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RESUMO

A conjugacéo do mutante nifd de
Azospirillum brasilense, FP10, com um banco genfmico de
A. brasilense em PpLAFR3 permitiu o Isolamento de sete
transconjugantes capazes de fixar nitrogénio. 0s
transconjugantes apresentaram nfveis de atividade
nitrogenédsica préxima & observada para a estirpe selvagem
(FP2). A presenca dos plasmideos recombinantes, pMAK1-pMAK7,
mostrou-se essencial & complementac8o genética, pols o0s
transconjugantes foram incapazes de fixar nitrogénio quando
curados desses plasmideos. Foram identificados quatro grupos
diferentes de plasmlideos capazes de restaurar o fen6tipo
Nif" do mutante. O plasmideo pMAK7 possibiliitou ainda a
compiementac8o do mutante nifB de Klebsiella pneumoniae
(50581). Experimentos de hibridlizac8o comprovaram a presenca
dos genes nifd4d e nifB no Inserto. Por outro lado, o0
plasmideo pMAK7 fol Incapaz de complementar 0S8 mutantes
deficientes na sintese do cofator FeMo, ntrC e nifHDK  de
A brasilense, bem como de hibridizar com DNA-sonda contendo
0s genes ni fHDK de A brasilense. 0s transconjugantes de
A. brasilense FP10 contendo pMAK1 ou PpMAK7 apresentaram
inativac8o reversivel da nitrogenase por NH:, semelhante
dquela observada na estirpe selvagem. Transconjugantes de
A brasilense FP10 contendo esses plasmlideos apresentaram
fixac8o de nitrogénio também a 37°C, ao contrdrio do que fol
verificado para o0s transconjugantes A4 brasilense FP10
(pCK3), contendo o gene nif4 de K. pneumoniae. Esses dados
sugerem que o produto do gene nifd4 de 4. brasilense ¢
termoestédvel a 37°C.

Xvi



1 INTRODUGZXO

1.1 DESCRIGAO DO MICRORGANISMO

1.1.1% Histérico do microrganismo

As bactérias do género Azospirillum foram
Iniclaimente descritas como Azotobacter spirillum (149) e,
logo a seguir, como Spirillum lipoferum (15). Estudo
taxondmico detalhado de uma cole¢8o de Isolados levou &
criac8o de um novo género, Azospirillum (231). Esse género
compreende, hoje, cinco espécies: A brasilense (231),
A lipoferum (231), A amazonense (158), A halopraeferans
(199) e 4. 1irakense (140), dentre as quals A brasilense é a

espéclie melhor estudada.

1.1.2 Caracteristicas gerals do género Azospirillum

0 nome do género, Azospirillum, se deve a0 aspecto
esplralado dos microrganismos e de sua capacidade de fixar
nitrogénio (231).

Azospirillum spp. s8o organismos wunicelulares de
cerca de 1 um de diédmetro. 0 conteldo celular dos
microrganismos € wuniforme, exceto pelos grénulos de
poli-beta-hidroxlbutirato (25 a 70% do peso Seco das

bactérias). 0 género contém bactérias de aspecto vibribide,



e

podendo apresentar forma de S ou hellcoidal quando crescidas
em meio semi-s6lido isento de fonte de nitrogénio fixado.
S8o bactérias de vida Iivre com um dGnico flagelo polar
quando crescidas em melo |fquido e numerosos flagelos
laterais, além do flagelo polar, quando crescidas em meio
s6lido (231). 0 flagelo polar, ao contrério dos flagelos
laterals, estéd envolto por bainha mucilaginosa (103).

A propriedade diazotrb6fica, Isto ¢é, de crescer
utilizando Nz como fonte Unica de nitrogénio, ¢é encontrada
somente em seres procariontes. Sob condig¢les
microaerofiliicas, as espéclies de Azospirillum s8o capazes de
reduzir N, a NH . Em anaerobiose podem converter o nitrato
(Nq;) a nitrito (ND;), 6xido nitroso (N 0) ou nitrogénio
(Nz) (146). A espéclie 4. amazonense parece nlio ser capaz de
se comportar desta forma em anaerobiose (158). O género
Azospirillum se destaca dentre oS organismos dlazotréficos
por sua capacidade de fixar nitrogénio a temperaturas
superiores a 35°C (53, 63).

As células vegetativas de Azospirillum, em condigles
inadequadas, podem se diferenclar em formas C encapsuladas,
Iméveis e com abundantes grénulos de poli-B-hidroxibutirato
(77, 207, 231). Estas formas celulares s8o consideradas
cistos verdadelros, o8 quals s8o0 mais resistentes 3
dessecaclo e a radlacles ultra-violeta e gama (148).

Azospirillum spp. S80 bactérias de vida livre
encontradas nas regifes da rizosfera e assocladas &4s ralzes
de gramineas, onde predominam as condl¢8es microaerof{licas

(11, 168). 0 género apresenta quimiotropismo, sendo atrafdo



de forma especlfica pelos exudatos das raflzes da planta
hospedeira a ser colonizada e também pela concentrac8o Ideal
de oxigénio para a expressfio da fixaclo de nitrogénio (10,
11). As bactérias s8o capazes de aderir &s células da
superficlie das rafzes (12, 80, 123, 168).

Algumas estirpes de Azospirillum parecem competir com
outros microrganismos da microfiora em razfio da produclo de
bacteriocinas (168, 181), bem como pelo "seqUestro”™ de Fete
(111) realizado pelos sider6foros que produzem (8, 105).

0 género apresenta metabolismo versétil (10), podendo
utilizar faclimente sals de é&clidos orgénicos, tals como:
malato, lactato, succlnato e piruvato como fontes Unicas de
carbono e energla para crescimento e fixac8o de nitrogénio

(148, 198, 231).

1.1.3 Importéncia econdmica do microrganismo

As estirpes de Azospirillum sfo encontradas
assocladas a ralfzes de diversas gramineas de Interesse
agricola, tals como: arroz, cevada, milho, sorgo e trigo
(63). A capacldade de fixar nitrogénio a temperaturas
condizentes com o solo dos palses tropicais, bem como
temperados, possivelmente contribul para a distribuic8o
cosmopolita da bactéria (B3).

Estudos envolvendo Inoculag¥o de (10> - 10°
células / planta) de Adzospirillum em diversas espécies
vegetals mostraram aumento no peso seco e no contelido total

de f6sforo, potdssio e nitrogénio das plantas (138, 175).



4

Estes aumentos foram considerados como fatores positivos da
assoclac8éo (B3, 175) e tém sido atribufdos & produclo e
excrec8o de fitormdnios pela bactéria, 0s quals estimulam o
aumento do numero de p&los radiculares (129, 175, 235).

0s vegetals s8o Incapazes de wutillzar nitrogénio
molecular (Nz) diretamente, mas podem wutillzar a amdnia
fixada pelos organismos dlazotréficos como fonte de
nitrogénio (63, 175, 235). 0 aumento significativoe do
contelido de nitrogénio biologicamente fixado somente fol
observado na assocliac8o de 4 halopraeferans com a graminea
Leptochloa fusca (158, 168). Outros experimentos Indicaram
ndo haver contribulc¢8o, em termos de nitrogé&nio fixado, para

as plantas inoculadas com Azospirillum (22, 63, 168).

1.1.4 Diferencas entre as espécies

As diferengcas entre as espécies do género quanto &
utiltizaclo de fontes de nitrogénio e de carbono s8o de
grande valia na determinac8o0 taxondmica das vérias estirpes
de Azospirillum (108, 158, 161, 189) e, além disso, Influem
significativamente na capaclidade dlazotré6fica dos
microrganismos (50, 108, 177).

A brasilense e A amazonense n8io requerem vitaminas
para seu crescimento. A lipoferum e a8 A halopraeferans, ao
contrério, necessitam de blotina (158, 198, 231).

As espéclies de Azospirillum diferem entre siI em sua
capacldade de wutilizac8o de aclicares. A brasilense e

A. halopraeferans (198, 240) s8o Incapazes de wutillizar



5

D-glucose como fonte ddnica de <carbono, ao contrério de
A lipoferum (231). A brasilense, apesar de apresentar a
via glicolftica, é Incapaz de transportar glucose para o0
interior da célula. Esta espécle é capaz de wutilizar o
gluconato para crescimento (2490). 4. brasilense (51) e
A lipoferum crescem em presen¢ca de D-frutose (231). Por
outro lado, 4. amazonense 8¢ diferenclia de 4. brasilense e
A. lipoferum por ser capaz de crescer em presenga de lactose
e maltose (158, 161). A. amazonense é a (nica espécie capaz
de crescer diazotroficamente, utilizando sacarose (158).

A Llipoferum e A amazonense crescem bem em presencga
dos aminodcidos: glutamato, aspartato, serina ou histidina
como fontes de nitrogénio e carbono, o que nfio ocorre em
A brasilense (50, 108).

A amazonense dlfere das demals espécles do género
por tolerar pHs mais &cldos e concentracfles de oxigénio mals
elevadas (158), assemelhando-se a Herbaspirillum seropedicae

(9).

1.2 0 COMPLEXO ENZIMATICO DA NITROGENASE

1.2.1 Nitrogenase cléssica ou Mo-dependente

A reduc8io de N2 a amdnia pelos microrganismos
dlazotréficos requer um compiexo enzimdtico, & nitrogenase
(186). Este complexo enzimético consiste de duas protelnas

distintas: a dinitrogenase ou protelna-MoFe (protefna



ferro-molibdénio) e a dinitrogenase redutase ou protefna-Fe
(protefna ferro) (49, 68, 196). Nitrogenases |Isoladas de
diversos microrganismos apresentam propriedades semelhantes
(69, 186).

A proteflna-MoFe €é wum tetrémero “éﬁ} de massa
molecular de aproximadamente 220000 daltons, que contém dols
dtomos de molibdénio, 26-39 4tomos de ferro e 29-36 fons de
enxofre por molécula. As subunidades o apresentam cerca de
50000 daltons e as subunidades f3 cerca de B0000 daltons (B8,
218). A protelna-MoFe contém dois cofatores ferro-molibdénio
(FeMoco), quatro nGcleos cGbicos de [49Fe-4S) (centros P) e
dols outros centros contendo ferro (centros S) (151, 182,
218, 219). 0s cofatores apresentam a composi¢éo MoFe, .5, _,o
e parecem participar do sftio catalltico da nitrogenase
(218, 2493). Esses e o0s centros P podem ser oxidados e
reduzidos Independentemente (151, 172). 0s centros P
apresentam potencial redox mals negativo que 08 centros
FeMoco, sugerindo que 0s centros P transfiram elétrons para
os cofatores (151, 238).

A protelina-Fe é formada por duas subunidades
idénticas de 60000 daltons e possul um Gnico ndcleo Fe‘s4
(100, 218, 2493). A proteina—-Fe reduzida apresenta sitio de
liga¢clio para ATP e atua como doador de elétrons especlfico
para a protelna—-MoFe que, como citado acima, contém os
sftios de ligac8io e reduc8o do substrato (102, 182). A
protelna-Fe parece possulr dois sftios de |Ilgac8o: um para o
complexo Mg.ATP e outro para Mg.ADP (100), os quals séo

provaveimente i1dé&nticos no infcio da reacto (49).



A protelna-Fe e a protelna-MoFe somente apresentam
atividade catalltica quando presentes simultaneamente (198).
A nitrogenase requer doador de elétrons de balxo potencial
redox e Mg.ATP para a reduclo de N, @ NHs (186). 0 complexo
Mg.ATP se 1lga & protelna-Fe na qual Induz alteracles
conformacionais que diminuem seu potenclial redox (218, 243).
A transferéncia de elétrons da protelna-Fe para 0s
substratos, via protelna-MoFe, requer a hidrélise de @2
moléculas de Mg.ATP por elétron transferido (49, 88). A
reduc8o da protefna-MoFe é um processo clclico reallzado em
8 etapas, com a transferéncia de um elétron a cada etapa,
para que N, seja reduzido a NH conforme a reaclo (68, 151,

218):
N2 + BH' + Be + 18 Mg.ATP +» 2 NH3 + H2 + 16 Mg.ADP + 18 PI

0 cofator FeMoco da protelna-MoFe é encontrado em
varios nfvels de oxldaclo, indicando o processo <clclico de
reduc8o da protelna-MoFe, bem como o0 envolvimento desse
cofator na reduclo dos substratos da nitrogenase (63, 172).

A atividade da nitrogenase é inibida por Mg.ADP (B8,
89, 234), provaveimente através da Induclio de wuma mudanca
conformacional na protefna-Fe, Impedindo o acesso do
substrato ao sftio de reduc8o (24949) e por Impossibilitar a
ligac8o de Mg.ATP necessério & transferéncla de elétrons
para a proteflna-MoFe (49, 89). A proteina-Fe ndio €é Inibida
por NH: ou giutamina (68, 243), entretanto a protelna-Fe e a
protelna-MoFe s&o inativadas se expostas ao oxligénio (186),

A nitrogenase pode reduzir multos compostos anélogos

que apresentem |lga¢lies triplas terminais, dentre 08 quals:



-C=C-, -C=N, N=N, N=0 (186). A capacidade da nitrogenase de
reduzir acetlileno a etileno tem sldo utilizada
rotinelramente na determinac8o réplida de sua atividade (56,

196, 211).

1.2.2 Nitrogenases alternativas ou Mo-independentes

Recentemente, outros sistemas nitrogendsicos, capazes
de reduzir Nz, foram identificados em Azotobacter spp. (20,
187, 205). Azotobacter vinelanditi (20, 21) e
Azot obacter chroococcum (205), além de possulfrem o sistema
cléssico contendo Mo, apresentam uma segunda nltrogenase
contendo vanédio e ferro (nitrogenase-VFe). A vinelandii
possul um segundo sistema alternativo que contém somente
ferro (nitrogenase-Fe) (46, 187). 0 compliexo da
nitrogenase-VFe de 4 vinelandii e 4. chroococcum é composto
de duas protefnas hom6logas adquelas da nitrogenase-MoFe: a
protefna-VFe ou dinitrogenase-VFe e a protelna-Fe ou
dinitrogenase-VFe redutase (182, 218). A protelfna-Fe ¢é um
dimero que contém um Gnico centro [Fe,-S 1. Esta protelna
atua como doador de elétrons para a proteflna-VFe e é ativada
por MgATP (233). 0 sistema nitrogendsico VFe parece ser
menos eficlente na reduc8o de N, aNH eGH acCH aque o
sistema nitrogenédsico MoFe (218). Mutantes de A vinelandii
com delecles simulténeas nos genes que codificam a
nitrogenase-MoFe e a nitrogenase-VFe foram alnda capazes de
fixar nitrogénio na auséncia de Mo e V, iIndicando que

A vinelondii é capaz de sintetizar uma terceira nitrogenase



(nitrogenase-Fe) Independente de Mo e V (48, 187), elementos
estes que podem inibir a nitrogenase-Fe (134, 187). 0s
sistemas nitrogendsicos -Fe e -V permitem a reduc8o de
acetlileno a etileno (CzH4) e etano (Csz)' uma propriedade

ausente nas nitrogenases dependentes de Mo (57, 187).

1.3 REGULAGXO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

A regulac80 da nitrogenase ocorre a nivel de
atividade catalltica e a nlvel de transcri¢c8o dos genes
envolvidos na fixaclo de nitrogénio (32, 61, 137, 1986).

A nitrogenase pode ser Inativada "in vitro” por
Mg.ADP (234) ou por oxigénio (72, 196). "In vivo™ pode ser

inibida por NH: (137, 208) e por 02 (106, 118, 185).

1.3.1 Efeito da amdnia e da glutamina

A nitrogenase é Inibida "In vivo"™ por fons amdnio
(137, 208, 250). Este mecanismo reversfvel de Inativaclo fol
primeiramente demonstrado em Rhodospirillum rubrum (138,
152). 0 mecanismo de Iinativaclo fol entlo denominado
"desligamento” ("switch-off") e o de reativacdo fol
denominado de "ligac8o” ("switch-on") (250).

Estudos do "des!igamento”™ do complexo da nltrogenase
mostraram que a protelna-Fe & modificada covalentemente. Um
res{duo ADP-ribose, derivado do NAD', é Iigado a um resfcuo

espec(fico de arginina de uma das subunidades da
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dinitrogenase redutase (137, 138, 152). Essa reaglo de
inativaclo é catalisada pela enzima dinitrogenase redutase
ADP-ribosii-transferase (DraT) e é dependente do complexo de
cation divalente-ADP (154). A reativaclo da protelna-Fe,
"ligac8o”™ ("switch-on"™), é catallisada por uma enzima
ativadora ATP-dependente, a glicohidrolase ativadora da
dinitrogenase redutase (DraG), quando o0s fons amdnio )4
foram metabolizados (206, 251).

A brasilense (1768) e A lipoferum (108) s8o os
inicos organismos dlazotréficos nlo-fotossintéticos que
apresentam este sistema de controle metab6lico de fixac8o de
N, e, por isso, o especlal Interesse em seu estudo. A
protefna ativadora de A. brasilense apresenta massa
molecular de 33500 daltons (150), semelhante &quela da
protefna DraG Isolada de R. rubrum (32800) (208, 251). As
enzimas DraG de 4. brasilense ¢ R rubrum (150, 208) s#o
ativadas por Mn°* (98) e praticamente inativas na presenga
de Mg°' que em concentracles elevadas, exerce efelto
inibitério (98, 150). 4. amazonense aparentemente nfo possul
0 sistema enzimadtico ativador—-inativador da protelna-Fe
(220), apresentando um sistema com (Inativa¢c8o répida da

nitrogenase na presenca de NH’, semelihante ao de

4

A vinelandii (220). Regiles hom6élogas aos genes draT e dradg
foram detectadas no DNA genbmico de A brasilense e
A lipoferum, mas no em 4. amazonense (88). 0s genes draG e
draT foram mapeados préximos ao nifJ de A lipoferum (83). A

nitrogenase dos transconjugantes ntrc de A Obrasilencse,

complementados pelo gene nifAc de K. pneumoniae, é
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praticamente Insensfvel & Inibi¢g8o0 reversivel por fons
amdnio (181, 192). Esses resultados sugerem que o produto do
gene ntrC pode estar envolvido no mecanismo de maturaclo

reversivel da nitrogenase (191, 182).

1.3.2 Influéncla da glutamina sintetase sobre a atividade

da nitrogenase

Experimentos mostraram que a adic8o de metionina-
sulfoximina (MSX), um andlogo da glutamina e inibidor da
glutamina sintetase (GS), Impede e reverte o "switch-off" da
nitrogenase por NH: (245, ©2499). Estas evidénclas sugeriram
que a glutamina poderla estar envolvida no processo de
inibi¢8o reversfvel da nitrogenase "in vivo™, ou ainda, que
a GS ativa tivesse participa¢sio como provedora de glutamina
ou outro sinal quimico para o0 desencadeamento  do
"switch-off" (108, 136, @245, 250). A adigclo de MSX a
culturas de A brasilense ¢ A. lipoferum flxando nitrogénio,
previne a Inativac8o da nitrogenase pela adi¢c80o posterior de
NH: (109, 176), de forma semelhante & verificada para
organismos diazotr6ficos fotossintéticos (248).

A glutamina sintetase €é uma protefina multimérica
codificada pelo gene glnd (55), jé seqlenciado em
A brasilense Sp7 (27, 28), e que particlipa da via de
assimilac8o de amdnia por microrganismos em condig¢les
diazotréficas. A atividade de GS é regulada por um sistema
de adeniiilac8o0 e desadenililac8o. Em altas concentracdes de
NH:, a GS & Inativada pela Iigac8o de um resfduo AMP a um

resfduo de tlirosina em cada uma das 12 subunidades da GS
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(84, 222). A adenililac8o é promovida pelo produto do gene
£lnE, a enzima adenililii-transferase (ATase). A func8o da
ATase, por sua vez, é regulada pelo produto do gene glnB, a
protelna Py (130). A protelna P, @presenta duas formas: a
forma n8o modificada, Pxx’ estimula a adenililaclo da GS
pela ATase e sua forma wuridillilada, PII-UMP, favorece a
desadenililaclo da GS (B7). A iIlgac8o do grupamento UMP &
proteflna Pn é catalisada pelo produto do gene glnD, a
enzima uridititii-transferase (UTase) (38, 130). A atividade
da GS parece ser regulada pela relaglo NH:/glutamlna ou
a-cetoglutarato/glutamina (38, 222).

0 nfvel de atividade da GS é um reflexo do seu estado
de adeniliilac8o, porém, parece nlio estar relacionado com o
processo de "switch-off" da nitrogenase (1, 137, 249) visto
que culturas de Rhodobacter palustris, com elevada atividade
nitrogenésica, foram insensfvels ao "switch-off" por NH:,
apesar dos nfvels normals de adenililac8o da GS (2498, 250).
0s resultados de experimentos envolvendo a adiclo de MSX a
culturas de 4. brasilense tém sido contraditérios quanto @&
Inibiclo do "switch-off" por este anédlogo da glutamina (91,
108). Além disto, mutantes de A brasilense auxotr6ficos
para glutamina, com deficlénclias em GS, mostraram atividade
constitutiva da nitrogenase em presenca de Nn: (92).
Mutantes de A. brasilense resistentes a etlilenodiamina e
constitutivos para fixaclo de nitrogénio, em presenca de

+

NH4, apresentaram a capaclidade de excretar NH: derivada de
Nz. Esses mutantes apresentaram GS constitutivamente

adenililada (183).
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1.3.3 Efelto do oxigénio sobre a atividade da nitrogenase

0 oxigénio também exerce efeito Inibidor sobre a
atividade da nitrogenase. As protelnas dinitrogenase
redutase e dinitrogenase, "in vitro", slo inativadas
irreversiveimente se expostas ao oxigénio (72, 186).
A protelina-Fe de K pneumoniae e a de 4. chroococcum
apresentam tempo de meia vida de aproximadamente 95 s e
2 min, respectivamente, quando expostas ao ar (72). A
protelna-MoFe de K. pneumoniae ¢ a de A. chroococcum, por
sua vez, tém tempo de mela vida de 8 e 10 min,
respectivamente (69, 70). A protelna-VFe é mais sensfvel que
a protelna-MoFe quando exposta ao oxigénio (71).

0 efelto de Inibiclo da nitrogenase por oxigénio "in
vivo" também é denominado "switch-off" e €é vrevers(vel
("switch-on") dependendo da concentra¢8io e do tempo de
exposiclo ao oxigénlio (106, 114). 0 efeito ocorre em
diversos microrganismos, Incluindo em Azospirililum spp.
(106, 118). Um pequeno aumento da concentrac8o de oxigénio
em culturas sob condi¢les de fixac8o0 de nitrogénio promove
inativac8o reversivel da nitrogenase, sem modificac8o da
protefna-Fe em A. brasilense e A lipoferum (108). Este
efelto é, provavelmente, decorrente do desvio de elétrons da
nitrogenase pelo oxigénio, Impedindo a reducéo do N, (83,
180, 204). Entretanto, concentracles mais elevadas de 02
levam & inativac8o Irreversivei da nitrogenase (106, 177).

Organismos fixadores de nitrogénio possuem mecanismos

de protec8o da nitrogenase contra a Inativac8o pelo oxligénio
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(63, 196, 203). Dentre estes Incluem-se: aumento da taxa
respiratébria a fim de remover rapidamente o0 excesso de
oxigénio (3, 2049): modificac8o conformacional da nitrogenase
a fim de torné-la tolerante ao ar e parada simulténea da
fixac8o de nitrogénio (203, 210): compartimentalizagéo
celular (heterocisto de clanobactérias) (185, 225): possivel
protecéo através das enzimas superdxido dismutase,
peroxidase e catalase, as quais removem oS metabé6l!itos
téxicos orlundos da reduclo de 0, como o fon superébxido
(0 ), peré6xido (H,0,) e radical hidroxiiico (HO) (170, 174);
protec8o quimica através de <carotenfides por dismutacso
esponténea do superbxido e dos radicais de oxigénio (41,
147, 174):. agregac8#o bacterliana protegendo camadas celulares
mals Interiores (186, 115, 178): aerotropismo para
concentracles de 0, mals adequadas (11, 63, 178).

A concentraclo 6tima de 0, para permitir a fixaclo de
nitrogénio em Azospirillum spp. fica em torno de 0,6 a 8 uM,
suficlentes para saturar as oxidases terminais de alta
afinidade (177, 178). Neste gé&nero foram observados o0s
seguintes mecanismos: de proteclio respliratéria |imitada
(177), aerotropismo (11, 53, 178), protec8o conformacional
(108, 1549, 179) e proteclio através de caroten6ides (107).
Mutantes de 4. brasilense com superproducdo de carotenélides
apresentam capacldade diazotré6fica cinco vezes superior @
verificada no tipo selvagem sob altas concentragles de O,

confirmando a existéncia e eficliénclia desse mecanismo de

prote¢8o (107). Superprodug8o de <catalase, entretanto,

parece nfio ter efelto de protecdo contra o oxigénio (113).
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0 aerotropismo pode ser observado na formaclo e no
deslocamento da pelfcula bacteriana, em melo semi—-s6lido, em
direcdo a regides de concentracles de 0, compativels com a
atividade da nitrogenase (11, 53, 178).

A protelna-Fe de A lipoferum e A brasilense 8o0b
condi¢les de anaeroblose (1068, 177) ¢é Iinativada por
modificacdo covalente (ADP-ribosilac8o), o que n8o ocorre em
A. amazonense (106, 114, 220). Nestas condigdes, a
inativa¢8o da nitrogenase poderia ser decorrente do aumento

dos nfvels de ADP, um atlivador da enzima DraT (1594).

1.9 GENETICA DA FIXAGXO DE NITROGENIO.

1.9.1 Em Klebsiella pneumoniae

0 carédter de fixac8o de nitrogénio ¢é conferido
por um complexo de genes, denominados genes nif (186). A
genética da fixac8o0 de nitrogénio malis estudada é a de
Klebsiella pneumoniae. Neste organismo, 21 genes nif estéo
distribuldos em 7 a 89 operons compreendidos em um Unico
reguion. 0 regulon se estende por mais de 23 kilobases (kpb)
(61, 169) e estd localizado entre o operon his (mobilizagédo
de histidina) e o gene shid (shikimato permease) (196). A
transcric¢8o ocorre da direlita para esquerda, excetuando os

operons nifF e nifCJ (4, 164, 190, 19B6):

hisD.ni fQOB .ni fAL .nifF .ni fM.ZW .VSU .ni FXNE .ni fYTKDH .ni §CJ .shi A
¢ ¢ ¢ — e — — ¢ ¢ > ¢
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Dentre os genes nif, 17 foram Identificados através
de estudos da genética cléssica e tecnologla de DNA
recombinante. 0s outros quatro genes nif, dentre eles: nifC,
nifT, nifW e nifZ, foram ldentiflicados, mals recentemente,
através de estudos de seqlencliamento dos genes nif (4, 188,
213, 216, 224).

A transcri¢c8o de todos os gene nif de K. pneumoniae &
controlada pelos produtos do operon nifLA, o qual constitui
0 sistema nif-especiflco de regulacdo da fixaclo de
nitrogénio. 0 produto do gene nif4 (NIfA) funciona como
ativador e o produto do gene nifL (NifL) como anti-ativador
(61, 1649). 0s genes nifLA, por sua vez, s80 regulados pelo
sistema geral de regqulaclo de fixacho de nitrogénio <(genes
ntr) (81, 169).

0s genes estruturals nifD e nifK slo codificantes das
subunidades o« e 3 da protelna-MoFe, respectivamente, e o
gene nifH é codiflicante da protelna-Fe (125, 201, 228). O0s
produtos dos genes nifB, nifE e ni fN estlo relaclionados com
a blossintese do cofator ferro-molibdénio (FeMoco). Mutantes
nesses genes apresentam protefna—-MoFe Iinativa. A adi¢8o do
FeMoco purificado proporciona a8 recuperacdo da atividade da
proteina nesses mutantes (110, 201). 0 produto do gene nifH,
a protefna-Fe, provaveimente transfere elétrons para o
complexo NIfNE para que este possa sintetizar o FeMoco (84,
202). 0s genes nifQ e nifV também estlo envolvidos na
biossintese do FeMoco. 0O gene nifQ parece estar envolvido no
transporte de Mo para a protelna-MoFe (1249). Mutantes nifV

apresentam nitrogenase de baixa afinidade por Nz, mas ainda
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capaz de reduzir acetileno a etileno (111). 0 produto do
gene nifV fol Identificado como uma homocitrato sintase
(2149). 0 homocitrato parece ser Incorporado ao FeMoco e
estar relaclonado com o sftio ativo da nitrogenase,
conferindo as caracteristicas de especificldade a
nitrogenase (214). 0 cofator extraldo dos mutantes nifV ,
quando adiclonado & protefna-MoFe de mutantes nifB , resulta
em uma niltrogenase com as propriedades alteradas e
semelhantes &4s observadas naqueles mutantes, Indicando a
possfivel participaglo do FeMoco no sfitio catalftico da
nitrogenase (110, 111).

0 produto do gene nifM estd, possiveimente, envolvido
na modificaclo pés—traducional da protelna-Fe (188, 201).
Isto fol confirmado pela obtenclo de protelna-Fe ativa,
sintetizada em Escherichia coli, requerendo somente 0s genes
nifH, nifd e nifM de K. pneumoniae (120).

O0s produtos dos genes nifF e nifJ foram purificados e
caracterizados como uma flavodoxina e uma plruvato-
flavodoxina oxidorreductase, respectivamente, as quals estéo
envolvidas no transporte de elétrons para a nitrogenase (294,
54). 0s produtos nifU e nifS parecem Interferir na maturac¢éo
da proteina-MoFe, de forma semelhante ao produto do gene
nifM (60, 201).

Mutantes nifZ e nif¥ de K pneumoniae mantiveram
capacidade de reduclo de N, e C H , mas atividade reduzida
da protelna-MoFe, sugerindo que esses dols genes estariam
relaclonados com a ativa¢lo da protelna-MoFe (188).

As fung¢les dos genes nifC, nifT, nifY e nifX ainda
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permanecem Indefinidas (164). O produto do gene nifX,
entretanto, parece estar envolvido na regulac8o por O2 (95,

86).

1.9.2 Em Azotobacter spp.

Azotobacter vinelandii apresenta dois operons nifHDK
que codificam a nitrogenase-MoFe e a nitrogenase-VFe como
também observado em A. chroococcum (28, 127, 135). Além
destes dois operons estruturais, héd um gene tipo nifH que
codifica a nitrogenase-Fe em A4 vinelandii (187). Estudos
de  DNA recombinante indicaram diferencgas espaclals
significativas entre grande parte dos genes nif de
A vinelandii e K. pneumoniae (127).

A vinelandii apresenta trés genes tipomnifd4: nif4d
requerido para & express8o dos sistemas de fixaclo de
nitrogénio Mo-dependente e MoV-independente, uvnf4 que regula
o sistema de fixaclo V-dependente e anf4 do sistema de
fixacdo em condi¢cBes de auséncia de vanddio e mollibdénio
(1349). 0 gene anf4 fol locallzado acima dos genes anfHDGK e
0 gene unfA acima de um gene tipo nifE. As semelhan¢cas entre
0s produtos AnfA, VnfA e NIfA sugerem que 0s produtos AnfA e
vnfA também atuem como reguiadores positivos dos respectivos

sistemas de fixac8o de nitrogénio (139).

1.49.3 Em Azospirillum spp.

0s genes nifHDK de A. brasilense, recentemente

seqlenciados (82, 246), e de A lipoferum estdo organizados
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em um Gnico operon, mostrando homologla com oS genes de
K. pneumoniae (81, 194, 197, 212). Genes de Azospirillum,
homélogos ao nifE (80) e nifUS (75), foram locallzados na
regi8o abaixo do operon nifHDK. Estudos de hibridizagho
revelaram ainda a presenca dos genes fixdB e, provaveimente,
FixC a 3’ dos genes nifUS em A brasilense e apresentando
homologia com 08 genes FfixABC de Azorhizobium caul inodans
(75). Esses genes est8o envolvidos no transporte de elétrons
na fixac8o simbiética de nitrogénio em rhizobla (73). Os
promotores dos genes FixABC de Rhizobium meliloti nlo sdo
funcionalis em A brasilense (117).

0 funclonamento do sistema de regulaclo em
A. brasilense fol estabelecido através do estudo com
mutantes Nif e parece andlogo ao de K. pneumoniae (192). 0s
mutantes de Azospirillum spp. foram compiementados por genes
nifd4 e ntrC de K. pneumoniae (163, 192). Algumas diferencas,
porém, foram observadas no sistema de regulac8o desses
dois microrganismos. A clonagem do gene nifd4 de
Klebsiella oxytoca permitiu a expressdio constitutiva em
mutantes nif4 de K. pneumoniae, mas nfo em A lipoferum,
sugerindo possivels diferencas estruturais entre 0s produtos
NIfA (237). Mutantes nifd  de A brasilense foram ainda
compiementados pelo gene nifd4 de H seropedicae, sugerindo
que a regulaclo da fixac8o de nitrogénio é semelhante nesses

dois microrganismos (221).
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1.5 REGULAGZO0 DA TRANSCRIGXO DOS GENES ntf

A fixaclo de N, é geraimente reprimida por altas
concentracles de NH, e de 0, (70, 137, 196) e, em alguns
microrganismos, por temperaturas elevadas (37°C) (32, 247).

0 sistema de regulag8o da express8o dos genes nif em
Klebsiella pneumoniae é 0 mals bem estudado e serve como
modelo para o estudo da regulaclo da fixac8o de nitrogénio
em outros microrganismos. A transcri¢8o dos genes nif em
K. pneumoniae ¢ requlada a dois nfvels: a nfvel
nif - espec(fico, através dos genes nifd enifL, e a nflvel
do metabolismo geral do nitrogénio mediado pelos genes ntrd
(rpoN), ntrB e ntrC (Figura 1). 0 sistema geral participa
também da regulaclo de outros operons (ex: his, hut)
envoividos na wutillizaclio de fontes alternativas de

nitrogénio (B0, 132, 163, 183).

1.5.1 Sistema de regulac8o do metabolismo nitrogenado (ntr)

A utilizacto de fontes alternativas de nitrogénio em
enterobactérias envolve a express8o de operons regulados
pelo sistema ntr. Este compreende 08 genes ntrd (rpoN),
ntrB, ntrC e glnd (30, 61, 78, 156).

A hipétese iIniclal do envolvimento da glutamina
sintetase como ativador transcricional dos genes nif (1,
137, 249) fol abandonada com o descobrimento dos genes ntrB

e ntrC, 0s reguladores da expressdo dos genes nif (78, 156).
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FIGURA 1: MODELO DE REGULAGAO DA TRANSCRIGAO DOS GENES nif
EM K pneumontae.

0 esquema representado acima Indica o0s sistemas de
requlac8o a nfvel nif - especifico e a nfvel do metabollsmo
geral do nitrogénio (60, 119, 163).
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Em K. pneumoniae, 0S8 genes ntrC e ntrB sfo contiguos em um
inico operon juntamente com o glnd (GS), glndntrBC (81, 78,
156), enquanto o gene ntrd esté localizado em outra reglfo
do cromossomo (30, 78). 0s genes ntrBC também s8o chamados
de glnlG e o0 gene ntr4 é denominado de gInF ou rpoN (45,
122).

Estudos de regulac8o de fixaclo de nitrogénio em
K. pneumoniae revelaram que a sintese da nitrogenase 6
reprimida por ambnia (70, 236) ou oxigénio (70). Em presenga
de concentracles |Imitantes de NH:, a transcriglo do operon
nifLA é ativada pelo produto do gene ntrC (glnG), em
presengca do produto do gene ntrd (rpoN), um fator o da RNA
polimerase (o~*) (30). Em altos niveis de NH, (> 10 mM), o
produto do gene ntrB Inativa o0 produto do gene ntrcC,
bloqueando a transcri¢c8o do operon nifLA. Em concentragles
Intermediérias de NH: (4 mM), insuficientes para causar a
inativac8o do produto do gene ntrC pela protefna NtrB, o
produto do gene ntf4 é inibido pelo produto do gene nifL
(61, 1863).

0s produtos dos genes ntrB e ntrC, as protefnas NtrB
e NtrG, fazem parte de uma familla de protelnas regulatérias
que atuam aos pares: uma reguladora (NtrC) e outra sensora
(NtrB) (86, 67, 78). A protefina NtrB, de <cerca de 36000
daltons, em condig8es IImitantes de nitrogénio catallsa a
fosforilac80 da NtrC, enquanto que em presenca de excesso de
nitrogénio catalisa a defosforilacdo da NtrC. A atividade da

NtrB é determinada pelo produto do gene gInB (a protelna
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Plx) que, na sua forma n8o uridilllada estimula a atividade
fosfatésica da NtrB, levando & Inativac8o da NtrC. Em
condicbBes Iimitantes de nitrogénio fixado, a protelna Pry é
uridiillada pelo produto do gene £lnD, a
uridititii-transferase (UTase). A protelna Pyy Uridililada
(Pxx-UMP) estimula a NtrB a fosforlilar a NtrC (38, 173). A
UTase também parece ser responsével pela remocélo dos
grupamentos UMP da protelna P,y © @ 8ua atividade é modulada
pela relac8o glutamina/a-cetoglutarato (38). Mutantes no
gene ntrB podem sintetizar protefna NtrB Insensivel &
protelna P g+ fosforilando constitutivamente a protefna NtrC
que, neste estado, promove a sintese constitutiva de GS e
histidase (45, 155, 173). Contrarliamente, mutantes no gene
ntrB, que ndo produzem a protefna NtrB, alnda respondem
fracamente aos nfvels de nitrogénio presentes na célula,
sugerindo que a NtrC possa ser autofosforiiada ou sofrer a
ac8o de outra proteina quinase (B, 155). Mutantes glnB ,
apresentando P Incapaz de ser uridiillada, apresentam
capacidade de fosforilac8o de NtrC, Indicando que a protelna
Py ndo ¢é essenclial para o controle da fixacho de
nitrogénio, apesar de ter papel significativo na
defosforilaclo da NtrC através da NtrB (118).

A protefna NtrC atua como repressora ou como
ativadora, em resposta aos nfvels nutriclonalis da célula e
da seqUéncla regulatéria do promotor com o qual Interage,
nifLA, glnd e his (157, 185). A nivels |imitantes de NH:, a

protefna se encontra fosforilada, sua forma ativa (173).
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1.5.2 Regulaclo nif - especlifica

A transcrigclo dos genes nif de K. pneumoniae estd
sob controle de reguladores nif - especificos, 08 produtos
dos genes nifd e nifL (163, 183, 2491). Estes dols genes
constituem um operon cuja expresséio estd sob controle dos
produtos dos genes ntrB e ntrC e requer o fator o-* como J4&
descrito. Em concentracfes Iimitantes de NH: e 0,, o produto
do gene nif4 ativa a transcrig8o de todos o0s operons nif,
Inclusive o préprio (B5) e quando expresso constitutivamente
ativa também a transcri¢8o de promotores ntr (65, 163, 183)
(Figura 1). Em concentrac8es Intermedidrias de NH: e 0, o
produto do gene nifL é ativado e, funclionando como um
anti-ativador, bloquela a transcrigdo dos operons nif
ativada pela protefina NifA. A presenca de genes hom6iogos ao
nifA de K. pneumoniae tem sido descrita em todos 08
diazotrofos J& estudados, com a possivel excegdéo de
Clostridium pasteurianum (44). Assim, o0 nifA se encontra
contiguo ao gene nifB na bactéria fotossintética
Rhodobacter capsulatus (1449), em Rhizobium leguminosarum
(97), R. meliloti e K. pneumoniae (39) e em H seropedicae
(221).

A protelna NIfL de K pneumoniage apresenta massa
molecular em torno de 50000 daltons (60) e regula
negativamente a transcricfo dos genes nif na presenca de O_,
aminoécidos ou nfveis intermediérios de NH: (4 mM) (165). A
protefna NIfL n8o possul nenhum dominio de |igac8o0 a DNA,

sugerindo que ela interage diretamente & protefna NifA e nbo
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com o gene nifd4 (67). 0 produto NIfL apresenta balxa
homologla com o produto NtrB quando comparado com 0 grau de
homologla verificado entre NIfA e NtrC (67). A homologia do
produto NIfL com NtrB é mals acentuada na reglifio C-terminal
(87, 247). 0 promotor nifL pode ser ativado tanto por NifA
quanto NtrC (65).

Em K. pneumoniae, o oxigénio parece exercer efelto
repressor via Inativac8o da protefna NifA (1149) pelo produto
NifL. Nesse caso, o0 NifL parece atuar como sensor de
oxigénlo (B7). Além disso, em presenca de 0,. a transcriclo
do operon nifLA se encontra |Iimitada (61, 67).

Em Rhizobium meliloti, a expressfio nif/fix €é regulada
por 02 a nfvel de transcriglio do gene nifd (58), a qual
parece n8o ser diretamente regulada pelo sistema ntr (7,
229). Nesse organismo, o0s produtos NIfA e NtrC s8o0 os
responsévels pela ativaclo da transcri¢8o dos operons nif a
balxas e altas concentracfes de oxigénio, respectivamente
(69, 230, 238). Em concentracdes Iimitantes de 0,, a
transcrigclo do nifd4 é ativada pelo produto do gene fixJ
(112) que é ativado pelo produto do gene Fixl .
Contrariamente, em altas concentra¢cles de oxigénio, a
protefna FIxL Inativa a FiIxJ (52). Um sinal simbibtico
parece ser necessdrio para a expressfio do operon fixLJ (229)
em concentrac8es Iimitantes de oxigénio (58, 230).

A protefna FixJ ativa, também, a transcric8o do gene
fixK (112). A protefna FixK de R. meliloti ¢é homéloga as
protefnas Fnr das bactérias entéricas e parece reconhecer

seqUéncias hom6logas aos "anaerobox™ (13, 112). 0 produto
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FIXK ou tipo-Fnr de R. meliloti estéd envoivido na modulag¢8o
da transcric8o do gene nif4 em resposta as concentracdes de
oxigénio (13, 112), mas nlio em Rhizobium leguminosarum bV,
viciae (48). A seqUéncia "anaerobox™ provavelmente tem
fun¢lo ativadora quando sobreposta ao iInfclio de transcricéo
e funclo repressora quando locallzada na regifio codificadora
do gene nif4 (171). S{tio semelhante ao de Iiga¢c8o0 para Fnr
foi encontado no gene nifN, mas n8o no gene nifd de
R. meliloti (13), no gene nifd de Azorhizobium caulinodans
(31) e no interior do gene nifd de H. seropedicae (221) e do
gene nifD de Bradyrhizobium japonicum (171), sugerindo a
existéncia de genes anélogos ao fnr de E. coli (13, 215).
Nesses organismos, a expressfio do gene nif4 estarla regulada
também a nfvel da protelna FixK, respondendo &s varlac¢les
nos nfvels de oxigénio (13, 221). Aiém disso, mutacles no
interdominio (entre o0s dominios D e E) das protelnas NifA
sensfvels ao oxigénio confirmaram o possivel papel dessa
regifio como sensora dos nfveis oxigénio (145),

Em Bradyrhizobium jJaponicum, 0 gene nifA4 faz parte do
operon FfixRnifA (232) e parece n#o ser regulado pelos
produtos dos genes fFixlJ (2), pols & transcrito sob
condicdes aerébicas. O NifA sob condi¢8es microaerébicas &
capaz de ativar o operon fixRnifA4, permitindo uma slintese
elevada de seu produto (NIfA), necessédria para a ativagéo
dos outros operons fix e nif (232). A sensibilidade da
protelna NIfA de B. Japonicum ao oxigénio esté,
provaveimente, relaclionada com a labilidade de resfduos

cistelnicos essenciails (85, 8B).
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Em Azorhizobium caulinodans, 0 gene nt f4 ativa

transcric8o dos genes nif e fix e é Iniblido por 02 e NH:
(31). 0 promotor nif4 contém trés dominios que parecem
Importantes para a sua express8io: a seqUéncia consenso -29
e -12, a seqUéncia UAS ("upstream activator sequence”) para
a Interacdo com NIfA e uma seqUéncla semelhante & consenso
para Interac8o da protefna Fnr (31, 171, 198, 226). Um gene
tipo-fnr ou tipo-fixK parece estar envolvido na modulaclo
da atividade da NIfA em resposta 4&s concentracles de
oxigénio (31). A expressfio do gene nifd nesse microrganismo
parece ser auto-regulada negativamente sob condi¢8es nélo
simbiéticas de fixaclo de N2 (31). A reguiacéo da
transcrigclo do gene nifd4 de A caulinodans envolve trés
produtos génicos: as protefnas NtrC, NtrYy e NtrXx (31, 228).
A seqléncia de aminoédcidos deduzida para a NtrY e para a
NtrX mostrou homologla com as protelnas sensoras (tipo-NtrB)
e reguladoras (tipo-NtrC), respectivamente (31, 188, 226).

0 gene nifA, tal qual o gene nifB, apresenta-se
duplicado em Rhodobacter capsulatus (144). 0 efelto dessa
duplicaclo génica na fixaclio de nitrogénio ainda n8o fol
esclarecido (14949), embora estudos com mutantes estruturals
ni fHDK sugiram a existénclia de uma nitrogenase alternativa
independente de Mo e V (143), cuja transcri¢88o poderia ser
ativada pela segunda cépla do gene nifd4. Esse microrganismo
se assemelha aos simbi6ticos flxadores de nlitrogénio por
também apresentar ] Iinterdominio responsével pela
sensibilidade do NifA ao oxlgénio o0 que talvez explique

alnda n8§o ter sido encontrado nenhum gene andlogo ao nifL
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(143, 149).

0s trés sistemas de fixaclo de nitrogénio de
A. vinelandii apresentam genes semelhantes ao nifd de
K. pneumoniae denominados nifAd, vnf4 e anfA (134). 0s s{tios
de ligac8o para VnfA e AnfA, entretanto, diferem do sistema
nif pois aparentemente n8o possuem seqUéncia UAS (12B8). A
express8o desses sistemas dependem da disponibilidade de Mo
que reprime a expressfio dos genes vnf e anf e de V que
reprime o sistema anf (128, 134, 187). 0s genes unfN e unfD,
s8o transcritos tanto na presenca de V quanto na ausénclia de
Mo e Ve diferem dos genes anfHDK e nifHDK por serem
expressos também em presenca de NH:. Além disso, a expresslio
do gene vnfH é dependente de wvnf4 e anfA, enquanto a do gene
vnfD ¢é dependente de wnfd, Indicando que 08 genes
estruturals da nitrogenase-VFe sejam regulados
independentemente e que 0 gene anfd exer¢ca papel regulatério
nesse sistema de fixac8o de nitrogénio (126). Além disso,
estudos anteriores demonstraram que (] sistema da
nitrogenase-Fe necessita da express8o do gene nifd4d para a
atividade méxima da enzima sob condi¢les de caréncia de Mo e
V (134). 0 sistema da nltrogenase-MoFe nessa espécle &
ativado pelos genes nif4 e nfrX, enquanto o0 sistema da
nitrogenase-VFe é regulado pelos genes uvnfd4 e ntrC (209).

Em K pneumoniae, temperaturas superiores a 35°C
ocasionam repressdo da transcri¢8o dos genes nif (32).
Nessas condli¢des, o efeito repressor ocorre via Inativac8o
da protelna NIfA, sem envolvimento do produto  NIfL

(32, 247). Foi verificado, porém, uma menor termolablilidade
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do produto NIfA em mutantes nifL- de K opneumoniace, cuja
protelna NIfL, embora capaz de se llgar & NIfA, é iIncapaz de
Iinativd-la (5). 0 compliexo NIfA / NIfL- parece estabillizar
0s sistemas acoplados de transcriclo-traduclio "in vitro” dos
genes ntf, mesmo a temperaturas superiores a 30°C (5). Esses
resultados corroboraram com trabalhos anteriores que
sugeriram que a termossensibilidade do sistema de
transcric@o dos genes nif em K. pneumoniae & decorrente da
labliidade intrinseca da protelna NIfA (208).

0 gene nif4 de Enterobacter cloacae fol Isolado e o
seu produto (NIfA) caracterizado como termoestével,
permitindo a fixac8o de nitrogénio a 38°C (248).

Trés mutantes Nif de A.brasilense (FP8, FP3 e FP10)
foram compliementados pelo plasmideo pCK3 que carrega 0o gene
nif4 de K. pneumoniae expresso constitutivamente (181, 182).
Dois destes mutantes foram caracterizados como mutantes
ntrC~ (FP8 e FP3) e um deles como nifd (FP10) (191, 182). A
expresslo nif nesses transconjugantes a 30°C, mas nfo a 37°C
se deveu provaveimente & termolabllidade do produto do gene
nifA de K. pneumoniae (32, 247). Por outro lado, as espécles
de Azospirillum fixam nlitrogénio a temperaturas entre
35-37°C, sugerindo que o0 produto do gene nifd de
A brasilense é termoestével nesta falxa de temperatura (53,
63). A termoestablillidade do NifA de A brasilense despertou
especlal Interesse n8o s6 para o estudo dos mecanismos de
regqulaclio da fixac#o de nitrogénio, bem como pela
possibilidade da utilizac8o do gene nif4d em sistemas

transgénicos (192).



30

1.5.3 Homologla entre 08 operons nifd e ntrcC

A protefna NtrC apresenta massa molecular de 52000 ou
54000 daltons, massa muito semelhante & apresentada pela
protefna NIfA, 53000 daltons (40, 86B). As seqlénclas
nucleotfdicas dos genes nifd4d e ntrC mostram que seus
produtos génicos apresentam homologias considerdvels nos
nfvels de aminodcldos como deduzido pela estrutura
secundéria das protefnas NIfA e NtrC. 0s dominios
N-terminals (dominios A e C) destas protelnas n#o apresentam
homologlia. A por¢8o central (dominio D) das protelnas NIifA e
NtrC parece estar Implicada no controle positivo e poder

interagir com NtrA ou o ¢

da RNA polimerase e um bloco de
malor homologla indicativo da funclio comum dessas duas
protelnas. Além disso, as protelnas NIfA e NtrC possuem
dominlio <central semelhante & regido de ligac¢éo de
nucleotfdeos das GTPases e ATPases. Esta regl8o talvez
esteja envolvida na fosforlilac8o do produto NtrC por NtrB.
N&o se sabe, porém, se o produto NIifA estaria sujeito a
mecanismo semelhante de fosforilagcdo (66). A extremidade
C-terminal (dominio E) de cada protelna contém um dominio
hélice-volta-hélice homélogo aos dominios de Ilgaclo de
DNA encontrados nos ‘repressores, ativadores e resolvases
(40, 66). A primeira hélice é i1déntica entre as protelnas
NtrC e NIfA, parecendo determinar a afinidade geral da
proteflna pelo DNA, enquanto a segunda hélice n8o0o é homblioga
e parece constitulr a hélice de reconhecimento para
interac%o direta com o DNA. 0Os Iigantes especificos de NtrC

e NifA diferem entre 8i, confirmando as diferengas
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verificadas na segunda-hélice. A extremidade N-terminal de
NtrC é hom6loga & de vérias protelnas de controle e parece
estar envolivida na modulac8o da atividade bioldgica da
protelna (74).

A homologia dos produtos do operon nifLA com o0s do
ntrBC sugeriu a ac8o semelhante e a hip6tese de que o operon
ni fLA tenha evolulfdo de unidade ancestral ntrBC (68, B867).
Outro aspecto desta homoliogla é o efelto plelotrépico do
gene nif4, cujo produto pode ativar 0s promotores regulados
por NtrGC, como o do hutUH, além de ser capaz de ativar seu

préprio promotor (65, 163, 183).

1.5.9 Promotores nif e ntr

0 gene ntr4 (rpoN) codifica uma subunidade sigma
(0°%) da RNA polimerase especf{fica para o reconhecimento dos
promotores nif e ntr (1649) e é transcrito constitutivamente,

Independente das concentracdles de nitrogénio fixado

S4 é

presentes (165). A subunidade o um polipeptideo 4édcido

de massa molecular de 54000 daltons (30, 165). 0 fator o °

70

ndo apresenta homologia com o fator o da RNA vpolimerase

convencional de E. coli, codificado pelo gene rpoD
(30, 118), sendo, entretanto, capaz de competir com o mesmo
(165).

0s promotores nif e ntr apresentam seqUénclas
consenso-especificas: CTGGPIAPlPu-N‘—TTGC$ para 0s
promotores nif ativados por NIfA ou NTGGCPu—N4~TTGCA para

T
promotores nif e ntr ativados por NtrC. Nessas seqléncias se
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liga o compiexo RNA polimerase 054. Em ambos o0s casos, 08

nucleotfideos GG a -249 e GC a -12 s¥o0 Invaridvels (18, B5) e
est8o representados em negrito. Alteracdes no espacamento
entre esses nucleotfideos podem eliminar total ou
parclaimente a atividade desses promotores (33, B85, 1491,
184). Mutagénese sltio-dirigida Indicou que transig¢les de G
para A a -13 Impedem a ativaclo da transcrigc8o tanto por
NIfA quanto por NtrC (33, 35).

H4 uma seqUé&ncia consenso adicional para a ativaclo
pelo NIifA, localizada na extremidade 5° (a montante ou
"upstream”) do Infcio da transcri¢fio do promotor nifH,
ausente no promotor nifL (35). Essa seqlUéncia, denominada
UAS ("upstream activator sequence”) e locallzada a cerca de
~100 a -120 apresenta a seguinte estrutura: TGT-N __-ACA para
promotores ativados por NIfA e GCACPI-N_-GGTGGA para os
ativados por NtrC (37, 60). A seqUéncla consenso
NifA - espec(fica do promotor nifH, quando inserlaa a 120
nucleotideos acima do Infclo de transcri¢do do nifL, aumenta
a taxa de transcrig8o do nifL pelo NIfA, mas n8o pelo NtrC,
confirmando o envolvimento da seqUéncia UAS na ativac8o pelo
NIfA (36). Esta seqUéncia a —-100 é o sftio mais provéavel de
ligaclo da protefna NIfA (33). A UAS pode agir a uma
distédncia de até 2 kpb, apesar de ter como disténcla 6tima a
de -138 do iInfclio do sftio de transcrig¢lo (35).

A capacidade do NIfA e do NtrC para agir a disténcla
levou & postulag8o de um novo modelo de controle positivo em
procariontes. Nesse modelo, as protelnas |lgadas a0 UAS

fazem contacto com as protefnas ligadas na regifio 24 e -12
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através de dobramentos na molécula de DNA (33). Esse
contacto requer a llgac8o das protelnas & mesma face da
hélice do DNA de modo a permitir uma correta relaclo
espaclal entre as seqléncias a montante (extremidade 5') e a
Juzante (extremidade 3°’) (8, 34, 169).

A desrepressdo de todas unidades transcricionais nif
é coordenada e se Inicla em todos 08 casos uma hora antes da
atividade nitrogenédsica poder ser detectada (60, 61). A
velocidade inicial de transcri¢8o dos promotores nifL4 e
nifBQ é Inferior & dos outros operons nif, sugerindo a
complexidade da sintese de seus produtos ou menor afinidade
de seus promotores pelas protelnas reguladoras (32, 60, 61).

Mutantes regulatérios de 4. brasilense tém sido
Isolados a fim de se Investigar o mecanismo de regulaclo da
expressfio dos genes nif nesse microrganismo. Ndo hé
Iindicacdo na |lteratura especlalizada do isolamento de gene
homéiogo ao nifd4 em A brasilense capaz de complementar o8
mutantes nif4 (76, 217). 0 interesse em se Isolar e
caracterizar o gene nifA deste microrganismo prende-se n#o
somente a aspectos académicos, mas também &
termoestabl|idade da protelina NIifA a 37°C que possibiiltaria
0 melhoramento genético de outros microrganismos
diazotréficos de malor Importéncia agricola através de
transferéncia do gene nif4 (182). Neste trabalho tivemos por
objetivos a cionagem, o isolamento e a caracterizaclo do
gene nifd de A. brasilense estirpe FP2, bem como o estudo da
express8o desse gene tipomif4 sob diferentes condigles

fisiolbgicas, Incluindo variacles da temperatura.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MICRORGANISMOS E PLASMIDEOS

0s microrganismos e plasmideos wutilizados estéo
listados nas ‘tabelas 1 e 2, respectivamente. As
estirpes de Azospirillum brasilense, Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae foram estocadas em glicerol 50% a
-20°C, onde permanecem vifvels por pelo menos 2 anos (160).
As diversas estirpes de 4. brasilense e E. coli também foram
estocadas nos respectivos meios sé6lidos & temperatura
ambiente, onde permanecem viévels por pelo menos 1 ano.
Culturas em melo Ifquido, com no maximo 7 dias de Iidade,
mantidas & ‘temperatura ambiente, foram wutilizadas como

pré-inébculo para crescimento em grandes volumes.

2.2 MEIOS DE CULTURA

0 melo de cultura wutillzado para crescimento de
A brasilense fol o melo NFbHP (182), que apresenta a
seguinte composicio em g.1 *:
KH2P04 4,0

K. HPO 6,0
2 4
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TABELA 1: BACTERIAS

Estirpes Genétipo/Fenbtipo Fonte/Referéncia

Azospirillum brasilense

FP2 Sp7 ATGC 29145 NIf" sm® Nai® 182
FP3 NifHDK™ sm® NaI™ 182
FPB Nif~ (protelna FeMo ) Sm: Nal® 182
FP8 NtrGc~ sm Nal® 192
FPS Ntrc~ Smt Nal® 192
FP10 NIfA~ sm NaI® 182

Escherichia col1i

HB101 pro leu thi lagY endol” 26
recAi3 r m §Sm
1230 pro met recd” Sm A.W.B Johnston
MG1061 recd” tra~ mob~ hsdR hsdM sm" 43
DHS recAl supE44 thil1 r"m™ NaI® 194

Klebsiella pneumontae

M5a1 NIFT 82

50581 NIfB C. Kennedy
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TABELA 2: PLASMIDEOS
Plasmlideo Gendtipo/Fenbtipo Fonte/Referéncila
PLAFR3 cos IncP-1 Tct 223
PRK2013 tra® km® 83
PRK290 mob® Tc® 58
PREB.45 tra® mob® incP-1 Km" Tc® co" 101
PEMS101 nifd e nifB de

H. seropedicae Cb ecl
pEMS300 nifA e nifB de

H. seropedicae (b =r=a |
pAB35 nifHDK de A. brasilense Tct 131
PMAK1-pMAKB  pLAFR3 contendo fragmentos este

de DNA de A brastlense FP2 trabaiho
pBR322 ap® Tc® 25
PGR113 ni {NE de K. pneumoniae Tc" 200
pCK3 nifAc de 5. pneumont ae 1886

IncP-1 Tc




MQSO‘.7H20 0,2
NaGi 0,1
-2
C&Clz 2,0 . 10
Acido nitrilo triacético 5,6 . 10”7
-2
F0504.7H20 2,0 . 10
Biotina 1,0 . 107*
-3
NGZMOO‘.Eﬁzo 2,0 . 10
-8
MﬂSO4.H20 2,9 . 10
-3
HSBDS 2,8 . 10
-5
CUSO‘.5H20 8,0 . 10
-4
20504.7H20 2,4 . 10
Lactato de sé6dio 5,0

Como fontes de nitrogénio foram utilizados
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usuaimente

5 mM de glutamato de sédio ou 20 mM de NH4CI, denominando—se

0 melo de NFbHPG ou NFDHPN, respectivamente. Concentra¢les

diferentes de NH4CI ou diferentes fontes de
empregadas est8o indicadas oportunamente. 0 melo
um pH final de 6,8.

Para obten¢do de meio NFDHP semi-sélilido,

1

Ifquidos foram adicionados de 1,65 g.!| - de &gar.

nitrogénio

apresenta

08 melos

Escherichia coli fol crescida em meio Lurla—-Broth

(LB) (180), que apresenta a seguinte composic¢c8o em g.| ~ :

Triptona 10
Extrato de levedura 5
NaGC| 10

1

0 pH do melio fol ajustado com NaOH 2 N para 7,5.
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As células de E. coli que foram wutillizadas para

Infecc80 bacteriéfaga foram crescidas em meio TB que

apresenta a seguinte composic8o em g.1 3:

Triptona 10
NaCl 8
Tiamina plrofosfato 5 . 10°°
Maltose 2 (0,2%)

0 melo fol autoclavado, contendo somente triptona e
NaCi. A maltose e a tiamina plrofosfato foram estocadas
separadamente e esterilizadas por flitracéo.

Klebsiella pneumoniae fol crescida em meio LB 1logo
ap6s ser retirada de estoque em glicerol 50% para faclllitar
e assegurar o0 crescimento das células. Para o0s testes
fisliolégicos de fixac80 de nitrogénio, fol crescida em melo
Ifquido Davis e Mingloll livre de nitrogénio (NFDM) (42), o

qual apresenta a seguinte composic8o em Q.I-ﬂz

K_ HPO 12,08
2 4
KH, PO, 3,9
Maso, 0.1
-8
Na, MoO, .2H, 0 25 . 10
-3
Feso, .7H, 0 e5 . 10
glucose 20

0 pH do melo NFDM fol ajustado para 7,9 ap6s a adig8o
de fosfato. A glucose do meio foi esterilizada separadamente

por filitrag8o0. N80 fol adiclionada nenhuma fonte de

nitrogénio.



38

Para obten¢c8o de melos s6lidos, o0s melos Ifquidos

-1

foram acrescidos de 15 g.!| de 4gar. 0O melo LB acrescido de

dgar passa a ser denominado de meio Lurla - Agar (LA). Para
obtenc8o de top dgar, 0s melos Ifquidos foram acrescidos de

7,6 .17 2

de égar.
Todos o0s meios foram esterillizados em autoclave a

120°C a 1 atm por 20 min.

2.3 ANTIBIGTICOS

As solug8es estoques dos antibidticos utillizados nos
meios de cultura foram preparadas conforme descrito em
Manlatis e colaboradores (160), obedecendo as concentracgdes
permitidas para 0 crescimento de cada microrganismo.

A soluc8do estoque de aciao nalidixico (Nal,
10 mg.mi~*) fol preparada em 6&gua destilada, neutrallzada
com NaOH 1 N para completa solubiilzac80 e esterilizada por
flitrac8o0 em filitro millipore HAWP (0,45 ). A soluglo de
cloridrato de tetraciclina (Tc) fol preparada na

1 em etano!l 50% v/v. As solucdes

concentrac8o de 12,5 mg.ml"
estoque de canamicina (Km), carbenicilina (Cb) e
estreptomicina (Sm) foram preparadas em &gua destilada na

concentraclo de 20 mg.mi~?

e posteriormente esterillizadas em
filtro miilipore HAWP (0,495 pu).
Todos 08 antibiéticos e as respectivas soluc¢cdes—

estoque foram mantidos a —-20°C. 0s melos s6lidos <contendo



40

antibléticos foram gquardados a 9°C por tempo determinado
pelas especificacles de durabilidade de cada antibibtico
nesta forma (160).

Antibibticos (Tabelas 1 e 2) foram adicionados aos

meios de cultura como requerido. O0s antibibéticos usados

10 100

foram: Nal (10 pg.mi™*) para E. coli DH5, Sm

1S

(100 pg.mi"*) para 4. brasilense, Tc (15 ug.mi"*) para

os plasmideos pLAFR3, pREB.45, PpMAK1 a pMAK8, pBR322 e

&0

pPCK3, Km (60 pg.ml") para os plamideos pRK2D13 e pREB.45.

2.9 REAGENTES QUIMICOS

Acido nalidfixico, canamicina, cloridrato de
tetraciclina, glutamato monossédico, agarose, ATP e
soroalbumina bovina foram adquiridos da Sigma Chemical
Company. As enzimas de restrigc8o foram adquiridas de
Boehringer Manheim Biochemicals e de Bethesda Research
Laboratories, bem como todos o0s kits de restrig8o. Os
reagentes utilizados nas hibridizac8es nlo radioativas foram
adquiridos de Boehringer Manheim Blochemicals.

0s demais reagentes quimicos utililzados provieram de
diversas fontes, todos pré—-andlise e tidos como puros.

0s gases argbnio, nitrogénio super seco, oxigénio,
acetileno, wetileno padr8o (100 ppm), hidrogénio e ar

comprimido foram adquiridos da White Martins S.A.
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2.5 TAMPOES E SOLUGOES

0s tampdes e as solu¢des comumente utillzados estdo
listados abaixo, preparados de acordo com Maniatls e

colaboradores (160).

2.5.1 Tamp8es de ressuspensfo celular

GET: Tris-HCI 25 mM pH 8,0 contendo glucose 50 mM e
EDTA 10 mM.

T E : Tris—-HCI 50 mM pH 8,0 contendo EDTA 20 mM.
so 20

2.5.2 Misturas de lise celular

SDS 1% em NaOH 0,2 N.

SDS 1% e EDTA 1,77% em NaOH 80 mN, pH 12,6.

2.5.3 SolugBes de neutralizac8io para preparo de DNA

KACF: acetato de potédssio 3 M em écido férmico 1,8 M
pH 4’80

Tris—sal: Tris-HCI 0,7 M pH 8,0 contendo NaCl! 3,59 mM

2.5.9 Preparo de fenol

0 fenol fol equllibrado pelo método descrito por
Maniatis e colaboradores (180). Fenol <cristalizado fol
fundido a B5°C e acrescido de 8B-hidroxiquinoiefna (D0,1%) e

Tris—-base 0,5 M (1 volume). A fase aquosa fol desprezada
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apbs decantacio e a fase orgdnica extralda com tampéo
Tri-HC! 0,1 M pH 8,0 contendo 0,2% de -mercaptoetanol até
que o pH da fase aquosa fosse lgual ou superior a 7,5.

A solucdo de fenol : clorofébrmio : &lcool Isoamflico

obedeceu a proporclo de 25 : 294 : 1 (160).

2.5.5 Solug8es para precipltac8o de DNA

ACE: acetato de s6dio 0,3 M pH 8,0 em etanol 8S0% v/v.
NH:ACO: acetato de amdnio 0,83 M pH 7,3 em etanol
80% v/v.

LIGI: cloreto de i/tio 0,129 M em etanol 92% v/v.

2.5.8 Tamp8o de solubilizac8o de DNA

Taofa: Tris-HCI 10 mM pH 8,0 contendo EDTA 1 mM.

2.5.7 Solug¢les para transforma¢éo

CaCI2 50 mM.

Tris-HGI 10 mM pH 8,0 contendo CaCl2 50 mM,

2.5.8 Tamples eletroforéticos

TBE: Tris-base 89 mM pH 8,0 contendo é&cido bérico
89 mM e EDTA 2,5 mM.
TAE: Tris-base 40 mM pH 8,0 <contendo &clido acético

glaclal 40 mM e EDTA 2,5 mM.
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2.5.9 Corante eletroforético

ABF: azul de bromofenol 0D,25% e glicerol 50% em

tamp8o TBE.

2.5.10 Tamp8es de transferéncia de DNA para membranas

SSC 20x: NaCi 3 M e Nas-cltrato 0,3 M pH 7,0.
0 tampfio SSC fol utilizado em diversas concentrac¢fes
(D,1x a B6x) para a lavagem da membrana de nylon Hybond-C

adiclionado, porém, de SDS 0,1% (concentrac8o final).

2.5.11 Soluclo de hidrbliise de DNA em hibridizacles

HCI 0,25 N.

2.5.12 Soluc¢8o desnaturante de DNA

NaCl 1,5 M em NaOH 0,5 N.

2.5.13 Soluc8o neutralizante de hibridizac8o

TE-sal: Tris-HCI 0,5 M pH 7,2 contendo NaCGiI 1,5 M e

EDTA 1 mM.

2.5.19 Solugdes de pré-hibridizaclo

Rai: reagente bloqueador 0,5% e SDS 0,02% m/v em
tamp80 SSC 5x dissolvido a 60°C.

RBZ: soluc8o de Denhardt 5x, formamida 50%, SDS 0,5%,
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100 g de DNA de timo de bol em tamp8o SSC 6B«

desnaturado a 95°C.

2.5.15 Solug8io estoque de Denhardt (100x)

10 g de ficol, 10 g de polivinili-pirrolidona e 10 g
de soroalbumina bovina foram misturadas em 500 mi de é&gua
bidestilada. Ap6s o preparo, & soluclo fol esterilizada por
filitrac8o (Nalgene), dispensada em alfquotas de @25 ml e

estocada a -20°C.

2.5.18 Delonizac80o de formamida

5 q de resina 1I0nica mista Amberilite BM1 foram
adicionadas a 50 mlI de formamida. A mistura fol agltada &
temperatura ambiente durante 30 minutos e filtrada em papel
Whatman ne1. A resina fol distribulfda em allquotas de 1 mil e

estocada a -20°C.

2.5.17 Solugdes para marcacdo com 82p

TsEo,z: Tris-HC! 3 mM pH 7,0 contendo EDTA 0,2 mM.

Soluc¢8o O: Tris-HCI 1,25 M pH 8,0 contendo MgCI2
0,125 mM.

Soluc8o A: 18 ul de 3-mercaptoetanol e 5 ul de cada
nucleotf{deo (dCTP, dTTP, dGTP) em 1 ml| das
solucg8o O.

Solu¢cldo B: Tamplo HEPES 2 M pH 6,8 corrigido com

NaOH 4 N ou tampfo MOPS 2 M.
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2.5.20
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Soluclo C: 50 unidades de hexadesoxinucleotfdeos em
550 pl de TBE° 2 (concentrag8o final de

.

80 u.mi~ %),

Tamp8o OLB: solugdes A :B:¢C nas propor¢des

10 : 25 : 15.

SolucBes para marcac8o com digoxigenina 11-dUTP (10x)

Mistura dNTP: dATP 1mM, dCTP 1 mM, dGTP 1 mM, dTTP
0,65 mM e digoxigenina 11-dUTP 0,35 mM
pH 6'5-

Mistura de hexadesoxinucleotfdeos: 10x.

Tamp8es de hibridiza¢8o n8o-radioativa

Tamp80 1: Tris-HCI 0,1 M pH 7,5 contendo NaCl 0,15 M.

Tamp8o 2: reagente bloqueador 0,5% m/v dissolvido no
tampfio 1 a 60°C.

Tamp8o 3: Tris-HCI 0,1 M pH 9,5 contendo NaCl! 0,1 M e

P‘IQCI2 50 mM.

Solucdes de reac8o e coloracéo

Ac: anticorpo anti-digoxigenina conjugado & fosfatase

alcalina, 750 u.mi~ %,

NBT: azul de nitrotetrazollum 76 mg.mi”? em

dimetiiformamida 70% v/v.

X-fosfato: S-bromo—-4-cloro-3-indolil-fosfato

1

50 mg.ml ~ em dimetiliformamida 70% v/v.
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2.8 ENDONUCLEASES DE RESTRIGAO

As endonucleases de restricdo foram wutilizadas nas
condicles de ensalo especificadas pelos fornecedores
(Boehringer Manheim Blochemicals e Bethesda  Research
Laboratories) e Indicadas na tabela 3. As solu¢Bes—estoque
dos tamp8es foram adequadamente dlluldas de acordo com as
caracter(sticas de cada endonuclease de restrigéo.

A escolha do tamp8o a ser wutillizado em sistemas

mistos obedeceu as caracterfsticas das enzimas presentes.

Para um sistema de 20 ul: Sac | 0,1 pli
tamp8o Plus 2,0 ul
RNAse 0,1 i
HEO bidestilada 17,8 pl

que deve ser analisado simultaneamente com um sSistema de
clivagem mista, Xho | / Sac |, na qual os tampBes B, H e
Plus s80 0os mals indicados para Xho | e 0os tampBes A, L e
Plus s&0 os mals Indicados para a atividade de Sac |.

Para a obtenc8o de cllvagens parclalis, as enzimas
foram utilizadas em balxas concentraces e o0s sistemas de
clivagem foram Incubados por menos tempo. 0s sistemas foram
mantidos a 37°C durante 5 - 60 min para cllivagens parclals
e durante 1 - 3 h para clivagens totais. Utilizou-se 1 - 5
unidades de cada enzima para a digest8io de 0,2 a 1 ug de
DNA na presenca do tamp8o adequado, em um volume total de

20 pl.
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TABELA 3: CONDIGOES DE ENSAIO COM AS ENZIMAS DE RESTRIGKO

l

Endonucleases | Sitio de : Tamples de
de Restrigéo i Reconhecimento i Clivagem
: :

BamH | G/GATC C A, B, M ou Plus
Bel || AJGATC T A, B, M, H ou Plus
EcoR | GLAATT C A, B, M, H ou Plus
Hae |1 tlecec & A ou Plus (x)
Hind 11| AJAGCT T A, B, M ou Plus
Pst | ClTGCA 6 H ou Plus
Sac | GJAGCT C A, L ou Plus
Sal | G/TCGA C B, H ou Plus (x)
Sau3A | 1GATC A ou Plus
Xho | C/TCGA G B, H ou Plus

0Os tamples A, B, L, M e H foram wutllizados na
dilui¢8o de 1 : 0. O tamplo Plus, por sua vez, fol
utilizado na diluic80 de 1 : 10 para todas as enzimas
listadas acima, excetuando-se nas clivagens com as enzimas
Sal | e Hae 11, nas quais a diluig8o utilizada fol de 1 : 5
(x),

Todos o0s sistemas de cllvagem foram Incubados a 37°C
por tempo varlével de 5 min a &2 h, exceto 08 sistemas
contendo Sal | que foram Incubados a 42°C por 1 a 3 horas.
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Iistados na tabela 3 apresentam

a seguinte composic8o quando dilufdos 1

Plus:

Tris-acetato
Acetato de Magnésio
Acetato de Potésslio

Ditiotreitol

Tris—HCI
Cloreto de Magnésio

Cloreto de S6dio

f3-mercaptoetanol

Tris—-HCI

Cloreto de Magnésio

Tris—HCI
Cloreto de Magnésio

Cloreto de S6dio

Tris—HCI
Cloreto de Magnésio

Cloreto de Sédio

Tris-acetato
Acetato de Magnésio

Acetato de Potéssio

10 (160):

33 mM pH 7,5

10

66

mM

mM

0,5 mM

10

5

100

10

10

10
10

50

50
10

100

10
10

50

mM

mM

mM

mM

mM

mM

mM
mM

mM

mM
mM

mM
mM

mM

pH

PH

pH

pH

pH

8,0

7,5

7.5

7,5

(37°C)

(37°C)

(37°C)

(37°C)

(37°C)

(37°C)
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2.7 CONDIGOBES DE CULTIVO

As culturas de 4. brasilense em melo NFDHPG ou NFbDHPN
Ifquido foram reallizadas em frascos Erienmeyer de 125 ml
contendo 50 mi de meio ou em frascos de 60 ml contendo 20 ml
de melo, dependendo do volume necessério para o experimento.
Quando utilizadas para purificacles de DNA em larga escala,
as culturas foram feltas em frascos de 1000 miI contendo
300 mi de melo. Todas as culturas foram Incubadas em
agltador rotatério a 130 rpm e a 30°C, até a densidade
de células atingir absorblncla de aproximadamente 2,0 em
540 nm (18 a 24 h), salvo Indicag8o em «contrério. Para a
determinac8o da atividade da nitrogenase, A brasilense fol
cultivado em 9 mi de melo semi-sélido contidos em frascos de
10 mi e Incubado a 30°C ou a 37°C.

As culturas de E. coli em meio Ifquido foram
reallzadas no mesmo tipo de frasco e obedecendo as mesmas
proporc8es acima descritas e Incubadas a 37°C por 12 h ou
até atingir 00, , '9ual a 2,0.

Estirpes de K. pneumoniae foram cultivadas em melo
LB, agitadas a 130 rpm e a 32°C, até a densidade de células
atingir absorbincia de 2,0 em 540 nm. As culturas para
testes fislolbégicos de fixac8o de nitrogénio foram crescidas
a 32°C durante 29 horas em melo NFDM |Ifquido em agitador
rotat6rio a 180 rpm em frascos de 10 mI contendo S ml de
cultura e tampados com rolhas de borracha para garantir

ambiente micro- ou anaerdbico.
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2.8 CONTAGEM DE BACTERIAS

0 nimero de bactérias viévels fol determinado,
plaqueando-se dllul¢des adequadas, de cada cultura, em melio
s6lido especf{fico. Alfquotas (0,1 ml) foram espalhadas sobre
placas com o melo apropriado, contendo antibiéticos conforme
requerido, e Incubadas por 24-48 horas a 30°C. 0 nlimero de
células vidvels, formadoras de <colbnias por wunidade de
volume (mi) fol determinado, muitiplicando-se o0 nUmero de
coldnias de cada placa por 10 e peio fator de dlluigho.

A frequéncla de conjugaclo fol calculada pela relaclo
entre o nimero total de coldnias transconjugantes e o nimero

total de células de 4 brasilense plaqueadas.

2.9 CONJUGAGXO BACTERIANA

A conjugaglio Interespeclifica de bactérias fol
realizada conforme descrito por Pedrosa e Yates (182).
Culturas de 4 brasilense FP10 e seus transconjugantes foram
crescidas em melo NFbHPN Ifquido, enquanto que as de E. colt
DHS, HB101, 1230 e MC1081 foram crescidas em melo LB até
atingirem Dos‘o ~n de 1,5-2,0.

As conjuga¢8es foram reallizadas por sistema binério
na propor¢8o de 10 : 1 de receptor : doador ou por sistema
triplice na propor¢o de 10 : 1 : 1 para as bactérias

receptor : doador : moblliilzador (182, 183). O plasmideo
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PRK2013 fol utiiizado como mobllizador (¢ra’) nos sistemas
triplices por conter gene necessdrio & formaclio do "pllus",
permitindo a transferé&nclia do plasm/ideo de uma bactéria para
outra (104, 148, 193).

As misturas de conjugaclio foram centrifugadas a
12000 rpm (10000 xg9) por 3 min com o Iintuito de eliminar os
antibi6ticos presentes nos meios de cultura e ressuspensas
em 0,1 mi de LB. Essas misturas foram semeadas em meio
s61i1do misto LA/NFbHPN (1 : 1) e Incubadas a 30°C por 18 h.
Apés a iIncubac8Bo, a massa bacteriana fol suspensa em 1 mi
de meio NFbHP, lavada e ressuspensa no mesmo melo.

As suspensfes bacterlanas foram dilufdas e
adequadamente plaqueadas (0,7 mi) em melos seletivos
espec(ficos NFbHPN Sm*°® para A brasilense FP10, NFDHPN
sm*®°1c?® para 08 transconjugantes e LA para todas as

bactérias presentes na mistura de conjugac8o. Apés Incubaclo

por 24 h a 30°C, as colfnias foram contadas.

2.9.1 GConjugac8o0 com o banco gendmico

0s doze grupos de bactérias Integrantes do banco
gendmico, cada um contendo de 200 a 1000 ciones
Independentes, foram crescidos em frascos Individuals e
posteriormente misturados em volumes iguais a fim de
permitir o crescimento n&éo diferencliado dos diversos clones,
minimizando o fator de competitividade entre as estirpes. A

conjugacdo com o banco gendmico fol felta através de um
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sistema de conjugacdo triplice (182). As suspensles de
A brasilense FP10 (receptor) e E. coli DH5 (pLAFR3 :: DNA
de A. brasilense FP2) (doador) e E. coli HB101" (pRK2013)
(mobiiizador), foram misturadas na proporc¢éo 10 : 1 : 1,
respectivamente e plaqueadas como descrito anteriormente.
Alfquotas de 0,1 mi da massa bacteriana, nas dliiui¢cles de
10°% e 1072, foram distribuldas uniformemente sobre placas
contendo NFbHP livre de nitrogénio fixado e incubadas a 30°C
durante 10 dlas em frasco hermeticamente vedado (GASPAK),
contendo atmosfera de N2 e 0,5-2% de oxigé&nlo (192).
Coldnias que surgiram sob essas condigles, possivels
transconjugantes N|f+, foram replicadas para melo sélldo
NFDHPN Sm*®®Tc?®, a fim de eliminar possivels contaminantes
néo fixadores nitrogénio. Coidnias resistentes aos
antibib6ticos foram Isoladas, purificadas e crescidas em meio
NFDHP semi-s6lido a 30°C durante 38-48 horas.

Olto estirpes de tranconjugantes de A4 ©brasilense
FP10 (pLAFR3 :: Inserto de DNA total de A brasilense FP2)
foram purificadas em meio NFOHPN Sm'°°71c¢*S. 0s prasmideos

recombinantes desses transconjugantes foram denominados

PMAK1 a pMAKS.

2.9.2 Conjugacdo com E. coli 1230 (pR68.45)

Para demonstrar que a restauracfo do fenétipo NiFT
dos transconjugantes A brasilense FP10 (pMAK1-pMAK7) era

devido & presenca de plasmideos recombinantes contendo
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fragmentos de DNA da estirpe seivagem de 4. brasilense, FP2,
0s transconjugantes foram conjugados com E. coli 1230
(pREB.45). A transferéncia dos plasmideos (pRBB.45) para o0s
transconjugantes 4. brasilense FP10 (pLAFR3 :: DNA de
A. brasilense FP2) fol feita por conjugac8o binéria (182).
As suspensfes de 4 brasilense (receptor) e E. coli 1230
(pRBB.45) (doador e moblilizador) foram misturadas na
proporc8o de 10 : 1, respectivamente. A  mistura de
conjugac8o fol processada conforme descrito acima, usando-se
NFbHPN Nal?®km®® como melo seletivo para os transconjugantes
de A brasilense contendo o0 plasmideo PR68.95. Vinte
coldbnias de cada conjugac8o, resistentes aos antibléticos,
foram Isoladas e purificadas, transferidas para melo NFDHP
semi-sélido e finaimente dosadas quanto & atividade da

nitrogenase.

2.9.3 Conjugac8o com outros mutantes de A4 brasilense

0s plasmideos contendo inserto de DNA de
A brasilense FP2 foram lsolados dos transconjugantes e
utillzados para transformar E. coli MC1061. 0
transconjugante contendo 0 plasmlideo que passou a ser
denominado PMAK?7 fol escoilhido para ensailos mals
pormenorizados e conjugado com 08 mutantes de A4 brasilense
FP3 (nifHDK ), FP6 (nif ), FP8 (ntrC ) e FP9 (ntrC ). A
transferéncia do plasmideo pMAK7 de E. coli MC10B1 para

A brasilense fol feita através do sistema de <conjugac8o
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triplice, seguindo as mesmas estratégias wutilizadas na
conjugac8o de E. coli DH5 (pLAFR3 :: DNA de 4. brasilense
FP2) com A brasilense FP10. A mistura da conjugaclio fol
processada como descrito anteriormente, utilizando-se o meio

seletivo NFbHPN sm*©°T¢?5.

A determinac8io da atividade da
nitrogenase dos transconjugantes fol reallzada apés

crescimento em NFbHPG.

©.10 TRANSFORMAGAO DE E. coli

A transformac8o de bactérias fol efetuada conforme
descrito por Manlatis e colaboradores (160). Culturas de
E. coli MC1061 foram crescidas a 37°C até saturaglo, durante
16 horas aproximadamente, em melo LB Sm C. Este pré-inéculo
(200 1) fol adiclionado a 50 mlI de meio e crescido sob
aglitaclio a 180 rpm a 37°C até atingir 00_.. .m U
aproximadamente 0,3. As células de E. coli competentes para

transformacéo foram obtidas por tratamento de culturas

frescas com CaClz, como descrito a segulir,

2.10.1 Obtenc8o de células competentes

A cultura fol resfriada rapidamente e mantida em
banho de gelo por 15 min. Em seguida, as células foram
centrifugadas em centrifuga Beckman JA-218B a 0-4°C durante
5 min a 5000 rpm (3020 xg). O opreciplitado fol, entédo,

ressuspenso em 20 ml de solu¢lo S50 mM de caC|2 em 10 mM
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tamp8io Tris-HCI pH 8,0. As células foram delxadas em repouso
em banho de gelo durante <40 min, recentrifugadas e
ressuspensas em 3 ml da mesma solucédo. As células
competentes foram distribuldas em alfquotas de 200 pl e
mantidas em repouso a 4°C por 12-18 horas, a fim de permitir
a vrecuperaclo celular e aumentar a eficléncla de

transformacéo.

2.10.2 Procedimento de transformacéo

0 DNA (100 ng) de <cada plasmlideo recombinante
(pMAK1-pMAK8) fol adiclonado (20 pul) a tubo tipo Eppendorf
contendo células competentes (200 pl) de E. coli MC1061.
Ap6és Incubaclo em banho de gelo por 40-60 min, as misturas
de transformac8o foram submetidas a choque térmico de 92°C
durante 3 min e, novamente mantidas em repouso por 10 min em
banho de gelo. Em seguida, foram adiclonados 800 pul de meilo
LB em cada tubo e Incubados a 37°C durante 45 min, perfodo
necessério ] recuperacéo celular e expresséo das
resisténcias aos antibibéticos. As <células transformadas
foram misturadas (1 mi) tom 3 mlI de melo LB contendo

7,5 g.1°%

de &gar (top édgar) ou diretamente espalhadas (0,1
a 0,9 mi) sobre placas contendo melo seletivo LA Sm °Tc*® e
Incubadas a 37°C durante 18 horas. Coldnias resistentes s#o
os possfivels transformantes de E. coli MC1061 (pMAK1-pMAKSB).
Esses transformantes foram utillzados para a estocagem dos

plasmideos recombinantes de forma estédvel, bem como para o

Isolamento desses plasmideos.
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©.11 TRANSFORMAGX0 DE K. pneumoniae

Estirpes de K pneumoniae foram transformadas pelo
método répido de congelamento-aquecimento desenvolvido por
Merrick e colaboradores (167). Volume de 100 !l de cultura
de K. pneumoniae crescida em LB durante aproximadamente <20
horas fol adiclionado a 4,39 ml de LB e incubado sob agitaclo

rotatéria a 32°C durante 2 horas até DO54 de 0,9.

o nm

As células foram sedimentadas por centrifugac8o a
12000 rpm (10000 xg9) a 4°C por 5 min, ressuspensas em 400 u|
de soluc¢do 50 mM CaCl2 e distribufldas em allquotas de 200 u!
em tubos Eppendorf.

Células competentes de K. pneumoniae 50581, mutante
nifB , foram utillizadas para transformac8o a fim de se
verificar, através de complementac8o, se o plasmideo PpMAK7
contém o gene nifB. A um tubo contendo células competentes
(200 pl) de K. pneumoniae 50581 foram adicionados 20 ul do
plasmideo PpMAK7, segulido de congelamento répido em
nitrogénio Ifquido por 2 min. 0 tubo contendo a mistura de
transformac8o e o tubo-controle foram aquecidos a 32°C e o
ciclo de resfriamento répldo / aquecimento fol repetido.
Finalmente, as células foram transferidas para 800 il de LB
em frascos de 1,5 ml e iIncubadas a 32°C sob agitacho
rotatéria durante 3 h. DiluiglBes apropriadas foram
plaqueadas em LA Tc*® como melo seletivo e incubadas a 30°C.
A viabllidade das células fol estimada em melo n8o seletivo,

tanto para & mistura de transformac8o quanto para o0 controle

sem a adi¢8o0 de DNA.
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2.12 DETERMINAGKO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

A atividade da nitrogenase fol determinada pelo
método de reduc8o de acetlileno (56, 211). 08 frascos com
culturas foram vedados com rolhas de borracha
("subba-seals™), Injetados com acetiieno gasoso num total de
1/10 do volume da fase gasosa e incubados a 30°C ou 37°C,
durante 1-2 h. As culturas de A. brasilense foram crescidas
e ensaladas em melo Ifquido NFbHPG sob agitac8o de 130 rpm,
enquanto que as culturas em melo semi-séiido Illvre de
nitrogénio fixado foram mantidas estédticas. As estirpes de
K. pneumoniae foram cresclidas em melo Ifquido NFDM contido
em frascos de cultura tampados com rolhas de borracha e
Incubadas a 30°C sob aglitac8o rotatéria de 180 rpm. Amostras
da fase gasosa foram coletadas em tempos regulares para a
determinac8o através de cromatografia gasosa. Amostras
(0,5 mi) foram analisadas em um cromatégrafo Varlan 2440D
equipado com coluna Porapak N e detector de lonizac8o de
chama. 0 g94s de arraste fol nitrogénio super seco
(20 mi.min"%) e as temperaturas do Injetor e da coluna foram
mantidas a 130°C e a do detetor em 140°C.

Para o céliculo do etileno formado, fol wutilizado o
etileno padr8io de 100 ppm fornecido pela White Martins S.A..
Alfquotas de D,5 m| deste gés contém 2,232 nmol de etllieno,
a 1 atm e 25°C, segundo a lel dos gases l|deals.

A atividade especifica da nitrogenase fol expressa
como nanomoles de etileno formado por minuto e por miligrama

de protelna.
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2.13 DETERMINAGXO DE PROTE(NA

As concentrac8es de protelna foram determinadas pelo
método de Lowry e colaboradores (153), wusando soroalbumina
bovina como padr8o. As determinacles de protelnas em
suspens8es de células foram feltas ap6s |ise alcalina em

NaOH 0,5 N por 2-12 horas (133).

2.149 REGULAGH0 DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

2.19.1 Efeito de 1fons amdnio sobre a atividade da

nitrogenase de 4. brasilense

0s transconjugantes 4. brastilense (pMAK1 e pMAK7) e a
estirpe selvagem A brasilense FP2 foram crescidos em
Erienmeyer de 125 mI contendo 50 mi de meio NFbBHPG Tc'® e
NFDHPG, respectivamente, a 130 rpm e a 30°C até atinglirem
absorbéncia em 540 nm de aproximadamente 2 (12 h). Apés
vedar os frascos com rolhas de borracha, acetileno (10%
final da fase gasosa) fol (Injetado e a ihcubaclo fol
reallzada da mesma forma que anteriormente. A atlividade da
nitrogenase de culturas de A brasilense fol determinada
antes e ap6s a adic8o de NH, CI. Amostras gasosas (0,5 mil)
foram coletadas em Intervalos de tempo de 10-20 min durante
120 min de Incubac8o e anallisadas. Para cada tratamento fol
reallzado um controle sem adi¢c8o0 de NH C1.

Para a visualizac8o0 da reversibilidade do efeito da
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ambnia sobre a atividade nitrogenésica, & concentraglo de
NH CI  fol diminufda para 0,7 mM final.

Para determinar a expresséio constitutiva da
nitrogenase dos transconjugantes de 4. brasilense FP10,
estes foram cultivados estaticamente em 4 ml de melo NFbHPN,
suplementado com 10 mM de NH CI, contido em frascos tipo
penicilina de 10 mi a 30°C durante 24 h e ensalados para

reducdo de acetileno.

2.19.2 Efelto da temperatura sobre a atividade da

nitrogenase

Com a finalidade de se verificar a termoestabilidade
do produto NIfA <codificado pelo gene nif4 contido nos
plasmideos pMAK7 e pCK3, transconjugantes de A. brasilense
FP10 foram cultivados em meio NFbHP semi-sélido a 30°C e a
37°C, durante 24-498 h. A reducéo de acetileno fol
determinada nas respectivas temperaturas de crescimento. A

estirpe selivagem, FP2, fol Incubada como controle.

2.15 ISOLAMENTO DE PLASMIDEOS

0s plasmideos de A brasilense FP2 e FP10 foram
isolados pela técnica da |ise alcalina descrita por Robson e
colaboradores (205). Alfquotas (1,5 a 3 mi) de culturas
crescidas em melio Ifauido até 00 .o ,m 4€ @rroximadamente

2,0 foram centrifugadas em tubos Eppendorf estéreis em
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uma microcentrifuga Spin | a 12000 rpm (10000 xg) durante
1,5 min, As células foram ressuspensas em 50 ul de Teobso
(Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 20 mM). A esta suspensfio foram
adiclonados 950 4! de mistura de Iise (SDS 1%, EDTA
1.77% = 0,05 M em NaOH 0,8 mN, pH 12,6), misturada
rapldamente e Incubada por 25 min a 34°C. A seguir foram
adicionados 170 1 de Tris-sal (Tris-HCI 0,7 M pH 8,0, NaCl
3,549 M) e Incubados por 15 min a -20°C para preciplitacéio de
DNA cromossomal, protefnas, SDS e resfduos celulares.
A preparacdo fol entdo centrifugada a 12000 rpm (10000 xg)
por 10 min a 4°C. 0 sobrenadante fol transferido para novo
tubo Eppendorf estéril contendo 770 | de ACE <(acetato de
sédio 0,3 M em etanol 90% v/v). A mistura fol mantida a
-20°C por 12-18 h para precipitaclo do DNA. A mistura fol
centrifugada a 12000 rpm (10000 xg) por 10 min a 94°C e
desprezado (] sobrenadente. 0 DNA precipitado fol
culidadosamente seco por invers8o do tubo sobre papel
absorvente e, em segulda, sob fluxo de argbnio a fim de
eliminar o etanol residual. 0 DNA plasmidial fol
culdadosamente dissolvido em 20 p!| de T _E (Tris-HCI 10 mM
pH 8,0, EDTA 1 mM) a 30°C.

0s plasmideos pMAK1-pMAKB, pLAFR3, pREB.45, PpEMS101,
pEMS300, pAB35 foram isolados de transformantes e
transconjugantes de E. coli e de transconjugantes de
A brasilense FP3, FP6, FPB e FPS pela técnica de |lise
alcalina descrita por Birnboim e Doly (18). Alfquotas (1,5 a
3 ml) de culturas, crescidas em meio |fquido até DO de

5S40 nm

aproximadamente 2,0 foram centrifugadas em tubo Eppendorf
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estéril em microcentrifuga Spin |I. As células ressuspensas
em 100 ! de tampdo Tris-HCI 25 mM pH 8,0 contendo glucose
50 mM e EDTA 10 mM (GET) e Iisadas com 200 il de SDS 1 % em
NaOH 0,2 N foram misturadas rigorosamente e Incubadas por
5 min & temperatura ambiente. A segulr, foram adicionados
158 pi de acetato de potédssio 3 M em éclido fébrmico 1,8 M,
PH 4,8 (KAcF) gelado. A mistura fol Incubada em gelo
por 30 min para a precipitagélo do DNA cromossomal,
sals, protefnas e resfduos celulares <(contaminantes da
preparacdo plasmidial). Foram adicionados 450 i de
fenol : clorofbrmio : &icool Isoamilico (25 : 24 : 1) e a
preparac8o fol Intensamente agitada a fim de assoclar oS
contaminantes & fase orgénica. Apés centrifugaclo a
12000 rpm (10000 xg) durante 5 min a 4°C, a fase aquosa fol
transferida para novo tubo Eppendorf estéril contendo 820 wul
de etanol 95% v/v. A preparac8o fol mantida & temperatura
ambiente durante 5 min para a precipitac8o do DNA e a seguir
centrifugada a 12000 rpm (10000 xg) durante 3 min a 94°C. 0
precipltado fol lavado 2 a 3 vezes com etanol 80% v/v. A
preparac8o fol ent8o centrifugada em Spin | a 4°C durante 4
min e desprezado o sobrenadante. 0 DNA fol culdadosamente
seco conforme descrito anteriormente e dissolvido em 20 plI
de T,.E, ou édgua bidestilada.

1071
0s plasmideos preparados foram precipitados com

acetato de amdnio 0,83 M em etanol 80% v/v e lavados em
etanol! B80% v/v, a fim de eliminar Impurezas capazes de
inibir as enzimas de restricédo. As preparacBes de DNA

plasmidial dissolvidas em T10E1 ou agua bldestilada foram
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tratadas com RNase (20 mg.mi_>) a fim de eiiminar o RNA.
Todas as solu¢bes e os materials foram previamente

esterilizados por autoclavacdo ou filltrag8o, excetuando-se

as misturas de |lise, que dispensam esterl|izac8o e devem ser

preparadas Imediatamente antes do uso.

2.16 ELETROFORESE DE DNA

A determinacdo do perfil eletroforético dos
plasmideos contidos nas diversas estirpes bacterianas fol
felta por eletroforese em gel de agarose (160). Géis de
agarose foram preparados nas concentracfes de 0,6-0,3% em
tamp80 TBE (Tris-base 89 mM pH 8,0, acido b6érico 83 mM, EDTA
2,5 mM) ou TAE (Tris-base 40 mM pH 8,0, éclido acético
glaclial 40 mM, EDTA 2,5 mM). A corrida eletroforética fol
efetuada com o gel submerso em tamplio TBE ou TAE,
aplicando-se 2 a 12 V/cm durante 2 a 49 horas ou até o
corante ter migrado para fora do gel. As varia¢les nas
condi¢Bes eletroforéticas serlio apropriadamente Indicadas
abalxo. Placas de géis 7,5 cm de comprimento por 5 cm
de largura, apresentando po¢os com capacidade para aplicacéo
de até 25 pI de amostra/po¢o (pente eletroforético de
1,3 x 4,5 mm/dente) ou em placas de 15 cm de comprimento por
10 cm de largura, apresentando po0¢0S com capaclidade para
aplicac8o de até 50 !l de amostra/pogo (pente eletroforético
de aproximadamente 1,2 x 6 mm/dente) ou de até 25 ul! (pente

eletroforético de aproximadamente 1,9 x 3,5 mm/dente) foram
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utilizadas como suporte para 0s géis de agarose.

Ap6s a adi¢lo de 3 il de corante para eletroforese
(azul de bromofenol 0,25%, glicerol 50%, SDS 1% em tampéo
TBE) &s preparacBes de DNA plasmidial (20 pl), estas foram
aplicadas em gel de agarose e submetidas a eletroforese.

Ap6s a weletroforese, o0s géis foram corados com
solug¥o de brometo de etfdio (EtBr) a 0,5 pg.mi_® durante
20-30 min. 0 excesso de brometo de etfdlo fol removido por
lavagens sucessivas em &gua destilada. O compliexo DNA-EtBr
fol observado pela visuallza¢8o em transiluminador de
ultra-violeta e fotografado em fiime preto e branco Kodak
Iso/ASA 100, com abertura 1/8 e exposic¢c8o de 1/2, 1/4, 1/8 e
1/186 ou Kodak ISO/ASA 400 com a mesma abertura e exposiglo

de 1/32, 1/649 e 1/128.

2.16.1 Plasmideos malores que 50 kpb

0s géis utilizados para anélise dos plasmideos de
médios a grandes (50 a 400 kpb) foram preparados na
concentrac8o de 0,8% de agarose. 0s géis foram preparados,
submersos e eletroforetizados em tamp8io TBE. A corrida
eletroforética fol efetuada a 5-8 V/cm durante 3,5 a 4 h ou
até o corante ABF ter elufdo completamente do gel. Este
procedimento fol utillizado na determinac8io do padr8o de
plasmideos dos transconjugantes de A brastlense, a fim de
permitir uma boa resoluclio dos plasmideos naturais destas
estirpes. 0s plasmideos pRE8.45 (60 kpb) e pLAFR3I (22 «kpb)

foram utilizados como DNAs-padr8o de tamanho conhecido.
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2.16.2 Fragmentos de restri¢éo

0s géis de agarose para anélise de fragmentos de
restri¢g8o foram preparados na concentracéio de 0,8-0,9%. Os
géis de agarose foram feltos nas placas de 15 x 10 cm a fim
de vpermitir a aplicaclo de malor volume e, portanto,
faclilitar a visuallzaclo de pequenos fragmentos que
porventura estivessem presentes, bem como permitir a
comparacgho de diversas clivagens sob condicles
eletroforéticas Idénticas. A corrida eletroforética fol
efetuada em tamplo TBE a 7 V/cm (100 V) durante 3,5 h. As
eletroforeses lentas foram reallzadas a 2 V/cm (30 V),
durante 12-20 h.

0s géis de agarose utillizados para as hibridizagdes
foram preparados na concentracdo de O0,7% em tamp8o TBE.
Foram utlllizados placas-suporte de 7,5 x 5 cm. A corrida
eletroforética fol reallzada a 7 V/cm (50 V) durante 1,5 h
ou até o corante ABF estar a 2 cm da margem an6édica do gel,
evitando a perda de algum fragmento passivel de se

hibridizar com o DNA-sonda (160).

2.16.3 Eletroforese em agarose de baixo ponto de fuséo

0 isolamento de fragmentos dos plasmideos PpMAK?7,
pEMS101, PpEMS300 e pAB35 fol reallzado através de
eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fus8o (BPF)
(64, 160). 0s géis de agarose foram preparados na
concentrac8§o de 0,7 — 0,8%. A corrida eletroforética fol

reallzada a 8 v/cm (40 V) por 1,5 a 2 h ou até o corante



65

ultrapassar em 1 - 2,5 cm a metade do gel. 0 gel fol
preparado em tamplo TAE a fim de se obter melhor separaclo
dos fragmentos grandes e rendimento na preparac8o do DNA
(160). 0s géls foram preparados em placas de 7,5 x 5 ¢cm com
dois po¢cos somente: um po¢o com capacidade de 25 ul (para o
padr8o eletroforético) e o outro com capacidade para 170 ui
de amostra. Ap6s eletroforese, coloragho com EtBr,
visualizaclio e registro fotogréfico, 0 fragmento de
interesse fol cortado e extraldo como descrito no |Item em

2.17.

2.17 PURIFICAGXDO DE FRAGMENTOS DE DNA

2.17.1 Elul¢8o do gel de agarose BPF

As reglifes do gel de agarose correspondentes a cada
fragmento foram cortadas e transferidas para tubos Eppendorf
estéreis. A seguir, foram adicionados NaCl (D,256 M final),
EDTA (1 mM final) e Tris-HCI pH 8,0 (10 mM final). A mistura
fol mantida a 65°C por 5 min a fim de fundir a agarose de

balxo ponto de fus#lo.

2.17.2 Eliminac8o0 do brometo de etfdlo

A seguir fol adiclionado um volume de fenol
neutrallzaedo (500 1) e agltado vigorosamente por 1 min sob

vortex. A mistura fol entédo deixada em repouso durante
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10 min e centrifugada por 3 min a 4°C em Spin I. A fase
aquosa fol transferida para um novo tubo Eppendorf estéril.
A fase orglnica fol lavada com 300 ul de T,oE,» centrifugada
a 4°C por 3 min e a fase aquosa fol juntada com a fase
aquosa extralda na etapa anterior. A segulr um volume de
fenol (750 u!l) fol adicionado & fase aquosa, aglitado e o
material centrifugado a 12000 rpm (10000 xg) @ 94°C durante
3 min. A fase superior, foram adiclonados 700 m| da mistura
de fenol : clorofédrmio : &lcool Isoamlflico (25 : 24 : 1) e
as fases foram homogeneizadas por agltacédo. Apés
centrifugada¢8o a 12000 rpm (10000 xg) durante 5 min a 4°C,
a fase aquosa fol coletada e transferida para novo tubo
Eppendorf e a preparaco do DNA fol concentrada com
butanol-2 (1 volume)., As extra¢cles com butanol-2 foram
reallzadas mediante homogeneliza¢80o rigorosa, segulda de
centrifugac88o a 12000 rpm (10000 xg) por 3 min a 94°C. Apbs
cada centrifugaco o0 butanol-2 saturado com é&gua fol
eliminado (fase superior), até atingir o volume de 100 pi de
fase aquosa e ellminar o EtBr. Finalmente, o DNA fol
precipltado, adicionando-se 66 i de NH4ACO 5 M (0,66 M
final no sistema) e 332 ul de etanol 95% v/v aos 100 m! da
preparaclio de DNA. A mistura fol mantida durante 1 hora a
-20°C. 0 DNA fol precipitado por centrifugac8io a 4°C durante
10 min em centr(fuga Spin I, lavado 2 a 3 vezes com etanol
80% v/v, culdadosamente seco e finaimente ressupenso em
15 pl de T, E  contendo RNAse 20 pg.mi~?,

As etapas foram rigorosa e culdadosamente efetuadas,
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evitando o comprometimento das andlises eletroforéticas ou
dos tratamentos posteriores reallzados nos DNAs. 0s
materiais utilizados foram previamente esterilizados a fim
de evitar a digestlo do DNA por quaisquer DNAses

eventuaimente presentes.

2.18 CONSTRUGXO DO BANGCO GENOMICO

0 banco gendmico de Azospirillum brasilense estirpe
FP2 fol construfdo por E.M. Souza como representado na
figura 2, seguindo a metodologia descrita por Staskawicz e
colaboradores (223).

0 plasmideo pLAFR3 é um derivado do pLAFR1 no qual
foram mantidos o sftio A cos, 0S8 genes de resisténcia @
tetraciclina e os de Iincompatibilidade plasmidial (incP-1) e
inserido o promotor do gene tacZ 5’ de wuma seqlUénclia de
miitiplos sftios de restrig8o entre dois sfitios Hae ||
(223). 0 plasmideo pLAFR3 fol clivado com as endonucleases
de restric8o HMind 11| e EcoR | , 0O PpLAFR3 linearizado com
Hind 111 e EcoR | fol tratado com fosfatase ailcallina, enzima
que catallsa a remoc8o dos resfduos 5’'-fosfato das
extremidades do DNA linearizado, com o intuito de prevenir
sua recircularizac8do (17, 160). 0 plasmideo fol clivado com
a enzima de restriclo BamH |, formando-se 0s bracos
necessérios & Inserc8o de fragmentos Sau3A |, |lgac8o e

empacotamento do DNA.
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FIGURA 2: DESENHO ESQUEMATICO DA CONSTRUGAO DO BANCO
GENOMICO (223)

simboios das endonuclieases de restri¢c8o: Ba, BamH |;
Bg, Bgl i11; Bs, Bst I;Ec,EcoR|;Ha,Haell;Hl,H‘indlll;
Ps, Pst |;: Sa, Sal 1; Sm, Sma | e Su, Sau 3A.



0O DNA total de A. brasilense FP2 fol parcialimente
clivado com a endonuclease de restriclo Sau3A | e os
fragmentos maiores (20 kpb) foram purificados por gel de
agarose de balxo ponto de fus8o (BPF) e misturados com o0s
bragos do plasmideo pLAFR3. As enzimas Sau3A | e BamH |
apresentam semelhancas nos seus s(tios de reconhecimento,
permitindo a assoclac80 das bases expostas pelas duas
clivagens. 0s DNAs foram ligados por ac8o da enzima T4 DNA
ligase. A llgagc8o de dols sltios de reconhecimento nfo
ldénticos ocaslionou o0 surgimento de um novo sitio de
restricdo n8o reconhecido por Sau3A | e BamH |. 0s cosmldeos
recombinantes foram empacotados no capsfdeo do fago A e a
bactéria Escherichia colt DHS fol Infectada com a mistura de
empacotamento. A Dbiblioteca gendmica fol mantida nesta
estirpe de E. colt devido & sua deficlé&ncia nos sistemas de
recombinac8o (recd ) e restric8o/metilac8o do DNA (r'm ),
evitando que o plasmlideo se Iintegrasse ao DNA cromossomal da
bactéria (recd) ou a eliminac8o do plasmideo (sistema r/m),
0 que Impossibilitaria a sele¢c8o dos clones.

O0s clones foram selecionados mediante o <crescimento
do banco gendmico em meio LA contendo 08 antibidéticos Nai*®,
resisténcia da estirpe DH5, e Tc -, resisténcia conferida
pelo plasmideo pLAFR3. As colbnias foram divididas em grupos
e conservadas em glicerol 50% a -20°C. Este conjunto

constitul o banco gendmico de A brasilense FP2 no plasmideo

PLAFR3.
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A representatividade do banco genfmico fol <calculada

pela relaglo (180):

In (1 - P)

in (1 - f)
calculando para P,

P aq - In (1= f)

onde N é o ndimero necessdrio de recombinantes, P ¢é a
probabilidade, # é a rela¢do entre a frag¢8o do genoma

representado em um Gnico recombinante e o tamanho total do

genoma do microrganismo.

2.19 MAPA DE RESTRIGAO

2.19.1 Padr8o de restric8o dos plasmideos pMAK1 - pMAKS

0s plasmideos pMAK1 — pMAK8 dos transformantes foram
tratados com as enzimas de restriglo Sal |, EcoR |, Hind |1
eBgl || / Hind |11 a fim de se determinar o tamanho dos
fragmentos de restrig8o e comparar o0s perfis de cllivagem
existentes nos insertos dos diversos plasmideos. As amostras
foram submetidas a corrida eletroforética como descrito em

2.16.¢2.
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2.18.2 Mapa de restrigfo do plasmideo pMAK7

0 plasmideo pMAK7 fol tratado com as enzimas de
restric8o EcoR |, Hind 11|, BamH |, Bgl ||, Xho | ou Sac | e
combinacg8es binédrlas das mesmas.

A montagem do mapa flsico fol reallzada a fim de
se obter a locallzac8o aproximada dos sfitios de clivagem
no plasmideo pMAK7. 0s tamanhos dos fragmentos obtidos
nas diversas cllivagens foram comparados simultaneamente.
0 tamanho dos fragmentos fol estimado graficamente
por Interpolac8o na reta (160), obtida plotando-se o0s
valores logarftmicos do tamanho dos fragmentos de DNA
padr8io ("1 kpb ladder™) contra a migrac8io eletroforética
correspondente. 0O padr8o "1 kpb Jladder™ é uma mistura
de fragmentos de DNA que diferem entre si em 1018 pares de
bases e vem sendo wutlilizado para avallar o tamanho de
fragmentos de DNA |inear em «a-hélice, 0s quals variem
de 0,5 a 12 kpb, apresentando 0s seguintes fragmentos, em
ordem decrescente: 12,215: 11,183: 10,180: 8,182: 8,1499:
7.,1¢6. 6,103;: 5,080: 4,072. 3,064: 2,035: 1,835:. 1,013:
0,516. 0,384. 0,34949. 0,298: 0,22 e 0,2 kpb. Utillzou-se,
também, o DNA X clivado com Hind (1I, a fim de facilitar
a determinac8o do tamanho dos fragmentos malores. 0s
fragmentos deste DNA apresentam: 23,4:. 9,8. 6,6: 4,49. 2,3:

2,1, 0,9 ¢ 0,2 kpb.
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2.20 HIBRIDIZAGXO

As hibridizac8es foram reallzadas como descrito por
Manlatis e colaboradores (160) e Boehringer Manheim Gompany
(23). As condi¢Bes dos ensalos de clivagem obedeceram as
recomendacBes dos fabricantes. Os padr8es eletroforéticos de
tamanho utilizados foram: "1 kpb ladder” e DNA X cllvado com
Hind 111,

0s DNAs cllivados foram submetidos a corrida
eletroforética. 0s géis foram lavados do EtBr e tratados com
30 mi de HCI 0,25 N a 25°C, até a <cor azulada do corante
eletroforético ABF ser substitufda por wuma cor amarelada
(5-8 min), a fim de permitir a hidréiise do DNA. O0s géis
foram lavados exaustivamente com  &agua destilada e
posteriormente submersos em soluc#o desnaturante (NaCl 1,5 M
em NaOH 0,5 N) e al mantidos sob agltac8o durante 30 min até
as manchas ficarem novamente azuis. Ap6s submerslio em
solu¢c8o neutralizante (Tris-HC! 0,5 M pH 7,2 contendo EDTA
0,001 M e NaGCl 1,5 M durante 20 min a @25°C, os fragmentos
foram transferidos do gel de agarose para a membrana de
nylon Hybond-C por capilaridade em presenca de tamp8o SSC
20x (NaCl 3 M, Na_-clitrato 0,3 M, pH 7,0) durante 20 a 30
horas (23, 160). As hibridizac8es, propriamente ditas, foram
efetuadas em estufa, & temperatura controlada de B0 - 62°C
ou 66°C, por 18 horas.

As sondas utilizadas foram: o dominio central do gene
nifA4 de H. seropedicae presente no fragmento Sal |/Bgl || de

0,80 kpb extraldo do plasmideo pEMS300 (221): a extremidade
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carboxi-terminal e o dominio D do gene nif4 de
H. seropedicae presente no fragmento Sal |/Pst | de 1,15 kpb
extraldo do plasmideo PpEMS300 (221): o gene nifB de
H. seropedicae presente no fragmento Pst | de 1,80 kpb do
plasmideo pEMS101 (221) e o operon nifHDK <(operon inteiro)
de A brasilense presente no fragmento EcoR | de 6,70 kpb do
plasmideo pAB35 (131).

0s DNAs-sonda nif4 e nifB foram marcados com
digoxigenina 11-dUTP, como recomendado pelo fornecedor (23).
0s DNAs foram desnaturados por incubac8o em banho fervente
durante 10 min e rapldamente resfriados em banho de gelo. O
volume fol compietado com é&gua até 15 pml e aos tubos,
mantidos em gelo, foram seqUenclalmente adiclonados: 2 pl de
hexadesoxinucleotideos e 2 !l de mistura de marcac8o dNTP
10x (dATP 1 mM, dCTP 1 mM, dGTP 1 mM, dTTP 0,85 mM e
digoxigenina 11-dUTP 0,35 mM pH B8,5) e a 37°C: 1 pml do

1). A mistura foli

fragmento Kienow da DNA polimerase (2 U.ul
Incubada a 37°C durante 20 horas. A rea¢c8o fol parada pela
adi¢8o de 2 | de EDTA 0,2 M pH 8,0 e o DNA fol preciplitado
pela adi¢8o de & pl de LICI 9 M e 60 pul de etanol 85% v/v
pré-resfriado a -20°C. Apés centrifugaclo a 12000 rpm
(10000 xg) e lavagens com etanol 80%, o8 DNAs-sonda foram
secos em estufa a 37°C e dissolvidos em 20 ul de T,oE,

0 DNA-sonda ni fHDK de A. brasilense fol marcado com
9zP, utilizando %P a-dATP como descrito por Manlatis e
colaboradores (160). O DNA fol desnaturado por Incuba¢c8o em
banho fervente durante B8 min e rapidamente resfriado em

banho de gelo. A rea¢8o de marcacdo fol efetuada pela
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adiclo, em ordem, dos seguintes elementos: 6 pl| de rgo, S5 ul
de tamplio OLB (tampBes A : B : C misturados na propor¢8o
10 : 25 : 15) pré-resfriado a -20°C , 1 ul de soluclo de
soroalbumina bovina (estoque a 10 mg.ml”), 10 pul1 de DNA,
2,5 ul de °%P o-dATP (10 pwCi.u1™*) e 0,5 ul do fragmento
Kienow da DNA polimerase (2 unidades). A mistura de marcacéo
fol homogenelzada por centrifugaclo a 12000 rpm (10000 xg)
por 2 s e Incubada a 37°C por 16 horas.

0 DNA, contido no gel de agarose, fol visuallzado com
EtBr e fotografado, sob transiluminador de luz ultra-violeta
de longo comprimento de onda (DO _ . ) como descrito em
2.16, antes da transferéncla dos fragmentos de ODNA para a
membrana de nylon. A membrana de nylon com o0s DNAs
hibridlizados foi fotografada em {(IS0O/ASA 400 em abertura
minima sob transiluminador de luz visfivel e exposiclo de

1/64 e 1/128 ou em KODAK 1SO/ASA 100 em abertura minima e

exposicdo 1/250 e 1/500.

2.20.1 Hibridizacles pelo método de marcacéo por

digoxigenina 11-dUTP

0 DNA pode ser marcado pela Incorporac8o ao acaso de
digoxigenina marcada com desoxiuridina trifosfato. 0
desoxlnucleotideo dUTP se Iiga & digoxigenina. As moléculas
hibridas de DNA s8o detectadas pelo método de Imunoensalo
com um anticorpo conjugado <(antidigoxigenina conjugada &
fosfatase alcallna), o qual se |Incorpora ao complexo

digoxigenina 11-dUTP. Subseqglentemente, a rea¢c8o de «cor ¢é
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catallisada pela adicg8o de X-fosfato (5-bromo-4-cloro-
3-indolil-fosfato) e NBT (azul de nitrotetrazolium),
originando manchas pirpura-azuladas nas regides de
hibridizacéo.

As membranas de nylon foram culdadosamente lavadas
com tamp8o SSC 2x com a finalldade de remover a agarose
eventualmente aderida & mesma. Ap6s este tratamento, a
membrana fol seca & temperatura ambiente e exposta ao

transijuminador de ultra-violeta (DOso m) durante 5 min, a

on
fim de promover o "cross-linking” do DNA e permitir a
monitorac8o da transferé&ncia dos fragmentos de DNA para a
membrana. A membrana fol submersa em 70 ml de tamplo de
hibridizac8o (reagente bloqueador 0,5% e SDS 0,02% m/v em
tamp8o SSC 5x) e al mantida por 8 horas a 60°C para bloquear
0s sftios Illvres da membrana de nylon. Finalmente, @&
membrana fol inserida em um inv6élucro pléstico contendo
30 mi de tamp8o de hibridizac8o, ao qual foram adiclionados
400 1 do DNA-sonda marcado com digoxigenina 11-dUTP
recém-fervido por 8 - 10 min e raplidamente resfriado em
banho de gelo. A incubaclo fol de 12-18 horas & temperatura
Iindicada.

Retirada do Inv6lucro, a membrana fol lavada duas
vezes por submersfo em 50 ml de tamp8o SSC 2x contendo SDS
0,1% durante 15 min & temperatura amblente. Apés essas
lavagens, a membrana foi submetida a dols tratamentos com
tamp8o SSC 2x ou SSC 5x contendo SDS 0,1% a 60-62°C durante
15 min. O SDS fol utilizado por auxiliar na diminui¢c8o do

"background™ e facilitar a lavagem.
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As hibridizacles com os DNAs-sonda de nifd e nifB
foram reallzadas sob condi¢cBes de média estringéncia: a 60
ou 62°C com lavagens em tamp8es SSC 5x (NaCl 0,75 M,
Na_-citrato 75 mM pH 7.,0).

A membrana, apés submersdo por 1 min em tamp8o 1
(Tris-HCI 100 mM pH 7,5 contendo NaCl 150 mM) a @25°C, fol
Incubada em 100 mi do tamp8io 2 (Tris-HGCI 100 mM pH 7,5
contendo NaCl 150 mM e reagente bloqueador 0,5% m/v) a 25°C
durante 30 min., Este tratamento fol reallzado com o Intulto
de eliminar o excesso de DNA-sonda e evitar a incorporaclo
do anticorpo a sftios Inespec(ficos. Ap6s breve lavagem com
o tamp8io 1, a membrana fol recolocada em um Inv6lucro
pldstico contendo 3 mi de tamp&o 1, ao qual fol adicionado o
anticorpo-conjugado (antidigoxigenina conjugada & fosfatase

'y e iIncubado &

alcalina) dliufdo 1 : 5000 (150 mu.mi~
temperatura amblente durante 30 a 40 min. A solu¢8o contendo
0 complexo anticorpo-conjugado fol retirada e a membrana fol
lavada com 2,5 mi do tamp8o 1 por 15 min, a fim de remover
completamente aquela solu¢c8o. A membrana foi equilibrada com
5 mi do tamp8o0 3 (Tris-HCI 100 mM pH 9,5 contendo NaCl
100 mM e MgCi, 50 mM) & temperatura ambiente por 2 min,

A reac8o de colorac8o fol efetuada mediante a adigdo
de 15 !l NBT (azul de nitrotetrazolium) e de 12 pi de
solu¢c8o de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (X-fosfato) a
3,5 mi do tamp8o 3, mantida em repouso no escuro &
temperatura amblente. A reaclo fol Interrompida ap6s 12-18

horas, quando as manchas estavam suficlientemente nitidas,

lavando-se com o tampfio 4 (T1°E1>.
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2.20.2 Hibridlzac80o pelo método de marcaglo com “-p

A hibridizaco com o DNA-sonda de nifHDK de
A. brasilense, por sua vez, fol reallzada em condig¢des de
alta estringénclia: a B6°C e a balxas concentracBes salinas
(SSC 0,1x).

A transferé&ncia de DNA para a membrana de nylon fol
efetuada durante 30 horas como descrito acima. Ap6és lavagem
répida com tamp8o SSC 5x, a membrana fol seca &
temperatura ambiente e o DNA fol fixado por exposiglio sob
transiiuminador de UV de longo comprimento de onda
(DO500 mn) durante 5 min. A membrana fol iIntroduzida em um
Iinv6lucro plastico contendo 3 mi de soluglo de
pré-hibridizac8o (solugc8o de Denhardt 5x, formamida 50%, SDS
0,5% e 100 g de DNA de timo de bol em tamplo SSC 6x), &
qual foram adiclonados 120 ! de DNA-sonda e Incubada a 37°C
durante 24 horas. 0 DNA-sonda preparado fol adicionado de
100 41! de 4gqua e desnaturado através de incubaglo em banho
fevente durante 10 min e wutillzado Imediatamente para a
hibridizagc8o. A membrana fol retirada do plastico e lavada
duas vezes por 15 min a &25°C com tamp8o0o SSC O0,1x pH 7,0
contendo SDS O0,1%. A terceira lavagem com 0 mesmo tamp8o fol
reallzada a B6°C. A membrana fol seca & temperatura ambiente
e colocada em contacto com um filime para ralos—-X KODAK
X-OMAT K a fim de ser Iimpregnada e assim mantida por 24
horas & -20°C. 0 fiime fol revelado como convenclionalimente e

fotografado como anteriormente descrito.



3 RESULTADOS

3.1 BANCO GENO6MICO DE 4. brasilense FP2

Cerca de 3732 collnias Independentes de E. colt DHS5,
carregando plasmideos recombinantes, foram Isoladas e
agrupadas em 12 grupos de aproximadamente 300 coldnias cada.
Considerando-se que o tamanho médio dos insertos fol de
22 kpb e que o tamanho do genoma de A brasilense perfaz
possiveimente 7714 kpb (2492), a aplicaclo da férmulia de
Clarke e Carbon (47) Indicou a representatividade do banco

gendmico como da ordem de 99,939% do genoma de 4. brasilense.

3.2 |ISOLAMENTO DE PLASMIDEOS RECOMBINANTES CAPAZES DE

COMPLEMENTAR 0 MUTANTE nif4  DE A. brasilense

0 mutante regquliatério de A brasilense FP10 (nifd )
(182) fol wutilizado para isolar, por compiementagéo
genética, plasmlideos recombinantes carregando o gene nif4 de
A. brasilense FP2. Para tanto, o mutante FP10 fol conjugado
com um banco de A. brastlense FP2 construfldo no plasmideo
pLAFR3 e mantido em E. coli DH5 e designado por E. coli DHS

(pLAFR3 :: DNA de 4. brastlense FP2) (223).
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A freqléncla de aparecimento de transconjugantes
A brastilense FP10 (pLAFR3 :: DNA de 4. brastilense FP2) fol
da ordem de 10 -, Indicando a alta eficléncia do método
utllizado.

Aproximadamente mil e quinhentas <colfnias desses
tranconjugantes de 4. brasilense FP10 foram escolhidas ao
acaso e testadas para fixaclo de nitrogénlio. Foram |Isolados
Iniclaimente olto transconjugantes capazes de fixar N, dos
quals, ap6s purificaco em meio semi-s6ildo livre de
nitrogénio, apenas um, 4. brasilense FP10 (pMAKB), delxou de
apresentar essa caracterfstica. 0s transconjugantes
dliazotr6ficos de A brasilense FP10 e a estirpe selvagem
A brasilense FP2 (Nif") formaram uma fina pelfcula,
iniclalmente no fundo do melo semi-sélido, a qual fol
notoriamente subindo até a superficlie do melo. Esse
aerotropismo é tipico de Azospirtllum e ¢é verificado @&
medida que se observa 0 crescimento das bactérias (53, 63).
A peifcula se tornou espessa a 1 mm da superficle do melo.
0s plasmldeos recombinantes presentes nos sete
transconjugantes fixadores de nlitrogénio foram enté#o
denominados  PMAK1-pMAK7. 0 plasmideo contido no
transconjugante NIf , por sua vez, fol designado como PMAKB.
As atividades nitrogenésicas dos transconjugantes
selecionados, A brastlense (pMAK1-pMAKSB), e de
A brasilense FP2 e FP10 estlo quantificadas e 08 resultados

estlio expressos na Tabela 4.

A frequéncia de aparecimento de transconjugantes

complementados na mutaclo fol da ordem de 10 ° - 10 °*°,
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TABELA 4: DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE DOS
TRANSCONJUGANTES DE Adzospirillum brasilense FP10

COMPLEMENTADOS POR PLASMIDEOS RECOMBINANTES

ESTIRPES  DE Atividade especif)ca da nitrogenase
A brasilense (nmol C,H,.min " .mg proteina *)
FP2 (selvagem) 4,06

FP10 (nifA™) ZERO

FP10 (pMAK1) 2,53

FP10 (pMAK2) 5,30

FP10 (pMAK3) 5,36

FP1D (pMAKS) 6,04

FP10 (pMAKS) 5,492

FP10 (pMAKB) 2,54

FP10 (pMAK7) 3,16

FP10 (pMAKB) ZERO

0s organismos foram crescidos em meio NFbHP semi-s6iido a
30°C e ensalados para reduc8o de acetileno apbs 48-72 horas
de crescimento, conforme descrito no Item 2.7 de Materials e
Métodos.
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Indicando a representatividade do gene nifd no banco
gendmico.

A presenca de plasmideos recombinantes derivados do
plasmideo pLAFR3, contendo Inserto de DNA de A brastlense
FP2, fol confirmada por eletroforese em gel de agarose
(Flgura 3). 0 tamanho dos plasmideos fol estimado pelo
método de Interpolaclo na reta conforme descrito em 2.16.1 e
2.19 apresentando, aproximadamente: pMAK1 e pMAK3 com 43,40
kpb, pMAKZ e pMAK7 com 50,12 kpb, pMAK4 e PpMAKS com

42,67 kpb, pMAKB com 47,31 kpb e pMAKB com 35,30 kpb.

3.3 CARAGCTERIZAGKO GENETICA D0sS TRANSCONJUGANTES DE

A brasilense FP10 (pMAK1-pMAKSB)

3.3.1 Cura dos transconjugantes de A brasilense FP10 dos

plasmideos recombinantes (pMAK1-pMAKS8)

O0s plasmideos pR6B.495 e PpLAFR3 pertencem ao mesmo
grupo de Incompatibilidade plasmidial (incP-1) e, portanto,
néo podem coexistir na mesma célula, provavelmente por
competirem pelo mesmo sftio de |igaclio da membrana durante
sua replica¢8o (1049). Em vista disso, o8 transconjugantes
foram curados dos plasmideos pLAFR3 :: DNA de 4. brasilense
FP2, através de conjugac8o com E. coli 1230 (pRBB.45) e
sele¢gdo para Tc (marca de resisténcla do pREB.45).

Todos 0s transconjugantes perderam a capacldade de

crescer dlazotroflicamente com a eliminac8o dos plasmideos
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FIGURA 3: PERFIL ELETROFORETICO DE PLASMIDEOS DE
TRANSCONJUGANTES DE A. brastlense (FP10)

As células de A brasilense FP10 e de so88Us

trgggcoggugantes foram cresclidas em melo NFDHPN Sm e
, respectivamente, e gs de E. coli MC1061 (pLAFR3)
foram crescldas em melo LB Tc . 0 perfil eletroforético dos

plasmideos fol determinado em gel de agarose O0,8% apés
isolamento pelo método de lise alcalina, como descrito em
Materiais e Métodos (item 2.15). Distribuigdo das estirpes:

1, A brasilense FP10 (pMAKS8): 2, A brasilense FP10
(pMAK7):; 3, A brasilense FP10 (pMAKGE): 49, A brasilense
FP10 (pMAKS): 5, A brasilense FP10 (pMAKSG) ; 6,

A brasilense FP10 (pMAK3):. 7, A brastilense FP10 (pMAKZ):

8, A brasilense FP10 (pMAK1): 8, E. coli MC1061 (pLAFR3):
10, A. brasilense FP10.
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PMAK1-pMAK7, Indicando a presen¢a de genes tiponif4 nestes
plasmideos. A recuperaclo do fenétipo Nif , apresentada
pelos transconjugantes curados (pR68.45) (Tabela 5,
colunas a e b), mostrou que @& capaclidade de fixaclo de
nitrogénio apresentada pelos transconjugantes A. brasilense
FP10 (pMAK1-pMAK7) n8o fol devido & uma simples reversfio da
mutac8o no gene nifA4, mas sim & complementaclio genética.
A anélise weletroforética permitiu visuallizar a auséncla
dos plasmideos pMAKS nos transconjugantes curados (Flguras

49, 5 e 6).

3.3.2 Recuperaclo da atividade nitrogenésica em

transconjugantes de A brasilense FP10

0s DNAs plasmidiais (pMAK1-pMAKS) dos
transconjugantes de A brasilense FP10 foram Isolados pelo
método de 1ise alcallina (205) e utilizados para transformar
E. coli MC1061. O0s objetivos desse experimento foram:
1) manter os plasmideos pMAKS em uma estirpe recd e de
baixa homologla, evitando a recombinac8o do ODNA contido
no 1inserto com o0 DNA hombiogo de 4. brasilense FP2 e
2) transferir esses plasmlideos, por conjugac8o, novamente
para 0 mutante FP10.

A frequéncla de transformac8o fol de 3 . 1077,

0s tranformantes de E. coli MC1081 (pMAK1-pMAKS)
foram conjugados com o0 mutante 4. brastilense FP10. A
presenca destes plasmlideos nos novos transconjugantes fol
confirmada através de eletroforese em gel de agarose. A

figura 7 ltustra 0 perfil eletroforético dos
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TABELA 5: EXPRESSXO0 DA ATIVIDADE DE NITROGENASE EM

TRANSCONJUGANTES DE Azospirillum brastlense

Atividade especifjca da nitrogepase
ESTIRPES DE (nmol C,H,.min ~.mg protelna ~)

A. brasilense

- a pRB8.495 b - c
FP2 7,59 nd nd
FP10 ZERO nd nd
FP10 (pMAK1) 8,70 ZERO 9,562
FP10 (pMAKZ2) 49,82 ZERO 5,30
FP10 (pMAK3) 4,40 ZERO 7,47
FP10 (pMAK4) 8,23 ZERO 7,82
FP10 (pMAKS5) 7,87 ZERO 5,29
FP10 (pMAKB) 8,34 ZERO 9,27
FP10 (pMAK7) 8,20 ZERO 6,63
FP10 (pMAKSB) ZERO ZERO ZERO

0s organismos foram crescidos em melo NFDHP semi-séliido e
Incubados a 30°C. A atividade da nitrogenase fol determinada
como descrito em Materlials e Métodos (item 2.12).

a representa 0s valores encontrados para 0S8 transconjugantes
obtidos da conjugacdo com o banco gendmico.

b Indica atividade nitrogenésica dos transconjugantes
curados com o plasmideo pRBB.45.

c indica os nfvels de atividade nitrogenésica determinados
para 08 transconjugantes obtidos da conjugacdlo dos
transformantes E. colt MC1061 (pMAK1 - pMAKSB) com
A brastilense FP10.
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FIGURA 4: PERFIL ELETROFORETICO DE PLASMIDEOS DOS
TRANSCONJUGANTES DE A. brasilense FP10 (pMAK1)

E (pMAKZ2)

As células de A. brasilense FP10 e seus

trgggconjugggte;sforam crescidas em melo NFbDHPN contendo
Sm e Sm Tc

, respectivamente e as de Eascoli MC1061

(pLAFR3) e 1230 (pREB.45) em melo LB Tc . O vperfil
eletroforético dos plasmideos fol determinado em gel de
agarose 0,6% ap6s o Isolamento pelo método de lise alcalina
(205), como descrito em Materials e Métodos (item 2.15).

Distribui¢c8o das estirpes: 1, A brasilense FP10: e,
E. coli MC10681 (pLAFR3): 3, E. coli 1230 (pREB.45): 4,
A brasilsnse FP10 (pMAK1): 5, A. brasilense FP10
(pREB.45) . 6, A brasglense FP10 (pMAK2): 78
A brasilense FP10 (pREB.45) .

a e b correspondem, respectivamente, a cura dos

transconjugantes 4. brasilense FP10(pMAK1) e (pMAK2) pelo
plasmideo pR68.45.
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FIGURA 5: PERFIL ELETROFORETICO DE PLASMIDEOS Dos
TRANSCONJUGANTES DE A. brasilense FP10 (pMAK4) E

(pMAKS)
As células de A brastilense FP10 e seus
trgggconjugggte?sforam crescidas em melio NFbDHPN contendo
Sm e Sm Tc™~, respectivamente e as de E. col1i MC1061

(pLAFR3) e 1230 (pREB.45) em melo LB T¢*®. 0 perfil
eletroforético dos plasmideos fol determinado em gel de

agarose 0,8% ap6s Isolamento pelo método de Iise alcalina
(205), como descrito em Materials e Métodos (item 2.15).
Distribul¢8o das estirpes: 1, A brasilense FP10; 2,
E. coli MC1081 (pLAFR3): 3, E. coli 1230 (pREB.45); 9,
A. brasilense FP10 (pMAKS4); 5, A. brasilense FP10
(pREB.45)7; 6, A brasjlense FP10  (pMAK5); 7,

A brasilense FP10 (pRE6E8.45) .
a e b correspondem & cura dos transconjugantes 4. brasilense

FP10 (pMAK4) e (pMAKS), respectivamente, pelo plasmidep
pPRE8.95.
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22 kpb
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FIGURA B: PERFIL ELETROFORETICO DE PLASMIDEOS DOS
TRANSCONJUGANTES DE A. brasilense FP10 (pMAKB) E

(pMAK7)
As células de A brasilense FP10 © seus
trfggconjugggtegsforam crescidas em melo NFbHPN contendo
Sm e Sm Tc™~, respectivamente e as de E. coli MC10861

(pLAFR3) e 1230 (pR6B.45) em melo LB Tc . 0 operfil
eletroforético dos plasmideos fol determinado em gel de

agarose 0,B8% ap6s Isolamento pelo método de Iise alcalina
(205), como descrito em Materials e Métodos (item 2.15).
Distribulic8o das estirpes: 1, A brasilense FP10:; a2,
E. coli MC10817 (pLAFR3): 3, E. colt 1230 (pRBB.45) 49,
A brasilgnse FP10 (pMAKE): 5, A brasilense FP10
(pRBB.45) 6, A brasélense FP10 (pMAK7): 7,

A. brasilense FP10 (pR68.45) .
a e b correspondem & cura dos transconjugantes A brasilense

FP10 (pMAKB) e (pMAK7), respectivamente, pelo plasmidep
pREB.45.
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FIGURA 7: PERFIL ELETROFORETICO DE PLASMIDEOS DOS
TRANSCONJUGANTES DE A. brasilense FP10 (pMAK4) E
(pMAK7)

As células de A brasilense FP10 e sSeus
trfggconju?ggtegsforam crescldas em melo NFDHPN <contendo
Sm e Sm Tc™, respec}gvamente, e as de E. coli MC1061
(pLAFR3) em meio LB Tc¢c . O vperfil weletroforético dos
plasmideos fol determinado em gel de agarose O0,6% apés
isolamento pelo método de lise alcalina, como descrito em
Materials e Métodos (item 2.15). Distribuigc80 das estirpes:

1, A grasilense FP10 (pMAK1): 2, A brasilense FP10
(pMAK1) ;. 3, A brasilense FP10 (pMAK2): 4, A. brasilense
FP10  (pMak2)Y: 5, A brasilense FP10 (pMAK3); B,
A brasilense FP10 (pMAK3) . 7d A. brasilense FP10 (pMAKS4):
8, A brasilense FP10 (pMAK4) 8, A brasiaense FP10
(pMAKS) 10, A. brasilense FP10 (pMAKS) . 11,
A bras%lense FP10 (pMAKB): 12, A. brastlense FP10
(pMAKB ) . 13, A brasisense FP10 (pMAK7): 149,
A brasilense FP10 (pMAK7) . 15, A.apramilense FP10
(pMAKSB) ; 16, A. brasilense FP10 (pMAK8) . 17, E. colt

MC1061 (pLAFR3): 18, A. brasilense FP10.

a. corresponde & recuperac8o da capacidade de fixac8o0 de
nitrogénio pelos transconjugantes de A4 brasilense FPI10
(pMAK1) a (pMAKB), respectivamente, obtidos da conjugacdo
dos tranformantes de E. coli MC10681 (pMAK1) e (pMAKB) com

A brasilense FPI10.
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transconjugantes A. brasilense FP10 (pMAK1 a pMAKB). Esses
novos transconjugantes recuperaram a capacldade de crescer

dlazotroflicamente e reduzir acetileno (tabela 5, coluna ¢c).

3.3.3 Determinac8o do padréo de <cllivagem dos plasmlideos

recombinantes (pMAK1-pMAKS)

0s plasmfideos pMAK1 a pMAKB foram isolados e tratados
com as endonucleases de restrigdo Sal |, EcoR |, Hind 111 e
Bgl |1 / Hind 111, 08 produtos de cllivagem foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

A figura 8 mostra os perfis de clivagem dos
plasmideos pMAK1 e pMAK4-pMAK7 com a enzima EcoR | e a
figura 9 os perfis de cllivagem dos plasmideos pMAK1, pMAKZ e
PMAKS-pMAK8 com a enzima Sal |. Nessas figuras foram
mostrados somente o0s perfis de cllvagem dos plasmideos
diferentes entre si ou dos que necessitavam de confirmac8o
dos resultados para permitir a diferenclaclo mais precisa
dos olto plasmideos. 0s plasmideos PpMAK1 e PpMAK3, pMAKe
e PMAK7, pMAK4 e pMAKS apresentaram, aos pares, as mesmas
bandas eletroforéticas, Indicando similaridade entre os
respectivos Insertos (Figuras 8 e 9, Tabelas 6 e 7). 0O pMAKE
apresentou padrfo dnico de cllivagem. Desta forma, dos sSete
transconjugantes NIf" isolados haviam quatro grupos
diferentes de plasmideos capazes de complementar a mutacdo
nifd .

0s perfis de cllivagem dos plasmideos foram comparados

entre si e com o plasmideo pLAFR3, a fim de se estimar que
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FIGURA 8: PERFIL DA CLIVAGEM DOS PLASMIDEOS pMAKs COM A
ENZIMA EcoR |

0s plasmideos foram isolados de E. coli MC1081 (pMAK1
e PpMAK4 - pMAK7) pelo método de 1ise alcalina (18) e
submetidos a clivagem com a enzima EcoR | conforme descrito
em Materiais e Métodos (item 2.6). Distribui¢g¢8o dos DNAs:
1, PLAFR3: 2, PMAK1: 3, PMAKSG: 4, pMAKS: 5, PMAKE:
6, PMAK7: 7, ~/ Hind 111.
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FIGURA 8: PERFIL DA CLIVAGEM DOS PLASMIDEOS pMAKs COM A
ENZIMA Sal |

0s plasmideos foram Isolados de E. coli MC10861

(pMAK1, pPMAKZ2, pMAKS5 - pMAKB) pelo método de I|ise alcallina
(18) e submetidos a clivagem com & enzima Sal | conforme
descrito em Materials e Métodos (item 2.68). Distribuli¢8o dos
DNAS: 1 pPLAFR3: e, pPMAK1T . 3, pMAKE: 9, PMAKS ;

5, PMAKG: 6, PMAK7: 7, PMAKSB: 8, XN/ Hind I11.
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TABELA 6: CLIVAGEM E DETERMINAGAO DO TAMANHO DOS FRAGMENTO0S Sal | E EcoR | DOS
PLASMIDEOS pMAK1 A pMAKS

SISTEMA DE GLIVAGEM GOM EcoR |

PLAFR3 PMAK 1 PMAKE PMAK3 PMAK4 PMAKS PMAKE PMAK7 PMAKS
22,00 0,68 u,83 0,68 3,47 3,47 3,47 0,83 1,08
1,62 1,39 1,82 4,17 4,17 4,17 1,39 1,55

3,47 1,62 3,47 6,02 6,02 5,25 1,62 1,73

5,25 1,62 5,25 7,08 7,08 9,48 1,62 1,95

10,46 5,25 10,46 22,40 22,40 23,00 5,25 3,66

22,12 15,62 22,12 15,62 22,95

SISTEMA DE CLIVAGEM COM Sal |

PLAFR3 PMAK1 PMAKE PMAK3 PMAK4 PMAKS PMAKE PMAK?7 PMAKS
4,46 0,30 0,30 0,30 1,74 1,74 0,30 0,30 3,18
17,549 0,78 0,99 0,78 1,75 1,75 0,78 0,98 3,86

0,98 1,289 0,988 1,88 1,89 0,99 1,289 4,46

1,31 2,18 1,31 2,16 2,16 1,73 2,18 7,40

1,73 2,59 1,73 2,58 2,58 1,80 2,59 17,02

1,80 3,16 1,80 3,36 3,38 2,16 3,16

1,89 3,56 1,99 4,46 4,46 2,18 3,56

2,19 3,80 2,18 4,46 4,46 2,59 3,80

2,59 4,46 2,59 20,37 20,37 3,16 4,486

3,16 6,45 3,16 4,486 6,45

4,48 22, aa 4,48 4,46 £ .22

22,04 ea, 049 20,25

As células de E. coli MG10B1 (pMAK1 - pMAKB) e (pLAFR3) foram cresclidas em
melo LB Tc*®e Incubadas a 37°C até 00,6 nm 9° aproximadamente 1,8, 0s plasmlideos
foram purlficados pelo método de Ilse alcallna (18) e cllvados com as enzimas de
restri¢3o EcoR | ou Sal |. 0s sistemas de clivagem foram reallzados de acordo com
Materlal e Métodos (!tem 2.6). 0 tamanho dos fragmentos fol estimado graficamente
por Interpolag¢lo da migrac8o relativa (cm) na reta—-padréo obtida plotando-se o0s
valores logarfitmicos do tamanho (logkpb) contra a mlgracéo eletroforética

correspondente (cm).
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TABELA 7: DETERMINAGXO Do TAMANHO D0S PLASMIDEOS

PMAK1-pMAKSB

Tamanho do Inserto (kpb)
Tamanho
PLASM(DEO do plasmlideo Sal | EcoR |
(kpb)

PLAFR3 22,00 ZERO ZERO
pMAKI 43,40 21,34 21,80
pMAKE 50,12 28,01 30,86
PMAK3 43,40 21,34 21,80
PMAKS 42,67 20,78 21,14
PMAKS 42,67 20,78 21,149
PMAKB 47,31 e2,87 23,35
PMAK?7 50,1¢ 29,01 30,949
PMAKSB 33,50 13,80 10,80

0s transformantes E. colt MC1061 (pMAK1-pMAKB) foram

crescldos em melo LB Tc'® e Incubados a 37°C até DO de
S40 nm

aproximadamente 1,8. 0s plasmlideos foram purificados pelo
método de lise alcalina (18), eletroforetizados e clivados
com as enzimas de restric¢8o0 Indicadas. 0 tamanho dos pMAKs
fol estimado graficamente por Interpolac8o da migracéo
relativa na reta-padrfio obtida, plotando-se 08 logaritmos do
tamanho (logkpb) dos DNAs-padréo contra a migrac¢éo

eletroforética correspondente (cm).
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fragmentos possivelmente continham o gene nifd4. A andllise
eletroforética dos produtos da cllvagem EcoR | (Figura 8 e
Tabela 6) mostrou semelhan¢as nos seguintes fragmentos: de
5,25 kpb, excetuando 08 plasmldeos pMAK4, pMAKS e PpMAKB e
de 3,47 Kkpb, excetuando o0s plasmideos PpMAKZ e PpPMAK7.
0 fragmento de 5,25 kpb da <cllvagem com a enzima de
restric8o EcoR | estd ausente nos plasmideos pMAK4 e PpMAKS,
Indicando que estes dols plasmideos n&o contém porcles
génicas presentes nos demals plasmideos. 0s fragmentos
Bgl |1/Hind 111 de 1,74 e 1,36 kpb, por sua vez, devem fazer
parte do vetor pols estlio presentes em todos os plasmlideos,
incluindo o do transconjugante n8o fixador de nltrogénio
(pMAKB). Clivagem com Hind 111l originou fragmentos de 33,20
e 19,80 kpb nos plasmideos pMAKZ2 e pMAK7, enquanto 0s demals
plasmideos capazes de compiementar a mutac8o nif4 mostraram
apenas uma banda eletroforética, Indicando conter apenas um
a dols sftios de reconhecimento para essa enzima, 0
plasmideo pMAKB apresentou sete fragmentos quando cllvado
com essa enzima. O0s perfis de <clivagem com as enzimas
Hind 111 e Bgl 1l / Hind 111 n80 foram mostrados, pois o
nimero de fragmentos verlificado n8o contribulu para a
diferenclaclo dos plasmlideos recombinantes.

A figura 9 e a tabela B mostram as semelhancas entre
os fragmentos Sal |. 0 fragmento Sal | de 2,59 kpb esté
ausente na clivagem do vetor pLAFR3, bem como em <cllivagens
realizadas no transconjugante n8o fixador de nlitrogénio
(pMAK8). D fragmento Sal | de 2,19 kpb esté presente nas

clivagens dos plasmlideos pMAK1, pMAKZ2, pMAK3, pMAKE e pMAK7,
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mas ausente no plasmldeo-vetor. O fragmento de 3,16 kpb esté
presente nos plasmideos pMAK1, pMAKZ2, pMAK3, pMAKB, pMAK7 e
PMAK8, mas ausente no pLAFR3. 0O fragmento Sal | de 4,496 kpb
estd presente em todos os plasmlfdeos, Incluindo o do
transconjugante n#o fixador de nitrogénio (pMAKB), Indicando
fazer parte do vetor pLAFR3. 0 fragmento Sal | de 10,25 kpb,
por sua vez, presente nos plasmlideos PpMAK2 e PpMAK7 ¢é
resultante de cllivagem parcial e é a soma dos fragmentos
6,95 e 3,80 kpb (Figura 9).

0 plasmideo pMAK7 fol selecionado para 0S8 estudos
posteriores devido & sua capacldade de complementar
eficlentemente o mutante nif4  de 4. brasilense (FP10) e por
conter os fragmentos de 5,25 kpb da clivagem com EcoR | e o0s
de 2,19 e 2,59 kpb da clivagem com Sal |, o0s quals sfo
observados na cllivagem de outros plasmideos PpMAKs e estlo
ausentes nos plasmideos pMAK8 e pLAFR3.

0 tamanho dos Insertos dos plasm(deos pMAKI-pMAKS
fol deduzido pela soma de todos o8 fragmentos de cada
clivagem separadamente, diminuldo do tamanho do vetor pLAFR3

(Tabela 7).

3.3.49 Mapa de restriglio do plasmidio pMAK?7

0 perfil de clivagem do plasmidio pMAK7 com vérias
endonucleases de restric8o fol determinado em gel de
agarose, visando a construc8o do mapa fisico de restriclo e
planejar os experimentos de hibridizacéo.

0 plasmlideo pMAK7 fol clivado com as enzimas de



98

restri¢lio BamH |, Bgl 11, Hind 11]l, EcoR |, Sac | ou Xho |
e com as combinagl8es bindrias das mesmas e o0s fragmentos
foram separados por eletroforese em gel de agarose (Tabelas
8 e 9). 0 padr8o "1 kpb ladder”™ fol concomitantemente
submetido & migrac8o eletroforética.

A anélise eletroforética dos produtos de cllvagem
mostrou os seguintes fragmentos: 0,83: 1,39; 1,62: 1,62:
5,25: 15,82 e 26,83 kpb na clivagem com a enzima EcoR I
0,20: 0,286. 3,497: 5,90 e 43,75 kpb com Xho |: 249,80 e
28,20 kpb da clivagem BamH |; 0,49%; 0,79: 1,74. 6,00: 16,80
e 27,20 kpb de Bgl 1. 19,80 e 33,20 kpb com a enzima
Hind 111 e 1,85: 3,83 e 47,09 kpb com Sac 1|.

A anfélise da Tabela 9 mostrou que os fragmentos 0,41:
0,79 e 1,74 kpb da cllvagem com Bgl || permaneceram
Iintactos, sugerindo que esses fragmentos nfio contém s(tios
de reconhecimento para as outras enzimas utilizadas para a
construc8o do mapa flsico.

0 fragmento Bgl Il de 6,00 kpb, por sua vez,
aparentemente é clivado pela enzima Hind 111, originando um
fragmento de 4,70 e outro de 1,36 kpb e pela enzima BamH |,

originando fragmentos de 4,680 e 1,38 kpb. A presenca de um

fragmento de 1,38 kpb com BamH | / Bgl || e de um de
1,36 kpb com Hind 111 / Bgl 11 sugeriu que o8 sfitios de
reconhecimento para BamH | e Hind 111 poderiam estar mulito

préximos entre s8I nessa reglifio do plasmideo PpMAK? e
praticamente eqlidistantes de um dos sitios de Bgl 11I.
0s fragmentos EcoR | de 0,83 e 1,39 kpb permaneceram

Intactos em todos o0s sistemas de clivagem, enquanto 08 dols
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TABELA 8: CLIVAGEM E DETERMINAGEXO Do TAMANHO DoS
FRAGMENTOS DO PLASMIDEO pMAK7 EM SISTEMAS DE

RESTRIGAO SIMPLES

FRAGMENTOS DE RESTRIGXO (kpb)

BamH | Begl || EcoR | Hind 111 Sac | Xho |
24.80 0,91 0,83 19,90 1,85 0,20
28,20 0,78 1,39 33,20 3,83 0,26
1,74 1,62 47,04 3,497
6,00 1,62 5,40
16,80 5,25 43,75

27,20 16,62

26,63

As células de E. coli MC1081 (pMAK7) foram <crescidas

em melo LB Tc¢2*® e incubadas a 37°C até DO de

S40 nm
aproximadamente 1,8. 0 plasmideo pMAK7 fol purificado pelo
método de lise alcalina (18), eletroforetizado e clivado com
as enzimas de restric8o Indicadas. 0s sistemas de <cllvagem
foram ensalados de acordo com Materlials e Métodos (item
2.6). 0 tamanho dos fragmentos fol estimado graficamente por
Interpolac8o da migracdo relativa na reta-padr8o obtida,
plotando-se 08 logaritmos do tamanho (logkpb) dos
DNAs-padr8o contra a migraclo eletroforética correspondente

(cm).



\BELA 9: CLIVAGEM E DETERMINAGAO DO TAMANHO DOS FRAGMENTOS DO PLASMIDEO PpMAK7

SISTEMAS DE RESTRIGAO BINARIA

SISTEMAS DE CLIVAGEM BINARIA

yamM | / BamH 1/ BamH |/ BamH |/ BamH |/ Bgl 11/ Bgl |1
el EcoR | Hind 11| Sac | Xho | EcoR | Hind |11
0,491 (x) 0,54 5,60 1,40 0,20 (@) 0,91 (x) 0,491 (x)
0,798 (x) 0,83 (v) 19,40 1,95 (@) 0,26 (@) 0,79 (x) 0,78 (x)
1,38 1,39 (@) 28,00 3,83 (m) 0,60 0,83 (v) 1,36
1,74 (%) 1,62 (V) 17,60 3,47 (e) 1,39 (@) 1,60
2,30 1,62 () 29,05 4,73 1,62 (@) 1,74 (x)
4,60 4,60 20,10 1,82 (¥) 4,70
| 6,80 5,25 (v) 23,55 1,79 (%) 14,80
25,00 15,08 2,90 27,20 (%)
22,05 5,85 (¢)

6,00 (x)

11,60

18,86
el 1|/ Bgl 11/ EcoR 1/ EcoR 1/ EcoR |/ Hind 111/ Hind 111/ Sac |/
yac | Xho | Hind 111 Sac | Xho | Sac | Xho | Xho |
0,41 (x) 0,20 (@) 0,83 (V) 0,83 (v) 0,20 (e) 1,85 (m) 0,20 (e) 0,20 (e
0,78 (x) 0,26 (e®) 1,39 (W) 1,39 (v) 0,26 (@) 3,83 (m) 0,26 (@) 0,26 (¢
0,90 0,41 (x) 1,62 (V) 1,62 (v) 0,83 (v) 17,62 0,32 0,60
1,50 0,79 (x) 1,62 (V) 1,62 (¢) 1,28 29,40 3,47 (®) 1,95
1,74 (x) 0,90 94,65 1,80 1,39 (¥) 5,490 (e) 1,85
1,95 (m) 1,79 (x) 5,25 (V) 1,95 (m) 1,39 19,90 (A) 3,40
6,00 (x) 2,86 5,80 3,83 (m) 5,25 (V) 23,50 3,47 (¢
13,00 3,47 (&) 10,60 5,85 (v) 5,38 449,04
26,40 6,00 (%) 22,00 8,05 10,80

15,60 26,63 (v) 26,63 (V)
20,40

As células de E. coli MC1061% (pMAK?7) foram crescldas em melo LB Tc*®
ncubadas a 37°C até DO540 ~m de aproximadamente 1,8. 0 plasmlideo fol purificado pe
¢todo de lise alcallina (189), eletroforetizado e ciivado com as enzimas de restrig¢
ndicadas. 08 sistemas de clivagem foram reallzados de acordo com Material e Métod
item 2.6). 0 tamanho dos fragmentos fol estimado graflicamente por Interpolacédo
lgrac8o relativa (cm) na reta-padr8io obtida plotando-se o0s valores logarltmicos
amanho (logkpb) contra a migrac8io eletroforética correspondente (cm).

s si{mbolos entre paré8nteses Indicam os fragmentos Iguals aos observados n
llvagens simples, bem como as respectivas enzimas que o8 originam: X, Bgl |

, EcoR 1. A, Hind |||: B, Sac | e ®, Xho | (ver Tabela 8).
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fragmentos de 1,62 kpb apresentaram sf{tios de reconhecimento
para a enzima Xho |, originando fragmentos de 1,38 e
1,29 kpb. 0 fragmento Xho | de 3,47 kpb, por sua vez, fol
clivado somente no sistema de restri¢clo Xho | / EcoR |. Esse
fragmento, bem como os fragmentos Xho | de 0,20 e 0,26 kpb
parecem estar locallzados na mesma porc8o do pMAK7 que
contém os fragmentos EcoR | de 1,62 e o de 0,83 kpb. A banda
eletroforética na regifio correspondente & do fragmento Xho |
de 5,490 kpb manteve-se presente na clivagem Xho | / EcoR |,
sugerindo nfio estar relacionado com a clivagem dos dolis
fragmentos EcoR | de 1,82 kpb simuitaneamente.

0 fragmento EcoR | de 5,25 kpb apareceu em todas as
clivagens com as demals enzimas em sistemas binérios,
sugerindo que se fosse cllivado por alguma delas deveria
manter-se Intacto ou ser clivado em uma de suas
extremidades.

0 mapa fisico mostrou a locallza¢8o do 1Inserto no
vetor pLAFR3, separados pelos sftios Hind 11| e EcoR |, bem
como os sitios de restriglo (Figura 10). O plasmideo PpMAK7,
portanto, contém uma regifio de 22,00 kpb correspondente ao
vetor PpLAFR3 e outra de aproximadamente 30,00 kpb
correspondente ao Inserto do ONA de A brasilense. 08
fragmentos de mesmo tamanho foram determinados através da
andlise da Intensidade das bandas eletroforéticas e das
clivagens parclals.

0 vetor pode ser completamente |iberado pela clivagem
Hind 11|l / EcoR |, como um fragmento de 22,00 kpb. Ao vetor

flcam |igados: a) um fragmento de 4,63 kpb quando o pMAK7 §é
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2kb

FIGURA 10. MAPA FISICO DO PLASM(DEO pMAK7

O plasmideo pMAK7 fol clivado com as endonucleases de restri¢do B, BamH |;
G, Bgl 1. E, EcoR |: H, Hind 111. S, Sac | e X, Xho | em sistemas de clivagem
simples e composta. As amostras foram submetidas a corrida eletroforética em gel
de agarose 0,8 % e o tamanho dos fragmentos do PpMAK7 clivado fol estimado
conforme descrito em Materials e Métodos (item 2.18.2). 0 mapa fisico fol montado
através da compara¢8o dos perfis de clivagem observados nos sistemas de cllivagem
simpies e composta.

00!
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clivado pela EcoR |: b) de 11,20 kpb quando tratado com
Hind 111; ¢c) de 6,20 kpb quando clivado por BamH |:. d) de
8,36 kpb por Bgl 11. e) de 25,09 kpb por Sac | ou f) de
21,75 kpb por Xho |. 0 fragmento Bgl || de 27,20 kpb contém

18,86 kpb do vetor e 8,36 kpb do Inserto. Esse fragmento de

27,20 kpb n8o contém o sitio A cos do vetor pLAFR3.

3.3.5. Regiles do pMAK7 homblogas ao gene nifd de

H. seropedicae

A fim de Investigar o contelido genético do Inserto
contido no plasmideo pMAK7, os produtos de cllivagem com as
enzimas de restri¢8o foram submetidos a nlbflolzacﬁes com
DNAs-sonda de genes Integrantes do sistema de fixaclo de
nitrogénio.

iniclaimente, o plasmideo PpMAK7 fol clivado por

sistemas de restri¢clo simples com as enzimas de restrigéo

EcoR | ou Bgl 11 e de restri¢8do composta com as enzimas
BamH | / Hind 11| e Bgl || / Hind |I|. Paralelamente, 0 DNA
total de A. brasilense estirpe FP2 fol clivado com EcoR | a

fim de comparar o seu perfil de hibridizac8o com o perfil de
hibridizac8o do plasmideo pMAK7 clivado com a mesma enzima.
As amostras dos DNAs clivados foram sSubmetidas a corrida
eletroforética e a hibridizac8io fol efetuada com o DNA-sonda
contendo o dominlio central na regl8o pr6éxima & reglélo
amino-terminal (N-terminal) do gene nif4 de H seropedicae.
Houve hibridizaclo entre os fragmentos de 5,25 kpb da

clivagem com EcoR |, de 16,80 kpb das clivagens com Bgl 1|1l e
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Bel 11/ Kind 111} e de 28,00 kpb da clivagem com
BamH | / Hind 111 do pMAK7 e o DNA-sonda. A sonda do gene
nifA também nhibridizou com um fragmento de 5,25 kpb da
clivagem com a enzima EcoR | reallzada no DNA total de
A brasilense FP2 (Figura 11).

A hibridizac8o com o DNA-sonda contendo o dominio D e
a extremidade carboxi-terminal do gene nifA de
H. seropedicae fol realizada ap6s a clivagem do plasmideo
PMAK7 com as enzimas de restrigéo EcoR |, Xho |, Bgl Il ou
Sal | e do DNA cromossomal de 4. brasilense FP2 com EcoR |.
Verificou-se, uma vez mals, a hibridizac8io do fragmento
EcoR | de 5,25 kpb derivado do PpMAK7 e do DNA total de
A. brastlense FP2 com o DNA-sonda (Figura 12). Esse
experimento mostrou ainda que o fragmento EcoR | de 5,25 kpb
estd Inclufdo no fragmento Xho | de 943,75 kpb. Esse
fragmento compreende todo o vetor PpLAFR3 wutillzado na
construc8o do banco gendmico mais um fragmento do Inserto
com aproximadamente 22,00 kpb. Dols fragmentos Sal | de 2,59
e 3,18 kpb também hibridizaram com essa sonda, sendo que 0
primeiro apresentou mancha de hibridizaclo mals Intensa,
sugerindo conter a malor parte do gene. As hibridiza¢8es com
0s fragmentos Bgl || de 6,00 kpb e EcoR | de 26,83 kpb,

exibiram manchas de hibridizac8o de baixa Intensidade.

3.3.6 Regifles do PpMAK7 homblogas ao gene nifB de

H seropedicae

0s fragmentos Sal | de 3,16 kpb, Bgl || de 16,80 Kkpd
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Figura 11. PERFIS ELETROFORETICO E DE HIBRIDIZAGKO DO
PLASMIDEO pMAK7 COM O DNA-SONDA nt fA DE
Herbaspirillum seropedicae (DOMINIO CENTRAL)

0s produtos de <cllvagem dos DNAs plasmidial e
cromossomal foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8% conforme descrito em Materiais e Métodos (item
2.16.2). 0 DNA-sonda do gene nifA fol marcado
ndo-radioativamente com digoxigenina 11-dUTP. 0s produtos de
restrigéo foram submetidos a hibridizagdo apbs a
transferéncia dos fragmentos de DNA para membrana de nylon
Hybond-G. Ap6s <colora¢do do materlial, a membrana fol
fotografada. Distribuic8o dos fragmentos: 1, "1 kpb ladder™:

2,PMAK7 clivado com BamH |/Hind |11; 4, PpMAK7 <clivado com
Bgl |1/Hind 111. B, pMAK7 clivado com Bgl 11 8, pPMAK?7
clivado com EcoR |. 10, DNA de A brasilense estirpe FP2
clivado com EcoR |. 0s numeros 3, 5, 7, 89 e 11 s8o os perfis

de hibridizac8o correspondentes aos perfis eletroforéticos
2, 4, 6, B e 10, respectivamente.
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Figura 12. PERFIS ELETROFORETICO E DE HIBRIDIZAGAOD DO
PLASMIDEO pMAK7 COM O DNA-SONDA nt fA DE
H. seropedicae (DOMINIO D E EXTREMIDADE
C-terminal).
0s produtos de clivagem dos DNAs plasmidial e

cromossomal

foram submetidos a corrida eletroforética em gel

de agarose 0,8% conforme descrito em Materials e Métodos
(item 2.16.2). 0 DNA-sonda do gene nifd de H seropedicae

fol marcado
produtos de

ndo-radioativamente com digoxigenina 11-dUTP. O0s
clivagem foram submetidos a hibridizac8o apbs a

tranferénclia do material para & membrana de nylon Hybond-C.
Ap6s & colorac8o do material, a membrana foli fotografada.
Distribulc8o dos fragmentos: 1, "1 kpb ladder™:; 2, PpMAK7

clivado com
clivado com
total de A

6, 7, 8 ¢ 11

Xho |; 4, pMAK7 clivado com Bgl 1. 6, pMAK7
Sal |:. 8, pMAK7 clivado com EcoR | 10, DNA
brasilense FPZ2 clivado com EcoR |. 08 numeros 3,

sfio 08 perfis de hibridizac8o correspondentes

aos perfis eletroforéticos 2, 4, 6, B e 10, respectivamente.
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e EcoR | de 65,25 e de 26,83 kpb do plasmideo pMAK?
hibridizaram Intensamente com o0 gene nifB de H. seropedicae
(Figura 13), sugerindo que esse gene estéd presente no
plasmfdeo PpMAK7. Por outro lado, 0 gene nt fB de
H. seropedicae hibridizou fracamente com o0s fragmentos
Bel |1 de 6,00 kpb e Sal | de 4,96 e 22,22 kpb, sugerindo
que o0 gene estd oprincipaimente localizado nos fragmentos

Sal | de 3,18 kpb, Bgl 11 de 16,80 kpb e EcoR | de 5,25 kpb.

3.3.7 Regil8es do pMAK7 hom6logas ao operon nifHDK de

A. brasilense

A hibridizac8o com o DNA-sonda dos genes nifHDK de
A brasilense somente fol visuallzada em uma banda
eletroforética correspondente a 6,70 kpb de clivagem EcoR |
do DNA total de A brasilense FP2. Nfo houve hibridizaclo do
DNA-sonda com qualsquer fragmentos do plasmideo PpMAK7,
Iindicando que 08 genes estruturals do sistema de fixac8o de
nitrogénio, nt FHDK, n¥o estlo presentes no Iinserto do DNA

circular.

3.3.8 Caracterlizac8o preliminar do conteldo génico do

plasmideo pMAK7

Comprovada & presen¢ca dos genes nif4 e ntfB,
buscou-se averliguar se outros genes integrantes do sistema
de fixac80 de nitrogénio estariam presentes no Inserto do
plasmideo pMAK7.

0O plasmideo pMAK7 fol transferido por conjugacéo de
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Figura 13. PERFIS ELETROFORETICO E DE HIBRIDIZAGKO DO
PLASMIDEO pMAK7 COM 0 DNA-SONDA nt fB DE
H. seropedicae

0s produtos de <clivagem dos DNAs plasmidial e
cromossomal foram submetidos a corrida eletroforética em gel
de agarose 0,8% conforme o descrito em Materials e Métodos
(item 2.16.2). 0 DNA-sonda do gene nifB de N  seropedicae
fol marcado n8o-radioativamente com digoxigenina 11-dUTP., 0s
produtos de restrigdo foram transferidos para membrana de
nylon Hybond-C e submetidos a hibridizac8o. Ap6s a colorac¢8o
do material, a membrana foi fotografada. Distribui¢do dos
fragmentos: 1, "1 kpb ladder™; 2, DNA total de A brasilense
FPE2 clivado com EcoR |. 4, pMAK7 <clivado com Bgl 1. 8,
pMAK7 c¢livado com Sal |. 8, pMAK7 clivado com EcoR i 08
nimeros 3, 5, 7 e 9 s#o o0s perfis de hibridizac8o
correspondentes aos perfis eletroforéticos 2, 4, 6 e 8.
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E. colti MC10681 (pMAK7) para 08 mutantes A. brasilense FP8 e
FPS (ntrC™ ). 0s transconjugantes 4. brastlense FPB (pMAK7) e
FPS (pMAK7) n8o apresentaram compiementac8o genética da
mutac8lo, sugerindo a auséncla desse gene no plasmideo pMAK7.
0 plasmlideo pMAK7 fol também transferido para o
mutante de 4. brastlense estirpe FP3 (ni fHDK ) por
conjugac8o. N&o houve compiementaclo genética, sugerindo a
auséncla desses trés genes estruturals no Inserto de pMAK7 e
confirmando os resultados obtidos na hibridizacdo.
Experimento semelhante fol reallzado com o0 mutante
A brasilense FPE (protefna FeMoco ). A incapacidade de
crescimento dlazotréfico também se manteve nesses mutantes.
A presen¢a do plasmideo pMAK7 nos transconjugantes de
cada estirpe mutante de A brasilense fol comprovada através
de eletroforese em gel de agarose O0,6% <(Figura 14). O0s
resultados sugeriram que, dos genes testados, somente nifd e

nifB estlo presentes no plasmideo pMAK7.

3.9 REGULAGAO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

3.4.1 Efelto dos fons amdnio sobre a atividade da

nitrogenase

A adi¢lo de NH: (2mMm final) a culturas fixando
nitrogénio em melo NFbHPG provocou completa Inibiglo da
atividade da nitrogenase na estirpe selvagem, FP2, e no

transconjugante 4. brasilense FP10 (pMAK7) <(Figura 15).
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Figura 14. PERFIL ELETROFORETICO DOS TRANSCONJUGANTES DE
A. brasilense CONTENDO O PLASMIDEO pMAK7

As culturas dos transconiggan}gs de A brasilense
foram crescidas em melo NFbHPN Sm Tc e a . de E. coli
MC10681 (pLAFR3) e MC1081 (pMAK7) em melo LB Tc (ltem 2.3).
0 perfil eletroforético dos plasmideos foli determinado em

gel de agarose 0,8% ap6s Isolamento pelo método de |ise
alcalina (18) como descrito em Materiais e Métodos (item
2.16). Distribuicdo das estirpes: 1, E. coli MC1061

(pLAFR3). 2, E. coli MC1061 (pMAK7) 3, A brasilense FP3
(pMAK7): 4, A brasilense FPE (pMAK7):. 5, A. brasilense PF8
(pMAK7):. 6, A. brasilense FPS (pMAK7):. 7, E. coli MC1081
(pMAK7). 8, E. coli MC10681 (pMAK7).
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Figura 15. EFEITO DE NH: SOBRE A ATIVIDADE DA NITROGENASE
DO TRANSCONJUGANTE 4. brasilense FP10 (pMAK7)

As células foram cresclidas em melo NFDHPG até

D°s4o am &M torno de 2 e ensaladas para &a atividade da
nitrogenase (ver Item 2.12). A seta Indica o0 momento da
adig8o de Nﬂ4cl c2 mM final). Simbolos: o , frasco

controle contendo cultura de 4. brastilense FP2: & , cultura
de A. brasilense FP2 & qual fol adiclonado NH Cl aos 40 min
de ensalo: v ., frasco controle contendo cultura de
A brasilense FP10 (pMAK7): & , cultura de A brasilense
FP10 (pMAK7) & qual fol adiclonada NH4CI aos 40 min de
ensalo.

As amostras da fase gasosa foram coletadas nos tempos

Indicados.
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Entretanto, a adi¢8o de amdBnla em baixas concentrag¢les
(0," mM final) a culturas de A brastlense FP2 e de
A. brasilense FP10 (pMAK7) causou Inibi¢8o reversivel da
atividade nitrogenésica (Figura 16). As estirpes
apresentaram diminui¢lo da atividade da nitrogenase durante
20 min ap6s a adi¢cdo de ambnia. Apés a ambnia ter sido
esgotada do meio, a atividade da nitrogenase retornou & sua
velocldade Iniclal. Tanto o transconjugante quanto a estirpe
selvagem voltaram a fixar nitrogénio, aproximadamente 30 a
40 min ap6s a adi¢clo de amdnila. Esse transconjugante
apresenta, portanto, o0 mesmo perfil de resposta da
nitrogenase que 0 observado para a estirpe selvagem.

0s transconjugantes de 4. brastlense FP10 com
plasmideo contendo gene nif4 de A brastilense (pMAK1 ou
pPMAK7) e A brasilense FP2 foram Incapazes de filxar
nitrogénio em presenca de amdnia (10 mM), enquanto o
transconjugante com plasmideo contendo gene nifdS de
K. pneumontae (pCK3) apresentou desrepress8o parclal da
nitrogenase nas mesmas condi¢les (Tabela 10). Esses
resultados sugeriram que o gene nif4 contido nos plasmideos
PMAK1 e PMAK7 n#8o é expresso constitutivamente, pois esté
sob regulac8o de outros genes envolvidos na flxaclo de

nitrogénio.

3.4.2 Efelto da temperatura sobre a atividade da

nitrogenase

A atividade da nltrogenase fol determinada nos
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Figura 18. EFEITO REVERSIVEL DE NH: SOBRE A ATIVIDADE DA
NITROGENASE DO TRANSCONJUGANTE A. brastlense

FP10 (pMAK7)

As células foram crescidas em melo NFDHPG até

00540 nm &M torno de 2 e ensaladas para atividade da
nitrogenase (ver Item 2.12). A seta Indica 0 momento da
adlc8o de NH, CI (0,T" mM final). Simbolos: O , frasco
controle contendo cultura de A brasilense FP2: vy ,

cultura de A brastlense FP2 & qual fol adiclionada NH G| aos
40 min de ensalo: A , frasco controle contendo cultura de
A brasilense FP10 (pMAK7): m , cultura de A brasilense
FP10 (pMAK7) & qual fol adiclonada NH CI aos 40 min de
ensalo.

As amostras da fase gasosa foram coletadas nos tempos

Indicados.
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TABELA 10: DETERMINAGZDO DA INFLUBNGIA DA AMONIA SOBRE
ATIVIDADE DA NITROGENASE DOS TRANSCONJUGANTES DE
A brasilense FP10.
Atividade Especlfica da Nitrogenase
Estirpe de (nmoi C_H, .min"2.ma protefna ?)

A brastlense

- NH4CI + NH4Cl
FP2 8,6 ZERO
FP10 ZERO ZERO
FP10 (pMAK1) 10,5 ZERO
FP10 (pMAK?7) 8,5 ZERO
FP10 (pCK3) 5,8 0,35

0s organismos foram crescidos em melo NFbHP semi-séiido na
presen¢a ou na auséncla de NH4C| (10 mM) a 30°C, sem
aglitaclo, por 24 horas. As estirpes foram crescidas em
duplicata e a atlividade da nitrogenase determinada como

descrito em Materlials e Métodos (item 2.12).
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transconjugantes A brastlense FP10 (pMAK1 e PMAK7)
crescidos a 30°C ou a 37°C. Estes transconjugantes,
apresentaram, atividade nlitrogenésica semelhante dquela
observada na cepa selvagem (FP2) em ambas temperaturas
(Tabela 11). Entretanto, o0 transconjugante A brasilense
FP10 (pCK3), que <contém plasmideo com o0 gene nif4d de
K. pneumoniae somente cresceu diazotroficamente e flixou
nitrogénio a 30°C, como demonstrado previamente (182). O0s
resultados sugeriram que héd dlferencas entre 08 produtos

NifA dos dois microrganismos.

3.5 COMPLEMENTAGX0 DO MUTANTE nifB DE K. pneumoniae

(50581) PELO PLASMIDEO pMAK?7

0 mutante nifB” de K. pneumoniae 50581 (nifB ) fol
transformado em presenc¢a de CaCI2 com o plasmideo PpMAK7
purificado pelo método da lise alcalina e plaqueado em melo
LA contendo Tc*°.

A frequéncia de transformac8o fol de 3 . 10 °.

Somente duas coldnias de K. pneumoniae 50581 (pMAK7)
foram obtidas. Uma dessas colbnias resistentes a Tc fol
testada e apresentou capacidade de fixar nitrogénio em melo
NFDM anaer6bico (Tabela 12), sugerindo a presenca do gene
nifB no plasmideo pMAK7.

A presenca do plasmideo pMAK7 fol confirmada através

da eletroforese em gel de agarose 0,B8% (dado n8o mostrado).
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Tabela 11: DETERMINAGXO DA ATIVIDADE NITROGENASICA DOS
TRANSCONJUGANTES DE A. brastilense A DIFERENTES
TEMPERATURAS.

Atividade Especl/fica da Nitrogenase

1 1

Estirpe de (nmol C_H, .min " .mg protefna )

A brasilense

30°C 37°C
FP2 16,5 15,7
FP10 ZERO ZERO
FP10 (pMAK1) 7,4 7.1
FP10 (pMAK7) 7.2 9.2
FP10 (pCK3) 8,7 ZERO

0s organismos foram crescidos em meio NFbHP semi-séiido (ver
item 2.7) e ensalados para a reducfo de acetileno (ver |Item
2.12) apbés @24 horas de crescimento. O0s ensalos foram
reallzados em duplicata, nas temperaturas indicadas.
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TABELA 12: COMPLEMENTAGXO0 DO MUTANTE DE K. pneumontae

(50581)

Estirpe de Atividade Especlifica da Nitrogenase
K. pneumont ae (nmol czH‘.mln".mg protefna )
50581 ZERO (0%)

50581 (pMAK7) 1,8 (17,79%)
M5a1 10,12 (100%)

0s organismos foram crescidos em meio NFDM Ifquido a 30°C e

ensalados para a reduc8o de acetilieno conforme descrito em
Materials e Métodos (itens 2.7 e 2.12).



4 DISCUSSAD

0 Isolamento de mutantes deficlientes nos genes nif e
ntr é extremamente importante para a compreenséo da
fislologla da fixac8o de nitrogénio. Mutantes nifd , Isto é,
deficlentes no gene regulador positivo do sistema especlifico
de fixac8o de nitrogénio, tém sido 1Isolados em diversos
organismos. Merrick e colaboradores Isolaram 0S mutantes de
Kl ebsiella pneumoniae UNF1138 e UNF2047 através de
mutagenizac¢éo sftio-dirigida com o8 transposons Tn7 e 7Tni10,
respectivamente (166). Por esta técnica, foram também
isolados mutantes nifd em Bradyrhizobium japonicum  AS
(227), Rhizobium meliloti RM13549 (229) e RM4000 (121) usando
o transposon Th5. Pedrosa e Yates (1884) isolaram um mutante
nifA de A brasilense (FP10) ap6és mutagenizac¢éo com
nitrosoguanidina (192). 0 mutante de A brasilense FP10 fol
caracterizado como nifd (181, 192) por reverter ao fendtlpo
NIf* quando compiementado pelo gene nif4 de K. pneumoniae,
contido no plasmideo pCK3 (182, 183). Em vista disto,
utillzamos o mesmo mutante, A. brasilense FP10 (nifd4 )
(192), para lsolar o gene ntf4 de A. brasilense.

A conjugac8o de um banco gendmico, representativo do
DNA total de um organismo com mutantes, por sua vez, tém
sido multo utilizada como estratégia para o0 isolamento de

clones capazes de complementar mutacles especfficas (183).
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Recentemente, esta estratégia fol wutillzada em nosso
laboratério a fim de isolar (i gene nifA de
Herbaspirillum seropedicae (183), que fol posteriormente
subclonado, mapeado e seqlenciado (221). Utilizando a mesma
estratégia, obtivemos oito transconjugantes diazotréficos
como resultado da conjugaclo de 4. brasilense FP10 com o
banco genfmico de A brasilense FP2 mantido na estirpe
E. colt DHS (pLAFR3 :: DNA de A brasilense FP2) (Tabela 94).
0s plasmideos recombinantes contidos nesses transconjugantes
foram denominados pPMAK1 a pMAKS.

0s plasmideos pLAFR3 e pR68.45 sfo incluldos no mesmo
grupo de incompatiblliidade plasmidial, IncP-1, provaveimente
competindo entre si pelo mesmo sftio de lligac8io da membrana
durante a replicac8o e, portanto, 0s dols DNAs <clrculares
estlo Impossibilitados de coexistir na mesma célula (104),
principailmente pela Imposi¢clo de press8o seletiva para
permanéncia de um  deles. 0s transconjugantes de
A. brasilense FP10 (pMAKS) perderam completamente a
capacldade dlazotréfica quando estes plasmideos (pMAKs)
foram eliminados pelo plasmideo pRBB.45 (Tabela 5). A
capacidade dilazotr6fica dos transconjugantes fol confirmada
como decorrente da presen¢ca do Inserto no plasmideo, pois a
revers8o ao fen6tipo NIf com pREB.45 n¥o deverla ocorrer
caso o carécter diazotréfico fosse decorrente de reversdo do
mutante nifA. Este resultado confirmou que o carécter
dlazotr6fico dos transconjugantes era proporcionada pelos
plasmideos recombinantes, pLAFR3 contendo Inserto do DNA

total de 4 brasilense fP2, e que estes plasmideos eram
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oriundos do banco gendmico contido na estirpe E. coli DHS
(Figura 3)., A perda da atividade nitrogenésica fol
decorrente da entrada do plasmideo pR68.45 nas células, a
qual ocaslonou a eliminac8io dos plasmideos recombinantes do
PLAFR3 (Flguras 4, 5 e 6). As flguras 4, 5 e 6, porém,
mostraram que o0s plasmideos recombinantes estdo na mesma
altura que um concatémero de 44 kpb do vetor PpLAFR3.
0s plasmldeos recombinantes apresentaram um  tamanho
intermediério entre o do plasmideo pR6B.45 (aproximadamente
60 kpb) e o do plasmideo pLAFR3 sem Inserto (22 Kkpb), que
migra junto com o DNA cromossomal. As formas concatémeras
representam a assoclaclo de moléculas circulares de DNA e
so comumente verificadas de acordo com as condig¢les de
conservacio do DNA ou das concentracles de antibidticos
utillzadas para o crescimento das bactérias das quals s#o
Isolados (160).

0s plamideos pMAKs dos transconjugantes  foram
isolados e wutlillizados para transformar E. colt MC1081.
Quando os transformantes E. coli MC10617 (pLAFR3 :: DNA total
de A brastilense FP2) foram conjugados com o0 mutante
A brastilense FP10 (nifd” ), a atividade nitrogenésica dos
transconjugantes obtidos, FP10 (pMAKI a PMAK7) fol
totaimente recuperada (Tabela 5) e 0 crescimento
dlazotr6fico em melo semi-séliido Iivre de N-fixado fol
novamente observado. Além disso, todos 0S8 transconjugantes
diazotréficos apresentaram resisténcla a tetraciclina,
conferida pelo vetor, e a presenca fisica dos plasmideos

pMAKSs. A restaurac¢8o do fendtipo le*, simulténea com a
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aquisigho de resisténcla a tetraciclina pelos
transconjugantes, praticamente elimina a possibiliidade de
reversdo da mutac8o do gene nif4. A frequéncla tebrica para
mutac&o simulténea em dols genes & de aproximamdamente 10 °

- 10-12

(148) o que é Improvével. Portanto, a compiementaclo
da mutac8o somente fol possivel pela presenca do plasmideo
adequado nos transconjugantes, contendo o elemento genético
capaz de fornecer um alelo n8o mutado e/ou ativo. Desta
forma, conciufmos que 0 gene ntf4 estd presente nos Insertos
dos plasmideos pMAK1 a pMAK7, uma vez que foram capazes de
complementar o mutante nifd4  de A. brasilense, FP10.

A atividade nitrogenésica dos transconjugantes, apés
crescimento em meio NFbHP semi-s6lldo sem fonte de
nitrogénio fixado, mostrou-se com valores muito discrepantes
de um transconjugante para outro (Tabelas 4 e 5). A
discrepéncia nos niveis de atividade nitrogenésica observado
pode ser atribufda a diferencas: a) entre os plasmldeos,
b) entre as céluias hospedeiras ou c) entre as células
(estdgios de crescimento) no momento do ensalo da
nitrogenase. 0s transconjugantes apresentaram atividade
nitrogenédsica semelhante dquela da estirpe selvagem, quando
cresclidos em melo  NFbHPG Ifquido, suplememtado com
giutamato, iIndicando n#o haver diferenca na expresslo do
gene nif4 dos plasmideos PpMAKS entre siI e com o0 gene
cromossomal e exclul também  possivelmemte eventuals
diferengas entre as células hospedeiras (FP10). As
diferencas observadas em melo semi-séllido possivelmente

ocorreram devido a dliferencas flsloldgicas (estdgio de
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crescimento) no momento do ensalo da nitrogenase.

0s plasmlideos pMAK1 - pMAK8 foram isolados de E. colf
e clivados por enzimas de restri¢8o, identificando-se <clinco
grupos de plasmideos: |- pMAK1 e pMAK3, I1- pMAKZ e PpMAK7,
lii- pMAK4 e pMAKS, IV- pMAKB e V- pMAK8B. 0 Isolamento dos
plasmideos a partir de E. colt faclllitou a Interpretac8o dos
resultados de clivagem, pols esta estirpe de E. coli é recd
e néo contém qualquer plasmideo. Ao contrério, a espécie
A. brastlense possui quatro plasmfdeos naturals (B3), os
quals poderiam contaminar as preparacles dos plasmideos
recombinantes pMAK1 - pMAKB. Em vista disso, optou-se por
trabalhar com E. coli, a fim de evitar que o perfil de
clivagem dos plasmideos naturals de A brastlense se
confundisse com o perfll de <cllvagem dos plasmlideos de
Iinteresse.

0 plasmideo pMAK7 fol escolhido para anéllise mais
pormenorizada por apresentar os fragmentos EcoR | de
5,25 kpb (Figura 8 e Tabela 6) e Sal | de 2,19 kpb (Figura 9
e Tabela B) também presentes em quatro outros plasmfdeos
recombinantes (pMAK1, pMAK2, pMAK3 e PpMAKB), bem como o
fragmento Sal | de 2,59 kpb presente em todos os plasmlideos
pPMAKs (excetuando o pMAKB). Estes trés fragmentos poderiam
conter o gene nitfA, por aparecerem repetitivamente nos
diversos plasmideos dos transconjugantes, mas ausentes no
plasmideo pMAK8B que €& Incapaz de complementar o mutante
FP10, bem como no vetor pLAFR3. A banda representativa do
fragmento de 2,58 kpb da clivagem Sal | fol considerada a de

malor probabilidade de conter o gene nif4 por estar presente
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em todos 08 plasmideos recombinantes presentes nos
transconjugantes diazotr6ficos. Outro fragmento Sal I, de
3,16 kpb, também estava presente em outros cinco plasmideos
(excetuando pMAK4 e pMAKS), bem como no transconjugante
Incapaz de apresentar atividade nitrogenésica (pMAKS),
Iindicando n8o ser um fragmento de Interesse para a
compiementac8o do mutante FP10. 0s fragmentos de 1,79 e
1,36 kpb da clivagem Bgl || / Hind 111, apesar de presentes
na maloria dos transconjugantes, foram encontrados também no
plasmideo pMAKB, sugerindo n8o conterem o0 gene nifd. A
clivagem Hind 111, por sua vez, n8o permitiu conclusfes
quanto & possfivel localizag8o do gene ntf4, por gerar apenas
um a dois fragmentos de grande tamanho.

0 pMAK7 apresentou um Inserto de DNA de 4. brasilense
FP2 de aproximadamente 30,00 kpb (Tabela 7). A locallzagéo
do gene ntfdA no inserto fol determinada por meio de
clilvagens com enzimas de restric8o em sistemas simpies e
assoclados e por hibridizagc8o com sondas nifAd-espec(ficas.

0 tamanho dos produtos de cllivagem do pMAK7 fol
estimado e wutillzado na montagem do mapa de restrigéo
(Figura 10). Assim, o fragmento EcoR | de 15,82 kpdb fol
posiclionado ao ladg do fragmento EcoR | de 5,25 kpb em
decorréncla de resultados de clivagem parclial que Indicaram
a presenca de um fragmento EcoR | de aproximadamente
21,00 kpb. Esta determinacéo fol confirmada pelos resultados
obtidos com sistemas de restri¢do composta. O fragmento
EcoR | de 5,25 kpb entretanto, n8o apresentou sftios de

cllvagem para quatro das enzimas utlilizadas, como constatado
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pela permanéncia de uma banda Intacta nessa regifio nos
sistemas de clivagem composta contendo EcoR |. Entretanto,
sftios Gnicos para Sal | e Bgl Il foram encontrados nesse
fragmento. A fim de estabelecer a posi¢lo relativa dos
fragmentos Bgl Il de 6,00 kpb e EcoR | de 5,25 kpb,
clivagens Bgl |1, EcoR | ou Bgl || / EcoR | foram anallisadas
através de eletroforese lenta e prolongada. Fol observado um
fragmento Bgl (1| / EcoR | ligelramente menor que 0 de EcoR |
de 5,25 kpb e outro llgeiramente menor que o de Bgl 11 de
6,00 kpb, sugerindo que um dos sftios de reconhecimento
Bgl 11 do fragmento de 6,00 kpb estéd no Interior do
fragmento EcoR | de 5,25 kpb, a poucos pares de base da
extremidade. A localizac8o dos fragmentos EcoR | de 1,62,
1,62, 1,39 e 0,83 kpb fol determinada pela andlise de
cllivagens parcials com a enzima EcoR |. A posi¢lo relativa
dos fragmentos fol obtida pela anélise combinatéria de
fragmentos totalimente clivados que resultassem nos
fragmentos parcliaimente clivados. A anédlise dos produtos das
clivagem EcoR | / Xho | confirmou a posic8o relativa desses
fragmentos.

A exlisténclia dos fragmentos Xho | de 0,20 e 0,28 kpb
fol sugerida pela anélise de fragmentos de cllivagem parclal
de 3,67 e 3,73 kpb, cuja cllivagem total leva ao aparecimento
de um Gnico fragmento de 3,47 kpb. Aqueles fragmentos né&o
foram visuallzados nas eletroforeses por serem multo
pequenos e, conseqlentemente, ficarem mascarados pelo
corante ou por se difundirem durante a eletroforese ou ailnda

por se encontrarem em baixas concentracfes. A presenca
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desses fragmentos Xho | foi confirmada pela anélise
combinatéria dos fragmentos EcoR | / Xho |. Convém lembrar
que a corrida eletroforética fol Interrompida antes que o0s
fragmentos menores fossem elufdos, permitindo a visuallzacdo
do fragmento de 0,20 kpb do padr&o "1 kpb ladder"™, mesmo
assim nenhum desses fragmentos Xho | (0,20 e 0,26 kpb) fol
observado. 0s fragmentos Xho | de 3,47 e 5,40 kpb foram
colocados ao lado do fragmento de 0,26 kpb devido ao
fragmento de aproximadamente 8,10 kpb visuallzado em
clivagem parcial. 0 fragmento Xho | de 43,75 kpb inclul o
plasmideo-vetor pLAFR3 e ambas extremidades do inserto, uma
vez que n8o héd sftio Xho | no vetor (223) e as extremidades
contém sf{tios hibridos Sau3A | / BamH |.

0s fragmentos de 1,79 e 1,36 kpb da cllvagem
Bgl 1| / Bind 111 foram determinados como Integrantes do
PLAFR3, visto estarem presentes em todos o0s plasmideos
recombinantes anallisados, PMAK1 a pMAKS. 0s fragmentos
Bgl 1| e Bgl 11 / Hind 111 correspondem ao sfitio X cos e ao
fragmento contfgquo, respectivamente. 0 mapa flsico do
plasmideo pMAK7 (Figura 10) apresentou a locallzag¢8do dos
sitios de restri¢8o na regl8o do vetor PpLAFR3 em perfelta
concorddnclia com aquela publicada pelos construtores do
plasmideo-vetor (223).

A hibridlizag8o efetuada com o DNA-sonda contendo O
dominio central do gene nif4 de H. seropedicae mostrou que 0
gene nif4A de A brastilense poderia estar integraimente
contido em fragmento EcoR | de 5,25 kpb, presente tanto no

plasmideo pMAK7 quanto no DNA cromossomal de A brasilense
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FP2 (Figura 11).

Por outro lado, a hibridizacéo com a por¢lo
C-terminal do nif4 ocorreu nos fragmentos EcoR | de 5,25 e
26,83 kpb, Indlcando a possibilidade de um sf(tio de cllivagem
para a enzima EcoR | no Interior do gene nif4 (Figura 12).
Desta forma, o fragmento de 26,63 kpb provavelmente conteria
a por¢lio final do gene, além de conter o0 vetor. A
hibridizac8o desse DNA-sonda nif4 ocorreu Iintensamente com
os fragmentos EcoR | de 5,25 kpb, Bgl Il de 16,80 kpb e
Sal | de 2,58 kpb e mals fracamente com 08 fragmento EcoR |
de 26,63 kpb, Bgl || de 6,00 kpb e Sal | de 3,18 kpb,
sugerindo hibridizaclo Inespecl/fica para o0s UGltimos trés
fragmentos. Esse experimento mostrou que grande parte do
gene ntf4 estéd locallzado no fragmento EcoR | de 5,25 kpb,
contido no fragmento Bgl |11 de 16,80 kpb. A banda de baixa
intensidade observada no fragmento EcoR | de 26,683 kpb
poderia ser decorrente de: 1) uma pequena porc8o do gene
nifA contida nesse fragmento: 2) hibridiza¢des inespecificas
ou 3) balxa homologla como geralmente observado em
hibridizacBes Interespecificas. A Gitima hipltese impiicaria
em balxa Intensidade de hibridizac8o também nos fragmentos
Bgl |1 de 16,80 kpb e EcoR | de 5,25 kpb. As bandas de fraca
Intensidade foram consideradas Inespec/ficas e nfio afetaram
nos resultados finals da anélise das hibridizacBes.

Hibridl2zac8o com a sonda nifB de H seropedicae
ocorreu Intensamente com os fragmentos EcoR | de 5,25 e
26,83 kpb, Bgl 11 de 16,80 kpb e Sal | de 3,16 kpb e

fracamente com o fragmento Bgl || de 6,00 kpb (Figura 13). A
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hibridizacdo com o fragmento Bgl |l de 6,00 kpb fol
considerada Inespec(fica por apresentar |ntensidade multo
baixa. A alta intensidade da mancha na regifio EcoR | de
26,83 kpb Indicou homologlia verdadelra, possiveimente devido
& presenga do fragmento EcoR | de 5,25 kpb n#8o <clivado. A
regl8o correspondente ao fragmento EcoR | de 286,63 kpb
parece conter também os fragmentos de 15,62 e 5,25 kpb nlo
clivados e a correspodente ao fragmento Bgl 11| de 27,20 kpb
provaveimente contém os fragmentos de 6,00 e 16,80 kpb nélo
clivados.

As hibridizacles efetuadas com os DNAs-sonda dos
genes ntf4 e nifB de H seropedicae comprovaram & presencga
desses genes no Inserto do PMAK7. A presenca desses genes no
fragmento EcoR | de 5,25 kpb mostrou que, em 4. brasilense,
0 gene nifB se encontra muito préximo do gene ntfA4, como
ocorre em H. seropedicae e K. pneumoniae.

0s resultados de hibridizagéo confirmaram a
locallza¢8o preliminar dos diversos fragmentos proposta no
mapa fisico de restri¢c8o do pMAK7. A determinac8o do tamanho
dos fragmentos permitiu-nos verificar quals 08 pedacos de
DNA que se ladelam no Inserto Intacto. Este aspecto deve ser
observado pols as hibridiza¢Bes ocorreram, algumas vezes,
com mais de um fragmento de ONA cllvado, fato que sé
permitiria a funclonalidade dos genes se estes fossem
contfguos.

0s resultados permitiram a locallza¢c8o de grande
parte dos genes nif4 e nifB nos fragmentos EcoR | de

5,25 kpb e Bgl 11 de 16,8 kpb. 0s genes nif4 e nifB estéo
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locallzados, portanto, no fragmento EcoR | de 5,25 kpb,
embora a extremidade N-terminal ou promotor do gene nifd
possa estar no fragmento de 15,62 kpb. 0 plasmideo PpMAKS,
apesar de ser incapaz de complementar 0s mutantes nif4  de
A brasilense (FP10), possiveimente contém o gene nifB pois
possui o fragmento Sal | de 3,16 kpb (Tabela 6), 0 qual esté
presente no plasmideo pMAK7 e que hibridiza com o DNA-sonda
contendo o gene nifB.

A presenga do gene nifB e a averiguac¢fio de sua
funcionallidade foram confirmadas através da transferé&ncla do
plasmideo pMAK7 para o mutante K. pneumoniae 50581 (nifB ).
A presenca do plasmideo pMAK7 nos transformantes, apés
confirmada eletroforeticamente Indicou ser suficlente para
complementar a mutac8o. A complementagéo, entretanto,
atingiu nfvels de aproximadamente 18% da atividade
nitrogendsica observada para a estirpe selvagem de
K. pneumoniae M5al (NIf ). 0 balxo nfvel de complementag8o
do mutante nifB de K. pneumontiae (50581) pelo gene nifB de
A brasilense é possiveimente devido a diferencas
interespec/ficas entre 08 produtos dos genes nifB e seus
possfivels sftios de Interac8o ou ainda a diferencas entre 08
produtos dos genes ativadores (NifA) da transcri¢8o do gene
nifB. A homoliogia Interespecifica foi, porém, suficliente
para resultar em significativa capacidade diazotréfica em
rela¢8o dquela observada no mutante K pneumoniae 50581
(nifB ). 08 resultados (Tabela 12) mostraram que o gene nifB

estéd presente e ativo no plasmideo pMAK7.

A fim de Investigar a presenga de outros genes nif
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e/ou de genes reguiatérios envolvidos na fixacho de
nitrogénio no plasmideo pMAK7, o DNA circular fol submetido
& hibridizac8o com o DNA-sonda contendo o operon nifHDK de
A brasilense. N&0 houve qualquer hibridizac8o, apesar do
emprego de genes ni FHDK da mesma estirpe de A brastilense,
As condicbes de hibridizacdo foram de alta estringéncia com
0 Intuito de possibilitar a detec¢cdo de seqUéncias de DNA
altamente hom6logas aos genes nifHDK de A. brasilense. A
hibridizac8o poderia ser considerada obrigatéria se 0s genes
estivessem presentes no Inserto, mesmo sob condigles de alta
estringénclia, visto que o DNA-sonda dos genes nifHDK e o
Inserto contido no plasmlideo pMAK7 s&o de mesma origem. O
elevado grau de homologia Interespecifica que 0S8 genes
ni fHDK apresentam n8o permitiria wexplicar a ausénclia de
hibridiza¢8o como advinda de erros nas condig¢des de
estringéncia empregadas. Dessa forma, concluimos que o0s
genes nt fHDK nfio estéo presentes no plasmideo pMAK?7.

0 plasmideo pMAK7 fol Incapaz de complementar a
mutac8o nifHDK  presente em A brasilense estirpe FP3,
confirmando a auséncia destes genes no PMAK7, como
previamente revelado pelos experimentos de hibridizaclo com
a sonda especifica.

Da mesma forma, o plasmideo pMAK7 fol Incapaz de
complementar 08 mutantes ntrC de 4. brasilense FP8 e FP3 o
que sugeriu a auséncia do gene ntrC nesse plasmideo. O0s
mutantes FPB e FP3 foram classiflicados como mutantes
regulatérios ntrC  (192) por serem complementados pelo gene

ntrC de K. pneumoniae contido no plasmideo PpGE10 ou pelo
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gene ntf4 de K. pneumoniae expresso constitutivamente no
plasmideo pCK3 (78, 192). 0 gene nifAd s6 é capaz de
complementar mutacles ntrC" (142, 183) quando expresso
constitutivamente uma vez que sua expresséo é regulada pela
protefna NtrC (163).

0s resultados sugeriram semelhan¢as na organizac¢éo
ntf de A brasilense e K. pneumoniae aonde 0s genes
reguladores especificos (nifd e ntfL) do sistema n8o se
encontram agrupados aos genes do sistema geral de vregulagéo
do metabolismo de nitrogénio (ntrC, ntrd4d e ntrB). Por outro
lado, nossos resultados confirmaram que, contrariamente ao
verificado para K. pneumoniae, 0SS genes nifd e nifB de
A. brastlense nfo estlio préximos ao operon ni fHDK (76).

A estirpe A brasilense FP10 fol recentemente
utilizada para Isolar o gene ntf4 de H. seropedicae. 0 gene
nif4 de H. seropedicae fol capaz de compliementar a mutacéo
daquela estirpe (221), Indicando homologla entre as duas
espécies, Iniclalmente Inclulfdas no mesmo gé&nero (8)., O0s
genes nifd4A e ni fB de H. seropedicae foram clonados, mapeados
e seqlencliados (221). Aqueles experimentos Indicaram a
possibilidade de utilizac8o dos genes nifd e nifB dessa
estirpe como DNAs-sonda para nossos experimentos de
hibridizag8o, bem como serviram como mals uma comprovacéo de
que a Incapacidade dlazotr6fica de A brasilense estirpe
FP10 é decorrente de mutac8o no gene nifA. Adicionalmente,
nossos resultados confirmaram a organizac8o0o contfgua dos
genes nifL, nif4 e nifB, 08 quais, por sua vez, encontram—-se

distanciados dos genes nifHDK, ntrC e ntrAB de A. brasilense
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(76), assemelhando-se & descrita anteriormente para
H. seropedicae (221).

0 mutante 4. brasilense FPE (FeMoco ) também nlo fol
compiementado pelo plasmideo pMAK7, sugerindo a auséncia de
outros genes, que ndo o nifB, envolvidos na sintese do
cofator. 0 gene nifB, por sua vez, apesar de envolvido na
blossintese do cofator, n8o fol <capaz de complementar o
mutante FeMoco de 4. brasilense sem a presenca de outros
genes (110, 201). A mutacdo de A. brasilense FP6E, nf8o bem
caracterlzada ainda, deve envolver outro gene responsével
pela blossintese do cofator que n8o o gene nifB.

0 transconjugante 4. brastlense FP10 (pMAK7) foi
testado para o crescimento em meio contendo NH Gl e
glutamato, apresentando crescimento semelhante ao da estirpe
selvagem. A adi¢8o de NH: a culturas de A brasilense
fixando nitrogénio causa Iinativacgélo reversfivel da
nitrogenase (109, 154, 206). A atividade da nitrogenase
desse transconjugante foil totaimente inibida por amdnia
("switch-off"), como observado para a estirpe selvagem
(FP2). Esses resultados indicaram que o carédcter de fixac#o
de nitrogénio nlo se expressou de forma constitutiva e que a
express8o do gene nifA4 contido no plasmideo pMAK7 estava sob
controle (Figura 15).

A Inibic8o da nitrogenase fol reversfvel sob balxas
concentragcdes de amdnla no transconjugante e na estirpe
selvagem de A. brastilense, FP2 ("switch-on™) (Flgura 16).
Essa iniblgéo ocorre por modificag¥o covalente da

protefna-Fe (38, 137, 138, 15¢), disparada pelos f{ons
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ambnio. Essa modificaclo € revertida quando a amdnia €
esgotada em decorréncia da assimilac8o metabblica pelas
bactérias. Observou-se que, tanto no transconjugante quanto
no tipo selvagem, a capacidade de flixar nltrogénio fol
recuperada no mesmo instante, Indicando uma mesma velocldade
de metabolizagc8o da amdnia (Figura 16).

0s transconjugantes de 4. brasilense FP10 (pMAK1 ou

PMAK7) n8o apresentaram atividade nlitrogendsica quando
crescidos em presenca de amdnia (10 mM) (Tabela 10).
Por outro lado, o transconjugante FP10 (pCK3), que contém
ntfA de K opneumoniae expresso constitutivamente (182),
apresentou atividade nltrogenésica menor em opresenca de
ambnla, mas alinda assim malor que a observada nos
transconjugantes 4. brasilense (pMAK1 ou pMAK7) nas mesmas
condi¢cdes. Esses resultados Indicam que o0 gene nif4 dos
plasmideos pMAKs est8o sob controle do promotor, n¥o se
expressando constitutivamente. Além disso, a expresséo
constitutiva do gene ntf4 carregado pelo plasmideo pCK3 n¥o
é suficiente para permitir nfvels welevados de fixaclo de
nitrogénio em presenca de amdnla, sem que mutagdes nos genes
ntrC ou nifL estejam presentes (142, 192).

Esta é a primeira descri¢clio da clonagem de um gene
nifA de A. brasilense, capaz de complementar o mutante nifA4
de A brasilense (FP10). AlIém disso, 08 transconjugantes
A brasilense FP10 (pMAK1) e (pMAK7) apresentaram atividade
nitrogenésica a 30°C e a 37°C (Tabela 11). Contrariamente, o
transconjugante A. brastilense FP10 (pGK3) apresentou

expressdo nif a 30°C, mas n8o a 37°C. A expressédo nif nos
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transconjugantes A brasilense FP10 (pCK3) n8o ocorre a 37°C
devido & termossensibilidade do produto do gene nif4 de
K. pneumoniae contido no plasmideo pCK3 (32, 182, @248). 0
produto do gene nifd de A brasilense, portanto, é
termoestdvel a 37°C. Investiga¢cBes quanto aos fatores
moleculares que conferem termoestablllidade ao produto do
gene nif4 de A. brasilense sfo de Interesse.

0s resultados apresentados permitiram comprovar a
existéncia do gene nifd em A brasilense estirpe FP2 bem
como algumas de suas propriedades fisiolbgicas. Experimentos
de subclonagem seriam de grande valla para complementar @&
locallzag8o dos genes nifd4 e nitfB no mapa flsico apresentado
na figura 10. Isolamos ainda diversos mutantes 4. brastlense
FP10 (pMAK7 nifA : Thn5) através de mutagenizaglo
sftio-dirigida com o transposon ™m5 : 20 (transposon
inserido no promotor do gene ltacZ), 0s quals devem ainda ser
caracterlizados quanto & posi¢c80 da Inser¢8o, permitindo a
delimitac8o das regifes Imprescindiveis para a atividade
génica do nifA. 0 seqUenciamento do gene nif4, bem como a
Inativac8o insercional por transposon poderiam facilitar a
ldentificac8o das seqUéncias dos genes nifd4 codificantes do

produto NIfA estdvel a 37°C.



5 CONCLUSBES

1 A restauraclo do fen6tipo NIF" do mutante
Azospirillum brasilense FP10 (nifd” ) fol possivel mediante a
complementa¢c8o genética pelos plasmldeos recombinantes
PMAK1-pMAK7.

2 0 plasmideo pMAK7 fol capaz de complementar a mutac¢do
nifB  de Klebsiella pneumoniae 50581. Por outro lado, o
plasmideo pMAK7 n&o fol capaz de complementar 0S8 mutantes
FP3, FPB e FP3 de A brasilense e, portanto, ¢é destituldo
dos genes ntfHDK e ntrC,

3 A presen¢a dos genes nifd e nifB fol confirmada em um
fragmento EcoR | de 5,25 kpb, através de hibridizacles com
DNAs-sonda de Herbaspirillum seropedicae.

4 0s transconjugantes A brasilense FP10 (pMAK1) e (pMAK7)
apresentaram repressfo da atividade nitrogenésica em
presenca de NH:, confirmando a presenga de promotor nif no
sistema de genes de fixacéo de nitrogénio desse
microrganismo.

5 0 produto do gene nifd4 de A. brasilense ao contrério do

de K. pneumontae € termoestével a 37°C.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 ALEF, K.:. ARP, D. J.. ZUMFT, W. G. Nitrogenase
switch-off by ammonia Iin Rhodopseudomonas palustris:
loss under nitrogen deficlency and Independence from
the adenylylation of glutamine synthetase. Arch.
Microbiol. , 130: 138-492, 1981.

c ANTHAMATTEN, D. & HENNECKE, H. ldentification and
functional analysis of fixlJ-11ke genes In
Br-adyrhizobium japonicum. In: GRESSHOFF, P. M.:
ROTH, L. E.:. STACEY, G. & NEWTON, W. E., eds.
Nitrogen Fixation: Achievements and Objectives,
Proc. Bth inti,. Congress Nitrogen Fixation.

Knoxvilile, GChapman and Hall, 1880. p.508.

3 APPLEBY, C. A. Leghaemoglobin and Rhizobium
respiration. Annu. Rev. Plant Phystiol. , 35:443-78,
1889.

9 ARNOLD, W., RUMP, A., KLIPP, W., PRIEFER, U. B. &
POHLER, A. Nucleotide sequence of a ¢24,206-base—-pair
DNA fragment carrying the entire nitrogen fixation
gene cluster of Klebstiella pneumoniae., J. Mol. Biol. ,
£03:715-38, 1988.

5 AUSTIN, S.: HENDERSON, N. & DIXON, R.
Characterization of the Klebstella pneumontiae
nitrogen—-fixation regulatory proteins NIfA and
NifL "in vitro". Eur. J. Biochem. , 187 :353-60,

18840.



6

10

1"

12

134

AUSTIN, S.. HENDERSON, N, & DIXON, R. A. Requirements
for transcriptional activation "in vitro” of
the nitrogen-regulated glnd and nifLA promoters
from Klebstiella pneumoniae: dependence on activator
concentration. Mol. Microbiol., 1: 92-100, 1987.

AUSUBEL, F. M.: BUIKEMA, W. J.: EARL, GC. D.;
KLINGENSMITH, J. A.. NIXON, B. T. & SZETO, W. W.
Organization and regulation of Rhizobium meliloti and
Parasponia Bradyrhizobtium nitrogen fixation genes.
In: EVANS, H. J., BOTTOMLEY, P. J. & NEWTON, W. E.,
eds. Nitrogen Fixation Research Progress. Dordrecht,
Martinus NijJhoff, 1885. p.165-71.

BACHHAWAT, A. K. & GHOSH, §S. Iron transport In
Azospirillum brasilense: Role of the siderophere
spirilobactin. J. Gen. Mcrobiol., 133: 17539-65,
1987.

BALDANI, J. 1.: BALDANI, V. L. D.: SELDIN, L.
& DOBERE INER, J. Characterization of
Herbaspirillum seropedicae gen. nov., a root-

assoclated nitrogen-fixing bacterium. Int. J. Syst.
Bacteriol. , 36: 86-93, 1986.

BARAK, R.: NUR, 1. & OKON, Y. Detection of chemotaxis
In Azospirillum brastilense. J. Appl. Bacteriol. , 54:
399-403, 18983.

BARAK, R.: NUR, I.: OKON, Y. & HENIS, Y. Aerotatic
response of Azospirillum brastlense. J. Bacteriol. ,
152 :843-499, 1982.

BASHAN, Y.:. LEVANOLY, H. & KLEIN, E. Evidence for weak
active external adsorption of AdAzospirillum brasil ense
Cd to wheat roots. J. Gen. Microbiol. , 132:3069-73,

1886.



13

14

15

18

17

18

18

20

135

BATUT, J.:. DAVERAN-MINGOT, M-L.: DAVID, M.. JAGCOBS, J.:
GANERONE, A. M. & KAHN, D. fixK, a gene homologous
with far and crp from Escherichia coli, regulates
nitrogen fixation genes both positively and
negatively in Rhizobium meliloti . EMBO J., 8:
1279-86, 19883.

BEIJERINCK, M. W. Azot obact er chroococcum als
Indikatorwan de vruchtbarrheld van den grond.
K. Ned. Akad. Vet. Versl. Gewone Vergad Afd.
Natuurkd. , 30:431-8, 1822.

BEIJERINCK, M. W. Uber ein Spirillum, welches
freien Stickstoffbinden Kann? Zentrabl. Bakteriol.
Parasitenkd. Infektionskr. Hyg. Abt. e, 63:353-9,
1925.

BERGERSEN, F. J. Oxygen and the phislology of
diazotrophic microorganisms. In: VEEGER, C. & NEWTON,
W. E., eds. Advances tn Nitrogen Fixation Research,
The Hague, Nijhoff/Junk Publishers, 1884. p. 171-80.

BETHESDA RESEARCH LABORATORIES. The catalogue of
products for molecular blology. Glasgow, 1888. 129 p.

BEYNON, J.: CANNON, M.: BUCHANAN-WOLLASTON, V. &
CANNON, F. The ntf promoters of Klebsiella pneumontiae
have a characteristic primary structure. Cell, 34:
665-71, 1983.

BIRNBOIM, H. & DOLY, J. A rapld alkaline extraction
procedure for screening recombinant plasmid DNA.
Nucl. Acid. Res. , 7:1513-25, 18978.

BISHOP, P. E.: JARLENSKI, D. M. L. & HETHERINGTON,
D. R. Evidence for an alternative nitrogen fixation
system In Azotobacter vinelandii. Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 77:7342-6, 1880.



2l

cee

23

24

25

cb

27

28

136

BISHOP, P. E.. JARLENSKI, D. M, L. & HETHERINGTON,
D. R. Expression of an alternative nitrogen fixation
system In Azotobacter vinelandit. J. Bacteriol. , 150
1244-51, 1882.

BODDEY, R. M.. BALDANI, V. L. D: BALDANI, J. 1.:
DOBEREINER, J. Effect of Inoculation of Azospirillum
on the nitrogen assimilation of field-grown wheat
Plant and Soil , 95:109-21, 19886.

BOEHRINGER MANNHEIM BIOCHEMICALS. Genlius nonradioactive
DNA labelling and detection kit. Indianapolis, s. ed.

nnp.

BoGuUSZ, D.: HOUMARD, J. & AUBERT, J-P. Electron
transport to nitrogenase In Klebstella pneumontiae,
Purification and properties of the nifJ protein. Eur.
J. Btochem. , 120:421-6, 1981,

BOLIVAR, F.. RODRIGUEZ, R. L.: GREENE, P. J.: BETLACH,
M. C.. HEYNEKER, H. L.: BOYER, H. W.. CROSA, J. H. &
FALKOW, S. Construction and characterization of new
cioning vehicles. Il A multipurpose cloning system.
Gene, 2:85-113, 1877.

BOYER, H. W. & AROULLARD-DUSSOIX, D. Complementation
analysis of the restriction and modification of DNA
in Escherichia colt. J. Mol. Biol. , 41 :4959-72, 19689.

BOZOUKLIAN, H. & ELMERICH, C. Nucleotide sequence of
the Azospirillum brasilense Sp7 glutamine synthetase
structural gene. Biochimie, 68:1181-7, 1886.

BOZOUKLIAN, H.: FOGHER, C. & ELMERICH, C. Cloning
and characterization of the £ind gene of
Azospirillum brasilense Sp7. Ann. Inst. Past eur

Microbiol. , 137B:3-18, 1886.



9

30

31

32

33

34

137

BRIGLE, K. E.. NEWTON, W. E. & DEAN, D. R. GComplete

Nucleotide Sequence of the Azotobacter vinelandit .
Nitrogenase structural gene cluster. @Gene, 37:37-49,
19865.

BRUIJN, F. J. De & AUSUBEL, F. M. The Cioning and

Characterization of the elnF (ntrd) gene of
Klebstiella pneumontae role In glnF (ntrd4) In the
reguiation of nitrogen fixation (nif) and other
nitrogen assimilating genes. Mol. Gen. Genet. , 192:
3492-53, 1883.

BRUIJN, F. J. De. PAWLOWSKI, K.. RATET, P.. HILGERT,

U.. WONG, C. H.: MEYER Z. A. H. & SCHELL, J.
Molecular genetics of nitrogen fixation by
Azorhizobium caul inodans 0RS5571, the diazotrophic
stem nodulation symbliotic of Sesbania rostrata. In:
BOTHE, H.: BRUIJN, F. J. de & NEWTON, W. E., eds.
Nitrogen Fixation: hundred years after. Proc, 7"
Iinti. Cong. on N=Nitrogen Fixation. Koin (Cologne),
18988. New York, Fisher, 1888. p.351-5.

BUCHANANN-WOLLASTON, V.. CANNON, M. C.: BEYNON, J. L. &

CANNON, F. C. The role of the nif4 gene product
In the regulation of nif expression In
Klebstiella pneumoniae. Nature, 294:776-8, 1881.

BUCK, M. Deletlion analysis of the Klebsiella pneumoniae

nitrogenase promoter: Importance of spacing between
conserved sequences around positions -12 and -29
for activation by nifd and ntrC (glnd) products.
J. Bacteriol. , 166:5495-51, 1886.

BUCK, M.. CANNON, W. & WOODCOCK, J. Transcriptional

activation of the Klebsiella pneumoniae nltrogenase
promoters may iInvolve ODNA loop formation,. Mol.
Microbiol. , 1:243-8, 1887.



35

36

37

38

39

410

11

42

138

BUCK, M.. KHAN, H. & DIXON, R. A. Site-directed
mutagenesis of the Klebstiella pneumoniae ntfL and
nifH promoters and "In vivo" analysis of promoter
activity., Nucl. Acids. Res. , 13:7621-38, 1985.

BUCK, M.:. MILLER, S.:. DRUMMOND, M. & DIXON, R. Upstream
activator sequences are present Iin the promoters of
nitrogen fixation genes. Nature, 320:3749-8, 1986.

BUCK, M.:. WOODCOCK, J.: GCANNON, W.. MITCHENALL, L. &
DRUMMOND, M. Positional requirements for the function
of nif-speclific upstream actlivator sequences. Mol.
Gen. Genet. , 210:140-1, 1887.

BUENO, R.: PAHEL, G. & MAGASANIK, B. Role of g£lnB and
£inD gene products in reguiation of the glnALG operon
of Escherichia coli. J. Bactertiol. , 164:816-22, 1885.

BUIKEMA, W. J.: KLINGENSMITH, J. A.: GIBBONS, S. L &
AUSUBEL, F. M. Conservation of structure and location
of Rhizobtum melilotti and Klebstella pneumontiae
nt fB genes. J. Bacteriol. , 169:1120-6, 1987.

BUIKEMA, W. J.:. SZETO, W. W.:. LEMLEY, P. V.. ORME-
JOHNSON, W. H. & AUSUBEL, F. M. Nitrogen fixation
speclfic regulatory genes o0f Klebstiella pneumontae
and Rhizobium meliloti share homology with the
general nitrogen regulatory gene ntrC of
Klebstella pneumoniae . Nucl. Acids. Res. , 13:4539-55,
1985.

BURTON, G. W. & INGOLD, K. U. gf-carotene: an wunusual
type of Iipid antioxidant. Science, 224 :589-73, 13984.

CANNON, F. C. Genetic studies with dlazotrophs. In:
BERGERSEN, F. J., ea. Met hods for evaluating
biological nitrogen fixation. England, John Wiley &
Sons, ARC Unit of Nitrogen Fixation. p.367-413, 1880.



43

44

45

46

47

48

138

CASADABAN, M. & COHEN, S. N. Analysis of gene control
signals by DNA fusion and cloning In
Escherichia coli. J. Mol. Biol. , 138:178-207, 1980.

CHEN, J-S.:. WANG, §S-Z. & JOHNSON, J. L. Nitrogen
fixation genes of Clostridium pasteurianum, in:
GRESSHOFF, P. M.: ROTH, L. E.: STACEY, G. & NEWTON,
W. E., eds. Nitrogen Fixation: Achievements and
Objectives. Proc. 8"  Inti. Congress Nitrogen
Fixation. Knoxville, Chapman and Hall, 18980.

p.483-80.

CHEN, Y-M.. BACKMAN, K. & MAGASANIK, B.
Characterization of a gene, £inl, the product
which 1is involved In the regulation of nitrogen
utilization In Escherichia coli. J. Bacteriol. , 150.
214-20, 1982.

CHISNELL, J. R.. PREMAKUMAR, R. & BISHOP, P. €E.
Purification of a second alternative nitrogenase from
a ni fHDK deletion straln of Azotobacter vinelandit,
J. Bactertiol. , 170:27-33, 1988.

CLARKE, L. & CARBON, J. A <colony bank <containning
synthetic GColE1 hybrid plasmids representative
of the entire E. coli genome. Cell, ©¢:81, 1976.

COLONNA-ROMANO, S.:. SCHLOTER, A.:. ARNOLD, W.: PUOHLER,
A. & PRIEFER, U. B. A Rhizobium leguminosarum bV,
viciae protein homologous to Eschertichia colt
Fnr I8 involved In regulation of nitrogen fixation.
In: GRESSHOFF, P. M.: ROTH, L. E.:. STACEY, 6. &
NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation: Achievements
and Objectives. Proc. Bth Intl. GCongress Nitrogen
Fixation. Knoxville, Chapman and Hall, 1880.

p.525.



48

50

51

52

53

54

55

140

CORDEWENER, J.:. HAAKER, H.. EWIJK, P. Van & VEEGER, C.
Properties of the MgATP and MgADP binding
sites on the Fe protein of nitrogenase from
Azot obacter vinelandit . Eur. J. Btochem. , 148:
493-508, 1985.

DAS, A. & MISHRA, A. K. Effect of yeast extract,
casamino aclds, pepton & varlous L-amino
acilds on growth & acetylene reduction In
Azospirillum brasilense. Indian J. Experim. Biol. ,
20:751-55, 1882.

DAS, A. & MISHRA, A. K. Utilization of fructose
by Azospirillum brasilense. Can. J. Microbiol. , 29:

1213-17, 1883.

DAVID, M.:. DAVERAN, M. L.. BATUT, J.: DEDIEU, A.
DOMERGUE, 0.: GHA, J.: HEDRTIG, C.: BOISTARD, P.
& KAHN, D. Cascade regulation of nif gene
expression In Rhizobium meliloti. Cell, 54:671-83,

1888.

DAY, J. M. & DOBEREINER, J. Physlological aspects of
Nz-flxatlon by a Spirillum from Digitaria roots.
Sotl. BPiol. Btochem. , 8:45-50, 1978.

DEISTUNG, J.: GCANNON, F. C.: CANNON, M. C.: HILL, 5. &
THORNELEY, R. N. F. Electron—-transfer to nitrogenase
in Klebstella pneumontae ni fF gene cloned and the
gene product, a flavodoxin purified., Biochem. J. ,
231 :743-53, 1885.

DeLEO, A. B. & MAGASANiIK, B. ldentification of
the structural gene for glutamine synthetase
in Kiebstella pneumoniae. J. Bacteriol. , 121 :313-39,
1975.



56

57

58

59

60

61

62

63

141

DILWORTH, M. J. Acetylene reduction by niltrogen-fixing
preparations from Clostridium pasteuritanum. Bi{ochem
Biophys. Acta, 127 :285-394, 1966.

DILWORTH, M. J.. EADY, R. R.. ROBSON, R. L. & MILLER,
R. W. Ethane formation from acethylene as a potential
test for vanadium nitrogenase "In vivo"., Nature,6 327:
167-8, 1887.

DITTA, G.. STANFIELD, S.. CORBIN, D. & HELINSKI, D. R.
Broad host range DNA cloning system for
gram—-negative bacteria: Construction of a gene
bank of Rhizobium meliloti. Proc. Natl. Acad. Sct.
UsA, 77:7347-51, 1880.

DITTA, G6.: VIRTS, E.:. PALOMARES, A. & KIM, C-H.
The nifA gene of Rhizobium melilott Is oxygen
requlated. J. Bactertiol. , 169:3217-23, 1987.

DIXON, R. A. Genetic reguliation of nitrogen
fixation. 1In: GCOLE, J. A. & FERGUSON, S., eds.
The nitrogen and sul phur cycles. Soclety for
General Microbiology Symposium 492. Cambridge,

Cambridge Univ. Press, 1887. p.49417-38.

DIXON, R. A. The genetic complexity of nitrogen
fixation., J. Gen. Microbiol. , 130:2745-55, 1884.

DIXON, R. A. & POSTGATE, J. R. Transfer of
nitrogen fixation genes by conjugation In
Klebsiella pneumoniae . Nature (London), &234:47-8,
1971.

DOUBEREINER, J. & PEDROSA, F. 0. Nitrogen-fixing
bacteria in nonleguminous crop plants. Madison,
Science Tech. Publishers, 188B7. 155p.



64

66

67

68

69

70

14¢

DRETZEN. G.: BELLARD, M.: SASSONE-CORSI, P. &
CHAMBON, P. A rellable method for the recovery of
DNA fragments from agarose and acrylamide gels.
Anal. Biochem. , 112:295-8, 1881.

DRUMMOND, M.. GLEMENTS, J.:. MERRICK, M. & DIXON, R.
Positive control and autogenous regulation of the
nifLA promoter In Klebstiella pneumontae, Nat ure,
301 :302-7, 18983.

DRUMMOND, M.:. WHITTY, P. & WOOTTON, J. Sequence and
domain relationships of ntrC and nt fA from
Klebsiella pneumontiae: homologles to other regulatory
proteins. EMBO J. , 5§:491-7, 1986.

DRUMMOND, M. H. & WOOTON, J. C. Sequence of nifL
from Klebstiella pneumoniae: mode of action and
relationship to two families of reguiatory proteins,
Mol. Microbiol. , 1:37-949, 18988.

EADY, R. R. Enzymology of free-living dlazotrophs.
In: BROUGHTON, W. J. e POHLER, A., eds. Nitrogen
fixation., Oxford, v. 4. Clarendon Press, 19886.
p.1-48.

EADY, R. R. & SMITH, B. E. Physico-chemical properties
of nitrogenase and Its components. In: HARDY, R. W.
F.. BOTTOMLEY, F. & BURNS, R. C., eds. 4 treatise on
dinitrogen fixation. New York, John Willey & Sons,
1878. p.399-480.

EADY, R. R.: ISSACK, R.:. KENNEDY, GC.: POSTGATE,
J. R. & RATCLIFFE, H. D. Nitrogenase syntheslis In
Klebstella pneumoniae. GComparison of ammonium and
oxygen regulation. J. @Gen. Mcrobiol. , 104:277-86,
1978.



143

71 EADY, R.. ROBSON, R. L.: RICHARDSON, T. H.: MILLER,
R. W. & HAWKINS, M. The vanadium nitrogenase
0f Azotobacter vinelandii. Biochem J. , 244:197-207,

1887.

7¢ EADY, R. R.: SMITH, B. E: COOK, K. A.. POSTGATE, J. R.
Nitrogenase of Klebstiella pneumoniae., Purification
and properties of the component proteins. Biochem
J., 128:655-75, 1872.

73 EARL, C. D.. ROBSON, C. W. & AUSUBEL, F. M, Genetic and
structural analysis of the Rhizobium melilotti fixA,
FixB, fixC and fixX genes. J. Bactertiol., 169:
1127-36, 1887.

74 EBRIGHT, R. H. Proposed amino-acid base palr contacts
for thirteen sequence-speciflic DNA-binding proteins.
In: Protein structure folding and desing, O0Oxender,
1987. New York, Liss, 1887.

75 ELMERICH, C.. GALLIMAND, M.: VIEILLE, C.: DELORME, F. &
ZAMAROCGCZY, M. Nitrogen fixation genes of
Azospirillum. In: BOTHE, H.: de BRUIJN, F. J. &
NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation: hundred years
after. Proc. 7th Intl. Cong. on N=Nitrogen Fixation.
Kdin <(Cologne), 1988. New York, Fisher, 1988,

p.327-31.

78 ELMERICH, C.. ZAMAROCZY, M.: VIEILLE, C.. DELORME, F.:
ONYECHOA, . LI ANG, Y. Y. & Z I MMER, Ww.
nif and nod genes In Azospirillum,. in: Fifth
International Symposium on Nitrogen Fixation with
Non-legumes. Florence, 18380. p.8S.

77 ESKEW, D. L.: FOGCHT, D. D: TING, . P. Nitrogen
fixation, denitrification and pleomorphic growth in a
highly pigmented Spirillum lipoferum. Appl. Environ.
Microbiol , 34:582-5, 1877.



78

78

80

81

82

83

144

ESPIN, G6.: ALVAREZ-MORALES, A.: CANNON, F. C.
DIXON, R. A. & MERRICK, M. Cloning of the
£lnd, ntrB and ntrC genes of Klebstella pneumontiae
and studies of thelr role in regulation of the
nitrogen fixation (ntif) gene cluster. Mol. Gen.
Genet. , 186:518-249, 1882.

ESPIN, G.: ALVAREZ-MORALES, A. & MERRICK, M.
Compliementation analysis of €lnd-|inked
mutations which affect nitrogen fixation in
Klebsiella pneumoniae. Mol. Gen. Genet. , 184:213-17,
1981.

EYERS, M.. VANDERLEYDEN, J. & Van GOOL, A. Attachment
of Azospirillum to Isolated plant cells. FEMS
Microbiol . Lett. , 49:435-9, 1888.

FAHSOLD, R.: ' SINGH, M. & KLINGMULLER, W.
Cosmid cioning of nitrogenase structural genes of
Azospirillum l1ipoferum, In: KLINGMULLER, W., ed.

Azospirillum III: Genetics, Physliology, Ecology.
Beriin, Springer-verlag. p.30-40, 1985.

FANI, R.: ALLOTTA, G6.: BAZZICALUPO, M.: RICCI,
F.. SCHIPANI, C. & POLSINELI, M. Nucleotide
sequence of the gene encoding the nitrogenase
iron-protelin (nifH) of Azospirillum brastlense
and ldentification of a region controlling nifH
transcription, Mol. Gen. Genet. , 220:81-7, 1888.

FIGURSKI, D. H. & HELINSKI, D. R. Replication
of an origin-containing derivative of plasmid
RKZ2 dependent on a plasmid function provided

in "trans”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:1648-52,
1878.



145

849 FILLER, W. A.. KEMP, R. M.. NE, J. C.. HAWKES, T. R.:
DIXON, R. A. & SMITH, B. E. The ntfH gene product is
required for syntheslis or stabli ity of the

iron-molybdenum cofactor of nitrogenase from
Klebsiella pneumoniae. Eur. J. Biochem. , 160:371-7,
1986.

85 FISCHER, H. M.. BRUDERER, T. & HENNECKE, H.
Essencial and non-essencial domains In the
Bradyrhizobium japonticum NifA protein: identification
of 1Indispensable cysteine residues potentially
involved In redox reactivity and/or metal binding.
Nucl. Acids. Res. , 16:2207-29, 1988.

86 FISCHER, H. M. & HENNECKE, H. Direct response of
Bradyrhizobium japonicum nt fA-medliated ntyf gene
regulation to cellular oxygen status. Mol. Gen.
Genet. , 209:621-6, 18987.

87 FOOR, F.. CEDERGREN, R. J.: STREICHER, S. L.:. RHEE, S.
G. & MAGASANIK, B. Glutamine sythetase of
Klebsiella aerogenes: properties of glnD mutants
lacking urildylyltransferase. J. Bacteriol. , 134.
562-8, 1878.

88 FU, H.. HARTMANN, A.: LOWERY, R. G.: FITZMAURICE, W.
P.: ROBERTS, G. P. & BURRIS, R. H. Posttransiational
regulatory system for nitrogenase activity in
Azospirillum spp. J. Bacteriol. , 171:4679-85, 1889,

89 FU, H.:. FITZMAURICE, W. P.: LEHMAN, L. J.: ROBERTS, G.
P. & BURRIS, R. H. Reguliation of nitrogenase activity
In azospiriila, herbaspirilla and acetobacter:
and cloning of dra@ and draT-homologous genes of
A lipoferum SpBR17. In: BOTHE, H.: BRUIJUN, F. J. &
NEWTON, W. E., eds. Nitrogen fixation: hundred years
after. Proc. 7th inti. Cong. on N=Nltrogen Fixation.

Kéin (Cologne), 1988B. New York, Fischer, 1888. p.336.



90

91

9e

93

94

95

96

146

GALIMAND, M.: VIELLE, C.: PERROUD, B.: ONYEOCHA, i,
& ELMERICH, C. Advances In genetics of
Azospirillum brasilense Sp7: use of Tn5 mutagenesis
for gene mapping and Indentificatlion. In:
KLINGMULLER, W., ed. Azospirillum 1IV.: Genetics,
Physiology, Ecology. Berlin, Springer-verlag, 1988,
p.1-9.

GALLOR!, E. & BAZZICALUPO, M. Effect of
nitrogen components on nitrogenase activity in
Azospirillum brasilense., FEMS Mcrobiol. Lett. , 28:

35-8, 1985.

GAUTHIER, D. & ELMERICH, GC. Relatonship between
glutamine synthetase and nitrogenase In
Spiriltlum lipoferum. FEMS Microbiol. Lett. , 2:101-9,
1877.

GOLDBERG, |.: NADLER, L. & HOCHMAN, A. Mechanlsm of
nitrogenase switch-off by oxygen. J. Bacteriol.,
169:874-9, 1887.

GOLDBERG, R.B. & HANAU, R. Relation between the
adenylylation state of glutamine synthetase and the
expression of other genes Involived in nitrogen
metabolism. J. Bacteriol. , 137:1282-9, 18789.

GOSINK, M.: FRANKLIN, N. & ROBERTS, G. Initial
characterization of nifX and nt fy mutants in
Klebsiella pneumontiae. In: BOTHE, H.: BRUIJN, F. J. &
NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation: Hundred Years
After. Proc. 7' Inti. Cong. on N=Nitrogen Fixation.

Koin (Cologne), 1988. New York, Fischer, 1988. p.308.

GOSINK, M. M.. FRANKLIN, N. M. & ROBERTS, 6. P. The
product of the Klebsiella pneumoniae ndifX I8 a

negative regulator of the nitrogen fixation <(nif)
requion. J. Bacteriol. , 172:1441-7, 1880.



147

97 GRONGER, P.. MANIAN, S. S.. REILANDER, H.: O’'CONNEL,
M.. PRIEFER, U. B. & POHLER, A. Organization and
partial sequence of 8 DNA region of the
Rhizobium leguminosarum symblotic plasmid pPRLBJI
containing the genes fixABC, nifA, nifB and a novel
open reading frame. Nucl. Acids. Res., 15:31-49,
1987.

g8 GUTH, J. W. & YOCH, D. GC. Purification and MnZ*
activaction of Rhodospirillum rubrum nitrogenase
activating enzime. J. Bacteriol. , 152:714-21, 1982.

99 HAAKER, H. & KLUGKIST, J. The blonergetics of welectron
transport to nitrogenase. FEMS Microb. Rev,, 46:
57-71, 1887.

100 HAAKER, H.:. BRAAKSMA, A.: CORDEWENER, J.:. KLUGKIST, J.:
WASSINK, H.: GRANDE, H.. EADY, R. & VEEGER, GC.
lron-sulfide content and ATP Dbinding properties of
nitrogenase component || from Azotobacter vinelandit,
In: VEEGER, C. & NEWTON, W. E., eds. Advances 1in
Nitrogen Fixation Research. The Hague, Nijhoff/Junk
Publishers, 1984. p.123-31.

101 HAAS, D. & HOLLOWAY. Chromosome mobilization by the
plasmid R6B.45: a tool in Pseudomonas genetics. Mol.
Gen. Genet. , 158:228-37, 1878.

102 HAGEMAN, R. V. & BURRIS, R. H. Nitrogenase and
nitrogenase reductase assoclate and dissociate with
each catalytic cycle. Proc. Natl . Acad. Sct. USA, 75:
2689-702, 1878.

103 HALL, P. G. & KRIEG, N. R. Swarming of
Azospirillum brasilense on solid media. Can.
Microbiol. , 29:1592, 18983.



104

105

106

107

108

108

148

HARDY, K. Bacterial Plasmids. in: GCOLE, J. A. &
KNOWLES, C. J., eds. Aspects of microblology, Vv.4.
Surrey, Thomas Nelson & Sons Ltd., 1981. p.109.

HARTMANN, A. iron acquisition properties of
Azospirillum spp. In: BOTHE, H.. BRUIJN, F. De &
NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation: Hundred Years
After. Proc. 7'" Inti. Cong. on N=Nitrogen Fixation.

Koin (Cologne), 1888. New York, Fischer, 1888, p.772.

HARTMANN, A. & BURRIS, R. H. Regulation of nitrogenase
activity by oxygen in Azospirillum brasilense and
Azospirillum lipoferum, J. Bacteriol., 169:8944-8,
1887.

HARTMANN, A. & HUREK, T. Effect of carotenoid
overproduction on oxygen tolerance of nitrogen
fixation In Azospirillum brasilense Sp7. J. Gen.
Microbiol. , 134:2449-55, 1988.

HARTMANN, A.: FU, H. & BURRIS, R. H. Influence of
amino acids on nitrogen fixation abillty and growth
0f Azospirillum spp. Appl. Environ. Microbiol. , 54:
87-93, 1888.

HARTMANN, A.: FU, H. & BURRIS, R. H. Regulation of
nitrogenase activity by ammonium chioride In
Azospirillum spp. J. Bacteriol. , 165:864-70, 18986.

HAWKES, T. R. & SMITH, B. E. The inactive MoFe ©protein
(NIfB -Kp1) of the nitrogenase from nifB mutants of
Klestella pneumoniae. Biochem. J. , 223: 783-82, 1884.

HAWKES, T. R.: MCLEAN, P. A. & SMITH, B. E. Nitrogenase
from nif¥V mutants of Klebsiella pneumontae contains
an altered form of the (ron-molybdenum cofactor.
Biochem. J. , 217:317-21, 1884.



112 HERTIG, C.: LI, R. Y.:
DAVID, M.. BATUT, J.

Rhizobtum meliloti

113 HIGUTI, . H. &
Azospirillum brastlense
catalase. In: EVANS, H.

NEWTON, W. E., eds.

Progress. Dordrecht, Martinus Niljhoff,

119 HILL, S. How s

FEMS Microbiol. Rev. , 54:

1198 HILL, S. Infiluence of

colony type of Derxia gummosa grown on
J. Gen. Microbiol. , 67:77-83,

media.

LOUARN,
KAHN, D.
regulatory
transcription of R meliloti nifA and FixK

Escherichia coli. J. Bacteriol. , 171:1736-8,

PEDROSA, F. 0.
Sp7

J.. BOTTOMLEY, P. J. &
Nitrogen Fixation

nitrogenase
111-30,

oxygen

148

A-M.:. GARNERONE, A-M.
& BOISTARD, P.
gene fixJ activates
genes in

1989.

Mutant of

that over-produces

Research
1985. p.532.
regulated
1888.

by oxigen?

the
nitrogen—-free
1971.

concentration on

116 HIRSCHMANN, J.:. WONG, P-K.: SEI, K. KEENER, J. &
KUSTU, S. Products of nitrogen regulatory genes ntr4
and ntrcC of enteric bacteria activate glnd
transcription "in vitro": evidence that the ntrd4
product I8 a fator. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 62:
7525-9, 189865.

117 HOARE, S. ] DAS, H. K. Expression from
symbiotic promoters of Rhizobium melilotd In
Azotobacter vinelanditi and Azospirillum brasilense,

J. Biosciences, 13:317-21,

118 HOCHMAN, A.:. REICH, I.
nitrogenase of
Klebstella pneumoniae. |n:
P. J. & NEWTON, W. E.
Research Progress.
p.442.

on

& NADLER, V.
Rhodopseudomonas capsul ata
EVANS, H. J.:

Dordrecht,

1988.
Effect of oxygen
and
BOTTOMLEY,
Fixation
1985.

eds. Nitrogen

Martlnus NijJhof¥f,



150

119 HOLTEL, A. & MERRICK, M. J. The Klebstiella pneumoniae
P,y Protein (glnB gene product) 1Is not absolutely
required for nitrogen reguiation and s not
Involved in NifL-medlated nif gene regquiation. Mol.

Gen. Genet. , 217:474-80, 1889.

120 HOWARD, K. S.. McLEAN, P. A.. HANSEN, F. B.:. LEMLEY,
P. V.. KOBLAN, K. §. & ORME-JOHNSON, W. H.
Klebstiella pneumontiae nt fM gene product 18 required
for stabillzation and activation of nitrogenase 1Iron
protein in Escherichia coli. J. Btol. Chem. , 261.
772-8, 1886.

1217 HUALA, E. & AUSUBEL, F. M. The central domain
of Rhizobium melilott nt fA s sufficlient to
activate transcription from the R meliloti nifH
promoter. J. Bacteriol. , 171:3354-65, 1989.

122 HUNT, T. P. & MAGASANIK, B. Transcription of glnd by
purified Escherichia coli components: core RNA
polymerase and the products of glnF, glnG, and ginlL.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:8453-7, 1885.

123 HUREK, T.:. REINHOLD, B.. FENDRIK, I. & NIEMANN, E-G.
Root-2one speciflc oxygen tolerance of
Azospirillum spp. and diazotrophic rods closely
assoclated with kallar grass. Appl . Environ.
Mcrobiol. , 563: 163-9, 1887.

1249 IMPERIAL, J.. UGALDE, R. A.: SHAH, V. K. & BRILL,
W. J. Role of nifQ gene In the Incorporation of
molybdenum Into nitrogenase In Klebsiella pneumoniae,
J. Bacteriol. , 158:187-894, 1884.

125 | OANNADIS, |. & BUCK, M. Nucleotide sequence of the
Klebsiella pneumoniae nifD gene and predicted
aminoacid sequence of the subunit of nitrogenase MoFe
protein. Btochem. J. , 247 :287-81, 1887.



126

127

128

128

130

131

151

JACOBITZ, S. & BISHOP, P. E. Factors
reqgulating transcription of the structural genes
for nitrogenase-2 In Azot obacter vinelandit .

In: GRESSHOFF, P. M.: ROTH, L. E.. STAGEY, G.
& NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation: Achievements

and Objectives. Proc. 8'" Intl. Congress Nitrogen
Fixation. Knoxville, Chapman and Hall, 1890.
p.B28.

JACOBSON, M. R.: BRIGLE, K. E.: BENNETT, L.

T.: SETTERQUIST, R. A.: WILSON, M. S.: CASH,
V. L.; BEYNON, J.: NEWTON, W. E. & DEAN, D. R.
Physical and genetic map of the major nif gene
cluster from Azotobacter vinelandii. J. Bacteriol. ,
171 :1017-27, 1889.

JACOBSON, M. R.:. PREMAKUMAR, R. & BISHOP, P. E.
Transcriptional reguiation of nitrogen fixation by
molybdenum nitrogenase In Azot obacter vinelandit .
J. Bacteriol. , 167 :480-6, 1988B.

JAIN, D. K. & PATRIQUIN, D. G. Characterization of
8 substance produced by Azospirillum which causes
branching of wheat root hairs. Can. J. Mcrobiol. ,
31 :206-10, 18985.

JANSSEN, K. A, & MAGASANIK, B. Glutamine synthetase
0f Klebsiella aerogenes: genetic and physiological
properties of mutants in the adenylylation system.
J. Bacteriol. , 129:983-1000, 1977.

JARA, P.: QUIVIGER, B.: LAURENT, P. &
ELMERICH, GC. 1Isolation and genetic analysis of
Azospirillum brasilense nif mutants. Con. J.
Microbiol. , 29: 868-72, 1883.



152

132 JAYAKUMAR, A.:. SCHULMAN, |.. MacNEIL, D. & BARNES Jr.,
E. M. Role of the Escherichia coli gIlndALG operon in
requlation of ammonium transport. J. Bacteriol. , 166:
281-4, 1986.

133 JAYARAMAN, J.:. COTMAN, C.. MAHLER, H. R. & SHARP, C. V.
Biochemical correlation of respiratory deflcliency.
Vil Glucose repression. Arch. Bitochem. Biophys. , 116:
224-51, 1866.

1349 JOERGER, BR. D.:. JACOBSON, M. R. & BISHOP, P. E.
Two nifA-llke genes required for expression of
alternative nitrogenases by Azotobacter vinelandit .
J. Bacteriol. , 171 :3258-67, 19889.

135 JOERGER, R. D.:. JAGCOBSON, M. R.. PREMAKUMAR, R.:
WOLFINGER, E. D. & BISHOP, P. E. Nucleotide sequence
and mutational analysls of the structural genes
(anfHDGK) for the second alternative nitrogenase from
Azotobacter vinelandii. J. Bacteriol., 171:1075-86,
19889.

136 JONES, B. L. & MONTY, K. J. Glutamine as a feed—-back
Inhibltor of the Rhodopseudomonas sphaerotdes
nitrogenase system. J. Bacteriol. , 139:1007-13, 19878.

137 JOUANNEAU, Y.: MEYER, C. & VIGNAIS, P. M. Regulation of
nitrogenase activity through iron protein

Interconversion into an active and Inactive form in
Rhodopseudomonas capsul at a. Bt ochem. Biophys. Acta. ,
749: 318-28, 1883.

138 KANEMOTO, R. H. & LUDDEN, P. W. Effect of ammonia,
darkness, and phenazine methosulfate on whole-cell
nitrogenase activity and Fe protein modification
in Rhodospirillum rubrum. J. Bacteriol. , 158:713-20,
1984.



138

140

141

142

143

144

163

KAPULNIK, Y. FELDMAN, M. OKON, Y. &
HENIS, Y. Contribution of nitrogen fixed by
Azospirillum to the N nutrition of spring
wheat In Israel. Sotl Biol. Biochem. , 17:508-15,
1885.

KHAMAS, K. M.. AGERON, E.: GRIMONT, P. A. D. &
KAISER, P. Azospirillum irakense sp. hov., a
nitrogen-fixing bacterium assocliated with rice
roots and rhizosphere soil. Res. Microbiol., 140:

679-84, 1888.

KHAN, H.: BUCK, M. & DIXON, R. Deletion
loop mutagenesis of the nifL promoter from
Klebstiella pneumontiae : roile of the -26 to =12

region in promoter function. Gene, 45:281-8, 1886.

KiM, Y-M.: HIDAKA, M.:. MASAKI, H.: BEPPU, T. &
uozuMmi, T. Constitutive expression of nitrogenase
system In Klebstella oxytoca by gene targeting
mutation to the cromosomal nifLA operon. J. Biotech. ,
10:293-302, 1983,

KLIPP, W. Organization and reguiation of nitrogen
fixation genes in Rhodobacter capsulatus. In:
GRESSHOFF, P. M.: ROTH, L. E.: STACEY, G. & NEWTON,
W. E., eds. Nitrogen Fixation: Achievements and
Objectives. Proc. 8" intl. GCongress Nitrogen
Fixation. Knoxvillie, Chapman and Hall, 1880.

p.467-74.

KLIPP, W.: MASEPOHL, B. & PUHLER, A. ldentification
and mapping of nitrogen fixation genes of
Rhodobacter capsulatus: duplication of a ntfAd-nifbB
region. J. Bactertol. , 170:633-8, 1988.



154

145 KREY, R.:. SHARYPOVA, L.: KLIPP, W. & POHLER, A.
Isolation and characterization of oxygen tolerant
Rhizobium meliloti nif4 mutants. In: GRESSHOFF,
P. M.: ROTH, L. E.. STACEY, G. & NEWTON, W. E., eds.
Nitrogen Fixation: Achtievements and Objectives.
Proc. gth Intl, Congress Nitrogen Fixation.

Knoxviile, Chapman and Hall, 1990. p.548.

196 KRIEG, N. R. & DOBEREINER, J. Genus Azospirillum,.
In: HOLT, J. G. & KRIEG, N. R., eds. Bergey's manual
of systematic bacteriology. 89ed. Baltimore, Willians
& Wilkins Press, 1984. v.1. p.849-109.

197 KRINSKY, N. |. Carotenoid protection agalnst oxidation.
Pure and Applied Chem. , 51 :6499-60, 18789.

148 LAMM, R. B. & NEYRA, C. A. Characterization and cyst
production of Azospirilila Isolated from selected
grasses growing In New Jersey and New York-USA.
Can. J. Microbiol. , 27: 1320-5, 1881.

1498 LEWIN, B. Genes IV. Oxford, Oxford University Press,
1890. p.857.

150 LJUNGSTROM, E.: YATES, M.G. & NORDLUND, S. Purification
of the activating enzyme for the Fe-protein of
nitrogenase from Azospirillum brasilense. Btochem
Biophys. Acta. , 994:210-49, 19839.

151 LOWE, D. J.: THORNELEY, R. N. F. & SMITH, B. E.
Nitrogenase. In: HARRISON, P.M., ed. Metalloproteins,
I Metal proteins with redox roles. London, Macmillan
Press. 1985. p.207-439.

152 LOWERY, R. G.: SAARI, L. L. & LUDDEN, P. W. Reversible
regulation of the nitrogenase lron protein from
Rhodospirillum rubrum by ADP-ribosylation "in vitro".
J. Bacteriol. , 166:513-8, 1886.



155

153 LOWRY, 0. M.. ROSENBROUGH, N. J.: FARR, A. L.
& RANDALL, R. J. Protein measurement with the
folin phenol reagent., J. Mol . Chem. , 193:285-75,
1951.

154 LUDDEN, P. W.:. ROBERTS, G6. P.:. LOWERY, R. G.
FITZMAURICE, W. P.:. SAARI, L. L.: LEHMAN, L.
LIES, D.. WOEHLE, D.: WIRT, H.:. MURREL, S. A.
POPE, R. R. & KANEMOTO, R. H. Regulation of
nitrogenase activity by reversible ADP-ribosylation
of dinitrogenase reductase. In: BOTHE, H.:. BRUIJN,
F. J. De & NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation:
Hundred Years After. Proc. 7' Inti. Cong. on
N=Nitrogen Fixation. Kbin (Cologne), 1888. New York,

Fischer, 1888. p. 157-82.

155 MacFARLANE, S. A. & MERRICK, M. Analysis of the
Klebstella pneumoniae ntrB gene by site-directed
"In vitro” mutagenesis. Mol. Mcrobiol. , 1:133-42,
1987.

156 MacNEIL, T.: MacNEIL, D. & TYLER, B. L. Fine-
structure deletion map and complementation analysis
of the glnd-glnl-glnG@ reglon In Escherichia colt.
J. Bacteriol. , 150:1302-13, 1882.

157 MacNEIL, T.. ROBERTS, G. P.. MacNEIL, D. & TYLER, B.
The products of glnl and g£InG are bifuntional
regulatory proteins. Mol. Gen. Genet. , 188:325-33,
1982.

158 MAGALHXES, F. M.: BALDANI, J. .. SOUTO, S. M..
KUYKENDALL, J. R. & DOBEREINER, J. A new acld-
tolerant Azospirillum species. Ann. Acad. Bras.
Cienc. , 55: 417-30, 1883.



158

1589 MALIK, K. A. & ZAFAR, Y. Quantification of
root assoclated nitrogen fixation in kallar
grass as estimated by *SN isotope dilution,.
In: MALIK, K. A., ed. Proc. Intl. Symp. Nitrogen and
the Environment. Pakistan, Nuclear |Institute for

Agriculture and Biology, Falsalabad, 1885. p.1681-71.

160 MANIATIS, T.: FRITSCH, E. F. & SAMBROOK, J. Molecular
cloning: a laboratory manual . Gold Spring Harbor,
Cold Spring Harbor Laboratory, 1882. 545p.

161 MARTINEZ-DRETS, G.: FABIAND, E. & CARDONA, A.
Carbohydrate catabolism In Azospirillum amazonense,
Appl. Enuviron. Microbiol. , 50:183-5, 1985,

162 MEERS, I. L.:. TEMPEST, D. W. & BROWN, C. M. Glutamine
(amide): 2-oxoglutarate amino transferase oxido
redutase (NADP), an enzyme involved In the synthesis
of glutamate by some bacteria. J. Gen. Mcrobiol. ,
64:187-94, 1870.

183 MERRICK, M. J. Nitrogen <control of nif regulion |In
Klebsiella pneumoniae: involvement of the ntrd4 gene
and analogies between ntrC and nif4. EMBO J. , 2:
389-4949, 1883.

164 MERRICK, M. J. Organization and regulation of

nitrogen fixation genes In Klebstiella and
Azot obacter , In: BOTHE, H.:. BRUIJN, F. J. De &
NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation: Hundred Years
After . Proc. 7" Int. Cong. on N=Nitrogen Fixation.
Kdin (Cologne), 1988. New York, Fischer, 1988.
p.283-302.

165 MERRICK, M. J. & STEWART, W. D. P. Studies on the
regulation and function of the Klebsiella pneumontiae
ntrd4 gene. Gene, 35:297-303, 1885.



167

166 MERRICK, M. J.: FILSER, M.. KENNEDY, C. & DIXON, R. A.
Polarity of mutations |Induced by insertion of
transposons T™h5, Tn7 and Tn10 Into the nif gene
cluster of Klebstella pneumoniae. Mol. Gen. Genet. ,
165:103-11, 1978.

167 MERRICK, M. J.. GIBBINS, J. R. & POSTGATE, J. R. A
rapid and efficlent method for plasmid transformation
of Kl ebsiella pneumontae and Escherichia colt.
J. Gen. Microbiol. , 133:2053-7, 1887.

168 MICHIELS, K., VANDERLEYDEN, J. & van GooL, A.
Azospirillum - plant root assoclations: A review.
Biol. Fertil. Soils, 8: 356-8, 1889.

168 MINCHIN, S.D.:. AUSTIN, S. & DIXON, R.A. Transcriptional
activation of the Klebstella pneumontae nti fLA
promoter by NtrC Is face-of-the-hellx dependent and
the activator stablllzes the Iinteraction of sigma
54-RNA polymerase with the promoter. EMBO J., 8:
34891-9, 1888.

Y70 MOORE, E. R. B.: NORROD, E. P. & JURTSHUK, P.
Superoxide dismutases of Azotobacter vinelandit and
aeroblic, free-living nitrogen-fixing bacteria. FEMS
Microbiol. Lett. , 24:261-5, 1884.

1717 NEES, D. W.. STEIN, P. A. & LUDWIG, R. A. The
Azorhizobium caulinodans ntifA gene: identification
of wupstream-activating sequences Including a new
element, the "anaerobox". Nucl. Actds. Res., 16:

9839-53, 1888.

1772 NEWTON, W. E.: GHELLER, S. F.:. FELDMAN, B. J: DUNHAM,
W. R. & SCHULTZ, F. A. isolated Iron—-molybdenum
cofactor of nitrogenase exists in multiple forms in
Its oxidized and semi-reduced states. J. Biol. Chem |,

264 :1824-7, 1888.



158

173 NINFA, A. J. & MAGASANIK, B. Covalent modification of
£ln@ product, NRI, by the glnL product, NR::'
regulates the transcription of the glndlLG operon in
Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:
5808-13, 1886.

1749 NUR, b OKON, Y. & HENIS, Y. Effect
of dissolved oxygen tension on production of
carotenoids, poli-B-hidroxybutyrate, succinate
oxidase and superoxide dismutase by
Azospirillum brasilense, J. Gen. Mcrobiol., 122:
27-32, 18981,

175 OKON, Y. Azospirillum as a potential Inoculant for
agriculture. Trends. Bitotechn. , 3:223-8, 1885.

176 OKON, Y.:. ALBRECHT, S. L. & BURRIS, R. H. Carbon
and ammonia metabolism of Spirillum l1ipoferum,
J. Bacteriol. , 128:5392-7, 1876.

177 OKON, Y.: ALBRECHT, S. L. & BURRIS, R. H.
Factors affecting growth and nitrogen fixation
of Spirillum lipoferum., J. Bactertiol. , 127 :1248-59,
1976.

178 OKON, Y.. GCAKMAKCI, L.:. NURS, l. & CHET, .
Aerotaxis and chemotaxis 0f Azospirillum brasilense:
A note. Microbiol. Ecology. , 6:277-83, 1980.

179 OKON, Y.: HOUCHINS, J. P: ALBRECHT, S. L. &
BURRIS, R. H. Growth of Spirillum l1ipoferum
at constant partial pressures of oxygen,
and the properties of Its nitrogenase In

cell-free extracts. J. Gen. Microbiol. , 98:87-83,
1877.



180

181

182

183

1849

185

186

158

OKON, Y.: NUR, I. & HENIS, Y. Effect of oxygen
concentration on electron transport components and
microaeroblc properties of Azospirillum brasilense,
In: KLINGMULLER, W., ed. Azospirillum 1IXI: Genetlcs,
Physiology, Ecology. Basel, Birkh#duser-veriag, 1983.
pP.115-26.

OLIVEIRA, R. G. B. & DROZDOWICZ, A. Are Azospirillum
bacteriocins produced and active In soll?
In: KLINGMULLER, W., ed. Azospirillum 1IV: Genetics,
Physliology, Ecology. Beriin, Springer-verliag, 1888.
p.101-8.

ORME-JOHNSON, W. H. Molecular basis of blological
nitrogen fixation. Ann. Rev. PBiophys. and Biophys.
Chem. , 14:4138-539, 1885.

oW, D. W. & AUSUBEL, F. M. Regulation of
nitrogen metabolism genes by nifA gene product In
Klebstella pneumontae., Nature (lLondon), 301:307-13,
1983.

OW, D. W.: XIONG, Y.. GU, Q. & SHEN, S-C. Mutational
analysis of the Klebstiella pneumoniae nitrogenase
promoter: sequences essential for positive control
by nif4 and ntrC (glnG) products. J. Bacteriol. , 161 :
869-74, 1885.

PAHEL, G.: ZELENETZ, A. D. & TYLER, B. M. gltB gene
and regulation of nitrogen metabolism by glutamine
synthetase in Escherichia colt. J. Bacteriol., 133:
138-48, 18978.

PAREJKO, R. A. & WILSON, P. W. Regulation of
nitrogenase systhesis by Klebstella pneumoniae. Can.
J Mcrobiol. , 16:681-5, 1870



187

188

188

180

191

182

183

160

PAU, R. N.: MITCHENALL, L. A & ROBSON, R. L. Genetic
evidence for an Azotobacter vinelandit nitrogenase
lacking molybdenum and vanadium. J. Bacteriol. ,6 171:
1249-8, 1888.

PAUL, W. & MERRICK, M. The nucleotide sequence of the
ni fM gene of Klebstiella pneumoniae and ldentification
of a new nif gene: nifZ. Eur. J. Biochem. , 170:
258-65, 1887.

PAUL, W. & MERRICK, M. The roles of the nijfW, ntifZ
and nifM genes 0of Klebsiella pneumoniae. Eur. J.
Biochem. , 178:675-82, 19839.

PEDROSA, F. 0. Physiology, bilochemistry and genetics
of Azospirillum and other root-assocliated nitrogen-
fixing bacteria. CRC Critical Reviews 1in Pl ant
Sciences, 6:3495-84, 1888.

PEDROSA, F. O0. & YATES, M. G. Nif mutants of
Azospirillum brastilense: evidence for a nifd-type
regulation. In: KLINGMULLER, W., ed. Azospirillum II:
Genetlcs, Physiology, Ecology. Basel, Birkh#éuser-
Verlag, 1883. p.86-77.

PEDROSA, F. 0. & YATES, M. G. Regulation of nitrogen
fixation (ntf) genes of Azospirillum brasilense by
ntf4 and ntr (gln) type gene products. FEMS
Microbiol. Lett. , 23:85-101, 1884.

PEDROSA, F. 0O.: souza, E. M.: MACHADO, H. B.:
RIGO, L. U. & FUNAYAMA, §S. Regulation of ntf
genes expression in Azospirillum brastilense and
Herbaspirillum seropedicae. In: SKINNER, F. A.:
BODDEY, R. M. & FENDRIK, |., eds. Nitrogen Fixation
with non-legumes. Kluwer Academic Publiishers, 1888.
p.155-63.



184

185

186

187

188

198

200

181

PERROUD, B.: DANDHARI, S. K. & ELMERICH, GC. The
ni fHDK operon of Azospirillum brastlense Sp7.
In: KLINGMULLER, W., ed. Adzospirillum III: Genetics,
Physiology, Ecology. Berlin, Springer-vVerliag, 1985.
p.10.

PIENKOS, P. T.:. BODMER, T. & TABITA, F. R.
Oxygen Inactivation and recovery nitrogenase
activity in cyanobacteria. J. Bactertol. , 153:.182-890,
1983.

POSTGATE, J. R. The fundamentals of nitrogen fixation,
Cambridge, Cambridge University Press, 1982. p.252.

QUIVIGER, B.: FRANCHE, C.. LUTFALLA, G.:. HASELHORN, R.
& ELMERICH, C. Cloning of a nitrogen fixation <(nif)
gene cluster of Azospirillum brasilense., Biochimie,
64 :485-502, 1882.

RATET, P.. PAWLOWSKI, K,: SCHELL, J. & BRUIJN, F. J. De
The Azorhizobium caul i nodans nitrogen fixation
regulatory gene, nitf4, Is controlled by the cellular
nitrogen and oxygen 8Status. Mol. Mcrodbiol., 3:
825-38, 1989,

REINHOLD, B.: HUREK, T. & FENDRIK, I.
Azospirillum halopraeferans sp. nov., a dlazotroph
assocliated with roots of Leptochloa fusca (Linn.)
Kunth. In: EVANS, H. J.: BOTTOMLEY, P. J. &
NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation Research
Progress. Dordrect, Martinus Nijhoff, 1885. p.427.

RIEDEL, G. E.: AUSUBEL, F. M. & CANNON, F. G. Physical
map of chromosomal nltrogen fixation <(nif) genes
of Klebsiella pneumoniae. Proc. Natl. Acad. Scti. USA4,
76:2866-70, 1879.



201

202

203

204

205

206

207

162

ROBERTS, G. P.: MacNEIL, T.: MacNEIL, D. &
BRILL, W. J. Regulation and characterization of
protein products coded by the nif (nitrogen fixation)
genes 0f Klebsiella pneumoniae. J. Bacteriol. , 136:
267-78, 1878.

ROBINSON, A. GC.. DEAN, D. R. & BURGESS, B. K.
iron-molybdenum cofactor biosynthes|s in
Azot obacter vinelandit requlires the Iiron protein
of nitrogenase. J. Biol. Chen. , 262 :14327-32,
1887.

ROBSON, R. L. Characterization of an oxygen-
stable nitrogenase complex isolated from
Azot obact er chroococcum. Biochem. J. , 181 :568-75,
1878.

ROBSON, R. L. & POSTGATE, J. R. Oxygen and hydrogen |In
biological nitrogen fixation. Ann. Rev. Mcrobiol. ,
34: 183-1207, 1980.

ROBSON, R. L.. CHESSHYRE, J. A.:. WHEELER, GC.:. JONES,
R.. WOODLEY, P. E. & POSTGATE, J. R. Genome size and
compliexity in Azot obacter chroococcum. J. den.
Microbiol. , 130:1603-12, 1989.

SAARI, L. L.: TRIPLETT, E. W. & LUDDEN, P. W.
Purification and properties of the activating
enzyme for Iron protein of nitrogenase from the
photosynthetic bacterium Rhodospirillum rubrum.
J. Biol. Chem. , 259:15502-8, 1884.

SADASIVAN, L. & NEYRA, GC. A. Cyst production and
brown pigment formulation In aging cultures
of Azospirillum, J. Bactertiol. , 169:1670-7, 1887.



208

209

210

211

21e

213

163

SANTERO, E.. HOOVER, T.. KEENER, J. & KUSTU, S.
"In vitro™ activity of the nitrogen fixation
requiatory protein NifA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
86: 7346-50, 18883.

SANTERO, E.: TOUKDARI AN, A.; HUMPHREY , R. &
KENNEDY, C€. ldentification and characterization
of two nitrogen fixation regulatory regions,
nif4 and nfrX, in Azotobacter vinelandit and
A. chroococcum, Mol. Microbiol. , 2:303-149, 1988.

SCHERINGS, G.: HAAKER, H.:. WASSINK, H. & VEEGER, C. On
the formation of an oxygen—tolerant three-component
nitrogenase compiex from Azotobacter vinelandii. Eur.
J. Biochem. , 135:581-3, 1983.

SCHOLLHORN, R. & BURRIS, R. H. Acetylene as a
competitive iInhibitor of N2 fixation. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. , 58 :213-6, 1867.

SCHRANK, . §.: ZAHA, A.: ARAGJO, E. F. de &
SANTOS, D. S. Construction of a gene library
from Azospirillum brasilense and characterization
of a recombinant contalning the nif structural
genes. Brazilitan J. Med. Biol. Res., 20:321-30,
1987.

SETTERQUIST, R.. BRIGLE, K.: BEYNON, J.. GCANNON, M.:
CANNON, F. & DEAN, D. Nucileotide sequence of
the nifFfTYEN reglons from Azot obacter vinelandit

and Klebstella pneumontae. In: BOTHE, H.: BRUIJN,
F. J. De; NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation:
Hundred Years After. Proc. 7th Inti. GCong. on

N=NIitrogen Fixation. Kdin (Cologne), 1988B. New York,
Fischer, 1988. p.324.



214

215

216

217

218

164

SHAH, V. K.:. HOOVER, T. R.: IMPERIAL, J.. PAUSTIAN,
T. D.: ROBERTS, G. P. & LUDDEN, P. W. Role of the
nif products and homocitrate 1In the blosyntheslis
of lron-molybedum cofactor. In: BOTHE, H.:. BRUIJN,
F. J. De & NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation:
Hundred Years After. Proc. 7th Inti. Cong. on
N=Nitogen Fixation. Kbin (Cologne), 1888. New York,

Fischer, 1888. p.115-20.

SHAW, D. J.:. RICE, D. W. & GUEST, J. R. Homology
between Cap and Fnr, a regulator of anaerobic
respiration in Escherichia coli. J. Mol. Biol. , 166:
241-7, 1982.

SHEN, S-C.: XUE, Z-T.:. KONG, O-T. & WU, Q-L. An open
reading frame wupstream from the ntisfNH gene of
Klebsiella pneumoniage. Nucl. Acids Res. , 11:4241-50,

1883.

SINGH, M.: TRIPATHI, A. K. & KLINGMOULLER, W.
ldentification of a regulatory nif4 type gene
and physical mapping of <cloned new nif reglons
0f Azospirillum brasilense, Mol. Gen. QGenet. b6 219:

235-40, 1888.

SMITH, B. E.:. BUCK, M.:. EADY, R. R.: LOWE, D. J.:
THORNELEY, R. N. F.. ASHBY, G.: DEISTUNG, J.:
ELDRIDGE, M.:. FISHER, K.:. GORMAL, C.: |OANNIDIS, 1.:
KENT, H.:. ARBER, J.. FLOOD, A.: GARNER, C. D.:
HASNAIN, S. & MILLER, R. Recent studles on
the gstructure and function of molybdenum
nitrogenase. In: BOTHE, H.: BRUIJN, F. J. De &
NEWTON, W. E., eds. Nitrogen Fixation: Hundred Years
After . Proc. 7*P intr. Cong. on N=Nitrogen Flixation.
Koin (Cologne), 198B8. New York, Fischer, 1988.
p.91-100.



218

220

eei

cee

223

224

2e5

165

SMITH, B. E., CAMPBELL: F., EADY, R. R.. ELDRIDGE, M.:
FORD, L. M.: HILL, S., KAVANAGH, E. P.:. LOWE, D. J.:
MILLER, R. W.: RICHARDSON, T. H., ROBSON, R. L:
THORNELEY, R. N. F. & YATES, M. G. Bilochemistry of
nitrogenase and physiology of related metabol ism.
Phil. Trans. R. Soc. Lond. B 317:131-498, 1887.

SONG, S-D.. HARTMANN, A. & BURRIS, R. H. Purlification
and properties of the nitrogenase of
Azospirillum amazonense., J. Bacteriol. 6 164:1271-7,
1985.

S0UZA, E. M. GClonagem, caracterizaclo e seqbenclamento
dos genes nif4 e nifB de Herbaspirillum seropedicae.
Tese de doutorado apresentada ao Departamento de
Bloquimica da UFPR. Curitiba, 1830. c264p.

STADTMAN, E. R.: GINSBURG, A.: CIARDI, J. E.: YEH, J.
HENNING, S. B. & SHAPIRO, B. M. Multiple molecular
forms of glutamine synthetase produced by enzyme
adenylylation and deadenylylation reactions. Adv.
Enz. Regul. , 8:838-118, 1870.

STASKAWICZ, B.: DAHLBECK, D.: KEEN, N. & NAPOLI, GC.
Molecular characterization of cloned avirulence genes
from race 0 and race 1 of Pseudomonas syringae pv.
glycinea. J. Bacteriol. , 169:5783-94, 1887.

STEINBAUER, J.: WENZEL, W. & HESS, D. Nucleotide
and deduced amino acid sequences of the
Klebstiella pneumoniae nifK gene coding for the
f3-subunit of nitrogenase MoFe-protein. Nucl. Acids.
Research, 16:7188, 18988.

STEWART, W. D. P. Some aspects of structure and
function in Nz—flxlng cyanobacteria. Annu. Rev.
Microbiol. , 34:497-536, 1880.



166

€26 STIGTER, J.:. PAWLOWSKI, K.. KLOSSE, U.:. RATET, P. &
BRUIJN, F. J. De. Regulation of nitf4 expression in
Azorhizobium caulinodans O0RS571. In: GRESSHOFF, P.
M.: ROTH, L. E.: STACEY, G. & NEWTON, W. E., eds.
Nitrogen Fixation: Achtevements and Objectives. Proc.
'™ inti. Congress Nitrogen Fixation. Knoxvilie,

Chapman and Hall, 1930. p.587.

227 STUDER, D.:. GLOUDEMAN, S. T.. FRANSSEN, H. J.. FISHER,
H-M.:. BISSELING, T. & HENNECKE, H. Invoivement of
the bacterial nitrogen fixation regulatory gene
(ntf4) In control of nodule-specific host-plant
gene expression. Ewr. J. Cell. Biol., 45:177-84,
1887.

228 SUNDARESAN, V. & AUSUBEL, F. M. Nucleotlide sequence of
the gene coding for the nitrogenase iron protein from
Klebstiella pneumoniae. J. Biol. Chem. , 256: 2808-12,
1981.

228 SZETO, W. W.: ZIMMERMAN, J. L.:. SUNDARESAN, V. &
AUSUBEL, F. M. A Rhizobium melilott symbilotic
regulatory gene. Cell , 36:1035-43, 19819.

230 SZETO, W. W.. NIXON, B. T.: RONSON, C. W. & AUSUBEL,
F. M. ldentification and characterization of
the Rhizobium meliloti ntrC gene: R meliloti has
separate regulatory pathways for activating nitrogen
fixation genes in free-living and symbiotic cells.
J. Bacteriol., 169:1423-32, 1887.

231 TARRAND, J. J.: KRIEG, N. R. & DOBEREINER, J. A
taxonomic study of the Spirillum lipoferum group with
description of a new genus, Azospirillum gen. nov.
and two species, Azospirillum lipoferum (Beljerinck)
comb. nov. and dAzospirillum brasilense sp. nov. Can.
J. Microbiol. , 24:8967-80, 1878.



187

232 THONY, 8.. ANTHAMATTEN, D. & HENNECGKE, H.
Dual control of the Bradyrhizobium japonticum
symbiotic nitrogen fixation regulatory operon

FixR nifd: analysis of "clis" and "trans”
acting elements. J. Bacteriol. , 171 :4162-9,
19889.

£33 THORNELEY, R. N. F., BERGSTROM, N. H. J.:. EADY,
R. R. & LOWE, D. J. Vanadium nitrogenase from
Azot obact er chroococcum MgATP-dependent electron
transfer with the protein compiex. Btochem. J. , 257
788-94, 1888.

2349 THORNELEY, R. N. F. & CORNISH-BOWDEN, A.
Kinetics of nitrogenase o0f Klebstella pneumoniae.
Heterotrophic interactions between magnesium-
adenosine S5‘-diphosphate and magnesium-adenosine
S‘’-triphosphate. Piochem. J. , 165:255-62, 1877.

235 TIEN, T. M.. GASKINS, M. H. & HUBBEL, D. H. Plant
growth substances produced by Azospirillum brasilense
and their effect on the growth of pearl
milliet (Pennisetum americanus L.). Appl. Environ.
Microbiol. , 37:1016-24, 19789.

236 TUBB, R. S. & POSTGATE, J. R. Control of
nitrogenase synthesis in Klebstella pneumoniae.
J. Gen. Microbiol. , 79:103-17, 1873.

237 UO0ZUMI, T.:. WANG, P-L.: TONOUCHI, N.: NAM, J. H.:
KiM, Y. M. & BEPPU, T. Cloning and expression
of the ni f4 gene of Klebsiella oxytoca in
K. pneumoniae and Azospirillum lipoferum. Agric.
Biol. Chem. , 50: 1538-44, 1886.



168

238 WANG, Y. P.. BIRKENHEAD, K.: DOBSON, A.:. BOESTEN, B.
& O0’GARA, F. Sequences downstream from the
transcriptional start site are essenclal for
microaerobic, but not symbiotic, expression of the
Rhizobium meliloti nifHDK promoter. Mol. Microbiol. ,
5:157, 1891.

239 WATT, G. D. Redox properties of the nitrogenase
proteins from Adzotobacter vinelandit . in: EVANS, H.
J.. BOTTOMLEY, P. J. & NEWTON, W. E., eds. Nitrogen
Fixation Research Progress. Dordrecht, Martinus
Nijhoff, 1985. p.585-80.

240 WESTBY, C. A.:. CUSTSHALL, D. S. & VIGIL, 6. V.

Metabol ism of various carbon sources by
Azospirillum brasilense. J. Bacteriol. , 156:1369-72,
1983.

2491 WONG, P-K.:. POPHAM, D.: KEENER, J. & KUSTU, S.

"In vitro®™ transcription of the nitrogen fixation
regulatory operon nifLA of Klebsiella pneumoniae,
J. Bacteriol. , 169:2876-80, 1987.

242 WwO00D, A. G.: MENEZES, E. M.:. DYKSTRA, C. & DUGGAN,
D. E. Methods to demonstrate the megaplasmids (or
minichromosomes) In Azospirillum. In: KLINGMULLER,
W., ed. Azospirillum I Genetics, Physiology,
Ecology. Berlin, Springer-veriag. p.18-349, 1882.

243 VYATES, M. G. Bilochemistry of nitrogen fixation.
In: MIFFIN, B., ed. The biochemistry of plants. New
York, Acad. Press, 1980. v.5. p.1-649.

24949 YATES, M. 6. & PLANQUE, K. Nitrogenase from
Azot obacter chroococcum purification and properties
of the component protelins. Eur. J. Biochen. |,
60:467-76, 18765.



245

246

2497

248

248

250

251

169

YOCH, D. GC.: ZHANG, Z-Mm. & CLAYBROOK, b. L.
Methylamine metaboillism and its role in nitrogenase
"switch-off" In Rhodopseudomonas capsulata. Arch.
Microbiol. , 134:45-8, 1983.

ZAMAROCZY, M.: DELORME, F. & ELMERICH, C. Regulation
of transcription and promopter mapping of the
structural genes from nitrogenase (ni FHDK) of
Azospirillum brasilense Sp7. Mol. Gen. Genet. , €20:
88-949, 149889.

ZHU, J. & BRILL, W. J. Temperature sensitivity
of the regulation of niltrogenase synthesis by
Klebsiella pneumont ae. J. Bacteriol., 145:1116-8,
1881.

ZHU, J-B.: LI, Z-G. WANG, L-W: SHEN, S-S & SHEN,
S-C. Temperature sensitive of a nif4-llke gene |In
Enterobacter cloacae. J. Bacteriol. , 166:357-3, 1886.

ZUMFT, W. G6.. ALEF, K. & MUMMLER, S. Regulation
of nitrogenase activity In Rhodospiritlaceae.
In: GIBSON, A. H. & NEWTON, W. E., eds. Current
Perspectives in Nitrogen Fixation. Canberra,
Autrallan Acad. Sci., 1981. p.180-3.

ZUMFT, W. 6. & CASTILLO, F. Regulatory properties
of the nitrogenase from Rhodopseudomonas patustris,
Arch. Microbiol. , 117 :53-60, 1978.

ZUMFT, W. GC. & NORDLUND, S. Stabllization and
partial characterization of the activating enzyme
for dinitrogenase reductase (Fe protein) from
Rhodospirillum rubrum, FEBS Lett. , 127 :78-82, 1881.



