonagem para

obten¢do do plasmideo mutagénico € mostrado na Figura 31.
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Figura 31 — Representa¢io esquematica da construcio de plasmideo mutagénico para
delecio de draT no genoma de A. brasilense

draT-UP Fwd draT-UP Rev draT-DOWN F\Nd‘ draT-DOWN_Rev
52021 16100 D ‘ 69541 !D
nifk  nifD nifH | nifO (draB) nifk  nifD nifH | | | nifo(draB)
draT-UP draT draT-DOWN draT-UP draT draT-DOWN
PCR ‘ PCR l
1 928 1 969
draT-Up [ draT-DOWN B
Fragmento UP Fragmento DOWN

928 bp 969 bp

Gibson Assembly

pK18mobSacB
5719 bp

pTMA22
7556 bp

Regides localizadas A montante (mostrado em rosa) e A jusante (mostrado em laranja) do gene draT foram
amplificadas e ligadas ao plasmideo pK18mobsacB linearizado no sitio Smal, através da técnica de Gibson
Assembly. O plasmideo mutagénico resultante, pTMA?22, continha o fragmento UP-DOWN do gene draT e
um cassete sacBKm para selecio de mutantes simples e duplos de A. brasilense. Os oligonucletideos
iniciadores utilizados nas amplificacdes sio mostrados em lilas e suas sequéncias podem ser obtidas na
Tabela 9.

5.3.2 Construcio de mutantes contendo delecio do gene draT no genoma

Ap6s as etapas de confirmagdo, o plasmideo pTMAZ22 foi transformado em F. coli S17.1
e entdo transferido para as estirpes FP2 e FP2Anif4A por conjugagdo biparental (se¢do 4.8).
Colonias transconjugantes resistentes ao antibidtico canamicina foram confirmadas quanto ao
primeiro evento de recombina¢do homodloga por reagdo de PCR utilizando os primers draT-
UP_Fwd e draT-DOWN_Reyv, a fim de detectar as copias selvagem (1363 pb) e deletada (508
pb) do gene. As etapas subsequentes para obtencdo de mutantes duplos foram feitas como
descrito na secdo 4.9.1. A confirmagio de colonias contendo dele¢do do gene draT foi feita
tanto por reacdo de PCR, utilizando os mesmos primers supramencionados e visando detectar

somente da copia deletada (508 pb), quanto por sequenciamento, também utilizando os mesmos



141

primers. As estirpes geradas foram denominadas FP2AdraTl e FP2AnifAAdral, oriundas das
estirpes parentais FP2 e FP2AnifA, respectivamente.

Com o objetivo de combinar mutagdes que cercassem os pontos de regulagdo tanto a
nivel transcricional quanto pos-traducional, a delecdo do gene dral foi combinada as mutagdes
pontuais de nif4 descritas na se¢do 5.2.4.1. Para isso, as constru¢des em pK18mobsacB
contendo os fragmentos mutagénicos de nif4 (ver Figura 21) foram transferidas para a estirpe
FP2AnifAAdraT por conjugagdo biparental (se¢do 4.8). Essa estirpe continha delecdo do gene
nifA e, portanto, apresentava fendtipo Nif". As etapas para obtengdo de simples e duplo
recombinantes foram feitas como descrito anteriormente (se¢do 5.2.4.1). A confirmagdo de
mutantes duplos contendo delecdo de dral e mutagdes em nif4 foi feita por reacdes de PCR e
sequenciamento, usando os mesmos primers e protocolos também descritos anteriormente na

secdo 5.2.4.1.

5.3.3 Caracterizacio de estirpes contendo mutagénese de DraT

Ap6s a confirmagdo de todos os mutantes contendo delecdo de dral de A. brasilense,
foi avaliada a capacidade dos mesmos de fixar nitrogénio em meio NFbHP-lactato semi-solido
em condi¢des de baixo amédnio (0,5 mM de glutamato) e alto amédnio (10 mM de NH4Cl),
utilizando o método de reducdo do acetileno (secdo 4.11.1). O resultado dos ensaios de

determinagdo de atividade de nitrogenase € mostrado na Figura 32.

Figura 32 - Determinacao de atividade da nitrogenase de mutantes contendo mutacio nos
genes nifA e draT
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Isolados da estirpe mutante contendo dele¢io do gene draT e de mutantes duplos contendo dele¢do de draT
combinada as mutag¢des pontuais ou truncagem no gene nifA, foram testados quanto a habilidade de fixa¢ao
de nitrogénio. A estirpe FP2 foi adicionada como controle experimental. Os ensaios foram realizados em
meio NFbHP-lactato semi-solido contendo 0,5 mM de glutamato (condigfio de baixo amonio) ou 10 mM de
NH4C1 (condi¢io de alto amonio) utilizando o método de reducio de acetileno, conforme descrito em
materiais ¢ métodos na secio 4.11.1. A atividade de nitrogenase foi expressa em nmol de etileno formado
por miligrama de proteina da cultura por minuto. No grifico, em escala log, estio indicados os desvios-
padrio em torno da média de pelo menos dois experimentos representativos realizados em duplicata
biologica.

Os resultados apresentados na Figura 32 permitem concluir que, nas condi¢des testadas,
a delecdo isolada do gene dral em A. brasilense (FP2AdraT) ndo altera de forma significativa
o perfil de atividade da nitrogenase em comparagdo com a estirpe selvagem FP2, tanto em
condi¢des de fixagdo quanto de suficiéncia de nitrogénio. Esse resultado era esperado, ja que o
mutante FP2draT ainda apresentaria controle transcricional da expressdo dos genes nif via
regulacdo da atividade de NifA, apesar do mecanismo de inativagdo de NifH por ADP-
ribosilag@o teoricamente estar inativo. Para detectar a falha no desligamento da nitrogenase por
este mutante, seria necessario inicialmente realizar um cultivo da estirpe em condi¢des de
fixagdo de nitrogénio, de modo a permitir a desrepressdo da nitrogenase e, em seguida, realizar
um choque por amonio. Nesse ambiente, seria esperado a auséncia da perda do fendtipo de
fixagdo de nitrogénio, consistente com a supressdo da fungdo de DraT (ZHANG ef al., 1992).
Este experimento foi executado e ¢ descrito mais a frente ainda nesta se¢do (ver Figura 33).

Os resultados também mostram um perfil semelhante dos mutantes duplos
FP2AdraTnifA* ao obtido quando da avaliacdo das mesmas variantes de NifA em FP2Anif4
(secdo 5.2.4.1; Figura 22); no entanto, as atividades de nitrogenase ocasionadas pelas variantes
Y18F+M62V, V177G, MI185P e M191 encontram-se significativamente aumentadas em
relacdo as apresentadas no mutante FP2Anif4 em condi¢des de baixo amdnio (p<0,025), ao
passo que, na presenga de amonio, Y18F+M162V, V177G e M185P mostram aumento da
atividade (p<0,007) enquanto MI9IP mostra o comportamento contrario (p<0,005).
Analisando especificamente as variantes V177G e M185P, a propor¢do entre as atividades
registradas naquele e neste mutante variam entre 1,49 - 1,58 em baixo nitrogénio e 1,83 - 1,92
em alto nitrogénio. Esses resultados apontam para um efeito perceptivel da delecdo do gene
dral em A. brasilense sobre a atividade de nitrogenase dos mutantes pontuais cromossomais
de nif4, embora ndo seja um efeito muito grande nas condi¢gdes avaliadas. Estudo anterior
conduzido por Arsene e colaboradores (1996) mostrou efeito semelhante quando plasmideo
expressando uma variante de NifA truncada no dominio GAF foi transferido para mutante
contendo interrupgdo do draT, sugerindo que a deleg@o de parte da regido N-terminal de NifA

pode levar a atividade parcial de nitrogenase na presenca de amdnio uma vez que o processo de

ADP-ribosilagdo de NifH encontra-se inativo.
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Comparando com os dados dos experimentos de complementacdo de mutante (seg¢do
5.2.2), a combinagdo das mutagdes nos genes nif4d e dral no genoma de A. brasilense nédo foi
suficiente para reproduzir as atividades especificas de nitrogenase da estirpe FP2AnifA
expressando as diferentes variantes de NifA a partir de 5-8 copias de vetor plasmidial na
presenca de amodnio (diferenca de 6 a 26 vezes), condi¢cdo em que a delegdo de dral deveria
manifestar seu maior efeito. Esse resultado indica que o sistema DraT-DraG de regulagdo da
nitrogenase ndo ¢ o responsavel pela baixa atividade de nitrogenase detectada na presenga de
amodnio nos experimentos descritos na se¢do 5.2.4.1, e reitera a hipdtese de que essa diferenca
de fendtipo pode ser gerada por uma maior quantidade de proteina sendo expressa a partir de
plasmideo (efeito do numero de copias). Nesse caso, quantidades superiores de NifA poderiam
aumentar exponencialmente a transcricdo dos genes nif, o que resultaria em niveis de NifH
possivelmente superiores a capacidade de inativagdo por DraT. Como resultado, a taxa de
fixagdo de nitrogénio do mutante complementado seria superior a das estirpes expressando
NifA cromossomicamente.

Com o intuito de comprovar que os fendtipos descritos no item 5.3.3 ndo eram
decorrentes de uma possivel falha na inativagdo do mecanismo de desligamento da nitrogenase,
numa proxima etapa o mutante FP2AdraT foi utilizado em experimento de switch on/off da
nitrogenase, conforme descrito no item 4.11.2. A conversdo de acetileno a etileno foi
monitorada antes e apos choque com 200 uM de NH4Cl e o resultado € mostrado na Figura 33

abaixo.

Figura 33- Ensaio de Switch on/off da nitrogenase de mutante contendo delecio de draT
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Células das estirpes FP2 ¢ FP2AdraT foram cultivadas em meio liquido em condicio de limitacio de
nitrogénio mediante controle de D.O.s00nm € concentraciio de oxigénio iniciais a 0,3 e 6%, respectivamente,
conforme descrito em materiais e métodos (seciio 4.11.2). Apds 4 horas de desrepressio a 30°C e 120 rpm,
os frascos foram injetados de acetileno correspondente a 10% da fase gasosa. Amostras gasosas foram
coletadas 20 e 40 minutos apo6s adi¢io do substrato (ac, antes do choque) e; 5, 10, 20, 40 ¢ 90 minutos apo6s
choque com 200 uM de NH4Cl (dc, dois do choque). A seta em vermelho indica o ponto em que o amdnio foi



144

adicionado (tempo zero - 40 minutos apos adicio de acetileno). Os resultados sio expressos em nmol de
etileno total formado por miligrama de proteina. As barras no grifico indicam os desvio-padriio em torno
da média a partir de um experimento representativo realizado em triplicata bioldgica.

O ensaio de switch on/off da nitrogenase mostra que ambas as estirpes exibem taxas
semelhantes de fixagdo de nitrogénio de 20 a 40 minutos ap6s adigdo de acetileno nos frascos,
indicando auséncia de repressdo pelos niveis de oxigénio. Entretanto, apés o choque por
amonio, a nitrogenase da estirpe selvagem ¢ imediatamente desligada, presumivelmente por
modificagdo de NifH mediada por DraT. Os resultados também sugerem que cerca de 40
minutos apos o choque o nitrogénio € exaurido, e na coleta de 90 minutos € possivel notar o
religamento da nitrogenase da estirpe selvagem. Por outro lado, a adi¢do de 200 uM de NH4Cl
ndo € capaz de inativar a nitrogenase da estirpe FP2AdraT, a qual permanece ativa durante todo
o curso do ensaio.

A taxa de formag@o de etileno, que entre a primeira e a segunda coleta se apresentava
em 50 nmol de etileno por miligrama de proteina por minuto, permaneceu bastante préxima a
este valor no mutante FP2Adral nos primeiros 10 minutos apos a adi¢do do amonio (em torno
de 42,5 nmol por miligrama por minuto), em contraste com virtualmente zero na estirpe
selvagem. Este resultado confirma que a dele¢do cromossomal do gene dral em A. brasilense
¢ suficiente para contornar a regula¢do pos-traducional da nitrogenase em resposta a choque
por amonio, e acresce a dados apresentados anteriormente (Figura 32).

Por outro lado, embora a dele¢do do gene dral tenha aumentado significativamente a
habilidade dos mutantes pontuais de nif4 de fixar nitrogénio em altos niveis de amonio,
experimentos de excre¢do de amonio em cultura utilizando o método do indofenol (sec¢do 4.12)
mostraram que essas estirpes ndo sdo capazes de excretar amonio para o meio (dado ndo
mostrado). Em conjun¢io, esses resultados sugerem que outros componentes regulatérios de
sinalizagdo do sfatus de nitrogénio intracelular ainda estariam ativos e precisariam ser
explorados para se poder encontrar uma explicagdo para a baixa eficiéncia dos mutantes de
NifA em alto amoénio. Subsequentemente, mutagdes nas proteinas GlnD e GInE, que fazem
modificagdo pos-traducional de GInB/GInZ e GS, respectivamente, foram caracterizadas com

esta inten¢do (se¢do 5.6).

5.4 Avaliacio do efeito de mutacio de GS em A. brasilense

Uma outra abordagem possivel para gerar estirpes de A. brasilense excretoras de
amonio, além do relaxamento dos pontos de regulacdo da expressdo dos genes nif e de controle

da nitrogenase através da mutagénese dos genes nifd e draT, respectivamente, consiste em

2
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provocar um desacoplamento dos processos de fixagdo e assimilagdo de amdnio, através da
modificag¢do dos mecanismos de sinaliza¢do do stafus de nitrogénio intracelular.

Como discutido anteriormente, o mutante HMOS3 de A. brasilense apresenta baixos
niveis de atividade de GS, apesar de ndo apresentar adenililagio eficiente de seus monomeros
(MACHADO et al., 1991, SANTOS et al., 2017). Como resultado da auséncia de sinalizagio
por glutamina, essa estirpe € capaz de fixar nitrogénio constitutivamente e excretar amonio. A
justificativa para esse fenotipo tem sido atribuida a uma mutac¢do pontual situada na posi¢io
1040 do gene g/nA, com a substitui¢do de um nucleotideo de citosina por timina e a subsequente
troca de um residuo de prolina por leucina na posi¢do 347 (P347L) da glutamina sintetase
(HAUER, 2012), que levaria a uma baixa atividade constitutiva de GS, irresponsiva a regulagio
positiva. Esta baixa atividade implica em pouca assimilagdo de amonio a glutamina, que por
sua vez, resulta em um acumulo de 2-oxoglutarato quando a células se encontram na presenca
de fontes de carbono suficientes para sustentar o metabolismo celular. Glutamina ¢ um
regulador positivo da atividade uridilil-removase da enzima GInD (ARAUJO et al., 2008), e
sua auséncia implica em maior uridililagdo das proteinas GInB e GlnZ. 2-oxoglutarato, por sua
vez, € um efetor reconhecido diretamente por GInB e GInZ em A. brasilense (GERHARDT et
al., 2012), e a presenga de proteinas PII uridililadas e ligadas a 20G ¢ um sinal intracelular
interpretado como auséncia de nitrogénio disponivel, através de interagdes entre PII e diversas
proteinas alvo (SOTOMAIOR et al., 2012). Portanto, a baixa atividade de GS ocasionada pela
mutagdo P347L implica em, mesmo na presenca de amdnio (que ndo pode ser assimilado na
taxa necessaria), A. brasilense possuir ativadas as proteinas que respondem a falta de nitrogénio
fixado, gerando o fenotipo observado de fixagdo de nitrogénio constitutiva e excrecdo de
amonio.

No entanto, apesar de a explica¢do acima ser bastante coerente com o que se sabe sobre
a regulagdo do metabolismo de nitrogénio em A. brasilense, restam duvidas quanto a sua
veracidade. O mutante HMOS53 foi obtido em uma biblioteca de mutantes aleatérios
selecionados por resisténcia ao composto etilenodiamina, que, ao ser degradado no sitio ativo
de GS, produz um composto tdxico para a célula. Embora o método de selegdo sugira que a
mutagdo identificada € a relevante para o fenotipo, HMOS53 possui outras mutagdes ao longo do
genoma em relagdo a FP2 (CHAGAS, 2013), e ndo se pode descartar que estas possam ter
influéncia sobre o fenotipo observado. De modo a responder essa pergunta, optou-se por
transferir a mutagdo pontual localizada no gene g/nA da estirpe HMO053 para a estirpe selvagem
FP2, e depois combina-la com algumas das muta¢des no gene nif4 previamente avaliadas, a

fim de obter informagdes sobre o quanto do fendtipo de HMO0S53 seria explicado pela mutagdo
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P347L, e o quanto do efeito da muta¢do P347L de GlnA estaria relacionada a seu efeito indireto

sobre a atividade de NifA.

5.4.1 Construcio do plasmideo mutagénico para inser¢ao de mutacio pontual de glnA no
genoma de A. brasilense

Para a construc¢do do plasmideo mutagénico contendo a mutagdo C1040T em g/nA, foi
feita a amplificag@o desse gene a partir do DNA gendmico da estirpe HMOS53 de 4. brasilense
utilizando os primers glnA_fwd e glnA_rev. O produto obtido continha 1741 pb e foi ligado a
vetor pK18mobsacB linearizado no sitio Smal, utilizando a técnica de Gibson Assembly (sec¢do
4.5.8.1). O plasmideo resultante, pTMA23, foi confirmado por reagdo de restricio com as
enzimas EcoRI e BamHI, que geraram os fragmentos teoricos esperados de 5698 pb e 1721 pb,
correspondentes ao vetor linearizado e inserto, respectivamente. Adicionalmente, a sequéncia
clonada foi checada por reacdo de sequenciamento, também utilizando os primers glnA _fwd e
glnA rev. Um esquema representativo da construgdo do plasmideo mutagénico de g/nAd ¢

mostrado na Figura 34.

Figura 34 - Representacio esquematica da construcio de plasmideo mutagénico para
insercio de muta¢iio pontual de g/lnA no genoma de A. brasilense
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O fragmento resultante da amplificaciio do gene ginA a partir do DNA gendmico da estirpe
HMO053 foi ligado ao vetor pK18mobsacB linearizado no sitio Smal, através da técnica de Gibson
Assembly. O plasmideo mutagénico resultante, pTMAZ23, continha glnA de A. brasilense com a
mutacio C1040T e um cassete sacBKm para selecio de mutantes simples e duplos. Os
oligonucletideos iniciadores utilizados nas amplificacdes sio mostrados em lilas e suas sequéncias
podem ser obtidas na Tabela 9.

5.4.2 Construcio de mutante contendo mutacio pontual de glnA inserida no genoma

O plasmideo pTMAZ23 foi transformado em £. coli S17.1 e entdo conjugado para A.
brasilense FP2 utilizando a técnica de conjugacdo biparental, conforme descrito na se¢do 4.8.
Colonias transconjugantes resistentes ao antibiotico canamicina foram confirmadas quanto a
integracdo do plasmideo no genoma. Uma vez que as copias selvagem e mutante do gene
apresentavam o mesmo tamanho por se tratar de uma mutacgdo pontual, a selecdo de mutante
simples foi feita através de andlise de restrigdo. Convenientemente, a posi¢do 1040 do gene
glnA de FP2 ¢ envolvida na formagdo de um sitio de restri¢do para a enzima BsilWI, o qual é
destruido pela mutacdo de citosina para timina em HMOS53. Sendo assim, o produto da
amplificacdo do gene g/nA a partir de coldnias transconjugantes foi digerido com a enzima
BsiWI, que gerou os fragmentos esperados de 1740 pb (copia mutante proveniente de HMO053)
e; 1185 pb e 555 pb (produto da digestdo da copia selvagem de FP2).

Ap6s a confirmagdo de mutantes simples pelo padrao de restri¢do esperado, estes foram
cultivados para obteng@o de mutantes duplos, como descrito no item 4.9.1. Colonias crescidas
em placas contendo sacarose 10% e que mostraram sensibilidade ao antibidtico canamicina
foram analisadas quando a ocorréncia do segundo evento de recombina¢do homologa. A
primeira etapa da confirmag@o foi feita por meio de reagdo de PCR e digestdo com a enzima
BsiWI, cujo produto revelou somente o fragmento de 1740 pb nédo cortado correspondente ao
gene ginA de HMO053, tal como descrito acima. Na segunda etapa, os provaveis mutantes duplos
foram sequenciados com os primers glnA fwd e glnA rev para comprovar a insercdo da

mutag@o no codon desejado, e a estirpe produzida foi denominada glnAP347L.

5.4.3 Caracterizacao de mutante contendo mutacio pontual em GS

Uma vez confirmada a identidade da estirpe mutante de glnAP347L, foram iniciados os
experimentos de caracterizagdo bioquimica e fisioldgica. Inicialmente, foi avaliada a
capacidade de glnAP347L de fixar nitrogénio em meio NFbHP-lactato semi-solido contendo
baixo (0,5 mM glutamato) e alto amonio (10 e 20 mM de NH4Cl), pelo método de redugéo do
acetileno a etileno (se¢@o 4.11.1). O resultado dos ensaios de determinagdo de atividade de

nitrogenase ¢ mostrado na Figura 35.
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Figura 35 - Determinacéo de atividade da nitrogenase do mutante glnAP347L cultivado
em diferentes concentracoes de amonio
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Isolados da estirpe mutante glnAP347L foram caracterizados quanto a atividade da nitrogenase. A estirpe
parental FP2 de A. brasilense foi adicionada como controle experimental. Os ensaios foram realizados em
meio NFbHP-lactato semi-solido contendo 0,5 mM de glutamato (condicio de baixo amodnio) ou 10 € 20 mM
de NH4Cl (condic¢des de alto amonio), utilizando o método de reduciio de acetileno, conforme descrito em
materiais e métodos (sec¢iio 4.11.1). A atividade da nitrogenase foi expressa em nmol de etileno formado por
miligrama de proteina da cultura por minuto. No grifico estido indicados os desvios-padrio em torno da
média de pelos menos trés experimentos independentes realizados em duplicata biolégica.

A partir do ensaio de determinag@o de atividade de nitrogenase, € possivel concluir que
o mutante glnAP347L apresenta atividade de fixag@o de nitrogénio superior a estirpe selvagem
FP2 em baixos niveis de amodnio. Interessantemente, o mutante g/nAP347L também fixa
nitrogénio em condi¢des de excesso de amonio, mesmo apos cultivo em 20 mM de NH4Cl,
indicando que a mutagdo P347L de GlnA deve ser a maior responsavel pelo fenétipo do mutante
HMO53. Entretanto, a atividade de especifica de nitrogenase obtida para a estirpe g/lnAP347L
apos crescimento em 10 mM de NH4Cl mostrou-se pelo menos duas vezes superior a de HMO053
determinada por Machado e colaboradores (1991).

Numa préxima etapa, foi avaliada a capacidade do mutante g/nAP347L de excretar
amonio. Para isso, inicialmente foi realizado o cultivo da estirpe em meio NFbHP-lactato semi-
solido na auséncia de qualquer fonte de nitrogénio e dosagens de amonio excretado foram feitas
por um periodo de 7 dias. O método utilizado foi o do indofenol, o qual baseia-se na leitura de

absorbancia a 625 nm do produto formado a partir da reagdo entre amonia, fenol e hipoclorito

em ambiente alcalino (sec¢do 4.12). O resultado obtido € mostrado na Figura 36.
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Figura 36 - Ensaio de quantificacdo de amonio excretado pela estirpe g/inAP347L
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Isolados da estirpe mutante g/lnAP347L foram cultivados para ensaio quantificacio de aménio. A estirpe
parental FP2 de A. brasilense foi adicionada como controle experimental. Os ensaios foram realizados em
meio NFbHP-lactato semi-solido sem qualquer fonte de nitrogénio. As dosagens de amonio a partir das
culturas foram feitas por um periodo de 7 dias consecutivos utilizando o método do indofenol, conforme
descrito em materiais e métodos (secio 4.12). As concentrac¢des obtidas foram expressas em milimol de NH4*
excretado. No griafico estio indicados os desvios-padrio em torno da média de dois experimentos
representativos realizados em duplicatas biolégicas.

O ensaio de quantificagdio mostrou que a atividade constitutiva de nitrogenase de
glnAP347L também ¢ acompanhada por excrecdo de amdnio a niveis milimolares, chegando
até 3,5 mM, com uma taxa variando entre 0,3 e 1,5 mmol por dia. Esse resultado € consistente
com dados experimentais obtidos para o mutante HMOS53, cujo pico de excrec¢do gerou cerca de
3,5 mM de NHy" (MACHADO ez al., 1991). O perfil observado corrobora com a conclusdo de
que a mutag@o pontual C1040T no gene g/nA é suficiente para gerar excre¢do de amonio em A.
brasilense.

E possivel que essa mutagio resulte em uma alteragio na expressdo e/ou atividade de
GS, o que leva a uma deficiéncia na sintese de glutamina, assim como observado para a estirpe
HMO053 (MACHADO et al., 1991). Como ja discutido, uma vez que glutamina € um sinal
metabolico do sfatus de nitrogénio na célula e influencia diretamente a atividade de proteinas
regulatorias de modificagdo pos-traducional, como GInD por exemplo, uma deficiéncia na sua
sintese permitiria que a proteina PII GInB estivesse sempre em sua forma uridililada (via
atividade de UTase de GInD). Nessas condi¢des haveria a ativagdo constante da transcrigdo dos
genes nif via interagdo PII-UMP e NifA, além da auséncia de controle da nitrogenase. Como
resultado, a fixa¢do constitutiva de nitrogénio combinada a baixa atividade de GS resultaria em

excre¢do de amodnio. Curiosamente, a transferéncia dessa mutacdo para Herbaspirillum

seropedicae gerou uma estirpe capaz de fixar nitrogénio em condi¢des de suficiéncia de
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nitrogénio, mas ndo foi observada excre¢do de aménio (Marcelo Bueno Batista, comunicagdo
pessoal).

Devido a alta demanda energética requerida para o fenotipo observado em g/inAP347L,
especulou-se que essa estirpe apresentasse deficiéncia no crescimento. Numa proxima etapa de
caracterizacdo deste mutante, foi analisado o perfil de crescimento da mesma em condi¢des de
nao-fixagdo de nitrogénio, a fim de evitar-se estresses metabolicos. Para esse experimento, o
crescimento em meio liquido foi monitorado em leitor de microplaca de pardmetros

controlaveis, como descrito na se¢do 4.3.4, e o resultado é mostrado na Figura 37.

Figura 37 - Perfil de crescimento do mutante glnAP347L relativo a estirpe selvagem FP2
de A. brasilense
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As estirpes FP2 e glnAP347L foram cultivadas em microplacas contendo 500 pL. de meio NFbHP-lactato
liquido (20 mM de NH4Cl como fonte de nitrogénio) a 28°C. O crescimento das culturas foi acompanhado
através da determinag¢io da densidade 6ptica a um comprimento de onda de 600 nm em leitor de microplaca
de parimetros controlaveis Tecan Infinite M200. O grafico, em escala logaritmica, demonstra o perfil de
crescimento a partir de um experimento representativo realizado em duplicata biologica. Os parametros de
duragiio de fase lag (t) e tempo de duplicagdo (td) foram extraidos das curvas, conforme descrito em
materiais e métodos.

A Figura 37 mostra que a estirpe g/lnAP347L apresenta um perfil de crescimento distinto
da estirpe selvagem FP2. Analisando as curvas obtidas, € possivel notar que o mutante atinge o
final da fase exponencial somente apos 30 horas de cultivo, e sua taxa de crescimento (td = 5,4
horas; tl = 18,0 horas) ¢ visivelmente inferior quando comparada a da estirpe FP2 (td = 4,2
horas; tl = 13,0 horas, p<0,05), cuja fase estaciondaria inicia-se apds cerca de 25 horas de cultivo.
Esse resultado € consistente com os testes de morfologia de coldnia feitos em meio solido, os
quais mostraram que o mutante cresce mais lentamente e forma colonias consideravelmente
menores quando comparadas as da estirpe selvagem (dado ndo mostrado).

Uma vez que o mutante g/nAP347L parece apresentar baixa atividade de GS, foi

avaliada também o efeito da adig¢@o de diferentes concentra¢des de glutamina em seu perfil de
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crescimento. O experimento foi realizado conforme descrito no item 4.3.4, e os resultados sdo

apresentados na Figura 38.

Figura 38 - Efeito da adicido de diferentes concentra¢des de glutamina no perfil de
crescimento do mutante glnAP347L
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A estirpe ginAP347L foi cultivada em microplaca contendo 500 uL de meio NFbHP-lactato liquido (20 mM
de NH4Cl como fonte de nitrogénio) a 28°C. Concentragdes de 1, 3 ¢ 5 mM de glutamina foram
suplementadas ao meio, a fim de verificar altera¢iio no perfil de crescimento da estirpe mutante. O
crescimento das culturas foi acompanhado através da determinacio da densidade dtica aum comprimento
de onda de 600 nm usando um leitor de microplaca de parimetros controliveis Tecan Infinite M200. O
grafico, em escala logaritmica, demonstra o perfil de crescimento a partir de um experimento representativo
realizado em duplicata biologica. Os parametros de duragio de fase lag (tl) e tempo de duplicagiio (td) foram
extraidos das curvas, conforme descrito em materiais e métodos.

Como mostra a Figura 38, a adi¢do de 1 mM de glutamina melhora significativamente
o perfil de crescimento da estirpe g/lnAP347L, a qual passa a apresentar uma fase lag menos
longa (tl = 16,0 horas) quando comparada a estirpe crescida sem nenhuma suplementacao (tl =
18,0 horas). Além disso, a adi¢do de 3 mM de glutamina elimina quase que completamente a
deficiéncia no crescimento do mutante, cuja taxa de crescimento (td = 4,1 horas; tl = 13,0 horas)
torna-se mais proxima a da estirpe selvagem FP2 (td = 4,2 horas; tl = 13,0 horas, p>0,05). A
adi¢@o de concentragdes superiores parece ndo ter efeito cumulativo no crescimento do mutante,
e ndo foi verificado efeito atipico no crescimento de FP2 cultivado em meio suplementado com
glutamina (dado ndo mostrado). Esses resultados sustentam a hipdtese de que o fendtipo
observado para o mutante g/nAP347L esteja relacionado a uma baixa atividade de GS, ja que
que a suplementag@o de glutamina melhora consideravelmente sua taxa de crescimento.

Com vistas a melhor caracterizar o fen6tipo de glnAP347L, foi realizada a quantificagdo
de transcritos do gene nifA em condi¢des de limitagdo e excesso de amonio por meio da técnica
de RT-qPCR, conforme descrito no item 4.6. De modo a evitar repressdo da expressdo e/ou
atividade de mif4 em resposta a altos niveis de oxigénio, foi inicialmente determinada a

concentracdo de oxigénio necessaria para obtengdo de atividade maxima de nitrogenase em
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meio liquido, ja que nessas condigdes a expressdo de nif4 ndo seria regulada. Para isso, células
de A. brasilense foram cultivadas em meio NFbHP-lactato (livre de amonio) sob diferentes
concentragdes de Oz na fase gasosa dos frascos, de forma anéloga ao método descrito na se¢do
4.6.1. O resultado do ensaio para otimizac¢do da atividade da nitrogenase em meio liquido ¢

mostrado na Figura 39.
Figura 39 - Titulacio de oxigénio da atmosfera gasosa de frascos para ARA em meio

liquido
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Células de A. brasilense FP2 provenientes de uma cultura saturada foram transferidas para frascos
contendo meio NFbHP-lactato liquido (livre de amonio) para uma D.O.600nm inicial de 0.3. Os frascos foram
vedados com tampas de borracha do tipo suba-seal para realizacio de troca da atmosfera gasosa para
nitrogénio. A concentracio de oxigénio na fase gasosa dos frascos foi ajustada para as concentragoes
indicadas no grifico e, em seguida, foi feita uma incubaciio a 30°C e 120 rpm por um periodo de 4 horas
antes do inicio do ensaio de reducio do acetileno, conforme descrito em materiais e métodos (secio 4.11.1).
A atividade da nitrogenase foi expressa em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura
por minuto. No grifico estio indicados os desvios-padrio em torno da média de dois experimentos
independentes realizados em duplicata biolégica.

A partir dos resultados acima, decidiu-se estabelecer a concentragdo de 4% de oxigénio
na fase gasosa dos frascos. Depois de cultivadas nas condigdes descritas na se¢do 4.6.1, as
culturas de FP2 e g/nAP347L usadas neste experimento tiveram seu RNA total extraido,
conforme descrito na se¢do 4.6.2. A quantificag@o relativa de transcritos de nif4 foi feita como
descrito na secdo 4.6.3 utilizando os primers nifA-RTqPCR1_fwd e nifA-RTqPCR1 rev, e
normalizada pela quantificagdo de transcritos do gene de referéncia glyA4, amplificado com os
primers glyA-RTqPCR1 _fwd e glyA-RTqPCR1 rev. O resultado ¢ mostrado na Figura 40

abaixo.
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Figura 40 - Avaliacio dos niveis de expressio de nifA a partir da estirpe glnAP347L
cultivada na auséncia ou presenca de amonio
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As reacdes de RT-qPCR foram realizadas conforme descrito na secio de material e métodos usando as
estirpes FP2 e ginAP347L, as quais foram cultivadas em meio NFbHP-lactato na auséncia de aménio ou na
presenca de 10 mM de NH4Cl. A determinaciio dos niveis de transcritos de rnifd foi feita por meio de
quantificaciio relativa usando o gene gly4 como referéncia. As barras de erro representam os desvios-
padrio de pelo menos trés experimentos realizados em duplicata.

A partir dos dados obtidos € possivel observar que a transcri¢do do gene nif4 da estirpe
selvagem FP2 ¢ parcialmente reprimida por altas concentragdes de amodnio (p=0,000133)
(aproximadamente 42% dos niveis observados em auséncia de nitrogénio), o que ¢ condizente
com dados descritos na literatura (FADEL-PICHETH ef al., 1999). Por outro lado, o promotor
de nifA da estirpe glnAP347L nido € regulado negativamente em resposta ao stafus de nitrogénio
intracelular, uma vez que os niveis de transcritos obtidos para as duas condi¢des testadas foram
similares. Este resultado auxilia na explicagdo do fenotipo observado nos experimentos de
determinacdo de atividade de nitrogenase e excrecdo de amdnio; ao menos parte do efeito pode

ser causado pelo aumento da expressdo de ADNifA, por mecanismo ainda ndo elucidado.

5.5 Avalia¢io do efeito da adi¢io de mutagdes ativadoras de NifA no mutante glnAP347L

Tendo em vista os ensaios de complementacdo de mutante descritos nos itens 5.2.2 e
5.2.3, e o fenotipo das estirpes contendo mutagdes pontuais de nifd inseridas no genoma,
descritas no item 5.2.4.1, levantou-se a hipotese de que a transferéncia de mutagdes ativadoras
de nifA para a estirpe glnAP347L, a qual parece ndo apresentar regulacdo do promotor de nif4
em resposta ao stafus de nitrogénio intracelular, poderia aumentar ainda mais os niveis de
fixagdo da mesma em condi¢des de suficiéncia de nitrogénio. A avaliagdo do fendtipo de
estirpes contendo mutagdes tanto em g/nA quanto em nif4 também ajudaria a entender se a
atividade de nitrogenase em presenga de amonio no mutante glnAP347L ja se encontra no

maximo capaz de ser promovido por AbNifA, ou se neste mutante ainda ocorre alguma
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regulacdo negativa da atividade de NifA que o impeca de atingir seu maximo potencial de

fixagdo de nitrogénio em presenga de amonio.

5.5.1 Construcio das estirpes mutantes duplas nos genes ginA e nifA de A. brasilense

Para construgdo dos mutantes duplos em g/nA e nifA, optou-se por utilizar apenas as
substituigdes V177G e M185P de NifA, as quais pareceram ser mais promissoras, em termos
de atividade maxima gerada, ao longo dos ensaios de determinagdo de atividade da nitrogenase
(secdes 5.2.2, 523, 524.1 e 53.3) e de ativagdo de fusdo transcricional em F. coli (se¢do
5.1.3). A estratégia utilizada para a combinag@o das mutagdes baseou-se no uso do vetor suicida
contendo o fragmento sacBKm. Para facilitar as etapas de confirmagdo de simples e duplo
recombinantes, inicialmente foi feita a delecdo completa do gene nif4 na estirpe g/inAP347L
utilizando o plasmideo mutagénico pTMA2003, de forma idéntica a descrita na se¢do 5.2.4.1.
As etapas de confirmagdo de mutante foram feitas por reagdo de PCR e sequenciamento, como
também detalhado na secdo 5.2.4.1. A estirpe resultante, denominada g/nAP347LAnifA, foi
usada para a restituigdo de nifA com as mutagdes pontuais TS30G ou ASS53C e T554C,
utilizando os mesmos plasmideos mutagénicos empregados para a construgio das estirpes FP2-
V177G-NifA e FP2-M185P-NifA, respectivamente, conforme descrito na se¢do 5.2.4.1. A
confirmagdo de recombinantes homdlogos simples e duplos foi feita por meio de reagdes de
PCR e sequenciamento, como também descrito na se¢do 5.2.4.1. Os mutantes duplos
produzidos foram denominados g/nAP347L-V177G-NifA e ginAP347L-M185P-NifA, e
continham a mutagdo pontual P347L em GS combinada as muta¢des V177G ou M185P de

NifA, respectivamente.

5.5.2 Caracterizacio de mutantes contendo mutacdes pontuais em GS e NifA

Ap6s a confirmagdo da identidade dos mutantes duplos selecionados, foram iniciados
os experimentos de caracterizag@o. Inicialmente, foi determinada a atividade da nitrogenase
pelo método de redugdo do acetileno a etileno, conforme descrito na se¢do 4.11.1. Para esse
ensaio, as estirpes foram cultivadas em meio NFbHP-lactato semi-solido em condi¢des de baixo
amonio (0,5 mM de glutamato) e alto amdnio (10 mM NH4Cl). Os resultados obtidos estdo

compilados na Figura 41.
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Figura 41 - Determinacio de atividade da nitrogenase dos mutantes duplos de GS e NifA
em condicoes de baixos e altos niveis de amonio
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Isolados das estirpes mutantes glnAP3471L-V177G-NifA e ginAP3471L-M185P-NifA foram cultivados para
ensaio de atividade de nitrogenase. As estirpes FP2 e ginAP347L foram adicionadas como controles
experimentais. Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-lactato semi-sélido contendo 0,5 mM de
glutamina (condigiio de baixo aménio) ou 10 mM de NH4ClI (condiciio de alto amonio), utilizando o método
de redugio de acetileno, conforme descrito em materiais e métodos (se¢o 4.11.1). A atividade de nitrogenase
foi expressa em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto. No grafico estiio
indicados os desvios-padriio em torno da média de pelos menos trés experimentos independentes realizados
em duplicata biolégica.

De acordo com a Figura 41, ndo se observa uma grande diferenca na atividade de
nitrogenase na auséncia de amonio entre a estirpe g/nAP347L e as estirpes dela derivadas que
contém as mutac¢des em nifAd, embora as diferencas tenham sido estatisticamente significativas
(p<0,05); porém, na presenca de amodnio, a combinagdo da mutagdo P347L de GS com as
mutagdes V177G ou M185P de NifA gera estirpes com capacidade de fixagdo de nitrogénio
claramente superior a da estirpe parental g/nAP347L (p<0,001). Esse resultado concorda com
o modelo anteriormente discutido, segundo o qual as proteinas 4AbV177G-NifA e AbBM185P-
NifA seriam menos responsivas aos niveis de nitrogénio intracelular quando comparadas a
NifA selvagem de A. brasilense. Da mesma forma, estes resultados sugerem que, no mutante
gInAP347L, ainda ocorre supressdo parcial da atividade de NifA na presenca amdnio, a despeito
do efeito que se presume que esta mutagdo cause na cascata regulatoria do metabolismo de
nitrogénio. Além disso, esses resultados sdo condizentes com os dados dos experimentos de

complementacdo de mutante nif4 (se¢do 5.2.2) e, em conjunto, sugerem que, pelos menos em

parte, o fenotipo de baixa FBN na presenga de amdnio observado para os mutantes pontuais
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cromossomais de NifA descritos no item 5.2.4.1 esteja relacionado a um maior controle do
promotor de nifA nessas estirpes.

Numa proxima etapa, foi investigado se os mutantes g/mAP347L-V177G-NifA e
ginAP347L-M185P-NifA apresentariam maiores niveis de expressdo de nifH em comparagio
com a estirpe parental g/lnAP347L, j4 que estes mostraram ser capazes de fixar nitrogénio a uma
taxa superior. Para isso, as estirpes foram cultivadas na auséncia de aménio ou na presenca de
10 mM de NH4Cl, utilizando as mesmas condig¢des de cultivo apresentadas na se¢do 4.6.1, e,
em seguida, foi feita a extragdo de RNA total, seguida da sintese de cDNA e analise de
transcritos de nifH através da técnica de RT-qPCR (primers nifH-RTqPCR1_fwd/nifH-
RTqPCRI1 rev e glyA-RTqPCR1 glyA/nifH-RTqPCR1 rev), conforme descrito em detalhes
na se¢do 4.6. O resultado da quantificacdo relativa de transcritos ¢ mostrado na Figura 42

abaixo.

Figura 42 - Avaliacio dos niveis de expressiao de nifH nos mutantes duplos de GS e NifA
cultivados na auséncia ou presenca de amonio
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As reacoes de RT-gPCR foram realizadas conforme descrito na se¢io de material ¢ métodos usando as
estirpes FP2, ginAP347L, ginAP347L-V177G-NifA e ginAP347L-M185P-NifA, as quais foram cultivadas
em meio NFbHP-lactato na auséncia de aménio ou na presenca de 10 mM de NH4Cl. A determinacio dos
niveis de transcritos de nifH foi feita por meio de quantificacio relativa usando o gene gly4 como referéncia.
As barras de erro representam os desvios-padrio de um experimento realizado em duplicata bioldgica.

Os resultados das reagcdes de PCR quantitativas mostraram auséncia de expressdao de
nifH na estirpe FP2 cultivada em altos niveis de amdnio, como esperado. A quantidade de
transcritos detectada nas estirpes mutantes g/mAP347L, glnAP347L-V177G-NifA e

ginAP347L-M185P-NifA na auséncia de nitrogénio foi superior a da estirpe selvagem
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(p<0,025), o que ¢ condizente com as taxas de fixa¢do de nitrogénio maiores obtidas nos ensaios
de determinacgdo de atividade da nitrogenase, embora deva-se notar que a expressdo cerca de
quatro vezes maior de nitrogenase nos mutantes ndo levou a um aumento da mesma magnitude
na taxa de reducdo de acetileno. Condizente com os resultados anteriores, a expressdo de nifH
nos mutantes ginAP347L-V177G-NifA e g/nAP347L-M185P-NifA em condi¢des de alto
amonio ¢ significativamente superior em relagdo a do mutante glnAP347L (p<0,009), embora,
novamente, deva-se notar que o aumento de expressdo ndo foi acompanhado por aumento da
atividade da nitrogenase em igual propor¢do. Esse resultado contribui com o modelo proposto
de que as variantes pontuais de NifA de A. brasilense construidas nesse estudo sdo menos
responsivas a concentragdo de nitrogénio na célula, e reforca a ideia de que NifA selvagem néo
atinge sua atividade maxima no mutante g/nAP347L, a despeito da desregulacdo do
metabolismo de nitrogénio ocasionada pela mutagdo em GS. Os resultados também apontam
para a incapacidade do sistema DraT-DraG em contrabalangar a alta atividade de NifA em
glnAP347L e estirpes derivadas, inativando a nitrogenase — o que era esperado, dada a
dependéncia do sistema DraT-DraG da sinalizagdo por GInD-PII, que encontra-se afetado
nestas estirpes devido a alterag@o nos mecanismos sinalizag@o por glutamina.

Em seguida, foi avaliado o perfil de crescimento dos mutantes duplos g/nAP347L-
V177G-NifA e glnAP347L-M185P-NifA em meio NFbHPN-lactato utilizando leitor de
microplaca de pardmetros controlaveis, conforme descrito na secdo 4.3.4. Para este
experimento, foram adicionados como controles a estirpe selvagem FP2 e a estirpe excretora

de amonio g/nAP347L. O resultado € mostrado na Figura 43.

Figura 43 - Perfil de crescimento dos mutantes duplos de GS e NifA relativo as estirpes
FP2 e ginAP347L
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As estirpes ginAP347L-V177G-NifA e ginAP3471L-M185P-NifA foram cultivadas em microplacas contendo
500 uL de meio NFbHP-lactato liquido (20 mM de NH4Cl como fonte de nitrogénio) a 28°C. As estirpes FP2
e ginAP347L também foram adicionadas como controles experimentais. O crescimento das culturas foi
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acompanhado através da determinaciio da densidade 6tica a um comprimento de onda de 600 nm em leitor
de microplaca de parimetros controliveis Tecan Infinite M200. O grifico, em escala logaritmica, demonstra
o perfil de crescimento das estirpes a partir de um experimento representativo realizado em duplicata
biologica. Os parametros de duraciio de fase lag (t1) e tempo de duplicacio (td) foram extraidos das curvas,
conforme descrito em materiais e métodos.

Observa-se inicialmente que o comportamento das estirpes controle FP2 (tl = 13,0
horas; td = 3,8 horas) e g/nAP347L (tl = 20,0 horas; td = 5,4 horas) foi relativamente semelhante
ao observado em experimento anterior (Figura 37). Ao menos nas condigles testadas, os
mutantes duplos glnAP347L-V177G-NifA e ginAP347L.-M185P-NifA apresentaram um perfil
de crescimento idéntico entre si (média tl = 16,0 horas, média td = 5,0 horas, p>0,05), dada a
sobreposi¢do das curvas. Além disso, comparando com a estirpe parental g/lnAP347L, parecem
exibir um final de fase lag menos tardio, apesar de ndo se comportarem como a estirpe selvagem
FP2. Esse resultado ¢ curioso, visto que teoricamente a demanda energética nos mutantes
duplos ¢ maior dada sua alta taxa de fixacdo de nitrogénio. Por outro lado, as curvas de
crescimento foram realizadas na presenga de 20 mM de NH4C e 15% de acido latico na
concentragdo inicial, e, nessas condi¢des, € esperado que o gasto energético adicional de fixar
mais nitrogénio ndo seja grande o bastante para gerar caréncia de carbono, e seja mais do que
compensado pela vantagem de crescimento proporcionada pela maior assimilagdo de
nitrogénio.

Num segundo experimento, testou-se o efeito da adi¢ao de glutamina ao meio de cultivo,
tal como feito na se¢do 5.4.3. Assim como anteriormente, para este experimento foram
adicionados como controles a estirpe selvagem FP2 e a estirpe excretora de amonio glnAP347L.
Uma vez que o resultado apresentado na Figura 38 mostrou que a suplementacdo de 3 mM de
glutamina melhorava significativamente o crescimento da estirpe mutante g/n4AP347L, esta
mesma concentragdo foi utilizada para o cultivo dos mutantes duplos. Os resultados sdo

apresentados na figura 44.



159

Figura 44 - Efeito da adicio de glutamina no perfil de crescimento dos mutantes duplos
de GS e NifA
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As estirpes ginAP347L-V177G-NifA e ginAP347L-M185P-NifA foram cultivadas em microplaca contendo
500 pL de meio NFbHP-lactato liquido (20 mM de NH4Cl como fonte de nitrogénio) a 28°C. Adicionalmente,
3 mM de glutamina foram suplementados ao meio a fim de verificar alteracio no perfil de crescimento dos
mutantes duplos. As estirpes FP2 e ginAP347L também foram adicionadas como controles experimentais.
O crescimento das culturas foi acompanhado através da determinagcdo da densidade dtica a um
comprimento de onda de 600 nm usando leitor de microplaca de parimetros controlaveis Tecan Infinite
M200. O grifico, em escala logaritmica, demonstra o perfil de crescimento a partir de um experimento
representativo realizado em duplicata biologica. Os parimetros de duracgio de fase lag (tl) e tempo de
duplicaciio (td) foram extraidos das curvas, conforme descrito em materiais e métodos.

Comparando com experimentos anteriores, foi possivel observar um comportamento
reprodutivel das estirpes controle (FP2 e g/lnAP347L), tanto na auséncia quanto na presenga de
glutamina. Em relagdo aos mutantes duplos g/nAP347L-V177G-NifA e glnAP347L-M185P-
NifA, foi verificada uma melhora consideravel na taxa de crescimento com a adi¢do de
glutamina (média tl = 13,5 horas; média td = 4,2 horas), a qual tornou as taxas de crescimento
de ambas as estirpes comparaveis a da estirpe selvagem FP2 (tl = 12,0 horas; td = 4,1 horas,
p>0,05). Este resultado sugere que o menor déficit de crescimento dos mutantes duplos nos
genes glnA e nifA esteja relacionado a uma menor deficiéncia na biossintese de glutamina
intracelular, o que pode ser vantajoso do ponto de vista de competitividade destas estirpes no
solo e performance enquanto disponibilizadoras de nitrogénio fixado para as plantas.

Considerando a alta taxa de fixagdo de nitrogénio das estirpes duplo-mutantes, decidiu-
se investigar se a adig@o das mutagdes V177G e M185P a estirpe g/lnAP347L também resultaria
em maiores niveis de excrecdo de amonio. Para isso, as linhagens foram crescidas em meio
NFbHP-lactato semi-solido suplementado com 0,5 mM de glutamina, conforme descrito na
secdo 4.12. Isso foi feito devido a experimentos prévios de crescimento mostrarem que as
estirpes glnAP347L-V177G-NifA e ginAP347L-M185P-NifA apresentam crescimento mais

lento em meio semi-solido sem nenhuma fonte de nitrogénio quando comparadas a estirpe
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gnAP347L (dado ndo mostrado). Dessa forma, a adi¢do de glutamina permitiria que as estirpes
crescessem a uma taxa mais similar, gerando resultados mais comparaveis. Os resultados dos

ensaios de dosagem de amonio usando o método do indofenol sdo mostrados na Figura 45 (A

e B).

Figura 45 — Ensaio de quantificacio de aménio excretado pelos mutantes duplos de GS e
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Isolados dos mutantes ginAP347L-V177G-NifA e ginAP347L-M185P-NifA foram submetidos ao ensaio
quantificacio de amonio. A estirpe parental FP2 e a estirpe excretora de amonio glnAP347L de A. brasilense
foram adicionadas como controles experimentais. Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-lactato
semi-solido suplementado com 0,5 mM de glutamina. As dosagens de amodnio a partir das culturas foram
feitas por um periodo de 5 dias consecutivos utilizando o método do indofenol, conforme descrito nos
materiais e métodos (secio 4.12). As concentracdes obtidas foram expressas em milimol de NH4" excretado
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(A) e milimol de NHy4" excretado/mg proteina total da cultura (B). Nos graficos estio indicados os desvios-
padriio em torno da média de ao menos trés experimentos representativos realizados em duplicata biologica.

Os ensaios de quantificagio de amonio mostraram que as estirpes mutantes duplas
apresentam, notoriamente, uma tendéncia de maior excre¢ao de amonio nos primeiros dois dias
de quantificagdo quando comparadas a estirpe glnAP347L (45A), sendo essa diferenca mais
evidente nos dados de normalizagdo pelo conteudo proteico (45B). Esse resultado € consistente
com os ensaios de determinacgdo de atividade de nitrogenase, ja que os mutantes g/lnAP347L-
V177G-NifA e glnAP347L-M185P-NifA fixam nitrogénio a uma maior taxa, o que permite
uma antecipagdo do acimulo e, subsequentemente, excre¢do de amdnio. Por outro lado, € valido
ressaltar que a diferenga dos niveis de excrecdo de amonio entre as estirpes testadas ndo parece
ser tdo acentuada como era esperado, o que sugere que possivelmente existam outros
mecanismos regulatérios relacionados ao acoplamento dos processos de fixagdo e excregdo de
amodnio que ainda estejam ativos. Uma outra justificativa para o fenotipo observado seria que
as muta¢des combinadas levam a um platé do metabolismo energético, e que mutacgdes
adicionais poderiam gerar estirpes com grande deficiéncia de crescimento por serem

energicamente inviaveis.

5.6 Avaliagio do efeito da mutagénese de GInE e GInD em A. brasilense

Conforme discutido anteriormente, a excre¢do de grandes quantidades aménio por
organismos diazotroficos € dependente de uma alta taxa de fixag@o de nitrogénio combinada a
uma baixa eficiéncia das vias de assimilagdo de amonio. Em FE. coli e na maioria das
proteobactérias, a assimilagdo de aménio € controlada de acordo com as concentragdes de
glutamina e 2-oxoglutarato intracelular através da modulagio da atividade de GS por GInE, que
por sua vez tem sua atividade influenciada pelo estado de uridililagdo das proteinas PII, que ¢
controlado por GInD. Portanto, a integracdo de sinais metabdlicos por duas proteinas
bifuncionais GInD (UTase/UR) e GInE (ATase/AR), forma uma cascata biciclica para controlar
a atividade de GS. Nesta se¢do, buscou-se avaliar o efeito da mutagénese dessas duas proteinas

no metabolismo de nitrogénio em A. brasilense.

5.6.1 Construcio de plasmideo mutagénico para a dele¢io da por¢io 5’ de ginE

Inicialmente optou-se por fazer a dele¢do do dominio N-terminal de GInE, responsavel
pela atividade de remog¢@do de grupos adenilil (AR) de GS, ativando-a. A escolha da por¢do a
ser deletada foi feita considerando estudos prévios conduzidos por Ninfa e colaboradores

(2007), nos quais foi mostrado que a delecdo dos 424 residuos de aminoacidos iniciais de GInE
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de . coli YMC10 gerou uma proteina deficiente na atividade AR e menos responsiva a PII ou
PII-UMP.

Apo6s a identificagdo da regido correspondente a GInE truncada de E. coli em A.
brasilense por meio de andlises de alinhamento de sequéncias utilizando o algoritmo Clustal W
no programa MEGAX, foi feita a amplificagdo das regides localizadas a montante (-905 — 3)
(938 pb) e a jusante (1366 — 3093) (1758 pb) da regido alvo de delecdo por meio de reagdo de
PCR utilizando os primers gIlnE-UP_fwd/gInE-UP_rev e gInE-DOWN_fwd/gInE-DOWN _rev,
respectivamente, e os fragmentos obtidos ligados ao vetor pK18mobsacB linearizado no sitio
Smal, por meio de uma reagdo unica utilizando a técnica de Gibson Assembly (secdo 4.5.8.1).
O plasmideo resultante, denominado pTMAZ2S, foi confirmado por meio da digestdo com as
enzimas de restri¢do Xbal e EcoRI, que geraram os fragmentos tedricos esperados de 5692 pb
do vetor linearizado e 2663 pb do inserto. Em seguida, a sequéncia clonada no vetor também
foi checada por reagdo de sequenciamento utilizando os primers glnE-UP fwd e glnE-
conf fwd. Um esquema representativo da constru¢do do plasmideo mutagénico de ginF ¢

mostrado na Figura 46.

Figura 46 - Constru¢ao de plasmideo mutagénico para a trucagem da porcéio 5’ de ginE
no genoma de A. brasilense
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Os fragmentos resultantes da amplificaciio das regides localizadas A montante (fragmento UP, mostrado em
laranja) e a jusante (fragmento DOWN, mostrado em amarelo) da por¢io 5’ do gene glnE (mostrado em
lilas) a partir do DNA gendémico da estirpe FP2, foram ligados ao vetor pK18mobsacB linearizado no sitio
Smal, através da técnica de Gibson Assembly. O plasmideo mutagénico resultante, pTMAZ2S, continha o
fragmento UP-DOWN da regido N-terminal do gene ginE ¢ um cassete sucBKm para selecio de mutantes
simples e duplos. Os oligonucletideos iniciadores utilizados nas amplificacdes sio mostrados em lilds e suas
sequéncias podem ser obtidas na Tabela 9.

5.6.2 Construcio de mutante contendo deleciio da regido S’ de glnE no genoma

Apoés a confirmagdo da correta construgdo do vetor mutagénico pTMA2S, este foi
transformado em F. coli S17.1 e entdo conjugado para A. brasilense FP2 utilizando a técnica
de conjugacdo biparental ja descrita (se¢do 4.8). A confirmagio de recombinantes simples foi
feita por meio de reagdo de PCR utilizando os primers glnE-conf fwd e gInE-DOWN _rev, que
sdo complementares a uma regido externa ao gene e visando detectar as copias selvagem (3205
pb) e deletada (1843 pb). As etapas seguintes para obtengdo de duplo recombinantes foram
feitas como descrito no item 4.9.1, e a selecdo de mutantes duplos foi feita tanto por reagdo de
PCR, visando detectar somente a copia deletada do gene, quanto por analise de sequenciamento
para confirmar a delecdo somente da por¢do desejada in frame (usando os mesmos primers
supramencionados). A estirpe mutante construida foi denominada FP2ANg/nFE, e continha
delegdo cromossomica da regido 5° de g/nFE., que codificava para uma proteina truncada nos 454

residuos de aminoacidos iniciais.

5.6.3 Construcio de plasmideo mutagénico para inser¢io de mutacdes pontuais em glnD

Tendo em vista que GInD parece ser o sensor primario do sfatus de nitrogénio na célula
por meio da detec¢do dos niveis de glutamina, esse estudo teve como objetivo mutagenizar o
dominio responsavel pela atividade removedora de grupos uridilil (UR), de forma a obter-se
PII sempre em sua forma uridililada. Para isso, a estratégia empregada foi baseada na
mutagénese dos residuos de histidina e aspartato conservados no dominio HD de GInD (H552A
e D553 A em A. brasilense), os quais foram mostrados ser essenciais para a atividade UR (H514
e D515 em FE. coli) (ZHANG et al., 2010).

A construc¢do do plasmideo mutagénico foi feita por meio da amplificagdo de g/nDD em
dois fragmentos separados a partir do DNA genomico da estirpe FP2, utilizando dois pares de
primers mutagénicos (glnD-UP_fwd/glnD-UP _rev e glnD-DOWN_fwd/glnD-DOWN _rev),
gerando um fragmento UP (1690 pb) e um fragmento DOWN (1174 pb) (se¢do 4.9.2.2). Além
das duas muta¢des pontuais mencionadas acima, durante as reagdes de amplificagdo também
foi feita a alteragdo da base C1674 (C—>G) participante de um sitio de restrigdo para a enzima

Sacll (localizado préximo aos cédons dos residuos H552 e H553), utilizando os primers pK18-
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glnD fwd e pK18-gIlnD rev. A substituicdo C1674G de glnD permitiu a destrui¢do do sitio
Sacll, sem alterar o residuo de aminoacido codificado (R558>R558) (se¢do 4.9.2.2). Essa
estratégia foi adotada com o intuito de facilitar as etapas de confirmagdo de mutantes simples e
duplos, uma vez que as muta¢des pontuais inseridas ndo alterariam o tamanho do gene g/nD.
Os produtos de amplifica¢do foram ligados ao vetor pK18mobsacB linearizado no sitio Smal,
utilizando a técnica de Gibson Assembly (se¢do 4.5.8.1). O plasmideo resultante, denominado
pTMA2602, foi confirmado por meio da amplificagdo do inserto clonado (2842 pb) e posterior
digestdo do produto com a enzima de restri¢do Sacll, que gerou os fragmentos teodricos
esperados de 1772 pb, 602 pb e 468 pb. Adicionalmente, a sequéncia adicionada ao vetor foi
confirmada por reagdo de sequenciamento utilizando os primers gInD-UP fwd e glnD-

conf fwd.

5.6.4 Construcio de mutantes contendo mutacdes pontuais em glnD no genoma

Ap6s as etapas de confirmag@o, o plasmideo mutagénico pTMA2602 foi transformado
em F. coli S17.1 e transferido para A. brasilense FP2 e FP2ANg/nF utilizando a técnica de
conjugacdo biparental (se¢do 4.8). A confirmagdo de recombinantes simples foi feita por meio
da amplificagdo da regido que compreende o gene g/nD utilizando os primers glnD-conf fwd
e gInD-DOWN _rev e a posterior digestdo do produto com a enzima Sacll, gerando os seguintes
fragmentos tedricos esperados: 1226 pb, 602 pb, 546 pb e 468 pb, referentes a copia selvagem
e; 1772 pb, 602 pb e 468 pb, referentes a copia contendo as mutagdes pontuais (total de quatro
bandas visualizadas no gel).

As etapas seguintes para obteng@o de recombinantes duplos foram feitas como descrito
no item 4.9.1, e a selecdo de mutantes foi feita tanto por reagdo de PCR e digestdo com Sacll,
(visando detectar somente as trés bandas caracteristicas da copia contendo mutagdes pontuais),
quanto por andlise de sequenciamento (usando os mesmos primers supramencionados). As
estirpes mutantes construidas foram denominadas FP2g/nD* (contendo as substituigdes HS52A
e D553A em GInD) e FP2ANg/nEginD* (contendo delecdo de 454 residuos do dominio N-
terminal GInE combinada as substituigdes HS52A e DS53A em GInD).

5.6.5 Caracterizacio de mutantes contendo mutagénese de GInE e/ou GInD

Ap6s a confirmagao da identidade dos mutantes construidos, foram iniciados os ensaios
de caracterizacdo bioquimica e fisioldgica. Inicialmente, foi avaliado o perfil de atividade da
nitrogenase através de ensaio de redugdo do acetileno, como descrito na se¢do 4.11.1. Para isso,

as estirpes foram cultivadas em meio NFbHP-lactato semi-solido em condig¢des de baixo (0,5
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mM de glutamato) e alto (10 mM NH4Cl) nitrogénio. Os resultados obtidos sdo mostrados na

Figura 47.

Figura 47 - Determinacao de atividade da nitrogenase das estirpes mutantes nos genes
ginE e ginD
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Isolados das estirpes mutantes FP2ANginE, FP2ginD* e FP2ANgInEginD* foram cultivados para ensaio de
atividade de nitrogenase. A estirpe FP2 de A. brasilense também foi adicionada como controle experimental.
Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-lactato semi-sélido contendo 0,5 mM de glutamato (condicéio
de baixo amonio) ou 10 mM de NH4Cl (condi¢io de alto amdnio), utilizando o método de reducio de
acetileno, conforme descrito em materiais e métodos (se¢io 4.11.1). A atividade de nitrogenase foi expressa
em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por minuto. No grafico estdo indicados
os desvios-padrido em torno da média de pelos menos trés experimentos independentes realizados em
duplicata biol6gica.

De acordo com a Figura 47 € possivel observar que as mutagdes em glnF ou ginD
avaliadas isoladamente resultaram em estirpes com fenotipos de fixagdo de nitrogénio similares
ao da estirpe selvagem, embora a diferenca observada entre FP2 e FP2ANg/nE tenha sido
significativa (p=0,0316). Por outro lado, a combinagdo de ambas as mutagdes gerou uma estirpe
capaz de fixar nitrogénio mesmo na presenca de altas concentragdes de amonio, e com atividade
de nitrogenase aumentada em baixa concentracdo de amonio (p=0,0241). Esse resultado sugere
que o mutante duplo FP2ANg/nEginD* apresenta perda de um ou mais pontos de controle da
integracdo de sinais metabolicos, e que a atividade da glutamina sintetase provavelmente tenha
sido alterada. Por outro lado, ¢ valido ressaltar que, embora o mutante duplo apresente
nitrogenase ativa em condi¢des de excesso de nitrogénio, ainda hd um controle parcial de
componentes relacionados a regulag@o transcricional e/ou pés-traducional da FBN.

Numa proxima etapa foi avaliada a capacidade do mutante FP2ANg/nFEginD* de

excretar amonio. Para isso, inicialmente foi realizado o cultivo da estirpe em meio NFbHP-
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lactato semi-sélido suplementado com 0,5 mM de glutamina, e dosagens de amonio excretado
foram feitas por um periodo de 5 dias, utilizando o método do indofenol (secdo 4.12). As
estirpes FP2 e g/nAP347L foram avaliadas conjuntamente, ¢ o resultado obtido das

quantificagdes ¢ mostrado na Figura 48.

Figura 48 - Ensaio de quantificacdo de amoénio excretado pelo mutante FP2ANglnEginD*
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Isolados da estirpe mutante FP2ANginEginD* foram submetidos ao ensaio quantificacio de améonio. A
estirpe parental FP2 e a estirpe excretora de aménio ginAP347L de A. brasilense foram adicionadas como
controles experimentais. Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-lactato semi-sélido suplementado
com 0,5S mM de glutamina. As dosagens de amonio a partir das culturas foram feitas por um periodo de 5
dias consecutivos utilizando o método do indofenol. As concentracdes obtidas foram expressas em milimol
de NH4" excretado (A) e milimol de NH4" excretado/mg proteina total da cultura (B). Nos graficos estio
indicados os desvios-padrio em torno da média de ao menos trés experimentos representativos realizados
em duplicata bioldégica.
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Os resultados das quantificagdes apresentados na Figura 48 mostram que, além de fixar
nitrogénio em condi¢des de suficiéncia de nitrogénio, o mutante FP2ANg/nEglnD* é capaz de
excretar amdnio para o meio em concentragdes milimolares (48A). Esse resultado € consistente
com a hipotese inicial de que a desintegragdo de sinais metabolicos por meio da alteragdo das
atividades UR e AR das proteinas bifuncionais GlnD e GInE, respectivamente, leva ao
desacoplamento dos processos de fixa¢do e assimilagdo de amonio. Assim como discutido
anteriormente para os mutantes pontuais de g/nA, € possivel que as mutagdes combinadas
reduzam a atividade de GS, resultando em acumulo e, consequentemente, excre¢do de amonio
para o meio. Entretanto, € valido ressaltar que o mutante FP2ANg/nEglnD* apresenta niveis de
excrecdo inferiores ao da estirpe g/nAP347L, o que € consistente com os dados de atividade de
nitrogenase, embora esta diferenga ndo seja muito evidente durante o primeiro dia de dosagem
no dado normalizado pelo contetido proteico total da cultura (48B). E possivel que uma fragio
do amodnio produzido seja sendo incorporado pelas vias de assimilagdo devido a auséncia de
inativagdo total de GS no mutante FP2ANg/nFginD*

Interessantemente, as estirpes FP2ANg/nE e FP2glnD* avaliadas individualmente,
mostraram ser incapazes de gerar excre¢do de amodnio para o meio (dado ndo mostrado).
Estudos recentes realizados por Schnabel e Sattely (2021) mostraram que a expressdo
plasmidial de uma variante de GInE de A. brasilense truncada nos 448 residuos de aminoécidos
da por¢do N-terminal em um mutante Ag/nE ndo gerou excre¢do de amdnio, provavelmente
devido a um grau insuficiente de adenililagdo dos mondmeros de GS (em torno de 9 sitios
adenililados do total de 12). Essas observac¢des sdo condizentes com os dados obtidos para a
variante de GInE produzida nesse estudo, a qual foi truncada em um ponto proximo (454
residuos deletados). Por outro lado, Schnabel e Sattely (2021) também demonstraram que a
expressdo plasmidial de uma outra variante de GInE deletada nos 505 residuos de aminoécidos
da por¢do 5° em mutante Ag/nE, foi capaz de gerar excre¢do de amonio a niveis milimolares,
sugerindo que a variante truncada seja menos responsiva a presenga de PII ou PII-UMP
(SCHNABEL e SATTELY, 2021).

Com o intuito de avaliar o perfil de crescimento do mutante FP2ANg/nlginD*, foi
realizado o cultivo em meio NFbHPN-lactato utilizando leitor de microplaca de parametros
controlaveis, conforme descrito na se¢do de materiais e métodos (se¢do 4.3.4). Para esse
experimento foram adicionadas como controles as estirpes FP2 e glnAP347L. O resultado ¢

mostrado na Figura 49.
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Figura 49 - Perfil de crescimento do mutante FP2ANg/nEglnD * relativo as estirpes FP2 e
ginAP347L
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As estirpes FP2, ginAP347L e FP2ANginEglnD* foram cultivadas em microplaca contendo 500 pL. de meio
NFbHP-lactato liquido (20 mM de NH4Cl como fonte de nitrogénio) a 28°C. O crescimento das culturas foi
acompanhado através da determina¢io da densidade 6tica a um comprimento de onda de 600 nm usando
leitor de microplaca de parametros controlaveis Tecan Infinite M200. O grifico, em escala logaritmica,
demonstra o perfil de crescimento das estirpes a partir de um experimento representativo realizado em
duplicata biologica. Os parimetros de duracio de fase lag (tl) e tempo de duplicacio (td) foram extraidos
das curvas, conforme descrito em materiais ¢ métodos.

A partir da Figura 49 € possivel concluir que o mutante duplo (tl = 14,0 horas; td = 3.5
horas), apresenta um perfil de crescimento mais lento em relagdo a estirpe selvagem (tl = 12,0
horas, p<0,05; td = 3,1 horas), o que era esperado, visto que hd uma demanda energética
superior para o fendtipo de fixagao de nitrogénio na presenga de amonio observado no mutante.
O déficit no crescimento de FP2ANg/nEginD*, porém, parece ser inferior ao da estirpe
ginAP347L (tl = 18,0 horas; td = 5,2 horas, p<0,05), a qual atinge o final da fase exponencial
somente apos cerca de 30 horas de cultivo; isto condiz bem com as atividades de nitrogenase
observadas em presenga de amdnio para as duas estirpes, que foi maior em g/nAP347L
(~20nmol/mg/min) do que em FP2ANglnkginD* (~10nmol/mg/min), caso o déficit de
crescimento esteja sendo causado pela perda de energia com fixagdo desnecessaria de
nitrogénio. Uma outra possibilidade ¢ que a relacdo causa-efeito seja outra: o mutante
FP2ANg/nEginD* fixa menos nitrogénio em alto amonio porque possui menor deficiéncia na
assimilagdo de amonio a glutamina e, portanto, menor sinalizagdo de caréncia de nitrogénio
repassada para GInB/NifA.

Com o intuito de avaliar a dependéncia de FP2ANg/nkglnD* de suplementacdo de
glutamina para recuperar o fendtipo de crescimento da estirpe selvagem, o experimento foi
repetido com a adi¢do de diferentes concentra¢des de glutamina ao meio NFbHPN-lactato. O

monitoramento do crescimento foi feito utilizando um leitor de microplaca de parametros
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controlaveis, de forma analoga a descrita anteriormente. O resultado desse experimento ¢

mostrado na Figura 50.

Figura 50 - Efeito da adicio de glutamina no perfil de crescimento do mutante
FP2ANgInEginD *
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As estirpes FP2 e FP2ANginEginD* foram cultivadas em microplaca contendo 500 pL. de meio NFbHP-
lactato liquido (20 mM de NH4Cl como fonte de nitrogénio) a 28°C. Adicionalmente, diferentes
concentracdes de glutamina foram suplementadas ao meio a fim de verificar altera¢do no perfil de
crescimento do mutante. O monitoramento das culturas foi feito através da determinacio de densidade ética
a um comprimento de onda de 600 nm, usando leitor de microplaca de parimetros controliveis Tecan
Infinite M200. O grifico, em escala logaritmica, demonstra o perfil de crescimento a partir de um
experimento representativo realizado em duplicata biologica. Os parametros de duragio de fase lag (tl) e
tempo de duplicagiio (td) foram extraidos das curvas, conforme descrito em materiais ¢ métodos.

Tempo (horas)

E possivel observar que o mutante FP2ANglnEginD* ¢ menos dependente de
suplementac¢do por glutamina quando comparado a estirpe g/nAP347L (ver Figura 33); a adi¢do
de 1 mM de glutamina mostrou ser suficiente para recuperar o fenotipo de crescimento da
estirpe selvagem (tl = 11,0 horas; td = 3,0 horas), pelo mutante (tl = 11,0 horas; td = 3,2 horas,
p>0,05). Esse resultado correlaciona com os dados dos experimentos de atividade de
nitrogenase e excre¢do de amdnio, e aponta para uma estirpe possivelmente menos deficiente
na biossintese intracelular de glutamina e, consequentemente, com melhor fifness em relagdo
ao mutante em g/mA, o que poderia ser vantajoso em termos de performance em campo com
biofertlizante nitrogenado e promotor do crescimento vegetal.

Na etapa seguinte da caracterizag@o, foram analisados os niveis de expressdo de nif4 no

mutante FP2ANg/nEglnD*, com o intuito de investigar a nivel transcricional o fenotipo de

fixagdo constitutiva de nitrogénio e excrecdo de amodnio. Para isso, colonias isoladas foram
inoculadas em meio NFbHP-lactato liquido e cultivadas na auséncia de amdnio ou na presenca
de 10 mM de NH4Cl, em condigdes pré-estabelecidas (se¢do 4.6.1). Em seguida, foi feita a

quantificacdo de transcritos de nif4 por meio da técnica de RT-qPCR (primers nifA-
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RTqPCR1_fwd/nifA-RTqPCRI1 rev e glyA-RTqPCR1 fwd e glyA-RTqPCR1 rev), conforme

descrito no item 4.6.3. O resultado ¢ mostrado na Figura 51 abaixo:

Figura 51 - Avaliaciio dos niveis de expressao de nif4 a partir da estirpe FP2ANgInEginD*
cultivada na auséncia ou presen¢a de amonio
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As andlises de RT-qPCR foram realizadas conforme descrito na secio de material e métodos, utilizando as
estirpes FP2 e FP2ANginEginD*, as quais foram cultivadas em meio NFbHP-lactato na auséncia de amonio
ou na presen¢a de 10 mM de NH4Cl. A determina¢do dos niveis de transcritos de nifA foi feita por meio de
quantificaciio relativa usando o gene gly4 como referéncia. As barras de erro representam os desvios-
padrao de um experimento realizado em duplicata biologica.

As reagdes de qPCR mostraram repressdo parcial do promotor de nif4 na estirpe
selvagem em resposta a altos niveis de amdnio, também em torno de duas vezes e meia,
confirmando dados obtidos anteriormente (ver Figura 40). Por outro lado, assim como
observado para as estirpes mutantes contendo a substituicdo P347L de GS, o mutante duplo nos
genes gink e glnD exibiu niveis superiores de transcritos de nifA quando cultivado em
condig¢des de suficiéncia de nitrogénio em comparagdo com a estirpe FP2. Esse resultado auxilia
na explicagdo do fendtipo observado nos experimentos de determinacdo de atividade de
nitrogenase e excre¢do de amdnio: a presenca de mais NifA no citoplasma implica em mais
transcrigdo dos genes nif, como ja observado nos experimentos de complementa¢do do mutante
FP2AnifA por NifA expressa a partir de plasmideos. Aliado a possivel presenca de GInB-UMP
mesmo em condigdes alto amoénio e a presumida disponibilidade de 20G nas mesmas
condigdes, tem-se mais NifA com parceiros de ativagdo disponiveis em FP2ANg/nFginD* do
que na estirpe selvagem, com consequente expressdo e atividade da nitrogenase na presencga de

amonio.
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5.7 Avaliacdo do efeito da adicio de mutacdes ativadoras de NifA no mutante
FP2ANgInEginD*

5.7.1 Construc¢io da estirpe mutante tripla contendo mutac¢io nos genes ginE, ginD e nifA
de A. brasilense

Considerando os ensaios de caracterizagdo das variantes pontuais de NifA expressas a
partir de plasmideo e do genoma (segdes 5.2.2, 5.2.3 €5.2.4.1), o efeito positivo da transferéncia
de duas dessas mutagdes para o genoma da estirpe g/nAP347L (se¢do 5.5), e a expressdo
constitutiva do gene nif4 na estirpe FP2ANg/nEginD* (se¢do 5.6.5), decidiu-se por construir
um mutante triplo contendo mutagdes nos genes gink, ginD e nifA.

Para a constru¢do do mutante triplo, foi selecionada a substitui¢do V177G de NifA, que
pareceu a mais promissora ao levar em considerag@o os dados previamente obtidos neste estudo.
Para facilitar a selecdo de recombinantes simples e duplos, inicialmente foi feita deleg¢do
completa do gene nmifd na estirpe FP2ANg/nkginD* utilizando o plasmideo mutagénico
pTMAZ2003, de forma analoga a descrita nas se¢des 5.2.4.1 ¢ 5.5.1. Em seguida, a estirpe
construida, denominada FP2ANg/nFEginDAnifA, foi usada como recipiente para o plasmideo
mutagénico pTMA2405, transferido por conjugacio biparental, a fim de restituir o gene nif4
com a alteracdo T530G, que gera a substituicdo V177G. A confirmagio de simples e duplos
recombinantes foi feita por reagdes de PCR e sequenciamento, de forma anéaloga a descrita nas
secOes 5.2.4.1 ¢5.5.1. A estirpe mutante construida foi denominada FP2ANg/nFginD*-V177G-
NifA e continha dele¢do de 454 residuos de aminoacidos da por¢do 5° de GInE, as mutagdes

pontuais H552A e D553 A de GInD e a mutagio pontual V177G de NifA.

5.7.2 Caracterizaciio de mutante triplo contendo mutagénese de GInE, GInD e NifA

Ap0s as etapas de confirmacdo da identidade do mutante construido, foram iniciados os
ensaios de caracterizagdo bioquimica e fisioldgica. Inicialmente, foi determinada a atividade da
nitrogenase por meio do método de reducdo do acetileno (se¢do 4.11.1). Para isso, isolados da
estirpe FP2ANg/nlginD*-V177G-NifA foram cultivados em meio NFbHP-lactato semi-solido
suplementado com 0,5 mM de glutamina (condi¢do de baixo aménio) ou 10 mM de NH4Cl

(condig¢do de alto amdnio). Os resultados obtidos sdo ilustrados na Figura 52 abaixo.
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Figura 52 - Perfil de atividade da nitrogenase do mutante triplo de GInE, GInD e NifA em
condicdes de baixo e alto amonio
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Isolados da estirpe mutante tripla FP2ANginEginD*-V177G-NifA foram cultivados para ensaio de
atividade de nitrogenase. As estirpes selvagem FP2 e excretora de amonio FP2ANglnEginD* também foram
adicionadas como controles experimentais. Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-lactato semi-sélido
contendo 0,5 mM de glutamina (condi¢iio de baixo amdnio) ou 10 mM de NH4Cl (condigiio de alto aménio),
utilizando o método de redugio de acetileno, conforme descrito em materiais e métodos (se¢do 4.11.1). A
atividade de nitrogenase foi expressa em nmol de etileno formado por miligrama de proteina da cultura por
minuto. No grifico estiio indicados os desvios-padriio em torno da média de pelos menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata biol6gica.

O grafico permite concluir que a adi¢do da mutagdo V177G de NifA ao mutante
FP2ANginEginD* gerou uma estirpe mais eficiente na fixagao de nitrogénio, ja que a atividades
especificas da nitrogenase obtidas na presenca de altos niveis de amoénio foram
significativamente maiores quando comparadas a estirpe parental FP2ANg/nFginD* (p<0,001).
Esse resultado reitera a evidéncia de um menor controle do promotor de nif4, e que a mutagao
pontual V177G gera uma proteina NifA menos responsiva ao status de nitrogénio intracelular.

Além disso, esses dados confrontam a hipdtese levantada em estudo anterior de que o
desacoplamento da sinalizag@o pelo indicador central do sfatus de nitrogénio, como resultado
do desligamento de GS induzido por alteragido da atividade AR de GInE, ¢ suficiente para que
a capacidade de fixacdo de nitrogénio nativa seja maximizada em A. brasilense (SCHNABEL
e SATTELY, 2021). De fato, no presente estudo € sugerido que maximizagdo de atividade da
nitrogenase requer que o regulador central da transcricdo dos genes nif (NifA) ndo tenha sua
expressdo e atividade regulados negativamente por amonio, regulagdo esta que parece estar
ocorrendo no duplo mutante FP2ANg/nEglnD* e que explicaria sua menor capacidade de fixar
nitrogénio quando comparado com seu derivado.

Com o intuito de verificar se a maior taxa de fixagdo de nitrogénio no mutante triplo
poderia ser explicada pelos niveis de transcritos de nifH, este foi cultivado em meio NFbHP-

lactato na auséncia de amonio ou na presenga de 10 mM de NH4Cl, nas condi¢des descritas em
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4.6.1. As culturas foram utilizadas para extragdo de RNA total, sintese de cDNA, e
quantificagdo de transcritos de nifH através da técnica de RT-qPCR, utilizando os primers nitH-
RTqPCR1_fwd/nifH-RTqPCR1 rev e glyA-RTqPCR1_fwd e glyA-RTqPCRI1 rev, conforme
descrito em detalhes na se¢do 4.6.1. O resultado da quantificagdo relativa de transcritos €

mostrado na Figura 53 abaixo.

Figura 53 - Avaliacdo dos niveis de expressio de nifH no mutante triplo de GInE, GInD e
NifA cultivado na auséncia ou presenca de amonio
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As andlises de RT-qPCR foram realizadas conforme descrito na se¢io de material ¢ métodos usando as
estirpes FP2ANginEginD* ¢ FP2ANginEginD*-V177G-NifA, as quais foram cultivadas em meio NFbHP-
lactato na auséncia de amonio ou na presenga de 10 mM de NH4Cl. A determinaciio dos niveis de transcritos
de nifH foi feita por meio de quantificagio relativa usando o gene gly4 como referéncia. As barras de erro
representam os desvios-padrio de um experimento realizado em duplicata biol6gica.

A expressdo de nifH nas estirpes testadas seguiu o padrio esperado: no mutante
FP2ANginEginD* foi possivel detectar a presenga de transcritos em condi¢des de altos niveis
de amodnio, o que ndo ocorre na estirpe selvagem (Figura 42). Além disso, as rea¢cdes de PCR
quantitativas revelaram uma quantidade semelhante de transcritos de nifH observada para o
mutante triplo em ambas as condi¢des testadas (p=0,49), indicando auséncia de regulagio do
promotor desse gene. Esse resultado ¢ condizente com os dados de atividade de nitrogenase
apresentados na Figura 52, que mostram auséncia de controle da nitrogenase do mutante em
condi¢des de suficiéncia de nitrogénio. Além disso, os dados de andlise transcricional nos
mutantes FP2ANginFEginD*-V177G-nifA e gnAP347L-V177G-NifA mostram grande
similaridade, sustentando o modelo de auséncia de modulagio da atividade de NifA contendo
a substitui¢do V177G em resposta a disponibilidade de nitrogénio e PIl em A. brasilense (ver
secOes 5.2.2e5.2.3).

O experimento seguinte realizado foi a avaliagdo do perfil de crescimento do mutante
triplo em meio liquido. Para isso, a estirpe foi cultivada em meio NFbHPN-lactato utilizando

leitor de microplaca de pardmetros controlaveis, conforme descrito na se¢do de materiais e
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métodos (secdo 4.3.4). Com o intuito de estudar seu efeito na taxa de crescimento, foi feita a
suplementacdo com diferentes concentra¢des de glutamina. Como controles experimentais,
foram adicionadas a mesma placa as estirpes selvagem FP2 e parental FP2ANg/nkginD*. O

resultado do monitoramento do cultivo ¢ mostrado na Figura 54.

Figura 54 - Perfil de crescimento do mutante triplo de GInE, GInD e NifA relativo as
estirpes FP2 e FP2ANg/nEginD*
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As estirpes FP2, FP2ANginEginD* e FP2ANginEginD*-V177G-NifA foram cultivadas em microplaca
contendo 500 uLl. de meio NFbHP-lactato (20 mM de NH4Cl como fonte de nitrogénio) a 28°C.
Adicionalmente, diferentes concentracdes de glutamina foram suplementadas ao meio a fim de verificar
alteracgiio no perfil de crescimento do mutante triplo. O crescimento das culturas foi acompanhado através
da determinaciio da densidade 6tica a um comprimento de onda de 600 nm usando leitor de microplaca de
parametros controliveis Tecan Infinite M200. O grifico, em escala logaritmica, demonstra o perfil de
crescimento das estirpes a partir de um experimento representativo realizado em duplicata biolégica. Os
parametros de duragio de fase lag (tl) e tempo de duplicacdo (td) foram extraidos das curvas, conforme
descrito em materiais e métodos.

De acordo com a Figura 54, € possivel concluir que o mutante triplo apresenta um déficit
de crescimento inferior (tl = 12,5 horas; td = 3,0 horas), quando comparado a sua estirpe parental
FP2ANginEginD* (tl = 14,5 horas, p<0,05; td = 3,2 horas) e cultivado na auséncia de qualquer
fonte de glutamina. Esse resultado poderia ser justificado pela maior taxa de fixacdo de
nitrogénio no mutante triplo, o que resultaria em um crescimento mais rapido, tal como
discutido quando da introdug@o desta mesma mutacido de NifA no mutante glnAP347L. Além
disso, a adi¢@o de 0,5 mM de glutamina mostrou ser suficiente para recuperar o fendtipo de
crescimento da estirpe selvagem (tl = 11,0 horas; td = 3,0 horas) pelo mutante triplo (tl = 9,5
horas; td = 3,3 horas, p>0,05), sugerindo uma menor dependéncia a suplementacdo com
glutamina quando comparado a estirpe g/nAP347L.

Visando investigar se o aumento nas taxas de crescimento e fixagcdo de nitrogénio
observadas no mutante triplo eram acompanhadas por uma maior eficiéncia de excrecdo de

amonio, colonias isoladas foram cultivadas em meio NFbHP-lactato semi-sélido na presenca
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de 0,5 mM de glutamina. O monitoramento do perfil de excre¢do foi realizado por um periodo
de 5 dias utilizando o método do indofenol, conforme descrito na se¢do 4.12. Os resultados das

quantificagdes de NH4" sdo mostrados na Figura 55.

Figura 55 - Ensaio de quantificacio de amonio excretado pelo mutante triplo de GInE,
GInD e NifA
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Isolados da estirpe mutante FP2ANgInEginD*-V177G-NifA foram submetidos ao ensaio quantificaciio de
amonio. A estirpe parental FP2 e a estirpe excretora de amonio FP2ANglnEginD* de A. brasilense foram
adicionadas como controles experimentais. Os ensaios foram realizados em meio NFbHP-lactato semi-sélido
suplementado com 0,5 mM de glutamina. As dosagens de aménio a partir das culturas foram feitas por um
periodo de 5 dias consecutivos, utilizando o método do indofenol. As concentracdes obtidas foram expressas
em milimol de NH4" excretado (A) e milimol de NH4" excretado/mg proteina total da cultura (B). Nos
grificos estio indicados os desvios-padrio em torno da média de dois experimentos representativos
realizados em duplicata biolégica.

Os resultados dos ensaios de excre¢do de amdnio mostram que a adigdo da mutagdo
V177G de NifA a estirpe FP2ANg/nEginD* gera uma estirpe mais eficiente na excregio de
aménio (55A e B). Esse fenotipo pode ser justificado pelas altas taxas de fixagdo de nitrogénio,

que levam a uma maior producdo e, consequentemente, excre¢do de amonio. Além disso, €
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possivel observar que o pico de excre¢do pelo mutante triplo é comparavel ao da estirpe
glnAP347L (Figura 48). Entretanto, € valido ressaltar que os niveis totais de amonio excretado
pelas estirpes construidas parecem ndo exceder a marcar de 4 mM, o que ¢ condizente com
dados disponiveis na literatura (MACHADO et al., 1991, SCHNABEL e SATTELY, 2021).
Uma possivel justificativa para esse fenotipo seria o esgotamento da fonte de carbono apos

cultivo prolongado, e deple¢do do metabolismo energético.

5.8 Avaliacio de atividade da glutamina sintetase (GS) dos mutantes construidos

Os ensaios de caracterizac¢do das estirpes construidas neste estudo sugerem que um dos
mecanismos possiveis para a obtenc¢do de excrecdo de amonio consiste na reducio da atividade
biossintética da enzima glutamina sintetase. O efeito da substitui¢do P347L em GS ¢ facilmente
associado a este mecanismo, e o efeito da alteracdo introduzida em GInE também precisa,
logicamente, ser relacionado a influéncia da proteina GInE alterada sobre seu Unico alvo
conhecido, que ¢ a enzima GS. No entanto, o efeito da alteragdo operada em GInD ¢
potencialmente mais pleiotropico, pois ao afetar o estado de uridililagdo das proteinas PII pode
indiretamente ter efeito sobre a atividade de NifA, de NtrC, da transcri¢do de GS, e da atividade
de GInE; os ensaios realizados até aqui ndo permitem discernir o quanto do fendtipo observado
nos mutantes FP2glnD* e FP2ANgink.glnD* seria devido a influéncia indireta dessas mutagdes
sobre GS, e quanto seria causado por outros mecanismos.

A fim de entender melhor o efeito das mutag¢des introduzidas sobre a atividade de GS,
foram realizados ensaios in vitro de atividade de glutamina sintetase a partir de culturas de A.
brasilense cultivas em meio NFbHP-lactato liquido sob condi¢des de fixac¢do ou suficiéncia de
nitrogénio, como detalhado na secdo 4.11.3.1. Permeabilizados celulares das estirpes de
interesse foram utilizados para medig¢do da atividade transferasica de GS (GST), conforme
descrito em 4.11.3.3. Nessa reacdo ¢ avaliada a atividade reversa de GS, que produz y-glutamil-
hidroxamato e amodnia a partir da incubagdo da enzima na presenca de glutamina e
hidroxilamina. Os resultados foram expressos em nmol de LGH formado por miligrama de
proteina total por minuto e sdo apresentados na Tabela 13. Para esses ensaios, os sistemas de
reagdo foram preparados na presencga ou auséncia de Mg?', que, nas condi¢des do ensaio, atua
como inibidor da atividade de GS adenililada; portanto, as atividades obtidas referem-se a GS

ndo adenililada ou total (formas adenililada e ndo-adenililada), respectivamente.
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Tabela 13 - Atividade transferasica da GS de estirpes mutantes de A. brasilense

Atividade Transferasica

. Fonte de 2 i % GS nio
Estirpe nitrogénio -Mg Mg adenililada
Sem nitrogénio 1369 (89) 996 (63) 73
FP2
10 mM NH.4Cl 711 (67) 148 (26) 21
Sem nitrogénio 361 (19) 93 (12) 26
HMO053
10 mM NH4Cl 154 27) 29 (5) 19
Sem nitrogénio 338 (62) 86 (6) 25
2linAP347L
10 mM NH4Cl 131 (29) 21 (8) 16
Sem nitrogénio 260 (125) 54 (28) 21
2inAP347L-M185P-NifA
10 mM NH4Cl 89 (13) 14 (2) 15
Sem nitrogénio 1328 (75) 1062 (15) 80
FP2AN-glnE
10 mM NH.4Cl 499 (27 354 (20) 71
Sem nitrogénio 1450 (66) 547 (38) 38
FP2ginD*
10 mM NH4Cl 785 (63) 146 (11) 19
Sem nitrogénio 6 (D) 23 (0,7) 372
FP2ANginEginD*
10 mM NH4Cl 18 (4 97 (0.4) 533
FP2ANginEginD *- Sem nitrogénio 11(4) 18 (0,1) 157
V177G-NifA 10 mM NH4Cl 15 (0,9) 79 (7) 523

A atividade transferasica de GS (GST) foi determinada a partir de permeabilizados celulares, conforme
descrito em materiais e métodos. Para isso, as estirpes foram cultivadas em meio NFbHP-lactato liquido na
auséncia de nitrogénio ou na presenca de 10 mM de NH4Cl em frascos contendo 6% de oxigénio na fase
gasosa. Os calculos foram feitos a partir da leitura de absorbancia do produto y-glutamil-hidroxamato
formado a 540 nm em leitor de microplaca CLARIOstar (BMG Labtech). Os resultados foram expressos
em nmol de LGH formado por miligrama de proteina total por minuto. Na tabela estio indicados os desvios-
padrio (em parénteses) em torno da média de ao menos dois experimentos realizados em triplicatas
bioldgicas.

Os dados compilados na Tabela 13 mostram uma reducdo de cerca de duas vezes na
atividade transferasica de GS total (-Mg?") da estirpe FP2 quando cultivada na presenca de alto
amédnio em relagdo a condigdo sem nitrogénio, e cerca de seis vezes para GS ndo adenililada

(+Mg?"). Além disso, a atividade de GS ndo modificada mostrou ser quase uma vez e meia e

cinco vezes menor do que a atividade de GS total (-Mg?") quando a estirpe selvagem foi
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cultivada na auséncia de amonio ou com 10 mM de NH4Cl, respectivamente. Esses resultados
sdo condizentes com dados prévios reportados por Machado e colaboradores (1991), apesar de
os niveis de atividade total do presente estudo terem sido inferiores aos reportados no estudo
anterior.

Em relagdo aos mutantes de g/nA, foi observado uma atividade GST total da estirpe
HMO053 em torno de quatro vezes inferior em relagdo a estirpe selvagem nas duas condigdes de
cultivo testadas, e uma atividade transferasica de GS nao adenililada cerca de dez vezes inferior
quando as estirpes foram cultivadas para desrepressdo da nitrogenase. Esses dados sdo
proximos aos observados anteriormente por Vitorino e colaboradores (2001) em ensaio de
atividade transferasica de GS com a estirpe HMO053, e diferem das diferencas encontradas por
Machado e colaboradores (1991) entre essas duas estirpes, ja que as atividades transferasicas
detectadas por esse ultimo para o mutante HMO053 foram numericamente inferiores em relagio
aos resultados do presente estudo, particularmente para GS nfio adenililada (+Mg?") nas duas
condigdes de cultivo. Apesar disso, é notorio que as atividades de GST total ou ndo modificada
da estirpe selvagem sdo expressivamente superiores em relacdo ao mutante HMOS3 (trés a
quinze vezes maior), € esse padrdo foi reprodutivel entre os estudos em questdo.

Ainda em relagdo aos mutantes de g/nA, ¢ valido ressaltar que ndo foram observadas
grandes diferencas para as atividades GST total ou de GS ndo adenililada entre as estirpes
HMOS3, ginAP347L e ginAP347L-M185P-NifA cultivadas na auséncia ou presenca de
nitrogénio, apesar de a enzima dessa Ultima ter apresentado ser levemente menos ativa em todas
as condigOes testadas em relagdo as das demais.

Em relacdo ao mutante FP2ANg/nFE, a atividade transferasica de GS total foi similar a
estirpe FP2 em condi¢des de limitagdo de nitrogénio, entretanto, a atividade transferasica de
GS fisiologicamente ativa mostrou ser apenas 20% menor em relagdo a da fragdo total para a
estirpe FP2ANg/nE, e 27% menor para a estirpe selvagem na mesma condi¢do. Esse resultado
ndo era esperado, visto que a dele¢do do dominio N-terminal de GInE a principio promoveria a
inativagdo da atividade removedora de grupos adenilil dos monomeros de GS (AR), a qual
permaneceria majoritariamente adenililada e, por consequéncia, com baixa atividade. Por outro
lado, a atividade de GS total foi reduzida em mais de 60% quando o mutante FP2ANg/nF foi
cultivado em alto amo6nio em relagdo a condi¢do de limitagdo de nitrogénio, enquanto para a
estirpe selvagem essa diminuig@o foi de cerca de 50%, conforme mencionado anteriormente.
Além disso, a atividade detectada para a fragdo de GS ndo modificada de FP2ANg/nE na
presenca de 10 mM de NH4Cl mostrou ser correspondente a mais de 70% da atividade da fragdo
total, enquanto para a estirpe selvagem foi de aproximadamente 21%. Em conjungdo, esses

resultados sugerem que a enzima glutamina sintetase do mutante FP2ANg/nE ndo sofre
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adenililacdo ou ¢ somente parcialmente modificada, ou seja, € possivel que a delegdo do
dominio N-terminal de GInE tenha causado efeito deletério sobre o dominio ATase.

Em relagdo ao mutante FP2g/nD*, foi observada uma reducgdo ligeiramente menor na
atividade transferasica de GS total da condi¢do de limitagdo de nitrogénio para a condi¢do de
alto amonio em comparagdo com a estirpe FP2. Porém, a atividade da fragdo fisiologicamente
ativa de GS detectada para o mutante FP2g/nD* foi somente em torno de 38% e 19% em relagdo
a da fracdo total quando analisada em condi¢des de limitagdo e suficiéncia de nitrogénio,
respectivamente. Esse resultado sugere que as mutagdes introduzidas em g/nD promovem uma
baixa concentragdo de GS ativa mesmo em condi¢des de fixagdo de nitrogénio, o que € curioso,
visto que uma abundancia de PII-UMP deveria desencadear a remo¢do de grupos AMP dos
mondmeros de GS via GInE. Por outro lado, é vélido ressaltar que ainda ndo existe
comprovagdo da interagdo direta entre PII ou PII-UMP e GInE em A. brasilense.
Interessantemente, esse fenotipo é comparavel aos baixos niveis de atividade transferasica de
GS fisiologicamente ativa para estirpe mutante em g/nd (HMO053), a qual mostrou apresentar
transcrigdo acentuada do promotor de g/nB em condi¢des de alto amo6nio em estudo anterior
(VITORINO ef al., 2001). Dessa forma, esses resultados sugerem um mecanismo contrario ao
proposto em F. coli, com uma possivel correlagdo entre altos niveis de PII uridililada e a
manuten¢do de GS modificada e com baixa atividade.

Além disso, € possivel observar que os mutantes FP2ANg/nkginD* e
FP2ANg/nEginD*-V177G-NifA apresentam atividade GST total consideravelmente mais baixa
na auséncia ou presenca de nitrogénio quando comparados a estirpe FP2, aos mutantes
individuais FP2ANg/nF e FP2glnD*, ou mesmo as estirpes excretoras de amonio com mutagio
em g/nA. Esse resultado correlaciona com os fendtipos de fixa¢do de nitrogénio constitutivo e
excre¢do de amonio. Além disso, a baixa atividade de GS ativa na auséncia de nitrogénio
corrobora com o perfil observado nas curvas de crescimento dos mutantes FP2ANglnlglnD* e
FP2ANg/nEginD*-V177G-NifA, que mostraram uma deficiéncia em relagio a estirpe selvagem
e serem beneficiados pela suplementagdo de glutamina externa. Por outro lado, a reducdo quase
completa da atividade transferasica total nessas estirpes ndo era esperada e ¢ de dificil
explicacdo, dado os fenotipos dos mutantes individuais nos genes g/nk ou g/nD. Igualmente, a
medigdo de atividades de GST maiores na presenca de Mg?" implica em que, a0 menos para
estas estirpes, a atividade de GS esteja sendo influenciada por alguma outra modificagdo, que
faz com que a conhecida correlagdo entre atividade de GS e estado de adenililagdo ndo seja
mais valida. E possivel que haja alteracio de expressio de GS nessas estirpes, ou ainda a
presenca de algum repressor/inibidor de atividade (por exemplo, algum componente de

regulacdo alostérica conhecido) em maiores quantidades em relag@o a estirpe selvagem.
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Alternativamente, € possivel que a delecdo do dominio N-terminal de GInE tenha
causado um efeito deletério sobre o dominio ATase, o que impossibilitaria adenililagdo de GS
e, consequentemente, levaria a sintese de glutamina. Uma vez que o mutante FP2ANg/nEginD*
também apresenta mutagdes pontuais inativadoras inseridas no dominio HD de GInD, mesmo
na presenca de altos niveis de glutamina, que a principio estimularia a atividade UR de GInD,
PII continuaria em seu estado uridililado (GInB-UMP). Nesse caso, a falha na sinalizac¢do de
excesso de glutamina intracelular permitiria sua sintese continuada. Essa hipotese contribuiria
para a explicacdo do fenotipo de maior atividade transferasica de GS ativa pelos mutantes
FP2ANg/nE, FP2ANgInkginD* e FP2ANgInkginD*-V177G-NifA cultivados em condigdes de
suficiéncia de nitrogénio, que acarretaria no aumento do fluxo de incorporagdo de amdnio em

glutamina.

5.9 Avaliacio da expressio e estado de modificacio pos-traducional de GS e PII nos
mutantes construidos

Os resultados aparentemente controversos obtidos a partir da mediggo de atividade GST
levaram a realizacdo de ensaios de immunoblotting para detecgdo e identificacdo de proteinas
relacionadas a assimilagdo de amoOnio nos extratos celulares dos mutantes contendo alteracdes
em glnA, gink, e glnD, visando encontrar, nos padrdes de expressdo das proteinas GS, GInB e
GlInZ, alguma possivel explicagdo para a atividade GST atipica. Para isto, foram obtidos
extratos proteicos das estirpes crescidas em condi¢des de fixagdo ou suficiéncia de nitrogénio,
de forma analoga a descrita na se¢do 4.11.3.1. Na sequéncia, as amostras foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des nativas (Native-PAGE) ou desnaturantes
(SDS-PAGE) para a analise de PII e GS, respectivamente. Apds transferéncia para membranas
do tipo PVDF, os alvos de interesse foram detectados por meio da incubagdo com anticorpos
anti-GS, anti-GInB e anti-GInZ, conforme descrito na se¢do 4.10.3. Os resultados dos filmes

revelados sdo mostrados nas Figuras 56 e 57 adiante.
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Figura 56 - Expressiao e perfil de modificacio pos-traducional de GS, GInB e GInZ nas
estirpes selvagem e mutantes de glnA de A. brasilense
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A estirpe selvagem (FP2) e as estirpes excretoras de amonio (HMO053, ginAP347L e ginAP347L-M185P-
NifA) de A. brasilense foram inicialmente cultivadas em meio NFbHPN-lactato liquido. Células coletadas
de cada estirpe foram desreprimidas para fixaciio de nitrogénio sob concentracio de oxigénio da fase gasosa
ajustada (6%) e privagio de nitrogénio (-N), ou cultivadas na presenca de 10 mM de NH4Cl (+N). Os
extratos celulares foram preparados apos periodo de incubagio de quatro horas e submetidos a SDS-PAGE
ou Native-PAGE, seguido de western-blotting usando anticorpos anti-GS (A) ou anti-PII (GInB ¢ GInZ) (B
e C), respectivamente.

A analise dos niveis de expressdo de GS na estirpe selvagem revelou abundancia de
proteina em condi¢des de fixa¢do de nitrogénio, a qual ¢ diminuida mediante altas
concentragdes de amdnio e mantida predominantemente em sua forma adenililada, conforme
esperado. Como mencionado anteriormente, em A. brasilense a expressdo do gene glnA ocorre

a partir trés promotores diferentes, sendo dois localizados a montante de g/inB (glnBpl-67° e

glanZ-csN) e um terceiro promotor regulado por nitrogénio e pouco caracterizado localizado
na regido intergénica de g/nBA, e mais ativo sob excesso de nitrogénio (glnAp) (DE
ZAMAROCZY et al., 1993). Mediante privagdo de nitrogénio, ginB e glnA sdo co-transcritos
em altos niveis a partir do promotor glnBp2-6~, o qual ¢ ativado por NtrC. Quando os niveis
de nitrogénio se tornam elevados, esses genes sdo co-transcritos em um nivel mais baixo a partir
do promotor glnBp1-67°, o qual sobrepde um sitio de ligagao a NtrC (HUERGO et al., 2003).
Em rela¢do ao mutante HMOS53, foi observado um nivel de expressdo semelhante aquele
visto para FP2 em ambas as condi¢gdes, entretanto, na presenca alto amédnio, a GS de HMO053 ¢
fracamente modificada, indicando alteracdo do mecanismo de regulacdo pds-traducional da
enzima e confirmando dados prévios publicados por Santos e colaboradores (2017) e Ghenov
e colaboradores (2019). No que diz respeito aos mutantes pontuais de g/nA construidos neste
estudo, foi possivel observar um nivel de expressdo similar de glutamina sintetase mediante

crescimento em condi¢des de fixagdo de nitrogénio em relagdo as estirpes FP2 e HMOS53.
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Entretanto, niveis superiores de proteina foram detectados nos extratos provenientes de
ginAP347L cultivado em altas concentragdes de amonio, e, diferentemente do observado em
HMO053, glnAP347L apresentou alta taxa de adenililagdo de GS. Esse resultado aponta diferenga
nos niveis de transcrigio de glnA a partir de gInBpl-6’° e/ou glnAp e nos mecanismos de
controle pos-traducional de GS das estirpes g/nAP347L e ginAP347L-M185P-NifA em
compara¢do com o mutante HMOS3, sugerindo que, embora a mutacdo P347L de GInA
explique praticamente todo o fendtipo de HMOS3 quanto a atividade de nitrogenase, este
mutante contém também outras mutac¢des relevantes para o metabolismo de nitrogénio. Por
outro lado, ¢ valido ressaltar que o padrdo de adenililagdo de GS observado tanto para HMO053
quanto para g/nAP347L ¢ diferente do esperado de acordo com a proporg¢ao entre atividade GST
na presenca e auséncia de Mg?*, mostrada na Tabela 13. Isto indica que, para proteinas contendo
esta mutacgdo, ndo € valido associar diferencas de atividade nestes dois ensaios a diferengas de
adenililacéo.

As andlises de western-blotting também revelaram um alto nivel de expressdo de GInB
em todas as estirpes cultivadas em condi¢des de baixo nitrogénio, a qual € mantida totalmente
uridililada, presumivelmente pela atividade UTase de GlnD, como era esperado (Figura 56).
Entretanto, baixos niveis de GInB n3o modificada foram detectados para a estirpe selvagem em
alto amdnio, enquanto altos niveis da proteina em ambas as formas GInB ou GInB-UMP foram
obtidos para as estirpes excretoras de amodnio, especialmente para o mutante g/nAP347L-
M185P-NifA cultivado em 10 mM de NH4Cl, o qual exibiu quantidade superior de GInB
uridililada em relacdo aos demais. Esses resultados sdo compativeis com os dados de fixagdo
de nitrogénio constitutiva e excre¢do de amonio para essas estirpes discutidos anteriormente.
Além disso, esses resultados reforcam dados de ativagdo de fusio g/nB::lacZ em ensaios de [3-
galactosidase com a estirpe HMO053, os quais revelaram que a expressdo do promotor de g/nB
¢ desregulada e ocorre de forma irresponsiva aos niveis de amonio intracelulares (VITORINO
etal. 2001).

Semelhantemente ao padrdo observado para GInB, a expressdo de GInZ na estirpe
selvagem parece ser parcialmente reprimida pelos niveis de amonio. Ja para mutantes pontuais
de g/lnA foi possivel detectar niveis superiores de GInZ totalmente uridililada (GInZ-UMP3) e
parcialmente uridililada (GInZ-UMP; e GInZ-UMP), especialmente nos extratos proteicos
provenientes de células cultivadas em meio contendo 10 mM de NH4Cl. Esses resultados
apontam para desregulagdo mais acentuada do promotor de g/nZ nas estirpes excretoras de
amonio e, juntamente com os dados anteriores, confirmam uma alteragdo no sensoriamento de

nitrogénio nesses mutantes.
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Figura 57 - Expressao e perfil de modificaciio pos-traducional de GS, GInB e GInZ nas
estirpes selvagem e mutantes de glnE e glnD de A. brasilense
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A estirpe selvagem (FP2), os mutantes individuais nos genes ginE e ginD (AN-gInE e gInD¥) e as estirpes
excretoras de amonio (AN-gInED e AN-ED -V177G) de A. brasilense foram inicialmente cultivadas em meio
NFbHPN-lactato liquido. Células coletadas de cada estirpe foram desreprimidas para fixa¢iio de nitrogénio
sob concentraciio de oxigénio da fase gasosa ajustada (6%) e privagio de nitrogénio (-N), ou cultivadas na
presenca de 10 mM de NH4Cl (+N). Os extratos celulares foram preparados apds periodo de incubaciio de
quatro horas e 10 pg de cada amostra (exceto para detecciio de GInB nas amostras FP2/+N e AN-gInE/+N,
cuja quantidade foi de 25 pg) foram submetidas a SDS-PAGE ou Native-PAGE, seguido de western-blotting
usando anticorpos anti-GS (A) ou anti-PII (GInB ¢ GInZ) (B e C), respectivamente,

A Figura 57 mostra os niveis de proteicos de GS, GIlnB e GInZ nas estirpes mutantes
nos genes glnk e ginD de A. brasilense. Assim como observado na Figura 56, na estirpe FP2 a
expressdo de GS ¢ parcialmente reprimida pelo stafus de nitrogénio intracelular, e uma vez
expressa, a enzima ¢ modificada em seus monomeros pela adi¢do de grupos AMP na presenca
de 10 mM de NH4CI. Interessantemente, apesar de também ter sua expressdo parcialmente
reduzida pela disponibilidade de nitrogénio, a glutamina sintetase do mutante FP2ANg/nF nao
sofre modificagdo pds-traducional. Esse resultado ndo era esperado, visto que a deleg¢do do
dominio N-terminal de GInE deveria inativar sua atividade AR, o que manteria GS sempre
adenililada. Esse resultado confirma a hipotese de que a truncagem introduzida tenha tido um
efeito deletério sobre o dominio ATase de GInE, resultando em uma enzima de baixa atividade,
instavel ou mesmo fracamente expressa. Por outro lado, a incapacidade de modifica¢do de GS
por esse mutante explica a maior parte do perfil visto nos ensaios de atividade transferéasica
(Tabela 13), com uma alta porcentagem de GS n@o adenililada ativa em relagdo a atividade
transferdsica total em ambas as condi¢des de cultivo avaliadas. A constatagdo de que este
mutante € incapaz de adenililar GS conduz também a outra observagdo: a correspondéncia entre

atividade GST na auséncia de Mg?" e GST na presenga de Mg?' nfio é 1:1 caso todo o estoque

de GS esteja totalmente desadenililado, mas sim 1:0,8 nas condi¢des deste ensaio.
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Além disso, a Figura 57 mostra niveis semelhantes de expressdo de GS no mutante
FP2ginD* cultivado tanto em baixo quando em alto amonio, e superiores em relagdo a estirpe
selvagem em ambas as condi¢des. Esse padro indica uma provavel desregulacdo de glnBp ou
glnAp, o que era esperado, uma vez que, GlnB permanentemente mantida em sua forma
uridililada torna-se incapaz de interagir com NtrB, que fosforila NtrC. NtrC-P, por sua vez,
ativa a transcri¢do de varios operons regulados por nitrogénio por meio da interagdo com o fator
o da RNA polimerase, dentre eles, aquele envolvendo o promotor gInBp2-6™. Como resultado,
maiores niveis de transcri¢io de glnd ocorrem, além de g/nB. E possivel ainda observar uma
pequena fracdo de GS-AMP presente nos extratos da condi¢do de baixo amédnio, o que €
curioso, visto que as mutagdes inseridas em g/nD deveriam potencializar a sinalizagdo de
escassez de nitrogénio intracelular via PII-UMP, que por sua vez resultaria em GS totalmente
ndo modificada. Por outro lado, esse resultado auxilia na interpretagdo da baixa porcentagem
de GST da fragdo fisiologicamente ativa de GS obtida para o mutante FP2g/nD* em condigdes
de limitagdo de nitrogénio, a qual foi de aproximadamente 38% contra 73% para a estirpe FP2.

Em relagdo aos mutantes FP2ANg/nkginD* e FP2ANginkginD*-V177G-NifA, foi
detectada uma quantidade expressivamente maior de GS em relaco a estirpe selvagem tanto
em condi¢des de limitagdo quanto suficiéncia de nitrogénio, a qual encontra-se totalmente ndo
adenililada. A grande quantidade de GS observada no immunoblot ¢ completamente contraria
ao esperado pela baixa atividade GST detectada nesses mutantes, e ¢ um claro sinal da
ocorréncia de alguma outra forma de regulagdo da atividade de GS que estéd particularmente
ativa quando a mutacdo as mutagdes em glnF e glnD sdo combinadas. Assim como discutido
para o mutante FP2glnD*, é provavel que esses mutantes apresentem desregulagdo dos
promotores de glnB e/ou glnA, o que promove altos niveis totais de GS de forma ndo responsiva
ao status de nitrogénio intracelular. Entretanto, uma vez que esses mutantes também possuem
truncagem do dominio AR de GInE que, como discutido anteriormente, resulta em falha de
ambas as atividades (AR e ATase), ndo héd adenililagio de GS, o que ndo € observado no
mutante FP2g/lnD*. Por outro lado, ¢ valido ressaltar a presenga de uma segunda banda
localizada logo abaixo da forma ndo modificada de GS. Essa informagdo sera explorada em
detalhes na se¢do 5.10.

No que se refere a GInB, € possivel observar um perfil semelhante de modificag@o pos-
traducional e de repressdo parcial da expressdo proteica em resposta a altas concentragdes de
amonio nas estirpes FP2 e FP2ANg/nFE, com a diferenca de que maiores quantidades de proteina
foram detectadas para essa ultima nas duas condi¢gdes testadas. A maior produgdo de GIlnB na
presenca de amdnio no mutante FP2ANg/nE — cuja atividade de GS ¢ mais elevada que a da

estirpe selvagem levando, em teoria, a uma maior disponibilidade de glutamina e consequente
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desuridililagdo de GInB e repressdo de sua transcri¢do — € bastante intrigante, especialmente
levando em consideragdo que toda a GInB produzida esta desuridililada; um sinal de que o
mutante esta em suficiéncia de nitrogénio e deveria estar reprimindo a transcri¢do de g/nBA. Ja
para o mutante FP2glnD* foram detectados niveis consideravelmente superiores de GInB em
relacdo a sua estirpe parental. Além disso, ndo foram encontradas grandes diferencas na
quantidade de proteina detectada ou no estado de modificacdo pds-traducional entre as
condi¢des de alto e baixo nitrogénio, sendo GInB mantida totalmente uridililada no mutante
FP2ginD*. A partir desse resultado, € possivel concluir que somente as mutagdes pontuais
inseridas nas posi¢des H552 e D553 sdo suficientes para eliminar a atividade UR de GInD, sem
comprometer a atividade dos demais dominios. Além disso, esse resultado sugere corrobora
com a hipdtese de que o mutante FP2g/nD* provavelmente apresente perturbagio do sistema
NtrBC e desregulagdo de glnBp, que resulta em maiores niveis de transcritos de g/ind e ginB.
Em relagdo aos mutantes excretores de aménio, FP2ANglnEginD* e FP2ANglnkginD*-
V177G-NifA, foi observado um padrdo similar ao mutante FP2g/nD*, porém com niveis ainda
maiores de GInB-UMP detectados.

Assim como observado para GInB, foi possivel observar um padrdo analogo de
repressdo parcial da expressdo de GInZ em resposta a altos niveis de nitrogénio nas estirpes
FP2 e FP2ANg/nE, porém, € valido destacar duas diferencas importantes: ao contrario de GlnB,
GInZ parece ser mantida majoritariamente em suas formas GInZ-UMP; e GInZ-UMP: na
presenca de alto amonio; e ndo foi notada diferenca clara na quantidade de proteina detectada
entre as estirpes FP2 e FP2ANg/nF nas duas condigdes de cultivo avaliadas. No que se refere
ao mutante FP2g/nD*, assim como observado para GlnB, GInZ uridililada mostrou ser mais
abundante tanto em alto quanto em baixo amdnio em relagdo a estirpe parental, sendo possivel
detectar a forma GInZ-UMP3; mesmo nos extratos provenientes de células cultivadas na
presenca de 10 mM de NH4CI.

As andlises de western-blotting também revelaram um alto nivel de expressido de GInZ
no mutante FP2ANg/nFginD*, com significativo aumento da fragdo de GInZ-UMP3 em relagio
ao mutante FP2g/nD*. Essa diferenga foi ainda maior no mutante FP2ANg/nkginD*-V177G-
NifA, que mostrou apresentar grande abundancia de GlnZ-UMP1, GInZ-UMP> e GInZ-UMP3
em condi¢des de fixacdo ou suficiéncia de nitrogénio, sugerindo desregulagdo também do
promotor de ginZ.

Em conjungdo, esses dados revelam que a perda da capacidade de sensoriamento do
status de nitrogénio intracelular por estirpes com fenotipos de fixagdo de nitrogénio constitutiva
e excre¢do de amdnio requer uma perda da sinalizagdo de glutamina intracelular devido a

modificagdo pos-tradicional de GS ou pela baixa atividade intrinseca dessa enzima ocasionada
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por outro fator que ndo a modificagdo de seus mondmeros. Além disso, torna-se necessaria uma
abundancia das proteinas transdutoras de sinal GInB e GInZ em suas formas uridililadas, que
por sua vez resulta em uma perturbacdo do sistema nrBC, com a concomitante ativagdo
constitutiva da transcri¢do de diversos operons regulados por nitrogénio. Como resultado, ha
uma desregulaciio de promotores como glnBp2-6~, que gera ainda mais GInB-UMP. Dessa
forma, a ativagdo constitutiva da transcri¢do dos genes nif devido perda do sensoriamento dos
niveis de nitrogénio, juntamente com baixas taxas de incorporagdo de amonio em glutamina

por GS, permitem a excre¢do de amonio.

5.10 Estudo da glutamina sintetase do mutante FP2ANgInEglnD*

5.10.1 Busca de proteinas homoélogas de GS no genoma de A. brasilense

Conforme discutido na sec¢do 5.9, durante a anélise dos niveis de expressdo de GS no
mutante FP2ANglnkginD* por western-blotting, foi identificado o aparecimento de uma
segunda banda abaixo da linha de base correspondente a fragdo ndo adenililada da enzima.
Curiosamente, essa banda proteica ndo foi identificada nos extratos da estirpe selvagem ou dos
mutantes individuais nos genes glnE ou glnD. Uma hipotese para explicar o surgimento desta
banda seria a presenga de alguma proteina com alta homologia com GS, cujo nivel de expressdo
aumentasse fortemente no mutante FP2ANg/nFglnD*. Com o intuito de elucidar a identidade
desta proteina detectada, inicialmente foi feita uma busca por sequéncias com similaridade a
sequéncia de AbGS contra o genoma de A. brasilense FP2, utilizando o algoritmo blastp. O
resultado da analise de sequéncias com alinhamento significativo revelou uma proteina da super
familia das glutaminas sintetases (codigo de referéncia do NCBI, WP _094302065.1) com
identidade igual a 32% a AbGS (Figura 58).

Em E. coli, organismo no qual essa proteina foi mais bem caracterizada, foi
demonstrado se tratar de uma y-glutamil-putrescina sintetase, que catalisa a glutamilagido de
putrescina, primeira etapa de uma via de utilizagdo de putrescina (G8 ALX8, anotagido UniProt).
Essa via € de extrema importancia, dado que o acimulo de poliaminas pode levar a inibi¢do do
crescimento bacteriano (KURIHARA ef al., 2008). Apesar de PuuA ndo ser capaz de formar
glutamina a partir de amodnia e glutamato neste organismo, as reagdes catalisadas por GS e
PuuA sdo similares no que diz respeito a formagdo de uma ligacdo amida entre o grupo
carboxila na posi¢do y do glutamato e amodnia ou entre o grupo carboxila na posi¢do vy do
glutamato e o grupo amino da putrescina por GS e PuuA, respectivamente. Além disso, analises

de gel filtragdo revelaram que, assim como GS, PuuA existe como um dodecamero em seu
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estado nativo, e sua atividade requer Mg?" ou Mn?" (KURIHARA et al., 2008; EISENBERG et
al., 2000).

Figura 58 - Alinhamento total das proteinas GS e PuuA de A. brasilense
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Azospiril lum brasilense PuuA | MGFMEDFIKKNF EVE( VPDM:S ARGKI AEKFLRILRDR( RLPEAIFVQTV 67

0
Azospirillum brasilense GS 60 KA SDM D TAVMDPF PTLNI D GQPYARCPRGIAKAAEKYMASAGIGDTA 129
Azospiril lum brasilense PuuA 68 )ENSDIYMIPDERTIRFVPWYEEPTAQVITDCVYAD-GSPVNFSPRHVLKRV GWK A 134

0
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Azospirillum brasilense PuuA 135 PELEFFLVQINK PDYF V P NGRVESGR( F AV N E FEM 186

E214 E221 N265, G266
Azospirillum brasilense GS 200 VLAEMGV EKHHHE ASQHELGIKFL RTGDNMQYYKYVVHNVAHAYGKTIATFMPKP GDNGSGM 269
Azospirillum brasilense PuuA 187 F QDIDIDTLTHEAGAAQIEINFNHGD E DQAFLFKRTAREAALRHQVY[ATFMAKPMQNEPGSAM 256

H270 R332
Azospirillum brasilense GS 270 |[HMHQS|IWKE GQPLFAGNQYAD ELALYYIGGIIKHA NAFTNPTTNSYKRLVPI APVLL A 337
Azospiril lum brasilense PuuA 257 |[HIHQS[VVDADSGRNLFSDASGADT-PLFMSHIAGLQKYLPYAMP APNVNSYRRLVPNSDAPINV GR 325
E358, R360 Y398

Azospirillum brasilense GS 338 RNR SCRIPYVASPKGKRVEVRFPDPSANPYLAFAALL® GLDGI NKIHPGE )KNLYDLF 407
Azospirillum brasilense PuuA 326 NR LRVP-VSPAI RVENR ADANPYLATAASLACGYLG ( EPT KGSAYRL 390
Azospirillum brasilense GS 408 VPTVCGSLREALDSLKADSAFLQKGDVFTKDMIESYIDLRTEELLAFETMPHPIEYK-M SV 469
Azospirillum brasilense PuuA 391 P QG DALQKFNACKPLKEVLGEKFLDAVTCVKEAEYEA RVISSWERENLLLNV 447

A sequéncia de aminodcidos das proteinas GS ¢ PuuA de A. brasilense foram alinhadas utilizando o
algoritmo ClustalW no programa MEGAX, que mostrou uma identidade de 32%. Os parimetros padrio
foram mantidos para o alinhamento multiplo de sequéncias (Gonnet matrix, residue-specific penalties ON,
hydrophilic penalties ON, gap separation matrix 4). Os aminoacidos conservados sio mostrados em preto, e
os residuos nio conservados em vermelho. No alinhamento siio destacados os residuos envolvidos na liga¢io
de glutamato e amdnio pelas setas azul e verde, respectivamente. Os residuos envolvidos no sitio de ligaciio
nl e n2 de citions bivalentes sio mostrados através das setas roxa e amarela, respectivamente. A regiiao do
sitio de adenililacfio é sublinhada em vermelho, com o residuo de tirosina (Y) adenililado destacado com
uma seta em vermelho. A regiiio de ligacio a ATP ¢ destacada na caixa em azul.

O alinhamento das sequéncias de AbGS e AbPuuA revelou conservagdo de aminoacidos
cataliticos importantes entre as duas proteinas. Como discutido anteriormente, a enzima
glutamina sintetase possui dois sitios de ligagdo a ion metal bivalente, comumente referidos
como nl e n2. Os residuos de glutamato E133, E214 e E221, participantes do sitio nl
(correspondentes a E131, E212 e E220 em FcGS) e descritos como importantes para a mudanga

conformacional responsavel pela atividade da enzima, sdo conservados nas sequéncias de AbGS
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e AbPuuA (Figura 58). De forma anéloga, os residuos E131, H270 e E358, participantes do sitio
n2 (E129, H269 e E357 em Lc(GS), também sdo conservados entre ambas as sequéncias.
Diferentemente do observado para a sequéncia de £cPuuA, um dos trés residuos relatados como
importantes para a ligacdo de amonio por GS, E214, é compartilhado por 4bPuuA e em um
outro, D50, € substituido por um residuo similar na posi¢éo (ES0).

Estudos recentes de caracterizagdo de PuuA de A. brasilense utilizando o ensaio
enzimatico acoplado proposto por Kurihara e colaboradores (2008) ndo foram promissores, o
que indica que possivelmente uma outra molécula desconhecida seja requerida para a atividade
da enzima (Edileusa Cristina Marques Gerhardt, dados ndo mostrados). Por outro lado, dadas
as diferengas entre as FcPuuA e AbPuuA, principalmente no que diz respeito aos sitios de
ligacdo a amonio, € possivel que as enzimas catalisem reac¢des distintas ou mesmo que PuuA
apresente atividade de glutamina sintetase em A. brasilense, o que ainda nao foi testado.

Ap6s o estudo de similaridade entre essas proteinas, foi especulado se a segunda banda
abundantemente expressa no mutante FP2ANg/nFginD* tanto em condigdes de limitagdo
quanto suficiéncia de nitrogénio poderia ser PuuA dectada parelelamente com GS. Para
responder a essa pergunta, foi utilizada a técnica de western-blotting para verificar a capacidade
do anticorpo anti-GS de se ligar a AbPuuA. Convenientemente, uma fragdo semi-purificada
dessa proteina foi concedida pela doutoranda Franciéle de Lima do NFN da UFPR. Amostras
dos extratos proteicos obtidos para as estirpes FP2, FP2ANg/nE e FP2ANglnkginD* e da
proteina PuuA nativa semi-purificada foram analisadas por SDS-PAGE, seguido de western-

blotting (ver secdo 4.10.3). O resultado ¢ mostrado na Figura 59.

Figura 59 - Andlise da especificidade do anticorpo anti-GS de A. brasilense

WT  AN-ginE AN-ED* PuuA

A estirpe selvagem e os mutantes FP2ANgInE e FP2ANginEginD* de A. brasilense foram inicialmente
cultivados em meio NFbHPN-lactato. Células coletadas de cada estirpe foram cultivadas na presenga de 10
mM de NH4Cl sob concentragio de oxigénio da fase gasosa ajustada (6%) por um periodo de 4 horas a 120
rpm, 30°C. Os extratos celulares foram preparados apos periodo de incubacio e 10 pg de cada amostra
(exceto para PuuA nativa, cuja quantidade foi em torno de 2 pg) foram submetidas a SDS-PAGE 7,5%,
seguido de western-blotting usando anticorpos anti-GS.

O resultado da analise de western-blotting revelou um padrdo similar ao observado
anteriormente (Figura 57), com a GS da estirpe FP2 presente em suas formas adenililada e ndo

adenililada, e a GS do mutante FP2ANg/nFE ndo modificada em alto amoénio. Além disso, foi
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detectada uma maior quantidade de proteina para o mutante FP2ANg/nFEglnD* em relagio as
demais estirpes, com o aparecimento de uma banda adicional, a qual mostrou ser mais intensa
do que a banda referente a forma ndo adenilililada de GS. No que diz respeito a especificidade
do anticorpo anti-GS, o resultado revelou que AbPuuA também pode ser detectada; entretanto,
a migracdo mais lenta dessa proteina mostrou que a banda adicional detectada no mutante
FP2ANg/nEginD* ndo se trata de PuuA, e sim alguma forma de GS modificada ou ainda outra

proteina de func¢do desconhecida

5.10.2 Identificacao de GS por MALDI-TOF/MS

Diante da comprovagdo experimental de que a banda adicional detectada com anticorpo
anti-GS durante as analises de expressdo de GS no mutante FP2ANg/nFEglnD* ndo se tratava
de PuuA, numa proxima etapa foi feita a investigacdo da identidade dessa proteina por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/MS. Para isso, amostras do extrato proteico das
estirpes FP2 e do mutante FP2ANg/nEglnD* cultivados em alto nitrogénio foram analisadas
em gel SDS-PAGE 7,5%, conforme descrito na secdo 4.10.2.1. A condi¢do de alto aménio foi
escolhida por permitir a visualiza¢do das formas adenililada e ndo adenililada de GS, e também
por ndo interferir no nivel de expressdo de GS no mutante (ver Figura 57). Depois de concluida
a eletroforese e corado o gel, diversas sec¢des da regido que compreende a posi¢do de GS no

gel foram recortadas em paralelo das linhas das estirpes FP2 e FP2ANg/nkginD* (Figura 60).

Figura 60 — Perfil de proteinas do extrato das estirpes FP2 e FP2ANg/nEginD* cultivadas
em alto nitrogénio
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Amostras de extratos proteicos das estirpes FP2 e FP2ANginEginD* foram analisadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida 7,5%, e a corrida foi acompanhada com um marcador pré-corado de proteinas. Os
numeros 1 e 2 na regido superior da figura representam as amostras oriundas das estirpes FP2 e
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FP2ANginEginD*, respectivamente. Os numeros indicados na lateral representam as regides recortadas do
%e(l) l[;.reviamente corado com azul de coomassie para a as andlises de identificacio de proteina por MALDI-

Uma vez recortadas do gel, as bandas foram descoradas e tratadas com tripsina, sendo
posteriormente submetidas a analise de MALDI-TOF (4.10.4.2). A lista de picos obtida do
experimento de espectrometria de massas foi entdo comparada com um banco de dados de
sequéncias proteicas traduzido do genoma de A. brasilense Sp245 e digeridas in silico com
tripsina, utilizando a ferramenta MASCOT (4.10.4.2), buscando encontrar entre as sequéncias
de proteinas, uma ou mais que contivessem fragmentos com massa predita compativeis com as
massas obtidas no experimento. O algoritmo identificou a presenga de GS com alto grau de
confianga estatistica na identificacdo (score 32), conseguindo atribuir até 11 fragmentos a GS,
cobrindo 29% da sequéncia da proteina (dado ndo mostrado). Infelizmente, nenhum fragmento
contendo o residuo adenililavel Y398 pdde ser identificado nas amostras.

A exploracdo individual das amostras com o programa MASCOT também permitiu
identificar que dois fragmentos de massa compativel com GS, com massa monoisotdpica
teorica calculada em 1718,9475 e 3390,5032, estavam particularmente associados a presenca
de GS nas amostras. A fim de poder melhor comparar as amostras quanto a presenca de GS,
optou-se por utilizar uma planilha customizada construida no software Microsoft Excel para
correlacionar a lista de fragmentos possiveis de GS (m/z = 1) gerados por digestdo triptica com

a lista de picos de cada amostra. O resultado € mostrado na Tabela 14.



Tabela 14 - Comparaciio entre as massas preditas e encontradas de fragmentos de GS obtidos por analise de MALDI-TOF
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Secoes do gel
FP2 FP2ANgInEginD*
Massa Localizacao
e em GInA Fragmento 1.1 12 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7
658.3995 356-360 RVEVR
666.3457 432437 GDVFTK
815.4556 105-111 CPRGIAK 815.5496 815.5640 815.5405 815.5820 815.5331 815.5300 815.5410 815.5640 815.5223 815.5425 815.5221 815.5636 815.5483 815.5391
1254.6034 438447 DMIESYIDLR 1254.6499 1254.6713 1254.6546 1254.6713 1254.6314
1357.7011 241-252 YVVHNVAHAYGK 1357.7317 1357.7749 1357.6888 1357.7749 1357.6629 1357.7416
1375.7103 396407 NLYDLPAEELAK 1375.6741 1375.6927
1556.7451 165-178 DYEDGNLGHRPGVK 1556.7991
1636.7965 179-194 GGYFPVAPVDSGSDLR
1692.8564 211-225 HHHEVAASQHELGIK 1692.8917
1718.9475 323-338 LVPGYEAPVLLAYSAR 1718.9989 1718.9931 1718.9450 1718.9457 1718.9270 1718.9989 1718.9337 1718.9782 1718.9121 1718.9870 1718.9599
1852.7759 149-164 VSYEFDSEEGPYTSDK 1852.9759 1852.9759
1901.9313 432447 GDVFTKDMIESYIDLR 1902.0153
2048.0045 448464 TEELLAFETMPHPIEYK 2048.0544 2048.0472
2470.0602 144-164 VEMNKVSYEFDSEEGPYTSD K 2470.3149
2691.2720 448469 TEELLAFETMPHPIEYKMYY SV 2691.3049 2691.2740 2691.2803 2691.2897 2691.3446
2847.2857 116-141 YMASAGIGDTAYFGPEAEFF VFDDVK 2847.2726
3320.6540 179-210 GGYFPVAPVDSGSDLRAEML SVLAEMGVPVEK
3390.5032 149-178 VSYEFDSEEGPYTSDKDYED GNLGHRPGVK 3390.5962 3390.5510 3390.5569 33905012'000 3390.7050 3390.6215 3390.5059 3390.6786
Total de picos compativeis com GInA 6 5 5 4 8 3 2 5 3 9 4 6 2 2
Total de picos anotados 97 91 53 49 77 45 45 91 42 67 62 100 41 55
% atribuido a GInA 0.06178556 0.054594505 0.094;3962 0.08153265 0.10359610 0.066666667 0.044;14444 0.054594505 0.071;12857 0.104;17761 0.064951612 0.06 0.0482’;78048 0.036363636

Apos a extraciio do gel de poliacrilamida, sete bandas proteicas proveniente dos extratos das estirpes FP2 (1.1-1.7) e FP2ANginEginD* (2.1-2.7) foram descoradas e tratadas
com tripsina antes de serem submetidas a anilise de MALDI-TOF, conforme descrito na seciio 4.10.4.1. A lista de picos obtida foi comparada com um banco de dados de
sequéncia proteicas traduzidas do genoma de A. brasilense Sp24S e digeridas in silico com tripsina, utilizando a ferramenta MASCOT (secio 4.10.4.2). A andlise identificou
a presenca de GS (score 32), com um total de 11 fragmentos atribuidos. Na tabela sdo indicados os possiveis fragmentos teoricos da digestio com tripsina e a lista de picos
obtidos para cada amostra analisada. Em vermelho sdo indicados os dois picos-referéncia, 1718,9475 e 3390,5032, particularmente associados a presenca de GS. As colunas
sombreadas representam identificagfio positiva de GS apds fragmentacio desses picos (MS/MS).
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A andlise mostrou a presenca de possiveis fragmentos compativeis com a digestdo de
GS em todas as amostras, mas em maior numero (5—8) e maior representagdo (6—10% dos
fragmentos totais) nas bandas 3 e 5 de cada /ane, onde também foram confirmados por MS/MS.
A banda 5 corresponde mais apropriadamente ao tamanho esperado para GS; sua presenca
banda 3 indica a possibilidade de produtos de degradagdo de GS estarem presentes tanto na
estirpe selvagem quanto no duplo mutante. Alternativamente, € possivel que a identificagdo
positiva na banda 3 da lane 1 seja referente a proteina em sua forma adenililada, uma vez que
foi utilizado extrato proteico da estirpe FP2 cultivada em alto amonio, condi¢do que gera
modificagdo de GS. Ja para a lane 2, € possivel que a detecgdo positiva de GS na banda 3
corresponda a proteina ndo modificada e extraida parcialmente da banda 5. Essa possibilidade
ndo pode ser excluida, j& que ha uma expressdo muito mais acentuada de GS no mutante
FP2ANg/nEginD* em relagdo a FP2 (Figura 57). Além das bandas 3 e 5, também foi possivel
identificar um fragmento compativel com GS na banda 6 da lane 2, o qual foi confirmado por
fragmentacdo de MS/MS; no entanto, este ndo foi confirmado na mesma banda da lane 1
(Tabela 14).

A fim de testar a possibilidade da presenca de PuuA nas amostras, a mesma comparagao
foi realizada entre as listas de picos experimentalmente obtidas e a lista de fragmentos possiveis
gerados da digestdo triptica in silico de PuuA (dado ndo mostrado). O resultado da anélise
mostrou a presenga de fragmentos compativeis com PuuA nas amostras, com uma mesma
distribui¢do que os fragmentos de GS, no entanto, ndo € possivel confundir as duas. Dentre os
124 fragmentos com m/z=1 previstos para GS e os 112 preditos para PuuA, ha apenas 3 que
possuem massas monoisotopicas com menos de 0,5 Da de proximidade entre si, e nenhum deles
ocorre nas amostras analisadas.

A combinagdo dos resultados dos ensaios de western-blotting (Figura 59) e
espectrometria de massas (Tabela 14) permite concluir que a banda adicional de proteina
detectada durante a investigagdo dos niveis de expressdo de GS no mutante FP2ANg/nFginD*
ndo corresponde a PuuA. Além disso, € provavel que esta proteina de identidade desconhecida
seja mesmo GS com alguma modificagdo ainda ndo descrita, ou mesmo parcialmente
degradada, ja que foi possivel identificar um fragmento de massa compativel com GS
(1718,9475) na banda de namero 6 da lane 2 (FP2ANg/nk.ginD*), porém ndo paralelamente na
lane 1 (FP2).
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S.11 Avalia¢ao da capacidade dos mutantes de excretar outros compostos aminados

Ap6s a discussdo dos experimentos explorados nas se¢des 5.9 e 5.10, foi especulada a
possibilidade de os mutantes construidos neste estudo secretarem algum outro composto
aminado que ndo fosse NH4". Como visto na Figura 57, os mutantes duplo e triplo nos genes
glnE, gInD, e nifA mostraram apresentar altos niveis de expressdo de GS, que por sua vez
poderia gerar acimulo de glutamina, por exemplo. Com o intuito de verificar essa ocorréncia,
foi empregada a técnica de cromatografia em camada delgada, com a revelagdo do produto com
o reagente ninidrina (ver se¢do 4.13). A reacdo de ninidrina detecta a presenca do grupo a-
amino livre dos aminoacidos e do grupo amino terminal de peptideos e proteinas, gerando um
composto conhecido como purpura de Ruhemann, cuja concentragdo pode ser determinada por
espectrofotometria a 570 nm. A reagdo com o carbono a de aminoacidos secundarios como a
prolina resultam em um produto diferente de coloragdo amarela, que pode ser quantificado no
comprimento de onda de 440 nm. Inicialmente, visando examinar a sensibilidade de detec¢do
da técnica, foram utilizadas diferentes concentragdes de padrdes dos aminoéacidos glutamina,
glutamato e alanina, variando de 0,1 mM até 6,84 mM. O resultado dessa analise preliminar é

mostrado na Figura 61 abaixo.

Figura 61 - Cromatografia em camada delgada com padrdes de glutamina, glutamato e
alanina
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Padrdes dos aminoacidos glutamina, glutamato ¢ alanina nas concentra¢ées de 6,84 mM, S mM, 2 mM, 1
mM e 0,1 mM foram aplicados na base de silica de TLC, a qual foi depositada em cimara saturada com
fase mdvel composta por butanol, dcido acético e Agua na propor¢ao de 3:1:1, conforme descrito na se¢io
de materiais e métodos. Os valores de Rf (razio de fluxo) foram dados pela razio entre a distincia
percorrida pelas amostras (cm) e a distincia percorrida pela fase méovel (cm).

A Figura 61 mostra que os aminoacidos glutamina, glutamato e alanina podem ser
detectados mesmo nas menores concentragdes testadas (0,1 mM). Além disso, as migragdes
mostraram ser bem resolvidas, isto €, foi possivel obter uma separagdo relativamente clara entre

as bandas dos diferentes padrdes, dados os valores de Rf. Uma vez confirmado que o limite de
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detecgdo da técnica era compativel com as concentragdes determinadas para produto excretado
pelos mutantes pelo método do indofenol (0,5-3,5 mM), as estirpes de interesse foram
cultivadas em meio NFbHP-lactato semi-solido (livre de nitrogénio) e incubadas em estufa a
30°C por até 72 horas, conforme descrito na se¢do 4.13.1. As amostras coletadas do
sobrenadante foram depositadas em folhas de silica para as analises de TLC, com a subsequente
revelagdo com o reagente ninidrina (se¢do 4.13.2). O resultado da analise é mostrado na Figura

62 abaixo.

Figura 62 - Cromatografia em camada delgada com o sobrenadante de culturas de
estirpes excretoras de amonio
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As estirpes foram cultivadas em meio NFbHP-lactato semi-sélido (livre de nitrogénio) a 30°C. Aliquotas do
sobrenadante das culturas foram coletadas apds 48 horas e centrifugadas para remover o excesso de agar.
As amostras foram aplicadas na base de silica de TLC, a qual foi depositada em cimara saturada com fase
movel composta por butanol, Acido acético e Agua na proporcio de 3:1:1 (v:v:v), conforme descrito na se¢io
de materiais e métodos. Padroes dos aminoacidos glutamina, glutamato e alanina na concentragio de S mM
foram adicionados como controles experimentais, assim como NH4Cl (100 mM). Os numeros entre
parénteses representam duplicatas biolégicas dentro da mesma linhagem. A anilise das amostras coletadas
nos tempos 24 e 72 horas foi feita de forma semelhante.

A Figura 62 mostra a identificag@o e separagio dos padrdes dos aminoacidos glutamina,
glutamato e alanina, conforme visto anteriormente (Figura 61), e auséncia de detecg¢do de
amdnia mesmo em alta concentragdo; esta Ultima parece ndo ser arrastada pela silica pela fase
moével (dado ndo mostrado). Além disso, o experimento relevou auséncia de deteccdo de
quaisquer moléculas aminadas diferencialmente secretadas no sobrenadante das estirpes
selvagem (FP2) ou excretoras de amonio (FP2ANg/nEginD*, FP2ANgInEginD*-V177G-NifA,
glnAP347L e ginAP347L-M185P-NifA). Essa andlise reitera os resultados das dosagens feitas
pelo método do indofenol, e o fendtipo de excre¢do de amodnio, e ndo outros compostos, por

esses mutantes.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

g)

A expressdo plasmidial das variantes de ABNifA QL2, AGAF, M162V, V177G, M185P
e M191P foi capaz de recuperar o fendtipo de FBN pelos mutantes nos genes nifA, ginB
e glnBginZ mesmo na presencga de altos niveis de amonio, indicando que essas proteinas
sdo ao menos parcialmente irresponsivas a disponibilidade de nitrogénio e a presenga
das proteinas PII;

A transferéncia das variantes descritas no item “a” para o genoma de A. brasilense
resultou em baixos niveis de fixa¢do de nitrogénio em condi¢des de alto amdnio, e a
delegdo adicional do gene draTl nesses mutantes teve baixo efeito sobre a atividade da
nitrogenase;

A deleg@o cromossomal do dominio GAF de NifA resultou em uma estirpe de fendtipo
Nif', sugerindo falha transcricional ou de estabilidade da proteina produzida;

A inser¢do da mutagdo pontual C1040T no genoma da FP2 de A. brasilense, que
codifica para a substitui¢do P347L em GS, foi capaz de gerar atividade constitutiva de
nitrogenase e excrecdo de amonio, justificando a origem do fenotipo descrito para a
estirpe HMO053;

A mutagénese de regides responsaveis por codificar o dominio N-terminal de GInE e
do dominio HD de GInD no genoma de A. brasilense, com a concomitante alteragido de
suas atividades AR e UR, respectivamente, foi capaz de perturbar a hierarquia de
regulacdo dos genes nif e gerar excre¢do de amonio a niveis milimolares;

A combinag@o de mutagdes que reduzem a atividade de GS com mutagdes pontuais
ativadoras de NifA gerou estirpes mutantes contendo expressdo ndo-regulada de
transcritos de NifH, maximizando a atividade da nitrogenase;

Os duplo-mutantes excretores de amoénio produzidos neste estudo demonstraram
apresentar menor penalidade de crescimento e dependéncia de suplementagdo de
glutamina em relag@o a estirpe glnAP347L, o que pode ser vantajoso do ponto de vista

de maior competitividade em campo e performance como biofertilizantes nitrogenados.
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S1 — Alinhamento de proteinas com alta similaridade a AbNifA
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