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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria diazotrófica endofítica encontrada nos 
tecidos de membros das Poaceae (BALDAM et aí, 1997), Ananaceae e Musaceae 
(WEBER et al, 1999). O gene nifA, que codifica para um ativador de transcrição dos 

genes nif foi isolado de uma biblioteca genômica de H. seropedicae Z78 e identificado no 
plasmídeo pEMSl (SOUZA et aí, 1990). Com o objetivo de identificar genes localizados 

na região a montante de nifA, dois fragmentos contíguos BamEJJSail de 3,5 Kb, 

correspondentes a esta região, foram subclonados. Deleções unidirecionais destes 

fragmentos foram seqüenciadas e alinhadas, resultando em uma seqüência de 4777 bp. 
Nesta seqüência, foram identificadas quatro prováveis ORFs denominadas orf4, modE, 

orf5 e orfó. A região distai da orf4 e o gene modE foram encontrados a cerca de 1,3 e 1,8 
kb de nifA, respectivamente, fazendo parte de um possível operon. A orf4 codifica para 

uma proteína com função desconhecida. O gene modE codifica para um potencial 
repressor de trancrição dos genes modABC, envolvidos com o transporte de molibdênio. 

A seqüência de aminoácidos deduzida da proteína ModE apresenta um possível motivo 
hélice-volta-hélice de ligação ao DNA e dois motivos característicos das proteínas ModE 

(SARNQ), localizados nos prováveis domínios MopEl e MopE2, envolvidos com a 
ligação de íons molibdato.A orfi foi localizada a aproximadamente 3,7 kb de nifA. A sua 

seqüência deduzida de aminoácidos se mostrou idêntica à datransposase Trs5, codificada 
pela seqüência de inserção IS5 de E. coli. Esta seqüência pode ter sido adquirida por 

transferência horizontal ou a partir do DNA cromossômico da célula hospedeira do 
plasmídeo pEMSl, E. coli HB101. A região distai da orfó foi identificada a cerca de 5,3 
kb de nifA e codifica para uma proteína semelhante às citotoxinas RTX, produzidas por 

patógenos de animais. Este gene pode ter sido herdado de um ancestral comum com 

espécies do gênero Pseudomonas ou adquirido por transferência horizontal de espécies 

filogeneticamente distantes.



ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is an endophytic diazotrophic bacterium found in the 

tis sues of several Poaceae (BALDANI et al, 1997), Ananaceae and Musaceae (WEBER 
et al, 1999) . The nifA gene, which encodes for a transcriptional activator of the «//genes, 

was isolated from a genomic Mbrary of H. seropedicae and identified in the plasmid 
pEMSl (SOUZA et a i , 1990). In order to identify genes located upstream from nifA, two 
contiguous 3.5 kb BamHUSaK fragments corresponding to this region were subcloned. 
Unidirectionai deletions from these fragments were sequenced and aligned, yielding a 

4777 bp sequence. This sequence presented four putative ORFs, namely orf4, modE, orf5 

and orfó. The distai region of orf4 and the modE gene were located about 1.3 and 1,8 kb 

from nifA, respectively, forming a putative gene cluster. The orf4 encodes for a protein 

whose function was not determined and modE encodes for a potential transcriptional 

repressor of the modABC genes, involved in molybdenum uptake. The deduced amino 
acid sequence of the ModE protein has a putative hehx-turn-helix DNA-binding motif and 

two ModE characteristic motifs (SARNQ), located in the putative MopEl e MopE2 
domains, which are probably involved with molybdate binding. The orf5 was found 

approximately 3.7 kb from nifA. Its deduced amino acid sequence showed to be identical 
to the transposase Trs5 codified by the insertion sequence IS5 from E. coli. This sequence 

was probably acquired by horizontal transfer or from the chromosomal DNA of the host 
cell of the plasmid pEMS 1, E. coli HB101. The distai region of the orfó was located about
5.3 kb from nifA and encodes for a protein similar to the RTX cytotoxins produced by 

animal pathogens. This gene could be acquired from a common ancestral with species of 

the genus Pseudomonas or by horizontal transfer.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 ESTRUTURA DOS GENES DE FROCARIOTOS

Os genes de procariotos estão distribuídos em seu genoma como unidades 

transcricionais independentes ou agrupadas» formando operons. Os operons são 
constituídos por genes transcritos e traduzidos conjuntamente, cujos produtos geralmente 
cumprem funções relacionadas (LEWIN, 1997).

Cada gene apresenta uma seqüência estrutural» que codifica para um poüpeptídeo 

(ORF)» um RNA ribossômico (RNAr) ou um RNA transportador (RNAt), e seqüências 
regulatórias, as quais são responsáveis pelo controle da expressão da seqüência estrutural. 
A montante da seqüência estrutural está localizado o promotor, envolvido com o início da 
transcrição» e a jusante, o terminador, relacionado com o término da mesma (HBPPEL» 
1998).

1.1.1 Seqüências estruturais

As seqüências estruturais possuem tamanho variado e não contêm espaçadores. O 
início de transcrição corresponde, muitas vezes, à base A do motivo CAT e é considerada 

posição +1. As posições a montante são consideradas negativas e as posições a jusante, 
positivas (McCLURE, 1985). A jusante do início de transcrição» estão localizados © sítio 

de ligação de ribossomo (RBS), o códon de início de tradução e o códon de término de 

tradução. O sítio de ligação de ribossomo (seqüência de Shine-Dalgamo) possui a 
seqüência consenso AGGAGG, a qual é complementar a uma região do RNAr 16S da 
subimidade menor do ribossomo e auxilia no posicionamento correto d© RN Am para o 

início da tradução. O códon de início de tradução corresponde à seqüência ATG ou, 
alternativamente, GTGou TTG, enquanto o códon de término de tradução corresponde às 
seqüências TAG, TAA ou TGA (LEWIN, 1997).
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As seqüências estruturais de um mesmo organismo ou de organismos diferentes 

apresentam variações na utilização de códons que codificam para um mesmo aminoácido 
(códons sinônimos), indicando preferência de códons (BULMER, 1987; PARKER, 1989; 

ANTEZANA e KREITMAN, 1999). Â preferência de códons reflete a abundância dos 
RNAt correspondentes conforme as condições fisiológicas ou o organismo (SAIER,
1995). Genes expressos com elevada freqüência geralmente apresentam maior número de 
códons comuns, conferindo maior eficiência à sua tradução (BULMER, 1987; PARKER, 

1989; ANTEZANA e KREITMAN, 1999). Genes envolvidos com funções não essenciais 

para a célula, como a esporulação e a utilização de fontes alternativas de carbono e 

energia, podem apresentar maior número de códons raros. Assim sendo, a expressão 
destes genes ocorre em condições fisiológicas específicas, nas quais são expressos os 

RNAt correspondentes (SAIER, 1995).

1.1.2 Promotores

O promotor consiste na região de ligação da RNA polimerase, enzima responsável 
pelo processo de transcrição. Em procariotos, esta enzima apresenta um núcleo formado 

por duas subunidades alfa (a) e as subunidades beta (p) e beta’ (p9). Este núcleo («2PPI 
contém o sítio catalítico da enzima e atua, portanto, na síntese de RNA. Ao núcleo da 

RNA polimerase se associa a subunidade sigma (cr), formando a holoenzima. A 

subunidade sigma é responsável pelo reconhecimento das seqüências específicas do 

promotor (McCLURE, 1985).
Durante o início do processo de transcrição, a holoenzima se liga inicialmente ao 

DNA dupla fita de modo reversível, formando o complexo fechado. Em seguida, a mesma 
separa as cadeias do DNA e inicia uma síntese aborttva de RNA, originando o complexo 
aberto. A síntese efetiva de RNA inicia com a liberação da subunidade sigma e a 

estabilização do complexo núcleo-DNA, no qual uma das fitas do DNA é utilizada como 

molde para a polimerizaçã© de nucleotídeos trifosfato (McCLURE, 1985).
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A maioria dos promotores procarióticos são dependentes da subunidade sigma 70 

(c70), apresentando as seqüências consenso TTGACA e TATAAT localizadas nas 

posições »35 e -10, respectivamente, separadas por 16-18 bp (TTGACA-Nle-is-TATAAT) 
(figura 1) (FASSLER e GUSSIN, 1996; HERTZ e STORMO, 1996). O motivo TTG da 
seqüência -35 e as bases TA—T da seqüência -10 são conservados, sugerindo que estas 

bases são essenciais para o reconhecimento pela subunidade sigma 70. A seqüência -35 
está envolvida principalmente com a ligação da RNA polimerase e seqüência -10, com a 
separação das cadeias do DNA. Os genes qm  estão sob o controle destes promotores 
possuem funções diversificadas, incluindo aquelas essenciais para a sobrevivência da 

célula (McCLURE, 1985).
Além dos promotores dependentes da subunidade sigma 70, existem promotores 

dependentes de outras subunidades sigma, como sigma 32 (a32) (TAYLOR et a l , 1984), 

sigma 28 (a28) (HELMANN e CHAMBERLÍN, 1987) e sigma 54 (cr54) (SHINGLER,

1996). Assim como os promotores dependentes de sigma 70, ©s dependentes de sigma 32 
ou 28 possuem seqüências consenso localizadas nas posições -3 5/-10 (TAYLOR et a l , 
1984; HELMANN e CHAMBERLÍN, 1987). Porém, nos promotores dependentes de 

sigma 54, estas seqüências estão localizadas nas posições -24/-12 (REITZER e 
MAGASANIK, 1985). Os genes que apresentam promotores dependentes de sigma 32,28 

ou 54 possuem funções não essenciais para a sobrevivência da célula, sendo transcritos 
em condições fisiológicas ou ambientais específicas (TAYLOR et al, 1984; HELMANN 

e CHAMBERLÍN, 1987; LORENZO e PÉREZ-MARTÍN, 1996).
Os promotores dependentes de sigma 32 possuem as seqüências consenso -35/-10 

CCCTTGAA-Ni3„i5~CCCGATNT. Estes promotores estão presentes em genes expressos 

em condições de estresse, como choque térmico (TAYLOR et al, 1984).

Os promotores dependentes de sigma 28 são caracterizados pela presença das 
seqüências consenso -3 5/-10 CTAAA-N15-GCCGATAA. Os genes envolvidos com 

quimiotaxia e com a formação do flagelo estão sob o controle destes promotores 
(HELMANN e CHAMBERLÍN, 1987).
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Os promotores dependentes de sigma 54 apresentam as seqüências consenso 

-24/-12 TGGCAC-Ns-TTGC (figura 1) (REITZER e MAGASANIK, 1985). O motivo 
GG da seqüência -24 é invariável e o motivo GC da seqüência -12 é conservado, 

sugerindo que estes motivos são essenciais para o reconhecimento pela subunidade sigma 
54 (SHINGLER, 1996). Estes promotores controlam a expressão de genes relacionados 

com diversos processos, como a fixação e o metabolismo de nitrogênio, a utüização de 
fontes alternativas de carbono e energia, o transporte de aminoácidos e ácidos 

dicarboxílicos e a produção de estruturas extracelulares ou determinantes de virulência 

(KUSTU et a l , 1991; LORENZO e PÉREZ-MARTÍN, 1996).
Outras seqüências regulatórias podem ser encontradas a montante das seqüências 

-35/-10 ou -24/-12, como os elementos UP (BUSBY e EBRIGHT, 1994) e os sítios paia 

ligação de ativadores (KUSTU et al., 1991) e repressores de transcrição (FASSLER e 
GUSSIN, 1996; GRALLA, 1996). Os elementos UP são seqüências ricas em A e T de 

aproximadamente 20 bp, localizadas imediatamente a montante da seqüência -35. O 

domínio C-terminal da subunidade a  da RNA polimerase (aCTD) interage com esta 

seqüência, promovendo a transcrição. Os elementos UP estão presentes nos genes que 
codificam para os RNAr (BUSBY e EBRIGHT, 1994).

-30 -20 -10

-35/10 ------ TTG A C A ------------------------------------TATAAT

-24/12 ------------------------------- TGGCAC----------- TTGC —

Figura 1. Comparação estrutural entre promotores hipotéticos dependentes da 
subunidade sigma 70 (-35/-10) ou sigma 54 (-24/-12). As seqüências 

consenso estão destacadas. As bases conservadas estão em negrito. As setas 
indicam a direção de transcrição das seqüências estruturais. Baseado em 

McCLURE (1985) e SHINGLER (1996).
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Os ativadores de transcrição interagem com o aCTD ou a subunidade sigma da 

RNA polimerase. Os ativadores que se ligam a sítios próximos do promotor (entre as 

posições -60 e -40) interagem diretamente com a RNA polimerase, aumentando a sua 
afinidade pelo mesmo (GRALLA, 1996). Já os ativadores que se ligam a sítios mais 
distantes (entre as posições -200 e -100) interagem com esta enzima através do 

dobramento do DNA, favorecendo a transição de complexo fechado para complexo aberto 
(KUSTU et al, 1991; SHINGLER, 1996). Estes sítios mais distantes são conhecidos 

como seqüências ativadoras a montante (UAS) (figura 2) e são constituídos por repetições 
invertidas (seqüências palindrômicas) (SHINGLER, 1996). A jusante da UAS, pode ser 
encontrado um sítio para ligação do fator de integração de hospedeiro (IHF) (figura 2), 

uma proteína que favorece o dobramento do DNA e, portanto, a interação entre o ativador 

e a RNA polimerase (HOOVER et a l , 1990; LORENZO e PÉREZ-MARTÍN, 1996).

Figura 2. Localização das seqüências regulatórias de um gene hipotético que 
apresenta um promotor dependente da subunidade sigma 54. O promotor, 
um sítio para ligação de IHF e uma UAS estão destacados. A seta indica a 

direção de transcrição da seqüência estrutural. Adaptado de KUSTU et al 

(1991).
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Os repressores de transcrição se ligam a sítios denominados operadores, próximos 

ou sobrepostos aos promotores (ente as posições -60 e +12) (McCLURE, 19S5). A 

ligação dos repressores impede a ligação da RNA polimerase ou a formação do complexo 

aberto (FASSLER e GUSS1N, 1996; GRALLA, 1996). Os repressores que possuem alta 

afinidade pelos seus respectivos operadores podem suprimir completamente a transcrição 

de certos genes conforme as condições fisiológicas. Entretanto, os repressores que 
apresentam baixa afinidade podem atuar apenas na modulação negativa da transcrição dos 
genes que controlam (McCLURE, 1985).

1.13 Terminadores

O terminador corresponde à região de término de transcrição. São conhecidos dois 
tipos de terminadores, os intrínsecos e os dependentes de Rh© (PLATT, 1986; HENKIN, 

1996; fflPPEL, 1998). Os terminadores intrínsecos, ou independentes de Rho, apresentam 
uma seqüência palindrômica rica em Ge €  de 20-25 bp seguida por uma seqüência de 6 a 

8 resíduos de uridina (figura 3). A seqüência palindrômica origina uma estrutura 
secundária em forma de grampo que interage com a RNA polimerase, causando uma 

pausa em sua atividade. lá  a seqüência de uridinas consiste na região de incorporação dos 
últimos nucleotídeos e forma um híbrido menos estável com o DNA-molde no sítio ativo 
da RNA polimerase (WILSON e HÍPPEL, 1995). Deste modo, estas seqüências 
contribuem para a desestabilização do complexo RNA polimerase-RNA-DNA, resultando 

na liberação do RNA nascente.

Os terminadores dependentes de Rho são seqüências pouco conservadas de 

aproximadamente 40 bp, ricas em C e pobres em G, que interagem com o fator Rho. O 

fator Rho é uma proteína hexamérica em forma de anel que apresenta atividade de RNA» 
DNA helicase dependente da hidrólise de ATP. Cada monômero possui um domínio para 
ligação de RNA e um para ligação de ATP. Aparentemente, o fator Rho se liga ao RNA 

nascente em regiões carentes em estruturas secundárias a montante do terminador.
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Através da sua atividade, o fator Kho se desloca ao longo do RNA nascente na direção 

5’->3\ alcançando o terminador, no qual promove a desestabilização do híbrido RNA- 

DNA e a liberação do RNA nascente. A ligação do ribossomo ao RNA nascente impede a 
ligação do fator Rho, permitindo a transcrição de genes localizados a jusante do 
terminador (RICHARDSON, 1990).

seqüência de uridinas

Figura 3, Estrutura de um terminador intrínseco de K  coli. Estão Indicadas a 
estrutura em grampo e a seqüência de uridinas. Adaptado de WILSON e 

BJPP£L{1995).
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1.2 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria Gram-negatíva pertencente à divisão 

Proteobacteria, subdivisão Beta (YOUNG, 1992). Apresenta geralmente forma vibrióide, 
às vezes helicoidal, com um a três flagelos em um ou em ambos os polos. O diâmetro das 

células varia de 0,6 a 0,7 pm e o comprimento, entre 1,5 e 5,0 pm. Não fermenta 

açúcares, apresentando metabolismo respiratório típico. Ácidos orgânicos, como malato, 

fumarato, succinato, piruvato, citrato e trans-aconitato, são utilizados como fontes 
preferenciais de carbono. Manitol, sorbitol, glicerol e vários açúcares, como glucose, 

galactose e L-arabinose, também são oxidados. Fixa nitrogênio atmosférico em condições 

microaeróbias e assimila e desassimila nitrato e nitrito. Cresce entre 30 e 40°C e em pH 

variando de 5,3 a 8,0. O conteúdo de G + C do DNA é de 67 + 0,5 mol%. É claramente 

diferenciado de Azospirillum spp. através de hibridização de RNA e DNA (BALDANI et 
ai, 1986). Pode ser encontrado em raízes, caules, folhas e sementes de membros das 

Poaceae (sorgo, arroz, cana-de-açúcar e plantas forrageiras) (BALDANI et al, 1997), 
Ananaceae (abacaxizeiro) e Musaceae (bananeira) (WEBER et al, 1999), sendo 

considerado um endófito obrigatório.
A potencial aplicação de H. seropedicae como fertilizante biológico está sendo 

estudada. PEREIRA et a l (1989) inocularam sorgo e arroz com as estirpes H25, Z89 e 

Z95 de H. seropedicae em condições de campo e verificaram um aumento significativo da 
germinação de sementes de arroz na presença das estirpes Z89 e Z95. Entretanto, não 

houve incremento significativo do peso seco de plantas de sorgo e arroz após 60 e 90 dias 
de inoculação, assim como nenhuma das três estirpes foi reisolada a partir das raízes das 

mesmas. Desta forma, não foi possível verificar a colonização efetiva das plantas 

inoculadas, nem estabelecer relações entre a inoculação e o desenvolvimento destas 
plantas. PIMENTEL et al. (1991) e JAMES et a l (1997) verificaram o estabelecimento 

da associação em folhas de sorgo, das quais H. seropedicae pôde ser reisolado, mas não 
avaliaram a eficiência da inoculação na promoção do crescimento vegetal. PEREIRA e
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BALDANI (1995) observaram um aumento significativo na produção de grãos em plantas 
de arroz inoculadas com as estirpes Z89 e Z95 de H. seropedicae. Experimentos de 

inoculação de diferentes plantas hospedeiras com várias estirpes dqH. seropedicae devem 

ainda ser feitos para uma avaliação mais aprofundada do seu efeito em relação ao 

crescimento vegetal.
O estudo dos genes relacionados com a fixação e o metabolismo de nitrogênio e a 

sua regulação (genes nif fix, gin e ntr) (MERRICK e EDWARDS, 1995) pode auxiliar 
não apenas no esclarecimento destes processos em H. seropedicae, mas também na 

obtenção de estirpes geneticamente modificadas que sejam mais eficientes na promoção 

do crescimento vegetal. Estas estirpes poderiam ser utilizadas nas lavouras como 

inoculantes em substituição à adubação nitrogenada, proporcionando uma economia 

substancial nos gastos com esta adubação, já que H. seropedicae se associa a gramíneas 

cultivadas em larga escala.

1.3 ESTRUTURA DOS GENES IDENTIFICADOS EM Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae foi isolado recentemente e poucos grupos de pesquisa 

se dedicam a seu estudo, de modo que seu genoma é pouco conhecido. A maioria dos 
genes identificados em H. seropedicae estão envolvidos com a fixação e o metabolismo 

de nitrogênio e a sua regulação. Até o momento, foram identificados os genes nifA
(SOUZA et al, 1990) , nifB (SOUZA et al, 1991), glnAntrBC (TEIXEIRA, 1991), recA 

(STEFFENS et al, 1993), nifHDK (MACHADO et al, 1996), glnB (BENELLI et al,

1997), recX (GALVÃO et al, 1998), amtB (NOINDORF et al, 1999), nifENXorflorfí 

(KLASSEN et al, 1999), nifQmodABC e fixXC (KLASSEN, 2000).
O gene nifA consiste em uma unidade transcricional independente que codifica 

para a proteína NifA., um ativador de transcrição dos genes de fixação de nitrogênio 

(genes nif) (SOUZA et al, 1991). Este gene possui um promotor dependente de sigma 54, 
a montante do qual foram encontrados dois sítios para ligação da proteína NtrC (GCAC-
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Ns-TGGTGCA), dois sítios e um hemi-sítio para ligação da proteína NifA (TGT-Nio- 

ACA) e um sítio para ligação de IHF (WATCAA-N4-TTR, onde W = A/T e R  = A/G) 

(SOUZA et a l, 1991; WASSEM et a l , 2000).
O operou nifHDKENXorflorfl contém os genes estruturais da nitrogenase, 

niJHDK, os quais codificam para a subunidade y da proteína Fe e as subunidades a e  (3 da 

proteína MoFe desta enzima, respectivamente (MACHADO et a l, 1996). Este operou 
apresenta, ainda, os genes niJENX, relacionados com a fixação de nitrogênio, e os genes 

orfl orfl, cujas funções são desconhecidas (KLASSEN et al, 1999). As proteínas NifE, 

NifN e NifX devem atuar na biossíntese do cofator ferro-moübdênio (FeMoco) da 

nitrogenase. A orfl codifica para uma proteína semelhante à ferredoxina encontrada em 
Rhodobacter capsulatm e Rhizobium sp. O produto da orfl não apresenta similaridade 
com nenhuma proteína conhecida (KLASSEN et a l, 1999; KLASSEN, 2000). A 
montante do gene nifH foram identificados um promotor dependente de sigma 54, dois 

sítios para ligação de NifA e um para ligação de IHF (MACHADO et al, 1996).
O gene nifB está parcialmente seqüenciado. Está localizado a jusante do gene ni/A 

e é transcrito na mesma direção (SOUZA et al, 1991). Codifica para a proteína NifB, 
possivelmente envolvida no processamento do cofator ferro-molíbdênio da nitrogenase. 

Este gene está sob controle de um promotor dependente de sigma 54, a montante do qual 
foram identificados dois sítios funcionais para ligação de NifA e um para ligação de IHF 

(SOUZA et al, 1991; REGO, 1997).
O operou niJQmodABC está localizado a jusante do operou nifHDKENXorfl orfl e 

está orientado na mesma direção. A proteína NifQ deve estar relacionada com a 

incorporação de molibdênio no cofator feiro-molibdêmo da nitrogenase. As proteínas 
ModA, ModB e ModC formam um sistema de transporte de molibdênio de alta afinidade, 

pertencente à família de transportadores ABC (KLASSEN, 2000).
O operou ftxXC está parcialmente seqüenciado. Está disposto a jusante do operou 

niJQmodABC e é transcrito na direção oposta. Codifica para as proteínas FixX e FixC, as
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quais provavelmente atoam na transferência de elétrons para a nitrogenase (KLASSEN, 

2000),
O gene glnB é «ma unidade transcricional independente que codifica para a 

proteína PD, relacionada com a regulação do metabolismo de nitrogênio conforme a 
disponibilidade de amônio no ambiente (BENELLI et al, 1997). O promotor deste gene é 

aparentemente dependente de sigma 70. A jusante da seqüência estrutural, foi encontrado 

um provável terminador intrínseco.

O operon glnAntrBC codifica para giutamina sintetase (GS) e as proteínas NtrB e 
NtrC, respectivamente (RIGO et a l , 1996; STEFFENS et a l , 1997). A enzima giutamina 

sintetase catalisa a síntese de giutamina a partir de amônio e glutamato. As proteínas NtrB 
e NtrC constituem um sistema regulatório de dois componentes envolvido com a fixação 

e o metabolismo de nitrogênio. NtrB deve atuar como uma tóstidina quinase de 

membrana, fosforilando NtrC em baixas concentrações de amônio, enquanto NtrC 

fosforilada deve atuar como um ativador de transcrição dos genes de fixação e 
metabolismo de nitrogênio. Este operon está aparentemente sob controle de dois 

promotores, um dependente de sigma 70 e outro dependente de sigma 54. A montante do 
promotor dependente de sigma 54, foram encontrados dois sítios para ligação de NtrC, 

um dos quais está sobreposto ao promotor dependente de sigma 70 (RIGO et al, 1996; 
STEFFENS et a l , 1997; PERSUHN et al, no prelo). A jusante do gene glnA, foi 

identificado um provável atenuador de transcrição (STEFFENS et a l , 1997) e, a jusante 
do gene ntrC, um possível terminador intrínseco (TWERDOCHLIB, 1999).

O gene amtB está parcialmente seqüenciado. Codifica para a proteína AmtB, um 

provável transportador de íons amônio (NOINDORF et al, 1999).
O operon recAX codifica para a proteína RecA, que atua na recombinação 

homóloga e no reparo do DNA (STEFFENS et a l , 1993), e para a proteína RecX, que 
também deve atuar nestes processos (GALVÃO et a l , 1998). A montante do gene recÁ, 

foi encontrado um possível promotor dependente de sigma 70 e, a jusante do gene recX, 
um provável terminador intrínseco (GALVÃO et al, 1998).
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Os genes identificados em H. seropedicae formam unidades transcricionais 
independentes ou agrupadas em operons. Podem estar sob o controle de promotores 
dependentes de sigma 70 ou sigma 54, conforme a função que desempenham. Os genes de 

fixação e metabolismo de nitrogênio geralmente apresentam promotores dependentes de 

sigma 54, ativados por NifA ou NtrC. Deste modo, a sua transcrição pode ser regulada de 

acordo com a disponibilidade de amônio no ambiente.
A identificação de outros genes pode ampliar o conhecimento do genoma de H. 

seropedicae e pode contribuir para o esclarecimento dos processos de fixação e 

metabolismo de nitrogênio. Além disso, a análise estrutural destes genes pode fornecer 

informações que permitam inferir acerca dos processos de regulação da expressão gênica 

nesta espécie.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento do genoma de H. seropedicae através da 

identificação e da análise estrutural de genes presentes a montante do gene nifA.

1.4.2 Objetivos específicos

Subclonar e seqüenciar a região a montante do gene nifA.

Identificar seqüências codificadoras de proteínas, assim como promotores, 
seqüências para ligação de proteínas, sítios de ligação de ribossomo e terminadores.

Determinar o grau de similaridade entre as proteínas codificadas pelos genes 

identificados e as descritas para outras bactérias.
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2 MATERIAL 1  MÉTODOS

2.1 ESTIRPES BACTERIANAS E PLASMÍDEOS

As estirpes baeterianas e os plasmídeos empregados no desenvolvimento deste 

trabalho estão listados nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Estirpes baeterianas.
Estirpe Genótipo / fenótipo Referência

Escherichia coli

HB101 F" mcrB mrr h s d S 2 0 { ihb”) recAlS BOYER e ROULLAND»

supE44 aral4 galK2 lacYl proA2 DUSSOIX (1969)

rpsL20{SmR) xyl5 X  ieu mtll
DH10B F  mcrA E(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

<j>80d/acZAM15 MacX14 deoR recÁl endAl 

araD139 Á(araP leu)7697 gaiUgalK X  rpsL 

nupG

GRANT ei ai (1990)
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Tabela 2. Plasmídeos.
Plasmídeo Genótipo/fenótipo Referência/origem

pEMSl pVK102 :: 31 kb SaE/SaEH. seropedicae contendo 

o gene nifA

SOUZA et al (1990)

pTZ19R ApR lacZ fl MEAD et al (1986)

pSportl ApR lacl fl Life Technologies 
(Gaithersburg, EUA)

pELV2B pTZ19R :: 3,5 kb BamWJSall H. seropedicae 

contendo o gene nifA (parcial)

Este trabalho

pELV2C pSportl :: 3,5 kb BamWSail H. seropedicae 

contendo o gene nifA (parcial)

Este trabalho

pELV21B pTZ19R:: 0,9 kbBamEUPstlH. seropedicae Este trabalho
pELV22B pTZ19R :: 0,9 kb EcoJH/EcoBl H. seropedicae Este trabalho

pELY3B pTZ19R:: 3,5 kb BamEUSaR H. seropedicae Este trabalho
pELY3C pSportl :: 3,5 kbBamWSaliH. seropedicae Este trabalho

2.2 MEIOS DE CULTURA

As estirpes de E. coli foram cultivadas nos meios Luria Broth (LB), Terrific Broth 
(TB) (SAMBROOK et a l , 1989) e MacConkey (MILLER, 1992).

O meio LB apresenta a seguinte composição:
Extrato de levedura 5,0 g/L 

NaCl 10,0 g/L
Triptona 10,0 g/L
O pH foi ajustado para 7,0 com solução de NaOH 1 mol/L. O meio sólido, denominado 
LA, foi obtido pela adição de ágar na concentração de 12,0 g/L ao meio liquido.
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O meio TB possui a seguinte composição:

Extrato de levedura 24,0 g/L 

Glicerol 4,0 mL/L

Triptona 12,0 g/L
KH2P0 4 2,31 g/L
K2HPO4 12,54 g/L

O meio sólido MacConkey apresenta a seguinte composição:

Peptona 17,0 g/L

Polipeptona 3,0 g/L

Lactose 10,0 g/L

Sais biliares 1,5 g/L 
NaCl 5,0 g/L

Vermelho neutro 0,03 g/L 
Cristal violeta 0,001 g/L 
Ágar 13,5 g/L

2.3 CONDIÇÕES DE CULTIVO E ESTOCAGEM DE BACTÉRIAS

As estirpes bacterianas foram cultivadas em meio LB ou TB contendo antibióticos 

apropriados, a 37°C, sob agitação a 180 rpm, por 12-15 h. As células foram estocadas em 

solução de glicerol a 50% (v/v) a -20°C (SAMBROOK et al, 1989).

2.4 ANTIBIÓTICOS

Os antibióticos ácido nalidíxico, ampicilina e canamicina foram adicionados aos 

meios de cultura nas concentrações finais de 10, 250 e 50 pg/mL, respectivamente. As 

soluções estoque de ampicilina (250 mg/mL) e canamicina (100 mg/mL) foram 
preparadas em água ultrapura (água destilada e filtrada através de uma matriz de carvão
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ativo e de resinas de troca iônica no aparelho Milli-Q Plus, Millipore Corporation, 

Bedford, EUA). Estas soluções foram esterilizadas por fíltração através de uma 

membrana com poros de 0,45 pm de diâmetro (Millipore Corporation, Bedford, EUA). A 

solução estoque de ácido nalidíxico (20 mg/mL) foi preparada em água ultrapura, 
neutralizada com solução de NaOH 1 mol/L para completa dissolução e esterilizada por 

fíltração. Estas soluções foram mantidas a 0°C e adicionadas ao meio de cultura 

imediatamente antes do uso (SAMBROOK et al., 1989).

2.5 REAGENTES

Ácido fórmico, álcool isoamílico, azul de bromofenol, clorofórmio, D-glucose, 
etanol, fosfato dibásico de potássio, fostato monobásico de potássio, glicerol, hidróxido 

de sódio, isopropanol e sulfato de zinco foram adquiridos de E. Merck KGaA (Darmstadt, 

Alemanha). Ácido bórico, agarose, cloreto de sódio, extrato de levedura, fenol, SDS, 

triptona e Tris-base foram adquiridos de Life Technologies (Gaithersburg, EUA). Ácido 
nalidíxico, brometo de etídeo, cloreto de magnésio, 8-hidroxiquinoleína, RNAse e xileno 
cianol foram adquiridos de Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA). Ampicilina, 

canamicina, EDTA, Ficoll e dNTPs foram adquiridos de Amersham Pharmacia Biotech 

Europe GmbH (Uppsala, Suécia). Acetato de potássio foi adquirido de Sigma - Aldrich 

Chemie GmbH (Steinheim, Suécia). A mistura para meio sólido MacConkey foi adquirida 

de Oxoid Ltd. (Basingstone, Inglaterra).
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2.6 SOLUÇÕES

2.6.1 Soluções de fenol tamponado, clorofónnio-álcool isoamílico e fenol-clorofónnio- 

álcool isoamílico

Para a preparação da solução de fenol tamponado, fenol cristalino foi fundido a 

68°C. Ao fenol fundido, foram adicionados 8-hidroxiquinoleína a 0,1% (p/v) e um 

volume de solução de Tris-base 0,1 mol/L. Esta mistura foi agitada em agitador 

eletromagnético por 15 min e a emulsão foi mantida em repouso para a separação das 

fases aquosa e orgânica. A fase aquosa foi removida e a fase orgânica foi novamente 

equilibrada uma ou duas vezes com um volume de solução de Tris-HCl 0,1 mol/L pH 8,0 

para atingir pH igual ou superior a 7,5. Na última lavagem, foi acrescentado J3- 

mercaptoetanol a 0,2% (p/v). A solução de fenol tamponado foi conservada em frasco 

escuro a 4°C (SAMBROOK et al, 1989).

A solução de clorofómtio-álcool isoamílico foi preparada misturando-se 24 partes 

de clorofórmio para 1 parte de álcool isoamílico. A solução de fenol-clorofórmio-álcool 

isoamílico foi preparada misturando-se 1 parte de solução de fenol tamponado para 1 
parte de solução de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1). Ambas as soluções foram 

mantidas em frasco escuro a 4°C (SAMBROOK et al, 1989).

2.6.2 Solução de RNAse

A solução estoque de RNAse (10 mg/mL) foi preparada em tampão Tris-HCl 10 

mmol/L pH 7,5 contendo NaCl 15 mmol/L. Esta solução foi fervida por 30 min, resfriada 

à temperatura ambiente para inativação de DNAses contaminantes e conservada a -20°C 

(SAMBROOK et al, 1989). Esta solução foi adicionada aos sistemas de reação 

adequados ajustando-se a concentração final para 0,1 mg/mL.
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2.6.3 Outras soluções

As soluções empregadas na manipulação de DNA, assim como as soluções de 

glicerol a 10 e 50 % (v/v), foram preparadas em água ultrapura e esterilizadas por 

autoclavação a 127°C e 1,5 atm ou por fíltração (item 2.4), se necessário. Tampão TBE 

lx concentrado (Tris-base 89 mmol/L, ácido bórico 89 mmol/L e EDTA 2 mmol/L pH
8,0), solução corante FSUDS-xileno cianol (azul de bromofenol a 0,25% (p/v), xileno 

cianol a 0,25% (p/v), Ficoll a 25% (p/v), SDS a 0,5% (p/v), Tris-HCl 10 mmol/L pH 8,0 e 

EDTA 1 mmol/L pH 8,0) e solução de brometo de etídeo a 0,5 jug/mL foram preparadas 

em água destilada (SAMBROOK et al, 1989).

2.7 MINIPREPARAÇÃO DE PLASMÍDEOS

A purificação de plasmídeos em pequena escala foi realizada por meio de uma 

adaptação do método de lise alcalina (SAMBROOK et al, 1989). Uma alíquota de 1,5 

mL de uma cultura bacteriana (D06oo = 2,0) foi transferida para um tubo de 

microcentrífuga e centrifugada a 12.800 xg por 30 segundos. O meio de cultura foi 

descartado e as células foram ressuspendidas em 100 pL de solução GET (D-glucose 50 

mmol/L, EDTA 10 mmol/L pH 8,0 e Tris-HCl 25 mmol/L pH 8,0). As mesmas foram 

rompidas pela adição de 200 pL de solução de lise (SDS a 1% (p/v) e NaOH 0,2 mol/L), 

seguida de homogeneização suave e incubação à temperatura ambiente por 5 min. DNA 

cromossômico, proteínas, SDS e fragmentos celulares foram precipitados pelo acréscimo 

de 200 pL de solução KAcF (acetato de potássio 3 mol/L e ácido fórmico 1,8 mol/L pH 

4,8) gelada, seguido de agitação suave e incubação em banho de gelo por 5 min. A 
mistura foi centrifugada a 12.800 xg por 5 min, o sobrenadante foi coletado em um tubo 

novo e foram adicionados 100 pL de solução de fenol-clorofónnio-álcool isoamílico 

(25:24:1). A mistura foi homogeneizada vigorosamente e centrifugada a 12.800 xgpor 5 

min. A fase aquosa foi transferida para um tubo novo e o DNA plasmidia! foi precipitado



20

pelo acréscimo de 2 volumes de eíaiiol a 95% (v/v), seguido de agitação vigorosa e 

centrifiigação a 12.800 xg  por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 
lavado duas vezes com 1 mL de etanol a 70% (v/v), seco em câmara de vácuo e 

dissolvido em 30-50 pL de água ultrapura.

2.8 MAXIPREPARAÇÃO DE PLASMÍDEOS

A purificação de plasmídeos em larga escala foi feita por meio de uma adaptação 

do método de lise alcalina (SAMBROOK et al, 1989), adequando-se os volumes. Um 

volume de 40 mL de uma cultura bacteriana (DOôoo £ 2,0) foi transferido para um tubo de 

centrífuga e centrifugado a 4.300 xg, a 5°C, por 5 min. O meio de cultura foi retirado e as 

células foram ressupendidas em 4 mL de solução GET. A lise foi feita por meio da adição 

de 8 mL de solução de lise, seguida de homogeneização suave e incubação à temperatura 
ambiente por 5 min. Foram acrescentados 6 mL de solução KAcF gelada e a mistura foi 

agitada suavemente. Foram, ainda, adicionados 3 mL de solução de fenol-clorofónnio- 
álcool isoamílico (25:24:1) e a mistura foi homogeneizada vigorosamente, incubada em 

banho de gelo por 10 min e centrifugada a 17.200 xg, a 5°C, por 10 min. O sobrenadante 

foi transferido para outro tubo, ao qual foi acrescentado 0,6 volume de isopropanoi A 

mistura foi agitada, incubada à temperatura ambiente por 20 min e centrifugada a 17.200 

xg, a 15°C, por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas 
vezes com 4 mL de etanol a 70% (v/v), seco em câmara de vácuo e ressuspendido em I 
mL de água ultrapura.

2.9 CLÍVAGEM DE DNA COM ENDONUCLEASES DE RESTRIÇÃO

Os plasmídeos purificados foram dívados por endonucleases de restrição 

apropriadas conforme instruções do fabricante (Life Technologies, Gaifhersburg, EUA; 
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Uppsala, Suécia). Em um sistema de
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reação de 20 pL foram utilizados 1-2 pL de solução de DNA (200-400 ng), 2 pL de 

tampão de restrição lOx concentrado, 0,2 pL de solução de RNAse a 10 mg/mL, 1 U de 

endonuclease de restrição e água ultrapura em quantidade suficiente para 20 pL. Este 

sistema foi incubado a 37°C por 3-5 k

2.10 ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

Os plasmídeos íntegros ou clivados por endonucleases de restrição foram 

submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose (SAMBROOK et a l, 1989). 

Foram empregados géis de agarose a 0,7% (p/v) em tampão TBE Ix concentrado. A 

agarose foi fundida neste tampão a 100°C e resfriada a cerca de 50°C, sendo então 

transferida para placa suporte contendo um ou dois pentes e mantida em repouso à 
temperatura ambiente até completa geleificação. O pente foi removido e o gel foi 
submergido em tampão TBE Ix concentrado. As amostras foram misturadas ao corante 
FSUDS em uma proporção de 3:1 e aplicadas nos poços do gel. A corrida eletroforética 
foi conduzida a 2 V/cm por 3-4 h o i a 0,5 V/cm por 12-15 h. O gel foi corado com 

solução de brometo de etídeo (0,5 pg/mL) por 15-30 min e lavado em água destilada para 

remoção do excesso de corante. O DNA foi visualizado sob luz ultravioleta (312 ma) em 
transiluminador, O perfil eletroforético foi fotografado (filme ISO/ASA 100) ou 
registrado em sistema de vídeo acoplado a equipamento de impressão a seco GDS 5000 

(UVP Ltd., Cambridge, Inglaterra). O tamanho molecular dos fragmentos analisados foi 

estimado através de comparação com marcador de tamanho molecular “1 kb DNA ladder” 
(Life Technologies, Gaithersburg, EUA).
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2,11 SUBCLONAGEM DE DNA

Fragmentos de DNA obtidos do plasmideo pEMSl foram subdonados nos vetores 

pTZ19R ou pSportl (SAMBROOK et al, 1989), O plasmideo pEMSl foi purificado em 
larga escala (item 2,8) e os vetores» em pequena escala (item 2,7), Os mesmos foram 
clivados com as endonucleases de restrição BamWL e Salí e a mistura de fragmentos foi 
desproteinizada pela adição de 0,5 volume de solução de fenol-clorofórmio-álcool 
isoamilico (25:24:1)» seguida de agitação vigorosa e centrifiigação a 12.800 xg por 5 min, 

O sobrenadante foi coletado e o DNA foi precipitado pelo acréscimo de 3 volumes de 

etanol a 95% (v/v), seguido de homogeneização, incubação à temperatura ambiente por 

20 min e centrifugação a 12.800 xg por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o 
precipitado foi lavado duas vezes com 1 raL de etanol a 70% (v/v), seco em câmara de 

vácuo e dissolvido em 20 pL de água ultrapura.

Os fragmentos BamWSali do plasmideo pEMSl foram empregados como DNA- 

inserto em reações de ligação com cada um dos vetores. Em um sistema de 15 pL, foram 

utilizadas soluções de DNA-inserto e vetor na proporção de 20:1, 3 pL de tampão de 

ligação 5x concentrado (poü@tflenoglicol-8000 a 25% (p/v), Tris-HCl 250 mmol/L pH 
7,6, MgCl2 50 mmol/L, ATP 5 mmol/L e ditiotreitol 5 mmol/L) e 1 U de T4 DNA ligase 
(Life Technologies, Gaithersberg» EUA). Inicialmente, DNA-inserto e vetor foram 

aquecidos a 65°C por 5 min e resfriados em banho de gelo e» em seguida, foram 

adicionados os demais reagentes. O sistema foi incubado a 16°C por 12-15 h.

Por meio destes procedimentos, foram obtidos quatro subclones denominados 

pELV2B, pELV2C, pELY3B e pELV3C (item 3.1, figura 4). A partir do subclone 

pELV2B, carreado pelo vetor pTZ19R» foram obtidos fragmentos BamWPsil e 
EcoRX/EcoRl, os quais foram subdonados neste mesmo vetor. Para tanto, o plasmideo 
pELV2B foi purificado em pequena escala e clivado com as endonucleases de restrição 

BamWL e Pstl ou EcòRl. As misturas de fragmentos foram desproteinizadas, precipitadas» 

lavadas, secas e ressuspendidas separadamente em 20 pL de água ultrapura. Estas
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soluções foram empregadas em reações de ligação conforme os procedimentos descritos 

acima, através dos quais foram obtidos os subclones pELV21B e pELV22B (item 3.1, 

figura 5).

2.12 TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA

As misturas de ligação foram empregadas na transformação de células de E. coli 
DH10B por meio de eletroporação, de acordo com as instruções do manual do 

eletroporador “Cell-Porator® Electroporation System” (Life Technologies, Gaithersburg, 

EUA). Células eletrocompetentes foram preparadas a partir de culturas bacterianas 

recentes ( D O ôoo = 0,3-0,7) em meio LB, acrescido de 10 pg/mL de ácido nalidíxico. Cerca 

de 100 mL de cultura foram transferidos para um tubo de centrífuga e submetidos à 

centrifiigação a 4.300 xg, a 5°C, por 5 min. O meio de cultura foi removido e as células 

foram lavadas duas vezes com 30-40 mL de água ultrapura estéril e uma vez com 30-40 

mL de solução de glicerol a 10% (v/v) estéril, sendo finalmente ressuspendidas em 1 mL 

desta solução. Alíquotas de 40-80 pL da suspensão celular foram distribuídas em tubos de 

microcentrífuga e conservadas a -70°C.

Para a transformação, foram reunidos 20-40 pL de suspensão de células 

eletrocompetentes e 1-2 pL de mistura de ligação, os quais foram transferidos para uma 

câmara de eletroporação mantida em gelo. Esta mistura foi submetida a um pulso elétrico 

(4 kV, 200 O, 300 pF), coletada e diluída em 800-1000 pL de meio LB e incubada a 

37°C, sob agitação a 180 rpm, por 1 h. Em seguida, 200-300 pL desta cultura foram 

plaqueados em meio MacConkey contendo 250 pg/mL de ampicilina e 10 pg/mL de 

ácido nalidíxico. As placas foram incubadas a 37°C por 12-24 h e as colônias foram 

triadas por a-complementação em relação à atividade de p-galactosidase (MELLER, 

1992).
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2.13 SEQÜENCIAMENTO DE DNA

2.13.1 Obtenção de deleçoes unidirecionais

O seqüenciamento dos fragmentos de DNA subclonados envolveu a obtenção de 

deleções unidirecionais (HENIKOFF, 1984). Para tanto, cerca de 3,0 a 5,0 jixg de DNA 

plasmidial foram clivados com as endonucleases de restrição BamHl e Kpnl ou Sali e 

Kpnl. Este material foi desproteinizado, precipitado, lavado e ressuspendido em 50 pL de 

água ultrapura (item 2.11). Tal tratamento permitiu a obtenção de plasmídeos linearizados 

com uma ponta protundente 5’ e uma ponta protundente 3 \

Os plasmídeos linearizados foram tratados com a enzima exonuclease III (ExoM, 

Life Technologies, Gaithersburg, EUA). Em um sistema de deleção de 60 pL, foram 

empregados 25 pL da solução de plasmídeos linearizados (1,5-3,0 pg de DNA), 6 pL de 

tampão “ExoIII” lOx concentrado (Tris-HCl 660 mmol/L pH 8,0 e MgCl2  6,6 mmol/L), 

400 U de enzima ExoIII e água ultrapura em quantidade suficiente para 60 pL. DNA, 

tampão e água ultrapura foram reunidos e aquecidos em banho-maria a 37°C por 5 min. A 

enzima foi adicionada em seguida e o sistema foi incubado por mais 12 min na mesma 

condição. Uma amostra de 2,5 pL foi coletada a cada 30 segundos e transferida para um 

tubo contendo 30 pL de tampão “ExoIII stop” (NaCl 200 mmol/L e EDTA 5 mmol/L pH

8,0) mantido em banho de gelo. Foram coletadas 24 amostras, as quais foram reunidas 4 a 

4 em um mesmo tubo, perfazendo um total de 6 tubos. Neste tratamento, as pontas 
protundentes 55 dos plasmídeos linearizados serviram como regiões de ligação da 

exonuclease III, a qual hidrolisou a cadeia complementar na direção 3’->5’. Os diferentes 

tempos de incubação das amostras permitiram a redução progressiva do tamanho do 

DNA-inserto.

As amostras coletadas foram incubadas a 70°C por 10 min para a inativação da 

exonuclease III. Os plasmídeos deletados foram precipitados pela adição de 3 volumes de 

etanol a 95% (v/v), seguida de homogeneização, incubação a -70°C por 20 min e
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cemtrifiigâção a 12.800 xg por 10 min. O sobrenadante foi retirado e o precipitado foi 

lavado «ma vez com 100 pL de etanol a 70% (v/v), seco em câmara de vácuo e 

ressuspendido em 50 pL de tampão “SI” Ix concentrado (glicerol a 5% (v/v), acetato de 

potássio 30 mmol/L pH 4,6, NaCl 250 mmol/L e Z11SO4 1 mmol/L). Em seguida, foram 
adicionadas 3,5 U da enzima nuclease SI (Life Technologies, Gaithersburg, EUA). Os 

sistemas foram incubados a 25°C por 30 min e a reação foi interrompida pela adição de 6 

pJL de tampão “SI stop” (Tris-HCl SOOmmol/L pH 8,0 e EDTA 500 mmol/L pH 8,0). 

Nesta reação, as pontas pretendentes dos plasmídeos deletados foram aparadas pela 

nuclease Sl.
Os sistemas foram desproteinizados e o DNA foi precipitado, lavado e 

ressuspendido em 8,75 pL de água ultrapura (item 2.11). Este material foi submetido a 

tratamento com o fragmento Klenow da DNA polimerase I (Life Technologies, 

Gaithersburg, EUA). Para tanto, foram adicionados IpL de tampão lOx concentrado 

(Tris-HCl 500 mmol/L pH 8,0, MgCU 100 mmol/L e NaCI 500 mmol/L) e 2Ude enzima. 

Os sistemas foram incubados a 37°C por 5 min, foram acrescentados 0,4 pL de solução de 

dNTPs a 5 mmol/L e os mesmos foram mantidos nesta temperatura por mais 10 min. 
Durante este tratamento, as pontas dos plasmídeos deletados foram reparadas, originando 

pontas cegas.
Os plasmídeos deletados foram circularizados através do tratamento com a T4 

DNA ligase (Life Technologies, Gaithersburg, EUA). A cada sistema, foram 

acrescentados 8 pL de tampão de ligação 5x concentrado, 1 U de enzima e 31 pL de água 

ultrapura, sendo incubados a 16°C por 12-15 h. As misturas de ligação foram utilizadas 

separadamente para a transformação de células de E. coli DH10B por eletroporação (item 

2.12). As células foram plaqueadas em meio LA contendo de 250 pg/mL de ampicilina e 

10 pg/mL de ácido nalidíxico e cultivadas a 37°C por 12-24 h. As colônias foram 

coletadas e cultivadas em meio LB (item 2.3). Os plasmídeos foram purificados (item 

2.7), tratados com endonucleases de restrição (item 2.9) e analisados quanto ao tamanho
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molecular por eletroforese (item 2.10). Plasmídeos com tamanho molecular intermediário 

ao original e o vetor foram selecionados e organizados em ordem decrescente de tamanho 

molecular,

2.13.2 Obtenção de DNA-molde

Os plasmídeos originais e seus derivados foram utilizados como DNA-molde em 

reações de seqüenciamento. Para tanto, os mesmos foram purificados em pequena escala 
manualmente (item 2.7) ou por meio de “kits” de purificação (“Plasmid Mini Kit” e 

“QIAprep Spin Miniprep Kit”, Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha). Quando purificado 

manualmente, o DNA plasmidial precipitado e seco foi ressuspendido em 150 pL de água 

ultrapura e foi adicionado 1 pL de solução de RNAse a 10 mg/mL. O sistema foi 

incubado a 37°C por 1 h para a degradação de RNA contaminante. Logo depois, este 

material foi desproteinizado pela adição de 0,5 volume de solução de fenol-clorofórmio» 

álcool ísoamflico (25:24:1), seguida de agitação vigorosa e centrifugação a 12.800 xgpor 

5 min. A fase aquosa foi coletada em um tubo novo e foram adicionados 75 pL de 

solução de acetato de amorno 7,5 mot/L e 3 volumes de etanol a 95% (v/v). A mistura foi 
homogeneizada, incubada à temperatura ambiente por 20 min e centrifugada a 12.800 xg 

por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com 1 

mL de etanol a 70% (v/v), seco em câmara de vácuo e dissolvido em 20 pL de água 

ultrapura.

2.13.3 Reações de seqüenciamento

O DNA-inserto dos plasmídeos originais e de seus derivados foi seqüenciado pelo 

método enzimático (SANGER et a l, 1977). Para tanto, foram utilizados um “kit” de 
seqüenciamento que contém terminadores de cadeia marcados com corantes fluorescentes 
(“ABI Prism™ BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit”, Perkin-
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Elmer, Foster, EUA) e os ofigoimcleotídeos iniciadores (“primers”) universal e T7 

adquiridos de Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH (Uppsala, Suécia) ou 
sintetizados no aparelho “Gene Assembler SpeciaT (Amersham Pharmacia Biotech 

Europe GmbH, Uppsala, Suécia), conforme instruções do fabricante.
As reações de seqüenciament© foram realizadas de acordo com as recomendações 

do fabricante do “k íf  de seqüenciament©. Em um sistema de reação de 20 pL, foram 

empregados 1-2 pL de solução de DNA-molde (200-400 ng), 20-30 pmol de
THUfoligonucleotídeo iniciador universal ou T7, 8 pL de “BigDye Tenninator Ready 

Reaction Mix” (Perkin-Elmer, Foster, EUA) e água ultrapura em quantidade suficiente 

para 20 pL. O DNA foi amplificado em termociclador, sendo submetido aos seguintes 

ciclos de temperatura: 95°C, 5 min (1 ciclo); 95°C, 30 s; 40°C, 30 s; 60°C, 6 min (30 

ciclos). Em seguida, o volume da reação foi transferido para um tubo novo, adicionando- 

se 10 pL de solução de acetato de amônio 7,5 mol/L e 90 pL de etanol a 95% (v/v). A 

mistura foi agitada, incubada em banho de gelo por 20 min e centrifugada a 12.800 xgpor 
20 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado uma vez com 1 mL de 

etanol a 70% (v/v), seco em câmara de vácuo e ressuspendido em 15 pL de solução TSR 

(“template suppression reagent”, Perkin-Elmer, Foster, EUA) ou em 5 pL de solução de 

formamida deionizada-“blue dextranJ,/EDTA 5:1 (Perkin-Elmer, Foster, EUA). A 
separação e a leitura dos produtos das reações de seqüenciament© foram realizadas em 
Seqüenciador Automático ABI310 (Perkin-Elmer, Foster, EUA) (ressuspensão em 

solução TSR) ou ABI377 (Perkin-Elmer, Foster, EUA) (ressuspensão em solução de 

fonnamida deiomzada-“blue dextran”/EDTA).

2.14 EDIÇÃO E ANÁLISE DE SEQÜÊNCIAS

As seqüências obtidas a partir dos plasmídeos originais e de seus derivados foram 
alinhadas e editadas no programa Auto Assembler 1.4 (Perkin-Elmer, Foster, EUA). 

Prováveis seqüências codificadoras de proteína (ORFs) foram identificadas pelo método
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de preferência de códons do programa Analyseq (STADEN, 1982). Para a utilização deste 

método, foi empregada uma tabela de preferência de códons obtida a partir das seqüências 

dos genes nifA, nifB, nifH, nifD, nifK, glnA, glnB e ntrC de H. seropedicae (CHUBATSU,

1998) recuperadas do banco de dados GenBank. As prováveis ORFs foram comparadas 
com genes descritos para outros organismos através do programa Blast 2.0 (ALTSCHUL 

e ta l, 1997).
As seqüências de nucleotídeos das ORFs identificadas foram traduzidas para 

seqüências de aminoácidos com o auxílio do programa Strider 1.3 (Perkin-Elmer, Foster, 

EUA). As seqüências de aminoácidos deduzidas foram alinhadas pelo programa Clustal X 

(THOMPSON et al, 1997) com seqüências de aminoácidos de proteínas similares, 
coletadas do banco de dados GenBank. Os alinhamentos obtidos foram submetidos ao 
programa Antheprot 4.9 (DELÉAGE et al, 1988) para assinalar os aminoácidos idênticos 

e similares. As porcentagens de identidade e similaridade entre as proteínas alinhadas 
foram obtidas pelo programa Multalin (CORPET, 1988). Motivos e domínios 

característicos das proteínas identificadas foram determinados por análise manual. A 

massa molecular e o ponto isoelétrico destas proteínas foram estimados pelos programas 
BioEdit 4.8.8 (HALL, 1999) e “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service” do 

banco de dados EMBL, respectivamente.
Promotores, sítios para ligação de proteínas, sítios de ligação de ribossomo e 

terminadores foram encontrados pela análise manual da seqüência de nucleotídeos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3 .1 OBTENÇÃO DE SUBCLONES PARA SEQÜENCIAMENTO DE DNA

Dois fragmentos contíguos BamWSall de 3,5 kb do DNA-inserto do plasmídeo 

pEMSl foram subclonados nos vetores pTZ19R e pSportl (figura 4). O fragmento que 
contém a região proximal do gene nifA foi empregado na construção dos plasmídeos 

pELV2B e pELV2C, enquanto o fragmento que dista cerca de 2,7 kb do gene nifA foi 
utilizado na construção dos plasmídeos pELV3B e pELV3C.

Figura 4. Mapa de restrição do plasmídeo pEMSl e de plasmídeos derivados.
pVK102 (anexo 1) é o vetor de pEMSl. pTZ19R (anexo 2) é o vetor de 
pELV2B e pELV3B. pSportl (anexo 3) é o vetor de pELV2C e pELV3C. O 
gene nifA está representado por uma seta vermelha, que indica a direção de 
transcrição. A região seqüenciada a montante do gene nifA está representada 
por um traço azul. São indicados os sítios BamW (B), Clal (C) e Satl (S).
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Dois fragmentos do DNA-inserto do plasmídeo pELV2B foram subclonados no 

vetor pTZ19R (figura 5). Os fragmentos BamUI/Pstl e EcoRl/EcoRI de 0,9 kb foram 
utilizados na construção dos plasmídeos pELV21B e pELV22B, respectivamente. O 

DNA-inserto destes plasmídeos apresenta uma sobreposição correspondente ao segmento 

EcoTfl/PstI de 0,2 kb.

Figura 5. Mapa de restrição do plasmídeo pELV2B e de plasmídeos derivados.
pTZ19R é o vetor de pELV2B, pELV21B e pELV22B. A região proximal do 

gene nifA está representada por um traço vermelho. A seta indica a direção de 
transcrição do gene nifA. São indicados os sítios BamHl (B), Clal (C), £cc>RI 

(E), Pstl (P) e Sall (S).



31

O DNA-inserto dos plasmídeos pELV2C, pELV3B e pELV3C foi submetido à 

deleção por exonuclease III para a redução progressiva do seu tamanho. Por meio deste 

procedimento, foram obtidos 32 subclones. A deleção de pELV2C no sentido SalI 

BamEl originou os plasmídeos pELV2C-10P, 15P, 7R, 6P, 15R, 3P, 14P, 17R, 12Re IIP 

(figura 6). A deleção de pELV3B no sentido BamEl —> Sali resultou nos plasmídeos 

pELV3B-22J, 25K, 2L, 7L, 7K, 14K, 6M, 3L, 5M, 30J e 22K (figura 7). Finalmente, a 

deleção de pELV3C no sentido Sali -* BamEl originou os plasmídeos pELV3C-21V, 

25V, 20U, 12Y, 22V, 12U, 17U, 1Z, 2Z, 1W e 2W (figura 8). Os subclones produzidos 
por este procedimento apresentaram entre si uma diferença de tamanho de 300-400 bp em 

média.
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Figura 6. Perfil eletroforético dos plasmídeos derivados do plasmídeo pELV2C.
Coluna 1: marcador de tamanho molecular “1 kb DNA ladder”; coluna 2: 

plasmídeo pELV2C clivado com BamHl; colunas 3 a 12: plasmídeos 
pELV2C-10P, 15P, 7R, 6P, 15R, 3P, 14P, 17R, 12R e IIP  clivados com 

BamHl; coluna 13: pSportl clivado com BamHl. A corrida eletroforética foi 

realizada em gel de agarose a 0,7% (p/v) em tampão TBE lx concentrado e 
conduzida a 2 V/cm por 3-4 h. O gel foi corado com solução de brometo de 

etídeo (0,5pg/mL), irradiado com luz ultraviloleta (312 nm) e fotografado 

(filme ISO/AS A 100).
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Figura 7. Perfil eletroforético dos plasmídeos derivados do plasmídeo pELV3B.
Coluna 1: marcador de tamanho molecular “1 kb DNA ladder”; coluna 2: 
plasmídeo pELV3B clivado com Sali\ colunas 3 a 13: plasmídeos pELV3B- 

22J, 25K, 2L, 7L, 7K, 14K, 6M, 3L, 5M, 30J e 22K clivados com Sall; coluna 
13: pTZ 19R clivado com Sal\. A corrida eletroforética foi realizada em gel de 

agarose a 0,7% (p/v) em tampão TBE lx concentrado e conduzida a 2 V/cm 

por 3-4 h. O gel foi corado com solução de brometo de etídeo (0,5 pg/mL), 

irradiado com luz ultraviloleta (312 nm) e fotografado (filme ISO/ASA 100).
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Figura 8. Perfil eletroforético dos plasmídeos derivados do plasmideo pELV3C.
Coluna 1: marcador de tamanho molecular “1 kb DNA ladder”; coluna 2: 

plasmideo pELV3C clivado com HinàlU; colunas 3 a 13: plasmídeos 

pELV3C-21V, 25V, 20U, 12V, 22V, 12U, 17U, 1Z, 2Z, 1W e 2W clivados 
com Hinàlll; coluna 13: pSportl clivado com HindTH. A corrida 
eletroforética foi realizada em gel de agarose a 0,7% (p/v) em tampão TBE lx 

concentrado e conduzida a 2 V/cm por 3-4 h. O gel foi corado com solução de 

brometo de etídeo (0,5pg/mL), irradiado com luz ultraviloleta (312 nm) e 

fotografado (filme ISO/ASA 100).
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3.2 SEQÜENCIAMENTO E ANÁLISE ESTRUTURAL DA REGIÃO A MONTANTE 

DO GENE nifA

A partir dos plasmídeos pELV2B, pELV21B, pELV22B, pELV3B e de 15 

subclones produzidos por deleção, foram obtidas seqüências com uma média de 500 bp. 

Os plasmídeos pELV2B, pELV3B-22J, 2L, 7K, 3L e 30J foram seqüenciados utilizando o 
oligonucleotídeo iniciador universal (“primer” universal). Os plasmídeos pELV21B, 
pELV22B, pELV2C-15P, 6P, 15R e 17R, pELV3C-12U, 17U, 1Z, 2Z, 1W e 2W foram 
seqüenciados usando o oligonucleotídeo iniciador T7 (“primer” T7). Finalmente, o 

plasmídeo pELV3B foi seqüenciado utüizando ambos os oligonucleotídeos iniciadores. 

Cada seqüenciamento foi repetido 3-5 vezes. O alinhamento das seqüências parciais 
permitiu a determinação de parte da seqüência do DNA-inserto dos plasmídeos pELV2B 
e pELV2C e a seqüência completa do DNA-inserto dos plasmídeos pELV3B e pELV3C, 
totalizando 4777 bp (figura 9).

A região seqüenciada está localizada aproximadamente 1,3 kb a montante do gene 

nifA (figura 4). A seqüência de uma das extremidades do DNA-inserto dos plasmídeos 

pELV2B e pELV2C já havia sido determinada por SOUZA et al (1991). Esta seqüência 

inclui a região proximal do gene nifA e parte da região intergênica a montante deste gene, 
totalizando cerca de 1,2 kb. Neste trabalho, foi determinada a seqüência da outra 

extremidade do DNA-inserto dos plasmídeos pELV2B e pELV2C, correspondente a 
aproximadamente 1,2 kb. A seqüência da região central do DNA-inserto destes 

plasmídeos, correspondente a cerca de 1,1 kb, não foi determinada. Os subclones 

produzidos por deleção pELV2C-3P e 14P, os quais poderiam fornecer seqüências desta 

região, falharam nos experimentos de seqüenciamento. Além destes, outros subclones 

obtidos por deleção (dados não mostrados), de tamanho molecular semelhante, também 

falharam nestes experimentos.
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AAATCGGCTCAAACATGAAGAAATGAAATGACTGAGTCAGCCGAGAAGAA 3 6 0 0  

TTTCCCCGCTTATTCGCACCTTCCCTAGAGCAACTATTTTTTCAATTTAT 3 6 5 0  

TCTTTCAGGATGATAAAAAGACTTTTATCTGGCGCTGCTGCTGAGCTGAT 3 7 0 0  

GTAAATTGCGGATAAGGCAATCCATTGAGCGTTCTTATCTTCATTCTGCC 3 7 5 0  

TGCGCAGAAAATAACAAAAGCAAATAAAAGCAAATAAAAACAAGAAGAAA 3 8 0 0  

GAATTCCAAAAAATCAGAAAGAAAGTCGGTATTGGCGCCCTTCCAAAAAG 3 8 5 0  

T T C C C CT T AAC GGCT CAC CAT AC CAGT T C GC C CCAGC GGGGT C GC GAAGA 3 9 0 0  

C C C C GC GGAAGC TGCCTGCC GAAAC CAT T CAC CAT C C C AC GAAACAC C CA 3 9 5 0  

CAGGT GC C GGCAGCAAGGCT GC GC C GGCT AGT GGGTCACCGT CAGCAAGA 4 0 0 0  

CCTTGCCCTTGCTGGTCTGGCCATCGGTCCAGCTGGTCTGGGTGGCCGCG 4 0 5 0  

GGCGGGTCGAAGCTGGCCATGGCCTGCACCAGCTTGTCCACGTCGCTGTC 4 1 0 0  

GTAGAGCGTCTTGCCATCGGCAGTCTTGATGCGCTCGACGCGATTATCCG 4 1 5 0  

CGCCGGCATACCAATCCTTGACGGTGACCTGGTCAGTGCTTCCCAGCACG 4 2 0 0  

TCGATCTGCAAGTCCTTGCCGACCTGACTGAACCACAGGTTGGTTTGCCT 4 2 5 0  

GGCGTCGCTGAACTTGATCGTATCAATATTGCCCGCCGTGGCATCCTGGT 4 3 0 0  

C CAC CAC CAGAT C GC GAC CAT C GC C C T T AC C GAAGAC GT AG GT GT CAT T G 4 3 5 0  

CCCGCTTGCCCGGT CAGC GTAT C GT TAC CCTTGGCGCCGGT GAG GAGGT T 4 4 0 0  

GT TAT C CT GAT T GC C CAC CAGGAT GT T GT C GAGT T C GT T GC C GGT GGC GC 4 4 5 0  

T GCT GT C GC GAT GGAGCAGCTT GGCCGGGTCCACGCTGTAGAT GAGGGCT 4 5 0 0  

GAT TCGTGCGCGTC CAT GT T GC GCAAGT C C C C TAC T GACAG GAAGC GGT T 4 5 5 0  

CAT T T C GCT GT AAC GTCCTGGTCCC GAGT C G GT GAT AT AGAAAC C CAGC A 4 6 0 0  

CCTCACCCGTCTTGGCCGAGCAAGCCACGCCGCTCACCGCCACCGCATGG 4 6 5 0  

AATCCCACTCGCTTCCCCGCAAGGTAGCCACTCATGTCCCGGAACACCGC 4 7 0 0  

GGC GT C C GC GCACAAGGT AAC C ACAT GGC C GC C CT T GAGCAAC T T GAC CA 4 7 5 0

ox£6

GC C GT GC CT C GT C GTAT C T GAGT C GAC 4 7 7 7

Figura 9. Seqüência de nucleotídeos da região seqüenciada a montante do gene nifA 
de Herbaspirillum seropedicae. São mostradas as seqüências completas dos 

genes modE e orf5 e as seqüências parciais dos genes orf4 e orfô. Um 

possível sítio de ligação de ribossomo está sublinhado com linha pontilhada. 
Os códons de início de tradução estão em negrito. Os códons de término de 

tradução estão sublinhados com linha contínua. As setas indicam a direção de 
transcrição.
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A seqüência de nucleotídeos da região seqüenciada foi analisada pelo método de 

preferência de códons do programa Analyseq (STADEN, 1982) para a identificação de 
prováveis regiões codificadoras de proteína (ORFs). Por meio deste método, os códons 

encontrados nas três fases de leitura da região seqüenciada, em ambas as direções, foram 
comparados com uma tabela de preferência de códons de H. seropedicae (CHUBATSU, 
1998). Esta comparação foi representada por gráficos contendo três seções, referentes às 
fases de leitura 1,2 e 3 (figuras 10 e 11). Nestas seções, as prováveis ORFs correspondem 

a regiões do gráfico situadas acima da linha pontilhada, a qual representa a probabilidade 

de 50% de ocorrência de uma ORF na seqüência, conforme a preferência de códons de H. 

seropedicae.

A análise da região seqüenciada pelo método de preferência de códons permitiu a 
identificação de quatro prováveis ORFs, designadas orf4 (figura 10, fase de leitura 3), 
modE (figura 10, fase de leitura 2), orfi (figura 10, fase de leitura 2) e orfó (figura 11, 

fase de leitura 3). ORFs denominadas orfl, orf2 e orfS foram previamente descritas para 
H. seropedicae por KLASSEN (1998) e KLASSEN et al (1999). Estes resultados foram 

confirmados através da comparação das seqüências de nucleotídeos correspondentes a 
cada ORF com as seqüências depositadas no banco de dados GenBank pelo programa 

Blast 2.0 (ALTSCHUL et al, 1997), para verificação da sua identidade e similaridade. 
Além disso, estas seqüências de nucleotídeos foram traduzidas para seqüências de 

aminoácidos pelo programa Strider 1.3 (Perkin-Elmer, Foster, EUA) para confirmar a 

localização de códons de início e término de tradução.
Os genes modE e orf5 foram completamente seqüenciados e os genes orf4 e orfó 

foram seqüenciados parcialmente. Entre os genes modE e orf5, foi encontrada uma 

extensa região intergênica composta por 1205 bp (figuras 9 e 10). A organização destes 
genes na região seqüenciada está representada na figura 12.
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Figura 10. Identificação das prováveis regiões codificadoras de proteína dos genes 

orf4, modE e orfS de Herbaspirillum seropedicae através do método de 
preferência de códons do programa Analyseq (STADEN, 1982). A

seqüência de nucleotídeos obtida foi analisada utilizando-se uma tabela de 
preferência de códons de//, seropedicae (CHUBATSU, 1998). Cada seção do 
gráfico representa uma fase de leitura (fases de leitura 1, 2 e 3, de baixo para 

cima). O primeiro aminoácido (metionina) está representado pela letra M. Os 

códons de término de tradução estão representados por um traço vermelho no 

centro da seção.
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Figura 11. Identificação da provável região codificadora de proteína do gene orfó de 
Herbaspirillum seropedicae através do método de preferência de códons 
do programa Analyseq (STADEN, 1982). A seqüência de nucleotídeos 

obtida foi analisada utilizando-se uma tabela de preferência de códons de H. 

seropedicae (CHUBATSU, 1998). Cada seção do gráfico representa uma fase 

de leitura (fases de leitura 1, 2 e 3, de baixo para cima). O códon de término 

de tradução está representado por um traço vermelho no centro da seção.
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Figura 12. Representação das ORFs identificadas em Herbaspirillum seropedicae a 
montante do gene nifA. A região seqüenciada corresponde à região entre os 

genes orfó e orf4. As setas indicam a direção de transcrição.
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3.2.1 orf4

A região distai da orf4 (nucleotídeos 1-449, figura 9) foi identificada a 
aproximadamente 1,3 kb do gene nifA, apresentando direção de transcrição oposta a deste 
gene. O códon de término de tradução (TGA) da orf4 está sobreposto ao códon de início 

de tradução (ATG) da ORF seguinte, o gene modE. A jusante do códon de término de 
tradução, não foi encontrado terminador típico (figura 13). Estes dados sugerem que os 

genes orf4 e modE fazem parte de um operon.

Figura 13. Seqüência de nucleotídeos da região distai da orf4 e seqüência de 
aminoácidos deduzida da região C-terminal da proteína Orf4 de 
Herbaspirillum seropedicae. O códon de término de tradução está marcado 

com um asterisco.
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A seqüência de aminoácidos deduzida da região distai da orf4 apresentou baixa 

similaridade com proteínas identificadas em espécies filogeneticamente distantes, cujas 
funções não são relacionadas. A partir destes dados, não foi possível deduzir a potencial 

função da orf4 em H. seropedicae, No entanto, esta ORF pode estar envolvida com o 

transporte de molibdênio, uma vez que é contígua ao gene modE e provavelmente é 

expressa conjuntamente com este gene, relacionado com este processo. O seqüenciamento 
da região proximal desta ORF e a análise fisiológica do seu produto poderão auxiliar na 

determinação da sua função.
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3.2.2 Gene modE

O gene modE (nucleotídeos 446-1255, figura 9) foi localizado a cerca de 1,8 kb do 

gene nifA e é transcrito na direção oposta. A montante do códon de início de tradução 
(ATG), foi encontrado um possível sítio de ligação de ribossomo (AGGA) e a jusante do 

códon de término de tradução (TGA), foi identificado um provável terminador intrínseco 

(figura 14).
A seqüência de aminoácidos deduzida do gene modE apresentou similaridade com 

proteínas ligantes de molibdênio, principalmente com o repressor de transcrição ModE de 

Azotobacter vinelandii (37% de identidade e 53% de similaridade) (LUQUE et al, 1993; 
MOUNCEY et al, 1995), de E. coli (33% de identidade e 57% de similaridade) 
(GRUNDEN et al, 1996) e de Haemophilus influenzae (26% de identidade e 63% de 

similaridade) (FLEISCHMANN et al, 1995) e com as proteínas ligantes de 
molibdopterinas MopB (33% de identidade e 59% de similaridade) e MopA (31% de 
identidade e 63% de similaridade) de Rhodobacter capsulatus (WANG et al, 1993).
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Figura 14. Seqüência de nucleotídeos do gene modE e seqüência de aminoácidos 
deduzida da proteína ModE de Herbaspirillum seropedicae. Um possível 

sítio de ligação de ribossomo está destacado em azul. O códon de término de 
tradução está marcado com um asterisco. Um provável terminador intrínseco 
está destacado em verde.
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Os genes mod estão envolvidos com o transporte de molibdênio sob a forma de 

íons molibdato (LUQUE et al, 1993; WANG et al, 1993; MOUNCEY et al, 1995; 
MAUP IN -FURLO W et al, 1995). Em A. vinelandii (LUQUE et al, 1993; MOUNCEY et 

al, 1995), E. coli (MAUPIN-FURLOW et al, 1995) e R. capsulatus (WANG et al, 
1993), os genes modABC codificam para proteínas que integram um sistema de transporte 

de íons molibdato de alta afinidade, as quais fazem parte da família de transportadores 
ABC. Nestes organismos, ModA é uma proteína periplasmática ligante de molibdato, 

ModB é uma proteína transmembrana formadora de canal e ModC é uma proteína ligante 

deATP.
Em A. vinelandii (LUQUE et al, 1993; MOUNCEY et al, 1995) e E. coli 

(GRUNDEN et al, 1996), o gene modE codifica para um repressor de transcrição dos 

genes modABC. Em E. coli, a proteína ModE se liga ao íon molibdato quando este se 
encontra em altas concentrações, formando o complexo ModE-molibdato. Este complexo 
forma um dímero e se liga a um operador localizado a montante do gene modA, 

impedindo a transcrição dos genes modABC (McNICHOLAS et al, 1998; GRUNDEN et 

al, 1999).
Os genes mopA e mopB de R. capsulatus (WANG et al, 1993) e mopl, mopll e 

mopIII de Clostridiumpasteurianum (HILTON et al, 1987) são similares ao gene modE 
de A. vinelandii (LUQUE et al, 1993; MOUNCEY et al, 1995) e de E. coli (GRUNDEN 

et al, 1996) e aparentemente desempenham funções semelhantes.
Em H, influenzae (FLEISCHMANN et al, 1995), foram identificados genes 

similares aos genes modABC e modE descritos para as espécies citadas.
Os genes modG de A. vinelandii (MOUNCEY et al, 1995), modD (MAUPIN- 

FURLOW et al, 1995) e modE (GRUNDEN et al, 1996) de E. coli e modD de R. 

capsulatus (WANG et al, 1993) codificam para proteínas cuja função ainda não foi 

determinada.
Os genes mod foram descritos inicialmente para R. capsulatus (WANG et al,

1993), A. vinelandii (LUQUE et al, 1993; MOUNCEY et al, 1995), K  influenzae
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(FLEISCHMANN et al, 1995) e E. coli (MAUPIN-FURLOW et al, 1995; GRUNDEN 

et al, 1996). Nestes organismos, os genes mod estão organizados em operons contíguos e 
orientados em direções opostas, ocupando um único locus no genoma (GRUNDEN et a l ,

1996) (figura 15). Recentemente, os genes modABC foram identificados em H. 
seropedicae a jusante do operon nifHDKENXorfl orf2, compondo o operon nifQmodABC 

(KLASSEN, 2000). Neste trabalho, o gene modE de H. seropedicae foi identificado a 
montante do gene nifA e a jusante da orf4. Os genes orf4 e modE são transcritos na 
mesma direção e o códon de término de tradução da orf4 é sobreposto ao códon de início 
de tradução do gene modE. Como não foi encontrado promotor típico a montante da 

seqüência estrutural do gene modE, é possível que os genes orf4 e modE façam parte de 
um operon. Assim sendo, os genes mod estariam organizados e m £  seropedicae de uma 

forma diferente da descrita para outras espécies, ocupando, pelo menos, dois loci distintos 

no genoma (figura 15). Estas diferenças estruturais provavelmente refletem diferenças 

filogenéticas entre estes organismos.
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Figura 15. Comparação da organização estrutural dos genes mod e/ou mop em E.

coli, H. influenzae, A. vinelandii, R. capsulatus, e //. seropedicae. As setas 

indicam a direção de transcrição destes genes. Genes que apresentam funções 

similares estão marcados com a mesma cor. Genes que possuem funções 
distintas ou indeterminadas estão representados em preto. Adaptado de 
GRUNDEN et al (1996) e KLASSEN (2000).
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A proteína ModE de H. seropedicae é formada por 269 resíduos de aminoácidos e 

apresenta massa molecular de cerca de 28,3 kDa, calculada pelo programa BioEdit 4.8.8 
(HALL, 1999). O seu ponto isoelétrico foi estimado em aproximadamente pH 9,8 pelo 

programa “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service” do banco de dados 
EMBL. Este valor indica que a proteína ModE deve apresentar caráter básico e, deste 

modo, afinidade por DNA.
A proteína ModE de H. seropedicae foi comparada com as proteínas ModE de A. 

vinelandii (LUQUE et al, 1993; MOUNCEY et al, 1995), de H. influenzae 

(FLEISCHMANN et al, 1995) e de E. coli (GRUNDEN et al, 1996) e com as proteínas 

MopA e MopB de R. capsulatus (WANG et al, 1993) (figura 16). Através desta 

comparação, foi possível identificar motivos e domínios característicos na proteína ModE 

de H. seropedicae. Na região N-terminal, foi encontrado um provável motivo hélice- 
volta-hélice, que pode estar envolvido com a ligação desta proteína ao DNA 
(McNICHOLAS et al, 1998; GRUNDEN et al, 1999). Na região C-terminal, foram 
identificados dois motivos conservados (SARNQ), os quais podem estar relacionados 

com a dimerização da proteína ModE (McNICHOLAS et al, 1998). Estes motivos foram 
localizados nos domínios MopEl e MopE2 (McNICHOLAS et al, 1998), cuja seqüência 

de aminoácidos é semelhante a das proteínas Mopl, Mopn e MopHI de C. pasteurianum 
(HILTON et al, 1987). Nos domínios MopEl e MopE2, pode ocorrer a ligação de íons 

molibdato (McNICHOLAS et al, 1998).
A semelhança estrutural entre a proteína ModE de H. seropedicae e a de outros 

organismos sugere que esta proteína pode regular a expressão dos genes modABC em 

resposta à concentração de íons molibdato. Experimentos de mutagênese sítio-dirigida e 
análise fisiológica do gene modE poderão esclarecer o seu papel na regulação da 

expressão dos genes modABC nesta espécie.



51



52

Figura 16. Alinhamento da seqüência de aminoácidos das proteínas ModE de H.

seropedicae (Herse_ModE), de A. vinelandii (AzoviModE), de H. 

influenzae (Haein ModE) e de E. coli (Ecoli ModE) e das proteínas 

MopB (Rhoca MopB) e MopA (Rhoca MopA) de R. capsulatus. O 

alinhamento foi feito utilizando o programa Antheprot 4.9 (DELÉAGE et al, 

1988). Em vermelho, são mostrados os resíduos de aminoácidos com 100% 

de identidade; em azul, acima de 75% de similaridade; em verde, acima de 

50%; em preto, abaixo de 50%. Motivos conservados das proteínas ModE, 

MopA e MopB (McNICHOLAS et a l , 1998) estão delimitados por 

retângulos. Um provável motivo hélice-volta-hélice (McNICHOLAS et al., 

1998; GRUNDEN et a l, 1999) está sublinhado com linha contínua. Os 

domínios MopEl e MopE2 (McNICHOLAS et a l, 1998) estão sublinhados 

com linha pontilhada e tracejada, respectivamente.
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3.2.3 orf5

A orf5 (nucleotídeos 2462-3478, figura 9) foi identificada a aproximadamente 3,7 

kb do gene nifA e é transcrita na direção oposta. A montante do códon de início de 
tradução (ATG), foi encontrado um possível sítio de ligação de ribossomo (GAGA). 

Além disso, a montante e a jusante da seqüência estrutural, foram localizadas repetições 
invertidas (figura 17).

A seqüência de aminoácidos deduzida da orf5 apresentou similaridade com 

proteínas codificadas por seqüências de inserção (IS), incluindo as transposases Trs5 de 

E. coli (100% de identidade) (ENGLER e BREE, 1981; SCHONER e KAHN, 1981) e 
Tra6 de Neisseria meningitidis (20% de identidade e 50% de similaridade) (KNIGHT et 
al, 1992).
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Figura 17. Seqüência de nucleotídeos da orf5 e seqüência de aminoácidos deduzida 
da proteína Orf5 identificada em Herbaspirillum seropedicae. Um possível 
sítio de ligação de ribossomo está marcado em azul. As repetições invertidas 

teiminais estão destacadas em rosa. Os sítios alvo (seqüências duplicadas) 

estão marcados em verde. O códon de término de tradução está indicado com 

um asterisco.



55

As seqüências de inserção são seqüências de DNA de até 2,5 kb capazes de se 

inserir em sítios específicos de moléculas hospedeiras e modificar a sua posição ao longo 
das mesmas (ENGLER e BREE, 1981; SCHONER e KAHN, 1981; MAHILLON e 

CHANDLER, 1998). São geralmente formadas por seqüências relacionadas apenas à sua 
mobilidade. As regiões terminais apresentam repetições invertidas de 10-40 bp e a região 

central codifica para uma transposase (MAHILLON e CHANDLER, 1998). As repetições 
invertidas estão envolvidas com a inserção das IS em sítios alvo das moléculas 
hospedeiras. Estes sítios são seqüências de 2-14 bp que geralmente sofrem duplicação 

durante o processo de inserção (ENGLER e BREE, 1981; SCHONER e KAHN, 1981; 
MAHILLON e CHANDLER, 1998). Já as transposases ou recombinases são enzimas que 

reconhecem e clivam as repetições invertidas, possibilitando a movimentação das IS ao 

longo das moléculas hospedeiras (MAHILLON e CHANDLER, 1998). As IS podem 
mediar inversões, deleções ou fusões de fragmentos de DNA e podem alterar a expressão 
de genes contíguos pela introdução de seqüências de início ou término de transcrição 
(ENGLER e BREE, 1981). As IS também podem agir na transferência de genes 

envolvidos com vias catabólicas alternativas e determinantes de virulência (MAHILLON 
e CHANDLER, 1998).

A proteína Orf5 identificada em H. seropedicae é constituída por 338 resíduos de 
aminoácidos e apresenta massa molecular de cerca de 39,3 kDa, calculada pelo programa 

BioEdit 4.8.8 (HALL, 1999). O seu ponto isoelétrico foi estimado em aproximadamente 
pH 9,9 através do programa “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service” do 

banco de dados EMBL. Este valor indica que a proteína Orf5 deve apresentar caráter 

básico e, portanto, afinidade por DNA, substrato das transposases.

A seqüência de nucleotídeos da orf5 foi comparada com a do gene trs5, contido na 

IS5 de E. coli (ENGLER e BREE, 1981; SCHONER e KAHN, 1981) (figura 18). Esta 

comparação mostrou que a seqüência de nucleotídeos da orf5 é idêntica à do gene trs5. 
Além disso, a análise da seqüência de nucleotídeos a montante e a jusante da seqüência 
estrutural da orf5 revelou que as repetições invertidas encontradas são iguais às
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identificadas na IS5 de E. coli e que estas seqüências estão localizadas entre seqüências 

duplicadas (CTAG), sítios alvo desta IS (figura 17) (ENGLER e BREE, 1981; 
SCHONER e KAHN, 1981). Assim sendo, conclui-se que esta seqüência encontrada em

H. seropedicae corresponde à IS5 de E. coli.
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1 H e r s e _ o r f 5  CTGCTGCATGGAGAGGAGCAATTTGTCTCAGCCGATGCCGGCTACCAAGGGGCGCCACAG 720

I 1 I ! I I I I 1 I I I  I I I 1 I I I  [ I !  I I I I I  I I I  ! I I I I  I I I ! I I !  I i I ! I I  11 I I I  I !  I I  I I  I
2 E c o l i  _trs5 CTGCT GCAT GGAGAGGAGCAATTT GTCTCAGCCGAT GCCGGCTACCAAGGGGCGCCACAG 720

1 H e r s e _ o r f 5  CGCGAGGAGCTGGCCGAGGTGGATGTGGACTGGCTGATCGCCGAGCGCCCCGGCAAGGTA 780
I I I I I I I I  I I  I I I I  I I I I I I I I I I  I I I I I I I I  I I I I I I I I  I I I I I I I I I I I I I  I I I I I I I

2 E c o l i_trs5 CGCGAGGAGCTGGCCGAGGTGGATGTGGACTGGCTGATCGCCGAGCGCCCCGGCAAGGTA 78 0

1 H e r se_orf5 AGAACCTTGAAACAGCATCCACGCAAGAACAAAACGGCCATCAACATCGAATACATGAAA 84 0
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I

2 E c o l i _ f c r s 5  AGAACCTTGAAACAGCATCCACGCAAGAACAAAACGGCCATCAACATCGAATACATGAAA 8 4 0

1 H e r s e _ o r J f 5  GCCAGCATCCGGGCCAGGGTGGAGCACCCATTTCGCATCATCAAGCGACAGTTCGGCTTC 900
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I

2 E c o l i _ t r s 5  GC CAGC AT C C GGGC CAGGGT GGAGCACCCATTT CGCAT CAT CAAGC GACAGTTCGGCT T C 900

1 Eerse_orf5 GT GAAAGC CAGATACAAGGGGTT GCT GAAAAAC GAT AAC CAACT GGC GAT GTT ATT CACG 960
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I  I I I I I I I I I  I I I I I  I I I I I I I I I I I I I I I I I I

2 E c o l i _ t r s 5  GT GAAAGC CAGATACAAGGGGTTGCTGAAAAACGATAAC CAACT GGC GAT GTTATT CACG 960

1 H e r s  e_orf5 C T GGC CAAC CT GTT T C GGGC GGAC CAAAT GAT AC GT CAGT GGGAGAGAT C T CAC TAA 1 0 1 7
I I I I I I I I I I I  I I I I I I I I I I I I  I I I I I I I I  I I I I I I I I I I I I I I I I  I I I I I I I I I I

2 E c o Ü _ t r s 5  CT GGCCAACCT GTT T C GGGC GGAC CAAAT GAT AC GT CAGT GGGAGAGAT CT CAC TAA 1 0 1 7

Figura 18. Alinhamento da seqüência de nucleotídeos da orfS identificada em H.

seropedicae (HersQ_orf5) e do gene trs5 de E. coli (Ecoli_írs5). O 

alinhamento foi feito utilizando o programa Blast 2.0 (ALTSCHUL et a l ,
1997). A seqüência de nucleotídeos destes genes apresentou 100% de 

identidade.
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As seqüências de nucleotídeos a montante e a jusante da orf5 foram analisadas. 

Quando a seqüência correspondente à IS5 foi extraída e as seqüências contíguas foram 

unidas, a seqüência resultante não apresentou similaridade significativa com nenhuma 

seqüência depositada no banco de dados GenBank, o que sugere que a IS5 foi inserida em 
uma região intergênica.

AIS5 de E. coli pode ter sido adquirida por transferência horizontal em condições 
naturais (MAHILLON e CHANDLER, 1998; DAVISON, 1999) ou durante o processo de 
construção da biblioteca genômica de H. seropedicae Z78, a qual o plasmídeo pEMSl 

pertence (SOUZA et al., 1990). A transferência em condições naturais poderia ocorrer no 

solo ou no interior de uma planta hospedeira. Como H. seropedicae é um endófito 
obrigatório (BALDANI et al, 1997), a sua permanência no solo deve ser efêmera, 

dificultando o processo de transferência neste ambiente. No entanto, a ISJ de E. coli 
poderia ser adquirida de uma outra bactéria endofítica portadora desta seqüência, durante 
sua coexistência com H. seropedicae nos tecidos de uma mesma planta hospedeira. Já a 
transferência em condições de laboratório poderia ocorrer durante a permanência do 

plasmídeo pEMSl na célula hospedeira, E. coli HB101. Um processo semelhante foi 
descrito anteriormente por SCHONER e KAHN (1981). A transferência da ISJ do 

genoma de E. coli HB101 para um fragmento de DNA de Haemophilus haemolyticus 
clonado no vetor pBR322 ocorreu durante a sua permanência nesta célula hospedeira. 

Experimentos de hibridização do fragmento correspondente à orf5 com o DNA 
cromossômico de H. seropedicae Z78 poderão informar sobre a ocorrência desta 

seqüência no seu genoma.
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3.2.4 orfó

A região distai da orfó (nucleotídeos 3978-4777, figura 9) foi encontrada a cerca de

5,3 kb do gene nifA e está orientada na mesma direção de transcrição deste gene. A 
jusante do códon de término de tradução (TAG) não foi identificado terminador típico 

(figura 19).
A seqüência de aminoácidos deduzida da região distai da orfó mostrou 

similaridade com a região C-terminal de diversas proteínas da família de citotoxinas 

RTX. Foi verificada maior similaridade com a região C-terminal das hemolisinas- 
adenilato ciclases CyaA de Bordetella pertussis (30% de identidade e 55% de 

similaridade) (GLASER et al, 1988) e de Bordetella bronchiseptica (28% de identidade e 

59% de similaridade) (BETSOU et al, 1995) e com a região C-terminal das proteínas 
reguladas por ferro FprC (24% de identidade e 58% de similaridade) (THOMPSON et al, 

1993b) e FprA (23% de identidade e 59% de similaridade) (THOMPSON et al, 1993a) 

de Neisseria meningitidis.
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Figura 19. Seqüência de nucleotídeos da região distai da orfó e seqüência de 

aminoácidos deduzida da região C-terminal da proteína Orfó de 
Herbaspirillum seropedicae, O códon de término de tradução está marcado 

com um asterisco.
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As citotoxinas RTX são proteínas produzidas por bactérias Gram-negativas que 

causam patologias em animais. Estas proteínas apresentam atividade de citolisinas ou 
metaloproteases e são secretadas para o meio extracelular ou permanecem aderidas à 

superfície celular (THOMPSON et al, 1993a; LOBO e WELCH, 1994). Apresentam em 
comum um motivo formado por nove resíduos de aminoácidos (LXGGXGN/i>DX, onde X 

pode ser qualquer resíduo) repetido em seqüência na região C-terminal. Algumas 
citotoxinas RTX atuam como determinantes de virulência em algumas espécies, mas o 
seu exato papel no processo de patogênese ainda permanece desconhecido (THOMPSON 

et al, 1993a; THOMPSON et al, 1993b; ROWE e WELCH, 1994).
B. pertussis (GLASER et al, 1988), B. bronchiseptica (BETSOU et al, 1995) e N  

meningitidis (THOMPSON et al, 1993a) são os agentes etiológicos da tosse comprida 

humana, da rinite suína e da meningite humana, respectivamente. As proteínas CyaA de 
B. pertussis e de B. bronchiseptica aparentemente exercem funções fundamentais no 
processo de patogênese, sendo consideradas determinantes de virulência destas espécies 
(BETSOU et al, 1995). A região N-terminal destas proteínas apresenta atividade de 

adenilato ciclase, enquanto a região C-terminal apresenta atividade hemolítica (GLASER 
et al, 1988; BETSOU et al, 1995). O exato mecanismo de ação destas proteínas ainda 

não foi determinado, mas parece que a região C-terminal seria capaz de interagir com a 
membrana plasmática de células eucariontes, permitindo a translocação da região N- 

terminal para o citosol destas células (BETSOU et al, 1995).
As funções das proteínas FprA e FprC de N. meningitidis não são conhecidas. 

Contudo, estas proteínas são produzidas em condições limitantes de ferro (THOMPSON 

et al, 1993a; THOMPSON et al, 1993b). Assim sendo, estas proteínas podem ser 

produzidas nestas condições para exercer atividade hemolítica, garantindo o fornecimento 
de ferro para este organismo durante o processo de patogênese (ROWE e WELCH, 1994).

A região C-terminal da proteína Orfó de H. seropedicae foi comparada com a 
região C-terminal das proteínas CyaA de B. pertussis (GLASER et al, 1988) e de B. 
bronchiseptica (BETSOU et al, 1995), FprC (THOMPSON et al, 1993b) e FprA
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(THOMPSON et al, 1993a) de N  meningitidis (figura 20). Por meio desta comparação, 

foi possível identificar cinco motivos característicos das citotoxinas RTX, repetidos em 

seqüência na região C-terminal da proteína Orf6 de H. seropedicae (figura 20).
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Figura 20. Alinhamento da seqüência de aminoácidos da região C-terminal da 

proteína Orfó de H.seropedicae (Herse Orfó) e das proteínas CyaA de B. 

pertussis (BorpeCyaA), CyaA de B. bronchiseptica (Borbr CyaA) e 

FrpC (Neime FprC) e FprA (Neime FprA) de N. meningitidis. O 

alinhamento foi feito utilizando o programa Antheprot 4.9 (DELÉAGE et a l , 

1988). Em vermelho, são mostrados os resíduos de aminoácidos com 100% 

de identidade; em azul, acima de 75% de similaridade; em verde, acima de 

50%; em preto, abaixo de 50%. Motivos característicos das citotoxinas RTX 

(LXGGXGn/dDX, onde X pode ser qualquer resíduo) (THOMPSON et al, 

1993a; THOMPSON et a l, 1993b) estão sublinhados com linha contínua.
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A semelhança estrutural da região C-terminal da proteína Orfó de H. seropedicae 

com a região C-terminal de citotoxinas RTX sugere que esta proteína faz parte desta 
família de citotoxinas. No entanto, dados adicionais são necessários para determinar a 

função desta proteína.
A princípio, H. seropedicae não deveria apresentar genes envolvidos com 

patogênese em animais no seu genoma, uma vez que é um endófito obrigatório 
(BALDANI et al, 1997). Porém, o gênero Herbaspirillum é fílogeneticamente 

relacionado ao gênero Pseudomonas, o qual inclui espécies consideradas patógenos 
oportunistas em animais (SALYERS e WHITT, 1994). A proximidade fílogenética destes 

gêneros pode ser exemplificada por Herbaspirillum rubrisubalbicans, um fitopatógeno de 
algumas espécies de cana-de-açúcar, anteriormente classificado como Pseudomonas 

rubrisubalbicans (PIMENTEL et al., 1991). Os patógenos oportunistas do gênero 
Pseudomonas secretam proteínas que agem como exotoxinas, caracterizadas como 

determinantes de virulência (SALYERS e WHITT, 1994). Deste modo, pode-se sugerir 
que a orfó foi herdada de um ancestral comum aos gêneros Herbaspirillum e 

Pseudomonas. Assim sendo, este gene pode ter perdido a sua função primitiva no 
decorrer do processo de especiação de H  seropedicae e sua adaptação ao hábito 

endofítico. Alternativamente, a orfó pode ter sido adquirida de alguma espécie 

fílogeneticamente distante por transferência horizontal em condições naturais. Neste caso, 
o processo de transferência poderia ocorrer no solo ou no interior de uma planta 
hospedeira (item 3.2.3). O seqüenciamento da região proximal da orfó poderá contribuir 

para o esclarecimento da estrutura do seu produto e sua provável função.
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4 CONCLUSÕES

L A região seqüenciada a montante do gene nifA de Herbaspirillum seropedicae 

apresenta quatro ORFs, denominadas orf4, modE, orf5 e orfó.

2. A região dista! da orf4 foi localizada a aproximadamente 1,3 kb do gene nifA @ não 
apresenta similaridade significativa com nenhum gene identificado em outras 

bactérias.

3. O gene modE foi encontrado a cerca de 1,8 kb do gene nifA e provavelmente está 

envolvido com a regulação da expressão dos genes modABC de acordo com a 

disponibilidade de íons moübdato.

4. A proteína ModE de /f. seropedicae apresenta um possível motivo hélice-volta-hélice 
de ligação ao DNA e dois motivos característicos das proteínas ModE (SARNQ), 

localizados nos prováveis domínios MopEl e MopE2, envolvidos com a ligação de 

íons molibdato.

5. Os genes mod estão organizados em H  seropedicae de forma diferente da descrita 

para outras bactérias, ocupando, pelo menos, dois loci distintos no genoma.

6. A orfS foi identificada a aproximadamente 3,7 kb do gene nifA e corresponde ao gene 

trsS de E. coli, carreado pela seqüência de inserção IS5 desta espécie, A IS5 de E. coli 

se inseriu em uma região intergêníca do DNA de H. seropedicae. Esta seqüência de 
inserção foi provavelmente transferida do cromossomo de E. coli HB101 para o 
plasmídeo pEMSl durante a sua permanência nesta célula hospedeira.
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7. A orfó foi localizada a cerca de 5,3 kb do gene nifA e provavelmente codifica para 

uma proteína da família de citotoxinas RTX, as quais estão relacionadas com 

processos de patogênese em animais. A orfó pode ter sido adquirida de um ancestral 
comum aos gêneros Herbaspirilium e Pseudomonas ou de uma bactéria 
filogeneticamente distante por transferência horizontal.
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Figura 21. Mapa de restrição do vetor pVKlOO (KNAUF e NESTER, 1982). As 

setas indicam a direção de transcrição dos genes de resistência à 

canamicina (kari) e à tetraciclina (tet). São indicados os sítios Bglll, Clal, 

Hinàlll, SalI, Smal e Xhol. O sítio EcoRI é ausente no vetor pVK102.
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Figura 22. Mapa de restrição do vetor pTZ19R (MEAD et a i , 1986). As setas 

indicam a direção de transcrição dos genes lacZ e de resistência à 

ampicilina (ampr). São indicados os sítios Accl, Ahal, BamHl, BgH, 

íícoRI, Hificll, Hindlll, Kpnl, NaeI, i^tl, Sa/I, Seal, Smal, Sp/zl, Sstl, 

Xbal, Xmal e Xmn\. O vetor pTZ19R apresenta sítio de policlonagem 

idêntico ao do vetor pUC19, indicado na figura.
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Figura 22. Mapa de restrição do vetor pSportl (Life Technologies, Gaithersburg, 
EUA). As setas indicam a direção de transcrição dos genes lacl, lacOPZ' e 

de resistência à ampicilina (apr). São indicados os sítios Aatl, BamHL, 

EcoBl, Hinálll, Kpnl, Kpnll, MM, Notl, PinAl, Pstl, Rsrl, Sall, Smal, 

SnaBl, Spe I, SpM, Sse8387I, SM, Swnl e Xbal.


