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DraT = dinitrogenase ADP-ribosil transferase

DTT = ditiotreitol

dTTP = 5’ trifosfato de 2° desoxitimidina

e = elétron

EDTA = acido etilenodiamino-tetra ético

GDH = glutamato desidrogenase

GLN = glutamina

GInB-UMP = proteina GInB uridililada

GInZ-UMP = proteina GInZ uridililada

GLU = glutamato

GOGAT = glutamato sintase

GS = glutamina sintetase
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Mpb = mega pares de base
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NAD* = nicotinamida-adenina dinucleotideo oxidado
NADH = nicotinamida-adenina dinucleotideo reduzido
NADP" = fosfato de nicotinamida-adenina dinucleotideo oxidado
NADPH = fosfato de nicotinamida-adenina dinucleotideo reduzido
Nal' = resisténcia a acido nalidixico

NifH-ADPR = proteina NifH-ADP-ribosilada

NtrC-P = proteina NtrC fosforilada

ORF = sequéncia potencial para codificacdo de proteina
pb = pares de base

PCR = reacdo em cadeia da polimerase

PEG = polietileno glicol
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RESUMO

Azospirillum brasilense é uma bactéria fixadora de nitrogénio que se associa
com diversas plantas de interesse agricola como milho e trigo, portanto, tem um
potencial como biofertilizante. Neste trabalho varios aspectos da regulacdo do
metabolismo de nitrogénio nesta bactéria foram estudados. Em A. brasilense o gene
glnB, que codifica para a proteina GInB, é expresso a partir de duas regides
promotoras distintas, ginBpl - ¢’° e gInBp2 - o", porém, o mecanismo pelo qual
estes promotores séo regulados ainda ndo é conhecido. A expressédo do gene ginB
foi estudada utilizando fusfes gIinB-lacZ. A expressao de glnB em mutantes ntrC de
A. brasilense foi diferente da observada na estirpe selvagem. Este resultado,
juntamente com dados obtidos anteriormente, sugere que a proteina NtrC regula a
expressdo do gene gInB ativando a transcricdo a partir do promotor glnBp2 - " e
reprimindo a transcricéo a partir do promotor glnBpl - ¢’°. As estirpes mutantes de
A. brasilense FP8 e FP9, obtidas por mutagénese quimica, apresentam um fenotipo
Nif (ndo fixam nitrogénio) e sdo incapazes de utilizar nitrato como fonte Unica de
nitrogénio, as bases moleculares para estes fendtipos foram investigadas neste
trabalho. O sequenciamento do gene ntrC das estirpes FP8 e FP9 indicou trocas
Unicas de nucleotideos que levam a alteracdes de aminoécidos no motivo de ligagédo
de ATP da proteina NtrC. Estas mutacdes geram proteinas que ndo sdo capazes de
ativar a transcricdo de promotores tipo ¢" mas que ainda apresentam capacidade de
se ligar ao DNA. Estas caracteristicas explicam o fenoétipo Nif observado nas
estirpes FP8 e FP9, o qual difere dos mutantes insercionais NtrC que apresentam
um fendtipo parcial para fixagdo de nitrogénio. A fixagdo de nitrogénio em algumas
bactérias € controlada pds-traducionalmente por mono-ADP-ribosilacdo da enzima
dinitrogenase redutase (NifH) que ocorre em resposta a adicdo de amonio ao meio
extracelular. Este processo € mediado pela enzima DraT e revertido pela enzima
DraG sendo que a atividade destas enzimas também é controlada poés-
traducionalmente pelos niveis de nitrogénio da célula. Proteinas da familia Py
parecem estar envolvidas no controle destas enzimas, mas o mecanismo pelo qual
tal controle pode ocorrer permanece desconhecido. Os resultados aqui descritos
mostram que as proteinas P, (GInB e GInZ) e DraG se associam a fracdo de
membrana ap6s um choque de amdnio em A. brasilense, a ligacdo destas proteinas
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a membrana e a ADP-ribosilacdo de NifH ndo ocorre em um mutante amtB. A
enzima DraG interage com a proteina GInZ in vivo de forma independente dos niveis
de nitrogénio celular, enquanto que a enzima DraT interage com a proteina GInB in
vivo apenas ap6s um choque de amoénio. Estes dados sugerem que a atividade de
DraG seja controlada negativamente pela interacdo com a membrana induzida por
amonio através de um complexo ternario envolvendo DraG, GInZ e AmtB. A ligacao
de DraG & membrana separaria a enzima DraG de seu substrato citoplasmatico, a
proteina NifH modificada, impedindo o processo de remoc¢do do grupo ADP-ribose
de NifH. Estas observacdes indicam que a proteina AmtB pode ser capaz de
sequestrar ndo so proteinas da familia P, mas também proteina a elas complexadas
para a membrana celular, também identificam a proteina DraG como novo alvo de
ligacdo a proteinas da familia Py, além de sugerir um modelo para o controle da
ADP-ribosilacdo da proteina NifH que provavelmente pode ser aplicado a outros

organismos que exibem tal regulacao da nitrogenase
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ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a nitrogen-fixing bacterium found in association with
important agricultural crops such as maize and wheat, and thus has potential as a
nitrogen biofertilizer. In this work we have studied several aspects of the regulation of
the nitrogen metabolism in this bacterium. In A. brasilense the ginB gene, coding for
the P, protein GInB, is expressed by two different promoters, glnBp1 - ¢’° and glnBp2
- 6", the mechanism by which these promoters are regulated remains unknown. We
have investigated the expression of ginB using ginB-lacZ gene fusions, expression of
ginB in A. brasilense ntrC mutant differed from that in the wild-type strain. This result,
together with our previous data, indicates that the NtrC protein regulates directly ginB
expression by enhancing transcription from glnBp2 - ¢" and repressing transcription
from glnBp1l - ¢’°. The A. brasilense mutant strains FP8 and FP9 were selected after
nitrosoguanidine treatment, showed a null Nif phenotype and were unable to use
nitrate as sole nitrogen source, the molecular basis of these phenotypes were
investigated. Sequencing of the FP8 and FP9 ntrC genes revealed single nucleotide
mutations leading to amino acid substitution on the NtrC nucleotide-binding site, this
mutations lead to proteins that can not activate c"-dependent promoter but are still
able to bind to the DNA. These mutations explain the null Nif phenotype observed in
the previously isolated A. brasilense mutants FP8 and FP9, which are different from
that of insertional-NtrC mutants that show partial nitrogenase activity. Nitrogen
fixation in some diazotrophic bacteria is regulated at the post-translational level by
mono-ADP-ribosylation of dinitrogenase reductase (NifH) that occurs in response to
addition of ammonium to the extracellular medium. This process is mediated by DraT
enzyme and reversed by DraG enzyme, the activities of both these enzymes being
themselves regulated according to the cellular nitrogen status. P, proteins have been
implicated in the regulation of the activities of DraT and DraG. However the precise
mechanism by which this regulation occurs has so far not been determined. We have
now shown in A. brasilense that the P, proteins (GInB and GInZ) and DraG were all
membrane associated after an ammonium shock, and both this membrane
sequestration and ADP-ribosylation of NifH were defective in an amtB mutant. We
have also shown that DraG interacts with GInZ in vivo independently of cellular

nitrogen levels, whist DraT interacts with GInB in vivo only after an ammonium shock.

XV



These results indicate that DraG activity is regulated by ammonium induced
membrane sequestration through a ternary protein complex involving DraG, GInZ
and AmtB. The membrane sequestration of DraG physically separates it from the
substrate (modified NifH) thus impairing the ADP-ribosyl removing process. Our
observations identify a novel role for an ammonia channel (Amt) protein in the
regulation of bacterial nitrogen metabolism by mediating membrane sequestration of
a protein other than a P, family member, they identify DraG as a new target of the PII
protein family and they also suggest a model for control of ADP-ribosylation that is
likely to be applicable to all diazotrophs that exhibit such posttranslational regulation

of nitrogenase.
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1. INTRODUCAO

1.1 O género Azospirillum

As bactérias do género Azospirillum sdo microrganismos capazes de crescer
utilizando nitrogénio atmosférico como fonte Unica de nitrogénio (diazotréficos),
aerobios, que se associam com raizes de diversas plantas de importancia agricola
como o milho, trigo, sorgo e arroz (DOBEREINER e DAY, 1976: DOBEREINER,
1991; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; ECKERT et al., 2001). Algumas
estirpes podem colonizar ndo sO a rizosfera mas também o interior de raizes
(STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). Estas bactérias ja foram isoladas de
raizes de mais de 100 espécies de plantas, podendo também ser aplicadas com
sucesso a raizes de plantas que nao apresentam historico de colonizacdo com
Azospirillum (BASHAN et al., 2004). Bactérias deste género sdo classificadas como
colonizadores de raizes de ampla faixa hospedeira (BASHAN e HOLGUIN, 1997).
Azospirillum spp. séo bactérias Gram negativas, curvas, moveis e de varias origens
geogréficas. A temperatura 6tima de crescimento varia entre 28 e 41°C, dependendo
da espécie (ECKERT et al., 2001).

O género Azospirillum pertence a subdivisdo o das Proteobactérias (YOUNG,
1992) e comporta oito espécies: Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum
(TARRAND et al., 1978), Azospirillum halopraeferans (REINHOLD et al., 1987),
Azospirillum amazonense (MAGALHAES et al., 1983), Azospirillum irakense
(KHAMMAS et al., 1989), Azospirillum largimobile (DEKHIL et al., 1997), Azospirillum
doebereinerae (ECKERT et al., 2001) e Azospirillum oryzae (XIE e YOKOTA, 2005).
Dentre estas espécies, a mais estudada é A. brasilense. Andalise com diversas
bactérias do género indica que possuem um genoma complexo, com cinco a sete
megareplicons variando de 0,65 a 2,6 Mpb. Diversos megareplicons mostraram sinal
de hibridizacdo com o gene rDNA 16S, o0 que sugere a presenca de mdultiplos
cromossomos nesta bactéria (MARTIN-DIDONET et al., 2000)

As fontes de carbono preferencialmente utilizadas por Azospirillum spp. sé&o
acidos organicos como malato, lactato, succinato e piruvato. Carboidratos como D-
frutose e D-glucose podem ser utilizados por algumas espécies (DOBEREINER e
PEDROSA, 1987). O metabolismo de nitrogénio é bastante versatil, podendo ser
utilizados como fonte de nitrogénio: aménio, nitrato, nitrito, aminoacidos e nitrogénio
atmosférico (DOBEREINER e PEDROSA, 1987, STEENHOUDT e



VANDERLEYDEN, 2000). Todas as espécies de Azospirilum sdo diazotroficas,
quando cultivadas em meio semi-sdlido isento de nitrogénio fixado formam uma
pelicula de crescimento caracteristica (DOBEREINER e DAY, 1976). Esta pelicula é
formada por células que se deslocam para regides do meio onde a concentracao de
oxigénio € compativel com a sintese e atividade da nitrogenase (DOBEREINER e
DAY, 1976).

Um aumento significativo no rendimento da producdo de graos é observado
com a inoculagdo de Azospirillum spp., juntamente com um aumento no contetdo de
fosforo, potassio e de nitrogénio total das plantas (BASHAN e HOLGUIN, 1997;
STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN et al., 2004). O aumento na
producdo e crescimento apos a inoculagdo com estirpes de Azospirillum spp. tem
sido atribuido principalmente a um efeito geral no crescimento das raizes e uma
consequente melhora na capacidade de assimilagdo de nutrientes pela planta
(KAPULNIK et al., 1985; BASHAN e HOLGUIN, 1997). A teoria mais aceita € de que
o efeito benéfico da associacdo com Azospirillum ocorra devido a uma soma de
multiplos mecanismos (BASHAN et al., 2004). As bactérias do género Azospirillum
podem produzir varios fitorménios (tais como giberilinas, acido indolacético e etileno)
e fixam nitrogénio em associacdo com plantas, porém a transferéncia de nitrogénio
fixado para a planta associada parece ser limitada e nem sempre é detectada
(BASHAN et al., 2004). BECKER e colaboradores (2002) demonstraram que plantas
de tomate, crescidas em meio livre de nitrogénio fixado, e inoculadas com A.
brasilense sdo capazes de induzir a expressdo de um gene envolvido no transporte
de amébnio no tomateiro. Este resultado ndo foi observado quando o mesmo
experimento foi conduzido com uma estirpe de A. brasilense incapaz de fixar
nitrogénio, sugerindo que o amonio produzido pela bactéria pode ser sensoriado e,
possivelmente, utilizado pela planta associada como fonte de nitrogénio.

O mecanismo exato da interacdo planta-Azospirillum spp. ndo é conhecido.
Acredita-se que a adesdo do A. brasilense a rizosfera ocorra em duas etapas
distintas: uma etapa inicial reversivel mediada pelo flagelo polar, seguida de uma
etapa irreversivel de aderéncia mediada por polissacarideos secretados pela
bactéria (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN et al., 2004).

1.2 A fixacao bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio é um elemento necesséario para a sintese de proteinas, acidos



nucléicos e outras biomoléculas sendo, portanto, fundamental para manutencédo da
vida neste planeta. O géas dinitrogénio, N,, € a forma mais abundante deste elemento
e constitui 80% da atmosfera da Terra, entretanto nenhum eucarioto € capaz de
utiliza-lo diretamente (POSTGATE, 1982). A fixacdo biolégica de nitrogénio é o
processo pelo qual o N, é transformado a NH3, forma metabolicamente utilizavel. As
chamadas bactérias diazotroficas sdo os Unicos organismos que podem converter o
dinitrogénio atmosférico a amobnio, o qual pode ser utilizado na sintese de
biomoléculas que contenham nitrogénio (BURRIS, 1991). A capacidade de fixar
nitrogénio é encontrada na maioria dos grupos filogenéticos entre as bactérias,
incluindo sulfo-bactérias, firmibactéria, actinomicetos, cianobactérias,
proteobactérias e arqueobactérias (DIXON e KAHN, 2004).

O elemento nitrogénio € um dos fatores limitantes para o desenvolvimento de
plantas (DIXON e KAHN, 2004), é também o mais caro dos fertilizantes agricolas
(PEDROSA, 1987). Os vegetais sao incapazes de utilizar nitrogénio atmosférico
diretamente, mas podem obter nitrogénio fixado através de microrganismos que
convertem o nitrogénio atmosférico a amoénio ou através de fertilizantes
nitrogenados. O uso de fertilizantes nitrogenados, além de elevar os custos da
producao agricola, pode gerar danos ecoldgicos, uma vez que cerca de 50% do total
aplicado sédo usualmente perdidos por acdo de chuvas, erosdao e atividade
bacteriana (PEDROSA, 1987). Os danos ao ambiente causados pelo uso de
fertilizantes nitrogenados incluem eutrofizacédo de rios e lagos, acidificacdo do solo e
emissdo de Oxidos de nitrogénio na atmosfera (DIXON e KAHN, 2004). Além do
efeito direto no solo a producgéo de fertilizantes a base de nitrogénio demanda uma
grande quantidade de energia, normalmente provida por combustiveis fosséis,
aumentando a emisséo de dioxido de carbono na atmosfera.

No Brasil, uma substancial economia em fertilizantes nitrogenados é
decorréncia do uso da simbiose entre a soja e a bactéria Bradyrhizobium japonicum.
Acredita-se que esta bactéria seja responsavel pela producdo de 90 a 200 quilos de
nitrogénio fixado por hectare/ano (PEDROSA, 1987). O nitrogénio fornecido pelo
processo de fixacdo bioldégica € menos propenso a lixiviacdo e volatilizacdo ja que
ele é utilizado in situ, sendo assim, o processo biol6gico é uma alternativa barata,
limpa e sustentavel para o fornecimento de nitrogénio na agricultura comercial.

As bactérias do género Azospirillum, ttm um grande potencial de uso como

biofertilizante, face a capacidade que possuem de colonizar raizes de varias



espécies de plantas, sua ampla distribuicdo geogréfica e sua eficiéncia na fixacdo de
nitrogénio in vitro (PEDROSA, 1987). Com o conhecimento das vias metabdlicas
envolvidas no controle do metabolismo de nitrogénio em A. brasilense, seria possivel
utilizar técnicas de biologia molecular para alterar genes que codificam proteinas
regulatorias. Tais mutantes poderiam fixar nitrogénio de forma constitutiva e,
eventualmente, secretar aménio para a planta associada tornando dispensavel o uso
de fertilizantes nitrogenados (PEDROSA, 1987).

1.3 Nitrogenase

A nitrogenase é a enzima responsavel pela fixacdo biolégica de nitrogénio.
Esta enzima catalisa a redugao do dinitrogénio gasoso (N2) a ambnio como mostra a
seguinte reacao (EADY, 1986; POSTGATE, 1982):

. i Nitrogenase
N, + 10H" + 8e + 16Mg.ATP ——»

2NH;" + H, + 16Mg.ADP + 16Pi
O complexo da nitrogenase geralmente € composto de duas proteinas: a
dinitrogenase redutase, proteina Fe (contém ferro) ou NifH e a dinitrogenase,
proteina Fe-Mo (contém ferro e molibdénio) ou NifDK. A proteina NifH € um dimero
v2 (produto do gene nifH), contém um ndcleo 4Fe-4S e sua funcdo € transportar
elétrons até a proteina NifDK que, por sua vez é um tetrAmero of, (produto dos
genes nifDK) contendo dois grupos prostéticos: 2 centros P e 2 cofatores ferro
molibdénio (FeMo) (BURRIS, 1991). Os componentes da nitrogenase Ssao
extremamente sensiveis ao oxigénio devido a seus grupos metalicos que estao
expostos ao solvente. Um modelo estrutural do complexo nitrogenase de

Azotobacter vinelandii estd apresentado na Figura 1.



Figura 1 — Modelo estrutural da nitrogenase de A. vinelandii

Proteina MoFe - NifDK

FeMoco

Ndcleo P 8Fe-75

Ndcleo 4Fe-4S

Modelo estrutural do complexo nitrogenase de A. vinelandii (SCHINDELIN et al., 1997). As
duas subunidades idénticas (y,) da proteina dimérica NifH (proteina Fe) estdo representadas
em amarelo e verde. Apenas duas subunidades da proteina NifDK (proteina FeMo) estdo
representadas em vermelho (o)) e azul (B). As setas indicam os nicleos metalicos presentes na
nitrogenase. As esferas em azul indicam a possicdo do residuo de Arginina 100 que
corresponde ao residuo de Arginina 101 de A. brasilense.

Além dos genes nifHDK a biossintese e funcionamento do complexo da
nitrogenase requer os produtos de outros genes necessarios para o transporte de
elétrons, regulacdo transcricional, biossintese de cofatores e transporte de ions
DIXON e KAHN, 2004). Em vista do alto gasto energético envolvido na reducéo do
N2 a NHsz, o processo de fixacdo de nitrogénio é altamente regulado tanto na
atividade da nitrogenase como na expressao de seus genes (POSTGATE, 1982).

Apesar de ainda ndo completamente definido existe um certo consenso sobre



a sequéncia de eventos que ocorrem no ciclo catalitico da nitrogenase, este
mecanismo é baseado em dados obtidos principalmente com as nitrogenases de
Klebsiella pneumoniae e Azotobacter vinelandii. A proteina NifH contendo a forma
reduzida do nucleo metalico [Fe;S4] (+1), liga duas moléculas de MgATP (ASHBY e
THORNELEY, 1987). A ligacdo do MgATP altera a estrutura de NifH e altera o
potencial de oxi-redugdo do nucleo [FesS4] promovendo sua associagdo com a
proteina NifDK. Com a formacdo do complexo NifH — NifDK ocorre a transferéncia de
um elétron da NifH para o cofator FeMo da proteina NifDK (LOWE et al., 1993).
Concomitante a transferéncia de elétron ocorre a hidrolise das duas moléculas de
MgATP ligadas a NifH, fosfato inorganico € liberado e a proteina NifH oxidada fica
ligada a MgADP, o complexo NifH — NifDK é quebrado. Para completar o ciclo, a
NifH oxidada € novamente reduzida por um doador de elétrons (uma ferrodoxina ou
flavodoxina), as duas moléculas de MgADP séao trocadas por MgATP. O ciclo
catalitico € repetido até que um numero suficiente de elétrons seja transferido para
que a proteina NifDK reduza seu substrato (HAGEMAN e BURRIS, 1978).

1.4 Assimilacdo de ambnio

O amoénio obtido pelo processo de fixacdo de nitrogénio ou captado do meio
externo é utilizado na sintese de glutamina e glutamato, 0s quais servem como
doadores de nitrogénio para as reacdes biossintéticas (ARCONDEGUY et al., 2001).
A assimilacdo de amoénio por microrganismos pode ocorrer por duas vias, uma
envolvendo a acao sequencial das enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (GOGAT) (MERRICK e EDWARD, 1995; ARCONDEGUY et al., 2001):

NH;" + L-glutamato + ATP GS _, L-glutamina + ADP + Pi

L-glutamina + a-cetoglutarato + NADPH M 2 L-glutamato + NADP*

e outra envolvendo a enzima glutamato desidrogenase (GDH):

NH;" + oa-cetoglutarato + NAD(P)H 4>'GDH glutamato + NAD (P)"

A primeira via (GS — GOGAT) é a principal responsavel pela assimilacdo de



amonio em condicdes limitantes deste composto. A segunda via (GDH) funciona
quando a concentragdo de amoénio é alta, pois a GDH possui uma afinidade
relativamente baixa para NH;" (MERRICK e EDWARD, 1995). Em A. brasilense a
via GS-GOGAT ¢é a via predominante de assimilacdo de amoénio independente da
fonte de nitrogénio utilizada para crescimento (WESTBY et al., 1987). A GS é uma
enzima dodecamérica e tem sua atividade controlada pela adicdo covalente de um

grupamento adenilil a cada uma de suas subunidades (ARCONDEGUY et al., 2001).

1.5 Proteinas da familia Py,

Em todas as células, as vias de utilizacdo de nitrogénio tém que ser reguladas
para evitar perda desnecessaria de energia e maximizar a utilizacdo do nitrogénio
disponivel. O conhecimento dos sistemas de controle do metabolismo de nitrogénio
varia de organismo para organismo. Em E. coli proteinas da familia P, ttm um papel
fundamental na coordenacédo das vias do metabolismo de nitrogénio.

Proteinas da familia P, s&o proteinas transdutoras dos niveis de nitrogénio
intracelular. Estas proteinas estdo presentes na maioria das bactérias, sendo
encontradas em membros de todas as subdivisbes das proteobactérias,
firmibactérias, actinomicetos, arqueobactérias e cianobactérias. A maioria das
bactérias que ndo codifica para uma proteina da familia P, sdo organismos
patogénicos 0s quais passaram por um processo de reducdo do genoma devido ao
tipo de ambiente que habitam (ARCONDEGUY et al., 2001). Mais recentemente
proteinas da familia P, tém sido encontradas em algas e plantas, mas até o

momento ndo foram reportadas em fungos ou animais.

1.6 Estrutura das proteinas da familia Py,

A proteina GInB de E. coli, como todas as proteinas da familia P;, € uma
proteina trimérica onde cada uma das subunidades contém trés estruturas em volta:
loop-T, loop-B e loop-C. O trimero forma uma estrutura em barril de 30A de altura
com cada mondémero de 12kDa dispostos de forma que uma regido flexivel nao
estruturada da proteina de aproximadamente 18 residuos, conhecida como loop-T
(CARR et al., 1996) (Figura 2). A principal caracteristica das proteinas tipo P, em
proteobactérias € sua capacidade de ser covalentemente modificada por uridililagéo
no residuo de tirosina 51 localizado no loop-T de cada mondémero. A modificacdo

covalente da proteina P, varia de acordo com o0s niveis de nitrogénio intracelular,



ambas as formas de P, (livre ou uridililada) podem interagir com diversas proteinas
receptoras modulando suas atividades. A cascata de interagbes das proteinas da
familia P, com seus receptores em E. coli é conhecida como sistema Ntr “nitrogen

regulation system”.

Figura 2 — Modelo estrutural da proteina GInB de E. coli na forma trimérica

As trés subunidades da proteina estdo destacadas em diferentes cores. O residuo de tirosina 51
na volta T esta indicado (TYR51) (CARR et al., 1996).

1.7 Sistema Ntr

O sistema de regulacdo de nitrogénio (Ntr) foi inicialmente descrito em
bactérias entéricas como E. coli, e Klebsiella pneumoniae. Este sistema regula a
utilizacéo de fontes alternativas de nitrogénio como nitrato e aminoacidos (MERRICK
e EDWARDS, 1995). Em E. coli este sistema foi inicialmente descrito com seis
proteinas: NtrB, NtrC, UTase/UR (GInD), Py (GInB), ATase (GInE) e glutamina
sintetase (GS ou GInA). (MERRICK e EDWARDS, 1995). A descoberta de uma
segunda proteina da familia P, (GInK) em E. coli e em outros microrganismos
aumentou a complexidade do sistema. Para facilitar a compreensao, o papel da



proteina GInB sera inicialmente discutido, a funcéo da proteina GInK no sistema Ntr
sera considerada posteriormente.

O sistema Ntr consiste em uma cascata regulatdria, onde a proteina GInB tem
um papel principal, controlando a atividade de outras proteinas de acordo com 0s
niveis de nitrogénio (glutamina) intracelular. Em condicdes limitantes de nitrogénio a
concentracdo de glutamina intracelular € baixa, a proteina UTase/UR (GInD) tem sua
atividade de uridilil transferase estimulada e catalisa a adicdo de um grupamento
UMP a proteina GInB (BROWN et al.,, 1971; ADLER, et al., 1975; BLOOM et al.,
1978; ENGLEMAN e FRANCIS, 1978; KAMBEROV et al., 1994; JIANG et al., 1998a;
JIANG et al., 1998b; JIANG et al., 1998c). GInB uridililada ndo consegue se ligar a
proteina NtrB que, na forma livre catalisa a fosforilacdo da proteina NtrC, ativando-a
(ATKINSON et al., 1994; JIANG e NINFA, 1999). NtrC fosforilada ira ativar a
transcricdo de genes envolvidos na assimilacdo de fontes alternativas de nitrogénio
(Figura 3).

As proteinas NtrB e NtrC sdo membros de familias de transdutores de sinal
compostos por uma histidina quinase/fosfatase (NtrB) e a proteina regulatoria
correspondente (NtrC) (PORTER et al.,, 1995). Estes sistemas de transducao de
sinal utilizam a fosforilacdo de um dominio conservado para controlar a atividade da
proteina regulatéria. A proteina NtrB catalisa a autofosforilagdo de um residuo de
histidina e este grupamento fosforil € transferido para um residuo de aspartato da
proteina regulatoria NtrC (KEENER e KUSTO, 1988; WEISS e MAGAZANIK, 1988;
NINFA e BENNETT, 1991; NINFA et al., 1993).



Figura 3 - Regulacao das atividades de NtrC e glutamina sintetase em resposta

aos niveis de nitrogénio intracelular

A) Excesso de nitrogénio (alta concentragédo de glutamina)

GInK-UMP, GInB-UMP

Alta glutamina

GinD (excesso de nitrogénio)
GInK, GInB
ATase NtrB
GS ———> GS-AMP (inativa) NtrC-P ———>> NtrC (inativa)

B) Limitac&o de nitrogénio (baixa concentracdo de glutamina)

GInK, GInB

Baixa glutamina
GInD (limitacdo de nitrogénio)

GInK-UMP, GInB-UMP

/

ATase NtrB
GS-AMP (inativa) ———> GS NtrC (inativa) ———> NtrC-P

A) Em condicdes de excesso de nitrogénio a concentracdo de glutamina intracelular ¢ alta, a
glutamina se liga a enzima GInD favorecendo sua atividade de enzima removedora de uridilil
(UR), como conseqiiéncia GInB e GInK sdo desuridililadas. GInB e GInK desuridililadas
interagem com NtrB estimulando a desfosforilacdo e, conseqientemente, inativacdo da
proteina NtrC. GInB e GInK desuridililadas também interagem com ATase estimulando a
inativacdo da GS por adenililacdo. B) Em condi¢fes de limitacdo de nitrogénio os niveis de
glutamina intracelular sdo baixos. Nestas condicdes GInD atua como uridililtransferase
(UTase) promovendo a uridililacdo de GInB e GInK. As formas uridililadas de GInB e GInK
ndo sdo capazes de interagir e promover a atividade fosfatase de NtrB. Nestas condi¢Ges NtrB
fosforila e, conseqlientemente, ativa a proteina NtrC. GInB e GInK uridililadas interagem com
a enzima ATase promovendo a desadenililacdo e ativacdo da GS.
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Em altos niveis de nitrogénio fixado a concentracdo de glutamina intracelular
é aumentada, com isso a GInD tem sua atividade removedora de uridilil estimulada,
favorecendo a desuridililacdo da GInB (BROWN et al., 1971; ADLER, et al., 1975;
BLOOM et al.,, 1978; BUENO et al.,, 1985; FRANCIS e ENGLEMAN, 1978;
KAMBEROV et al., 1995; JIANG et al., 1998a; JIANG et al., 1998b; JIANG et al.,
1998c). GInB desuridililada liga-se a proteina NtrB, que por sua vez desfosforila
NtrC, inativando-a (JIANG e NINFA, 1999).

A proteina GInB também regula a adenililagdo e desadenililagdo da proteina
glutamina sintetase pela enzima adenililtransferase, ATase (Figura 3). Em altos
niveis de nitrogénio fixado, a ATase complexa com a GInB livre e glutamina e
catalisa a adenillacdo da glutamina sintetase, inativando-a. Em baixas
concentracbes de nitrogénio fixado, a glutamina sintetase € ativada por
desadenililacdo também catalisada pela ATase complexada a proteina GInB-UMP
(BROWN et al., 1971; JIANG et al., 1998c; NINFA e JIANG, 2005).

1.8 Proteina GInK

Em 1996, VAN HEESWIJK e colaboradores descreveram a presenca de um
gene que codifica para outra proteina da familia P, em E. coli. O gene foi
denominado gInK, e seu produto GInK. Ao contrario do que acontece com o0 gene
glnB, o qual apresenta expressdo constitutiva, ginK estd sob controle do sistema
Ntr. O gene ginK em E. coli &€ co-expresso com o gene amtB que codifica para uma
proteina transmembrana envolvida no transporte de aménio (AmtB). As proteinas
GInK e GInB de E. coli apresentam 67% de identidade.

A presenca de uma segunda proteina do tipo P, ndo é restrita a E. coli, muitos
organismos apresentam duas proteinas do tipo P;, em alguns casos até 4 proteinas
desta familia podem ser encontradas (ARCONDENGUY et al., 2001). Devido a alta
semelhanca na estrutura priméria seria esperado que algumas das caracteristicas e
funcBes descritas para a proteina GInB também fossem compartilihadas pela
proteina GInK. Experimentos subseqiientes em E. coli mostraram que GInK pode
compartilhar caracteristicas e funcées com GInB porém, algumas funcdes parecem
ser restritas.

A proteina GInK de E. coli também sofre uridillacdo em resposta a
disponibilidade de nitrogénio assim como GInB (ATKINSON e NINFA, 1998). In vitro,

a proteina GInK é uridillada de forma tdo eficiente como GInB, no entanto, a
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desuridililacdo de GInB-UMP é mais rapida que de GInK-UMP (ATKINSON e NINFA,
1999), GInK também pode controlar atividade de GS regulando a atividade da ATase
in vitro, porém de forma menos eficiente que GInB (ATKINSON e NINFA, 1999),
sugerindo que in vivo, quando GInB esta presente, GInK ndo tem um papel
importante no controle da GS.

Em E. coli, GInK, assim como GInB, pode regular os niveis de NtrC-P
controlando a atividade de NtrB (Figura 3), GInK parece ser menos eficiente que
GInB nesta atividade (ATKINSON e NINFA 1999). Em células limitadas de nitrogénio
foi observado que uma fracdo da proteina GInK encontra-se desuridililada, isto se
deve ao fato de que uma grande quantidade de GInK se acumula nestas condi¢des
impossibilitando a modificacdo total pela proteina GInD. Foi sugerido que uma
possivel funcdo de GInK seria controlar os niveis de NtrC-P durante deprivacédo de
nitrogénio devido a presenca de uma fracdo de GInK desuridililada nestas condicdes
(ATKINSON e NINFA, 1998; ATKINSON et al., 2002; BLAUWKAMP et al., 2002).

A estrutura tridimensional da proteina GInK de E. coli também foi resolvida
(Figura 4A), como a proteina GInB, GInK forma um trimero com a estrutura geral
bastante semelhante a proteina GInB, a maior diferenca na estrutura das duas
proteinas € observada na regidao do loop-T (Figura 4B). A regido do loop-T de GInB é
esséncial para a interacdo com 3 conhecidos alvos da proteina P, ATase, UTase e
NtrB (JIANG et al., 1997). A flexibilidade no loop-T observada na andlise estrutural
das proteinas P, pode ser necessaria para facilitar a interacdo especifica com
diferentes proteinas alvo (ARCONDEGUY et al., 2001).

1.9 Formacéo de heterotrimeros

As proteinas GInB e GInK podem formar heterotrimeros in vivo em E. coli. A
formacdo de heterotrimeros foi observada quando células de E. coli sdo cultivadas
em meio limitante em amonio. Experimento de adenililacdo da GS in vitro
demonstraram que heterotrimeros GInK-GInB totalmente uridililados estimulam a
atividade de desadenililacdo da ATase, porém de forma menos eficiente que
homotrimero de GInB (VAN HEESWIJK et al., 2000). Foi sugerido por estes autores
que a formacgdo de heterotrimeros in vivo pode estar relacionada com o ajuste fino

no controle do sistema Ntr.
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Figura 4 — Estrutura tridimensional dos mondmeros das proteinas GInB e GInK
de E. coli

Tyr-51

B=loop
fll 6sa

A — Modelo estrutural do mondmero da proteina GInK. As diferentes estruturas secundarias
estdo representadas em diferentes cores (XU et al., 1998).

B — Comparacdo da estrutura dos monémeros das proteinas GInB e GInK de E. coli.
Sobreposicdo das cadeias de carbono alfa da proteina GInB (preto) e GInK (vermelho) com a
posicdo do residuo Tyr-51 indicado em cada mondmero (XU et al., 1998).

1.10 Moléculas efetoras das proteinas Py

A relacdo glutamina/a-cetoglutarato na célula aumenta em condigbes de
suficiéncia de nitrogénio e diminui em condi¢cbes de limitacdo (SENIOR, 1975;
KUSTU et al., 1984). Os modelos iniciais sugeriam que esta relacdo seria
responsavel pelo controle das atividades UTase/UR da proteina GInD, e
consequentemente, pelo controle do estado de modificacdo da proteina GInB em E.
coli (MERRICK e EDWARDS, 1995).

Estudos in vitro sugerem que a concentracdo de a-cetoglutarato na célula é
sempre suficiente para promover a uridililacdo e desuridililagao de GInB, a interagéo

de GInB com a enzima UTase/UR (GInD) ndo € afetada pela concentracédo de a-
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cetoglutarato (JIANG et al.,, 1998c). A uridillacdo de GInB requer ATP e a-
cetoglutarato, sendo inibida por glutamina. A desuridillacdo requer ATP e a-
cetoglutarato, porém € estimulada por glutamina (KAMBEROQV et a., 1995; JIANG et
al., 1998a; JIANG et al., 1998c).

O modelo atual sugere que a interacdo da proteina GInB de E. coli com seus
receptores ATase e NtrB depende primariamente da concentracdo de glutamina na
célula (JIANG e NINFA, 2005). A glutamina se liga a proteina GInD modulando sua
atividade causando a uridililacdo ou desuridililacdo de GInB e, consequentemente,
alterando a capacidade de GInB interagir com seus receptores. A concentracao de
a-cetoglutarato na célula pode, entretanto, alterar a capacidade de GInB ligar a
alguns de seus receptores (JIANG e NINFA, 2005).

A proteina GInB de E. coli sempre apresenta pelo menos uma molécula de a-
cetoglutarato ligada por trimero em condi¢des fisiologicas (KAMBEROV et a., 1995;
JIANG et al., 1998c). A ligacdo de uma molécula de o-cetoglutarato diminui a
afinidade dos dois sitios restantes fazendo com que a proteina seja saturada com a-
cetoglutarato apenas em altas concentracdes, quase acima da faixa fisiolégica.
(JIANG et al., 1998c; JIANG e NINFA, 1999). A proteina GInB pode portanto existir
em diferentes conformacdes dependendo do numero de moléculas de a-
cetoglutarato ligadas (JIANG et al., 1998c).

Em concentracfes elevadas de a-cetoglutarato o trimero de GInB livre (sem
UMP) é capaz de ligar mais de uma molécula de a-cetoglutarato, isto reduz a
afinidade de GInB por NtrB. Nestas condi¢cdes NtrB fosforila e ativa a proteina NtrC
(KAMBEROV et a., 1995). Quando GInB esta saturada com a-cetoglutarato, a
ligacdo com a ATase € inibida fazendo com que a modificacdo da GS seja menos
eficiente, contudo a GS ainda pode ser modificada por regulacdo alostérica da
ATase ligada a glutamina (JIANG et al., 1998c). Um efeito similar do a-cetoglutarato
€ observado na proteina GInK. Em altas concentragbes de a-cetoglutarato, GInK
livre tem menor capacidade de estimular a atividade fosfatase de NtrB e de
adenililtransferase da ATase (ATKINSON e NINFA, 1999).

1.11 Transportadores de amonio
O amobnio é a fonte preferencial de nitrogénio para a maioria das células

procaridticas. O amoénio (o termo aménio sera usado para descrever as espécies
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NHs e NH;", quando necessaria a distingdo de um dos compostos sera indicado com
simbolos NH3 e NH;") pode ser assimilado diretamente em glutamina e glutamato,
0S quais sdo doadores chaves de nitrogénio para as reacfes biossintéticas
(MERRICK e EDWARDS, 1995). Outras fontes de nitrogénio como aminoacidos tém
gue ser primeiramente degradados a amdnio enquanto que fontes inorganicas como
nitrato, nitrito e nitrogénio atmosférico tem que ser reduzidos antes da assimilacéo.
Entretanto, para que o amonio extracelular seja metabolizado ele precisa atravessar
a membrana celular. A forma ndo protonada NHgs, pode entrar na célula por difusao
pela membrana fosfolipidica, este processo pode ocorrer em ambas as direcdes
(KLEINER, 1985). Quando a concentracdo extracelular de amonio é alta, a difusédo
para dentro da célula é suficiente para suportar o metabolismo celular. Em
condicdes limitantes de amébnio extracelular, a presenca de proteinas
transportadoras se faz necessaria para que o transporte seja eficiente (KLEINER,
1985). O primeiro trabalho sugerindo a presenca de uma proteina transportadora de
amonio foi realizado no fungo Penicillium chysogenum (HACKETTE et al., 1970),
posteriormente outros estudos sugeriram a presenca de tais proteinas em outros
fungos e algas (KLEINER, 1985). Desde entdo um grande numero de sistemas
transportadores de amoénio foram descritos. Os primeiros genes codificadores para

proteinas transportadoras de amonio foram identificados em levedura e plantas.

1.12 Familia Amt

A identificacdo dos primeiros genes codificadores para proteinas
transportadoras de amonio foi facilitado pelo isolamento de uma estirpe mutante de
Saccharomyces cerevisiae que apresentava deficiéncia de crescimento em meio
contendo baixas concentracdes de amonio (MARINI et al., 1994; NINNEMANN et al.,
1994). Bibliotecas gendmicas de cDNA de S. cerevisiae e Arabidopsis thaliana foram
utilizadas para complementar o mutante de S. cerevisiae, levando ao isolamento dos
genes MEP1 de S. cerevisiae e AMT1 de A. thaliana. Com o crescimento
exponencial dos bancos de dados de sequéncias de DNA, genes codificadores para
proteinas homologas aos genes MEP1 e AMT1 foram identificadas em outros
organismos como Bacteria, Arquea, fungos, nematodos, insetos, peixes e primatas.
Esta familia de proteinas foi denominada Amt (VON WIREN e MERRICK, 2004).
Alguns organismos possuem mais de um gene amt como o caso de varias bactérias,
plantas e S. cerevisiae (VON WIREN e MERRICK, 2004).
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Dentre os organismos gque tém seu genoma completamente seqiienciado, 0s
genes codificadores para proteinas da familia Amt ndo foram encontrados apenas
em algumas bactérias patogénicas. Isto se deve ao fato de que tais bactérias
provém suas fontes de nitrogénio dos seus hospedeiros e conseqientemente, nao
necessitam de sistemas de transporte de aménio (THOMAS et al., 2000a).

Comparacdes de sequéncia de aminoacidos revelou que proteinas humanas
Rh apresentam alta similaridade com proteinas da familia Amt. As proteinas
humanas RhAG e RhGK podem restaurar o fenétipo da estirpe de S. cerevisiae
deficiente em crescimento em meio contendo baixas concentracdes de amoénio
(MARINI et al., 2000). Posteriormente foi demonstrado que as proteinas Rh podem
transportar o analogo estrutural do aménio, metilaménio, em eritrécitos (RIPOCHE et
al., 2004). A funcéo das proteinas Rh ainda ndo esta esclarecida e entre as funcdes
propostas estdo a detoxificacdo da amonia e o transporte de CO,. Recentemente foi
demonstrado que a disrrup¢do do gene Rhbg em camundongos ndo causa nenhum
fendtipo evidente, sugerindo que a proteina RhBG ndo é um elemento esséncial
para a excregdo de amonio nestes animais (CHAMBREY et al., 2005).

1.13 O gene amtB em A. brasilense

Usando oligonucleotideos degenerados com seqliéncias baseadas em
regibes conservadas da proteina AmtB de diversos organismos, VAN DOMMELEN e
colaboradores (1998) e HUERGO e colaboradores (1998), de forma independente,
isolaram, por PCR, o gene que codifica a proteina AmtB de A. brasilense.

Em contraste com o que acontece em E. coli, 0 gene amtB de A. brasilense é
expresso de forma monocistronica, e tem sua expressdo aumentada em condigdes
de limitac&o de nitrogénio, de forma dependente do fator " da RNA polimerase e da
proteina NtrC (VAN DOMMELEN et al., 1998). Um mutante amtB de A. brasilense é
incapaz de captar metilaménio, porém a captacdo de amonio ndo € alterada em
comparacdo com a estirpe selvagem, sugerindo a presenca de um segundo
mecanismo de transporte. Uma deficiéncia de crescimento em relacdo a estirpe
selvagem foi observada em concentragdo de amonio de 0,1mM (VAN DOMMELEN

et al., 1998).

1.14 Substrato e estrutura das proteinas Amt
O amobnio existe como uma mistura de duas espécies (NHs e NH,"), sendo
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gue a concentracao de cada uma depende do pH do meio. Como o pKa é de 9,26, a
maior parte do amonio encontra-se na forma NH;" em pH neutro. Devido a
dificuldade experimental de se determinar a captacdo de amobnio por
microrganismos, a grande maioria dos estudos com proteinas da familia Amt foi
realizada com o analogo estrutural metilaménio que pode ser obtido na forma
comercial **CH3;NH;" e serve de substrato para a maioria dos membros da familia
Amt. Metilamdnio ndo é o substrato natural sendo seu transporte fortemente inibido
competitivamente por aménio, além disso, metilaménio é rapidamente convertido a
metilglutamina por acdo da GS (SOUPENE et al., 1998; JAVELLE et al., 2005). Na
grande maioria dos trabalhos a forma de como os experimentos foram conduzidos
(dosando radioatividade intracelular) impossibilita a separacdo da atividade de
transporte de amonio da atividade de GS (JAVELLE et al., 2005). Estes fatores
dificultam a interpretacdo dos resultados como cinética de transporte e possivel
mecanismo de acao.

Varios sdo 0s mecanismos propostos para o transporte empregado pelos
membros da familia Amt. A grande maioria dos trabalhos sugere um mecanismo
onde a forma transportada seria NH;" de forma dependente de energia (VON
WIREN e MERRICK, 2004). O outro possivel mecanismo sugere que as proteinas
Amt formariam um canal bidirecional para NH; (SOUPENE et al., 1998; JAVELLE et
al., 2005).

A determinacado de estrutura tridimensional da proteina AmtB de E. coli ligada
ou ndo a aménio e a metilaménio, indica que a proteina ndo sofre mudancas
conformacionais na presenca dos seus substratos, sugerindo que a proteina AmtB
forma um canal para a conducdo de NH3; (KHADEMI et al., 2004; ZHENG et al.,
2004). O mecanismo proposto sugere que NH;" (ou NH3) se ligaria inicialmente a um
vestibulo periplasmatico da proteina, sendo entdo desprotonado devido a entrada
em um canal para NH3 que reduz o pKa para < 6. Apds a passagem de NHz por
este canal hidrofébico, NH3; atinge o meio intracelular sendo novamente protonado
(KHADEMI et al., 2004). (Figura 5).
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Figura 5 — Estrutura da proteina AmtB de E. coli
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A — Vista lateral do modelo estrutural proposto para o0 monémero da proteina AmtB de E.
coli. As 11 hélices transmembrana estdo enumeradas (M1 — M11), os sitios para ligacdo de
NH,” e NH, estdo representados no interior da proteina com esferas laranjada e azuis
respectivamente.

B — Modelo proposto para o transporte de NH; pela proteina AmtB. Os aminoacidos na regido
periplasmatica do poro (Trp148, Phel107, Phel03 e Ser219) estabilizam NH," no sitio Am1. A
porcédo central da proteina apresenta um o canal nio-polar de 20 A, nesta porcéo os residuos
de Histidina 168 e 318 estabilizam 3 moléculas de NH3 nos sitio Am2, Am3 e Am4, através
de pontes de hidrogénio. As moléculas de NH; retornam ao equilibrio com NH;" no regido do
vestibulo citoplasmatico (KHADEMI et al., 2004).

1.15 Complexo GInK-AmtB

Os genes amt da maioria das Bacteria e Archea encontram-se associados
com um gene que codifica para uma proteina da familia P,. Devido a alta
conservacao deste operon dentre os procariotos, foi sugerido que os produtos
destes genes poderiam interagir fisicamente (THOMAS et al., 2000a).

As proteinas GInK e GInB de E. coli e GInK de Azotobacter vinelandii

associam-se a membrana interna de forma dependente de aménio e da proteina
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AmtB (COUTTS et al., 2002). As proteinas GInK e AmtB de E. coli podem ser co-
purificadas indicando que a associacdo da proteina GInK & membrana ocorre devido
a interacdo direta com a proteina AmtB (JAVELLE et al., 2004; A. DURAND,
comunicacao pessoal). A ligacdo da proteina GInK a membrana citoplasmatica &
regulada pelo estado de uridililacdo de GInK, sendo maximizada quando GInK esta
desuridililada, ou seja, quando as células sdo submetidas a condi¢cdes de excesso
de nitrogénio (COUTTS et al., 2002). A interagdo GInK-AmtB é rapida (pode ser
detectada 30 segundos apds a exposi¢cdo a amonio), reversivel e bastante sensivel
aos niveis de amoénio extracelular sendo detectada apd6s a adicdo de 50uM de
amonio no meio (JAVELLE et al., 2004). A ligacdo de GInK a membrana requer a
porcao C-terminal de AmtB, sugerindo que a regidao C-terminal de AmtB constitui o
sitio de interacdo para proteinas da familia P, (COUTTS et al., 2002).

A interacdo de proteinas da familia P, com a membrana de forma dependente
da proteina AmtB foi relatada em Bacillus subtilis (Firmibactéria) (DETSCH e
STULKE, 2003), Corynebacterium glutamicum (Actinomiceto) (STROSSER et al.,
2004) além das duas espécies de y-proteobactéria anteriormente relatadas
(COUTTS et al., 2002), sugerindo que a interacao entre proteinas P, e AmtB seja um
processo universal entre os procariotos. Mas qual e a funcdo da interagcao GInK-
AmtB? Vérias possiveis fun¢des tém sido sugeridas:

1- A ligacdo de GInK a AmtB parece reduzir a atividade da proteina AmtB.
Estas conclusbes foram baseadas em experimentos de transporte de metilamonio
em células expressando diferentes niveis da proteina GInK (COUTTS et al., 2002) e
em células expressando uma forma de GInK néo passivel de uridililagdo (GInKY51F)
(COUTTS et al., 2002; JAVELLE et al., 2004).

2- O rapido sequestro de GInK por AmtB apds um aumento nos niveis de
amonio extracelular reduz os niveis de GInK livre no citoplasma (JAVELLE et al.,
2004). Uma consequéncia desta resposta seria evitar a reducdo dos niveis de NtrC-
P devido a uma flutuagdo momentanea nos niveis de nitrogénio (JAVELLE et al.,
2004). Em muitos organismos, proteinas da familia P, tém um papel no controle
transcricional e pos-traducional da nitrogenase, o sequestro das proteinas P, por
AmtB em resposta a pequenas flutuacdes nos niveis de aménio poderia constituir
em um componente regulatorio do processo de fixacdo de nitrogénio (JAVELLE et
al., 2004).

A conservacdo do operon glnKamtB sugere que a proteina GInK tenha
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evoluido conjuntamente com a proteina AmtB e que a funcéo primaria da proteina
GInK seja de regular a atividade de AmtB (VON WIREN e MERRICK, 2004).
Baseado neste modelo as proteinas paralogas de GInK que sdo encontradas em
Bacteria (GInB) e Archea (Nifl), provavelmente surgiram de um evento de duplicacéao
génica seguido de especializacdo (VON WIREN e MERRICK, 2004). Ambas as
proteinas GInK e AmtB sdo triméricas. A razdo para a estrutura trimérica das
proteinas P, ndo era evidente até entdo uma vez que nenhum de seus alvos (exceto
AmtB) exibe tal tipo de estrutura quaternaria. Entretanto, se a funcdo priméria de
GInK for de controlar AmtB, a sua estrutura trimérica pode ter se perpetuado devido
a necessidade de simetria para a interacdo Otima entre as duas proteinas (VON
WIREN e MERRICK, 2004). De fato, modelos estruturais com as proteinas Amt-1 e
GInB-1 de Archaeoglobus fulgidus indicam que as estruturas triméricas de ambas as
proteinas podem ser quase que perfeitamente agrupadas (ANDRADE et al., 2005).

1.16 Proteinas tipo P, em A. brasilense
1.16.1 A proteina GInB

O sequenciamento da regido a montante do gene gInA (que codifica para
enzima GS) indicou a presenca de uma ORF cujo produto apresenta similaridade
com a proteina GInB de E. coli (DE ZAMAROCZY et al., 1990). A expressao do gene
ginB € aumentada quando as células sdo submetidas a limitacdo de nitrogénio, no
entanto a proteina responsavel pelo controle da expressdo de gIinB ainda nédo e
conhecida (descricao detalhada no item 1.24).

Mutantes gIlnB de A. brasilense crescem normalmente em meio contendo
amonio ou glutamina como fonte de nitrogénio, entretanto apresentam um fenétipo
Nif (DE ZAMAROCZY et al., 1993; DE ZAMAROCZY et al., 1996). Neste organismo
a proteina GInB-UMP é necesséria para a atividade da proteina NifA, a ativadora de
transcricdo dos genes nif (DE ZAMAROCZY et al., 1993; ARSENE et al.1996; VAN
DOMMELEN et al., 2002) (item 1.22.2). Outro fenotipo descrito para o mutante ginB
€ uma reducao na motilidade celular quando cultivado em meio semi-sélido de forma
independente da fonte de nitrogénio utilizada. Como o mutante apresenta 0 mesmo
perfil de flagelos observado na estirpe selvagem, foi sugerido que a proteina GInB
tenha uma funcdo no metabolismo energético celular (DE ZAMAROCZY et al.,
1996).

Em contraste com o sistema descrito em E. coli, a proteina GInB de A.
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brasilense parece ndo desempenhar um papel importante no controle da
modificacdo pos-traducional da enzima GS uma vez que ndo € observada auxotrofia
para glutamina na auséncia de GInB. Porém, a proteina GInB parece ser necessaria
para a desadenililacdo completa da GS em condic¢des de limitacdo de nitrogénio (DE
ZAMAROCZY et al., 1996; DE ZAMAROCZY, 1998).

1.16.2 A proteina GInZ
Utilizando oligonucleotideos degenerados com a seqiéncia baseada em

regides conservadas das proteinas P, de diversos organismos, DE ZAMAROCZY e
colaboradores (1996) identificaram, por PCR, um gene que codifica para uma
segunda proteina da familia P, em A. brasilense. Este gene foi denominado gInZ e
seu produto proteina GInZ. A expressdo do gene gInZ foi estudada utilizando
ensaios de mMRNA e fusdes traducionais gInZ-lacZ em diferentes estirpes. A
expressdo de ginZ é monocistrénica e controlada pela proteina NtrC, sendo
aumentada em condi¢cdes de limitagdo de nitrogénio (DE ZAMAROCZY, 1998).
Estes estudos evidenciaram o papel das proteinas GInB e GInZ no controle do
sistema Ntr. No mutante gInB a expressao de gIlnZ ndo é regulada por nitrogénio,
indicando que GInB é necesséria para controle da proteina NtrB e NtrC. No mutante
gInZ a expressédo de gInZ nao € alterada em comparacdo com a estirpe selvagem,
sugerindo que GInZ nao participa no controle da atividade das proteinas NtrB e NtrC
(DE ZAMAROCZY, 1998).

O mutante gInZ de A. brasilense é capaz de fixar nitrogénio como observado
na estirpe selvagem (DE ZAMAROCZY, 1998). A modificacdo pés-traducional da GS
observada no mutante ginZ e duplo mutante glnBginZ é semelhante a observada na
estirpe selvagem, sugerindo que nenhuma das proteinas P, tém um papel
importante no controle da atividade da enzima ATase (DE ZAMAROCZY, 1998). O
duplo mutante apresenta ainda deficiéncia de crescimento em meio rico ou minimo,
este fenotipo é complementado com o gene gIinB ou com o gene gIinZ, indicando que
a presenca de uma das proteinas P; € necessaria para o crescimento celular (DE
ZAMAROCZY, 1998).

A proteina GInZ pode estar relacionada com o transportador de ions amonio
em A. brasilense, ja que mutantes gInZ exibem taxa de transporte de aménio maior
que a estirpe selvagem e, quando gIinZ é superexpressa a taxa de transporte de

amonio diminui (DE ZAMAROCZY, 1998). O mutante ginZ n&o apresenta reativacao
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da nitrogenase apo0s a adicdo de amodnio ao meio de cultura, sugerindo que a
proteina GInZ estd envolvida no controle pos-traducional de regulacdo da
nitrogenase provavelmente controlando a atividade da enzima DraG (item 1.24)
(KLASSEN et al., 2001).

1.17 Modificacdo pos-traducional de GInB e GInZ

As proteinas GInB e GInZ de A. brasilense sdo marcadas com uracil tritiado
quando as células sdo submetidas a condi¢des limitantes de nitrogénio fixado,
nenhum sinal é observado em células cultivadas na presenca de amonio (DE
ZAMAROCZY et al., 1996; DE ZAMAROCZY, 1998). Isto levou conclusdo de que as
proteinas GInB e GInZ de A. brasilense séo uridililadas em condi¢des de limitacdo de
nitrogénio de forma semelhante ao descrito para as proteinas P, de E. coli.

Ensaios in vitro com as proteinas GInB e GInZ indicam que as proteinas P de
A. brasilense sao uridililadas pela proteina GInD de E. coli na presenca de ATP e a-
cetoglutarato, sendo a uridililacdo inibida por glutamina. A reacao de desuridililacdo
é estimulada por glutamina (ARAUJO et al., 2004; L. M. ARAUJO, comunicagio

pessoal).

1.18 O gene gInD em A. brasilense

A busca por um fenétipo negativo para transporte de metilaménio e
crescimento em nitrato, em um banco de mutantes cromossomais obtidos com a
insercdo do transposon Tn5-B30, levou ao isolamento do gene gIinD que codifica
para a proteina UTase/UR (VAN DOMMELEN et al., 2002). O fendtipo do mutante
ginD esté relacionado com o papel de GInD no controle do sistema ntr através da
modificacdo das proteinas P, (GInB e GInZ). A expressao dos genes amtB (que
codifica para o transportador de amonio/metilamonio) e nasB (que codifica para a
enzima assimilatoria nitrato redutase) estdo sob o controle do sistema Ntr. Na
auséncia de GInD, GInB nado é uridillada em limitacdo de nitrogénio, levando a
desfosforilacdo constitutiva da proteina NtrC e, consequentemente, desabilitando a
expressdo dos genes amtB e nasB. Contrariamente do que ocorre em
enterobactérias, o mutante gInD de A. brasilense ndo é auxotrofico para glutamina,
sugerindo que GInD nao é necessaria para o controle da atividade da enzima GS.
Entretanto, em condi¢cfes limitantes de nitrogénio, GInD é necesséria para a
desadenililagdo completa da GS (VAN DOMMELEN et al., 2002). O gene gInD é
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necessario para a atividade da nitrogenase (VAN DOMMELEN et al., 2002). Pouco
se sabe a respeito da regulacdo da expressdo do gene gInD. Sua expressao €
aumentada em células sujeitas a limitacdo de nitrogénio, porém esta regulacdo é
apenas parcialmente dependente do sistema Ntr. Nenhuma regido promotora ou

sequéncia regulatoria foi sugerida para este gene (VAN DOMMELEN et al., 2002).

1.19 Sistema NtrY-NtrX

O sequenciamento da regido a jusante dos genes ntrBC em Azorhizobium
caulinodans revelou a presenca de dois genes cujos produtos sao bastante similares
as proteinas NtrB e NtrC. Estes genes foram denominados ntrYX e seus produtos
NtrY NtrX, os genes ntrYX sao co-transcritos por um promotor parcialmente
dependente de NtrC (PAWLOWSKI et al., 1991). A proteina NtrY apresenta um
dominio transmembrana e similaridade com NtrB, a proteina NtrX apresenta
similaridade com NtrC. Mutacdes nos genes ntrY e ntrX afetaram a fixacdo de
nitrogénio tanto em vida livre quanto em simbiose. Mutantes ntrYX apresentam
alteracéo na expressédo do gene nifA (PAWLOWSKI et al., 1991).

A jusante dos genes ntrBC de A. brasilense também foi identificado o par
ntryX (MACHADO et al., 1995; ISHIDA et al., 2002). Estes genes parecem estar
envolvidos no crescimento em nitrato, porém sua funcdo ndo foi precisamente
esclarecida devido a aparente inviabilidade de mutantes insercionais (VITORINO et
al., 2001; ISHIDA et al., 2002).

O sistema ntr em A. brasilense parece ser mais complexo do que em
bactérias entéricas devido a presenca de dois sistemas de dois componentes (NtrBC
e NtrYX). Um esquema geral da cascata de interagcbes conhecidas e supostas

dentro do sistema ntr de A. brasilense esta apresentado na Figura 6.
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Figura 6 — Sistema Ntr em A. brasilense
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Os pontos de interrogacédo indicam interagdes ou formas ndo comprovadas experimentalmente
e sugeridas por analogia com sistemas homologos.
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1.20 Organizacao estrutural de promotores em procariotos

Promotores sdo sequéncias de DNA reconhecidas pela RNA polimerase que
especificam o local de inicio de transcricdo. A RNA polimerase capaz de iniciar a
transcricdo é denominada RNA polimerase holoenzima e contém 5 subunidades com
a seguinte estequiometria, a,pp’'c (deHASETH et al., 1998). A subunidade o fica
fracamente ligada ao resto da enzima (app’), 0 qual € denominado de nucleo da
RNA polimerase. A subunidade o € responsavel pela especificidade no processo de
reconhecimento do promotor sendo desligada do nucleo da RNA polimerase durante
o inicio de transcricdo (deHASETH et al., 1998; WOSTEN, 1998; BUCK et al., 2000).
A identificacéo, caracterizacao e analise da sequéncia de varios fatores ¢ levaram a
classificacdo destes em duas familias (LONETTO et al., 1992; WOSTEN, 1998;
BUCK et al., 2000).

A maioria dos fatores o, tanto em bactérias Gram-negativas quanto em Gram-
positivas, pertence a uma familia de proteinas que apresentam similaridade com o
fator ¢’° (produto do gene rpoD), que é o fator ¢ de E. coli envolvido na transcricéo
da maior parte dos genes deste organismo (LONETTO et al., 1992; WOSTEN,
1998). Um outro grupo compreende os fatores relacionados ao fator ", que sdo
requeridos para expressado de genes envolvidos em processos como a fixacado de
nitrogénio, transporte de acidos dicarboxilicos, biossintese de flagelo dentre outros
(MERRICK, 1993; WOSTEN, 1998; BARRIOS et al., 1999; BUCK et al., 2000;
REITZER e SCHNEIDER, 2001). Os fatores o apresentam uma baixa similaridade
com os fatores ¢’ exceto em um curto segmento que esta envolvido na ligacdo com
a RNA polimerase (TINTUT e GRALLA, 1995).

Nos genes bacterianos transcritos pela ¢’ RNA polimerase holoenzima, a
ligacdo ao promotor e a separacéo das fitas sédo eventos acoplados e a formacgéo do
complexo aberto ocorre sem a necessidade de ativacdo (GRALLA, 1993). Nos genes
transcritos pela ¢’ RNA polimerase holoenzima, o reconhecimento do promotor e a
formacdo do complexo aberto sdo eventos distintos (GRALLA, 1993; WOSTEN,
1998). Para que o complexo fechado possa promover a fusdo da dupla fita do DNA e
iniciar a transcricdo € necessaria a presenca de uma proteina ativadora e hidrélise
de ATP (GRALLA, 1993; WOSTEN, 1998; BUCK et al., 2000).
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1.20.1 Promotores do tipo "

Os promotores reconhecidos pela o™ RNA polimerase holoenzima apresentam
residuos conservados nas regides —24 e —-12 em relacdo ao local de inicio de
transcricao. A sequéncia consenso para estes promotores e
Y 72T83G99G100C74A72Ce5Gs5 — Ny — T73T79Go9Co2Ws7, Onde Y indica pirimidinas e W
indica A ou T e os subscritos, a frequéncia de ocorréncia da base neste grupo de
promotores (BARRIOS et al.,, 1999). Alteracdes nos nucleotideos localizados nas
posicdes —13/-12 e —25/-24 assim como alteracdes no espacamento entre estas
duas regifes alteram a atividade do promotor (BARRIOS et al., 1999; BUCK, 1986;
MERRICK, 1993). A " RNA polimerase holoenzima liga-se & regido promotora
formando um complexo fechado que é incapaz de se isomerizar em complexo aberto
na auséncia de uma proteina ativadora. A proteina ativadora atua como um efetor

positivo da transcricdo de promotores c"

e sua atividade é controlada por sinais
fisiolégicos que determinam sua ligacdo a sequéncias conservadas UAS (do inglés
“upstream activator sequence”), as quais normalmente encontram-se 100pb a
montante do promotor (MERRICK, 1993). A interacdo da RNA polimerase com a
proteina ativadora requer a formacdo de dobras no DNA que separa as duas
proteinas; esta curvatura €, em alguns casos, mediada pela proteina IHF
(MERRICK, 1993) ou por sequéncias de A e T presentes no DNA (CHEEMA et al.,
1999; WOSTEN, 1998). O gene rpoN (que codifica para o fator o") de A. brasilense
foi sequenciado e caracterizado, seu produto esta envolvido na fixacdo de
nitrogénio, crescimento em nitrato, transporte de amoénio e biossintese de flagelo

(MILCAMPS et al., 1996).

1.20.2 Promotores do tipo ¢'°

Os promotores reconhecidos pela o

RNA polimerase holoenzima
apresentam regifes conservadas localizadas proximas as regides —10 e —35 do
inicio de transcricdo. O consenso para a regido -35 foi definido como
TeoT70G61A56Cs4As4 € para a regido —10, T77A76Te0As1As6Ts2 (LISSER e MARGALIT,
1993). Os subscritos indicam a frequéncia das bases mais conservadas. As regides
—10 e —35 sao espacadas por 16 a 18pb e, na maioria dos promotores, a alteracao
do espacamento entre as regides conservadas altera a atividade promotora

(deHASETH et al., 1998; WOSTEN, 1998).
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1.21 Regulagéo transcricional por NtrC

A proteina NtrC é capaz de se ligar a sequéncias especificas do DNA
caracterizadas pelo consenso TGCAC-N5-TGGTGCA (REITZER e MAGASANIK,
1985). Sequéncias com alta homologia ao consenso caracterizam sitios de alta
afinidade para a proteina NtrC, enquanto que as substituicdes nesta sequéncia
produzem sitios de baixa afinidade. Os sitios de alta afinidade necessitam de menor
concentracdo de proteina para a ativacdo do promotor (SCHNEIDER et al., 1991).

Em condic¢@es limitantes de nitrogénio, a proteina NtrC é fosforilada por NtrB e
atua como ativadora da transcricdo de promotores do tipo c". A proteina NtrC pode
também atuar como repressor transcricional, como foi inicialmente descrito para o
promotor do tipo ¢’°, ginAp1 de E. coli, uma vez que o sitio de inicio de transcri¢do
deste gene esta sobreposto a sequéncia NtrC-UAS (REITZER e MAGASANIK,
1985).

Para que NtrC seja capaz de ativar a transcricao é necessaria a formacgao de
um tetramero ou um oligbmero de maior ordem, sendo que a fosforilacdo induz a
oligomerizacdo (PORTER et al., 1995; ARCONDEGUY et al., 2001). A proteina NtrC
nao fosforilada é encontrada sob forma de dimero e, apesar de inativa também pode
se ligar a sequéncias UAS no DNA (RIPPE et al., 1998).

A funcdo da proteina NtrC-P na ativacdo da transcricdo é catalisar a
isomerizacdo do complexo fechado formado pela RNA polimerase - " ligada a
regido promotora, em um complexo aberto funcional (PORTER et al.,, 1995). A
ativacdo depende do contato entre a RNA polimerase - ¢" e o oligdmero da proteina
NtrC—P ligada a seu sitio, com formacédo de uma alca no DNA (SU et al., 1990). A
func@o do sitio para NtrC é facilitar a oligomerizacdo da proteina e aproximar NtrC
do promotor, aumentando sua concentracdo proxima da RNA polimerase e a
freqUéncia de contato entre estas duas proteinas. A presenca de dois ou mais sitios
vizinhos de ligacdo para NtrC facilita o processo de oligomerizacdo (PORTER et al.,
1995). A reacdo de isomerizagcdo do complexo fechado para o complexo aberto
durante o inicio de transcricdo requer a hidrolise de ATP (WEISS et al., 1991). Um
modelo de ativacdo da transcri¢cdo por NtrC esta mostrado na Figura 7.

A proteina NtrC é composta de trés dominios funcionais; O dominio N-

terminal contém a sitio de fosforilagdo (aspartato-54); o dominio central que €
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responsavel pela ativacdo transcricional, e o dominio C-terminal responséavel pela
ligacdo ao DNA. O dominio central esta envolvido no processo de oligomerizacao,
ligacdo e hidrélise de ATP, e também no contato com a subunidade " da RNA
polimerase. O dominio central da proteina NtrC apresenta alta similaridade com
outras proteinas que compdes a familia de ativadores transcricionais " (WEISS et
al., 1991; AUSTIN et al., 1991; PORTER et al., 1995; FLASHNER et al., 1995;
NORTH et al., 1996; WIDDICK et al., 1998; LI et al., 1999; ROMBEL et al., 1999;
YAN e KUSTU, 1999).

Figura 7 - Modelo para ativacao transcricional NtrC - dependente
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A proteina NtrC fosforilada se liga a sitios UAS no DNA a montante da regido promotora tipo
o", 0 oligdmero de NtrC-P contata a o™ — RNA polimerase holoenzima através de uma dobra
no DNA. A proteina NtrC-P promove a hidrélise de ATP permitindo a abertura da dupla fita
de DNA pela 6" - RNA polimerase holoenzima que inicia a sintese de RNA mensageiro.

1.22 Regulacéo transcricional da nitrogenase
1.22.1 A Proteina NifA

Nas proteobactérias 0os genes estruturais da enzima nitrogenase (nifHDK)
estdo sujeitos a ativacdo transcricional pela proteina NifA. A proteina NifA, assim
como a proteina NtrC, € uma proteina ativadora da transcricdo de genes expressos
a partir de promotores dependentes do fator ¢" da RNA-polimerase. A proteina NifA

se liga a regides conservadas UAS com o consenso TGT — N10 — ACA (BUCK et
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al., 1986) cerca de 100pb a montante da regi&io promotora " e contacta a ¢ RNA
polimerase através de uma dobra na molécula de DNA. A formacdo do complexo
aberto e subsequente inicio de transcricdo requer a hidrélise de ATP catalisada por
NifA (AUSTIN et al., 1990).

A proteina NifA, assim como NtrC, € composta de trés dominios funcionais:
um dominio N-terminal que € o dominio regulatorio; um dominio central com cerca
de 240 residuos que € caracteristico das proteinas ativadoras de transcricdo
associadas ao fator " da RNA polimerase (NEUWALD et al., 1999); e o dominio C-
terminal, com cerca de 50 residuos, contendo o motivo de ligagdo ao DNA. Apesar
da NifA apresentar similaridade com a proteina NtrC ela ndo é uma proteina classica
da familia de reguladores de resposta de sistemas de dois componentes. O dominio
N-terminal ndo possui o residuo de aspartato conservado que € o sitio de
fosforilacdo em proteinas reguladoras de resposta como NtrC, ndo existe nenhuma
evidéncia de que NifA seja fosforilada em qualquer condicdo. Apesar das diferencas
com a familia de proteinas de sistemas de dois componentes, o dominio N-terminal
da proteina NifA constitui um mddulo regulatério e tem um importante papel no

controle da ativacao transcricional (MERRICK, 2004).

1.22.2 Regulacgdo da atividade da proteina NifA
Em todos os diazotrofos estudados, a fixacdo de nitrogénio € regulada

principalmente a nivel transcricional. Na maioria dos organismos estudados a
expressdo do gene nifA estda sob controle do sistema Ntr. Em K. pneumoniae, a
proteina NtrC fosforilada atua como um ativador transcricional do gene nifA. A
proteina NifA, por sua vez, é o ativador da transcricdo dos operons nif incluindo os
genes estruturais da nitrogenase nifHDK (MERRICK, 1992). Em A. brasilense, a
regulacao transcricional é diferente daquela observada em K. pneumoniae. Mutantes
ntrB e ntrC insercionais de A. brasilense apresentam um fenétipo Nif indicando a
presenca de outra via regulatoria neste organismo (LIANG et al., 1993; MACHADO
et al., 1995), e ao contrario de K. pneumoniae, o gene nifA de A. brasilense é
expresso na presenca de oxigénio e nitrogénio fixado e independe de NtrC (FADEL-
PICHETH, et al., 1999).

Em K. pneumoniae e outros organismos da subdivisio gamma das
proteobactérias, a proteina NifA ndo € diretamente sensivel ao oxigénio, sua
atividade é controlada pela proteina NifL, a qual se liga a NifA inibindo-a na
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presenca de altas concentracbes de amoénio e oxigénio. O controle da atividade
inibitéria de NifL sobre a proteina NifA em resposta aos niveis de amoénio € mediado
pela proteina da familia Py, GInK (JACK et al., 1999).

Em A. brasilense a proteina NifL ndo foi detectada e a regulacdo pos-
traducional da atividade de NifA requer a proteina GInB. Mutantes ginB apresentam
um fendtipo Nif (DE ZAMAROCZY et al., 1993). A expressdo do gene nifA ndo é
afetada no mutante ginB (LIANG et al., 1992), porém a expressao do gene nifH ndo
ocorre neste mutante, indicando que a NifA de A. brasilense é traduzida numa forma
inativa e que GInB é necessaria para sua ativacao (DE ZAMAROCZY et al., 1993). A
proteina NifA de A. brasilense é capaz de ativar a expressédo de uma fusao nifH-lacZ
em E. coli apenas quando a proteina GInB de A. brasilense esta presente (ARAUJO
et al., 2004). Vérias delecdes da regido N-terminal de NifA foram construidas e a
atividade da nitrogenase foi restaurada quando as formas N-truncadas de NifA sdo
inseridas em um mutante nifA, indicando que a porcdo N-terminal ndo é essencial
para sua atividade (ARSENE et al., 1996). As formas N-truncadas de NifA também
sdo capazes de restaurar o fenétipo Nif no mutante gIinB. Estes dados levaram a
formulacdo da hipdtese de que em A. brasilense a regido N-terminal de NifA inibe a
atividade da proteina em condi¢cdes de excesso de nitrogénio e que em condi¢des
de fixacdo de nitrogénio GInB-UMP se ligaria a NifA removendo o efeito inibitério do
dominio N-terminal. Dados posteriores corroboraram esta hipétese, mutantes ginD
de A. brasilense ou células expressando uma forma mutante de GInB nao passivel
de uridililacdo (GInB Y51F) apresentam um fendtipo Nif sugerindo que a uridililacdo
de GInB seja necessaria para ativar a proteina NifA (VAN DOMMELEN et al., 2002;
ARSENE et al., 1999). Recentemente foi demonstrado que a proteina GInB se liga
diretamente a regido N-terminal de NifA de A. brasilense (CHEN et al., 2005).

1.23 Regulagéo poés-traducional da nitrogenase

A atividade da nitrogenase € inibida de forma reversivel devido a adi¢do de
ions amonio ao meio de cultivo em varios microrganismos diazotroficos. A atividade
da nitrogenase é restaurada assim que o amoénio adicionado € consumido pelo
metabolismo bacteriano. Este fendbmeno é conhecido como *“swich-off/swich-on”
desligamento e religamento da nitrogenase (ZUMFT e CASTILLO, 1978). Em A.
brasilense, A. lipoferum (HARTMANN et al., 1986; FU et al., 1989), Rhodospirillum
rubrum (LOWERY et al., 1986), Rhodobacter capsulatus (JOUANNEAU et al., 1983)
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e Azoarcus sp. (MARTIN e REINHOLD-HUREK, 2002), o desligamento da
nitrogenase em resposta a adicdo de ions aménio ocorre devido & inativacdo da
proteina NifH causada pela transferéncia de um grupo ADP-ribose do NAD® ao
residuo de arginina-101 da proteina NifH, este processo é catalisado pela enzima
DraT (KANEMOTO e LUDDEN, 1984; POPE et al.,, 1985). A atividade de NifH é
restaurada pela retirada do grupo ADP-ribose catalisada pela enzima DraG (Figura
8). O residuo de arginina-101 participa no contato entre as proteinas NifH e NifDK
durante os ciclos de transferéncia de elétrons necesséarios para a reducdo do
nitrogénio (Figura 1). A ADP-ribosilacéo deste residuo deve impedir o contato entre
estas proteinas blogueando a atividade da nitrogenase (SCHINDELIN et al., 1997).

O sistema DraT e DraG além de responder a presenca de ions amonio
também responde a mudancas no estado energético celular (ZHANG et al., 1993).
Em A. brasilense e Azoarcus sp. a proteina NifH sofre ADP-ribosilagcdo em resposta
a anaerobiose e em R. capsulatus e R. rubrum em resposta a queda da
luminosidade (HARTMANN et al.,, 1986; LOWERY et al, 1986; MARTIN e
REINHOLD-HUREK, 2002). Varios trabalhos sugerem que a glutamina é o sinal que
desencadeia o desligamento da nitrogenase em resposta a adicdo de amoénio ao
meio, porém a glutamina nao parece estar envolvida no desligamento em resposta a
anaerobiose e falta de luminosidade (ZHANG et al., 1997; NORDLUND, 2000).

As enzimas DraT e DraG de A. brasilense sdo codificadas pelos genes draTG,
que sao expressos constitutivamente e formam um operon em A. brasilense
(ZHANG et al., 1992). Apenas uma pequena regido a jusante do gene draG foi
sequenciada, esta regido contém os primeiros 14 cédons de uma ORF similar a uma
ORF gue se apresenta a jusante de draG em R. rubrum denominada draB (ZHANG
et al.,, 1992). Em R. rubrum o produto do gene draB parece controlar parcialmente a
atividade das proteinas DraT e DraG. Mutantes draB apresentam regulacdo da
nitrogenase semelhante a observada na estirpe selvagem, porém o desligamento da
nitrogenase é mais rapido em relacao a estirpe selvagem (LIANG et al., 1991).

O sistema de ADP-ribosilacdo da nitrogenase ndo € o unico sistema de
controle pos-traducional da nitrogenase em A. brasilense, a presenca de um
segundo mecanismo de controle foi sugerida (ZHANG et al., 1996). Estes autores
substituiram o residuo de arginina 101 da proteina NifH (o residuo que recebe o
grupo ADP-ribose) por um residuo de tirosina, as células contendo a proteina NifH

mutada apresentaram uma reducédo de cerca de 40% na atividade da nitrogenase
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em resposta a adicdo de amoénio, o mesmo comportamento foi observado em um
mutante draT, no qual ndo é observada ADP-ribosilagdo da proteina NifH (ZHANG et
al., 1996).

Figura 8 — Esquema da inativacéo reversivel de NifH por ADP-ribosilacao

INH,*/ T0,

£

ADPR I|? R-ADPR
|

NifH Ativa NifH Inativa

NAD* Nicotinamida

TNH,/ 40, QA >

Os dimeros da proteina NifH estdo representados em azul, a letra R indica o residuo de
arginina 101, R-ADPR indica o residuo Arg101 modificado por ADP-ribose

1.23.1 As proteinas DraT e DraG

As proteinas DraT e DraG foram purificadas e estudadas em R. rubrum
(SAARI et al., 1984; LOWERY e LUDDEN, 1988). A proteina DraT deste organismo
€ uma proteina monomérica com massa molecular de 30kDa. Esta presente em
baixos niveis dentro da célula (representa 0,002% da proteina total celular), o Unico

substrato conhecido € a proteina NifH. A proteina DraT pode utilizar varias
moléculas além do NAD" como doadores do grupo ADP-ribose (LOWERY e
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LUDDEN, 1988), DraT é incapaz de agir sobre a proteina NifH que foi previamente
desnaturada pela exposicdo ao oxigénio. Também foi demonstrado que DraT néo é
capaz de ligar NAD", sugerindo que o sitio de ligagcdo para NAD" seja formado no
complexo entre DraT e a proteina NifH (GRUNDWALD e LUDDEN, 1997).

A proteina DraG de R. rubrum é monomérica, possui massa molecular de
32kDa e apresenta um nucleo de manganés (SAARI et al.,, 1984; NORDLUND,
2000). Como DraT, DraG esta presente em pequenas quantidades dentro da célula
(0,002% da proteina total). DraG catalisa a hidrélise da ligacdo entre o grupo ADP-
ribose e a arginina 101 da proteina NifH de R. rubrum, esta reacédo € dependente de
MgATP e um cétion divalente como Mn?* e Fe?* (SAARI et al., 1984). A ligacdo de
Mn?* parece ser essencial para a atividade da proteina uma vez que alteracées em
aminoacidos que levam a perda do ndcleo de manganés tornam a proteina inativa
(ANTHERAVALLY et al., 2001).

A proteina DraG foi inicialmente descrita como sensivel ao oxigénio (SAARI et
al., 1984), posteriormente foi demonstrado que a inativacdo de DraG pelo oxigénio
ocorre devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio devido a presenca de
ditionito e manganés durante as etapas de purificacdo. (HALBLEIB et al., 2000b).
DraG pode utilizar varios compostos ADP-ribosilados como substrato, até mesmo a
proteina NifH desnaturada pelo oxigénio serve como substrato. A proteina DraG de
A. brasilense também foi purificada, e como em R. rubrum, DraG de A. brasilense
requer Mn?* ou Fe**para sua atividade, também foi observado que a concentracédo
de sal presente no ensaio afeta sua atividade in vitro (LJUNGSTROM, 1989).

Em 1977, NORDLUND e colaboradores observaram que a atividade de DraG
estava associada a fracdo de membrana em R. rubrum. Os protocolos para
purificacdo das proteinas DraG de R. rubrum e de A. brasilense utilizam a fracédo de
membrana celular como material de partida para a purificacdo desta enzima (SAARI
et al., 1984; LJUNGSTROM, 1989).

1.23.2 Controle do desligamento/religamento da nitrogenase por ADP-ribosilacao
Varios trabalhos indicam que as atividades de DraT e DraG séo reguladas in

vivo. Entretanto, o sinal metabdlico responsavel por tal controle ndo é totalmente
conhecido (ZHANG et al., 1997). As proteinas DraT e DraG mantém sua atividade
em extratos celulares o0 que sugere que suas atividades sejam reguladas pela

ligacdo de efetores que se ligam fracamente a estas enzimas ou que sejam
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degradados em extratos celulares.

Acredita-se que as proteinas DraT e DraG sejam ativadas e desativadas em
momentos distintos durante o fendmeno de desligamento/religamento da
nitrogenase, um esquema da atividade destas enzimas esta representado na Figura
9. Antes da adicdo do efetor do desligamento da nitrogenase (parte 1 do gréfico),
DraT estaria inativa e DraG estaria ativa. Estas conclusbes foram baseadas em
estudos com mutantes dra em R. rubrum, mutantes draG apresentam atividade da
nitrogenase elevada até a adicdo do efetor do desligamento, isto sugere que a
proteina DraT esteja inativa em condi¢cdes de fixacdo de nitrogénio (LIANG et al.,
1991). Quando o efetor é adicionado a DraT se torna ativa e DraG é inativada (parte
2 do gréfico). DraT permanece ativa por um curto periodo enquanto que DraG
permanece inativa até o desaparecimento do efetor negativo (parte 3 do gréfico).
Estas conclusdes foram baseadas em dados que indicaram que o desligamento da
nitrogenase em R. rubrum nunca € total (aproximadamente 10% da atividade da
nitrogenase é mantida), isto sugere que DraT totalmente ativa e DraG totalmente
inativa ndo estdo presentes simultaneamente na célula. Outro dado que corrobora
este modelo é que nao foi detectado a retirada de ADP-ribose ligada a NifH durante
o desligamento da nitrogenase, indicando que DraG permanece inativa neste
periodo (KANEMOTO e LUDDEN, 1984). Durante a recuperacdo da atividade da
nitrogenase DraG € ativada e permanece ativa (parte 4 do gréfico). O estimulo para
a modificacdo da proteina NifH esta relacionada com o0s niveis de nitrogénio da
célula (adicdo de amdnio) ou ao estado energético da celular (anaerobiose/falta de
luminosidade). Parece claro que 0s passos iniciais das vias que regulam as
atividades de DraT e DraG séo distintas para os diferentes sinais, porém ainda nao
esta claro se e onde tais vias se sobrepde (NORDLUND, 2000). Apesar dos fatores
qgue influenciam a atividade de DraT e DraG ndo serem totalmente conhecidos, é
bem provavel que sejam similares em diferentes organismos. Esta hipotese é
suportada pelo fato de que a expresséo das enzimas DraT e DraG de A. brasilense
em mutantes draT e/ou draG em R. rubrum re-estabelece o fenotipo selvagem e
vice-versa (ZHANG et al., 1995).

1.23.3 Papel de proteinas P, e Amt no controle do desligamento/religamento da
nitrogenase por ADP-ribosilacédo

Vérios trabalhos sugerem a participacdo das proteinas P, e AmtB no controle
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da modificacdo pds-traducional da nitrogenase em diferentes organismos. Em R.
capsulatus um duplo mutante ginBginK ou mutante amtB n&o apresenta ADP-
ribosilacdo da proteina NifH (DREPPER et al., 2003; YAKUNIN e HALLENBECK,
2002). Um duplo mutante ginBginJ de R. rubrum n&o é capaz de ADP-ribosilar a
proteina NifH em resposta a amonio e a falta de luminosidade (ZHANG et al., 2001).
Em Azoarcus sp. as proteinas GInZ, GInB e AmtB sdo necessérias para que ocorra
modificacdo da proteina NifH em resposta a adicdo de aménio (MARTIN e
REINHOLD-HUREK, 2002).

Proteinas da familia P, também parecem estar envolvidas no controle da
atividade da nitrogenase em A. brasilense. O mutante ginZ de A. brasilense é capaz
de desligar a atividade da nitrogenase em resposta ao aumento da concentragéo de
amonio, porém é deficiente na recuperacdo da atividade apdés a exaustdo do
amonio do meio (KLASSEN et al, 2001). Por outro lado, uma estirpe mutante ginB
ndo é capaz de realizar o desligamento total da nitrogenase apdés a adicdo de
amonio ao meio de cultura (KLASSEN et al., 2005).

Os trabalhos, citados anteriormente, deixam claro que proteinas da familia P,
e Amt tém um importante papel na via de transducéo de sinal que regula a atividade
das enzimas DraT e DraG. Entretanto, 0 mecanismo pelo qual estas proteinas
podem controlar a atividade de DraT e DraG ainda ndo é conhecido. Em trabalhos
recentes foram observadas interacdes entre as proteinas GInB e DraT e GInZ e DraT
de R. capsulatus e GInB e DraT em R. rubrum através do sistema de dois-hibridos
de levedura (PAWLOWSKI et al ., 2003; ZHU et al.,, 2006), sugerindo que as
proteinas da familia P, podem regular DraT e DraG através de interacdes proteina-
proteina.
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Figura 9 — Regulacdo da atividade de DraT, DraG e NifH durante o
desligamento/religamento da nitrogenase
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O grafico indica um experimento idealizado de desligamento/religamento da nitrogenase e das
atividades de DraT, DraG e NifH (Tabela). Em condi¢des de fixacdo de nitrogénio (estagio 1),
DraT esta inativa e DraG esta ativa consequentemente, a proteina NifH ndo esta modificada.
Apos a adigdo do estimulo negativo (estagio 2), DraT € ativada e DraG inativada, resultando
na ADP-ribosilacdo de NifH e, consequientemente, queda na atividade da nitrogenase. DraT é
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ativada apenas transitoriamente, no periodo logo ap6s a adi¢do do estimulo negativo (estagio
3), DraT e DraG estdo inativas, portanto, uma atividade residual da nitrogenase é mantida.
Apdbs a remocdo do estimulo negativo (estagio 4), DraG é ativada e remove o grupo ADP-
ribose de NifH restaurando a atividade da nitrogenase

1.23.4 Regulacdo da atividade de DraT e DraG pelo estado de oxi-reducdo da
proteina NifH

Estudos in vitro e in vivo sugerem que a atividade das proteinas DraT e DraG
€ controlada pelo estado de oxi-reducédo da proteina NifH (HALBLEIB et al., 2000a;
HALBLEIB et al., 2000b). Os trabalhos in vitro indicam que a proteina DraT € capaz
de ADP-ribosilar apenas a forma oxidada de NifH enquanto que DraG reage apenas
com a forma reduzida (HALBLEIB et al., 2000b). Corroborando este resultado foi
observado in vivo que mutantes nifD de R. rubrum tem um padrdo de ADP-
ribosilacéo da proteina NifH mais lento que o observado na estirpe selvagem. Devido
a auséncia de aceptor de elétrons (nifD), a proteina NifH neste mutante deve estar
predominantemente em sua forma reduzida, se tornado assim um fraco substrato
para DraT (HALBLEIB et al., 2000b).

Utilizando o sistema heterdlogo de K. pneumoniae (duplo mutante niJ nifF de
K. pneumoniae expressando draT e draG de R. rubrum) HALBLEIB e colaboradores
(2000a) observaram que mutacfes nos genes que codificam para proteinas que
transportam elétrons para a proteina NifH (nifJ e nifF) apresentam um padréo de
desligamento da nitrogenase muito mais rapido que o observado na estirpe
selvagem. Este resultado confirma a hipétese de que a proteina DraT atua
preferencialmente sobre a proteina NifH oxidada (HALBLEIB et al., 2000a).

Apesar do estado de oxi-reducdo da proteina NifH ter um papel importante no
controle da atividade de DraT e DraG, ele ndo pode ser o Unico meio de regulacéo in
vivo, ja que no sistema de K. pneumoniae (mutantes niJ e nifF expressando draT e
draG de R. rubrum) a inabilidade de reduzir NifH ndo é suficiente para causar a
inativacao da nitrogenase (HALBLEIB et al., 2000a). Além disso as proteinas DraT e
DraG ndo sdo reguladas de maneira coordenada como descrito anteriormente,
ambas as proteinas podem estar inativas em algumas condi¢fes sugerindo que a

regulacao de DraT e DraG deve envolver outros fatores (HALBLEIB et al., 2000a).

1.23.5 Controle de DraG por interacdo com proteinas de membrana ?
A proteina DraG foi originalmente isolada da fragdo de membrana de R.
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rubrum. Durante a purificacdo da DraG foi observado que esta proteina esta
fracamente associada a fracdo de membrana podendo ser liberada em solu¢cdo com
alta forca idbnica (SAARI et al., 1984). HALBLEIB e LUDDEN (1999) observaram que
a proteina DraG de R. rubrum é capaz de se associar com a fracdo de membrana de
diversos organismos diazotroficos, mesmo em organismos onde os genes draTG
ndo foram encontrados. Estes mesmos autores concluiram que a associa¢do da
proteina DraG com a fracdo de membrana provavelmente ocorre por meio de um
componente protéico. Em R. rubrum, nucleotideos como GTP e GDP podem
dissociar a proteina DraG da fracdo de membrana em concentracfes fisiologicas
(NOREN e NORDLUND, 1997; HALBLEIB e LUDDEN, 1999), como a proteina DraG
parece ser incapaz de ligar GTP ou GDP, foi sugerido que a associacao/dissociacao
de DraG com a fracdo de membrana ocorreria por intermédio de uma proteina
similar a proteina G de organismos eucariotos (HALBLEIB e LUDDEN, 1999;
NORDLUND, 2000). O papel fisiolégico da associacdo da DraG com a membrana
ndo é conhecido uma vez que DraG € ativa tanto na presencga quanto na auséncia
da fragdo de membrana (HALBLEIB e LUDDEN, 1999).

O mecanismo que controla a atividade das proteinas DraT e DraG parece
envolver uma série de fatores como proteinas da familia P, proteinas da familia
Amt, interagcdo direta entre DraT e DraG (GRUNWALD et al., 1995), potencial de
redox da célula (NORDLUND, 2000), atividade da glutamina sintetase (NORDLUND,
2000), estado redox da proteina NifH (HALBLEIB et al., 2000a; HALBLEIB et al.,
2000b; EGNER et al., 2001). Alguns modelos para a regulacdo da atividade de DraT
e DraG foram propostos (NORDLUND, 2000; HALBLEIB et al., 2000), porém, estes
modelos ndo previam a participacdo de proteinas da familia P, e Amt. O
esclarecimento do papel das proteinas P, e AmtB no controle das enzimas DraT e

DraG em A. brasilense € um dos objetivos deste trabalho.

1.24 Promotores ginBp1l e ginBp2 de A. brasilense

O gene que codifica para glutamina sintetase em A. brasilense foi isolado de
uma biblioteca genémica por complementacdo de mutantes GIn" Nif e GIn~ Nif°
(BOZOUKLIAN e ELMERICH, 1986) (Nif® indica fixacdo de nitrogénio na presenca
de amonio, Nif indica incapacidade de fixar nitrogénio e GIn’ indica auxotrofia para
glutamina). O plasmideo capaz de complementar os dois mutantes continha o gene

gInA que codifica para GS. Apds 0 sequenciamento do gene gInA, nenhuma
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sequiéncia consenso de promotor tipo ¢ ou ¢’° foi encontrada a montante da regido
codificadora (DE ZAMAROCZY et al., 1990). Estes resultados sugeriam que a
transcricdo do gene gInA de A. brasilense fosse diferente de qualquer outro sistema
até entdo descrito.

O sequenciamento da regido a montante do gene gInA indicou a presenca de
uma ORF homdloga ao gene gInB, que codifica a proteina P, (DE ZAMAROCZY et
al., 1990). Ensaios de hibridizacdo de RNA revelaram que o gene gInA pode ser co-
transcrito com o gene gInB ou transcrito independentemente. A transcricdo do gene
gInA como uma unidade monocistronica ocorre predominantemente na presenca de
amonio, enquanto que sob condicdes de fixacdo de nitrogénio o gene gInA é
predominantemente co-transcrito com ginB (DE ZAMAROCZY et al., 1990).

Durante a identificacdo da regido de inicio da transcricdo do operon ginBA foi
observada a presenca de dois transcritos diferentes, dependendo da condicdo
fisiologica testada. Em condi¢cdes de fixacdo de nitrogénio um unico transcrito foi
identificado e denominado de RNA2. Seu inicio esta localizado 11pb a jusante da
sequiéncia TGGCACG - N,— GTGCTT que é consenso para reconhecimento pela ¢"
da RNA polimerase, esta regido foi denominada glnBp2 (DE ZAMAROCZY et al.,
1990) (Figura 10). Em bactérias cultivadas em 2mM de NH;Cl foi observada a
presenca de 2 transcritos com igual intensidade. Um sinal referente ao RNA2 e um
segundo transcrito denominado de RNA1l. Em altas concentracoes de amonio
(20mM) o unico transcrito observado foi o RNAL. O inicio do RNAL esta localizado a
8 pb de uma sequéncia promotora do tipo ¢’® denominada ginBp1 (Figura 10). Trés
possiveis sitios para ligacdo da proteina NtrC foram identificados na regido
promotora do gene gInB, duas destas sequéncias se sobrepde ao promotor ginBpl
(HUERGO, 2002) (Figura 10).
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Figura 10 — Sequéncia da regidao promotora do gene ginB de A. brasilense

-365 GAGCTCTACCAACTGAGCTACCACCGCCACCGGGGTCGCCTATTTGCCCCAAGGGACGGG

-305 GCGGGTCAAGCTCTATTTTCCACCTTGTCCATCAATGTGAAAAGCCGGGTGGAAAGCCGG

NtrC UAS -1 NtrC UAS - 2

-245 CGCTACCCCATCCGAACGGACAAGGCTGCGCGGATTGCTTGCAGCATGTGCACAAATATT

NtrC UAS - 3

-185 GTTCACTTCGCCCTATCCGTTGGCAGTCGCGTGCCGCCCACGGTGGCATCGGCCCGCTGC

-125 GGCCCGGCATCCCACGCAGCCGGATCGCAACCGCTCCGATTGGCACGCAACGTGCTTTAC

-65

ATCGGACCGTCGGCAGAGGCCTGGACGGTGCCTGCCGACGTTGGCACCTCGTACACGAGA

GACCCATGAAGAAGATCGAAGCCATCATTAAGCCGTTCAAACTCGACGAAGTGAAGGAAG

Os 2 sitios de inicio de transcri¢ao estdo indicados em negrito e sublinhados. As regides —35 e
-10 do promotor gInBpl (c™°) estdo indicadas em azul e sublinhadas. Os 3 possiveis sitios
para NtrC estfo indicados por barras horizontais. O promotor gInBp2 (o) esté indicado em
verde e sublinhado. Um provavel elemento UP esta sublinhado e em italico. O sitio de ligacéo
de ribossomo esta em rosa e o inicio de traducdo em vermelho

Estudos com fus@es traducionais gInB-lacZ em mutantes ntrC indicavam que
a proteina NtrC ndo estaria envolvida na regulacdo dos promotores ginB em A.
brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Entretanto, foi observado que o mutante
A. brasilense FP9 (mutante quimico ntrC, obtido por PEDROSA e YATES em 1984,
com fendtipo NifY) apresenta baixa expressao de gIinB independente da concentracdo
de amonio no meio. O fendtipo Nif do mutante FP9 pode ser explicado pela baixa
expressdo da proteina GInB, ja que esta proteina é essencial para fixacdo de
nitrogénio em A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Um fato curioso € que o

fendtipo Nif" deste mutante é parcialmente restaurado pela expresso constitutiva do
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gene ntrC (PEDROSA e YATES, 1984; MACHADO et al., 1995). A restauracdo do
fendtipo Nif" requer a expresséo de ginB.

Apesar de DE ZAMAROCZY e colaboradores (1993) n&o terem observado
efeito da proteina NtrC sobre a expressédo do gene gInB outros estudos realizados
(HUERGO, 2002) sugerem um papel da proteina NtrC na regulacdo da expressao
deste gene através das seguintes evidéncias: Delecfes dos sitios para NtrC UAS 1
e 2 reduzem a atividade do promotor gIlnB para niveis basais em limitacdo de
nitrogénio; A proteina NtrC de A. brasilense foi capaz de ativar a transcricdo do
promotor ginB quando expressa simultaneamente com NtrB em E. coli; A proteina
NtrC de E. coli foi capaz de se ligar a regido promotora do gene ginB de A.
brasilense. O esclarecimento da contradicdo sobre o envolvimento de NtrC no
controle da expressédo de ginB em A. brasilense € um dos objetos de estudo deste

trabalho.

1.25 Promotor ginAp de A. brasilense

O mapeamento do inicio de transcricdo do gene gInA como unidade
monocistronica indicou que o terminal 5’ do transcrito estava localizado a 21pb a
jusante de uma seqiiéncia semelhante a um possivel promotor ", exceto por uma
mudanca na posicdo —33 (G que aparece em 100% dos promotores ja identificados
substituido por T). Esta possivel regido promotora foi denominada de glnAp (DE
ZAMAROCZY et al., 1990). Além da troca de base, a distancia entre o possivel
promotor e o local de inicio de transcricdo € 9pb maior de que o observado
normalmente em promotores o". O gInAp é sobreposto a um possivel sitio de
ligacdo para NtrC (DE ZAMAROCZY et al., 1990). DE ZAMAROCZY e
colaboradores realizaram estudos mais detalhados sobre o glnAp em 1993.
Utilizando fusdes traducionais do promotor nativo em diferentes estirpes estes
autores concluiram que a proteina NtrC néo esté envolvida na transcricdo do gene
glnA, entretanto uma reducédo na atividade da GS total € observada em mutantes
ntrB e ntrC (ZHANG et al., 1994). Por meio de delecdes na regido referente ao
promotor gInAp e pela reconstituicdo do consenso para ¢ do possivel promotor
(troca do T na posicdo —33 por G) os autores concluiram que o fator ¢" ndo estava

envolvido na regulacao da transcricdo do gene gInA.
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1.26 Estrutura e regulacéo do operon glnBA em outros organismos

A disposi¢cao dos genes gIinB e gInA em um mesmo operon (gInBA) parece
ocorrer freqientemente entre os membros da subdivisdo o das proteobactérias. O
operon gInBA foi identificado em A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1990),
Rhodospirillum rubrum (JOHANSSON e NORDLUND, 1996), Rhodobacter
capsulatus (KRANZ et al., 1990), Rhodobacter sphaeroides (ZINCHENKO et al.,
1994), Azorhizobium caulinodans (MICHEL-REYDELLET et al., 1997),
Bradyrhizobium japonicum (MARTIN et al., 1989), Rhizobium leguminosarum,
Gluconoacetobacter diazotrophicus, Rhizobium etli e Sinorhizobium meliloti. Em
Herbaspirillum seropedicae, um membro da subdivisdo B das proteobactérias, o
gene gInA faz parte de um operon com os genes ntrBC como ocorre em Klebsiella
pneumoniae e E. coli, membros da subdivisdo y das proteobactérias (PERSUHN et
al., 2000). Em E. coli, a expressdo do operon ginAntrBC é controlada pelos niveis de
nitrogénio e pela fonte de carbono utilizada (TIAN et al., 2001). Apesar da
conservacdo do operon gIinBA dentro da subdivisdo o das proteobactérias sua
regulacdo é bastante variavel.

R. leguminosarum e S. meliloti possuem promotores a montante dos genes
glnB e gInA. O promotor gInA ndo apresenta sequéncia consenso caracteristica de
nenhum promotor descrito mas a regido promotora do gene ginB possui sequéncia
consenso de promotores . A expressdo de gInB e gInA é parcialmente dependente
de NtrC, mas néo foi identificado nenhum sitio para ligacdo de NtrC (ARCONDEGUY
et al., 2001; ERCOLANO et al., 2001). Apenas em R. leguminosarum 0s genes Sao
co-transcritos.

Em B. japonicum, gIinB e gInA sdo quase totalmente expressos de forma
separada. O gene gInA é expresso constitutivamente a partir de um promotor c’°.

0 em altas

Apesar do gene gInB ser expresso a partir de um promotor o
concentracdes de nitrogénio fixado, e a partir de um promotor ¢" em condicdes de
limitacdo de nitrogénio fixado, existe pouca variacdo na quantidade de transcrito
ginB em resposta a variacdo de nitrogénio fixado. A proteina NtrC atua como
ativadora do promotor glnB " e como repressora do promotor gInB ¢’® em baixas
concentracdes de nitrogénio fixado (MARTIN et al., 1989).

Os genes gInB e gInA sao co-transcritos a partir de dois promotores em R.

capsulatus. O primeiro promotor € reprimido enquanto que o segundo é ativado por
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NtrC (KRANZ et al., 1990; FOSTER-HARTNETT e KRANZ, 1994). A expressao do
gene gInB ocorre em niveis mais elevados na presenca de nitrogénio fixado
(BORGHESE e WALL, 1995). Para explicar as diferentes taxas de expressao dos
genes gIinB e gInA foi sugerido um evento de processamento do transcrito ginBA
(BORGHESE e WALL, 1995).

Em R. rubrum, gInB e gInA s&o co-transcritos por um promotor fraco do tipo
c’® e por um promotor forte tipo o". A proteina NtrC aumenta a expressdo do
promotor " em condicdes de fixacdo de nitrogénio (CHENG et al., 1999). O gene
gInA parece ser expresso apenas a partir dos promotores do gene gInB, a presenca
de um RNA correspondente apenas ao transcrito glnA foi justificada por um
processamento do RNA gInBA (CHENG et al., 1999). Como em R. rubrum e em R.
capsulatus, os genes ginB e gInA de A. caulinodans séo co-transcritos (MICHEL-
REYDELLET et al., 1997). Em A. caulinodans foi identificado um promotor do tipo o"
a montante da regido codificadora do gene gInB, este promotor € ativado por NtrC
em limitagdo de nitrogénio, um segundo promotor ndo identificado mantém altos
niveis de expressdao do operon em altas concentracdes de amoénio (MICHEL-
REYDELLET et al., 1997).
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2. JUSTIFICATIVA

Este trabalho tem como principais objetivos o estudo da regulacdo da
expressao do gene ginB, bem como o esclarecimento do papel das proteinas P, e
AmtB na regulacao da atividade das enzimas DraT e DraG. A determinacdo do modo
de regulacdo dos promotores gInB responsaveis pela expressdo de proteinas
chaves na regulacdo da fixacdo de nitrogénio e assimilacdo de amoénio (GInB e
GInA), e um maior entendimento sobre os sinais que controlam a atividade pos-
traducional da nitrogenase Sao requisitos necessarios para maior compreensao do
processo de fixacdo de nitrogénio em A brasilense. Estes estudos podem
futuramente contribuir para o desenvolvimento de bactérias mais eficientes no

fornecimento de nitrogénio fixado as plantas associadas.
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3. OBJETIVOS

e Determinar o papel da proteina NtrC na regulacdo da expressao do operon
gInBA de A. brasilense.

e Determinar as bases moleculares do fenétipo das estirpes FP8 e FP9 de A.

brasilense.

e Purificar as proteinas DraT, DraG e NifH de A. brasilense.

e Produzir anticorpos policlonais para as proteinas DraT, DraG e NifH de A.

brasilense.

e Determinar o efeito da superexpressédo das proteinas DraT e DraG sobre o

desligamento da nitrogenase em A. brasilense.

e Determinar o estado de modificacdo pds-traducional das proteinas NifH, GS,

GInB e GInZ em resposta a adicdo de amonio na estirpe selvagem.

e Obter uma estirpe mutante glnB nao polar.

e Determinar o efeito da auséncia das proteinas GInB, GInZ e AmtB na

modificacdo pos-traducional da proteina NifH.

e Determinar a localizacdo celular da proteina DraG em resposta a adicdo de

amonio ao meio de cultura.

e Testar possiveis interagdes in vivo entre as proteinas DraT — GInB, DraT —
GInZ, DraG — GInB e DraG - GInZ.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias e plasmideos

As bactérias e plasmideos utilizados neste trabalho estéo listadas na Tabela

Tabela 1 - Bactérias e plasmideos

Estirpes Propriedades Referéncia ou Fonte

A . brasilense

FP2 Nal" Sm' Estirpe selvagem, SP7 Nif" Pedrosa e Yates, 1984

FP8 Nal" Sm" FP2 Nif ntrC’ Pedrosa e Yates, 1984

FP9 Nal" Sm' FP2 Nif ntrC’ Pedrosa e Yates, 1984

LHNTRC3 Nal" Sm" Km' Nif* ntrC::km Este trabalho

LHNTRC5 Nal" Sm" Km" Nif* ntrC::km Este trabalho

HDK1 Nal" Sm" Km" Nif® AnifR3ntrBC::km - Machado et al., 1995
lacZ

UB2 Nal” Km' Nif* draT::km Zhang et al., 1992

uB4 Nal" Km" Nif* draG::km Zhang et al., 1992

FAJ310 Nal" Km" Nif" amtB::km Van Dommelen et al., 1998

7628 Nal" Km"Nif gInB::km de Zamaroczy et al., 1996

7611 Nal" Sm" Nif* gInZ::Q de Zamaroczy et al., 1998

2812 Nal" Sm'Km'" Nif gInB::km gInZ::Q de Zamaroczy et al., 1998

LFH2 Nal" Km" Apra" estirpe merodipléide Este trabalho
ginB::km + gInB::scar

LFH3 Nal" Nif estirpe derivada de LFH2 Este trabalho
AgInB

E . coli

S17.1 Sm" Tra" Simon et al., 1983

BW25113 derivada da estirpe K12: araBAD, Datsenko e Wanner, 2000
rhaBAD

DH10B Sm' F [proAB" lacZAM15] Sambrook et al.,1989

FT8000 ET8000 derivada AgInB AginK Reyes-Ramirez et al, 2001

Plasmideos

pAB448 Tc" (pBR322) A. brasilense gInBA 5.3-| Bozouklian e Elmerich, 1986
kb EcoRI-Pstl

pAB904 Tc"  (-322/+290) A. brasilense| de Zamaroczy et al., 1993
ginBplp2-lacZ fuséo traducional

pAB912 Tc" (-315/+236) A. brasilense glnAp-| de Zamaroczy et al., 1993
lacZ fuséo traducional

pCP20 Cb"Cm'FLP*, AcI857", A pr Rep® Cherepanov e Wackernagel,

1995

pDK7 Cm'ptac lacl® Kleiner el al., 1988

PEMS136 Tc' ()LAFR3.18) expressa NifA de H. Souza et al., 1999
seropedicae N-truncada
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pET28a
pFAJ309

plJ773
plJ784
p1J790

pJC1

PLAFR3.18
pLFH7

pLFHS

pLFHO
pLFH10
pLHC7
pLHDK7DRAG
pLHDK7DRAT

pLHDK7DRATG

pLHDRAGhisMP
pLHDRAThisMP
pLHDRAThisGMP

pLHFPONTRC

pLHgInBoN

pLHMgInA

pLHPETDRAG

pLHPETDRAT

Km" vetor de expressdo promotor T7
Tc" (pLAFR3) expressa 0 gene amtB
de A. brasilense a partir do promotor
amtB

Apra’ P1-FRT-oriT-aac(3)IV-FRT-P2
Apra’ bla-oriT-aac(3)IV-bla

Cm'" A-RED (gam, bet, exo), cat, araC,
rep101®

Tc" (p)LAFR3.18) expressa o gene ginB
de A. brasilense a partir do promotor
plac

Tc" IncP Vetor de clonagem de baixo
numero de cépias, plac

Cb" (pTZ19R) A. brasilense gInBA 5.3-
kb EcoRI-Pstl fragmento do pAB448
Cb" Apra’ pLFH7 contem um cassete
apraoriT inserido na regido
codificadora do gene gInB

Cb" pLFH8 contém a versdo scar do
gene ginB

Apra’  pLFH9, versdo resistente a
apramicina

Amp"  (pTZ19R) (-285/+268) A.
brasilense glnBp

Cm', (pDK7) Expressa proteina His-
DraG de A. brasilense promotor ptac.
Cm', (pDK7) Expressa proteina His-
DraT de A. brasilense promotor ptac
Cm', (pDK7) Expressa as proteinas
His-DraT e DraG de A. brasilense
promotor ptac

Cm' Tc" pLHDK7DRAG. Cointegrado
com pMP220

Cm" Tc¢" pLHDK7DRAT. Cointegrado
com pMP220

Cm' Tc" pLHDK7DRATG. Cointegrado
com pMP220

Tc' (PLAFR3.18) Expressa o gene ntrC
da estirpe A. brasilense FP9 promotor
plac

Amp"  (pTZ19R) (-285/+268) A.
brasilense  gInBp2  mutagenizado

(GG/AA)
Tc"  (pMP220) (-340/+554) A.
brasilense glnAp-lacz fuséo

transcricional

Km" (pET28a) Expressa a proteina His-
DraG de A. brasilense promotor T7
Km' (pET28a) Expressa a proteina His-
DraT de A. brasilense promotor T7

Novagen

van Dommelen et al., 1998

Gust et al., 2003
Keith F. Chater
Gust et al., 2003

Vitorino et al., 2001

Machado et al., 1995

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Huergo, 2002
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Huergo, 2002

Este trabalho

Este trabalho
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pLHPETDRATG Km" (pET28a) Expressa as proteinas Este trabalho
His-DraT e DraG de A. brasilense
promotor T7

pLHPETNIFH Km" (pET28a) Expressa a proteina His- Este trabalho
NifH de A. brasilense promotor T7

pLHR3BCKm Cm' Amp" Km" pSHR3BC contendo o Este trabalho
cassete km no sitio Bglll do gene ntrC
de A. brasilense

pLHWC7 Tc"  (pPW452)  (-285/+268)  A. Huergo, 2002
brasilense gIinB

pLHWgInB Tc"  (pPW452) (-365/+268)  A. Huergo, 2002
brasilense ginBplp2-lacZ fusdo
transcricional

pLHWgInBoN Tc"  (pPW452)  (-285/+268)  A. Este trabalho
brasilense  gIlnBp2  mutagenizado
(GG/AA)

pMA-tc 9.1 Amp"  Km"  (pCR4-blunt-TOPO) Assumpcéo, 2002
Fragmento de 1,7kb do gene ntrC de A.
brasilense FP9

pMP220 Tc' Vetor para fusdo transcricional Spaink et al., 1987
laczZ

pPW452 Tc' Derivado do pMP220 com o sitio de P. Woodley
policlonagem invertido.

pPSHR3BC Cm"  Amp" (pSUP202). Contém o Machado et al, 1995
operon nifR3-ntrBC de A. brasilense

pTH6+ Amp" (pTZ18R) Contém o gene ntrC Machado, 1995
de A. brasilense

pTZ18R Amp"  pTZ19R com sitio de Mead et al., 1986
policlonagem invertido.

pTZ19R Amp' Mead et al., 1986

pPUCAKIXX Amp" Km' fonte do cassete km GE Healthcare

4.2 Reagentes

Lisozima, o-nitrofenil p-D-galactopiranosideo (ONPG), Tris base, glicerol,

SDS, acrilamida, bis-acrilamida, persulfato de aménio, TEMED, e os antibidticos

foram adquiridos da Sigma Chemical Company. Alguns géis de policrilamida foram

preparados usando uma solucdo de acrilamida 30% (relacdo acrilamida:bis-

acrilamida 37,5:1) da Severn Biotech. Fenol, agar e agarose foram adquiridos da

Invitrogen (Life-Technologies). EDTA, NaCl, NaOH, etanol, metanol, acido acético,

isopropanol, cloroférmio e alcool isoamilico foram adquiridos da Merck ou Reagen.

As enzimas modificadoras de DNA e RNAse foram adquiridas da GE Healthcare (GE

— Healthcare),

Gibco-BRL (Life-Technologies) ou New England Biolabs. Os

nucleotideos marcados radioativamente foram adquiridos da GE - Healthcare.

Extrato de levedura, triptona e agar bacteriol6gico foram adquiridos da Merck, Oxoid
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ou Biobras. Os demais reagentes utilizados foram provenientes de diversas fontes,

todos eram reagentes analiticos.

4.3 Meios de cultura
4.3.1 Meios empregados para cultivo de A. brasilense

As estirpes de A. brasilense foram cultivadas a 30°C em meio NFbHP
(MACHADO et al., 1991). A composi¢éo e o preparo do meio NFbHP estdo descritos

abaixo.
gramas/litro

KH2PO, 4,0

KoHPO, 6,0

MgSO, . 7H,O 2,0.10"
NaCl 1,0. 10"
CaCl, 2,0.10%
Acido nitrilo triacético 5,6.107
FeSO, . 7H,0 2,0.10%
Lactato de sodio 5,0

Biotina 1,0.10*
Na;MoO, . 2H,0 2,0.10°
MnSO, . H.0 2,35 .10
H3:BOs3 2.8.10°
CuS0O;, . 5H,0 8,0.107
ZnS0y. 7H,0 2,4.10*

Como fonte de nitrogénio foi utilizado NH4Cl 20mM, glutamato 0,5mM ou
KNO3; 20mM. As solugbes de fosfatos e cloreto de amonio foram autoclavadas
separadamente e adicionadas frias ao meio no momento de uso. Quando completo,
0 meio de cultura apresentou pH 6,8 e passou a ser denominado NFbHP. O meio
NFbHP solido foi obtido adicionando-se agar bacteriolégico na concentracdo de
15¢g/L ao meio liquido, dez por cento da mistura de fosfato foi adicionada ao meio
sOlido antes da autoclavacdo para evitar hidrolise do &gar devido a possiveis
variacbes no pH. O meio NFbHP semi-sdlido foi obtido misturando meio sélido e

liquido na proporcao de 1/9 no momento do uso.
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4.3.2 Meios empregados para cultivo de E. coli

Os meios de cultura liquidos utilizados no cultivo das estirpes de E. coli foram
Luria-Broth (LB), Terrific-Broth (TB), SOB e SOC.

O meio LB (SAMBROOK et al., 1989) apresenta a seguinte composi¢ao:

gramasl/litro

Extrato de levedura 50

Cloreto de sédio 10,0

Triptona 10,0

O pH foi ajustado para 7,5 com NaOH 2M. O meio sdlido foi obtido a partir da
adicdo de agar na concentracao de 15g/L ao meio liquido e foi denominado LA.

O meio TB (SAMBROOK et al., 1989) apresenta a seguinte composicao:

Extrato de levedura 24,0 g/L

Triptona 12,0 g/L

Glicerol 4,0 mL/L

Para preparo de células eletrocompetentes as estirpes de E. coli foram

cultivadas em meio SOB (SAMBROOK et al., 1989) Este meio apresenta a seguinte

composicao:
Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 5 g/L
NaCl 0,6 g/L
KCI 0,186 g/L

O pH foi ajustado para 7 com NaOH 2M. O meio SOC foi obtido com a adicao
de glucose 3,6 g/L, MgCl, 0,94 g/L e MgSO, 1,2 g/L ao meio SOB

4.4 Antibioticos

Os antibioticos empregados e suas respectivas concentracdes finais foram:
ampicilina 200ug/mL, canamicina 100ug/mL, acido nalidixico 5ug/mL, tetraciclina
10ug/mL, carbenicilina 100ug/mL, apramicina 50ug/mL, cloranfenicol 30ug/mL e
estreptomicina 20ug/mL para E. coli ou 100ug/mL para A. brasilense. As solugcdes
estoque dos antibidticos foram preparadas como descrito por SAMBROOK et al.,
1989 e mantidas a 4°C.
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4.5 Condigbes de cultivo

As estirpes de A. brasilense foram cultivadas a 30°C em meio NFbHP
contendo antibiéticos adequados e NH,Cl 20mM , glutamato 0,5mM ou KNO3 20mM
como fonte de nitrogénio. As culturas em meio liquido foram incubadas em agitador
rotatério a 120rpm. A atividade de pB-galactosidase foi determinada em células
cultivadas em duas condi¢cdes: + NH4; (NFbHP contendo NH4Cl 20mM e glutamato
0,5mM) e - NH; (NFbHP contendo glutamato 0,5mM). As células de A. brasilense
foram pré-inoculadas em meio NFbHP contendo NH,CI 20mM e antibi6ticos
adequados até atinirem D.Ogpp aproximadamente igual a 1. Em seguida foram
transferidos 20uL desta cultura inicial para condigédo + NH4 ou 200uL para condigéo -
NH,4. As suspensdes bacterianas foram incubadas a 30°C sob agitagdo de 150rpm
durante 15 horas e entdo ensaiadas para atividade de B-galactosidase. Para ensaios
de atividade de nitrogenase as células de A. brasilense foram cultivadas em meio
NFbHP semi-sdlido ou liquido conforme indicado em cada experimento.

As estirpes de E. coli foram cultivadas a 37°C. As culturas em meio liquido
foram incubadas em agitador rotatério a 200rpm. As células de E. coli foram
mantidas em glicerol 50% e estocadas a -20°C. Estoques de A. brasilense foram

mantidos em meio sélido a temperatura ambiente.

4.6 Amplificagcdo de DNA por PCR

A amplificacdo de DNA foi realizada utilizando o sistema de reagéo em cadeia
da polimerase (PCR) (KOCHER e WILSON, 1991). Os "primers" utilizados foram
oligonucleotideos sintetizados pela Invitrogen ou SigmaGenosis. Para a maioria das
reacoes de amplificacdo foram utilizados: tampao de PCR (20mM Tris-HCI pH 8,4 e
50mM KCI), 0,2mM dNTPs, 20pmol de cada oligonucleotideo, 1,5mM MgCl,, 0,75uL
de DMSO, aproximadamente 20ng de DNA molde e 1uL de Taq DNA polimerase
(purificada em nosso laboratério) em um volume final de reacédo de 25uL. Algumas
reacoes de PCR foram realizadas usando-se a enzima PfuTurbo da Stratagene,
seguindo especificagbes do fabricante. Varios parametros de ciclos de amplificacédo
foram testados. Alternativamente, colbnias isoladas ou culturas de células fervidas

foram usadas como DNA molde nas reacdes de PCR.
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4.7 Purificagdo de plasmideo

A extracdo de plasmideos foi realizada pelo método de lise alcalina
(SAMBROOK et al.,1989). Uma cultura de células, incubada durante a noite em
meio LB ou TB, foi centrifugada a 13.000rpm por 30 segundos. O sedimento foi
suspenso em tampédo GET (50mM glucose, 25mM Tris-HCI pH 8,0 e 10mM de EDTA
pH 8,0) e a lise celular efetuada com a adicdo de 1% SDS e 0,2M NaOH. DNA
cromossomal e proteinas foram precipitados com 3M acetato de potassio pH 4,8.
Apos incubacdo por 10 minutos em banho de gelo foram adicionados 100uL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), a amostra foi agitada em agitador de
tubos sendo entdo centrifugada. A fase aquosa foi coletada e adicionada de 2
volumes de etanol 96% com a finalidade de precipitar o DNA plasmidial. A mistura
foi centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos, o precipitado foi lavado com etanol
80%, seco a VAcuo e ressuspenso em agua. Alternativamente DNA plasmidial foi

purificado usando-se o kit de purificacdo de plasmideos da Novagem.

4.8 Clivagem de DNA com enzima de restrigao
Endonucleases de restricdo foram adquiridas da Invitrogen, GE Healthcare,
Roche e New England Biolabs. As condi¢cdes de reacdo foram aquelas sugeridas

pelo fabricante.

4.9 Ligacao de DNA

O DNA plasmidial linearizado foi misturado ao DNA inserto em tampao de
ligacdo, aquecido a 60°C por 30 segundos e resfriado em banho de gelo. Foi
adicionado ao sistema 0,5 a 2U de T4 DNA ligase, a mistura foi incubada a 16°C por
pelo menos 16 horas.

4.10 Transformacéo bacteriana por eletroporacéao

4.10.1 Preparo de células
As células de E. coli foram tornadas competentes segundo procedimento

recomendado pelo fabricante do eletroporador (Cell Porator — Life Technologies).
Algumas colbnias de E. coli crescidas em meio LA foram inoculadas em 5mL de
meio SOB na presenca de antibiéticos, a cultura foi incubada sob agitagéo por cerca
de 16 horas. Dois mililitros deste pré-inodculo foram transferidos para um frasco de 1L

contendo 200mL de SOB mais antibidticos, esta cultura foi incubada a 37°C até
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atingir densidade D.Ogoo de entre 0,4 e 0,6. A cultura foi mantida no gelo por 15
minutos e centrifugada a 2.500g por 5 minutos a 4°C. As células foram lavadas duas
vezes em 40mL de &gua destilada gelada estéril, centrifugadas, suspensas em
40mL de glicerol 10% gelado. Apds nova centrifugacdo (sempre sob as mesmas
condicbes), o glicerol foi removido por inversdo do tubo e as células foram
suspensas no restante da solucdo presente no tubo. As células foram aliquotadas
(40puL) e congeladas a —70°C.

4.10.2 Eletroporacéao

Para eletroporacédo foram misturados 1uL da mistura de ligacdo ou 50ng de
plasmideo integro com 40uL de células eletrocompetentes previamente
descongeladas em banho de gelo. A mistura foi transferida para a camara de
eletroporacdo com 0,15cm de distancia entre os poélos e submetido a um Unico pulso
elétrico de aproximadamente 4kQ, 15kV/cm (voltagem aplicada/distancia entre os
eletrodos) por 6 milisegundos. Apos o pulso elétrico foi adicionado 1mL de meio
SOC a camara de eletroporagédo. A suspensao de células foi transferida para um
frasco estéril e incubada a 37°C por cerca de 40 minutos para recuperacio.

Aliguotas da suspenséao foram plaqueadas em meio adequado.

4.11 Transformacdao bacteriana por choque térmico
4.11.1 Preparo de células

Algumas colbnias de E. coli crescidas em meio LA foram inoculadas em 5mL
de meio LB na presenca de antibidticos, a cultura foi incubada sob agitacdo por
cerca de 16 horas a 37°C. Todo o pré-inéculo foi transferido para um frasco de 1L
contendo 250mL de LB mais antibiéticos e a cultura foi incubada a 37°C até atingir
densidade D.Ogoo entre 0,3 e 0,4. As células foram deixadas no gelo por 30 minutos,
centrifugadas a 3.000g por 10 minutos a 4°C, sendo entdo ressuspensas em 30mL
de uma solucédo gelada de CaCl, 0,1M. Ap6s 30 a 60 minutos no gelo as células
foram coletadas por centrifugacdo (sob as mesmas condi¢des), ressuspensas em
8mL de solucéo gelada de CaCl, 0,1M + 15% de glicerol. Fracdes de 200uL foram

coletadas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.
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4.11.2 Choque térmico

As aliquotas de células foram retiradas do freezer -80°C e mantidas no gelo
por 30 minutos. Metade da reacao de ligacdo (ou 50ng de plasmideo purificado) foi
misturada com as células, mantendo-se no gelo por 30 minutos, seguido de banho a
42°C por 2 minutos. As células foram imediatamente transferidas para o banho de
gelo, suspensas em 1mL de LB, e recuperadas a 37°C por 40 minutos. Aliquotas
foram plagueadas em meio LA contendo antibi6ticos adequados.

4.12 Analise de plasmideos recombinantes

Para verificagcdo da presenca de insertos clonados no vetor pTZ19R ou
equivalente, foi utilizada a metodologia “Fast-preps”, descrita por MONTEIRO e
colaboradores (2001). Duzentos microlitros de uma cultura de células, cultivadas por
16 horas em meio TB, foram transferidos para tubos tipo Eppendorf e centrifugados
por 30 segundos. Apoés a retirada do meio de cultura as células foram ressuspensas
em 30uL de solugdo RL (10% glicerol, 5ug/mL RNase, 0,05% azul de bromofenol) e
lisadas com a adicdo de 10ul de SDS 10%. Para a precipitagdo de proteinas foram
adicionados 3uL de KCI 3M seguido de incubacdo em gelo por 10 minutos, a mistura
foi centrifugada a 13.000rpm por 5 minutos. A fracdo sobrenadante foi ent&o
submetida a eletroforese em gel de agar 1,5%. Por meio deste procedimento,
utilizando plasmideo sem inserto como padrédo, foi possivel a determinacdo da
presenca ou nao de inserto nos plasmideos analisados. Alternativamente a presenca
de insertos em plasmideos foi verificada por PCR utilizando como DNA molde
coldnias crescidas em placas de Petri diretamente na reagao.

4.13 Eletroforese de DNA

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agar ou agarose horizontal
conforme descrito por SAMBROOK et al (1989) com modificagbes. O DNA foi
visualizado, apés tratamento com brometo de etideo (0,5 ug/mL), em transluminador
de luz ultravioleta. O perfil eletroforético foi registrado utilizando um sistema de

video-imagem acoplado (UVP).
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4.14 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método de terminacdo de
cadeia utilizando didesoxirribonucleotideos (SANGER et al., 1977) e um
sequenciador Automatico de DNA (Applied Biosystems modelo 377). Neste sistema
quatro cromoforos fluorescentes sao utilizados como terminadores de cadeia,
seguido de eletroforese em gel de poliacrilamida e deteccdo a Laser. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas utilizando o sistema ET terminator (GE
Healthcare), os parametros de amplificacdo foram definidos de acordo com os
iniciadores utilizados. Como DNA molde para as reacdes de sequenciamento foram
utilizados plasmideos purificados ou produtos de PCR.

Os plasmideos molde para sequenciamento foram purificados como descrito
no item 4.7. Apds a ressuspensdo em agua, o DNA foi tratado por 2 horas com
RNAse 10ug/mL a 37°C. Foi adicionado 1 volume de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) a amostra foi agitada em agitador de tubos sendo entdo
centrifugada, a fase aquosa foi separada e adicionado 1 volume de cloroférmio.
Apo6s nova centrifugacdo, foram adicionados 2 volumes de etanol 96% a fase
aquosa com a finalidade de precipitar o DNA plasmidial. A mistura foi centrifugada a
13000rpm por 10 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 80%, seco a vacuo e
ressuspenso em agua. O DNA purificado foi analisado em eletroforese de agar, uma
quantificacdo visual foi realizada utilizando um plasmideo de concentracao
conhecida (pGEM — Promega). Cerca de 200 a 500ng de DNA plasmidial foram
utilizados nas reacdes de sequenciamento.

Os produtos de PCR para reacdo de sequenciamento foram misturados com
acetato de aménio 7,5M e etanol 96% na seguinte proporcao (40ul da reacdo de
PCR, 26ul de acetato de amoénio, 133ul de etanol), a mistura foi mantida a
temperatura ambiente por 10 minutos, sendo centrifugada 13.000rpm por 20
minutos. O DNA precipitado foi lavado 2X com etanol 70%, seco a vacuo e
ressuspenso em 40ul de agua. 3ul do produto de PCR purificado foram utilizados

como molde nas reac¢des de sequenciamento.
4.14.1 Sequenciamento do gene ntrC das estirpes FP9 e FP8

O gene ntrC da estirpe FP9 foi amplificado por PCR utilizando o plasmideo

pLHFPONtrC como DNA molde e os primers reverso e universal. Para sequenciar
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todo o produto de PCR (1,7kb) em ambas as fitas foram utilizados 5 primers
especificos além dos primers do vetor reverso e universal nas reagfes de
sequenciamento. Os primers usados foram: Ntrc 2 (5 AAGCTGGACTTCCTCGA 3),
Ntrc 3 (5" GCGCTCCTGGACAAGAT 3’), Ntrc 6 (5 CGACGTGCTAATGCCGTT 3)),
Ntrc F (5’ TGACCTCTTGCGAATAGAGC 3, Ntrc R (5’
CTTCGTCGCGATCAACATGG 3’). A mutagdo encontrada no gene ntrC da estirpe
FP9 foi confirmada pelo sequenciamento de um produto de PCR obtido com os
primers Ntrc 1 (5’CTACGCAAGTAATGCTGC 3) e Ntrc 4 (5
CGAGGAATCCCTGACAC 3’) e DNA obtido de uma cultura de células FP9 fervida
como molde.

A sequéncia do gene ntrC da estirpe FP8 foi obtida pelo sequenciamento
direto de um produto de PCR obtido com os primers NtrC 1 e NtrC 4 e utilizando
uma cultura de células da estirpe FP8 fervida como DNA molde. Os primers
utiizados nas reacbes de sequenciamento foram o0s mesmos descritos

anteriormente.

4.15 Transferéncia de plasmideos por conjugacéao

Os plasmideos a serem transferidos para as estirpes de A. brasilense foram
mantidos em E. coli S17.1 (tra*). As estirpes de A. brasilense (receptora) e E. coli
(doadora) foram cultivadas até saturagdo nos meios NFbHPN e LB,
respectivamente. Cinco microlitros da cultura de E. coli foram utilizados para inocular
2mL de meio LB sem antibiéticos, 100uL da cultura de A. brasilense foram utilizados
para inocular 5mL de meio NFbHPN sem antibioticos. As culturas foram mantidas a
37°C e 30°C , respectivamente, sob agitacdo por 5 horas. Em seguida, 50uL de A.
brasilense foram misturados com 5uL de E. coli, as células foram plaqueadas como
uma gota em meio LA/NFbHPN (1:1) e incubadas a 30°C durante 20 horas. A massa
de células foi raspada, suspensa em 1mL de NFbHP, diluida e plaqueada em meio
NFbHP contendo NH4CI 20mM e os antibiéticos adequados.

4.16 Purificacdo de DNA gendmico de A. brasilense

Cem microlitros de uma cultura fresca de A. brasilense foram inoculadas em
10mL de meio liquido NFbHP contendo NH4Cl 20mM, a cultura foi incubada a 30°C
sob agitacdo por 18 horas, sendo transferida para tubos plastico tipo Ependorff e
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centrifugada a 13.000rpm por 1 minuto. As células foram lavadas com 1mL de
tampdo TES (Tris-HCI pH 8,0 50mM, EDTA pH 8,0 20mM, NaCl 200mM) e
ressuspensas em 500ul de TES. Foi adicionado Lisozima a suspensédo celular
(concentracéao final de 100ug/mL), a mistura incubada a 30°C por 1 hora. Apds este
periodo, foram adicionados SDS (1% m/v) e proteinase K (50ug/mL), a mistura foi
homogeneizada e incubada a 30°C por 16 horas.

A solucdo de DNA foi purificada com quatro extracdes de 500ul de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e duas extracdes com cloroférmio. Apos
as extracoes, foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto para a precipitacao
do DNA, a solucao foi centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos. O precipitado foi
lavado com 500ul de etanol 80%, seco a vacuo e ressuspenso em 80ul de agua

contendo RNAse 10ug/mL.

4.17 Obtencao de estirpes A. brasilense mutante ntrC
Um cassete de canamicina (fragmento de 1,4kb BamHI derivado do
plasmideo pUC4KIXX) foi inserido no sitio Bglll, localizado na regido codificadora do

gene ntrC de A. brasilense, presente no plasmideo pSHR3BC (Figura 11).
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Figura 11 — Esquema da obtencédo do plasmideo pLHR3BCKm
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O plasmideo pSHR3BC foi digerido com a enzima Bglll e ligado ao cassete de canamicina do
vetor pUC4KIXX previamente digerido com a enzima BamHI. O plasmideo recombinante
produzido pLHR3BCKmM possui 0 cassete de resisténcia inserido na regido codificadora no
gene ntrC.

O plasmideo recombinante obtido (pLHR3BCKm) foi introduzido na estirpe
FP2 de A. brasilense utilizando a linhagem S17.1 de E. coli como doadora. Onze
colonias resistentes canamicina (500ug/mL) foram selecionadas, sendo que nove
destas também apresentaram sensibilidade a cloranfenicol (30ug/mL) indicando que
estas células sofreram insercbes ocasionadas por eventos de dupla recombinacao.
Duas colbnias sensiveis a canamicina e cloranfenicol foram selecionadas para
caracterizagdo posterior e as estirpes mutantes foram denominadas LHNTRC3 e
LHNTRCS. A insercéo correta do cassete de canamicina no gene ntrC foi confirmada

por hibridizacdo de DNA e complementacdo genética para crescimento em meio
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NFbHP contendo nitrato de potassio (20mM) como Unica fonte de nitrogénio com o

plasmideo pLHC1 (expressa ntrC de A. brasilense).

4.18 Hibridizacdo de DNA
4.18.1 Preparo da sonda

A sonda para a hibridizacdo consistiu de um fragmento de 1,6kb
correspondente a regido codificadora do gene ntrC de A. brasilense. Este fragmento
foi obtido por PCR utilizando os oligonucleotideos Ntrc 1 e Ntrc 4 (item 4.14.1) e
utilizando-se como molde o plasmideo pTH6+ que contem a regido codificadora do
gene ntrC de A. brasilense clonado no vetor pTZ18R (MACHADO, 1995). Cerca de
1ug do produto de PCR foi marcado com [o **P]dCTP usando o sistema Megaprimer

DNA Labelling (GE Healthcare) conforme recomendacao do fabricante.

4.18.2 Preparo de membranas e hibridizacao
O DNA cromossomal das estirpes FP2, LHNTRC3 e LHNTRCS foi digerido

com Pstl e submetido a eletroforese em gel de agarose (0,7%) em tampédo TAE. Os
fragmentos de DNA foram transferidos por capilaridade para uma membrana
Hybond N+ (GE Healthcare) seguindo instrucdes do fabricante. Antes da
transferéncia, o gel foi tratado sucessivamente com a solucdo de depurinicdo
(0,25M de HCI) por 10 minutos, com a solugdo de desnaturacéo (1,5M de NaCl e
0,5M de NaOH) por 30 minutos, com a solucéo de neutralizacédo (1M de Tris e 1,5M
de NaCl pH 7,5) por 20 minutos e, finalmente, com SSC 15X (solu¢cdo estoque SSC
20X, NaCl 3M e citrato de sédio dihidratado 0,3M) por 10 minutos. Entre as etapas, o
gel foi submetido a uma etapa de lavagem com &gua destilada esterilizada. A
transferéncia para a membrana foi realizada durante a noite e o DNA foi fixado as
membranas por exposicao a luz ultravioleta (312nm) por 5 minutos. As membranas
foram pré-hibridizadas em tampéo fosfato (NaH,PO, - Na,HPO, 0,5M pH 8; SDS
5%) por 10 minutos a 60°C. Apés este periodo, foi adicionado DNA de salmao
sonicado e desnaturado (concentragéo final 400ng/mL) e a membrana foi incubada
por mais 5 horas a 60°C. A sonda marcada (previamente desnaturada) foi
adicionada na mesma solucgéo, a hibridizacéo foi realizada a 60°C durante a noite.

As membranas foram lavadas uma vez em SSC 0,1X; SDS 0,1% a 60°C por 30
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minutos e expostas por 2 dias a um filme de raio-X com placa intensificadora. Apés

revelacéo, o filme foi analisado.

4.19 Determinacdo da atividade da nitrogenase

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo método de reducédo do
acetileno a etileno (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN e BURRIS, 1967). Células de
A. brasilense foram ensaiadas para atividade de nitrogenase em meio NFbHP
liquido ou semi-salido.

A atividade de nitrogenase em meio semi-sélido foi realizada em frascos de
10mL tipo ampicilina contendo 4mL de meio acrescido de 0,5mM de glutamato.
Como indculo foi utilizado 10 a 40uL de uma cultura saturada previamente cultivada
em meio NFbHP contendo 20mM de NH4CI como fonte de nitrogénio. Apds 16 -
24horas de crescimento a 30°C, os frascos foram vedados com rolhas de borracha
(subba-seal) e entédo injetado acetileno gasoso (10% do volume da fase gasosa do
frasco), a cultura foi incubada nas mesmas condi¢ces por 1 hora. Apés este periodo
foi coletada uma amostra de 0,5mL da fase gasosa para analise do etileno formado
por cromatografia. Foi utilizado um cromatégrafo gasoso equipado com uma coluna
de Porapak N e detector de ionizacdo de chama. A temperatura da coluna foi
mantida em 120°C e do detector em 200°C. O gas de arraste foi o nitrogénio. Para o
calculo do etileno formado foi utilizado um padrdo de etileno fornecido pela White
Martins S.A. A atividade da nitrogenase foi expressa como nmol de etileno total

formado por minuto por miligrama de proteina total na cultura.

4.20 Determinagéo do desligamento-religamento da nitrogenase

A inativacdo reversivel da nitrogenase (switch-off/switch-on) foi determinada
pelo método da reducdo do acetileno a etileno como descrito acima, em células
cultivadas em meio NFbHP liquido. Duas escalas de volume foram utilizadas: 10mL
ou 110mL. Em ambas as condi¢cdes foram utilizadas como pré-indculo células
crescidas em meio NFbHP suplementado com cloreto de aménio 20mM até
saturacdo (3 dias a 30°C sob agitacdo de 120rpm). A atividade especifica da
nitrogenase variou entre 7 e 25 nmol de etileno formado por minuto por mg de

proteina para todas as estirpes testadas.
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4.20.1 Escala de 10mL

Cerca de 50 a 200uL de pré-indculo foram transferidos para 10mL de meio
NFbHP contendo 1% de LB e 5mM de glutamato de sodio como fonte de nitrogénio
(frascos de 60mL). As culturas foram incubadas a 30°C sob agitacdo de 120rpm em
agitador de agua. Apés 18-24 horas os frascos foram vedados com rolhas tipo
“subba-seal” e 5mL de acetileno foram injetados. A producdo de etileno foi
monitorada apos 10, 20 e 30 minutos. O experimento de desligamento-religamento
foi iniciado apenas para as culturas nas quais a atividade da nitrogenase se
apresentava linear entre os pontos 10, 20 e 30 minutos. Para avaliar o desligamento
da nitrogenase foi adicionado ao meio de cultura NH,Cl 0,25 ou 1mM, concentracao
final. Amostras de 0,5mL da fase gasosa foram coletadas nos tempos determinados
e analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados foram apresentados como
porcentagem da atividade inicial da nitrogenase. A concentracdo de proteinas nas

culturas variou de 0.20mg/mL a 0.30mg/mL.

4.20.2 Escala de 110mL

Cerca de 2 a 6mL de pré-in6culo foram transferidos para 110mL de meio
NFbHP contendo 1% de LB e 5mM de glutamato de sodio como fonte de nitrogénio
(frascos de 250mL). As culturas foram incubadas a 30°C sob agitacdo de 120rpm.
Apo6s 24-30 horas os frascos foram vedados com rolhas tipo “subba-seal” e 20mL de
acetileno foram injetados. A producdo de etileno foi monitorada ap6s 20 e 40
minutos. A concentrac@o de proteinas nas culturas durante o ensaio de atividade da
nitrogenase variou de 0,30mg/mL a 0,45mg/mL. O desligamento da nitrogenase foi
monitorado em resposta a anaerobiose e a adicdo de diferentes concentracdes de
NH4Cl conforme descrito em cada experimento. O desligamento em resposta a
anaerobiose foi realizado mantendo-se a cultura estacionaria por 10 minutos. Para a
preparacdo de membranas e extratos protéicos 10mL da cultura foram separados
nos tempos indicados e processados conforme descrito no item 4.21.

4.21 Preparacao de membrana de A. brasilense

Dez mililiros de cultura, obtidos conferme descrito no item 4.20.2, foram
separados nos tempos indicados em cada experimento e imediatamente resfriados
em nitrogénio liquido por 10 segundos. As células foram coletadas por centrifugacao

a 5.000rpm por 5 minutos, ressuspensas em 1mL de tampdo SP (NaCl 8.5g/L;
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Ko:HPO, 7g/L; KH,PO4 3g/L; pH 7.2) e sonicadas com 5 pulsos de 15 segundos com
intervalos de 15 segundos no sonicador MSE Soniprep 150 usando amplitude de
10 um. O extrato celular foi centrifugado a 13.000rpm por 10 minutos a 4°C. Uma
fracdo (100uL) do sobrenadante foi armazenada sendo denominada fragédo celular
total (membrana + citoplasma). O restante do sobrenadante foi submetido a
ultracentrifugacdo a 250.000g por 30 minutos 4°C na ultracentrifuga Beckman TL-
100 (rotor TLA-120.2). Uma aliquota (100uL) da parte superior do sobrenadante foi
armazenada, esta fracdo representa a fracdo citoplasmética do extrato. O
precipitado foi lavado com 1mL de tampdo SP, submetido a nova ultracentrifugacéo
(sob as mesmas condi¢des). O precipitado foi finalmente ressuspenso em 100ul de
tampéo SP, e constitui a fracdo de membrana dos extratos. A pureza da fracdo de
membrana foi analisada por western-blot das fragdes usando anticorpo contra

proteina citoplasmatica NifH.

4.22 Construcdo de plasmideos
4.22.1 Construgdo do plasmideo pLHFPONTRC

O plasmideo pMA-tc 9.1, que contém o gene ntrC da estirpe FP9 de A.
brasilense clonado no vetor pCR4Blunt-TOPO, foi digerido com a enzima EcoRI e
ligado ao vetor pLAFR3.18 digerido com a mesma enzima. Os plasmideos
recombinantes obtidos foram analisados pelo padrdo de restricio com as enzimas
(Bglll-BamH]I) para a selecdo dos plasmideos que continham o gene ntrC da estirpe
FP9 no sentido de transcricdo do promotor lacZ do vetor pLAFR3.18. Um plasmideo
recombinante foi selecionado e denominado pLHFPONTRC.

4.22.2 Construcdo dos plasmideos pLHPETDRAT, pLHPETDRAG, pLHPETDRATG
e pLHPETNIFH

As regides codificadoras dos genes draT, draG, draTG e nifH de A. brasilense
foram amplificadas por PCR utilizando oligonucleotideos sintetizados quimicamente.
As sequéncias deste oligonucleotideos, representadas abaixo, foram baseadas em
sequéncias depositadas no GenBanK (acesso M87319 — ZHANG et al., 1992). Para
facilitar a clonagem dos produtos de PCR no vetor pET28a, foram inseridos sitios
para as enzimas de restricdo Ndel e BamHI nos primers complementares a regido 5’,
e sitios para a enzima EcoRIl nos primers complementares a regido 3'. As

sequéncias dos oligonucleotideos usados estéo indicadas a baixo:
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BamHlI Ndel

DraT 5° 5 GATTTGGATCCCATATGGCGGACGGTTCGGCGA 3°
DraT 3° 5" GATCG AGAGAAGCGACAC 3°

BamHI Ndel
DraG 5 5 GACAGGGATCCCATATGACTGACCATTCCATCC 3
DraG 3° 5 TGGTCGAATTCACCCCTGCTTGAG 3°

BamHlI Ndel
NifH 5° 5’AGGAGGGATCCCATATGTCTTTGCGCCAGATTG 37
NifH 3> hovo 5 TGGG AGTTATCAGGCCTTG 3°

Como DNA molde para as reacdes de PCR foi utilizando 1uL de uma cultura
fervida de A. brasilense FP2 (cultura saturada diluida 10X em agua e fervida por 10
minutos) em 25ul de reacéo. Os ciclos de amplificagdo foram os seguintes: 1 ciclo de
96°C por 1 minuto; 35 ciclos de 96°C por 30 segundos, 55°C por 20 segundos, 72°C
por 2 minutos; 1 ciclo de 72°C por 5 minutos. As reacdes de PCR produziram
produtos Unicos com o tamanho esperado o0s quais foram tratados com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), precipitados com etanol, secos em
bomba de vacuo e ressuspensos em agua. Os produtos de PCR foram digeridos
com as enzimas EcoRI e BamHI e ligados ao vetor pET28a digerido com as mesmas
enzimas. Os plasmideos recombinantes foram analisados por “Fast-preps” (item
4.12) e padrdo de restricdo. A sequéncia de DNA dos plasmideos obtidos foi
confirmada por sequenciamento total dos insertos usando-se primers que flaqueiam
o sitio de policlonagem do vetor pET28a e os seguintes primers: DraT interno
Forward 5 CACCTTCGGGCTGAACCCGG 3, DraG interno Forward 5
GGCTGAAGGCGTTCCCGTC 3’ e DraT interno2 5 CGATGCCGTCCCGCGCCAGC
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3. Os plasmideos obtidos foram denominados pLHPETDRAT (gene draT),
pLHPETDRAG (gene draG) e pLHPETDRATG (genes draTG). O plasmideo
pLHPETNIFH (gene nifH) foi parcialmente sequenciado com os iniciadores NifH

descritos anteriormente.

4.22.3 Construcdo dos plasmideos pLHDRAThisMP, pLHDRAGhisMP e
pLHDRAThisGMP

Os plasmideos pLHPETDRAT, pLHPETDRAG e pLHPETDRATG foram
digeridos com as enzimas Xbal e Hindlll, os fragmentos obtidos foram clonados no
vetor pDK7 previamente digerido com as mesmas enzimas, originando o0s
plasmideos pLHDK7DRAT, pLHDK7DRAG e pLHDK7DRATG respectivamente
(Figura 12). Estes plasmideos expressam as proteinas His-DraT, His-DraG ou His-
DraT e DraG sob controle do sitio de ligacdo de ribossomo (RBS) do plasmideo
pET28a (exceto DraG no plasmideo pLHDK7DRATG que é expressa a partir de seu
proprio RBS) e sob controle transcricional do promotor ptac regulado pelos niveis de
IPTG. Os plasmideos pLHDK7DRAT, pLHDK7DRAG e pLHDK7DRATG foram co-
integrados com o plasmideo pMP220, utilizando o sitio Hindlll, dando origem aos
plasmideos pLHDRAThisMP, pLHDRAGhisMP e pLHDRAThisGMP (Figura 12).
Estes plasmideos sdo capazes de expressar as proteinas His-DraT, His-DraG ou
His-DraT e DraG, em A. brasilense sujeito a regulacdo pelos niveis de IPTG no

meio.

64



Figura 12 — Esquema da construcéo do plasmideo pLHDRAThisMP.
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Um fragmento Xbal / Hindlll, contendo a regido codificadora para o gene draT do plasmideo
pLHPETDRAT, foi ligado ao vetor pDK7 digerido com as mesmas enzimas gerando o
plasmideo pLHDK7DRAT. Os plasmideos pLHDK7DRAT e pMP220 foram co-integrados
através do sitio Hindlll gerando o plasmideo pLHdraThisMP. Os mesmos passos de
clonagem foram utilizados para obtencdo dos plasmideos pLHdraGhisMP e
pLHdraThisGMP.

4.23 Mutagénese do promotor ginBp2

A mutagénese do promotor ginBp2 foi realizada utilizando a técnica de PCR
megaprimer descrita por CORMACK (1992). Um esquema da obtencdo do promotor
gInB com o sitio ginBp2 mutagenizado esta mostrado na Figura 13. Em uma primeira
reacdo de PCR foi utilizado como DNA molde o plasmideo pLHC7 (pTZ19R. gInBp -
285/+268, HUERGO, 2002) e como iniciadores o primer Universal, que é

complementar ao vetor pTZ19R, e o0 primer mutagénico ginBoN1 (5
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CCGCTCCGATTAACACGCAACGTG 3') complementar ao sitio ginBp2 porém com
os nucleotideos GG (regidao —24 do promotor ginBp2) trocados por AA. O produto
obtido nesta primeira reacao foi purificado em gel de agarose de baixo ponto de
fusdo (com o kit CONCERT™ da Life-Technologies). Este produto de PCR foi
utilizado como iniciador em uma segunda reacdo de PCR juntamente com o primer
Reverso (que € complementar ao pTZ19R), como molde desta reacdo novamente foi
utilizando o plasmideo pLHC7. O produto obtido foi purificado em gel de agarose de
baixo ponto de fusdo e re-amplificado em uma terceira PCR utilizando os iniciadores
reverso e universal. O DNA amplificado da terceira reacédo foi digerido com as
enzimas Sphl e BamHI e clonado no vetor pTZ19R dando origem ao plasmideo
pLHgINnBoN. A mutacdo do sitio ginBp2 foi confirmada por sequenciamento. O
fragmento contendo a regido promotora mutagenizada foi subclonado como

fragmento Sphl/BamHI no vetor pPW452 dando origem ao plasmideo pLHWgInBoN.
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Figura 13 — Estratégia utilizada para mutacdo no sitio glnBp2 na regido

promotora do gene gInB de A. brasilense.

Primer oN1
5° CCGCTCCGATTAACACGCAACGTG 3° — > , _
- . .GTTGGCGAGGCTAACCGTGCGTTGCACGAA. . . Primer Universal
.. .CAACCGCTCCGATTGGCACGCAACGTGCTT. . . «—

l PCR 1 — Primer oN1 e Universal — molde pLHC7

5 CCGCTCCGATT%CACGCAACGTG ...... 3" Produto da PCR 1 — Mega primer
3~ GGCGAGGCTAATTGTGCGTTGCACGAA... 5°

Mega primer
Primer Reverso <+ 3~ GGCGAGGCTAATTGTGCGTTGCACGAA... 5~
—

l PCR 2 — Mega primer e Reverso — molde pLHC7

37 .. .GGCGAGGCTAATTGTGCGTTGCACGAA. . .5

- » Re-amplificacdo com primers
57 . ..CCGCTCCGATTAACACGCAACGTGCTT...3” P ¢ P

Reverso e Universal

As bases em vermelho indicam a regido —24 do sitio glnBp2. As bases em azul indicam as
alteragdes de base que foram alteradas na seqliéncia original.

4.24 Obtencao da estirpe A. brasilense LFH3 (mutante glnB né&o polar)
A estirpe LFH3 contendo a mutacdo em gInB foi obtida usando o sistema A-
Red como descrito (GUST et al., 2003), um protocolo detalhado esta disponivel em

http://streptomyces.org.uk/redirect/protocol V1.3.pdf. O fragmento de 5,3kb

EcoRI/Pstl contendo a regido codificadora do gene ginB do plasmideo pAB448 foi
ligado ao plasmideo pTZ19R digerido com as mesmas enzimas gerando o
plasmideo pLFH7 (Figura 14). Este plasmideo foi transferido para a estirpe de E.
coli BW25113 contendo o plasmideo plJ790 o qual expressa as proteinas A-Red. O
gene gIinB do plasmideo pLFH7 foi substituido por um cassete de resisténcia a
apramicina (Apra”) usando “PCR targeting” (Figura 14). Os iniciadores usados na
reagao de PCR foram: GInB apraF
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5'GCCTGCCGACGTTGGCACCTCGTACACGAGAGACCCATGATTCCGGGGATC

CGTCGACC 3 e GInB apraR
5TTCATGGTGGCCGGTGGTCGGGTTCTCGGGACGCGATCATGTAGGCTGGAG

CTGCTTC 3. A regido 5 marcada em negrito nos iniciadores se alinha com a
regido que flanqueia o gene gInB incluindo os cédons de inicio e término de traducgéo
sublinhados. A regido 3’ dos iniciadores se alinha com o cassete de resisténcia a
apramicina. Estes iniciadores foram utilizados para amplificar o cassete Apra® do
plasmideo plJ773 por PCR, o produto de PCR foi utilizado para transformar, por
eletroporacdo, células de E. coli BW25113 contendo os plasmideos pLFH7 e
plJ790. As células foram plagueadas em meio contendo carbenicilina (resisténcia do
plasmideo pLFH7) e apramicina (resisténcia do cassete) com a finalidade de
selecionar células nas quais o gene gIinB no plasmideos pLFH7 foi trocado pelo
cassete de apramicina. A troca do gene gInB pelo cassete Apra foi verificada por
PCR utilizando iniciadores que flagueiam o gene gInB: GInB F2 %
CCCTATCCGTTGGCAGTCGC 3’ e GInB R2 5 CGTTATGTCATGCCTTTCCCAAGC
3’, um plasmideos foi selecionado e denominado pLFHS8 (Figura 14).

Para a obtencdo da versdo “scar” do gene gInB, o plasmideo pLFH8 foi
transferido para E. coli DH10B contendo o plasmideo pCP20 que codifica para a
enzima FLP-recombinase (Figura 14), esta enzima remove a regido central do
cassete de apramicina deixando uma sequéncia de 81 pares de base gerando uma
delecdo “in-frame”. A correta excisdo do cassete foi verificada por PCR e
sequenciamento de DNA, um plasmideo foi selecionado e denominado pLFH9. Uma
versao mobilizavel do plasmideo pLFH9 foi obtida por “PCR-targeting” trocando-se o
cassete de resisténcia a carbenicilina do plasmideo pLFH9 por um cassete de
apramicina contendo o sitio de mobilizacdo oriT. Os iniciadores, bla forward 5’
CCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAG 3, bla reverse 5’
AATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAG 3" foram utilizados
para amplificar o cassete apraoriT usando o plasmideo plJ784 como molde. O
produto de PCR foi transformado, por eletroporacdo, em células de E. coli BW25113
contendo os plasmideos pLFH9 e plJ790, células Cb® e Apra® foram selecionadas. A
troca dos cassetes de resisténcia foi confirmada por analise de restricdo, um
plasmideos foi selecionado e denominado pLFH10 (Figura 14).

O plasmideo suicida pLFH10 foi transferido para a estirpe de A. brasilense

7628 (gInB::km) utilizando E. coli S17.1 como doadora. Simples recombinantes
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foram selecionados em meio contendo Km e Apra, originado a estirpe LFH2 que é
merodipléide para gInB, contendo gInB::km e glnB::scar. A resolu¢cdo da mutagéo
(perda do cassete Km e do plasmideos integrado) foi selecionada cultivando a
estirpe LFH2 em meio ndo seletivo por varias geracdes, as ceélulas foram
plagueadas em meio ndo seletivo para obtencdo de colbnias isoladas. Um total de
1.200 coldnias foram analisadas, apenas 13 colbnias apresentaram sensibilidade a
Km e Apra, estas células foram analisadas para a perda do cassete de Km cassete e
para a presenca da versao “scar” do gene gIinB por PCR usando primers que
flanqueiam o gene gInB e um primers que se liga ao cassete Km, KmR %
GGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACG 3'. As 13 colbnias analisadas perteciam a 3
grupos genéticos distintos: A) 7 colbnias perderam a versao “scar” do gene gInB e
mantinham o cassete km no genoma; B) 5 col6nias continham a versao “scar” do
gene gInB e o cassete de km; C) Apenas 1 colbnia apresentou 0 genotipo esperado,
presenca da versao “scar” do gene gIinB e perda do cassete de canamicina. Esta

colonia foi selecionada gerando a estirpe LFH3.
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Figura 14 — Fluxograma da obtencé&o do plasmideo pLFH10

ginB
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0ABA4S recombinase cina
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Um fragmento EcoRI / Pstl contendo a regido codificadora do gene gInB e parte do gene gInA
do plasmideo pAB448 foi subclonado no vetor pTZ19R gerando o plasmideo pLFH7. A
regido codificadora do gene gInB do plasmideo pLFH7 foi substituida por um cassete
apraoriT por “PCR-Targeting” gerando o plasmideo pLFH8. O cassete apraoriT do
plasmideo pLFH8 foi removido por acdo da enzima FRT recombinase gerando uma versao
“scar” de glnB no plasmideo pLFH9. O cassete de resisténcia a carbenilina do plasmideo
pLFH9 foi susbstituido por um cassete apraoriT por “PCR-Targeting” gerando o plasmideo
pLFH10.

4.25 Eletroforese de proteinas
4.25.1 Eletroforese sob condic6es desnaturante (SDS-PAGE)

Eletroforese de proteinas sob condicbes desnaturantes foram realizadas em
gel de poliacrilamida como descrito por LAEMMLI (1970). A concentracdo do gel de
corrida variou de acordo com a massa molecular da proteina a ser analisada. As

solugdes estoque utilizadas estao descritas na tabela abaixo:
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Tabela 2 — Solugdes para eletroforese desnaturante

30% Acrilamida (acrilamida:bis-acrilamida

Acrilamida 37,5:1) Armazenada a 4°C
Solucéo 2 1,5M Tris-HCI pH8,8; 0,3% SDS Armazenada a 4°C
Solucéo 3 0,5M Tris-HCI pH6,8; 0,4% SDS Armazenada a 4°C

10% PA Persulfato de amoénio 10% v/v em agua Armazenada a 4°C

2% SDS 10%glicerol; 0,01% azul de
bromofenol; 0,0625M_Tr|s-HCI pH 6,8; 5% - Armazenada a 4°C
mercaptoetanol (adicionado no momento do
uso)

Tampdao de amostra

Armazenado a
temperatura ambiente

Tampaéo de corrida

(10X) 30g Tris-base, 140g Glicina 10g SDS por litro

Os volumes das solugcbes estoque utilizadas para preparar os geéis de
empilhamento estéo descritas na tabela abaixo:

Tabela 3 — Solugdes para preparo do gel de empilhamento

Solucéo 1 gel 2 géis
Acrilamida 0,375mL 0,75mL
Solucéo 3 0,625mL 1,25mL
H,O 1,5mL 3,0mL
10% PA 25uL 50uL

TEMED 2,5uL SpL

Os volumes das solugcbes estoque utilizadas para preparar os géis de

separacao estao descritas na tabela abaixo:

Tabela 4 — Volumes das soluc¢des para preparo do gel de separacéo.

75% | 75% | 10% | 10% | 125% @ 125% | 15% | 15%
(1gel) | (2 géis) = (Lgel) (2geis) (lgel) | (2geéis) | (Lgel) | (2geéis)

Acrilamida ' 1,25mL | 2,5mL | 1,63mL 3,25mL 2,05mL | 4,ImL | 25mL | 5mL
Solugdo2 ' 1,25mL| 25mL | 1,25mL 2,5mL | 1,25mL | 25mL 1,25mL | 2,5mL
H,0 25mL | 50mL | 2,13mL  4,25mL  1,7/mL = 34mL 1,25mL | 2,5mL
10% PA 50pL | 100pL | 50pL | 100pL | 50uL | 100pL 50puL | 100pL

TEMED Sul 10ul Sul 10pl Sul 10ul Sul 10ul

Componente
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As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical seguindo
recomendacgao do fabricante (Biorad). As corridas foram realizadas a 100-200V em
tampao de corrida 1X por 1 a 2 horas. Apos a corrida o gel foi corado com
Coomassie Blue ou com prata, ou transferido para membranas (western blot)

dependendo do ensaio.

4.25.2 Eletroforese sob condi¢cfes nativas (Native-PAGE)
Eletroforese de proteinas sob condi¢ces nativas foram realizadas utilizando o
sistema descrito acima com as seguintes modificacdes:
1- Os tamplbes de corrida, solucdo 2, solucdo 3 e tampéo de amostra foram
preparados sem a adi¢do de SDS e 3-mercaptoetanol.
2- O tampéao de amostra foi preparado no momento do uso.
3- O gel foi pré-corrido por 30 minutos a 60V a 4°C, sendo as amostras
aplicadas (sem serem pré-aquecidas) e separadas a 60V a 4°C por cerca de

duas a trés horas.

4.26 Western Blot

Para as amostras convencionais 5ug de proteina total por linha foram
separadas em géis de poliacrilamida (PAGE) desnaturante ou nativo e transferidas
para membranas de nitrocelulose (Hybond ECL — GE Healthcare) utilizando um

sistema de transferéncia semi-seco.

4.26.1 Preparacao de amostras para analisar a modificacdo da proteina NifH e GS
Para se analisar a modificagdo pos-traducional das proteinas GS e NifH,

33uL da cultura de A. brasilense fixando nitrogénio (item 4.20.2) foram separados
nos tempos indicados em cada experimento, misturados rapidamente com 17uL de
tampdo de amostra para eletroforese de proteinas 3X concentrado (item 4.25), a
mistura foi congelada em nitrogénio liquido sendo entdo armazenada a -80°C. As
amostras foram descongeladas por 1 minuto a temperatura ambiente, fervidas por 1
minuto, centrifugadas a 13.000rpm por 5 minutos, 6ulL do sobrenadante foram
aplicados em gel de proteina. A concentracdo dos géis de acrilamida foram de 7,5%
para GS e 12,5% para NifH.
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4.26.2 Tampdes de transferéncia
Os tampdes de transferéncia foram preparados a partir de duas solucdes
estoque: Tris 0,5M pH 10 e Acido caproico 0,4M. Foram utilizados 3 tampdes no

processo de transferéncia de proteinas descritos na tabela abaixo:

Tabela 5 — Tampdes de transferéncia

Anbdo 1 (Al) Anb6do 2 (A2) Catodo (C)
150mL Tris 12,5mL Tris 12,5mL Tris
50mL metanol 50mL metanol 25mL acido caproico
50mL H,0 187,5mL H,0 162,5mL H,0
50mL metanol

Os tampdes foram armazenados a 4°C.

4.26.3 Transferéncia

A placa do anddo foi inicialmente coberta com 4 camadas de papel filtro
previamente imersas no tampao Al. Duas camadas de papel filtro contendo tampéao
A2 foram colocadas no sistema, seguido da membrana de nitrocelulose previamente
imersa no tampdo A2. O Gel foi entdo colocado sobre a membrana sempre se
tomando o devido cuidado para evitar bolhas de ar no sistema. 6 camadas de papel
filtro contendo tampédo C foram colocadas sobre o gel. Uma pipeta de vidro foi
utilizada para comprimir o sistema de transferéncia e expelir eventuais bolhas de ar.
A placa do catédo foi colocada sobre as folhas de papel filtro, o sistema foi
conectado a uma fonte de eletroforese a 80mA por 1 hora. A transferéncia foi
avaliada utilizando um marcador de proteina pré-corado (New England Biolabs).

4.26.4 Tratamento da membrana

Todo o tratamento da membrana foi realizado em tampao TBST (Tris pH 7,6;
2,42g/L; NaCl 8g/L; tween 20 1mL/L). Depois da transferéncia, a membrana foi
bloqueada com solucdo de leite em p6é desnatado 5% em TBST por 1 hora a
temperatura ambiente. A membrana foi lavada com TBST e colocada em um saco
plastico selado contendo 5mL de solu¢gdo com o anticorpo primario em leite 1%
TBST, sendo mantida a 4°C durante a noite sob agitacao.

O anticorpo primario foi utilizado nas diluicdes indicadas abaixo (Tabela 6).
Extratos celulares totais foram adicionados a solu¢cdo contendo o anticorpo primario,
como descrito na Tabela 6, para bloguear ligacdes inespecificas. Apesar da alta
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similaridade entre as proteinas GInB e GInZ (67% de identidade), os anticorpos anti-
GInB e anti-GInZ ndo apresentaram reacdo cruzada com as proteinas GInZ e GInB
respectivamente nas condi¢des utilizadas neste trabalho como mostra o controle

realizado (Figura 15).

Tabela 6 — Anticorpos e bloqueadores.

Anticorpo Diluicdo Agente bloqueador Fonte do anticorpo
Anti-NifH 1/5.000 100pug/mL de extrato de Este trabalho
células A. brasilense FP2
crescido em 40mM NH,CI
Anti-DraT 1/2.500 100pg/mL de extrato de Este trabalho
células E. coli FT8000
Anti-DraG 1/2.500 100pug/mL de extrato de Este trabalho
celulas E. coli FT8000
Anti-GInZ 1/1.000 100pug/mL de extrato de Mariana S. Araujo
celulas E. coli FT8000
Anti-GInB 1/1.000 100pg/mL de extrato de Luiza M. Araujo
celulas E. coli FT8000
Anti-GS 1/10.000 nenhum Wally Van Heeswijk

ApoOs incubacdo com o anticorpo primario, a membrana foi lavada por 15
minutos com TBST, seguido de 3 lavagens por 5 minutos. A membrana foi incubada
com 10mL de solucdo contendo o anticorpo secundario (anti IgG de coelho
conjugado com a enzima peroxidase — GE Healthcare) na diluicdo de 1/5.000 a
temperatura ambiente por 1 hora. Apos 6 etapas de lavagens com TBST (1X de 15
minutos e 5X de 5 minutos), a membrana foi submetida a etapa de revelagéo
utiizando o sistema ECL (GE Healthcare) seguindo as recomendacgbes do
fabricante. Os sinais foram capturados em filmes de raio-X (BioMax - GE

Healthcare) e revelados com auxilio de um revelador automatico.

74




Figura 15 — Controle de reacao cruzada para os anticorpos anti-GInB e anti-
Glnz

1 2 3 4
GINZ —p | — A
GInB —p | S B

Extratos celulares totais foram preparados de células crescidas em meio NFbHP glutamato,
submetidos a SDS-PAGE seguido de western blot usando anticorpo anti-GInZ (A) ou anti-
GInB (B). Linha 1, FP2 estirpe selvagem. Linha 2, estirpe 7628 (gInB::km). Linha 3, estirpe
7611 (gInZ::€2). Linha 4, estirpe 2812 (gInB::km gInZ::Q3)

4.27 Expresséo das proteinas DraT , DraG e NifH de A. brasilense

A expressédo das proteinas DraT, DraG e NifH de A. brasilense foi realizada
em ceélulas de E. coli BL21 (ADE3) contendo os plasmideos pLHPETDRAT,
pLHPETDRAG ou pLHPETNIFH, estes plasmideos expressam as proteinas DraT,
DraG e NifH fusionadas com uma sequéncia de aminoacidos contendo 6 histidinas
localizadas na porcdo N-terminal das proteinas que serdo denominadas His-DraT,
His-DraG e His-NifH. Duzentos mililitros de meio LB foram inoculados na proporgao
de 1/100 com uma cultura crescida durante a noite. As células foram cultivadas a
37°C sob agitacéo até DOggo de 0,5. Neste momento foi adicionado IPTG 0,5mM e a
cultura foi incubada por 4 horas a 30°C sob agitacdo. A cultura foi centrifugada a
5.000rpm por 5 minutos a 4°C. As células foram ressuspensas em 5mL de tampéo
de sonicacdo: para DraT (50mM Tris-HCI pH8; NaCl 100mM; Glicerol 10%; DTT
1mM; ADP 1mM; N-lauril-sarcosil 0,5%), para DraG (50mM Tris-HCIl pH8; NacCl
100mM; Glicerol 10%; DTT 1mM; MnCl, 0,5mM), e para NifH (50mM Tris-HCI pH8,
NaCl 100mM, Glicerol 10%, DTT 1mM). As células foram lisadas por sonicagéo por 6
ciclos de 20 segundos e 1 minuto de intervalo. Durante o procedimento o extrato
celular foi mantido em banho de gelo. Apoés a lise celular o extrato foi centrifugado a
13.000rpm por 10 minutos a 4°C, as frages sollivel e insollvel foram separadas, as
proteinas foram analisadas por eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE)
como descrito por LAEMMLI (1970). Os géis foram corados com Coomassie Blue.
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4.28 Purificagdo da proteina His-DraT de A. brasilense

A proteina DraT fusionada com uma sequéncia de 6 histidinas na por¢do N-
terminal (His-DraT) foi purificada por cromatografia de afinidade em uma coluna Hi-
Trap-Chelating-Ni** (GE Healthcare) acoplada a uma bomba peristaltica. A coluna
Hi-Trap foi carregada com NiCl, como descrito pelo fabricante. A coluna foi
equilibrada com 5mL do tampéao de sonicagao para DraT (50mM Tris-HCI pH8; NaCl
100mM; Glicerol 10%; DTT 1mM; ADP 1mM; N-lauril-sarcosil 0,5%) em seguida,
5mL do extrato livre de células, preparado como descrito no item 4.22, foram
aplicados na coluna. A coluna foi lavada com 10mL de TP1 (50mM Tris-HCI pH6,8;
0,5M NaCl; ADP 1mM; N-lauril-sarcosil 0,05%) e 10mL de TP2 (TP1 contendo 10mM
de imidazol). A eluicdo da proteina His-DraT foi realizada um gradiente crescente de
imidazol. Foram adicionados 5mL de TP3 (50mM Tris-HCI pH8; 0,1M NaCl; 50mM
de imidazol; glicerol 10%; 0,5mM de DTT; ADP 1mM; N-lauril-sarcosil 0,05%), 5mL
de TP4 (TP3 contendo 100mM de imidazol), 5mL de TP5 (TP3 contendo 300mM de
imidazol), 5mL de TP6 (TP3 contendo 500mM de imidazol). Forma coletadas
fracOes de 1mL, as fracOes foram analisadas em eletroforese SDS-PAGE, as fracoes

com maior grau de pureza foram agrupadas e estocadas em aliquotas a -70°C.

4.29 Purificagdo da proteina His-DraG de A. brasilense

A proteina DraG fusionada com uma sequéncia de 6 histidinas na por¢do N-
terminal (His-DraG) foi purificada de maneira semelhante a utilizada na purificacédo
da proteina His-DraT. A coluna Hi-Trap foi carregada com NiCl, como descrito pelo
fabricante. A coluna foi equilibrada com 5mL do tampao de sonicacao para DraG
(50mM Tris-HCI pHS8; NaCl 100mM; Glicerol 10%; DTT 1mM; MnCl, 0,5mM) em
seguida, 5mL do extrato livre de células, preparado como descrito no item 4.27,
foram aplicados na coluna. A coluna foi lavada com 10mL de TP1 (50mM Tris-HCI
pH6,8; 0,5M NaCl) e 10mL de TP2 (TP1 contendo 10mM de imidazol). A eluicdo da
proteina His-DraG foi realizada um gradiente crescente de imidazol. Foram
adicionados 5mL de TP3 (50mM Tris-HCI pH8; 0,1M NaCl; 50mM imidazol; glicerol
10%; 0,5mM DTT; MnCl, 0,5mM), 5mL de TP4 (TP3 contendo 100mM de imidazol),
5mL de TP5 (TP3 contendo imidazol 300mM), 5mL de TP6 (TP3 contendo 500mM
de imidazol). Forma coletadas fracbes de 1mL, as fracdes foram analisadas em
eletroforese SDS-PAGE, as fragbes com maior grau de pueza foram agrupadas e

estocadas em aliquotas a -70 °C.
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4.30 Purificagdo da proteina His-NifH de A. brasilense

A proteina NifH fusionada com uma sequéncia de 6 histidinas na porcédo N-
terminal (His-NifH) foi purificada em cromatografia de afinidade com uma coluna de
1mL Hi-Trap chelating carregada com NiCl, como descrito pelo fabricante. Apds a
centrifugacdo do lisado celular (item 4.27) a proteina NifH permaneceu
completamente insollvel, para a purificagcdo desta proteina o precipitado obtido apés
a lise celular foi ressuspenso em 1mL de tampdao de solubilizagcdo TS (50mM Tris-
HCI pH8, DTT 1mM, Glicerol 10%, NaCl 100mM, uréia 5M). A coluna foi equilibrada
com 5mL do tampédo de solubilizacdo, em seguida, a fracdo contendo a proteina
NifH solubilizada foi aplicada na coluna. A coluna foi lavada com 10mL de TP1
(50mM Tris-HCI pH6,8; 0,5M NaCl, 5M uréia) e 10mL de TP2 (TP1 contendo 10mM
de imidazol). A eluicdo da proteina His-NifH foi realizada um gradiente crescente de
imidazol. Foram adicionados 5mL de TP3 (50mM Tris-HCI pH8; 0,1M NaCl; 50mM
de imidazol; glicerol 10%; 0,5mM de DTT, 5M uréia), 5mL de TP4 (TP3 contendo
100mM de imidazol), 5mL de TP5 (TP3 contendo 300mM de imidazol), 5mL de TP6
(TP3 contendo 500mM de imidazol). Foram coletadas fracées de 1mL, as fracdes
foram analisadas em eletroforese SDS-PAGE, as fracbes mais puras foram

agrupadas e estocadas em aliquotas a -70 °C.

4.31 Producao de anticorpos policlonais contra as proteinas DraT , DraG e NifH

Para a obtencdo de anticorpos policlonais para as proteinas DraT, DraG e
NifH de A. brasilense foram realizadas 3 imunizacdes a cada 14 dias em coelhos
albinos raca Novazelandia. As imunizagBes consistiram na injecdo subcutéanea e
intramuscular de 500ug de proteina purificada acrescida de 1mL de adjuvante
incompleto de Freud. Apos a Ultima imunizagdo foram coletados cerca de 40mL de
sangue, o soro foi separado por centrifugacdo e armazenado a —70°C. Os anticorpos
foram analisados por western blot (BURNETTE, 1981).

4.32 Interacdes in vivo entre DraT e DraG com as proteinas P, por ensaios de
co-precipitacao (“pull-down”)

Os experimentos de co-precipitagdo ou “pull-down” foram realizados da
seguinte maneira: células controle e células expressando a proteina His-DraT (a

partir do plasmideo pLHdraThisGMP) ou His-DraG (a partir do plasmideo
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pLHdraGhisMP), foram cultivadas em condicbes de fixacdo de nitrogénio como
descrito no item 4.20.2. Uma aliquota de 30 mL da cultura foi retirada antes ou 5
minutos depois da adicdo de NH4Cl 200 uM; as células foram imediatamente
resfriadas em nitrogénio liquido e coletadas por centrifugacéo (5.000g por 5 minutos
a 4°C). As células foram ressuspensas em 1 mL de tamp&o SP contendo 5 mM de
imidazol e rompidas por sonicacao, o extrato celular foi clarificado por centrifugacéo
(16.000g por 10 minutos a 4°C). As proteinas His-DraT e His-DraG foram
parcialmente purificadas usando His Mag™ Agarose Beads (Novagen) seguindo as
instrucdes do fabricante. A concentragdo de imidazol foi de 15 mM no tampéo de

lavagem e 500 mM no tampéao de eluicéo.

4.33 Atividade de B-galactosidase

A determinacdo da atividade de B-galactosidase foi realizada como descrito
por MILLER (1992). A 100uL das culturas foram acrescentados 900uL de tampé&o Z
(NazHPO, 60mM, NaH;PO4.7H,O 40mM, KCI 10mM, MgSO4.7H,O 1mM, B-
mercaptoetanol 50mM e SDS 0,0027%) e 25uL de cloroférmio. A mistura de reacao
foi incubada a 30°C por 5 minutos apds agitacéo, e a reacdo iniciada pela adicdo de
200uL de uma solucéo de o-nitro-feniligalactopiranosideo (ONPG) a 4mg/mL. Apds a
visualizacao da reacéo, esta foi interrompida com a adicdo de 500uL de Na,CO3 1M.
A atividade foi expressa em nmol de o-nitrofenol produzido por minuto por miligrama

de proteina.

4.34 Dosagem de proteinas

As concentracdes de proteinas foram determinadas pelo método de
BRADFORD (1976) usando albumina de soro bovino como padrdo. As
determinacdes de proteinas em suspensfes de células foram feitas apos a lise
alcalina em NaOH 0,5M e incubagédo por pelo menos uma hora a temperatura

ambiente.
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5. RESULTADOS

5.1 Papel da proteina NtrC no controle da expresséo do operon ginBA
5.1.1 Obtencéo de mutantes insercionais ntrC::km de A. brasilense

Com a finalidade de verificar se NtrC tem um papel na expressado do gene
ginB em A. brasilense, foram obtidas estirpes mutantes ntrC::km (a obtencédo destas
estirpes esta descrita em material e métodos). Duas colonias resistentes a
canamicina 500ug/mL e sensiveis a cloranfenicol 30ug/mL, denominadas LHNTRC3
e LHNTRCS5, foram escolhidas para caracterizacédo genética e fisioldgica. As estirpes
LHNTRC3 e LHNTRC5 nado foram capazes de crescer em meio NFbHP sdlido
contendo KNO3; 20mM como fonte Unica de nitrogénio, este fendtipo é caracteristico
de mutantes ntrC (LIANG et al., 1993; MACHADO et al., 1995). Estas estirpes foram
complementadas para crescimento em nitrato com o plasmideo pLHC1 que
expressa o0 gene ntrC de A. brasilense sob controle do promotor lac (MACHADO et
al., 1995) (dados n&o mostrados).

Para confirmar a correta insercdo do cassete de canamicina no gene ntrC
foram realizadas hibridizacdes de DNA utilizando como sonda o gene ntrC de A.
brasilense. A partir do padrao diferenciado de hibridizagcdo do DNA cromossomal da
estirpe selvagem e dos mutantes LHNTRC3 e LHNTRC5 pdode-se confirmar que a
insercdo do cassete de canamicina ocorreu no gene ntrC por um evento de
recombinacao dupla (Figura 16). Os mutantes LHNTRC3 e LHNTRC5 apresentaram

o mesmo perfil de hibridizacao.
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Figura 16 — Perfil de hibridizagdo dos mutantes LHNTRC3 e LHNTRC5
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A — Perfil de hibridizacao das estirpes FP2 (selvagem), LHNTRC3 e LHNTRC5 (mutantes
ntrC) com a sonda ntrC de A. brasilense. Linha 1 — Plasmideo controle pLHR3BCKm
digerido com Pstl. Linha 2 — DNA cromossomal da estirpe selvagem FP2 digerido com Pstl.
Linha 3 — DNA cromossomal da estirpe selvagem LHNTRC3 digerido com Pstl. Linha 4 —
DNA cromossomal da estirpe selvagem LHNTRCS digerido com Pstl. B — Mapa de restri¢éo

do gene ntrC de A. brasilense.
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5.1.2 Atividade dos promotores ginB e gInA nos mutantes ntrC::km

Para avaliar o efeito da auséncia da proteina NtrC na expressdo dos genes
ginB e gInA, os plasmideos pLHWQgInB, pLHMgInA, pAB904 e pAB912 foram
introduzidos por conjugacdo nas estirpes FP2 (selvagem), LHNTRC3 (ntrC) e
LHNTRCS5 (ntrC"). A expressédo dos promotores foi avaliada através da determinacao

da atividade de B-galactosidase. Os resultados estdo mostrados na tabela abaixo:

Tabela 7 — Expresséo das fusfes glnB-lacZ e glnA-lacZ em A. brasilense

Atividade do promotor - B-galactosidase
(nmol o-nitrofenol/ (min . mg proteina)

Estirpe Plasmideo
Condicéo pAB904 pAB912 pLHWQgInB | pLHMgInA pW452

(gInB::lacz) | (gInA::lacz) | (gInB::lacZ) | (gInA::lacz) vetor

traducional traducional | transcricional | transcricional | transcricional
FP2 +NH, 2622 + 419 10118 + 1972 333 +56 6497 + 745 365 +44
(Selvagem) | \p, | 2480344034 | 32784543 | 2499+315 | 31534440 | 358 +40
LHNTRC3 |+NH, 11106 + 2499 | 11946 + 1082 1458 + 278 6785 + 780 336 + 62
(ntrC") - NH4 10488 + 1581 3039 + 585 1755 + 192 3126 + 384 279 + 48
LHNTRC5 |+NH, 13847 £ 2480 | 13565 + 1494 | 1394 + 226 6584 + 861 290 + 62
(ntrC") - NH,4 11742 + 1958 2901 + 495 1665 + 200 3265 + 324 280 £ 51

As células de A. brasilense contendo os diferentes plasmideos foram crescidas em

meio NFbHP contendo glutamato 0,5mM, na presenca (+NH,) ou auséncia (-NH,) de 20 mM
NH,CI, a 30°C sob agitacdo (150rpm) por 15 horas e entdo ensaiadas para atividade de (-
galactosidase. A atividade foi expressa como nmol de o-nitrofenol/ (minuto.mg de proteina).

Os dados apresentados sdo média + desvio padrdo de resultados obtidos com 3
transconjugantes diferentes testados em pelo menos trés experimentos independentes.

Na estirpe selvagem FP2 a expressdo do gene gInB foi induzida em resposta
a limitacéo de nitrogénio (de 8 a 9 vezes). Por outro lado a expresséo do gene gInA
foi regulada de maneira oposta: sua expressao foi reduzida (de 2 a 3 vezes) em
resposta a limitacdo de nitrogénio. Estes resultados estdo de acordo com o0s
observados por DE ZAMAROCZY e colaboradores (1993).
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Entretanto, ao contrario do observado por DE ZAMAROCZY e colaboradores
(1993), a expressao do gene gInB foi alterada nas estirpes mutante ntrC (LHNTRC3
e LHNTRCS5) em relacdo a estirpe selvagem FP2 (Tabela 7). A atividade do promotor
glnB nas estirpes ntrC” permaneceu em um nivel relativamente alto (metade da
atividade observada na estirpe selvagem em limitacdo de nitrogénio) e perdeu a
regulacdo pelos niveis de amoénio. E provavel que esta expressdo seja dependente
apenas do promotor ¢’° - ginBp1. Este promotor se sobrep&e a dois possiveis sitios
para ligacdo de NtrC (Figura 10), na auséncia da proteina NtrC o sitio ginBp1 estaria
mais disponivel para interagir com a ¢'>-RNA polimerase aumentando assim sua
atividade. A expressao do promotor glnA permaneceu inalterada nas estirpes ntrC’
(Tabela 7), indicando que a proteina NtrC ndo exerce papel na regulacdo da
expressao de gInA, confirmando resultados anteriores (DE ZAMAROCZY et al.,
1993).

5.2 Efeito da mutacéo do promotor glnBp2 na expressao de ginB

Para confirmar a hipotese de que a expressdo de gInB observada nos
mutantes ntrC ocorre apenas a partir do promotor tipo ¢’° ginBp1 foram construidos
plasmideos nos quais o promotor glnBp2 foi mutagenizado. O promotor
mutagenizado foi clonado a montante do gene lacZ sem promotor do vetor pPW452,
dando origem ao plasmideo recombinante pLHWgInBoN. Este plasmideo foi inserido
por conjugacao nas estirpes FP2 e LHNTRC3, a expressao do gene gInB foi
avaliada através da determinacéo da atividade de B-galactosidase (Figura 17).

Como esperado, A. brasilense FP2 contendo o plasmideo pLHWgInBoN
(promotor glnBp2 — o™ mutado) n&o foi capaz de induzir a expresséo de ginB em
limitagéo de nitrogénio (Figura 17). A expressdo do gene gIinB na estirpe LHNTRC3
(ntrC’) contendo o plasmideo pLHWC7 (promotor selvagem) foi muito similar a
apresentada em células contendo o plasmideo pLHWgInBoN (promotor ginBp2 — o™
mutado), porém maior do que a observada com o promotor mutado na estirpe
selvagem FP2 (Figura 17). Estes resultados indicam que a expresséo do gene ginB
no mutante ntrC ocorre apenas pelo promotor ginBpl-c’° que ndo é sensivel &
amonio, e também corrobora a hipotese de que a proteina NtrC regula

negativamente a expresséo do promotor ginBpl-¢"°.
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Figura 17 — Efeito da mutacé&o do promotor glnBp2 (cN) sobre a expresséo do

gene ginB
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Células de A. brasilense FP2 (selvagem) e LHNTRC3 (mutante ntrC) contendo o plasmideo
pLHWC? (gInBplp2-lacZ) ou o plasmideo pLHWgInBosN (ginBpl-lacZ — promotor ginBp2
mutado GG para AA na posi¢do —24) foram cultivadas em meio NFbHP contendo glutamato
0,5mM, na presenca (+NH,) ou auséncia (-NH,) de 20 mM NH,CI, a 30°C sob agitacéo
(150rpm) por 15 horas e entdo ensaiadas para atividade de B-galactosidase. A atividade é
expressa como nmol de o-nitrofenol/ minuto . mg de proteina. Os dados apresentados sdo
média + desvio padrdo de resultados obtidos com 3 coldnias transconjugantes diferentes
testadas em pelo menos trés experimentos independentes.

5.3 Determinacdo das bases moleculares para o fenotipo das estirpes FP8 e
FP9 de A. brasilense

Os mutantes de A. brasilense FP8 e FP9 foram obtidos através de
mutagénese quimica com nitrosoguanidina (PEDROSA e YATES, 1984). Estes
mutantes apresentaram deficiéncia de crescimento em nitrato e incapacidade de
fixar nitrogénio. Estes autores concluiram que a mutacdo nas estirpes FP8 e FP9

ocorrera no gene ntrC, uma vez que estes fendtipos foram complementados com o
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gene ntrC de K. pneumoniae. Entretanto, mutantes ntrC insercionais obtidos por
LIANG et al (1993) e MACHADO et al. (1995), apresentam um fenétipo parcial para
a fixacdo de nitrogénio (de 50 a 80% da atividade da nitrogenase da estirpe
selvagem). Posteriormente, DE ZAMAROCZY et al. (1993) e HUERGO (2002)
verificaram que o fendtipo Nif do mutante FP9 € causado pela baixa expresséo do
gene gInB cujo produto é essencial para a fixacdo de nitrogénio em A. brasilense
Estes mesmos autores sugeriram que o mutante FP9 produziria uma forma mutante
da proteina NtrC incapaz de ativar a transcricdo de promotores tipo o™ (ginBp2)
porém, com alta afinidade por sitios NtrC-UAS levando ao bloqueio do promotor
ginBpl do gene gInB, uma vez que este promotor se sobrepde a dois provaveis
sitios NtrC UAS (Figura 10).

Para determinar se o fenétipo observado na estirpe FP9 é ocasionado
especificamente por uma mutacdo no gene ntrC este gene foi isolado a partir do
plasmideo pMAc9.1 (ASSUMPCAO, 2002) e clonado no vetor pLAFR3.18 sob
controle do promotor plac, originando o plasmideo pLHFPONTRC. Este plasmideo foi
inserido por conjugacao nas estirpes FP2 e LHNTRCS e as células transconjugantes

foram testadas para crescimento nitrato e para atividade da nitrogenase.

5.3.1 Efeito da mutacdo do gene ntrC sobre a capacidade de crescimento em nitrato
Para determinar o efeito da expressao do gene ntrC da estirpe FP9 sobre a

atividade da proteina NtrC selvagem, o plasmideo pLHFPINTRC (que expressa o
gene ntrC da estirpe FP9) foi inserido nas estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5
(ntrC"). Os transconjugantes foram testados quanto a capacidade de crescimento em
meio NFbHP sélido contendo KNO3z 20mM ou com NH4Cl 20mM (Figura 18). Os
transconjugantes ndo apresentaram deficiéncia de crescimento em meio contendo
NH4Cl 20mM como fonte de nitrogénio, entretanto, apenas a estirpe FP2
(PLAFR3.18) foi capaz de crescer em meio contendo KNO3; 20mM como fonte Unica
de nitrogénio, os demais transconjugantes ndo apresentaram crescimento em KNOs.
O plasmideo expressando o gene ntrC da estirpe FP9 ndo complementou o
crescimento em nitrato da estirpe LHNTRC5 (ntrC’) e a estirpe FP2 apresentou
deficiéncia de crescimento em nitrato quando transformada com este plasmideo.

Estes resultados indicam que a proteina FP9-NtrC ndo é funcional e também que ela
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apresenta um efeito dominante negativo sobre a proteina NtrC selvagem gquando

expressa a partir de um plasmideo de baixo niumero de copias.

Figura 18 — Efeito da expressdo do gene ntrC da estirpe FP9 no crescimento
em nitrato das estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5 (ntrC)

Fonte de nitrogénio
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As células foram crescidas em meio NFbHPN liquido até a D.Ogy, = 1. Uma aliquota desta

cultura foi plaqueada em meio sdlido. As células foram incubadas a 30°C por 30 horas. Este
experimento foi repetido duas vezes. 1- FP2 + pLAFR3.18 (vetor), 2- FP2 + pLHFPONTRC
(FP9-ntrC), 3- LHNTRCS5 + pLAFR3.18 (vetor), 4- LHNTRCS5 + pLHFPONTRC (FP9-
ntrC).

5.3.2 Efeito da mutacdo do gene ntrC sobre o a atividade da nitrogenase
Para verificar o efeito da expressdo do gene ntrC da estirpe FP9 sobre a

atividade da nitrogenase o plasmideo pLHFPONTRC (que expressa o gene ntrC da
estirpe FP9) foi inserido nas estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5 (ntrC). Os
transconjugantes foram ensaiados para atividade da nitrogenase em meio NFbHP
semi-sélido e, como controle, as estirpes FP2 e LHNTRCS5 receberam o vetor vazio
pLAFR3.18 (Figura 19).

85



A expressdao do gene FP9-ntrC causou uma reducdo de seis vezes na
atividade da nitrogenase na estirpe selvagem FP2. No mutante insercional
LHNTRCS5 a atividade da nitrogenase foi 50% menor da observada na estirpe
selvagem, confirmando dados anteriores (MACHADO et al., 1995). Entretanto, a
introducéo do plasmideo pLHFPINTRC na estirpe LHNTRC5 ocasiona um fendtipo
Nif muito similar ao observado na estirpe FP9, quase zero de atividade da
nitrogenase (Figura 19). Este resultado sugere que o produto do gene ntrC da
estirpe FP9 é a causa do fendtipo Nif negativo neste mutante. Os resultados de
crescimento em nitrato e atividade da nitrogenase indicam que a proteina FP9-NtrC
tem um efeito dominante negativo sobre a proteina NtrC selvagem quando expressa
a partir do promotor plac no vetor de baixo nimero de copias (pLHFPONTRC),
possivelmente devido a maior quantidade da proteina FP9-NtrC em relacdo a
proteina selvagem nestas condi¢cfes. O efeito oposto € observado pela introducéo
do gene ntrC selvagem na estirpe FP9 restaurando o crescimento em nitrato e
atividade da nitrogenase (MACHADO et al., 1995).
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Figura 19 — Efeito da expresséo do gene ntrC da estirpe FP9 sobre a atividade
da nitrogenase nas estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRCS5 (ntrC)
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As células contendo o plasmideo pLHFPINTRC (expressa o gene ntrC da estirpe FP9) ou o
plasmideo controle pLAFR3.18 (vetor vazio) foram incubadas em meio NFbHP semi-sélido
por 24 a 48 horas. A atividade da nitrogenase foi determinada como descrito em material e
métodos. Os resultados representam a média + desvio padrdo de 3 coldnias transconjugantes
diferentes ensaiadas em 3 experimentos independentes.

O gene gInB néo é expresso na estirpe FP9 (DE ZAMAROCZY et al., 1993),
sugerindo que a reducdo da atividade da nitrogenase observada na presenca da
proteina FP9-NtrC (Figura 19) seja decorrente da baixa expressdo de gInB. Estes
dados corroboram a hipotese de que a proteina FP9-NtrC seria incapaz de ativar a
transcricdo do promotor glinBp2 — o", porém teria capacidade de se ligar a sitios
NtrC-UAS no DNA bloqueando o promotor glnBpl — ¢’°. Mutacdes na proteina NtrC
que blogueiam promotores ¢’° e ndo sdo capazes de ativar promotores o, foram

descritas em Salmonella typhimurium e sdo conhecidas como formas repressoras
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de NtrC ou NtrC(rep) (WEI e KUSTU, 1981; NORTH et al., 1996; LI et al., 1999). Um
modelo proposto para a regulacdo da expressao do gene ginB nas estirpes FP2
(selvagem), LHNTRCS5 (ntrC) e FP9 (ntrCRep) esta apresentado na Figura 20.

Figura 20 — Modelo para a regulacdo da atividade dos promotores do gene

glnB de A. brasilense pela proteina NtrC

NtrC - UAS ginB

glnBpl-6 gInBp2 - oM

Estirpe  Condigéo NtrC Afinidade UAS Ativacdo de o' Repressédo de ¢’° Expressdo de glnB
+NH4 livre baixa - baixa +
FP2(Selvagem) -NH4  fosforilada alta + alta +++
LHNTRC3(ntrc) ThH4 Ausente X X X =
-NH4 Ausente X X X ++
FP8/FPO(NtrC?) +NH4 ? alta - alta -
-NH4 ? alta - alta -

De acordo com o0 modelo proposto, a forma mutante da proteina NtrC produzida pela estirpe
FP9 seria incapaz de ativar a transcricdo do promotor gIanlcN, porém teria alta afinidade
por sitios NtrC UAS reprimindo portanto o promotor gIanlcs70 devido a sobreposicdo dos
sitios 6" e NtrC UAS .

5.3.3 Efeito da mutacao do gene ntrC sobre a expressao do operon nifR3ntrBC
A regido promotora do operon nifR3ntrBC de A. brasilense apresenta

similaridade ao promotor ginBp1: contém um possivel promotor ¢’° sobreposto a um
possivel sitio para NtrC, este promotor é regulado negativamente pela proteina NtrC
(MACHADO et al., 1995). Para determinar o efeito da proteina FP9-NtrC sobre a
expressao do operon nifR3ntrBC, o plasmideo pLHFPIONTRC foi inserido na estirpe
HDK1 que contem uma fusdo cromossomal nifR3ntrBC-lacZ. A atividade promotora
foi avaliada nos transconjugantes através da determinagdo da atividade de pB-

galactosidase (Tabela 8).
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Tabela 8 — Expresséo da fusdo cromossomal nifR3ntrBC-lacZ em A. brasilense

A. brasilense Atividade de B-galactosidase (nmol o-nitrophenol min™ mg protein™)
PLAFR3.18 (controle) PLHFPONTRC (ntrC-FP9)
+NH,4 -NH,4 +NH,4 -NH,4

HDKZ1 ( nifR3ntrBC-lacZ) 804137 25474196 481430 994+45

Os valores representam a média + desvio padrdo de 3 colbnias transconjugantes diferentes
ensaiadas em duplicata em 3 experimentos independentes. -NH,: condicdo de limitacdo de
nitrogénio na presenca de 0,5 mM glutamato. +NH,: condigdo de excesso de nitrogénio na
presenca de 20 mM de cloreto de aménio e 0,5 mM glutamato.

A presenca do plasmideo pLHFPONTRC causou reducdo da atividade do
promotor em relagdo ao controle (HDK1 + vetor pLAFR3.18). Este resultado suporta
a sugestao de que a proteina FP9-NtrC apresenta capacidade de se ligar a sitios

UAS no DNA e reprimir o promotor o'’ do operon nifR3ntrBC.

5.3.4 Sequenciamento do gene ntrC das estirpes FP9 e FP8
Para identificar a mutagédo no gene ntrC da estirpe FP9 o DNA inserto do

plasmideo pLHFPONTRC foi totalmente seqienciado. A comparacdo da sequéncia
do gene FP9-ntrC (GenBank AY502106) com a sequéncia do gene ntrC da estirpe
FP2 (GenBank Z37984) indicou a presenca de apenas uma troca de base na
posicdo 520 da regido codificadora do gene 520(G—A) (Figura 21A). Esta mutacao
leva a troca da glicina 240 na proteina NtrC por um aspartato, NtrC®?*°°. O gene
ntrC da estirpe FP8 também foi completamente seqienciado (GenBank AY502105),
a analise da sequéncia indicou apenas uma troca de base na posicdo 514 da regiao
codificadora do gene ntrC 514(G—A) (Figura 21B), esta mutacdo leva a troca da
glicina 238 por um glutamato, NtrC®?*€, As mutacdes encontradas nas estirpes FP9
e FP8 levam a substituicdes das glicinas 238 e 240 do possivel sitio para ligacédo de
nucleotideo da proteina NtrC também conhecido como motivo Walker A
G235E236S5237G 238 T239G240K241E242 (SARASTE et al., 1990) (Figura 22).
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Figura 21 — Eletroforetograma da regidao contendo as mutacdes encontradas no
gene ntrC das estirpes FP9 e FP8 de A. brasilense

FP9 - ntrC

G@C

FP8 - ntrC

T ¢ ¢ ¢ @ & & C C G C C 4 A

Os eletroforetogramas foram obtidos como descrito em material e métodos. As bases
circuladas em vermelho indicam as trocas de base (G — A) observadas no gene FP9-ntrC (A)
e FP8-ntrC (B) em relagdo a sequéncia do gene FP2-ntrC depositada no banco de dados
(GenBank Z37984). Estas trocas de base foram observadas em 6 eletroforetogramas obtidos a
partir de 6 reagOes distintas em ambas as fitas de DNA (fita codificadora e ndo codificadora).
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Figura 22 — Alinhamento do dominio central de 8 ativadores de transcri¢do de

o' RNA polimerase holoenzima com a proteina NtrC de A. brasilense
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NtrC St 265 [EGYAPVKEDVEI INATHQNEERRVQE] KFREDLFHRLNg&RIHLPPLRERREDIPRLARH 324
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NtrC Salmonela typhimurium (CAA59425), NtrC A. brasilense (Z37984), NifA Klebsiella
pneumoniae (P03027), DctD Rhizobium leguminosarum (P13632), HoxA Alcaligenes
eutrophus (A38533), XylR Pseudomonas putida (P06519), FIbD Caulobacter crescentus
(P17899), e FhlA E. coli (BAA16379) (referéncias originais em NORTH et al., 1996). O
alinhamento foi gerado pelo programa Clustal W, residuos idénticos em pelo menos 6
proteinas estdo sombreados. As linhas indicam 3 determinantes funcionais na sequéncia:
Motivos Walker A e B e regido Switch I. As letras sobre o alinhamento indicam substitui¢des
de aminoéacido na proteina NtrC que geram formas repressoras de NtrC em S. typhimurium.
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As letras em azul indicam as mutacgdes encontradas na proteina NtrC das estirpes FP8 e FP9
(G238E na proteina FP8-NtrC e G240D na proteina FP9-NtrC).

A troca da terceira glicina do motivo Walker A da proteina NtrC de S.
typhimurium NtrC®'"®N gera uma proteina com caracteristica repressora NtrC(rep)
(WEISS et al., 1991). A proteina mutante ndo apresenta atividade ATPase e é
incapaz de ligar ATP, apesar de manter sua capacidade de ligar-se ao DNA (WEISS
etal., 1991; NORTH et al., 1996).

Em sua forma fosforilada NtrC é capaz de acoplar a energia liberada pela
hidrélise do ATP para realizar a reacdo energeticamente desfavoravel de
isomerizacdo de um complexo transcricional fechado para um complexo aberto. As
formas mutantes da proteina NtrC de A. brasilense encontradas nas estirpes FP9 e
FP8 (NtrC®?*°® e NtrC®%®F) provavelmente sdo incapazes de ligar e hidrolisar ATP ja
que nao apenas o tamanho mas também as cargas negativas dos novos residuos
devem contribuir para diminuir a afinidade por ATP. Como conseqiéncia, estas
proteinas devem ser incapazes de formar um complexo transcricional aberto com a
o" RNA polimerase holoenzima.

Os resultados apresentados nos itens anteriores sugerem que as formas
mutantes da proteina NtrC de A. brasilense NtrC®*%° (FP9) e NtrC®**®F (FP8)
mantém sua capacidade de ligar ao DNA, porém sdo incapazes de ativar a

transcricdo a partir de promotores tipo o".

Estas caracteristicas sao tipicas de
formas repressoras da proteina NtrC e explicam os fenétipos Nif e Nar observados

nas estirpes FP9 e FP8.

5.4 Purificacdo e producdo de anticorpos policlonais para as proteinas His-
DraT, His-DraG e His-NifH

A atividade da nitrogenase em A. brasilense é regulada reversivelmente por
ADP-ribosilacdo da proteina NifH. Em resposta a condi¢bes desfavoraveis para a
fixacdo de nitrogénio as enzimas que modificam a proteina NifH (DraT e DraG) tém
sua atividade regulada a nivel pés-traducional, porém, os fatores envolvidos em tal
regulacdo ndo sao totalmente conhecidos. Para facilitar o estudo da regulacdo da
atividade das enzimas DraT e DraG, foram obtidos anticorpos policlonais para estas
proteinas. Os genes draT, draG e nifH de A. brasilense foram amplificados por PCR
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e clonados no vetor de superexpressao pET28a. As proteinas DraT, DraG e NifH
foram expressas em E. coli fusionadas com uma sequéncia de 6 residuos de
histidina na regido N-terminal (His), e foram purificadas em cromatografia de
afinidade. As proteinas purificadas foram utilizadas para obtencdo dos anticorpos

policlonais em coelhos.

5.4.1 Purificacdo da proteina His-DraT

Células de E. coli BL21(ADE3) pLysS foram transformadas com o plasmideo
pLHPETDRAT e induzidas com IPTG. As fracdes solavel e insoluvel do extrato
celular foram analisadas em géis SDS-PAGE 12%. A proteina His-DraT (banda de
aproximadamente 35kDa) apresentou-se na fragdo insoluvel do extrato (Figura 23).
Para tentar solubilizar a proteina His-DraT variou-se inicialmente a concentracao de
NaCl no tampéo de sonicacdo. A variacdo na concentracdo de NaCl ndo ocasionou
solubilizacdo da proteina (Figura 24). Em nova tentativa de solubilizacdo varios
detergentes foram empregados. A presenca de NP-40 ou Triton X100 0,1% no
tampao de sonicacdo nao alterou a solubilidade da proteina, entretanto a presenca
de N-lauril-sarcosil 0,1% proporcionou a solubilizacdo parcial de His-DraT (Figura
24). Na presenca de N-lauril-sarcosil 0,5% cerca de 50% da proteina His-DraT
encontrava-se na fracao solavel do extrato (dados ndo mostrados). A solubilidade foi
mantida apoés dialise em tampao sem N-lauril-sarcosil (dados ndo mostrados).
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Figura 23 — Eletroforese dos extratos protéicos de E. coli BL21 (ADES3) plysS

expressando as proteinas His-DraT e His-DraG
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Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% de proteinas do extrato de células E. coli BL21. Os
marcadores de massa molecular estdo indicados como MW em kDa. Linha 1 — extrato total de
células contendo o plasmideo pET28a. Linha 2 — Fracdo soluvel de células contendo o
plasmideo pLHPETDRAT. Linha 3 — Fracdo insoluvel de células contendo o plasmideo
pLHPETDRAT. Linha 4 — Fracao soluvel de células contendo o plasmideo pLHPETDRAG.
Linha 5 — Fragdo insolavel de células contendo o plasmideo pLHPETDRAG. As setas
indicam as proteinas His-DraT e His-DraG superexpressas. O gel foi corado com Coomassie
Blue.
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Figura 24 — Ensaio de solubiliza¢cdo da proteina His-DraT

Triton NP-40 Sarcosina

A -
His-DraT
NaCl mM: 0 100 200 500
f—H
B His-DraT
47

Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% de proteinas presentes nas fracbes solavel (S) e
insoltvel (1) dos extratos de células E. coli BL21 expressando a proteina His-DraT. Gel A —
Efeito da adicdo de detergentes ao tampdo de sonicacdo sobre a solubilidade da proteina
DraT. Foram adicionados os detergentes indicados ao tampéo de sonicacdo na concentracao
final de 0,1%. Gel B — Efeito da concentracdo de NaCl (em mM) sobre a solubilidade da
proteina DraT. As células foram induzidas com IPTG como descrito em material e métodos.
As setas indicam a proteina His-DraT superexpressa. O gel foi corado com Coomassie Blue.
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A proteina His-DraT solubilizada foi purificada em um Unico passo em
cromatografia de afinidade HiTrap chelating (GE - Healthcare) carregada com cloreto
de niquel. A proteina His-DraT foi eluida com 300mM de imidazol e analisada em gel
SDS-PAGE (Figura 25), as amostras com maior grau de pureza foram agrupadas e
estocadas em aliquotas a —70°C. Para avaliar o grau de pureza da proteina His-DraT
uma amostra contendo 1lug da proteina foi submetida a eletroforese SDS-PAGE
sendo o gel corado com prata (Figura 26). A andlise densitométrica realizada
(programa LabWorks — UVP) indicou uma pureza de 92%. Os dados da purificacao
estdo mostrados no quadro abaixo:

Volume de cultura* Fracdo mais concentrada | Total de proteina purificada® | Pureza”

200mL 0,15ug/uL 350ug 92%

* Células de E. coli BL21(ADES3) pLysS cultivadas em LB ap6s inducédo com IPTG 0,5mM,
aproximadamente 10° células por mL.

* Soma das proteinas totais presentes nas fracdes consideradas purificadas apos a
cromatografia.

* Anélise por densitometria de gel SDS-PAGE corado com prata contendo 1ug de proteina
purificada.

Os dados apresentados no quadro indicam que em um U(nico passo
cromatografico a proteina His-DraT foi purificada atingindo-se 92% de
homogenidade. Em 1988, LOWERY e LUDDEN descreveram a purificacdo da
proteina DraT de R. rubrum. Estes autores partiram de 1kg de células de R. rubrum
para obtencédo de 4ug de DraT com 40% de pureza em 4 passos cromatograficos.
Os dados apresentados no quadro acima demonstram a eficiéncia da purificacdo
descrita neste trabalho. A purificagcdo da proteina DraT em apenas um passo
cromatografico pode resultar em uma maior quantidade de proteina ativa, ja que
LOWERY e LUDDEN (1988) observaram que a proteina DraT de R. rubrum

apresenta uma baixa estabilidade com tempo de meia vida entre 10 a 18 horas.
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Figura 25 — Perfil eletroforético de fracdes obtidas durante a purificacdo da
proteina His-DraT

Imidazol 300mM
—

'1' His-DraT
. «—

Eletroforese de aliquotas das fracGes eluidas da coluna Hi-trap chelating com gradiente de
imidazol. Linha 1 — Extrato bruto aplicado na coluna. Linha 2 — Extrato bruto eluido da
coluna. As fragdes eluidas com 300mM de imidazol estdo indicadas. A seta indica a proteina
His-DraT. As amostras foram analisadas em SDS-PAGE 12%. O gel foi corado com
Coomassie Blue.
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Figura 26 — Perfil eletroforético das fracdes contendo as proteinas His-DraT e
His-DraG apos a purificacéo
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Eletroforese em SDS-PAGE 12% contendo 1ug das proteinas His-DraT e His-DraG
purificadas. Os marcadores de massa molecular estdo indicados como MW em kDa. Linha 1 -
1ug da proteina His-DraT. Linha 2 - 1ug da proteina His-DraG. O gel foi corado com prata.

5.4.2 Purificacdo da proteina His-DraG

Células de E. coli BL21(ADE3) pLysS foram transformadas com o plasmideo
pLHPETDRAG e induzidas com IPTG. As fragBes soluvel e insoluvel do extrato
celular foram analisadas em géis SDS-PAGE 12%. A proteina His-DraG (banda de
aproximadamente 34kDa) apresenta-se quase totalmente na fracéo insoltvel (Figura
23). Estudos anteriores indicavam que a proteina DraG de A. brasilense e de R.
rubrum permaneciam na fragdo de membrana das células e que a proteina pode ser
solubilizada na presenca de 0,5M de NaCl (LJUNGSTROM et al;. 1989; SAARI et al;.
1984). Para tentar aumentar a solubilidade da proteina His-DraG variou-se a
concentracdo de NaCl no tampéo de sonicacdo. Ao contrario do que foi observado
em outros trabalhos a proteina His-DraG né&o teve sua solubilidade aumentada na

presenca de NaCl 0,5M (dados ndo mostrados). Em vista disso, o tampéo escolhido
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para a lise do extrato celular expressando a proteina His-DraG contém NaCl 0,1M
(material e métodos), e as fracdes soluveis foram utilizadas na purificacao.

A proteina His-DraG foi purificada em cromatografia de afinidade em coluna
HiTrap chelating (GE - Healthcare) carregada com cloreto de niquel. A proteina His-
DraG foi eluida com 300mM de imidazol e analisada em gel SDS-PAGE (Figura 27).
As fracdes que continham a proteina His-DraG em alta concentracdo apresentaram
precipitados apdés 10 minutos da eluicdo, as amostras precipitadas foram
centrifugadas por 10 minutos a 13.000rpm, a andlise em eletroforese revelou que
uma grande quantidade da proteina His-DraG permaneceu soluvel (dados néo
mostrados). As fracbes com maior grau de pureza, tanto sollveis quanto

precipitadas, foram agrupadas e estocadas em aliquotas a —70°C.
Figura 27 — Perfil eletroforético de fracdes obtidas durante a purificacdo da

proteina His-DraG
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His-DraG
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Eletroforese de aliquotas das fracGes eluidas da coluna Hi-trap chelating com gradiente de
imidazol. Linha 1 — Extrato bruto aplicado na coluna. Linha 2 — Extrato bruto eluido da
coluna. As fracdes eluidas com 300mM de imidazol estdo indicadas. A seta indica a proteina
His-DraG. As amostras foram analisadas em SDS-PAGE 12%. O gel foi corado com
Coomassie Blue.
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Para avaliar o grau de pureza da proteina His-DraG uma amostra contendo
1lug da proteina foi submetida a eletroforese SDS-PAGE sendo o gel corado com
prata (Figura 26). A andlise densitométrica realizada (programa LabWorks — UVP)
indicou uma pureza de 99%. Os dados da purificacdo estdo mostrados no quadro
abaixo:

Volume de cultura* Fracdo mais concentrada | Total de proteina purificada® | Pureza”

200mL 1,93ug/pL 3,5mg 99%

* Células de E. coli BL21(ADES3) pLysS cultivadas em LB ap6s inducédo com IPTG 0,5mM,
aproximadamente 10° células por mL.
*Soma das proteinas totais presentes nas fragdes consideradas puras aps a cromatografia.
* Andlise por densitometria de gel SDS-PAGE corado com prata contendo 1ng de proteina
purificada.

Em trabalhos anteriores ja havia sido descrita a purificacdo das proteinas
DraG de R. rubrum (SAARI et al., 1984) e de A. brasilense (LJUNGSTROM et al.,
1989). A proteina DraG de R. rubrum foi purificada a partir de 1kg de células para
obtencdo de 77ug de DraG com 90% de pureza, em A. brasilense os autores
partiram de 120g de células para obter 66ug de DraG com 95% de pureza, em
ambos os trabalhos foram utilizados varios passos cromatograficos.

Os dados apresentados no quadro acima indicam que partindo de apenas
200mL de cultura em um Udnico passo cromatografico a proteina His-DraG foi
purificada atingindo-se 99% de homogeneidade. As proteinas His-DraT e His-DraG

purificadas poderao futuramente ser utilizadas para ensaios de in vitro.

5.4.3 Purificacao da proteina His-NifH

Células de E. coli BL21(ADE3) pLysS foram transformadas com o plasmideo
pPLHPETNIFH e induzidas com 0,5mM de IPTG por 4 horas (Figura 28A). As fracbes
soluveis e insoluveis do extrato celular foram analisadas em géis SDS-PAGE 12%. A
Figura 28 mostra que a proteina His-NifH (banda de aproximadamente 33kDa)
permaneceu quase totalmente insolivel mesmo com a adicdo de sarcosina 0,5% ao
tampao de sonicacdo (Figura 28B). A proteina NifH foi solubilizada com a adi¢do de
uréia 5M a fracao do precipitado (material e métodos).
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A proteina His-NifH solubilizada com uréia foi purificada em cromatografia de
afinidade em coluna HiTrap chelating (GE - Healthcare) carregada com cloreto de
niquel. A proteina His-NifH foi eluida com 100mM de imidazol e analisada em gel
SDS-PAGE (Figura 28C). As amostras com maior grau de pureza foram agrupadas e
dialisadas. Apdés a dialise para a retirada da uréia, a proteina NifH tornou-se
novamente insollvel, aparecendo no precipitado. A proteina precipitada foi estocada
a—70°C.

Para avaliar o grau de pureza da proteina His-NifH uma amostra contendo
3ug da proteina foi submetida a eletroforese SDS-PAGE sendo o gel corado com
coomassie blue (Figura 28C). A andlise densitométrica realizada (programa
LabWorks — UVP) indicou uma pureza de 99%. Os dados da purificacdo estdo

mostrados no quadro abaixo:

Volume de cultura* Fracdo mais concentrada | Total de proteina purificada® | Pureza”

200mL 2ug/uL 6mg 99%

* Células de E. coli BL21(ADE3) pLysS cultivadas em LB apos inducdo com IPTG 0,5mM,
aproximadamente 10° células por mL.

" Soma das proteinas totais presentes nas fragdes consideradas puras aps a cromatografia.

* Anélise por densitometria de gel SDS-PAGE corado com coomassie blue contendo 3ug de
proteina purificada.
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Figura 28 — Eletroforese da expressao e purificacdo da proteina His-NifH
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Gel A — MW, marcador de massa molecular em kDa. Linha 1, extrato proteico de E. coli
BL21 apds a expressao da proteina His-NifH a partir do plasmideo pLHPETNIFH. Gel B —
FracGes solavel (S) e insolavel (1) de extratos celulares expressando a proteina His-NifH na
presenca ou auséncia de sarcosina 0,5% no tampéo de sonicacdo. Gel C — Proteina His-NifH
(3ug) apds solubilizacdo com uréia 5M e purificacdo. As eletroforeses foram realizadas em
SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados com Coomassie Blue.
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5.4.4 Producao de anticorpos policlonais contra as proteinas His-DraT, His-DraG e
His-NifH

As proteinas His-DraT, His-DraG e His-NifH de A. brasilense purificadas a
partir de E. coli BL21(ADE3) pLysS foram utilizadas para a producédo de anticorpos
policlonais em coelhos. Os anticorpos obtidos contra as proteinas DraT e DraG
foram capazes de reconhecer as respectivas proteinas superexpressas em E. coli
BL21 (ADE3) pLysS em diluicdes de até 1/20.000 (Figura 29), entretanto estes
anticorpos néo foram capazes de reconhecer suas respectivas proteinas em extratos
celulares de A. brasilense (dados ndo mostrados). Isto se deve provavelmente a
baixa expressdo destas proteinas em A. brasilense. Em R. rubrum foi sugerido que
as proteinas DraT e DraG representem algo em torno de 0,002% da proteina total
celular. Os anticorpos obtidos contra a proteina NifH foram capazes de reconhecer a
proteina NifH em extratos de A. brasilense obtidos em condic6es de fixacdo de

nitrogénio em diluicdes de até 1/5.000 (Figura 29).
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Figura 29 — Imunodetecc¢ao das proteinas His-DraT, His-DraG e NifH
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Imunodeteccdo utilizando anticorpos policlonais contra as proteinas indicadas realizada
conforme descrito em Material e Métodos. A — Imunodeteccdo da proteina His-DraT
superexpressa em extratos de E. coli BL21. B - Imunodeteccdo da proteina His-DraG
superexpressa em extratos de E. coli BL21. C - Imunodeteccdo da proteina NifH em extratos
de A. brasilense obtido a partir de células fixando nitrogénio. Os ensaios foram realizados
utilizando os respectivos anticorpos policlonais como descrito em material e métodos. A
diluicdo do soro utilizada esté indicada sobre cada linha. As proteinas His-DraT, His-DraG e
His-NifH purificadas foram utilizadas como controle positivo em cada experimento.
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5.4 Efeito da superexpressao de His-DraT, His-DraG e His-DraT + DraG sobre o
desligamento-religamento da nitrogenase

O mecanismo pelo qual as enzimas DraT e DraG tém sua atividade
controlada in vivo ndo é totalmente conhecido. Para se estudar a regulacdo de DraT
e DraG foram construidas estirpes de A. brasilense capazes de superexpressar
estas enzimas como proteinas de fusdo contendo 6 residuos de histidinas na regiao
N-terminal (His) sob inducdo com IPTG (material e métodos item 4.22.3). Foi
avaliado como a superexpressdo das enzimas His-DraT, His-DraG e His-DraT +

DraG nativa afetam a regulacdo pés-traducional da nitrogenase .

5.4.1 Complementagao dos mutantes draT e draG

Para se verificar se as proteinas de fusdo His-Dra e His-DraG séo funcionais
in vivo o0s plasmideos pLHdraThisMP (expressa His-DraT), pLHdraGhisMP
(expressa His-DraG) e pLHdraThisGMP (expressa His-DraT e DraG nativa) foram
inseridos nas estirpes mutantes de A. brasilense UB2 (draT) e UB4 (draG). Os
transconjugantes foram ensaiados para desligamento/religamento da nitrogenase
induzido pela adicdo de amonio ao meio. Estes experimentos foram realizados na
auséncia de IPTG para evitar interferéncia do excesso de DraT e DraG, uma vez que
estas enzimas sao expressas em baixos niveis em células selvagens (LOWERY e
LUDDEN , 1988; SAARI et al., 1984). Nestas condi¢cdes as proteinas sdo expressas
apenas pelo escape de regulacéo do promotor ptac.

O mutante UB2 (draT) ndo foi capaz de desligar totalmente a enzima
nitrogenase em resposta a adicdo de NH,Cl 1mM ao meio de cultura (Figura 30A),
confirmando dados anteriores (ZHANG et al.,, 1992). Na presenca do plasmideo
pLHdraThisMP (expressa His-DraT), a estirpe UB2 (draT) foi capaz de desligar
completamente a enzima nitrogenase em resposta a adicdo de amonio ao meio
(Figura 30A), indicando que a enzima His-DraT é funcional in vivo. Por outro lado, o
mutante UB4 (draG) desliga a nitrogenase em resposta a adicdo de NH4Cl 0,25mM
(uma concentragdo mais baixa de amonio foi utilizada neste caso para observar o
desligamento e o religamento da nitrogenase) porém, ndo foi capaz de reativa-la
apos o consumo do aménio adicionado ao meio (Figura 30B), confirmando dados ja
publicados (ZHANG et al.,, 1992). Na presenca do plasmideo pLHdraGhisMP
(expressa His-DraG), a estirpe UB4 (draG) foi capaz de reativar a enzima
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nitrogenase apo6s o consumo do aménio adicionado (Figura 30B), indicando que a
enzima His-DraG também é funcional in vivo. A estirpe mutante UB2 (draT) nédo
expressa a enzima draG ja que a insercdo do cassete de resisténcia a canamicina
no gene draT gera um efeito polar em draG (ZHANG et al., 1992). A funcionalidade
das enzimas expressas a partir do plasmideo pLHdraThisGMP (expressa His-DraT e
DraG nativa) foi avaliada pela capacidade de complementar o fenétipo da estirpe
UB2 (Figura 30C). Na presenca do plasmideo, a estirpe UB2 foi capaz de desligar a
nitrogenase em resposta a adicdo de NH4Cl 0,25mM, sendo a atividade retomada
apos a o consumo do amoénio adicionado. Este resultado indica que as enzimas His-
DraT e DraG, expressas a partir do plasmideo pLHdraThisGMP, sao funcionais in

Vivo.
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Figura 30 — Complementacdo dos mutantes draT e draG com os plasmideos
pLHDRAThisMP, pLHDRAGhisMP e pLHDRAThisGMP
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Células de A. brasilense foram desreprimidas para atividade da nitrogenase na auséncia de
IPTG por 20 a 24 horas antes do tempo zero, quando aménio foi adicionado ao meio.
Acetileno foi adicionado 40 minutos antes do tempo zero. O etileno formado foi analisado nos
tempos 10, 20 e 30 minutos ap6s adicdo do acetileno para confirmar a linearidade da atividade
da nitrogenase. Aliquotas de 0,5mL da fase gasosa foram retiradas e analisadas por
cromatografia gasosa. A - O desligamento da nitrogenase foi avaliado em resposta a adicdo de
NH4Cl 1mM nas estirpes UB2 (draT) e UB2 (draT) + pLHDRAThisMP (expressa His-
DraT). B — Adicdo de NH4Cl 0,25mM nas estirpes UB4 (draG) e UB4 (draG) +
pLHDRAGhisMP (expressa His-DraG). C — Adicdo de NH4CI 0,25mM nas estirpes UB2
(draT) e UB2 (draT) + pLHDRAThisGMP (expressa His-DraT e DraG nativa). Os resultados
representam a media de duas culturas independentes, as barras indicam o desvio padrao.

5.4.2 Efeito da superexpressédo de His-DraT, His-DraG e His-DraT + DraG sobre o
desligamento/religamento da nitrogenase em resposta a amonio

O efeito da superexpressao de His-DraT sobre a regulacdo pos-traducional da
nitrogenase foi determinada comparando-se a atividade da nitrogenase da estirpe
selvagem (FP2) e da estirpe FP2 contendo o plasmideo que expressa His-DraT
(pLHdraThisMP) em resposta a adicdo de diferentes concentracdes de amonio: 1-
NH,Cl 0,25mM (Figura 31A), concentracdo que produz um estimulo transitério
permitindo a observacdo do desligamento e religamento da nitrogenase durante o
tempo do experimento. 2- NH,Cl 1mM (Figura 31B) concentracdo que produz um
estimulo mais persistente permitindo apenas a observacdo do desligamento da
nitrogenase durante o curso do experimento. Com a adi¢cdo de IPTG 1mM a proteina
His-DraT superexpressa representa quase 1% da proteina celular total como
determinado por analise densitométrica do ensaio de western-blot utilizando-se a

proteina His-DraT purificada como padréo (Figura 31C).
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Figura 31 — Regulacdo da atividade da nitrogenase em resposta a adicdo de

amoénio em células superexpressando His-DraT
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Células de A. brasilense selvagem (FP2) ou superexpressando His-DraT (FP2 +
pLHdraThisMP) foram desreprimidas para atividade da nitrogenase na presenca de IPTG
1mM por 20 a 24 horas antes do tempo zero, quando amonio foi adicionado ao meio. A-
NH4CI 0,25mM, B- NH,Cl 1mM Acetileno foi adicionado 40 minutos antes do tempo zero.
O etileno formado foi analisado nos tempos 10, 20 e 30 minutos apds adi¢do do acetileno para
confirmar a linearidade da atividade da nitrogenase. Aliquotas de 0,5mL da fase gasosa foram
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retiradas e analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados representam a média de duas
culturas independentes, as barras indicam o desvio padrdo. C — Wester-blot das células
superexpressando His-DraT. Linha 1 - 1 pg de His-DraT purificada; linha 2, A. brasilense
FP2; linhas 3 e 4, A. brasilense FP2 + pLHdraThisMP. Para as linhas 2 a 4, 50ug de proteina
total foram aplicados em cada linha, as amostras foram separadas em gel 12% SDS-PAGE.
As amostras utilizadas foram as tratadas com NH4CI 0,25mM apds os experimentos de
desligamento/religamento.

Em ambas as concentracfes de amdnio, a superexpressao da proteina His-
DraT nao alterou o perfil de desligamento/religamento da nitrogenase em
comparacdo com a estirpe selvagem. Entretanto, células superexpressando His-
DraT apresentaram uma atividade inicial da nitrogenase 48% menor do que a
observada na estirpe selvagem (15.6 e 8.3 nmol de etileno .min*.mg de proteina™
nas estirpes FP2 e FP2 + His-DraT, respectivamente) foi observada. A reducao da
atividade inicial da nitrogenase observada é decorrente da ADP-ribosilacdo parcial
da proteina NifH antes da adicdo de amdnio ao meio, como observado por ensaios
de western-blot (Figura 32, comparar tempo zero de A e B). A proteina NifH néo esta
totalmente modificada nestas condigbes provavelmente devido a atividade da
enzima DraG expressa a partir do DNA cromossomal. Estes resultados indicam que
a proteina His-DraT esta ativa mesmo antes da adicdo de amobnio quando
superexpressa, sugerindo a titulacdo de um possivel regulador negativo nestas
condicoes.

Experimentos semelhantes ao descrito acima foram conduzidos com células
superexpressando His-DraG (Figura 33). A proteina His-DraG superexpressa
representa quase 1% da proteina celular total como determinado por andlise
densitométrica de células FP2 pLHdraGhisMP (expressa His-DraG) induzidas com
IPTG (Figura 33C). Estas células apresentaram um desligamento parcial da
nitrogenase apos a adicdo de amonio (Figura 33A e 33B), cerca de 60% da atividade
inicial da nitrogenase foi mantida apos a adicdo de amo6nio ao meio. A analise do
estado de modificacdo da proteina NifH nestas amostras indica que a proteina NifH
ndo foi totalmente modificada apdés a adicdo de ambdnio como ocorre na estirpe
selvagem (Figura 32). Em células superexpressando His-DraG, apenas 28%
(corresponde a 56% de inibicdo da nitrogenase) dos mondmeros da proteina NifH
foram modificados apés 40 minutos da adicdo de NH,Cl 1mM, em contraste com a

estirpe selvagem onde 43% dos mondmeros de NifH foram encontrados
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modificados. Estes resultados indicam que DraG permanece ativa apos a adicao de
amonio quando superexpressa, sugerindo a titulacdo de um possivel regulador

negativo durante a superexpressao .

Figura 32 — Estado de ADP-ribosilacédo da proteina NifH em resposta a adicao

de amonio
His-DraT +
FP2 His-DraT His-DraG DraG
A B C D
Tempo(minutos) o 15 40 0 15 40 0 15 40 0 15 40
NifH-ADPR
—
—> | - ‘
- SZ238aa.
FP2 His-DraT His-DraG His-DraT + DraG

Tempo (minutos) | 0 151 40| 0 | 15| 40 | O 15 | 40 0 15 40
NifH-ADPR 0 | 41|43 |33 |42 |45 ]| 0 31 | 28 | 20 46 47
NifH [(100) 59 | 57 | 67 | 58 | 55| 100| 69 | 72 | 80 54 53

Extratos celulares foram preparados a partir de células desreprimidas para atividade da
nitrogenase em meio NFbHP glutamato na presenca de IPTG 1mM. NH4Cl 1 mM foi
adicionado as culturas (tempo zero) e amostras foram preparadas nos tempos 0, 15 e 40
minutos. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE seguido de western-blot usando
anticorpo para NifH. (A) Estirpe selvagem FP2. (B) FP2 + pLHdraThisMP (superexpressa
His-DraT). (C) FP2 + pLHdraGHisMP (superexpressa His-DraG). (D) FP2 +
pLHdraThisGMP (superexpressa His-DraT e DraG nativa). As setas indicam a forma
modificada (NifH-ADPR) e ndo modificada (NifH) da proteina NifH. A tabela indica a
andlise densitométrica do western blot. Os valores representam a porcentagem das formas
livre e modificada da proteina NifH em relacdo ao sinal total para NifH.
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Figura 33 — Regulacdo da atividade da nitrogenase em resposta a adicdo de

amoénio em células superexpressando His-DraG
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Células de A. brasilense selvagem (FP2) ou superexpressando His-DraG (FP2 +
pLHdraGhisMP) foram desreprimidas para atividade da nitrogenase na presenca de IPTG
1mM por 20 a 24 horas antes do tempo zero, quando amdnio foi adicionado ao meio. A-
NH4CI 0,25mM, B- NH4CI 1mM Acetileno foi adicionado 40 minutos antes do tempo zero.
O etileno formado foi analisado nos tempos 10, 20 e 30 minutos apds adi¢do do acetileno para
confirmar a linearidade da atividade da nitrogenase. Aliquotas de 0,5mL da fase gasosa foram
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retiradas e analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados representam a média de duas
culturas independentes, as barras indicam o desvio padrdo. C — Western-blot das células
superexpressando His-DraG. Linha 1 — 1,5 ug de His-DraG purificada; linha 2, A. brasilense
FP2; linhas 3 e 4, A. brasilense FP2 + pLHdraGhisMP. Para as linhas 2 a 4, 50ug de proteina
total foram aplicadas em cada linha, as amostras foram separadas em gel 12% SDS-PAGE. As
amostras utilizadas foram as tratadas com NH4CI 0,25mM coletadas ap6s os experimentos de
desligamento/religamento.

Foi também avaliada a regulacdo pos-traducional da nitrogenase em células
superexpressando as proteinas His-DraT e DraG nativa simultaneamente (FP2 +
pLHdraThisGMP). Nenhuma diferenca na regulacdo da atividade da nitrogenase
pode ser observada entre a estirpe FP2 e FP2 (pLHdraThisGMP) em resposta a
adicdo de amoénio ao meio (Figura 34). Entretanto, foi observada uma reducéo de
25% (em relacdo a estirpe selvagem) na atividade inicial da nitrogenase. Esta
reducdo se deve a modificagdo parcial de NifH observada nos ensaios de western-
blot (Figura 32). A modificacdo observada antes da adicdo de amonio € semelhante,
porém menos intensa, que a observada em células superexpressando His-DraT
(Figura 32). A menor intensidade de modificacdo em células superexpressando His-
DraT e DraG simultaneamente ocorre provavelmente devido a atividade de DraG

superexpressa.
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Figura 34 — Regulacdo da atividade da nitrogenase em resposta a adicdo de

amoénio em células superexpressando His-DraT e DraG nativa
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Células de A. brasilense selvagem (FP2) ou superexpressando His-DraT e DraG (FP2 +
pLHdraThisGMP) foram desreprimidas para atividade da nitrogenase na presenca de IPTG
1mM por 20 a 24 horas antes do tempo zero, quando amonio foi adicionado ao meio. A-
NH,CI 0,25mM, B- NH,CI 1mM. Acetileno foi adicionado 40 minutos antes do tempo zero.
O etileno formado foi analisado nos tempos 10, 20 e 30 minutos apds adi¢do do acetileno para
confirmar a linearidade da atividade da nitrogenase. Aliquotas de 0,5mL da fase gasosa foram
retiradas e analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados representam a média de duas
culturas independentes, as barras indicam o desvio padréo.
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5.5 Andlise da modificacdo e localizagdo celular das proteinas NifH e P, em
resposta a um choque de amoénio.

Vérias evidéncias sugerem que proteinas da familia P, estejam envolvidas no
controle da atividade das enzimas DraT e DraG em diversos organismos, entretanto,
0 mecanismo pelo qual este controle é exercido ndo é conhecido. Com a finalidade
de investigar a possivel participagdo das proteinas GInB e GInZ na ADP-ribosilacao
da proteina NifH em resposta a amoénio, foram estabelecidas condi¢bes para seguir
os ciclos de modificacdo das proteinas NifH, GS, GInB e GInZ em resposta a adicédo
de amobnio na estirpe selvagem e estirpes mutantes ginB e ginZ.

A atividade das enzimas DraT e DraG foi avaliada in vivo através da
modificacdo da proteina NifH. Ensaios foram realizados a fim de verificar se a
modificacdo de NifH, dependente de ambnio, encontra-se sincronizada com a
uridililacao/desuridililacdo das proteinas GInB e GInZ. Células de A. brasilense
expressando a enzima nitrogenase foram submetidas a um choque de amodnio
(NH4Cl 200 uM), aliquotas foram coletadas antes e depois da adicdo de aménio.
Foram analisadas as modificacdes pds-traducional das proteinas NifH e glutamina
sintetase (GS) por SDS-PAGE e das proteinas GInB e GInZ por “native” PAGE
seguido de “western blot” (Figuras 35A a 35D).

Em varias bactérias, incluindo A. brasilense, a enzima dodecamérica GS é
modificada em resposta a adicdo de amonio, geralmente por adenililagdo de um
residuo de tirosina em cada uma das subunidades. Esta modificagdo leva a
inativacdo progressiva da enzima GS quando os niveis de nitrogénio (glutamina)
intracelular sédo elevados, consequentemente, a modificacdo da GS serve como um
controle interno dos niveis de nitrogénio (glutamina) intracelular. A modificagdo da
GS em A. brasilense difere daquela descrita em E. coli onde a proteina GInB regula
a atividade da enzima adenililtransferase (ATase) responsavel pela adenililacdo de
GS. Em A. brasilense as proteinas GInB e GInZ néo influenciam significativamente a
modificacdo da GS (DE ZAMAROCZY et al., 1998), sugerindo que a enzima ATase
deve ser regulada apenas por efeito alostérico causado pela ligacdo a glutamina,
como ocorre também em E. coli (JIANG et al., 1998c).

A modificacdo das enzimas NifH e GS é sincronizada apés a adicdo de

amoénio ao meio (Figuras 35A e 35B). A modificacdo destas proteinas pode ser
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observada 2 minutos apods a adicdo de aménio, o grupo covalentemente ligado &
removido 15 apds a adicdo de amdnio, momento em que o0 amonio adicionado deve
ter sido totalmente consumido pelo metabolismo bacteriano. Isto sugere que a
modificacdo da proteina NifH est4 diretamente relacionada com o aumento nos
niveis de glutamina intracelular, confirmando observactes anteriores (HARTMANN
et al., 1987).

Devido a estrutura quaternaria trimérica das proteinas da familia P, GInB e
GInZ podem existir em quatro diferentes formas de acordo com o estado de
uridililacdo de cada trimero (0, 1, 2 ou 3 UMP), sendo que a forma totalmente
uridililada apresenta a maior mobilidade em eletroforese realizada em condicGes
nativas (ARAUJO et al., 2004). N&o foi possivel distinguir as 4 possiveis formas das
proteinas GInB e GInZ em eletroforese nativa (Figuras 35C e 35D), considerou-se
que ambas as proteinas estejam na forma totalmente uridililada (3-UMP) antes da
adicdo de amodnio e que a banda com menor mobilidade observada apds a adicdo
de amoénio, corresponde a forma totalmente desuridillada (0-UMP) (Figuras 35C e
35D). Esta hipotese é corroborada com o fato que quando um choque de aménio
mais forte foi aplicado (NH4Cl 20 mM por 20 minutos), a migracao das proteinas
GInB e GInZ foi comparavel a banda de menor mobilidade presente nas Figuras 35C
e 35D respectivamente (dados ndo mostrados). O perfil de modificacdo pos-
traducional de GInB e GInZ apds a adigdo de aménio foi um tanto diferente (Figuras
35C e 35D). A desuridillacdo de ambas as proteinas iniciou-se 1 minuto apés a
adicdo de amdnio e foi completa ap6s dois minutos para a proteina GInZ, enquanto
a desuridililacdo da proteina GInB nao foi completa em nenhum dos tempos
analisados. A reuridillacdo da proteina GInZ iniciou-se apés 12 minutos e foi
completa apds 20 minutos, enquanto que a reuridililacdo da proteina GInB iniciou-se
apos 15 minutos ndo estava completa apds 20 minutos.

Em E. coli a uridililagdo/desuridililacdo da proteina GInB pela enzima GInD é
um processo nao cooperativo (ATKINSON et al, 1994), ou seja, a
uridililacado/desuridililacdo de um monbémero no trimero de GInB nao altera a
eficiéncia de uridililacdo/desuridililacdo em outro mondmero do trimero. Apesar de
nao ter sido possivel resolver todas as possiveis formas da proteina GInB, estes
dados sugerem que este ndo € 0 caso para a proteina GInB de A. brasilense uma
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vez gque apenas as formas GInB-OUMP e GInB-3UMP puderam ser observadas in
vivo (Figura 35C).

Figura 35 — Perfil de modificacdo das proteinas NifH, GS, GInB, GInZ apos

choque de aménio na estirpe selvagem A. brasilense FP2
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Células selvagem (FP2) expressando a enzima nitrogenase foram submetidas a um choque de
amonio (NH,CI 200 uM ) no tempo zero. Aliquotas foram coletadas, processadas e analisadas
por “western blot” nos tempos indicados, conforme descrito em Material e Métodos. Extratos
celulares foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para
NifH (A) ou GS (B). Extratos celulares totais foram submetidos a Native-PAGE seguido de
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“western blot” usando anticorpo para GInB (C) ou GInZ (D). Extratos celulares totais, fracdes
de citoplasma ou membrana foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot”
usando anticorpo para GInB (E), GInZ (F) ou NifH (G). As setas indicam as proteinas
identificadas. NifH-ADPR indica a proteina NifH ADP-ribosilada; GS-AMP indica a proteina
GS adenililada; GInB-3UMP e GInZ-3UMP indicam a proteina GInB ou GInZ,
respectivamente, uridililada nas trés subunidades.

Em E. coli as proteinas GInB e GInK se associam a fracdo de membrana
guando as células recebem um choque de aménio (COUTTS et al., 2002; JAVELLE
et al., 2004). Para determinar se o mesmo fendbmeno ocorre em A. brasilense, a
presenca das proteinas GInB e GInZ foi verificada em fracbes de citoplasma e
membrana antes e depois da adicdo de NH4Cl 200 uM (Figuras 35E e 35F). A
pureza das fracbes de membrana foi avaliada por “western blot” usando o anticorpo
contra a proteina NifH que s6 esté presente na fracdo de citoplasma (Figura 35G).
Antes da adi¢do de amdnio ao meio, nenhum sinal para as proteinas GInB ou GInZ
foi observado na fracdo de membrana; entretanto, 5 minutos apdés a adicdo de
amonio, ambas as proteinas foram encontradas associadas a membrana. Apés 20
minutos, quando os niveis de glutamina intracelular devem ter diminuido j& que a
enzima GS é desadenililada, apenas uma pequena fracdo de GInB ainda esta
associada a membrana e GInZ esta presente apenas no citoplasma. Em E. coli, a
ligacdo da proteina GInK a membrana reflete seu estado de uridililacdo, so
ocorrendo quando GInK esta completamente desuridililada. A comparagédo do perfil
de uridililagéo e de ligacdo a membrana das proteinas GInB e GInZ em A. brasilense
(comparar Figura 35C com 35E e Figura 35D com 35F) sugere que, como descrito
em E. coli, ambas as proteinas sO estédo ligadas a membrana quando totalmente
desuridililadas.

Os resultados descritos aqui até o presente indicam que a modificacdo da
proteina NifH, ou seja, mudancas na atividade das enzimas DraT e DraG, esta
sincronizada com o estado de modificacdo e ligacdo a membrana das proteinas
GInB e GInZ.

5.6 Efeitos da auséncia da proteina GInB na modificacdo pdés-traducional de
NifH, GS e GInZ
Em A. brasilense a proteina GInB parece ser necessaria para a inativacao da

nitrogenase uma vez que a estirpe 7628(ginB::km) desliga parcialmente a
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nitrogenase em resposta a adicdo de amoénio ao meio (KLASSEN et al., 2005). Em
A. brasilense o gene que codifica para a enzima GS, gInA, esta localizado a jusante
do gene gInB e, em condi¢cdes de limitagdo de nitrogénio, a expressao de glnA
ocorre principalmente a partir dos promotores presentes a montante do gene ginB
(DE ZAMAROCZY et al., 1990; DE ZAMAROCZY et al., 1993). Como consequéncia,
a insercdo do cassete de resisténcia a canamicina no gene gIinB é polar em gInA,
causando reducdo na expressdo da enzima GS. A atividade da enzima GS na
estirpe 7628(gInB::km) foi reportada como sendo 5 vezes menor do que a observada
na estirpe selvagem em células cultivadas sob limitacdo de nitrogénio (DE
ZAMAROCZY et al.,, 1996). A expressdo de GS em condi¢cdes limitantes de
nitrogénio foi avaliada por “western blot” (Figura 36A), o sinal para GS foi
praticamente indetectavel no mutante 7628 (ginB::km), confirmando o forte efeito
polar da insercdo no gene ginB.

A modificacdo pos-traducional da proteina GInZ na estirpe 7628 (gIinB::km) foi
avaliada ap6s a adicdo de aménio (NH4Cl 20mM por 20 minutos). Na estirpe
selvagem a proteina GInZ foi totalmente desuridillada em resposta a adicdo de
amonio, entretanto, na estirpe 7628 (gInB::km) nenhuma desuridililacdo da proteina
GInZ pode ser detectada (Figura 36ll). A interpretacéo inicial deste resultado foi de
que a redugcdo na expressdo (e consequentemente atividade) da enzima GS na
estirpe 7628(gIinB::km) impediria que o0s niveis de glutamina intracelular
aumentassem em resposta a adicdo de amoénio no meio externo, impossibilitando a
ativacdo da remocao de uridilil pela enzima GInD.

Para tentar contornar o efeito polar apresentado pelo mutante 7628 (gInB::km)
um mutante ginB n&o polar (LFH3) foi obtido utilizado-se o sistema A-RED de E. coli
(material e métodos item 4.27), esta foi a primeira vez que este sistema foi
empregado para producdo de mutantes em A. brasilense. A expressao da enzima
GS no mutante LFH3 foi bem proxima a observada na estirpe selvagem (Figura
36A). Este mutante apresentou um padrdo de modificacdo poés-traducional da
enzima GS muito semelhante ao observado na estirpe selvagem em resposta a
adicdo de amonio (Figura 37). Entretanto, surpreendentemente, a estirpe LFH3
também néo foi capaz de desuridililar a proteina GInZ em resposta a adicdo de
amonio (NH;Cl 20mM por 20 minutos) (dados ndo mostrados). Este resultado

permanece sem explicacdo, mas sugere que a proteina GInB seja necessaria para
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gue a proteina GInZ seja desuridililada. A expressdo de GInZ é aumentada em duas
vezes na auséncia de GInB (DE ZAMAROCZY, 1998; Figura 36C), é possivel que o
aumento na expressdo de GInZ altere sua capacidade de ser desuridililada em

resposta a adicdo de amonio ao meio.

Figura 36— Expressdo de GS, GInB, GInZ e desuridililacdo de GInZ nos

mutantes gInB

1 2 3
GS - | wmm J—
GInB____ - | B
(€11 VAR [ ——— C

FP2 7628 (gInB::km)
I A A

[ N \
-N +N  -N +N

GInZ - OUMP
— -
> | - -

GInZ - 3UMP

| — Extratos celulares totais preparados a partir de células cultivadas meio NFbHP glutamato
foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GS (A),
GInB (B) ou GInz (C). Linha 1, estirpe selvagem FP2. Linha 2, estirpe 7628 (gInB::km).
Linha 3, estirpe LFH3 (mutante gInB ndo-polar). 1l — Extratos celulares totais preparados de
células cultivadas meio NFbHP glutamato coletadas antes (-N) ou 20 minutos depois (+N) da
adicdo de NH,Cl 20mM. As amostras foram submetidas a Native-PAGE seguido de “western
blot” usando anticorpo para GInZ. GInZ-OUMP indica a proteina desuridililada e GInZ-3UMP
indica a proteina uridililada nas trés subunidades.
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Figura 37 — Adenililacéo e desadenililagdo de GS no mutante LFH3

Estirpe: FP2 LFH3
Tempo (minutos): 0 2 5 20 50 0 2 5 20 50
GS-AMP ——

GS < N — B e Ny I Jp—

Células de A. brasilense FP2 (selvagem) e LFH3 (mutante gInB ndo polar) foram cultivadas
em meio NFbHP glutamato em condicBes de aeracdo que ndo permitem a expressao da
enzima nitrogenase. As celulas foram submetidas a um choque de aménio (NH,CI 200uM )
no tempo zero. Aliquotas foram coletadas, processadas e analisadas por “western blot” usando
anticorpo para GS nos tempos indicados, conforme descrito em Material e Métodos. As setas
indicam a forma livre (GS) ou adenililada (GS-AMP) da proteina GS.

O mutante LFH3 foi utilizado para avaliar o efeito da auséncia da proteina
GInB sob a modificagcdo pés-traducional das enzimas NifH e GS em resposta a
adicdo de aménio. Na auséncia da proteina GInB, NifH ndo € expressa porque a
proteina ativadora da transcricdo dos genes nif (NifA) requer GInB para sua atividade
(DE ZAMAROCZY et al., 1993). Para estudar os possiveis efeitos da auséncia da
proteina GInB sob a modificacdo pés-traducional da proteina NifH foi utilizado um
plasmideo (pEMS136) que expressa uma forma constitutivamente ativa da proteina
NifA de Herbaspirillum seropedicae (SOUZA et al., 1999).

A estirpe LFH3 (pEMS136) ndo apresentou modificacdo da proteina NifH
apos a adicdo de amobnio as células (Figura 38A). A enzima GS foi modificada,
porém o padrdo de modificagcdo foi diferente do apresentado pela estirpe selvagem
(comparar Figuras 35B e 38B). A proteina GInZ nao foi desuridililada (Figura 38C) e
também ndo apresentou ligacdo a fracdo de membrana apés a adicdo de amonio
nesta estirpe (Figura 38D). A introducdo do plasmideo pJC1 (expressa o gene ginB
de A. brasilense) na estirpe LFH3 restaurou o perfil selvagem de modificacdo das
enzimas NifH e GS (dados ndo mostrados). A estirpe selvagem FP2, contendo o
plasmideo pEMS136, apresentou modificacdo da proteina NifH apds a adicdo de
amonio (dados ndo mostrados). Estes dados corroboram as observacdes de que a
proteina GInB é necessaria para a modificacdo pos-traducional da proteina NifH
apos a adicdo de aménio (KLASSEN et al., 2005). Porém, devido aos efeitos
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pleiotrépicos apresentados pelo mutante gInB, fica impossivel distinguir se este
fendtipo ocorre devido a efeitos diretos ou indiretos da auséncia da proteina GInB
sob as atividades de DraT e DraG.

O mutante LFH3 apresentou um perfil selvagem de modificacdo da proteina
NifH em resposta a anaerobiose (Figura 39), confirmando o ndo envolvimento de
GInB neste fenbmeno, como previamente observado por KLASSEN e colaboradores
(2005).

Figura 38 — Perfil de modificacdo das proteinas NifH, GS e GInZ apds choque
de amonio na estirpe mutante LFH3
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A estirpe ndo polar ginB LFH3 (pEMS136), expressando a enzima nitrogenase, foi submetida
a um choque de aménio (NH,CI 200 uM) no tempo zero. As amostras foram coletadas,
processadas e analisadas por “western blot” nos tempos indicados. Extratos celulares foram
submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH (A) ou GS
(B). Extratos celulares totais foram submetidos a Native-PAGE seguido de “western blot”
usando anticorpo para GInZ (C). Extratos celulares totais, fragdes de citoplasma e membrana
foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GInZ (D).
As setas indicam as proteinas identificadas. NifH-ADPR indica a proteina NifH ADP-
ribosilada; GS-AMP indica a proteina GS adenililada, GInZ-3UMP indica a proteina GInZ
uridililada nas trés subunidades.

Figura 39 — Perfil de modificacdo da proteina NifH em resposta a anaerobiose

nas estirpes mutantes glnB, gIinZ e amtB

Estirpe: FP2 (selvagem) 7611 (gInZ) FAJ310 (amtB) LFH3 (gInB)
NifH - ADPR ¥ ¥ v ¥ + + ¥ ¥
— | = - h=-.‘.__;.-
Tempo (Minutos): 0 10 30 0 10 30 O 10 30 O 10 30

As estirpes FP2 (selvagem), 7611 (gInZ), FAJ310 (amtB) e LFH3 (gInB), expressando a
enzima nitrogenase, foram submetidas a um chogue anaerobico mantendo-se a cultura sem
agitacdo por 10 minutos (-O2). As células foram retornadas a condicdo microaerobica apos
este intervalo, pela agitacdo da cultura a 120rpm (+O;). As amostras foram coletadas,
processadas e analisadas por “western blot” nos tempos indicados. Extratos celulares foram
submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH. As setas
indicam as formas livre (NifH) e ADP-ribosilada (NifH-ADPR) da proteina NifH.

5.7 Efeitos da auséncia da proteina GInZ na modificacdo pdés-traducional de
NifH, GS e GInB

Em um trabalho anterior foi mostrado que a proteina GInZ é necessaria para a
reativacao da nitrogenase ap6s um choque de amoénio (KLASSEN et al., 2001). Para
caracterizar mais detalhadamente este efeito, foram analisados os perfis de
modificacdo pés-traducional das proteinas NifH, GS e GInB no mutante 7611 (ginZ)

usando as mesmas condi¢des estabelecidas para a estirpe selvagem (Figura 40).
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Figura 40 — Perfil de modificacdo das proteinas NifH, GS e GInB ap06s choque
de amoénio na estirpe 7611(glnZz)
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A estirpe gInZ 7611, expressando a enzima nitrogenase, foi submetida a um choque de
amoénio (NH,CI 200 uM) no tempo zero. As amostras foram coletadas, processadas e
analisadas por “western blot” nos tempos indicados. Extratos celulares foram submetidos a
SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH (A) ou GS (B). Extratos
celulares totais foram submetidos a Native-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo
para GInB (C). Extratos celulares totais, fracdes de citoplasma e membrana foram submetidos
a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GInB (D). As setas indicam as
proteinas identificadas. NifH-ADPR indica a proteina NifH ADP-ribosilada; GS-AMP indica
a proteina GS adenililada, GInB-3UMP indica a proteina GInB uridililada nas trés
subunidades.
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A modificacdo da proteina NifH foi mais rapida e mais duradoura no mutante
gInZ do que na estirpe selvagem (comparar Figuras 35A e 40A). A modificacdo da
GS também foi alterada na auséncia da proteina GInZ, a adenillacdo e a
desadenililagdo ocorreram mais lentamente no mutante (comparar Figuras 35B e
40B). No mutante ginZ, a proteina GInB foi desuridililada e reuridililada de forma
muito semelhante a observada na estirpe selvagem (comparar Figuras 35C e 40C)
porém, a ligacdo da proteina GInB a fragdo de membrana foi drasticamente alterada
em relacdo a estirpe selvagem (comparar Figuras 35E e 40D). Na auséncia de GInZ,
GInB foi encontrada associada a fracdo de membrana antes da adicdo de amonio; 5
minutos apds a adicdo de amébnio, GInB estava totalmente associada a fracao de
membrana, desaparecendo completamente do citoplasma. Apds 20 minutos, uma
grande fracdo de GInB ainda permaneceu ligada a fracdo de membrana. Na
auséncia de GInzZ, a ligacdo de GInB a membrana parece ndo depender
necessariamente de sua desuridililacdo. Antes da adicdo de ambnio ao meio, GInB
esta totalmente uridillada e uma pequena fragdo se encontra ligada a membrana
(Figuras 40C e 40D). Cinco minutos ap6s o choque de aménio, GInB esta
parcialmente desuridililada, porém encontra-se totalmente ligada a membrana
(Figuras 40C e 40D). Estas observacdes sugerem que, quando GInZ est4 ausente,
GInB tem maior afinidade para ligacdo a membrana citoplasmaética.

O mutante gInZ apresentou um perfil selvagem de modificacdo da proteina
NifH idéntico em resposta a anaerobiose (Figura 39), confirmando dados anteriores
(KLASSEN et al., 2001).

Em E. coli as proteinas GInB e GInK podem formar heterotrimeros in vivo
quando as células sdo cultivadas em condicdes limitantes de nitrogénio (VAN
HEESWIJK et al., 2000). O perfil de migracdo em eletroforese nativa da proteina
GInB de A. brasilense foi similar nas estirpes selvagem (Figura 35C) e mutante ginZ
(Figura 40C). Além disso, ndo foram observadas diferencas no perfil de migracéo da
proteina GInZ de A. brasilense, sob condi¢cdes nativas, entre a estirpe selvagem
(Figura 35D) e mutante gInB (Figura 38C). Estes dados sugerem que as proteinas

GInB e GInZ de A. brasilense ndo formam heterotrimeros in vivo.

5.8 Dependéncia da proteina AmtB para a ligacédo das proteinas P, a membrana
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citoplasmética de A. brasilense

A ligacdo genética em um operon dos genes ginK e amtB, quase que
invariavel entre os procariotos levou a hipétese de que as proteinas GInK e AmtB
interagem fisicamente (THOMAS et al., 2000a). Desde ent&do tem sido mostrado que
proteinas da familia P, interagem com a fracdo de membrana de uma forma AmtB-
dependente em varios microrganismos (COUTTS et al., 2002; DETSCH e STULKE,
2003; STROSSER et al., 2004). Em E. coli, GInK interage diretamente com AmtB e
que tal interacdo s6 ocorre quando GInK esta totalmente desuridililada. A formacao
do complexo GInK-AmtB tem como consequUéncia o bloqueio da atividade da
proteina AmtB (COUTTS et al., 2002; JAVELLE et al., 2004). A. brasilense é uma
das poucas excecdes onde o gene amtB € expresso de forma monocistrénica nao
sendo expresso em um operon com um gene da familia P, (VAN DOMMELEN et al,
1998). Neste trabalho, foi examinado se a ligacdo a membrana das proteinas GInB e
GInZ, induzida por aménio (Figuras 35E e 35F) era dependente da proteina AmtB.
Os resultados indicam que as proteinas GInB e GInZ n&o se ligam a membrana ap6s

um choque de amoénio no mutante amtB (Figura 41).

Figura 41 — As proteinas GInB e GInZ se ligam a fracdo de membrana de forma

dependente de AmtB apés choque de amdnio
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A. brasilense FP2 (selvagem) ou FAJ310 (amtB::km), expressando a enzima nitrogenase,
foram coletados antes (-N) ou 20 minutos depois (+N) da adi¢do de 20 mM NH,CI. Extratos
celulares totais, fracOes de citoplasma e membrana foram submetidos a SDS-PAGE seguido
de “western blot” usando anticorpo para GInZ (A) ou GInB (B). As setas indicam as proteinas
uridililadas (-UMP) ou desuridililadas.
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O mutante amtB poderia, potencialmente, apresentar uma menor captacao de
amonio do meio externo em relacdo a estirpe selvagem, porém, trabalhos anteriores
mostraram que este mutante apresenta a mesma taxa de captagao de amonio
observada na estirpe (VAN DOMMELEN et al., 1998). Mesmo assim, foi utilizado um
forte choque de amonio (NH4Cl 20mM por 20 minutos) no experimento descrito na
Figura 41 para garantir que o influxo de aménio nestas condi¢cdes ocorra de forma
independente de AmtB. Este choque de amonio levou a uma desuridililagado de GInB
e GInZ no mutante amtB semelhante a observada estirpe selvagem (Figura 41)

comprovando que o influxo de aménio ndo é afetado na auséncia da proteina AmtB.

5.9 Modificagdo pos-traducional da proteina NifH e inativacdo da nitrogenase
em resposta a adicdo de amoénio na auséncia da proteina AmtB

Em R. capsulatus e Azoarcus sp. a proteina canal para ambnia AmtB é
necessaria para a ADP-ribosilacdo da proteina NifH induzida por aménio (YAKUNIN
e HALLENBECK, 2002; MARTIN e REINHOLD-HURECK, 2002). Para examinar se a
proteina AmtB também estd4 envolvida da modificacdo da proteina NifH em A.
brasilense, os mesmos experimentos conduzidos para a estirpe selvagem (Figura
35) foram realizados usando uma estirpe mutante FAJ310(amtB::km). Nenhuma
modificacdo da proteina NifH foi observada apos a adicdo de NH4CI 200 uM (Figura
42A), entretanto, a introducdo de um plasmideo (pFAJ309) que expressa 0 gene
amtB de A. brasilense no mutante FAJ310(amtB::km) restaurou o fenétipo selvagem
de modificacdo da proteina NifH apo6s a adicdo de aménio (dados ndo mostrados). A
auséncia da proteina AmtB nao alterou a modificacdo da proteina GS apoés a adicao
de amobnio e nem a desuridililacdo das proteinas GInB e GInZ (comparar Figuras 35B
com 42B, 35C com 42C, 35D com 42D). Estes resultados indicam que a auséncia da
proteina AmtB ndo afeta substancialmente a captacdo de aménio nas condicbes
utilizadas.

Quando um choque de aménio mais intenso foi aplicado (NH;Cl 20 mM),
bandas bem fracas referentes a proteina NifH ADP-ribosilada puderam ser
observadas (Figura 43B). Como previsto pelo estado de modificacdo da proteina
NifH, a atividade da enzima nitrogenase no mutante FAJ310 n&o foi completamente
inibida apds a adicdo de aménio (NH4CI 20 mM), enquanto que na estirpe selvagem

a atividade foi completamente inibida (Figura 43A).
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A modificacdo da proteina NifH induzida por anaerobiose foi semelhante nas
estirpes FP2 (selvagem) e FAJ310 (amtB::km) (Figura 39), corroborando resultados
anteriores os quais indicam que a modificagdo da proteina NifH induzida por aménio
e por anaerobiose ocorre por diferentes vias de sinalizacdo (ZHANG et al., 1994).

Figura 42 — Perfil de modificacdo das proteinas NifH, GS, GInB e GInZ apoés
choque de amdnio na estirpe FAJ310 (amtB")
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Células de A. brasilense FAJ310 (amtB::km) expressando a enzima nitrogenase, foram
submetidas a um choque de aménio (NH,CI 200 uM ) no tempo zero. Extratos celulares
foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH (A) ou
GS (B). Extratos celulares totais foram submetidos a native-PAGE seguido de “western blot”
usando anticorpo para GInB (C) ou GInZ (D). As setas indicam as proteinas identificadas.
GS-AMP indica a proteina GS adenililada, GInB-3UMP e GInZ-3UMP indicam as proteinas
GInB e GInZ uridililada nas trés subunidades, respectivamente
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Figura 43 — Perfil de desligamento e modificacdo da nitrogenase ap0s choque
de amoénio na estirpe FAJ310 (amtB)
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As estirpes de A. brasilense FP2 (selvagem) e FAJ310 (amtB"), desreprimidas para atividade
da nitrogenase foram ensaiadas para atividade da nitrogenase in vivo pelo método de reducéo
do acetileno (A). Aliquotas da fase gasosa foram coletadas nos tempos indicados e analisadas
por cromatografia gasosa. Os dados indicam nmol de etileno formado por 0,5mL da fase
gasosa. A seta indica o ponto onde NH,ClI 20 mM foi injetado. O mesmo perfil de
desligamento da nitrogenase foi observado em outro experimento independente. (B) Células
A. brasilense FAJ310 (amtB::km), expressando a enzima nitrogenase, foram submetidas a um
choque de amdnio (NH,Cl 20 mM ) no tempo zero. Extratos celulares foram submetidos a
SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH. NifH-ADPR indica a
proteina NifH ADP-ribosilada.
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5.10 Localizacao celular da proteina DraG apés um choque de amonio

Os resultados descritos até entdo indicam que em A. brasilense, assim como
em R. capsulatus e Azoarcus sp., a proteina AmtB é necessaria para a modificacao
da proteina NifH induzida por amonio. Estes resultados suportam a idéia de que a
proteina AmtB atua como um sensor de amdnio extracelular. Porém ainda néo esta
claro como a proteina AmtB pode transmitir a presenca de aménio no meio
extracelular e alterar a atividade das enzimas DraT e DraG, as quais controlam a
ADP-ribosilacdo da proteina NifH. Trabalhos anteriores em R. rubrum sugerem que a
ligacdo da proteina DraG a fracdo de membrana seria um elemento critico na
regulagcdo da atividade desta enzima, com a ligacdo a membrana causando a
inativacdo de DraG (NOREN e NORDLUND, 1997). Esta hipodtese foi sugerida uma
vez que a enzima DraG de R. rubrum é sempre encontrada na fracdo de membrana
em extratos celulares.

Com a finalidade de verificar se a enzima DraG poderia ser regulada por
ligacdo a membrana, a localizacdo celular de DraG foi avaliada em diferentes
condicOes de disponibilidade de nitrogénio. As enzimas DraT e DraG sdo expressas
em baixos niveis (SAARI et al., 1984), portanto ndo foi possivel a detec¢do destas
enzimas por “western blot” (dados ndo mostrados). Com a finalidade de aumentar os
niveis de expressao destas enzimas, foi usado o plasmideo (pLHDraThisGMP), que
expressa uma versao da enzima DraT com uma cauda de 6 histidinas na regido N-
terminal (His-DraT) e a enzima DraG nativa, ambas sob controle do promotor
induzivel ptac. O plasmideo pLHThisGMP foi introduzido na estirpe UB2 (draT::km,
mutacdo polar em draG) de A. brasilense. Para evitar a potencial titulacdo de
reguladores das enzimas DraT e DraG o promotor ptac nao foi induzido uma vez que
His-DraT e DraG puderam ser detectadas nestas condicdo. Com a adicdo de NH4CI
200 uM, a estirpe UB2(pLHThisGMP) apresentou um padrao de modificacdo pos-
traducional das proteinas NifH, GS, GInB e GInZ semelhante ao observado na
estirpe selvagem (comparar Figura 35de A a D com Figura 44 de A a D).
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Figura 44 — Perfil de modificacdo das proteinas NifH, GS, GInB e GInZ ap0és
choque de aménio na estirpe UB2 (pLHdraThisGMP)

Minutos ap6s adi¢do de NH,CI 200uM
0 0.5 1 2 3 4 6 10 15 20
NifH - ADPR
N | ———— i R R R an e | A
GS - AMP
—_—
s - e e e = _ = —-— - e B
C D
Native-PAGE | Minutos ap6s NH, Native-PAGE | Minutos apés NH,
0 5 20 0 5 20
GInB ;
— 4 Ginz
el B |-
GInB - 3UMP " . GInz - 3UMP - -
Extrato total Citoplasma Membrana
Minutos ap6s adicdo de NH,CI 200uM
0 5 20 0 5 20 0 5 20
GInB
T - e - - - am - | E
GInz
% - — r— - mE— - F
His-DraT . CE— G
DraG
—_ — p H

Células de A. brasilense UB2(pLHdraThisGMP) expressando a enzima nitrogenase foram
submetidas a um choque de aménio (NH,CI 200 uM ) no tempo zero. Aliquotas foram
coletadas, processadas e analisadas por “western blot” nos tempos indicados, conforme
descrito em Material e Métodos. Extratos celulares foram submetidos a SDS-PAGE seguido
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de “western blot” usando anticorpo para NifH (A) ou GS (B). Extratos celulares totais foram
submetidos a Native-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GInB (C) ou
GInzZ (D). Extratos celulares totais, fragdes de citoplasma ou membrana foram submetidos a
SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GInB (E), GInZ (F), DraT (G)
ou DraG (H). As setas indicam as proteinas identificadas. NifH-ADPR indica a proteina NifH
ADP-ribosilada; GS-AMP indica a proteina GS adenililada; GInB-3UMP e GInZ-3UMP
indicam a proteina GInB ou GInZ, respectivamente, uridililada nas trés subunidades.

FracOes de citoplasma e membrana foram monitoradas para a presenca das
proteinas GInB, GInZ, DraT e DraG por “western blot” antes e depois de um choque
de amoénio. O padrdo de ligagdo a membrana das proteinas GInB e GInZ foi
semelhante ao observado com a estirpe selvagem (comparar Figuras 35E e 35F
com Figuras 44E e 44F). A enzima DraT foi encontrada nas fragbes de membrana e
citoplasma, porém a quantidade relativa do sinal para DraT nas diferentes fracdes
nao sofreu alteracdo de acordo com os niveis de nitrogénio na célula (Figura 44G).
Por outro lado, a enzima DraG foi substancialmente associada a fracdo de
membrana 5 minutos apdés a adicdo de amébnio ao meio, retornando para o
citoplasma apés 20 minutos (Figura 44H). A distribuicdo relativa de DraG entre as
fracOes de citoplasma e membrana (baseado em dois experimentos independentes)
foi de 88:12, 26:74 e 73:28 para os tempos 0, 5 e 20 minutos respectivamente.
Como DraG esta superexpressa nas condicfes experimentais utilizadas, o fato de
que DraG néo ter sido encontrada totalmente associada a fracdo de membrana apos
5 minutos pode ser devido a titulagdo do possivel receptor para DraG presente na
membrana, ou devido a dissociacdo parcial de DraG da fracdo de membrana
durante o processamento da amostra. E provavel que, em células selvagens, DraG
seja totalmente ligada a membrana apés um choque de aménio in vivo.

A ligacdo de DraG a membrana esta claramente relacionada com o perfil de
modificacdo da proteina NifH. Nos tempos 0 e 20 minutos, quando NifH ndo esta
modificada (condi¢cdes onde DraG esta ativa), DraG encontra-se predominantemente
no citoplasma. No tempo 5 minutos apés o choque de aménio, condi¢cdo onde NifH
estd completamente modificada (condicdo onde DraG esta inativa), DraG esta
predominantemente associada a fracgdo de membrana. Como a proteina NifH sé
esta presente na fracdo de citoplasma (Figura 35G), é possivel que a ligacdo da
enzima DraG a membrana afete sua atividade apenas pela simples separacao fisica

do seu substrato, a proteina NifH ADP-ribosilada.
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5.11 Localizagdo celular da enzima DraG na auséncia das proteinas AmtB,
GInB e GInz

O que leva a enzima DraG a se associar a membrana citoplasméatica ap6s o
choque de amoénio? A ligacdo a membrana das proteinas GInB, GInZ e DraG é
claramente sincronizada (Figuras 44E, 44F e 44H) sugerindo que a ligacao de DraG
a membrana possa ser mediada pelas proteinas GInB e GInZ através de interacdes
proteina-proteina. Como o canal para aménia AmtB é necessario para a associacao
a membrana das proteinas GInB e GInZ, foi verificado se a ligacdo de DraG também
seria dependente de AmtB. Nenhum sinal para DraG foi observado na fracdo de
membrana apos a adicdo de amonio na estirpe FAJ310(amtB::km) (Figura 45A),
enquanto que o padréo de distribuicdo da proteina DraT foi idéntico ao observado na
Figura 44G (dados ndo mostrados). A dependéncia da proteina AmtB para a ligacao
de DraG a membrana ap6s o choque de ambnio é consistente com a auséncia de
modificacdo da proteina NifH no mutante amtB (Figura 42A). Neste mutante a
enzima DraG permaneceria no citoplasma impedindo sua inativacdo apos a adicao
de amonio as células.

A dependéncia das proteinas GInB e GInZ na associacdo das enzimas DraT e
DraG com a membrana foi analisada utilizando os mutantes LFH3 (ginB) e 7611
(gInZ). O padréo de distribuicdo celular de DraT nos mutantes gIinB e gInZ foi
idéntico ao mostrado na Figura 44G (dados ndo mostrados). Nao foi detectada
associacdo de DraG a fracdo de membrana em nenhum dos mutantes apds a adicao

de amdnio ao meio (Figuras 45B e 45C).
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Figura 45 — A ligacdo de DraG a membrana requer AmtB, GInB e GInZ.
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Células de A. brasilense FAJ310 (amtB::km) (A), LFH3 (mutante gInB nédo-polar) (B) ou
7611 (gInZ::Q) (C) contendo o plasmideo pLHThisGMP, expressando a enzima nitrogenase,
foram submetidas a um choque de aménio (NH,CI 200 uM ) no tempo zero. As amostras
foram coletadas, processadas em fracOes de citoplasma e membrana e analisadas por “western
blot” nos tempos indicados usando anticorpo para DraG.

5.12 Interacdo da enzima DraG com as proteinas Py

Possiveis interacfes entre as proteinas GInB ou GInZ com a enzima DraG
foram determinadas por experimentos de “pull — down”. Células de A. brasilense
UB4 (draG::km) (controle negativo) e UB4 contendo o plasmideo pLHdraGhisMP
(expressa His-DraG) desreprimidas para nitrogenase foram coletadas antes ou 5
minutos depois da adicdo de NH4Cl 200uM. As células foram imediatamente
resfriadas em nitrogénio liquido e extratos celulares obtidos. Para evitar a potencial
titulacdo de reguladores de DraG, o promotor ptac ndo foi induzido durante os
experimentos. Sob estas condi¢des, a regulacdo pés-traducional da proteina NifH foi

semelhante a observada na estirpe selvagem (Figura 46A).
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Figura 46 — Co-eluicdo das proteinas His-DraG e GInZ na estirpe UB4
(pLHGhisMP)
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Painel I - Celulas de A. brasilense UB4(pLHGhisMP) expressando His-DraG foram

submetidas a um choque de aménio (NH,CI 200 uM ) no tempo zero. As amostras foram
coletadas e analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH
(A). NifH-ADPR indica a proteina ADP-ribosilada. Painel 11 - Células A. brasilense UB4
(draG::km) (controle) e UB4(pLHGhisMP) expressando His-DraG, foram coletadas antes (-
N) ou 5 minutos depois (+N) da adi¢cdo de NH,CI 200 uM . Extratos celulares totais foram
incubados com His MagTM agarose beads por 10 minutos, os “beads” foram lavados
extensivamente e as proteinas adsorvidas foram eluidas com imidazol 500mM. As amostras
foram analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para DraG (B),
GInZ (C) ou GInB (D).

Os extratos celulares foram incubados com “beads” de agarose His-Mag™.

Os “beads” foram lavados extensivamente e as proteinas ligadas foram eluidas com
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tampdo contendo imidazol 500 mM. A presenca das proteinas DraG, GInZ e GInB
no extrato original e no eluato foi analisada por “western blot” usando anticorpos
especificos. Como esperado, o sinal para a proteina His-DraG sé estava presente
na eluato do extrato de células contendo o plasmideo que expressa a His-DraG
(Figura 46B). A proteina GInZ foi detectada no eluato do extrato de células que
expressam a proteina His-DraG, mas apenas quando as células foram coletadas
antes do choque de aménio (Figura 46C). Nenhum sinal para a proteina GInB foi
detectado nas fracdes de eluicdo (Figura 46D) sugerindo que DraG nao interage
com GInB in vivo.

Os resultados apresentados na Figura 46B indicam que o sinal da proteina
DraG reduziu drasticamente no eluato quando as células foram coletadas depois do
choque de amoénio (comparar eluato, His-DraG —N e +N). Este fendmeno foi
reproduzido em outros experimentos independentes. A proteina DraG é sequestrada
para a fracdo de membrana de forma dependente de AmtB apos a adi¢cdo de amoénio
as células (item 5.10). A proteina His-DraG apresentou 0 mesmo comportamento,
sendo quase que totalmente sequestrada para a fracdo de membrana 5 minutos
apos a adicdo de amonio 200 uM (dados ndo mostrados). Uma possivel explicacao
para a reducdo no sinal para a His-DraG no eluato apds a adicdo de amonio as
células (Figura 46B) seria de que a forma His-DraG ligada a fracdo de membrana €,
de alguma forma, menos acessivel & ligacdo com os “beads” His-Mag™.

Com a finalidade de impedir a ligagdo da proteina His-DraG & membrana e,
consequentemente, aumentar a quantidade de His-DraG disponivel para ligagdo aos
“beads” ap6s a adicdo de amébnio as células, 0 mesmo experimento descrito
anteriormente foi repetido utilizando uma estirpe mutante amtB. Para este
experimento foi utilizada a estirpe A. brasilense FAJ310(amtB::km) como controle
negativo, e a estirpe FAJ310 contendo o plasmideo pLHdraGhisMP. Na estirpe
mutante amtB, o sinal para His-DraG no eluato foi semelhante nas duas condicbes
(Figura 47A, comparar eluato, His-DraG —N e +N). Novamente, nenhum sinal para a
proteina GInB foi observado no eluato (Figura 47C). A presenca da proteina GInZ foi
detectada no eluato dos extratos contendo a proteina His-DraG quando as células
foram coletadas antes ou depois do choque de aménio (Figura 47B), indicando que
a proteina DraG interage com a proteina GInZ in vivo e que a interacdo nao €&

regulada pelos niveis de nitrogénio na célula. A andlise do estado de uridillacdo da
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proteina GInZ nos extratos celulares indica que a proteina GInZ estava totalmente
uridililada quando as células foram coletadas em condi¢des de fixacdo de nitrogénio,
e totalmente desuridililada apés o chogue de amdnio (Figura 47D), sugerindo que
DraG interage com GInZ independentemente do estado de uridililacdo de GInZ.
Entretanto, o sinal referente a GInZ no eluato foi 3X mais intenso apds a adicdo de
amonio (comparar Figura 47B elutato His-DraG, —N e +N), indicando que interacdo

entre DraG e GInZ é maximizada quando GInZ esta totalmente desuridililada.

Figura 47 — Co-eluicdo das proteinas His-DraG e GInZ na estirpe FAJ310
(pPLHGhisMP)
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Células de A. brasilense FAJ310 (amtB::km) (controle) e FAJ310(pLHGhisMP) expressando
a proteina His-DraG foram coletadas antes (-N) ou 5 minutos depois (+N) da adicdo de
NH,CI 200 uM. Extratos celulares totais foram incubados com His MagwI agarose beads, os
“beads” foram lavados extensivamente e as proteinas adsorvidas foram eluidas com imidazol
500 mM. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot” usando
anticorpo para DraG (A), GInZ (B) e GInB (C). Extratos celulares totais foram analisados por
native-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GInZ (D). GInZ-OUMP e
GInZ-3UMP indica a proteina desuridililada e uridililada, respectivamente.

5.13 Interacdo da enzima DraT com as proteinas P
Para investigar possiveis interagbes entre DraT e GInB e/ou GInZ, foram
preparados extratos celulares de células fixando nitrogénio. As células foram
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coletadas antes ou 5 minutos depois da adicdo de NH,Cl 200uM. As estirpes usadas
foram A. brasilense UB2 (draT::km) como controle negativo, e UB2 contendo o
plasmideo pLHdraThisGMP, que expressa His-DraT e DraG nativa sob controle do
promotor ptac. Para evitar a potencial titulacdo de reguladores de DraG o promotor
ptac ndo foi induzido durante os experimentos. Sob estas condi¢des, a regulacao
pos-traducional da proteina NifH foi semelhante a observada na estirpe selvagem
(Figura 48A).

Os extratos celulares foram incubados com “beads” de agarose His-Mag™ os
“beads” foram lavados extensivamente e as proteinas ligadas foram eluidas com
tampéao contendo imidazol 500 mM. A presenca das proteinas DraT, GInZ e GInB no
extrato original e no eluato foi analisada por “western blot” usando anticorpos
especificos. Como esperado, o sinal para a proteina His-DraT sO estava presente
na eluato do extrato de células contendo o plasmideo que expressa a His-DraT
(Figura 48B). Nenhum sinal para a proteina GInZ foi detectado nas fracbes de
eluicdo (Figura 48C) sugerindo que a proteina DraT néo interage com GInZ in vivo. A
proteina GInB foi detectada no eluato do extrato de células que expressam a
proteina His-DraT, mas apenas quando as células foram coletadas apds do choque
de amoénio (Figura 48D).

A andlise do estado de uridililacdo da proteina GInB nos extratos celulares
indica que a proteina GInB estava totalmente uridillada quando as células foram
coletadas em condi¢cbes de fixacdo de nitrogénio, e quase totalmente desuridililada
apos o choque de amodnio (Figura 48E), sugerindo que DraT interage apenas com a
forma desuridililada da proteina GInB in vivo.

Um trabalho anterior levantou a hipétese de que a proteina DraT poderia
interagir fisicamente com DraG em R. rubrum (GRUNWALD et al., 1995). Nao foi
detectado nenhum sinal para DraG no eluato de células expressando a proteina His-
DraT (dados ndo mostrados), indicando que DraT nado interage com DraG em A.
brasilense. Entretanto, € possivel que tal interacdo ocorra in vivo mas seja perdida

durante o processamento da amostra.

Figura 48 — DraT interage com a forma desuridililada de GInB in vivo.
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Painel I - Células de A. brasilense UB2(pLHThisGMP) expressando His-DraT foram

submetidas a um choque de amoénio (NH,CI 200uM ) no tempo zero. As amostras foram
coletadas nos tempos indicados e analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot”
usando anticorpo para NifH (A). NifH-ADPR indica a proteina NifH ADP-ribosilada. Painel
Il — Células de A. brasilense UB2 (draT::km) (controle) e UB2(pLHThisGMP) expressando
His-DraT, foram coletadas antes (-N) ou 5 minutos depois (+N) da adi¢do de NH,CI 200 uM.
Extratos celulares totais foram incubados com His MagTM agarose beads, os “beads” foram
lavados extensivamente e as proteinas adsorvidas foram eluidas com imidazol 500mM. As
amostras foram analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para
DraT (B), GInZ (C) ou GInB (D). Extratos celulares totais foram analisados por native-PAGE
seguido de “western blot” usando anticorpo para GInB (E). GInB-OUMP e GInB-3UMP
indicam a proteina desuridililada e uridililada, respectivamente.

6 DISCUSSAO
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6.1 Papel da proteina NtrC na expressao do gene ginB de A. brasilense

Estudos com fusdes traducionais gInB-lacZ em mutantes ntrB e ntrC
indicavam que a proteina NtrC ndo estaria envolvida na regulacdo dos promotores
ginB em A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Entretanto, outros resultados
sugeriam que a proteina NtrC regula diretamente a expressao de ginB (HUERGO,
2002). Para confirmar a participacdo da proteina NtrC na regulacdo da expressao de
ginB foram obtidos dois mutantes insercionais ntrC::km. Utilizando fusdes
traducionais e transcricionais glnB-lacZ, a expresséo de gInB foi monitorada nestes
mutantes e na estirpe selvagem na presenca ou auséncia de amdnio. A expressao
do gene gInB foi aumentada cerca de 8X em resposta a limitagdo de nitrogénio na
estirpe selvagem (Tabela 7), confirmando dados anteriores (DE ZAMAROCZY et al,
1993). Porém, ao contrario do observado por DE ZAMAROCZY e colaboradores
(1993), a expressédo do gene gInB foi alterada nas estirpes ntrC em relacéo a estirpe
selvagem FP2 (Tabela 7). A atividade do promotor ginB permaneceu em um nivel
relativamente alto e perdeu a regulacdo por amoénio na auséncia de NtrC. Fusbes
glnB-lacZ nas quais 0 promotor gInBp2 - " foi mutagenizado (-24 GG/AA) foram

obtidas. A expressdo do promotor ginBp2 - c"

mutagenizado foi muito similar a
expressao do promotor selvagem na estirpe LHNTRCS3 (ntrC) (Figura 17), indicando
que a expressdo de gInB observada no mutante ntrC ocorre apenas a partir do
promotor ginBp1 - ™.

Os dados obtidos levaram a conclusdo que a proteina NtrC regula a
expressdo dos promotores gInB ativando o promotor " - gInBp2 e reprimindo o
promotor ¢’° - gInBpl uma vez que este se sobrepde a dois possiveis sitios para
ligacdo de NtrC (Figura 20). Este mesmo tipo de regulacéo foi observada na regiao
promotora do gene ginB em R. capsulatus e B. japonicum (FOSTER-HARTNETT e
KRANZ, 1994; MARTIN et al.,, 1989) e do operon ginAntrBC em E. coli (DIXON,
1984), além disso, a proteina NtrC participa na regulacdo da expressao de ginB em
todos os membros das a-proteobactérias ja estudados.

Outros dados fisiolégicos observados em mutantes ntrC de A. brasilense
estdo de acordo com o modelo proposto de regulacdo para a expressao de ginB. A
atividade total da glutamina sintetase (GS) em mutantes ntrC é cerca de 40% da

observada na estirpe selvagem em condi¢des limitantes de nitrogénio (ZHANG et al.,
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1994; ISHIDA, 2002). A GS é expressa predominantemente a partir dos promotores
gInB em condicdes de limitacdo de nitrogénio (DE ZAMAROCZY et al., 1990), sendo
assim, a reducgao da GS total deve estar diretamente relacionada com a redugéo na
expressao de gInB observada nos mutantes ntrC nestas condi¢cdes (reducdo de
aproximadamente 50%, Tabela 7, comparar estirpe selvagem com mutantes ntrC,

fusdes gInB-lacZ condicdo —NHy,).

6.2 Determinacdo das bases moleculares para o fenotipo das estirpes FP8 e
FP9 de A. brasilense

O estudo da regulacdo da fixacdo de nitrogénio em A. brasilense foi iniciado
com o isolamento de mutantes incapazes de fixar nitrogénio (Nif). PEDROSA e
YATES (1984) isolaram dois mutantes quimicos (FP8 e FP9) os quais apresentaram
deficiéncia de crescimento em nitrato e fendtipo Nif. Estes fenotipos foram
complementados com o gene ntrC de K. pneumoniae, sugerindo que a mutacdo nas
estirpes FP8 e FP9 ocorrera no gene ntrC. Entretanto, mutantes ntrC insercionais
obtidos por LIANG et al (1993) e MACHADO et al. (1995) sdo capazes de fixar de
nitrogénio. O fendtipo Nif no mutante FP9 € decorrente da baixa expressao de ginB
(DE ZAMAROCZY et al., 1993).

Com a finalidade de esclarecer as bases moleculares para o fendtipo
apresentado pela FP8 e FP9 o gene ntrC da estirpe FP9 (FP9-ntrC) foi isolado,
clonado e sequenciado. Os fendtipos observados apos a introducdo do gene FP9-
ntrC nas estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5 (ntrC") indica que o produto do gene
ntrC da estirpe FP9 é a causa do fendtipo Nif e Nar neste mutante, excluindo a
possibilidade de que os fenétipos observados na estirpe FP9 sejam ocasionados por
multiplas mutacdes em diferentes pontos do genoma. O sequenciamento do gene
ntrC das estirpes FP9 e FP8 revelou a presenca de uma Unica troca de base em
cada estirpe em relacdo ao ntrC selvagem. A seqiiéncia de aminoacidos deduzida
indica substituicdes das glicinas 238 e 240 no sitio para ligacdo de ATP (Walker A)
das proteinas FP8-NtrC e FP9-NtrC, respectivamente (Figura 22). Mutacbes no
motivo Walker A na proteina NtrC de S. typhimurium geram proteinas com
caracteristica repressora NtrC(rep), ou seja, sao capazes de se ligar a sitios UAS no
DNA mas ndo tem capacidade de ativar transcricdo de genes dependentes de c"-
RNA polimerase (WEISS et al., 1991). A capacidade da proteina FP9-NtrC de se
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ligar ao DNA foi confirmada pela reducdo na expressdo do operon nifR3ntrBC
observada na presenca de FP9-NtrC (Tabela 8) e a incapacidade de ativar
transcricdo foi verificada pela incapacidade de complementar o fenétipo Nar  do
mutante LHNTRC5 (ntrC) (Figura 18). Estes dados indicam que as estirpes FP8 e
FP9 codificam para formas NtrC(rep).

A presenca de formas NtrC(rep) explica o fenétipo Nif observados nas
estirpes FP8 e FP9. As proteinas FP8-NtrC e FP9-NtrC seriam incapazes de ativar a
transcricdo do promotor glnBp2 — o', porém se ligariam aos sitios UAS no DNA,
levando assim ao blogueio do promotor ginBpl — o’° (Figura 20). Estes dados
corroboram a conclusao de que a proteina NtrC regula a expressédo dos promotores
ginB (item 6.1)

6.3 Efeito da superexpresséo de His-DraT, His-DraG e His-DraT + DraG sobre o
desligamento-religamento da nitrogenase

A superexpresséo de His-DraT e His-DraG resultou em regulagéo anormal de
ambas as enzimas, uma vez que o perfil de modificacdo da proteina NifH foi alterado
em relacdo a estirpe selvagem (Figura 32). A superexpressao de His-DraT resultou
em modificagdo de NifH mesmo antes da adigdo de amonio ao meio. Por outro lado,
a superexpressdo de His-DraG impediu a modificacdo completa de NifH apos a
adicaio de NH,CI 1mM. Em células superexpressando as duas enzimas
simultaneamente (His-DraT e DraG nativa), a regulacdo da nitrogenase foi
semelhante a observada na estirpe selvagem, porém, a proteina NifH se apresentou
parcialmente modificada antes da adicdo de amonio ao meio (Figura 32, tabela).

O efeito da superexpresséo de DraT e DraG sob a regulacédo da nitrogenase
ja havia sido estudado em R. rubrum. GRUNWALD e colaboradores (1995),
construiram plasmideos capazes de superexpressar DraT e DraG a partir do
promotor nifH. Ao contrério do observado em A. brasilense, nenhuma modificagdo de
NifH foi observada antes da adicdo do estimulo negativo em células
superexpressando DraT. Uma possivel explicacdo para esta diferenca seria de que
0s niveis de expressdo de DraT em A. brasilense foram maiores do que em R.
rubrum, com isso, um possivel regulador negativo (ou atividade de DraG) nao seria
capaz de bloquear o excesso de DraT. A superexpressdo de DraG em R. rubrum

resultou em auséncia total de ADP-ribosilacdo de NifH em resposta a adicdo de
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amonio ao meio, este resultado € similar aos dados deste trabalho, porém, uma
modificacdo parcial de NifH foi observada em A. brasilense (Figura 32).

A superexpressdo simultanea de ambas as enzimas DraT e DraG em A.
brasilense restaura a regulagdo normal da nitrogenase, 0 mesmo ocorre em R.
rubrum. Foi sugerido que um balanco de concentracdo de DraT e DraG seria
necessario para a regulacdo da atividade destas enzimas possivelmente devido a
interacOes diretas entre DraT e DraG em R. rubrum (GRUNWALD et al., 1995).
Outra possivel explicacdo seria que as enzimas DraT e DraG superexpressas sao
parcialmente reguladas, criando um ciclo futil de modificacdo de NifH e gerando um
fendtipo selvagem de desligamento/religamento da nitrogenase. Varias evidéncias
favorecem a segunda hip6tese em A. brasilense: (1) A. brasilense superexpressando
DraT apresenta ADP-ribosilacdo apenas parcial de NifH, sugerindo que DraT esta
ativa antes da adicdo de amonio. Se a superexpresséo de DraT inibisse diretamente
a atividade de DraG, NifH deveria estar totalmente modificada. (2) A. brasilense
superexpressando DraG apresentou ADP-ribosilagdo parcial da nitrogenase apés
adicdo de amonio as células, sugerindo que DraT est4 sendo normalmente regulada
nestas condi¢des, se a superexpressao de DraG inibisse DraT, o processo de ADP-
ribosilacéo de NifH seria totalmente interrompido. (3) Modificacdo parcial da NifH foi
observada em células superexpressando DraT e DraG antes da adi¢cdo de aménio. A
hipotese proposta é que ambas as enzimas estariam ativas antes da adicdo de
amonio ocasionando um ciclo fatil de modificacdo de NifH. A modificacdo parcial
observada provavelmente se deve ao fato de que DraT deve estar sendo expressa
em niveis mais elevados que DraG uma vez que DraT esté sob controle do sitio forte
de inicio de traducdo do vetor pET28a, ao passo que DraG esta sob controle do
proprio sitio de inicio de traducdo. (4) Interacdes entre DraT e DraG nao foram
observadas em experimentos de co-precipitacdo (item 5.13).

O fato da superexpressao de DraG resultar em desligamento parcial da
nitrogenase sugere a titulacdo de um regulador negativo nestas condicOes,
possivelmente da proteina GInZ, uma vez que a proteina GInZ foi sugerida como
regulador de DraG (KLASSEN et al., 2001). A superexpressao de DraT resulta em
ADP-ribosilacdo parcial constitutiva de NifH sugerindo também a titulacdo de um
regulador negativo.
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6.4 Papel das proteinas GInB, GInZ e AmtB na regulacdo de DraT e DraG

Apesar de varios trabalhos anteriores terem concluido que as proteinas da
familia P, e AmtB estdo envolvidas na regulacdo de DraT e DraG em diversos
organismos, até entdo nao havia nenhum estudo indicando como tal regulacao
poderia ocorrer. Com a finalidade de esclarecer este ponto, foram estabelecidas as
condicBes experimentais para acessar os ciclos de modificacdo pés-traducional das
proteinas NifH, GS, GInB e GInZ em A. brasilense em resposta a um choque de
amodnio. Os resultados aqui descritos mostram que a modificacdo pés-traducional
destas proteinas e a ligacdo de GInB e GInZ a membrana estdo sincronizados
(Figura 35). Mutantes cromossomais gInB e gInZ de A. brasilense apresentaram uma
modificacdo poés-traducional da proteina NifH, em resposta a amdénio, diferente da
observada na estirpe selvagem, porém, outras respostas induzidas por aménio como
a adenililacdo da enzima GS e a ligagdo a membrana da proteina da familia P
também foi drasticamente alterada (Figuras 38 e 40). Devido aos efeitos
pleiotropicos apresentados pelos mutantes gInB e gInZ fica impossivel distinguir se a
alteracdo no perfil de modificacdo da proteina NifH é decorrente de efeitos diretos ou
indiretos da auséncia das proteinas Py,

Como previamente reportado em R. capsulatus e Azoarcus sp., foi concluido
que a proteina AmtB também € necessaria para a modificagdo da proteina NifH
induzida por amoénio em A. brasilense (Figura 42). A auséncia da proteina AmtB néo
alterou o perfil de modificacdo das proteinas GS, GInB e GInZ indicando que, nas
condicOes experimentais utilizadas, a captacdo de amonio ndo é significativamente
alterada na auséncia da proteina AmtB (Figura 42). Em E. coli a atividade da
proteina AmtB somente é necessaria quando a concentragdo de aménio no meio
externo € menor do que 50 uM, além disso, em concentracbes mais elevadas de
amonio, a atividade da proteina AmtB é inibida pela formagdo do complexo AmtB-
GInK (JAVELLE et al., 2004). Sendo assim, é bem provavel que, nas condi¢cdes
utilizadas neste trabalho (choque de aménio 200uM em A. brasilense), 0 amoénio
entre nas células por vias de transporte alternativas, como por exemplo, simples
difusdo através da membrana.

Quando o mutante amtB foi submetido a um forte choque de amonio (NH4CI
20 mM), bandas fracas referentes a proteina NifH-ADP-ribosilada puderam ser

observadas (Figura 43). Este resultado sugere que na auséncia da proteina AmtB,
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DraT estd sendo normalmente ativada em resposta a aménio e que a modificacdo
parcial da proteina NifH observada seja resultado da incapacidade de desligar DraG
apos o choque de amdnio, levando a um ciclo fatil de ADP-ribosilagdo da proteina
NifH. Esta hipétese estd de acordo com dados j& publicados, a auséncia do ativador
transcricional NtrC impede a modificacdo da proteina NifH apos a adicdo de amdnio
(ZHANG et al., 1994). Como a expressdo do gene amtB depende da proteina NtrC
(VAN DOMMELEN et al., 1998), é bem provavel que o fendétipo do mutante ntrC seja
devido & auséncia da proteina AmtB. E importante notar que no mutante ntrC DraG
nao esta sujeita a regulacédo, uma vez que um duplo mutante ntrC draG é capaz de
modificar NifH em resposta a adicdo de amonio, indicando que DraT é normalmente
regulada (ZHANG et al., 1994).

Os resultados descritos neste trabalho mostram claramente que as proteinas
GInB, GInZ e DraG associam-se reversivelmente e de forma AmtB-dependente com
a fracdo de membrana apos a adicdo de amoénio as células (Figuras 35 e 41). A
dependéncia da proteina AmtB na associacdo de DraG & membrana apds o choque
de amonio poderia ocorrer por interacao direta entre AmtB e DraG. Alternativamente,
DraG poderia se ligar a proteina AmtB de forma indireta devido a intera¢cées com as
proteinas da familia P;, GInB e/ou GInZ, em um complexo de 3 proteinas. Os
resultados obtidos mostraram que a ligagdo de DraG & membrana s6 ocorre na
presenca de GInB ou GInZ (Figura 45). Estas observacdes permitem sugerir que a
proteina AmtB esteja funcionando como ponto de acoragem para o complexo DraG-
P na membrana citoplasmatica.

Devido aos varios efeitos pleiotrépicos apresentados pelos mutantes ginB e
glnZ é impossivel distinguir se o diferente padrao de modificacdo de NifH e ligacao
de DraG a membrana (Figuras 38 e 40), seja causado por efeitos diretos ou indiretos
das respectivas mutacbes. Além disso, 0s ensaios empregados nao permitem
distinguir se os fendétipos observados refletem alteraces na atividade de DraT, DraG
ou ambas.

As proteinas da familia P, tipicamente regulam a atividades de outras
proteinas através de interacfes proteina-proteina. Sendo assim, foi investigada a
formacdo de possiveis complexos entre as proteinas P, (GInB e GInZ) com as

enzimas DraT e DraG. A formacdo de tais complexos foi verificada através da
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técnica de co-precipitacdo (“pull-down”) utilizando-se versdes das enzimas DraT e
DraG com uma cauda de 6 histidinas na regido N-terminal (His-DraT e His-DraG).

Os resultados obtidos indicam que a enzima DraG liga-se especificamente a
proteina GInZ in vivo e que a formacdo do complexo independe do estado de
uridililacdo de GInZ (Figura 47). Este resultado sugere que a ligacdo de DraG a
membrana de forma dependente da proteina AmtB seja mediada pela proteina GInZ
devido a formacdo de um complexo ternario DraG/GInZ/AmtB. Este é o primeiro
trabalho que indica que uma proteina da familia Amt pode n&o s6 mediar a
associacdo de uma proteina da familia P, a fracdo de membrana, mas também
formar complexos ternarios envolvendo proteinas P e seus alvos, neste caso DraG.

Os fendtipos apresentados pelos mutantes ginB e gInZ foram diferentes, a
proteina GInZ ndo é desuridillada e ndo se associa a fragdo de membrana no
mutante gInB, porém, a proteina GInB é desuridillada e se associa a fracdo de
membrana no mutante ginZ (Figuras 38 e 40). Estes dados direcionam para a
formacdo de um modelo no qual a forma desuridillada da proteina GInZ seria
necessaria para a ligacdo de DraG a membrana, por interacdo entre a forma
desuridillada de GInZ e DraG. Este modelo é consistente com a auséncia de
modificacdo da proteina NifH no mutante gInB (Figura 38), uma vez que DraG
permaneceria no citoplasma e ficaria ativa apdés o choque de amdnio. Na auséncia
de GInz, a forma desuridililada da proteina GInB poderia ser capaz carrear DraG
para a membrana apos a adicdo de amoénio. Esta interacdo ocorreria somente na
auséncia de GInZ, sendo a interacdo GInB-DraG mais fraca e mais susceptivel a
dissociacdo durante a preparacao das fragOes celulares. Este modelo explica a
modificacdo da proteina NifH observada no mutante glnZ, onde DraG se ligaria a
membrana apos o choque de amonio, porém, devido a menor afinidade do complexo
GInB-DraG, DraG nao seria detectada na fracdo de membrana no mutante ginZ
(Figura 45). De fato, interacbes entre DraG-GInB foram observadas em
experimentos de “pull-down” apenas quando a proteina DraG € superexpressa
(dados ndo mostrados), indicando que tais interacdes sao fracas. Esta situacao é
comparavel a interacdes entre as proteinas Py, GInK e GInB, com AmtB em E. coli.
Neste caso, a proteina GInK liga-se a fracdo de membrana de forma dependente de

AmtB em resposta a um choque de amonio, entretanto, GInB, a qual tem menor
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afinidade por AmtB, pode ser encontrada na fracdo de membrana quando GInK esta
ausente (JAVELLE et al., 2004; A. DURAND, comunicacéo pessoal).

Os resultados descritos até entdo, sugerem que a enzima DraG seja regulada
negativamente, de acordo com o0s niveis de aménio extracelular, pela ligacdo a
membrana de forma dependente de GInZ e AmtB. Estudos recentes em R. rubrum
indicam que a enzima DraG se liga a fracdo de membrana de forma dependente das
proteinas GInJ e AmtB, estes autores também propde que DraG seja negativamente
regulada através da interagdo com & membrana (WANG et al., 2005).

Mudancas na localizacdo celular de proteinas foram recentemente descritas
como um mecanismo importante no controle de diversos processos metabdlicos em
bactérias (SHAPIRO e LOSICK, 2000). A proteina PutA repressora de transcri¢cdo do
operon de utilizacdo de prolina em S. typhimurium (put), encontra-se ligada a
membrana de acordo com a concentracdo de prolina intracelular (MURO-PASTOR
et al., 1997). Em E. coli, na presenca de glucose, a proteina repressora MLc liga-se
ao transportador de glucose PtsG permitindo a desrepressdao dos promotores
regulados por Mic (TANAKA et al., 2000). Em K. pneumoniae, a proteina repressora
da transcricdo dos genes nif, NifL estd associada a membrana sob condi¢bes de
fixacdo de nitrogénio permitindo a atividade da proteina NifA. Quando as condicdes
se tornam desfavoraveis para a fixacdo de nitrogénio, NifL retorna para o citoplasma
inibindo a atividade de NifA (KLOPPROGGE et al., 2002).

Uma outra questdo seria como a enzima DraT é ativada com o aumento nos
niveis de amoénio no meio externo. A enzima DraT interage com a proteina GInB in
vivo apenas quando as células sdo submetidas a um choque de amoénio (Figura 48).
Nestas condi¢des, a proteina GInB estd quase que completamente desuridililada,
sugerindo que em A. brasilense o estado de uridililagcdo de GInB controla a formacéo
do complexo GInB/DraT. E importante notar que tal complexo sé é formado quando
0s niveis de amoénio no meio externo aumentam, condicdo em que DraT é ativada.
Sendo assim, € bem provavel que a formacdo do complexo GInB/DraT resulte na
ativacdo de DraT. Esta hipdtese € corroborada por estudos genéticos os quais
indicam que a proteina GInB é necessaria para a ADP-ribosilacdo da proteina NifH
induzida por aménio em A. brasilense (KLASSEN et al., 2005) (Figura 38A). Além
disso, quando a proteina GInB é superexpressa, e conseqlentemente ndo €

uridililada devido a titulacdo da enzima uridililtransferase (GInD), NifH encontra-se
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parcialmente modificada mesmo em condi¢des de limitacdo de nitrogénio (HUERGO
et al., 2005). Estas observacfes em A. brasilense sdo consistentes com trabalhos
em outros organismos. Em R. rubrum, a expressdao de uma forma de GInB
constitutivamente desuridililada (GInB Y51F) leva a modificagdo completa de NifH
em condicbes de fixacdo de nitrogénio quando DraG néo esta presente (ZHANG et
al., 2000). Em R. capsulatus e R. rubrum, DraT interage com GInB em um sistema
de dois hibridos de levedura (PAWLOSKI et al., 2003; ZHU et al., 2006).

A enzima DraT estd sempre ativa quando purificada, o que sugere a presenca
de um regulador negativo. Os dados deste trabalho confirmam esta hipotese uma
vez que DraT encontra-se constitutivamente ativa quando superexpressa (item
5.4.2). Por outro lado, os dados discutidos no paragrafo anterior indicam que DraT
seria regulada positivamente por interagdo com GInB desuridililada. O seguinte
modelo poderia integrar as diferentes linhas (Figura 49). E possivel que DraT co-
exista em duas conformacfes distintas, uma ativa e outra inativa. Sob condi¢des de
fixacdo de nitrogénio o equilibrio estaria direcionado para a forma inativa; apds a
adicdo de aménio, a proteina GInB desuridililada deslocaria o equilibrio para a forma
ativa (Figura 49). Se este modelo for correto, a superexpressao de DraT certamente
aumentaria a fracdo da enzima ativa levando a modificacdo parcial de NifH antes da
adicdo de amonio. A atividade de DraT poderia ser detectada com a enzima
purificada, como observado. Os seguintes dados suportam a hipétese de que uma
pequena fracdo de DraT encontra-se ativa em condi¢des de fixacdo de nitrogénio: 1)
A atividade inicial da nitrogenase no mutante draG € cerca de 50% menor que a
observada na estirpe selvagem (ZHANG et al., 1992); 2) A estirpe draG™ apresenta
bandas bem fracas de NifH-ADP-ribosilada antes da adicdo de aménio (ZHANG et
al., 1993).
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Figura 49 — Modelo proposto para o controle da atividade de DraT

A) Condicdes de fixacao de nitrogénio

@D > G

Ativa Inativa

B) Adicéo do estimulo negativo

X

—

Ativa Inativa

v

De acordo com o modelo, DraT estaria em equilibrio em duas conformaces distintas, uma
ativa e outra inativa. Em condi¢bes de fixacdo de nitrogénio (A) o equilibrio estaria
direcionado para a forma inativa. (B) ap0s a adicdo de amonio, a proteina GInB desuridililada
se ligaria & enzima DraT favorecendo a conformagdes ativa. Um fator desconhecido (X)
poderia também deslocar o equilibrio de DraT para a conformacdo ativa em resposta a
anaerobiose.

A enzima DraT foi encontrada parcialmente associada a membrana, este
padrao ndo foi alterado apds a adicdo de amodnio (Figura 44G) e na auséncia de
GInB, GInZ e AmtB (dados ndo mostrados), sugerindo que a ligagdo a membrana
ndo exerca um papel fisiolégico. E possivel que a presenca da cauda de histidinas
tenha alterado a solubilidade da enzima DraT fazendo com que His-DraT seja
encontrada associada a membrana. De fato, os resultados descritos no item 5.4.1,

indicam que His-DraT € bastante insolUvel quando expressa em E. coli.
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Os resultados apresentados indicam que DraT interage fisicamente com a
forma desuridililada de GInB (Figura 48) e que GInB desuridililada se liga a fracdo de
membrana de forma AmtB dependente (Figura 41). Os dados experimentais indicam
que ambas as interacbes GInB-DraT e GInB-AmtB, s6 ocorrem quando GInB
encontra-se desuridililada. E bem possivel que DraT e AmtB se liguem a mesma
face da proteina GInB (provavelmente no loop-T). Sendo assim, a ligacao de GInB a
DraT excluiria a ligacdo de GInB a AmtB e vice-versa, impedindo a formacéo de um
complexo ternario. Esta hip6tese é consistente com a auséncia de ligacao de DraT a
membrana ap6s um choque de amonio.

A relevancia fisiolégica da ligacao de uma fracao da proteina GInB a fracdo de
membrana apds um choque de amdnio (Figura 41) permanece desconhecida. Este
evento ndo tem nenhuma significAncia aparente para o processo de controle pos-
traducional da nitrogenase. Além de DraT, a proteina GInB possui dois outros alvos
conhecidos em A. brasilense, NifA e NtrB, mas € bem provavel que a proteina GInB
participe no controle de outras proteinas e enzimas em interacdes ainda nao
identificadas. Sendo assim, a ligacdo da proteina GInB a membrana apds um
choque de amoénio poderia produzir 2 efeitos: 1) Reduzir os niveis de GInB
desuridililada no citoplasma apds um choque de aménio. Esta resposta poderia ser
importante para o sistema NtrC por exemplo, prevenindo a terminagéo da transcricao
de genes NtrC dependentes em resposta a variacdes pequenas e transitorias nos
niveis de amoénio no meio extracelular. 2) Permitir o sequestro de proteinas
complexadas com GInB desuridillada para a fracdo de membrana. A ligacdo de
algum alvo da proteina GInB a fracdo de membrana poderia atuar como um possivel
mecanismo regulatério, como exemplificado pelo caso GInZ/DraG.

Os dados experimentais obtidos durante a realizacdo deste trabalho
permitiram a proposi¢cao de um modelo que explica o papel das proteinas P) (GInB e
GInZ) e AmtB na regulacéo das enzimas DraT e DraG em resposta a flutuagdes nos
niveis de amonio extracelular (Figura 50). Em condi¢des de fixacdo de nitrogénio, as
proteinas Py, GInB e GInZ, estdo totalmente uridilladas e se localizam no
citoplasma. DraG esta no citoplasma em um complexo com a forma uridililada de
GInZ. Nestas condi¢cBes DraG esté ativa e DraT esta inativa, consequentemente NifH
ndo esta modificada permitindo atividade da nitrogenase. Quando os niveis de

amoénio extracelular aumentam, a atividade da enzima GS aumenta o0s niveis de
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glutamina intracelular, causando a desuridililacdo das proteinas GInB e GInZ pela
enzima GInD. A forma desuridillada de GInB associa-se com a enzima DraT
ativando DraT e causando a ADP-ribosilacdo de NifH e inativando a nitrogenase. Ao
mesmo tempo, a desuridililagdo de GInZ faz com que o complexo DraG/GInZ
complexo se associe com a proteina de membrana AmtB. A ligacdo a membrana de
DraG separa fisicamente a enzima de seu substrato (a forma ADP-ribosilada de
NifH), inibindo o processo de remog¢éao do grupo ADP-ribose. A simples separacao
fisica poderia ser suficiente para prevenir que DraG atue sobre NifH-ADP-ribosilada,
mas também é possivel que a ligacdo de DraG a membrana cause a inativacdo de
DraG. Componentes similares como DraT, DraG, AmtB e duas ou mais proteinas da
familia P, estdo presentes em varios diazotrofos que exibem controle da nitrogenase
por ADP-ribosilagdo da NifH, é bem possivel que o modelo descrito neste trabalho
(Figura 50) possa também ser aplicado em tais organismos.

Neste trabalho ndo foi investigado se DraG também se associa a membrana
durante a modificagdo de NifH induzida por anaerobiose. A enzima DraG é
encontrada na fracdo de membrana durante preparacdes celulares em larga escala,
condicbes onde as células sdo submetidas a anaerobiose durante a preparacéo e
em que a proteina NifH €& encontrada modificada (LJUNGSTROM et al., 1989).
Portanto, € bem provavel que a proteina DraG também seja regulada negativamente
por associagdo com a membrana durante o desligamento da nitrogenase induzido
por anaerobiose. Neste caso, a via de ligacdo a membrana ndo envolveria as
proteinas GInB, GInZ e AmtB uma vez que 0s respectivos mutantes apresentam um
perfil de modificacdo da proteina NifH semelhante ao observado na estirpe selvagem
frente & anaerobiose (Figura 39).
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Figura 50 — Modelo para regulacao das atividades das enzimas DraT e DraG em

resposta a adicdo de aménio em A. brasilense.

A - Condic0Oes de fixac&o de nitrogénio B — Choque de aménio
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(A) Em condicbes de fixacdo de nitrogénio as proteinas Pll, GInB e GInZ, estéo
completamente uridililadas e localizam-se no citoplasma, DraG também estd no citoplasma
em um complexo com a forma uridililada de GInZ. Nestas condi¢des, DraG esta ativa e DraT
esta inativa, portanto, NifH ndo estd modificada permitindo a fixacéo bioldgica de nitrogénio.
(B) O aumento nos niveis de amodnio extracelular faz com que GInB e GInZ sejam
desuridililadas. A forma desuridililada de GInB liga-se a enzima DraT, ativando-a. NifH ¢
entdo modificada e a atividade da enzima nitrogenase é desligada. Ao mesmo tempo, a
desuridililacdo de GInZ faz com que o complexo DraG/GInZ se associe a proteina de
membrana AmtB. A ligacdo de DraG & membrana potencialmente separa a enzima DraG de
seu substrato citoplasmatico NifH ADP-ribosilada inibindo a remogéo do grupo ADP-ribose.
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7. CONCLUSOES

1. A expressdo do gene gIinB de A. brasilense é regulada pela proteina NtrC,
sendo que a proteina NtrC atua como repressora do promotor ginBpl - ¢’° e

como ativadora do promotor glnBp2 - c".

2. A troca dos residuos G238E e G240D na proteina NtrC de A. brasilense gera
formas repressoras da proteina NtrC capazes de ligar ao DNA mas incapazes de

. C o~ N ~ .
ativar transcricdo de promotoresc - Estas mutagbes explicam as bases

moleculares para os fen6tipos Nif e Nar” observados nas estirpes FP8 e FP9.

3. A ADP-ribosilacdo da proteina NifH em resposta a amonio é alterada quando
as enzimas DraG e DraT sdo superexpressas separadamente, porém a
regulacdo normal é re-estabelecida quando DraT e DraG sao superexpressas

simultaneamente.

4. As proteinas GInB e GInZ se ligam a fracdo de membrana de forma reversivel
e AmtB-dependente ap6s um choque de amonio.

5. A proteina AmtB é necesséria para a ADP-ribosilacdo da proteina NifH em
resposta a adicdo de amodnio, mas ndo para a modificacdo induzida por

anaerobiose.

6. A atividade da enzima DraG é controlada possivelmente por ligacdo reversivel
a membrana induzida por aménio de forma dependente de AmtB e GInZ através
de um complexo ternario DraG/GInZ/AmtB.

7. A enzima DraT interage fisicamente com a forma desuridillada de GInB

sugerindo que a interacdo DraT/GInB resulte na ativagdo de DraT apds um
choque de amonio.
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