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RESUMO

A conjugação do mutante nifA' de

Azos/ri ri 11 um brasilense, FP10, com um banco genômico de 

A. brasilense em pLAFR3 permitiu o Isolamento de sete 

transconjugantes capazes de fixar nitrogênio. Os 

transconjugantes apresentaram níveis de atividade 

nltrogenáslca próxima à observada para a estirpe selvagem 

(FP2). A presença dos piasmídeos recomblnantes, pMAK1-pMAK7, 

mostrou-se essencial à compIementação genética, pois os 

transconJugantes foram incapazes de fixar nitrogênio quando 

curados desses piasmídeos. Foram identificados quatro grupos 

diferentes de piasmídeos capazes de restaurar o fenótipo

Nl i+ do mutante. 0 plasmídeo pMAK7 possibilitou ainda a

compIementação do mutante nifB~ de Klebsiella pneumoniae 

<50581). Experimentos de hlbrldlzação comprovaram a presença 

dos genes nifA e nifB no Inserto. Por outro lado, o

plasmídeo pMAK7 foi Incapaz de complementar os mutantes

deficientes na síntese do cofator FeMo, ntrC~ e nifHDK' de 

A. brasilense, bem como de hibridlzar com DNA-sonda contendo 

os genes nifHDK de A. brasilense. Os transconJugantes de 

A. brasilense FP10 contendo pMAK1 ou pMAK7 apresentaram 

inatlvação reversível da nitrogenase por N h * , semelhante4
àquela observada na estirpe selvagem. TransconJugantes de

A. brasilense FP10 contendo esses piasmídeos apresentaram 

fixação de nitrogênio também a 37°C, ao contrário do que foi

verificado para os transconjugantes A. brasilense FP10

(pC K3), contendo o gene nifA de K. pneumoniae. Esses dados 

sugerem que o produto do gene nifA de A. brasilense é

termoestável a 37°C.

xv I



1 INTRODUÇÃO

1.1 DESCRIÇÃO DO MICRORGANISMO

1.1.1 Histórico do mlcrorganlsmo

As bactérias do gênero Azospírillum foram

inicialmente descritas como Azotobacter spirillum  (14) e. 

logo a seguir, como Spirillum lipoferum (15). Estudo

taxonômlco detalhado de uma coleção de isolados levou ò 

criação de um novo gênero, Azospirillum (231). Esse gênero 

compreende, hoje, cinco espécies: A. brasilense (231),

A. I i poferum (231), A. amazonense (158), A. hal opraeferans 

(199) e A. irakense (140), dentre as quais A. brasil ense é a 

espécie melhor estudada.

1.1.2 Características gerais do gênero Azospirillum

0 nome do gênero, Azospirillum , se deve ao aspecto

espiralado dos mlcrorganlsmos e de sua capacidade de fixar 

nitrogênio (231).

Azospirillum spp. são organismos unicelulares de 

cerca de 1 p m  de diâmetro. 0 conteúdo celular dos 

mlcrorganismos é uniforme, exceto pelos grânulos de 

poll-beta-hldroxlbutlrato (25 a 70% do peso seco das 

bactérias). 0 gênero contém bactérias de aspecto vibrióide,



podendo apresentar forma de S ou hellcoldal quando crescidas

em melo seml-sólldo Isento de fonte de nitrogênio fixado.

São bactérias de vida livre com um único flagelo polar

quando crescidas em meio Ifquido e numerosos flagelos

laterais, além do flagelo polar, quando crescidas em melo

sólido (231). O flagelo polar, ao contrário dos flagelos

laterais, está envolto por bainha mucllaglnosa (103).

A propriedade dlazotróflca, isto é, de crescer

utilizando N como fonte única de nitrogênio, é encontrada 
2

somente em seres procarIontes. sob condições 

mlcroaerof íllcas, as espécies de A zosp irillu m  são capazes de 

reduzir N a NH . Em anaerobiose podem converter o nitrato2 3

<N0 ) a nltrlto (NO ), óxido nltroso (N 0) ou nitrogênio
3 2 2

(N ) (146). A espécie A. amazonense parece não ser capaz de 2

se comportar desta forma em anaerobiose (158). o gênero 

Azospirillum se destaca dentre os organismos dlazotrófIcos 

por sua capacidade de fixar nitrogênio a temperaturas 

superiores a 35°C (53, 63).

As células vegetativas úe Azospi ri 11 um, em condições 

Inadequadas, podem se diferenciar em formas C encapsuladas, 

Imóveis e com abundantes grânulos de poli —/?-hidroxt buti rato 

(77, 207, 231). Estas formas celulares são consideradas 

cistos verdadeiros, os quais são mais resistentes à 

dessecação e a radiações ultra-vloleta e gama (148).

Azospiril lum. spp. são bactérias de vida livre 

encontradas nas regiões da rlzosfera e associadas às raízes 

de gramíneas, onde predominam as condições mlcroaerofflicas 

(11, 168). O gênero apresenta quImlotroplsmo, sendo atraído

2



de forma específica pelos exudatos das raízes da planta 

hospedeira a ser colonizada e também pela concentração Ideal 

de oxigênio para a expressão da fixação de nitrogênio (10, 

11). As bactérias são capazes de aderir òs células da 

superfície das raízes (12, 80, 123, 168).

Algumas estirpes de Azospi.ri.llum. parecem competir com 

outros mlcrorganlsmos da mlcroflora em razão da produção de 

bacterloclnas (168, 181), bem como pelo "seqüestro" de Fe

(lll) realizado pelos slderóforos que produzem (8, 105).

0 gênero apresenta metabolismo versátil (10), podendo 

utilizar facilmente sais de ácidos orgânicos, tais como: 

malato, lactato, succlnato e plruvato como fontes únicas de 

carbono e energia para crescimento e fixação de nitrogênio 

(146, 198, 231).

1.1.3 importância econômica do mlcrorganlsmo

As estirpes de Azospi ri 11 um são encontradas

associadas a raízes de diversas gramíneas de Interesse 

agrícola, tais como: arroz, cevada, milho, sorgo e trigo

(63). A capacidade de fixar nitrogênio a temperaturas

condizentes com o solo dos países tropicais, bem como 

temperados, possivelmente contribui para a distribuição 

cosmopolita da bactéria (63).

Estudos envolvendo inoculação de (IO5 - 106 

células / planta) de Azospirillttm em diversas espécies 

vegetais mostraram aumento no peso seco e no conteúdo total 

de fósforo, potássio e nitrogênio das plantas (139, 175).

3



Estes aumentos foram considerados como fatores positivos da

associação (63, 175) e têm sido atribuídos ò produção e

excreção de fitormônlos pela bactéria, os quais estimulam o

aumento do número de pêlos radiculares (129, 175, 235).

Os vegetais são Incapazes de utilizar nitrogênio

molecular (N ) diretamente, mas podem utilizar a amônia 2

fixada pelos organismos diazotróflcos como fonte de 

nitrogênio (63, 175, 235). 0 aumento significativo do

conteúdo de nitrogênio biologicamente fixado somente foi 

observado na associação de A. hal opraeferans com a gramfnea 

Leptochloa fusca (159, 168). Outros experimentos indicaram 

não baver contribuição, em termos de nitrogênio fixado, para 

as plantas inoculadas com Assospirillu m  (22, 63, 168).

1.1.4 Diferenças entre as espécies

As diferenças entre as espécies do gênero quanto à 

utilização de fontes de nitrogênio e de carbono são de 

grande valia na determinação taxonômlca das várias estirpes 

de Azospirillum (108, 158, 161, 199) e, além disso, Influem 

significativamente na capacidade dlazotrófica dos 

mlcrorganlsmos (50, 108, 177).

A. brasilense e A. amazonense não requerem vitaminas 

para seu crescimento. A. lipoferum e a A. hal opraeferans, ao 

contrário, necessitam de blotlna (158, 199, 231).

As espécies de Azospirillum diferem entre sl em sua 

capacidade de utilização de açúcares. A. brasilense e 

A. hal opraeferans t199, 240) são Incapazes de utilizar
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D-glucose como fonte única de carbono, ao contrário de

A  lipoferum (231). A. brasilense, apesar de apresentar a

via gllcolftlca, é incapaz de transportar glucose para o 

interior da célula. Esta espécie é capaz de utilizar o 

gluconato para crescimento (240). A. brasilense (51) e 

A. lipoferum crescem em presença de D-frutose (231). Por 

outro lado, A. amazonense se diferencia de A. brasilense e

A. lipoferum por ser capaz de crescer em presença de lactose 

e maltose (158, 161). A. amazonense 6 a única espécie capaz 

de crescer diazotroflcamente, utilizando sacarose (158).

A  lipoferum e A. amazonense crescem bem em presença 

dos aminoácldos: glutamato, aspartato, serlna ou histldlna

como fontes de nitrogênio e carbono, o que não ocorre em 

A. brasil ense (50, 108).

A  amazonense difere das demais espécies do gênero 

por tolerar pHs mais ácidos e concentrações de oxigênio mais 

elevadas (158), assemelhando-se a Nerbaspirillum seropedicae 

(9 ).

1.2 0 COMPLEXO ENZIMÁTICO DA NITROGENASE

1.2.1 Nitrogenase clássica ou Mo-dependente

A redução de N a amônia pelos mlcrorganIsmos
2

dlazotróflcos requer um complexo enzimático, a nitrogenase 

(196). Este complexo enzimático consiste de duas proteínas 

distintas: a dlnItrogenase ou proteína-Mofe (proteína
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ferro—molIbdênlo) e a dlnItrogenase redutase ou proteína-Fe

(proteína ferro) (49, 68, 196). Nltrogenases isoladas de

diversos microrganismos apresentam propriedades semelhantes 

(69, 196).

A proteína-MoFe é um tetrâmero a2P2 de massa

molecular de aproximadamente 2SOOOO daltons, que contém dois 

átomos de molIbdênlo, 26-34 átomos de ferro e 24-36 íons de

enxofre por molécula. As subunidades o  apresentam cerca de

50000 daltons e as subunidades ft cerca de 60000 daltons (68, 

218). A proteína-MoFe contém dois cofatores ferro-molibdênlo 

(FeMoco), quatro núcleos cúbicos de (4Fe-4S) (centros P) e 

dois outros centros contendo ferro (centros S) (151, 182,

218, 219). os cofatores apresentam a composição MoFe S
6H0 4 “ IO

e parecem participar do sítio catalítico da nltrogenase 

(218, 243). Esses e os centros P podem ser oxidados e 

reduzidos Independentemente (151, 172). Os centros P

apresentam potencial redox mais negativo que os centros 

FeMoco, sugerindo que os centros P transfiram elétrons para 

os cofatores (151, 239).

A proteína-Fe é formada por duas subunidades

Idênticas de 60000 daltons e possui um único núcleo Fe S
4 4

(100, 218, 243). A proteína~Fe reduzida apresenta sítio de 

ligação para ATP e atua como doador de elétrons específico 

para a proteína-MoFe que, como citado acima, contém os

sítios de ligação e redução do substrato (102, 182). A

proteína-Fe parece possuir dois sítios de ligação: um para o 

complexo Mg.ATP e outro para Mg.ADP (100), os quais são 

provavelmente idênticos no início da reação (49).
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A proteína-Fe e a proteína-MoFe somente apresentam 

atividade catalítica quando presentes simultaneamente <196). 

A nltrogenase requer doador de elétrons de baixo potencial 

redox e Mg.ATP para a redução de N a NH (196). O complexo
2 9

Mg.ATP se liga à proteína-Fe na qual Induz alterações 

conformaclonals que diminuem seu potencial redox (218, 243). 

A transferência de elétrons da proteína-Fe para os 

substratos, via proteína-MoFe, requer a hldrólise de 2 

moléculas de Mg.ATP por elétron transferido (49, 99). A

redução da proteína-MoFe é um processo cíclico realizado em 

8 etapas, com a transferência de um elétron a cada etapa, 

para que N seja reduzido a NH conforme a reação (68, 151,
2 9

218):

N + 8H* + 8e” + 16 Mg.ATP •+ 2 NH + H + 1 6  Mg.ADP + 16 PI
2 9 2

O cofator FeMoco da proteína-MoFe é encontrado em 

vários níveis de oxidação, indicando o processo cíclico de 

redução da proteína-MoFe, bem como o envolvimento desse 

cofator na redução dos substratos da nltrogenase (69, 172).

A atividade da nltrogenase é inibida por Mg.ADP (68, 

99, 234), provavelmente através da indução de uma mudança 

conformaclonal na proteína-Fe, impedindo o acesso do 

substrato ao sítio de redução (244) e por impossibilitar a 

ligação de Mg.ATP necessário à transferência de elétrons 

para a proteína-MoFe <49, 99). A proteína-Fe nêo é inibida 

por NH+ ou glutamina <68, 243), entretanto a proteína-Fe e a
A

proteína-MoFe são inativadas se expostas ao oxigênio (196).

A nltrogenase pode reduzir muitos compostos análogos 

que apresentem ligações triplas terminais, dentre os quais.-
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-CsC-, - C = N ( N = N , N=0 (186). A capacidade da nltrogenase de 

reduzir acetlleno a etlleno tem sido utilizada 

rotineiramente na determinação rápida de sua atividade (56. 

196. 211).

1.2.2 Nltrogenases alternativas ou Mo-lndependentes

Recentemente, outros sistemas nltrogenáslcos. capazes 

de reduzir . foram identificados em Azotobactor spp. (20. 

187. 205). Azotobacter vinelandii (20, 21) e

Azotobacter chroococcum (205), além de possuírem o sistema 

clássico contendo Mo, apresentam uma segunda nltrogenase 

contendo vanádlo e ferro (nItrogenase-VFe). A. vinelandii 

possui um segundo sistema alternativo que contém somente 

ferro (nl trogenase-Fe) (<16, 187). 0 complexo da

n I trogenase-VFe de A. t/ineZandii e A. chroococcum é composto 

de duas proteínas homólogas àquelas da n i trogenase-MoFe.- a

proteína-VFe ou dlnltrogenase-VFe e a proteína-Fe ou

dInItrogenase-VFe redutase (182, 218). A proteína-Fe é um

dímero que contém um único centro (Fe -S I. Esta proteína
4 4

atua como doador de elétrons para a proteína-VFe e é ativada 

por MgATP (233). 0 sistema nltrogenáslco VFe parece ser 

menos eficiente na redução de N a NH e G H  a c H que o
2 9 2 2 2 4

sistema nItrogenásIco MoFe (219). Mutantes de A. xAnelandii 

com deleções simultâneas nos genes que codificam a 

nItrogenase-MoFe e a nItrogenase-VFe foram ainda capazes de 

fixar nitrogênio na ausência de Mo e V, Indicando que 

A. vinelandii é capaz de sintetizar uma terceira nltrogenase
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(nltrogenase-Fe) independente de Mo e V <46, 187), elementos 

estes que podem inibir a nltrogenase-Fe (134, 187). os

sistemas nltrogenásicos -Fe e -V permitem a redução de

acetlleno a etlleno (C h ) e etano <C H ), uma propriedade
2 4 2 6

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

1.3 REGULAÇÃO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

A regulação da nltrogenase ocorre a nível de

atividade catalítica e a nível de transcrição dos genes 

envolvidos na fixação de nitrogênio (32, 61, 137, 196).

A nltrogenase pode ser inatlvada ” ln vltro” por 

Mg.ADP (234) ou por oxigênio <72, 196). "in vivo" pode ser 

Inibida por Nhf (137, 206) e por 0 (106, 118, 195).4 2

1.3.1 Efeito da amônla e da giutamina

A nltrogenase é inibida "In vivo" por íons amônio 

(137, 206, 250). Este mecanismo reversível de Inatlvação foi 

primeiramente demonstrado em Kk<xiospirillum rubrum (138, 

152). 0 mecanismo de inatlvação foi então denominado

"desligamento" ("switch-off") e o de reativação foi 

denominado de "ligação” ("swltch-on") (250).

Estudos do "desligamento” do complexo da nltrogenase 

mostraram que a proteína-Fe é modificada covalentemente. Um 

resíduo ADP-rlbose, derivado do N A D * , é ligado a um resíduo 

específico de arginina de uma das subunldades da
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dinltrogenase redutase (137, 138, 152). Essa reação de

inatlvação é catalisada pela enzima dlnltrogenase redutase 

ADP-rlbosll-transferase (DraT) e é dependente do complexo de 

cátlon dIvalente-ADP (154). A reativação da protefna-Fe,

"ligação” <"swltch-on"), é catalisada por uma enzima 

atlvadora ATP-dependente, a g11cohldroI ase atlvadora da 

dlnltrogenase redutase (DraG), quando os fons amônlo Já

foram metabollzados (206, 251).

A. brasilense (176) e A. lipoferum (109) são os

únicos organismos diazotróflcos não-fotossintétIcos que

apresentam este sistema de controle metabólico de fixação de

N e, por Isso, o especial interesse em seu estudo. A2

proteína atlvadora de A. brasilense apresenta massa 

molecular de 33500 daltons (150), semelhante àquela da

proteína DraG isolada de R. rubrum (32800) (206, 251). As

enzimas DraG de A. brasilense e R. rubrum (150, 206) são

ativadas por Mn2 * (98) e praticamente Inativas na presença 

de Mg2 * que em concentraçOes elevadas, exerce efeito 

Inibltórlo (98, 150). A. amazonense aparentemente não possui 

o sistema enzimático ativador-lnativador da proteína-Fe 

(220), apresentando um sistema com inatlvação rápida da

nitrogenase na presença de N H * , semelhante ao deA
A. uinelandii (220). RegiOes homólogas aos genes dretr e draQ 

foram detectadas no ONA genômlco de A. brasilense e 

A. lipoferum, mas não em A. amazonense (88). Os genes draQ e 

drdT foram mapeados próximos ao nifJ de A. lipoferum (89). A 

nitrogenase dos transconjugantes ntrC~ de A. brasilense, 

complementados pelo gene n i f j f  de K. pneumoniae, é
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praticamente Insensível ò inlblçfio reversível por íons 

amônlo (191, 192). Esses resultados sugerem que o produto do 

gene ntrC pode estar envolvido no mecanismo de maturação 

reversível da nltrogenase (191, 192).

1.3.2 Influência da glutamlna slntetase sobre a atividade 

da nltrogenase

Experimentos mostraram que a adição de metlonlna- 

sulfoxlmina (MSX), um análogo da glutamlna e Inibidor da 

glutamlna slntetase <GS), impede e reverte o "swltch-off" da 

nltrogenase por NH* (2-15, 2-19). Estas evidências sugeriram4

que a glutamlna poderia estar envolvida no processo de 

Inibição reversível da nltrogenase "In vivo” , ou ainda, que 

a GS ativa tivesse participação como provedora de glutamlna 

ou outro sinal químico para o desencadeamento do 

"swltch-off" (109, 136, 245, 250). A adição de MSX a

culturas de A. brasilense e A. lipoferum fixando nitrogênio, 

previne a inatlvação da nltrogenase pela adição posterior de 

NH+ (109, 176), de forma semelhante ò verificada para4

organismos dIazotrófIcos fotossintéticos (249).

A glutamlna slntetase é uma proteína multlmérica 

codificada pelo gene glnA (55), já seqüenclado em 

A. brasil ense Sp7 (27, 28), e que participa da via de

assimilação de amônla por mlcrorganIsmos em condlçOes 

dlazotróf l cas. A atividade de GS é regulada por um sistema 

de adenl I l lação e desadenlllI a ç ã o . Em altas concentrações de 

NH+ , a GS é inatlvada pela ligação de um resíduo AMP a um
4

resíduo de tlroslna em cada uma das 12 subunidades da GS
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<93, 222). A adenllilação é promovida pelo produto do gene 

glnE, a enzima adenllillI-transferase (ATase). A função da 

ATase, por eua vez, é regulada pelo produto do gene glnB, a

proteína Pjx (130). A proteína P apresenta duas formas: a

forma não modificada, p , estimula a adenllilação da 6S 

pela ATase e sua forma urldllllada, PJ X -UMP, favorece a

desadenllilação da GS (87). A ligação do grupamento UMP à

proteína Pxx é catalisada pelo produto do gene glnB, a

enzima urldllllll-transferase (UTase) (38, 130). A atividade 

da GS parece ser regulada pela relação n h * / glutamina ou
4

ot-cetog l utarato/g l utaml na (38, 222).

0 nível de atividade da GS é um reflexo do seu estado

de aden1111 a ç ã o , porém, parece não estar relacionado com o

processo de "swltcn-off" da nltrogenase (1, 137, 249) visto 

que culturas de fchodobcrcter pa lustris , com elevada atividade 

nltrogenôsIca, foram insensíveis ao "swltch-off" por NH* , 

apesar dos níveis normais de adenililação da GS (249, 250).

Os resultados de experimentos envolvendo a adição de MSX a

culturas de A. brasilen&e têm sido contraditórios quanto à

inibição do "swltcn-off” por este análogo da glutamina (91, 

109). Além disto, mutantes de A. brasrtlense auxotróficos 

para glutamina, com deficiências em GS, mostraram atividade 

constitutiva da nltrogenase em presença de NH* (92). 

Mutantes de A. br-asilen&e resistentes a et I I enod i aml na e 

constitutivos para fixação de nitrogênio, em presença de

N h * , apresentaram a capacidade de excretar NH* derivada de
4 4

N . Esses mutantes apresentaram GS constltutlvãmente 
2

adenlIIIada (193).

12



13

1.3.3 Efeito do oxigênio sobre a atividade da nltrogenase

o oxigênio também exerce efeito inibidor sobre a 

atividade da nltrogenase. As proteínas dlnltrogenase 

redutase e dinItrogenase, "In vitro", são inatlvadas 

lrreversivelmente se expostas ao oxigênio <72, 136).

A proteína-Fe de K. pneumoniac e a de A. chroococcum 

apresentam tempo de meia vida de aproximadamente 45 s e 

2 m i n ( respectivamente, quando expostas ao ar (72). A 

proteína-MoFe de K. pneumoniae e a de A. chroococcum, por 

sua vez, têm tempo de mela vida de 8 e 10 min, 

respectivamente <69, 70). A protefna-VFe é mais sensível que 

a proteína-MoFe quando exposta ao oxigênio (71).

0 efeito de Inibição da nltrogenase por oxigênio ” tn 

vivo” também é denominado "swltch-off" e é reversível 

("swltch-on"> dependendo da concentração e do tempo de 

exposição ao oxigênio (106, 114). 0 efeito ocorre em

diversos mlcrorganismos, incluindo em Azospiri 11 um spp. 

(106, 118). Um pequeno aumento da concentração de oxigênio 

em culturas sob condiçSes de fixação de nitrogênio promove 

Inatlvação reversível da nltrogenase, sem modificação da 

prote Ína-Fe em A. brasil ensre e A. Hpoferum (106). Este 

efeito é, provavelmente, decorrente do desvio de elétrons da 

nltrogenase pelo oxigênio, impedindo a redução do (93,

180, 204). Entretanto, concentrações mais elevadas de 02 

levam à inatlvação Irreversível da nltrogenase (106, 177).

Organismos fixadores de nitrogênio possuem mecanismos 

de proteção da nltrogenase contra a Inatlvação pelo oxigênio



(63, 196, 203). Dentre eetee lncluem-9e: aumento da taxa

respiratória a fim de remover rapidamente o excesso de

oxigênio (3, 204); modificação conformacI ona I da nltrogenase

a fim de torná-la tolerante ao ar e parada simultânea da

fixação de nitrogênio (203, 210); compartImentaIlzaçêo

celular (neterocisto de clanobactérlas) (195, 225); possível

proteção através das enzimas superóxldo dlsmutase,

peroxidase e catalase, as quais removem os metabólltos

tóxicos oriundos da redução de 0 como o íon superóxldo
2

(0~), peróxldo (H 0 ) e radical nidroxfllco (HO) (170, 174);
2 2

proteção química através de carotenóldes por dlsmutação

espontânea do superóxldo e dos radicais de oxigênio (41,

147, 174); agregação bacterlana protegendo camadas celulares

mais Interiores (16, 115, 178); aerotroplsmo para

concentrações de 0 mais adequadas (11, 63, 178).
2

A concentração ótima de 0 para permitir a fixação de
2

nitrogênio em Azospirillum spp. fica em torno de 0,6 a 8 /jM, 

suficientes para 9aturar as oxldase9 terminai9 de alta 

afinidade (177, 179). Neste gênero foram observados os

seguintes mecanismos: de proteção respiratória limitada

(177), aerotroplsmo (11, 53, 178), proteção conformaclonal 

(106, 154, 179) e proteção através de carotenóldes (107). 

Mutantes de 4. brasilen&e com superprodução de carotenóldes 

apresentam capacidade dlazotrófica cinco vezes superior à 

verificada no tipo selvagem sob altas concentrações de 02 , 

confirmando a existência e eficiência desse mecanismo de 

proteção (107). Superprodução de catalase, entretanto, 

parece não ter efeito de proteção contra o oxigênio (113).
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0 aerotropismo pode ser observado na formação e no

deslocamento da película bacteriana, em melo seml-sólldo, em

direção a regiões de concentrações de 0 compatíveis com a
2

atividade da nltrogenase (11, 53, 178).

A prote í na-Fe de A. lipoferum e A. brasil ense sob 

condições de anaerobiose <106, 177) é inatlvada por

modificação covalente (ADP-rlbosllaçõo), o que não ocorre em 

A. amazonense (106, 114, £20). Nestas condições, a

Inatlvação da nltrogenase poderia ser decorrente do aumento 

dos níveis de ADP, um atlvador da enzima DraT (154).

1.4 GENÉTICA DA FIXAÇXO DE NITROGÊNIO.

1.4.1 Em Klebsiella pneumoniae

0 caráter de fixação de nitrogênio é conferido

por um complexo de genes, denominados genes n if (196). A 

genética da fixação de nitrogênio mais estudada é a de 

Klebsiella  pneumoniae. Neste organismo, 21 genes n if estão 

distribuídos em 7 a 9 operons compreendidos em um único

regulon. O regulon se estende por mais de 23 kllobases (kpb) 

(61, 164) e está localizado entre o operon his (mobilização 

de histidina) e o gene sfii.4 (shlkimato permease) (196). A

transcrição ocorre da direita para esquerda, excetuando os 

operons nifF e nifCJ (4, 164, 190, 198):

hi sD .ni fQjB .ni fAL .nifF .nifM .ZV .VSU .ni fXNE .ni fYTKDH .ni fCJ .shi A
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Dentre oe genes ni/, 17 foram identificados através 

de estudos da genética clássica e tecnologia de DNA 

recombinante. Os outros quatro genes n i f , dentre eles: nifC,  

n i fT , nifV e nifZ, foram Identificados, mais recentemente, 

através de estudos de seqüenclamento dos genes ni f (4, 188,

213, 218, 224).

A transcrição de todos os gene n i f  de K. pn&umoniae é 

controlada pelos produtos do operon nifLA, o qual constitui 

o sistema ni/-espec íf i co de regulação da fixação de 

nitrogênio. 0 produto do gene nifA (NifA) funciona como 

atlvador e o produto do gene ni/L (NlfL) como antl-atlvador 

(61, 164). Os genes nifLA, por sua vez, são regulados pelo 

sistema geral de regulação de fixação de nitrogênio (genes 

ntr ) (61, 164).

Os genes estruturais nifD e nifK são codificantes das 

subunidades a  e ft da proteí na-MoFe, respectivamente, e o 

gene nifH é codlflcante da proteína-Fe (125, 201, 228). Os

produtos dos genes nifB, nifE e niffi estão relacionados com 

a blossfntese do cofator ferro-mollbdênio (FeMoco). Mutantes 

nesses genes apresentam protefna-MoFe Inativa. A adição do 

FeMoco purificado proporciona a recuperação da atividade da 

proteína nesses mutantes (110, 201). 0 produto do gene nifH, 

a proteína-Fe, provavelmente transfere elétrons para o 

complexo NIfNE para que este possa sintetizar o FeMoco (84, 

202). Os genes nifQ e nifV também estão envolvidos na 

blossíntese do FeMoco. 0 gene nifQ parece estar envolvido no 

transporte de Mo para a proteína-MoFe (124). Mutantes nifV  

apresentam nltrogenase de baixa afinidade por N2 , mas ainda
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capaz de reduzir acetlleno a etlleno (111). o produto do 

gene nifV foi identificado como uma homocltrato slntase

( E U ) .  0 homocltrato parece ser incorporado ao FeMoco e 

estar relacionado com o sítio ativo da nitrogenase,

conferindo as características de especificidade à 

nitrogenase (214). 0 cofator extraído dos mutantes nifV~ , 

quando adicionado à proteína-MoFe de mutantes nifB~ , resulta 

em uma nitrogenase com as propriedades alteradas e

semelhantes às observadas naqueles mutantes, indicando a

possível participação do FeMoco no sítio catalítico da

nitrogenase (110, 111).

0 produto do gene nifM está, possivelmente, envolvido 

na modificação pós-traduclonal da proteína-Fe (188, 201).

Isto foi confirmado pela obtenção de proteína-Fe ativa,

sintetizada em EschericMa cóli , requerendo somente os genes 

nifH, nifA e nifM de AC. pneumoniae (120).

Os produtos dos genes nifF e nifJ foram purificados e 

caracterizados como uma flavodoxlna e uma plruvato-

flavodoxina oxldorreductase, respectivamente, as quais estão 

envolvidas no transporte de elétrons para a nitrogenase (24, 

54). Os produtos nifU e nifS parecem Interferir na maturação 

da proteína-MoFe, de forma semelhante ao produto do gene 

nifM (80, 201).

Mutantes nifZ~ e nifV~ de K. pneumoniae mantiveram

capacidade de redução de N e C H , mas atividade reduzida
2 2 2

da proteína-MoFe, sugerindo que esses dois genes estariam 

relacionados com a ativação da proteína-MoFe (188).

As funçfies dos genes nifC, n i fT , nifY e nifX ainda
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permanecem indefinidas (164). 0 produto do gene nifX,

entretanto, parece estar envolvido na regulação por O (95,
2

96).

1.4.2 Em Aizotobacter spp.

Azotobacter vinelandii apresenta dois operons nifHDK 

que codificam a nltrogenase-MoFe e a nltrogenase-VFe como 

também observado em A. chroococcum (29, 127, 135). Além

destes dois operons estruturais, há um gene tipo nifH que 

codifica a n 1trogenase-Fe em A. vinelandii (187). Estudos 

de DNA recomblnante Indicaram diferenças espaciais 

significativas entre grande parte dos genes n if de 

A. vinelandii e K. pneumoniae (127).

A. vinelandii apresenta três genes tlpo-ní/.4: n if  A

requerido para a expressão dos sistemas de fixação de

nitrogênio Mo-dependente e MoV-lndependente, vnfA que regula 

o sistema de fixação V-dependente e anfA do sistema de

fixação em condições de ausência de vanádio e mollbdênlo 

(134). 0 gene anfA foi localizado acima dos genes anfHDQK e 

o gene vnfA acima de um gene tipo nifE. As semelhanças entre 

os produtos AnfA, VnfA e NlfA sugerem que os produtos AnfA e 

VnfA também atuem como reguladores positivos dos respectivos 

sistemas de fixação de nitrogênio (134).

1.4.3 Em Azospiri11um spp.

Os genes nifHDK de A. bra&ilen&e, recentemente 

seqüenciados (82, 246), e de A. lipoferum estão organizados
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em um único operon, mostrando homologla com os 9 enes de 

K. pneumonia* (81, 194, 197, 212). Genes de Azospiri11um,

homólogos ao nifE (90) e nifUS (75), foram localizados na 

reglêo abaixo do operon nifHDK. Estudos de hlbridização 

revelaram ainda a presença dos genes fixAB e, provavelmente, 

fixC a 3 ' dos genes nifUS em A. brasil ense e apresentando 

homologla com os genes fixABC de Azorhizobium caulinodans 

(75). Esses genes estão envolvidos no transporte de elétrons 

na fixação simblótlca de nitrogênio em rhlzobla (73). Os 

promotores dos genes fixABC de Rhizobium m eliloti não são

funcionais em>i brasilense (117).

0 funcionamento do sistema de regulação em 

A. brasil ense foi estabelecido através do estudo com 

mutantes Nif~ e parece análogo ao de K. pneumoniae (192). Os 

mutantes de Azospirillum spp. foram complementados por genes 

nifA e ntrC de K. pneumoniae (163, 192). Algumas diferenças, 

porém, foram observadas no sistema de regulação desses

dois mlcrorganIsmos. A clonagem do gene nifA de

Klebsiella  oxytoca permitiu a expressão constitutiva em 

mutantes ni fA ' de K. pneumoniae, mas não em A. lipoferum,

sugerindo possíveis diferenças estruturais entre os produtos 

NifA (237). Mutantes nifA" de A. brasilense foram ainda 

complementados pelo gene nifA de H. seropedicae, sugerindo 

que a regulação da fixação de nitrogênio é semelhante nesses 

dois mlcrorganlsmos (221).
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1.5 REGULAÇIO DA TRANSCRIÇÃO DOS GENES n if

A fixação de N2 é geralmente reprimida por altas 

concentrações de NH* e de 02 (70, 137, 198) e, em alguns

mi crorgan l s m o s , por temperaturas elevadas (37*C> (32, 2-17).

0 sistema de regulação da expressão dos genes n if em 

JCZebsiella pneumoniae é o mais bem estudado e serve como 

modelo para o estudo da regulação da fixação de nitrogênio 

em outros mlcrorganlsmos. A transcrição dos genes n if em 

K. pneumcniae é regulada a dois níveis: a nível

n if - específico, através dos genes nifA e nifL, e a nível 

do metabolismo geral do nitrogênio mediado pelos genes ntrA 

( rpoN ) , ntrB e ntrC (Figura 1). 0 sistema geral participa 

também da regulação de outros operons (ex: his,  hut )

envolvidos na utilização de fontes alternativas de 

nitrogênio (60, 132, 163, 183).

1.5.1 Sistema de regulação do metabolismo nltrogenado (ntr)

A utilização de fontes alternativas de nitrogênio em 

enterobactérlas envolve a expressão de operons regulados 

pelo sistema ntr. Este compreende os genes ntrA (rpoN), 

ntrB, ntrC e glnA (30, 61, 78, 156).

A hipótese inicial do envolvimento da glutamlna 

slntetase como atlvador transcrIcI ona I dos genes n if (1, 

137, 2-19) foi abandonada com o descobrimento dos genes ntrB 

e ntrC, os reguladores da expressão dos genes n i f (78, 156).
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FIGURA 1: MODELO DE REGULAÇÍO DA TRANSCRIÇÃO DOS GENES nif
EM K. pneumoni ae.

0 esquema representado acima indica os sistemas de 

regulação a nível n if  -  específico e a nível do metabolismo 

geral do nitrogênio (60, 119, 163).



Em K. pneumoniae, os genes ntrC e ntrB são contíguos em um 

único operon Juntamente com o ginA (GS), glnAntrBC (61, 78,

156), enquanto o gene ntr.4 está localizado em outra região 

do cromossomo (30, 78). Os genes ntrBC também são chamados 

de glnLG e o gene ntr.4 é denominado de glnF ou rpoN (35, 

122).

Estudos de regulação de fixação de nitrogênio em

K. pneumoniae revelaram que a síntese da nltrogenase é

reprimida por amônla (70, 236) ou oxigênio (70). Em presença 

de concentraçães llmltantes de N H * , a transcrição do operon4

nifLA é ativada pelo produto do gene n t rC (glnG), em

presença do produto do gene ntrA (rpoW), um fator o da RNA 

polimerase (aS 4 ) (30). Em altos níveis de NH* (> 10 mM), o
4-

produto do gene ntrB Inativa o produto do gene ntrC,

bloqueando a transcrição do operon nifLA. Em concentraçães 

intermediárias de NH* (3 mM), insuficientes para causar a
4-

inatlvação do produto do gene ntrC pela proteína NtrB, o 

produto do gene ni/A é inibido pelo produto do gene nifL 

(61, 163).

Os produtos dos genes ntrB e ntrC, as proteínas NtrB 

e NtrC, fazem parte de uma família de proteínas regulatórias 

que atuam aos pares: uma reguladora (NtrC) e outra sensora 

(NtrB) (66, 67, 78). A proteína NtrB, de cerca de 36000 

daltons, em condições llmltantes de nitrogênio catalisa a 

fosforllação da NtrC, enquanto que em presença de excesso de 

nitrogênio catalisa a defosforlI ação da NtrC. A atividade da 

NtrB é determinada pelo produto do gene glnB (a proteína
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Pjj) que, na sua forma não urldllllada estimula a atividade 

fosfatásica da NtrB, levando à inatlvaçâo da NtrC. Em 

condições limltantes de nitrogênio fixado, a proteína Pxj é 

urldllllada pelo produto do gene glnD, a 

ur l d11llII-transferase (UTase). A proteína P urldllllada 

(Px i -UMP) estimula a NtrB a fosforllar a NtrC <38, 173). A

UTase também parece ser responsável pela remoção dos 

grupamentos UMP da proteína Pxx e a sua atividade é modulada 

pela relação glutamlna/a-cetogIutarato (38). Mutantes no 

gene ntrB podem sintetizar proteína NtrB insensível à 

proteína Px j , fosforllando constltutlvãmente a proteína NtrC 

que, neste estado, promove a síntese constitutiva de GS e 

hlstldase (45, 155, 173). Contrariamente, mutantes no gene 

ntrB, que não produzem a proteína NtrB, ainda respondem 

fracamente aos níveis de nitrogênio presentes na célula, 

sugerindo que a NtrC possa ser autofosforllada ou sofrer a 

ação de outra proteína qulnase (6, 155). Mutantes glnB~ ,

apresentando Pxx incapaz de ser urldllllada, apresentam 

capacidade de fosforllação de NtrC, Indicando que a proteína 

Pxx não é essencial para o controle da fixação de 

nitrogênio, apesar de ter papel significativo na 

defosforilação da NtrC através da NtrB (118).

A proteína NtrC atua como repressora ou como 

atlvadora, em resposta aos níveis nutricionais da célula e

da seqüência regulatória do promotor com o qual Interage,

nifLA, gin A e tvis (157, 185). A níveis llmltantes de NH* , a

proteína se encontra fosforllada, sua forma ativa (173).
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1.5.2 Regulação n if  -  específica

A transcrição dos genes n i f de K. pneumonia* estó 

sob controle de reguladores n if  -  específicos, os produtos 

dos genes nifA e nifL <183, 183, 231). Estes dois genes

constituem um operon cuja expressão estâ sob controle dos

produtos dos genes ntrB e ntrC e requer o fator aS4 como Já 

descrito. Em concentrações limltantes de NH+ e 0 , o produto
4 2

do gene nifÂ ativa a transcrição de todos os operons ni f ,  

inclusive o próprio (65) e quando expresso constltutlvãmente 

ativa também a transcrição de promotores ntr <65, 163, 183)

(Figura 1). Em concentrações Intermediárias de NhT e 0 , o
4 2

produto do gene nifL é ativado e, funcionando como um 

anti-atlvador, bloqueia a transcrição dos operons ni f  

ativada pela proteína NifA. A presença de genes homólogos ao 

nifA de K. pneumonia* tem sido descrita em todos os 

dlazotrofos Já estudados, com a possível exceção de

Clostridium pasteurianum (43). Assim, o nifA se encontra

contíguo ao gene nifB na bactéria fotosslntétI ca

Rhodobacter capsulatus (133), em Rhizobium legumtnosarum 

(97), R. m eliloti e K. pneumoniae (39) e em N. seropedicae

<221).

A proteína NifL de K. pneumoniae apresenta massa 

molecular em torno de 50000 daltons <60) e regula 

negativamente a transcrição dos genes n if na presença de 02 , 

aminoácldos ou níveis intermediários de NH* <3 mM) (165). A4

proteína NifL não possui nenhum domínio de ligação a ONA, 

sugerindo que ela interage diretamente à proteína NifA e não



com o gene nifA (67). 0 produto NlfL apresenta baixa

homologia com o produto NtrB quando comparado com o grau de

homologla verificado entre NifA e NtrC (67). A homologia do

produto NlfL com NtrB é mais acentuada na região C-terminal

(67, 247). O promotor nifL pode ser ativado tanto por NifA

quanto NtrC (65).

Em K. pneumonia*, o oxigênio parece exercer efeito

repressor via inatlvaçâo da proteína NifA (114) pelo produto

NifL. Nesse caso, o NlfL parece atuar como sensor de

oxigênio (67). Além disso, em presença de () , a transcrição
2

do operon nifLA se encontra limitada (61, 67).

Em Hhisobitm w&liloti , a expressão n i f / f i x  é regulada

por 02 a nível de transcrição do gene nifA (59), a qual

parece não ser diretamente regulada pelo sistema ntr (7,

229). Nesse organismo, os produtos NifA e NtrC são os

responsáveis pela ativação da transcrição dos operons nif a

baixas e altas concentrações de oxigênio, respectivamente

(59, 230, 238). Em concentrações llmltantes de 0 , a
2

transcrição do nifA é ativada pelo produto do gene fixJ

(112) que é ativado pelo produto do gene fixL.  

Contrariamente, em altas concentrações de oxigênio, a 

proteína FlxL inativa a FlxJ (52). um sinal simbiótlco 

parece ser necessário para a expressão do operon fixLJ (229) 

em concentrações llmltantes de oxigênio (59, 230).

A proteína FlxJ ativa, também, a transcrição do gene 

fixK (112). A proteína FixK de R. meliloti é homóloga òs 

proteínas Fnr das bactérias entérlcas e parece reconhecer 

seqüências homólogas aos "anaerobox" (13, 112). 0 produto
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FIxK ou tlpo-Fnr de R. m eliloti está envolvido na modulação 

da transcrição do gene nifA em resposta às concentrações de 

oxigênio (13, 112), mas não em Iihizobium legumLnosarum bv. 

tAciae (48). A seqüência "a naerobox” provavelmente tem 

função ativadora quando sobreposta ao início de transcrição 

e função repressora quando localizada na região codiflcadora 

do gene nifA (171). Sítio semelhante ao de ligação para Fnr 

foi encontado no gene nifN, mas não no gene nifA de 

R. meliloti (13), no gene nifA de Azorhizotrium caulinodans 

(31) e no Interior do gene nifA de H. seropedicae (221) e do 

gene nf/D de Bradyrhizobium japonicum (171), sugerindo a

existência de genes análogos ao fnr de E. coli (13, 215).

Nesses organismos, a expressão do gene nifA estaria regulada 

também a nível da proteína FlxK, respondendo às variações 

nos níveis de oxigênio (13, 221). Além disso, mutações no

interdomínlo (entre os domínios D e E) das proteínas NifA

sensíveis ao oxigênio confirmaram o possível papel dessa 

região como sensora dos níveis oxigênio (145).

Em Bradyrhizobium Japonicum, o gene nifA faz parte do 

operon fixRnifA (232) e parece não ser regulado pelos

produtos dos genes fixLJ (2), pois é transcrito sob 

condições aeróbicas. 0 NifA sob condições microaeróblcas é 

capaz de ativar o operon fixRnifA, permitindo uma síntese

elevada de seu produto (NifA), necessária para a ativação 

dos outros operons f i x  e nif (232). A sensibilidade da

proteína NifA de B. japonicum ao oxigênio está, 

provavelmente, relacionada com a labi I Idade de resíduos

clsteínlcos essenciais (85, 86).
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Em Azorhizobium caulinodans, o gene nifA ativa 

transcrição dos genes ni f e f i x  e é Inibido por 0 e NH+
2 4

(31). 0 promotor nifA contém três domínios que parecem

Importantes para a sua expressão: a seqüência consenso -24

e -12, a seqüência UAS ("upstream actlvator sequence") para

a interação com NlfA e uma seqüência semelhante à consenso

para Interação da proteína Fnr (31, 171, 198, 226). Um gene

tlpo-/nr ou tipo - f ixK parece estar envolvido na modulação

da atividade da NlfA em resposta òs concentrações de

oxigênio (31). A expressão do gene nifA nesse mlcrorganismo

parece ser auto-regulada negativamente sob condições não

simblótlcas de fixação de N (31). A regulação da
2

transcrição do gene nifA de A. caulinodans' envolve três 

produtos gênlcos: as proteínas NtrC, NtrY e NtrX (31, 228).

A seqüência de aminoácldos deduzida para a NtrY e para a 

NtrX mostrou homologla com as proteínas sensoras (tipo-NtrB) 

e reguladoras (tipo-NtrC), respectivamente (31, 198, 226).

O gene nifA, tal qual o gene nifB, apresenta-se 

duplicado em Rhodobacter capsulatus (144). 0 efeito dessa

duplicação gênlca na fixação de nitrogênio ainda não foi 

esclarecido (144), embora estudos com mutantes estruturais 

nifHDK sugiram a existência de uma nltrogenase alternativa 

independente de Mo e V (143), cuja transcrição poderia ser 

ativada pela segunda cópia do gene nifA. Esse mlcrorganIsmo 

se assemelha aos slmblótlcos fixadores de nitrogênio por 

também apresentar o Interdomínlo responsável pela 

sensibilidade do NlfA ao oxigênio o que talvez explique 

ainda não ter sido encontrado nenhum gene análogo ao nifL
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<143, 144).

Os três sistemas de fixação de nitrogênio de 

A. tdnelandii apresentam genes semelhantes ao nifA de 

K pneumoniae denominados nifA, vnfA e anfA (134). Os sítios 

de ligação para VnfA e AnfA, entretanto, diferem do sistema 

ni f pois aparentemente não possuem seqüência UAS (126). A 

expressão desses sistemas dependem da disponibilidade de Mo 

que reprime a expressão dos genes vnf e anf e de V que 

reprime o sistema anf <128, 134, 187). Os genes xmfH e vnfD, 

são transcritos tanto na presença de V quanto na ausência de 

Mo e V e diferem dos genes anfHDK e nifHDK por serem 

expressos também em presença de N h f . Além disso, a expressão 

do gene \mfH é dependente de unfA e anfA, enquanto a do gene 

tnfD é dependente de xmfA, indicando que os genes

estruturais da nltrogenase-VFe sejam regulados 

independentemente e que o gene anfA exerça papel regulatório 

nesse sistema de fixação de nitrogênio <126). Além disso, 

estudos anteriores demonstraram que o sistema da 

nltrogenase-Fe necessita da expressão do gene nifA para a 

atividade máxima da enzima sob condições de carência de Mo e 

V (134). 0 sistema da nitrogenase-MoFe nessa espécie é

ativado pelos genes nifA e nfrX, enquanto o sistema da 

nItrogenase-VFe é regulado pelos genes unfA e ntrC (209).

Em K. pneumoniae, temperaturas superiores a 35°C 

ocasionam repressão da transcrição dos genes n if <32).

Nessas condições, o efeito repressor ocorre via inatlvaçõo 

da proteína NifA, sem envolvimento do produto NlfL 

<32, 247). Foi verificado, porém, uma menor termoIabIIIdade
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do produto NlfA em mutantes niflT de K. pneumoniae, cuja 

proteína NlfL, embora capaz de se ligar à NlfA, é Incapaz de 

Inatlvá-la (5). o complexo NlfA / NlfL” parece estabilizar 

os sistemas acoplados de transcrlçêo-tradução ” ln vltro" dos 

genes nif , mesmo a temperaturas superiores a 30°C (5). Esses 

resultados corroboraram com trabalhos anteriores que 

sugeriram que a termossenslblI idade do sistema de 

transcrição dos genes n i f em X. pneumoniae é decorrente da 

labilIdade Intrínseca da proteína NlfA (208).

0 gene nifA de Enterobacter cloacae foi Isolado e o 

seu produto (NlfA) caracterizado como termoestável, 

permitindo a fixação de nitrogênio a 39*C (248).

Três mutantes Nlf~ de A.brasilense (FP8, FP9 e FP10) 

foram complementados pelo plasmídeo pCK3 que carrega o gene 

nifA de K. pneumoniae expresso constitutI vãmente (191, 192). 

Ools destes mutantes foram caracterizados como mutantes 

ntrC ' (FP8 e F P 9 ) e um deles como nifA” (FP10) (191, 192). A 

expressão n i f nesses transconJugantes a 30°C, mas não a 37°C 

se deveu provavelmente ò termoIabi11dade do produto do gene 

nifA de K. pneumoniae (32, 247). Por outro lado, as espécies 

de Azospírillum fixam nitrogênio a temperaturas entre 

35-37°C, sugerindo que o produto do gene nifA de 

A. brasil ense é termoestável nesta faixa de temperatura (53, 

63). A termoestablIldade do NlfA de A. brasilense despertou 

especial Interesse não só para o estudo dos mecanismos de 

regulação da fixação de nitrogênio, bem como pela 

possibilidade da utilização do gene nifA em sistemas 

transgênlcos (192).
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1.5.3 Homologla entre os operons nifA e ntrC

30

A proteína NtrC apresenta massa molecular de 52000 ou 

54000 daltons, massa multo semelhante à apresentada pela 

proteína NifA, 53000 daltons (40, 66). As seqüências

nuc I eot íd I cas dos genes nifA e ntrC mostram que seus 

produtos gênlcos apresentam homologias consideráveis nos

níveis de amlnoácldos como deduzido pela estrutura 

secundária das proteínas NifA e NtrC. Os domínios

N-termlnals (domínios A e C) destas proteínas nSo apresentam 

homologla. A porção central (domínio 0) das proteínas NifA e 

NtrC parece estar Implicada no controle positivo e poder 

interagir com NtrA ou a54 da RNA pollmerase e um bloco de 

maior homologla Indicativo da função comum dessas duas 

proteínas. Além disso, as proteínas NifA e NtrC possuem

domínio central semelhante à região de ligação de

nucleotfdeos das GTPases e ATPases. Esta região talvez

esteja envolvida na fosforilação do produto NtrC por NtrB. 

Não se sabe, porém, se o produto NifA estaria sujeito a 

mecanismo semelhante de fosforilação (66). A extremidade 

C-termlnal (domínio E) de cada proteína contém um domínio 

hélIce-volta-hélIce homólogo aos domínios de ligação de 

ONA encontrados nos repressores, atlvadores e resolvases

(40, 66). A primeira hélice é Idêntica entre as proteínas

NtrC e NifA, parecendo determinar a afinidade geral da 

proteína pelo ONA, enquanto a segunda hélice não é homóloga 

e parece constituir a hélice de reconhecimento para 

interação direta com o ONA. Os llgantes específicos de NtrC 

e NifA diferem entre si, confirmando as diferenças



verificadas na segunda-héllce. A extremidade N-termlnal de 

NtrC é homóloga à de várias proteínas de controle e parece 

estar envolvida na modulação da atividade biológica da

proteína (74).

A homologia dos produtos do operon nifLA com os do 

ntrBC sugeriu a ação semelhante e a hipótese de que o operon

nifLA tenha evoluído de unidade ancestral ntrBC (66, 67).

Outro aspecto desta homologia é o efeito pieiotróplco do

gene nifA, cujo produto pode ativar os promotores regulados 

por NtrC, como o do hutUH, além de ser capaz de ativar seu 

próprio promotor (65, 163, 183).

1.5.4 Promotores n i f e ntr

0 gene ntr4 (rpotf) codifica uma subunidade sigma 

(a5 4 ) da RNA polimerase específica para o reconhecimento dos 

promotores nif e ntr (164) e é transcrito constItutI vãmente, 

Independente das concentraçóes de nitrogênio fixado 

presentes (165). A subunIdade a54 é um polipeptídeo ácido 

de massa molecular de 54000 daltons (30, 165). 0 fator as*
7 O

não apresenta homologia com o fator o da RNA polimerase 

convencional de E. co li , codificado pelo gene rpoD 

(30, 116), sendo, entretanto, capaz de competir com o mesmo 

(165).

Os promotores n if  e ntr apresentam seqüências 

consenso-específIcas: CTGGPI AP IPu-N -TTGC* para os4 I
A

promotores n if ativados por NifA ou NTG<3CPu~N -TTGC_ para
4 I

promotores n if e ntr ativados por NtrC. Nessas seqüências se
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liga o complexo RNA pollmerase o-5 4 . Em ambos os casos, os 

nucleotídeos GQ a -24 e GC a -12 são Invariáveis (18, 85) e 

estão representados em negrito. Alterações no espaçamento 

entre esses nucleotídeos podem eliminar total ou 

parcialmente a atividade desses promotores <33, 65, 141,

184). Mutagênese sítlo-dlrlglda Indicou que transições de G 

para A a -13 Impedem a ativação da transcrição tanto por 

NifA quanto por Ntrc <33, 35).

Há uma seqüência consenso adicional para a ativação 

pelo NifA, localizada na extremidade 5' <a montante ou 

"upstream") do Início da transcrição do promotor nifM, 

ausente no promotor nifL (35). Essa seqüência, denominada 

UAS ("upstream actlvator sequence” ) e localizada a cerca de 

-100 a -120 apresenta a seguinte estrutura: TGT-N -ACA para
IO

promotores ativados por NifA e GCACPl-Ng -GGTGCA para os 

ativados por Ntrc (37, 60). A seqüência consenso

NifA - específica do promotor nifH, quando Inserida a 120 

nucleotídeos acima do Início de transcrição do nifL, aumenta 

a taxa de transcrição do nifL pelo NifA, mas não pelo Ntrc, 

confirmando o envolvimento da seqüência UAS na ativação pelo 

NifA (36). Esta seqüência a -100 é o sítio mais provável de 

ligação da proteína NifA (33). A UAS pode agir a uma 

distância de até 2 kpb, apesar de ter como distância ótima a 

de -136 do início do sítio de transcrição (35).

A capacidade do NifA e do Ntrc para agir a distância 

levou à postulação de um novo modelo de controle positivo em 

procarlontes. Nesse modelo, as proteínas ligadas ao UAS 

fazem contacto com as proteínas ligadas na região -24 e -12
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através de dobramentos na molécula de ONA (33). Esse 

contacto requer a ligação das proteínas à mesma face da 

néllce do DNA de modo a permitir uma correta relação 

espacial entre as seqüências a montante (extremidade 5') e a 

Juzante (extremidade 3') (6, 34, 169).

A desrepressão de todas unidades transcricionals ni f  

é coordenada e se inicia em todos os casos uma hora antes da

atividade nltrogenás l ca poder ser detectada (60, 61). A

velocidade inicial de transcrição dos promotores nifLA e

nifBQ é Inferior à dos outros operons ni f , sugerindo a

complexidade da síntese de seus produtos ou menor afinidade 

de seus promotores pelas proteínas reguladoras (32, 60, 61).

Mutantes regulatórios de A. brasil ense têm sido 

isolados a fim de se Investigar o mecanismo de regulação da 

expressão dos genes n if nesse mlcrorganlsmo. Não há 

Indicação na literatura especializada do Isolamento de gene 

homólogo ao nifA em A. brasilense capaz de complementar os 

mutantes nifA~ (76, 217). 0 Interesse em se isolar e

caracterizar o gene nifA deste microrganlsmo prende-se não 

somente a aspectos acadêmicos, mas também à 

termoestablIldade da proteína NifA a 37*c que possibilitaria 

o melhoramento genético de outros mlcrorganlsmos 

dlazotróflcos de maior importância agrícola através de

transferência do gene nifA (192). Neste trabalho tivemos por 

objetivos a clonagem, o isolamento e a caracterização do

gene nifA de A. brasilense estirpe FP2, bem como o estudo da 

expressão desse gene 11 po-rr£/.4 sob diferentes condições

fisiológicas, incluindo variações da temperatura.
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2 MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 MICRORGANISMOS E PLASMÍDEOS

Os ml crorganlsmos e plasmídeos utilizados estão

listados nas tabelas 1 e 2, respectivamente. As

estirpes de Azospi ri 11 u m  brasi l ense , Escheri chi a col i e

K lebsiella  pneumoniae foram estocadas em gllcerol 50% a 

-2 0 ° C , onde permanecem viáveis por pelo menos 2 anos (160).

As diversas estirpes de A. brasil ense e E. cali também foram

estocadas nos respectivos meios sólidos à temperatura 

ambiente, onde permanecem viáveis por pelo menos 1 ano.

Culturas em melo líquido, com no máximo 7 dias de Idade,

mantidas ò temperatura ambiente, foram utilizadas como

pré-lnóculo para crescimento em grandes volumes.

2.2 MEIOS DE CULTURA

0 melo de cultura utilizado para crescimento de

A. brasilense foi o melo NFbHP (192), que apresenta a

- 1
seguinte composição em g.l :

KH PO 4,0
2 4

K HPO 6,0
2 4
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TABELA 1: BACTÉRIAS

E9tIrpes Genótlpo/Fenótlpo Fonte/Referêncla

Azospi ri 11 um brasi l ense

FP2
f  P B

Sp7 ATCC 29145 Nif Sm Nal 192

FP3 NifHDK- Sm* Na lR 192

FPB
— — B B

Nif (proteína FeMo ) Sm Nal 192

FP8
-  R R

Ntrc Sm Nal 192

FP9
-  B B

Ntrc Sm Nal 192

FPIO NifA- Sm* Nal* 192

Escherichi a coli

HB101 pro leu thi loçY endoI~ 
recAÍ3 r~m~ Sm

26

1230
— R

pro met recA Sm A.W.B Johnston

MC 1061 recÂ* tra~ mob~ hsdR hsdM* Sm* 43

DH5 recAl supE44 thi i  r~m~ Nal* 194

K lebsiella pneumoniae

M5al Nif''' 62

50581 NlfB" C. Kennedy
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TABELA 2: PLASMÍDEOS

PIasmí deo Genótlpo/Fenótlpo Fonte/Referêncla

pLAFR3 cos IncP-l Tc* 223

PRK2013 trà* KmR 83

pRK290 mob* T cR 58

pR68.«5
+ + R R Rtra mob IncP-l Km Tc Cb 101

PEMS101 nifA e nifB de
H. seropedicae Cb 221

PEMS300 nifA e nifB de
H. seropedi cae C b 221

PAB35 nifNDK de A. brasil ense Tc* 131

pMAK1-pMAK8 PLAFR3 contendo fragmentos este
de ONA de A. brasilense FP2 trabaIho

PBR322
R R

Ap TC 25

P6R113 n if  HE de AC. pneumoniae TcR 200

PCK3 nifA de K. pneumoniae 
incP-l Tc

186
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0,1

2,0 . IO-2

5,6 . IO '2

•

Oru 10-2

1,0 . IO '4

2,0 . 10"3

2 , «  . 10"3

2,8 . i o " 3

8,0 . i o ” 5

2,-1 . 10-4

U1 o

MgSO .7H O
4 2

Naci 

CaCi
2

4c l do nltrllo tr iacétlco 

FeSO .7H O
4 2

Bi otlna 

Na Moo .2H o
2 4 2

MnSO . H O
4 2

H B O a
9 3

CUSO . 5H O
4 2

Znso .7H O
4 2

lactato de sódio 

Como fontes de nitrogênio foram utilizados usualmente 

5 mM de glutamato de sódio ou 20 mM de NH Cl, denomlnando-se
4

o melo de NFbHPG ou N F b H P N , respectivamente. Concentrações 

diferentes de NH Cl ou diferentes fontes de nitrogênio4

empregadas estão indicadas oportunamente. 0 melo apresenta 

um pH final de 6,8.

Para obtenção de melo NFbHP se mi-sólldo, os meios 

líquidos foram adicionados de 1,65 g.l"4 de ágar.

E&cherichia coII foi crescida em melo Lurla-Broth 

<LB) (160), que apresenta a seguinte composição em g.l- 1 : 

Triptona 10

Extrato de levedura 5

NaCl 10

0 pH do melo foi ajustado com NaOH 2 N para 7,5.



As células de E. coli que foram utilizadas para

infecção bacterlófaga foram crescidas em meio TB que 

apresenta a seguinte composição em g . T 1:

Trlptona 10

NaCl 8

Tlamlna plrofosfato 5 . 10~3

Maltose 2 (0,2%)

0 melo foi autoclavado, contendo somente trlptona e 

NaCl. A maltose e a tlamlna plrofosfato foram estocadas

separadamente e esterilizadas por flltração.

K lebsiella  pneumonias foi crescida em meio LB logo 

após ser retirada de estoque em glicerol 50% para facilitar 

e assegurar o crescimento das células. Para os testes

fisiológicos de fixação de nitrogênio, foi crescida em melo 

líquido Davls e Mlngloll livre de nitrogênio <NFDM) (42), o 

qual apresenta a seguinte composição em g . T 1 :

K HPO 12,06
2 4

KH PO 3,4
2 4

Mgso 0,1
4

Na MoO .2H 0 25 . 10~3
2 4 2

FeSO .7H 0 25 . IO-3
4 2

glucose 20

0 pH do meio NFDM foi ajustado para 7,4 após a adição 

de fosfato. A glucose do melo foi esterilizada separadamente 

por flltração. Não foi adicionada nenhuma fonte de 

nitrogênio.
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Para obtenção de meios sólidos, os meios líquidos 

foram acrescidos de 15 g.l-1 de ágar. O melo LB acrescido de 

ágar passa a ser denominado de meio Lurla - Âgar (LA). Para 

obtenção de top ágar, os meios líquidos foram acrescidos de

7,5 g. l-1 de á g a r .

Todos os meios foram esterilizados em autoclave a 

120*G a 1 atm por 20 min.

2.3 ANTIBIÓTICOS

As soluções estoques dos antibióticos utilizados nos 

meios de cultura foram preparadas conforme descrito em 

Manlatls e colaboradores (160), obedecendo as concentrações 

permitidas para o crescimento de cada mlcrorganismo.

A solução estoque de ácido naiidíxico (Nai, 

10 mg.ml- 1 ) foi preparada em água destilada, neutralizada 

com NaOH 1 N para completa solublllzação e esterilizada por 

filtração em filtro mlllipore HAWP (0,45 p). A solução de 

clorldrato de tetracicllna (Tc) foi preparada na 

concentração de 12,5 mg.ml"1 em etanol 50% v/v. As soluções 

estoque de canamlclna (Km), carbenIclII na (Cb) e 

estreptomlclna (Sm) foram preparadas em água destilada na 

concentração de 20 mg.ml"1 e posteriormente esterilizadas em 

filtro mlllipore HAWP <0,45 jj).

Todos os antibióticos e as respectivas soiuções- 

estoque foram mantidos a -20°C. Os meios sólidos contendo
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antibióticos foram guardados a 4 #c por tempo determinado

pelas especlflcaçóes de durabilidade de cada antibiótico 

nesta forma (160).

Antibióticos (Tabelas 1 e 2) foram adicionados aos 

meios de cultura como requerido. Os antibióticos usados 

foram.* Nal10 (10 p g . m l - 1 ) para E. coli DH5, Sm100 

(100 jig.ml- 1 ) para A. brasrilense, Tc15 (15 ^ig.ml"1 ) para

OS plasmídeos PLAFR3, PR68.45, pMAKI a PMAK8, PBR322 e

pCK3, Km60 (60 pg.ml- 1 ) para os plamídeos PRK2013 e PR6B.45.

2.4 REAGENTES QUÍMICOS

Ácido nalidíxico, canamlcina, cloridrato de 

tetraciclina, glutamato monossódico, agarose, ATP e

soroalbumina bovina foram adquiridos da Sigma Chemical 

Company. As enzimas de restrição foram adquiridas de 

Boehrlnger Manheim Blochemicals e de Bethesda Research

Laboratories, bem como todos os kits de restrição. Os

reagentes utilizados nas hlbrldlzações não radioativas foram 

adquiridos de Boehrlnger Manheim Blochemicals.

Os demais reagentes químicos utilizados provieram de 

diversas fontes, todos pró-anóilse e tidos como puros.

os gases argônio, nitrogênio super seco, oxigênio, 

acetlleno, etileno padrão (100 ppm), hidrogênio e ar

comprimido foram adquiridos da White Martins S.A.
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2.5 TAMPÕES E SOLUÇÕES

Os tampões e as soluções comumente utilizados estão 

listados abaixo, preparados de acordo com Manlatls e 

colaboradores (160).

2.5.1 Tampões de ressuspensão celular

G E T : Trls-HCi 25 mM pH 8,0 contendo glucose 50 mM e 

EDTA 10 mM.

T E : Trls-NCl 50 mM pH 8,0 contendo EDTA 20 mM.
5 0  2 0

2.5.2 Misturas de l lse celular 

SDS 1% em NaOh 0,2 N.

SOS 1% e EOTA 1,77% em NaOH 80 mN, pH 12,6.

2.5.3 Soluções de neutralização para preparo de ONA

K A c F : acetato de potássio 3 M em ácido fórmico 1,8 M 

PH 4,8.

Trls-sal: Trls-HCI 0,7 M pH 8,0 contendo NaCl 3,54 mM

2.5.4 Preparo de fenol

0 fenol foi equilibrado pelo método descrito por 

Manlatls e colaboradores (160). Fenol cristalizado foi 

fundido a 65*C e acrescido de 8-hIdroxlqu l no l e ína (0,1%) e 

Tris-base 0,5 M (1 volume). A fase aquosa foi desprezada
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após decantação e a fase orgânica extraída com tampão 

Trl-HCl 0,1 M pH 8,0 contendo 0,2% de ^-mercaptoetanol até 

que o ph da fase aquosa fosse Igual ou superior a 7,5.

A solução de fenol : clorofórmio : álcool isoamíllco 

obedeceu a proporção de 25 : 24 : 1 (160).

2.5.5 Soluções para precipitação de DNA

ACE: acetato de sódio 0,3 M pH 8,0 em etanol 90% v/v. 

NH+ A c O : acetato de anrônio 0,83 M pH 7,3 em etanol
4*

80% v/v.

LICI: cloreto de lítlo 0,129 M em etanol 92% v/v.

2.5.6 Tampão de solublllzação de DNA

T E : Trls-HCl 10 mM pH 8,0 contendo EDTA 1 mM.IO 1

2.5.7 Soluções para transformação

CaCl 50 mM.
2

Trls-HCl 10 mM PH 8,0 contendo CaCl 50 mM.
2

2.5.8 Tampões eletroforétlcos

T B E : Trls-base 89 mM pH 8,0 contendo ácido bórico

89 mM e EDTA 2,5 mM.

T A E : Trls-base 40 mM pH 8,0 contendo ácido acético

glaclal 40 mM e EDTA 2,5 mM.
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5.5.9 Corante eIetroforético

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

tampão T B E .

2.5.10 Tampões de transferência de ONA para membranas 

ssc 2 0 x : NaCl 3 M e Na -cltrato 0,3 M PH 7,0.
S

0 tampão SSC foi utilizado em diversas concentraçães 

(0,1x a 6 x ) para a lavagem da membrana de nylon Hybond-C 

adicionado, porém, de SDS 0,1% (concentração final).

2.5.11 Solução de hldróllse de ONA em hibr I d Izaçães 

HCI 0,25 N.

2.5.12 Solução desnaturante de o n a  

N aCl 1,5 H em NaOH 0,5 N.

2.5.13 Solução neutrallzante de hlbridlzação

TE-sal: Trls-HCI 0,5 M ph 7,2 contendo NaCl 1,5 M e 

EOTA 1 mM.

2.5.14 Soluções de pré-hI br I d Izaçôo

RBi : reagente bloqueador 0,5% e SOS 0,02% m/v em

tampão SSC 5x dissolvido a 60°C.

RB : solução de Denbardt 5x, formam Ida 50%, SDS 0,5%, 
2

*3



100 pg de DNA de tlmo de boi em tampão SSC 6x 

desnaturado a 95°C.

2.5.15 Solução eâtoque de Oenhardt (lOOx)

10 g de flcol, 10 g de polivlnlI—plrrolIdona e 10 g 

de soroalbumlna bovina foram misturadas em 500 ml de água 

bldestilada. Após o preparo, a solução foi esterilizada por 

flltração (Nalgene), dispensada em alfquotas de 25 ml e 

estocada a -20*C.

2.5.16 Oelonização de formamlda

5 g de resina iônlca mista Amberllte BM1 foram 

adicionadas a 50 ml de formamlda. A mistura foi agitada à 

temperatura ambiente durante 30 minutos e filtrada em papel 

Whatman n?l. A resina foi distribuída em alfquotas de 1 ml e 

estocada a -20°C.

2.5.17 SoluçCes para marcaçõo c o m 9 2 P

T E : Tris-HCl 3 mM pH 7,0 contendo EDTA 0,2 mM.3 0,2

solução 0: Trl3-HCl 1,25 M pH 8,0 contendo MgCl
2

0,125 mM.

Solução A: 18 pI de /3-mercaptoetanoI e 5 pl de cada 

nucleotídeo (dCTP, dTTP, d G T P ) em 1 ml das 

solução 0.

Solução B: Tampão HEPES 2 M pH 6,6 corrigido com 

NaOH ^ N ou tampão MOPS 2 M.
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Solução C: 50 unidades de hexadesoxinucIeotídeos em 

550 #j I de T , (concentração final de3 0,2

90 u.ml"1 ).

Tampão OLB: soluções A : B : c nas proporções 

10 : 25 : 15.

2.5.18 soluções para marcação com digoxlgenlna 11-dUTP d o x )

Mistura dNTP: dATP imM, dCTP 1 mM, dGTP 1 mM, dTTP 

0,65 mM e dlgoxlgenlna 11-dUTP 0,35 mM 

Ph 6,5.

Mistura de hexadesoxInucleotídeos: lOx.

2.5.19 Tampões de hibridização nõo-radloatlva

Tampõo 1: Tris-HCl 0,1 M ph 7,5 contendo NaCl 0,15 M.

Tampão 2: reagente bloqueador 0,5% m/v dissolvido no

tampão 1 a 60°C.

Tampão 3: Trls-HCl 0,1 M pH 9,5 contendo NaCl 0,1 M e

Mgci 50 mM.
2

2.5.20 Soluções de reação e coloração

Ac: anticorpo antl-dlgoxlgenlna conjugado è fosfatase

— 1
alca I l n a , 750 U.ml .

— 1
N B T : azul de nItrotetrazollum 75 mg.ml em

dImetlIformamlda 70% v/v.

X-fosfato: S-bromo-^-cloro-3-lntíolll-fosfato

50 mg.ml-1 em dimetllformamlda 70% v/v.

«5
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2.6 ENDONUCLEASES DE RESTRIÇíO

As endonucleases de restrição foram utilizadas nas

condiçOes de ensaio especificadas pelos fornecedores 

(Boehrlnger Manhelm Blochemlcals e Bethesda Research 

Laboratories) e indicadas na tabela 3. As soluções-estoque 

dos tampOes foram adequadamente diluídas de acordo com as 

características de cada endonuclease de restrição.

A escolha do tampão a ser utilizado em sistemas 

mistos obedeceu as características das enzimas presentes. 

Para um s l stema de 20 ij\ : Sac l 0 ,1 /j l

tampão PI us 2,0 jjI

RNAse 0,1 v I

H2 0 bldestl lada 17,8 pl

que deve ser analisado simultaneamente com um sistema de

cllvagem mista, Xho I / Sac I, na qual os tampões B, H e

Plus são os mais Indicados para Xho I e os tampões A, L e

Plus são os mais Indicados para a atividade de Sac I.

Para a obtenção de cllvagens parciais, as enzimas

foram utilizadas em baixas concentrações e os sistemas de 

cllvagem foram incubados por menos tempo. Os sistemas foram 

mantidos a 37*C durante 5 - 6 0  min para cllvagens parciais 

e durante 1 - 3 h para cllvagens totais. Utilizou-se 1 - 5  

unidades de cada enzima para a digestão de 0 , 2  a 1 #jg de 

DNA na presença do tampão adequado, em um volume total de

20 #j I .
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TABELA 3: CONDIÇÕES DE ENSAIO COM AS ENZIMAS DE RESTRIÇÃO

1
Endonucleases |

i
de Restrição |

i
- .. ..........i.. .

sítio de 

ReconhecImento

Tampões de 

Cl I vagem

Ba mH 1 G|GATC c A, B, M ou Plus

Bgl 1 1 AjGATC T A, B, M, H ou Plus

EcoR 1 G^AATT C A, B, M, H ou Plus

ttae 1 1 ‘iGCGD Ç A ou Plus (*)

Hinú 1 1 1 A^AGCT t A, B, M OU PlUS

Pst 1 CjjGCA G H ou Plus

Sac 1 Gj,AGCT C A, L OU PlUS

Sal 1 g Jj c g a  c B, H OU PIU3 <*>

Smi3A 1 .J.GATC A ou Plus

Xho 1 c| t c g a  g B, H ou Plus

09 tampões A , B , L , M e H foram utilizados na 

diluição de 1 : 10. 0 tampão Plus, por sua vez. foi

utilizado na diluição de 1 : 10 para toda9 as enzimás 

listadas acima, excetuando-se nas clivagens com as enzimas 

Sal l e Hae II, nas quais a diluição utilizada foi de 1 : 5  

<*>.

Todos os sistemas de cllvagem foram Incubados a 37°C 

por tempo variável de 5 mln a 2 h, exceto os sistemas 

contendo Sal I que foram incubados a 32*C por 1 a 3 noras.



Os tampSes de reação listados na tabela 3 apresentam 

a seguinte composição quando diluídos 1 10 (160):

«8

A:

B:

L:

M:

H:

P I U S :

Tr l s-acetato 

Acetato de Magnésio 

Acetato de Potássio 

Oitiotreitol

Tr is-HCI

Cloreto de Magnésio 

Cloreto de Sódio 

/3-mercaptoetanol

Tr is-HCl

Cloreto de Magnésio 

Tris-HCl

Cloreto de Magnésio 

Cloreto de Sódio

T r i s -h c i

Cloreto de Magnésio 

Cloreto de sódio

TrIs-acetato 

Acetato de Magnésio 

Acetato de Potássio

33 mM pH 7 

10 mM 

66 mM 

0,5 mM

10 mM pH 8 

5 mM 

100 mM 

1 mM

10 mM pH 7 

10 mM

10 rnM pH 7 

10 mM 

50 mM

50 mM pH 7 

10 mM 

100 mM

10 mM pH 7 

10 mM 

50 mM

,5 (37#C)

,0 (3 7°C)

,5 (37*C)

,5 (37°C )

,5 <37#C)

,9 (37#C)
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2.7 CONDIÇÕES DE CULTIVO

As culturas de A. brasilense em melo NFbHPG ou NFbHPN 

líquido foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 125 ml 

contendo 50 ml de melo ou em frascos de 60 ml contendo 20 ml 

de melo, dependendo do volume necessário para o experimento. 

Quando utilizadas para purificações de DNA em larga escala, 

as culturas foram feitas em frascos de 1 0 0 0 ml contendo 

300 ml de melo. Todas as culturas foram incubadas em 

agitador rotatório a 130 rpm e a 30*C, até a densidade 

de células atingir absorbâncla de aproximadamente 2 , 0  em 

540 nm <18 a 24 h), salvo indlcaçáo em contrário. Para a 

determinação da atividade da nltrogenase, A. brasilense foi 

cultivado em 4 ml de melo seml-sólldo contidos em frascos de 

10 ml e Incubado a 30°C ou a 3 7 AC.

As culturas de E. coli em meio líquido foram 

realizadas no mesmo tipo de frasco e obedecendo as mesmas 

proporções acima descritas e incubadas a 37°C por 12 h ou 

até atingir DO igual a 2,0.
5 4 0  nm

Estirpes de K. pneumoniae foram cultivadas em melo 

LB, agitadas a 130 rpm e a 32°C, até a densidade de células 

atingir absorbâncla de 2 , 0  em 540 nm. As culturas para 

testes fisiológicos de fixação de nitrogênio foram crescidas 

a 32*C durante 24 horas em meio NFDM líquido em agitador 

rotatório a 180 rpm em frascos de 10 ml contendo 5 ml de 

cultura e tampados com rolhas de borracha para garantir 

ambiente micro- ou anaeróblco.
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5 . 8 CONTAGEM OE BACTÉRIAS

0 número de bactérias viáveis foi determinado, 

Plaqueando-se diluIçOes adequadas, de cada cultura, em meio 

sólido específico. Alíquotas (0,1 ml) foram espalhadas sobre 

placas com o melo apropriado, contendo antibióticos conforme 

requerido, e incubadas por 24-48 horas a 30°C. o número de 

células viáveis, formadoras de colônias por unidade de 

volume <ml) foi determinado, multlplicando-se o número de 

colônias de cada placa por 10 e pelo fator de diluição.

A freqüência de conjugação foi calculada pela relação 

entre o número total de colônias transconJugantes e o número 

total de células de A. brasilense plaqueadas.

2.9 CONJUGAÇXO BACTERI ANA

A conjugação Interespecíflca de bactérias foi 

realizada conforme descrito por Pedrosa e Yates (192). 

Culturas de A. brasil ense FP10 e seus transconJugantes foram 

crescidas em melo NFbHPN líquido, enquanto que as de E. coli 

D H 5 , HB101, 1230 e MC1061 foram crescidas em melo LB até 

atingirem D0_  de 1 ,5-2,0.
5 4 0  nm

As conjugações foram realizadas por sistema binário 

na proporção de 10 : 1 de receptor : doador ou por sistema 

tríplice na proporção de 10 : 1 : 1 para as bactérias 

receptor : doador : moblllzador (192, 193). 0 plasmídeo



PRK2013 fol utilizado como moblllzador (tra* ) nos sistemas 

tríplices por conter gene necessário à formação do "pilus", 

permitindo a transferência do plasmídeo de uma bactéria para 

outra (104, 149, 193).

As misturas de conjugação foram centrifugadas a 

1 2 0 0 0 rpm ( 1 0 0 0 0  xg) por 3 min com o intuito de eliminar os 

antibióticos presentes nos meios de cultura e ressuspensas 

em 0,1 ml de LB. Essas misturas foram semeadas em meio 

sólido misto LA/NFbHPN (1 : 1) e incubadas a 30*C por 18 h. 

Após a Incubação, a massa bacteriana fol suspensa em 1 ml 

de melo NFbHP, lavada e ressuspensa no mesmo melo.

As suspensOes bacterlanas foram diluídas e

adequadamente plaqueadas (0 , 1  ml) em meios seletivos 

específicos NFbHPN Sm1 0 0 para A. brasilense FP10, NFbHPN

10£5 15
Sm Tc para os transconJugantes e LA para todas as 

bactérias presentes na mistura de conjugação. Após Incubação 

por 24 h a 3 0 * C , as colônias foram contadas.

2.9.1 Conjugação com o banco genômlco

Os doze grupos de bactérias integrantes do banco 

genômlco, cada um contendo de 2 0 0 a 1 00 0 clones

independentes, foram crescidos em frascos individuais e

posteriormente misturados em volumes iguais a fim de 

permitir o crescimento não diferenciado dos diversos clones, 

minimizando o fator de competitividade entre as estirpes. A 

conjugação com o banco genômlco fol feita através de um
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sistema de conjugação tríplice (192). As suspen9 6 es de

A. brasilense' FP10 (receptor) e E. coli DH5 (pLAFR3 :: DNA

de A. brasilense FP2) (doador) e E. coli H01O1 (pRK2013)

(mobllizador), foram misturadas na proporção 10 : 1 : 1 ,

respectivamente e plaqueadas como descrito anteriormente.

Alíquotas de 0,1 ml da massa bacterlana, nas diluições de

1 0 ~4 e IO- 2 , foram distribuídas uniformemente sobre placas

contendo NFbHP livre de nitrogênio fixado e incubadas a 30°C

durante 10 dias em frasco hermetlcamente vedado (GASPAK),

contendo atmosfera de N e 0,5-2% de oxigênio (192).
2

Colônias que surgiram sob essas condições, possíveis

transconjugantes Nlf+ , foram replcadas para meio sólido

NFbHPN sm4 0 0 Tc4 5 , a fim de eliminar possíveis contamlnantes 

não fixadores nitrogênio. Colônias resistentes aos

antibióticos foram Isoladas, purificadas e crescidas em melo

NFbHP semi-sólldo a 3 0 #C durante 38-^8 noras.

Oito estirpes de tranconjugantes de A. brasilense 

FP10 (plAFR3 :: Inserto de DNA total de A. brasilense FP2) 

foram purificadas em melo NFbHPN Sm1 0 0 Tc4 5 . Os piasmídeos 

recomblnantes desses transconjugantes foram denominados

PMAK1 a PMAK8 .

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

Para demonstrar que a restauração do fenótlpo Nif* 

dos transconjugantes A. brasilense FP10 (pMAK1-pMAK7) era

devido à presença de piasmídeos recomblnantes contendo
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fragmentos de DNA da estirpe selvagem de A. brasilense, F P 2 , 

os transconjugantes foram conjugados com E. coli 1230 

(pRB8 .45). A transferência dos plasmídeos (PRB8.45) para os 

transconJugantes A. brasilenss FP10 (pLAFR3 :: DNA de 

A. brasil ense FP2) foi feita por conjugação binária (192). 

As suspensOes de A. brasil ense (receptor) e E. coli 1230 

(pRB8 .45) (doador e moblilzador) foram misturadas na 

proporção de 10 : 1, respectivamente. A mistura de 

conjugação foi processada conforme descrito acima, usando-se 

NFbHPN Nal1 0 Km6 0  como melo seletivo para os transconJugantes 

de A. brasilense contendo o plasmídeo PR68.45. Vinte 

colônias de cada conjugação, resistentes aos antibióticos, 

foram isoladas e purificadas, transferidas para melo NFbHP 

seml-sólido e finalmente dosadas quanto à atividade da 

nltrogenase.

2.9.3 Conjugação com outros mutantes de A. brasilense

Os plasmídeos contendo inserto de DNA de 

A. brasilense FP2 foram Isolados dos transconjugantes e 

utilizados para transformar E. coli MC1061. 0

transconJugante contendo o plasmídeo que passou a ser

denominado pMAK7 foi escolhido para ensaios mais

pormenorizados e conjugado com os mutantes de A. brasilense 

FP3 (nifHDK'), FP8 (ni/~ ), FP8 (ntrC~ ) e FP9 <ntrC~). A 

transferência do plasmídeo pMAK7 de E. coli MC1061 para 

A. brasilense foi feita através do sistema de conjugação
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tríplice, seguindo as mesmas estratégias utilizadas na 

conjugação de E. coli DH5 (pLAFR3 :: DNA de A. brasil ense 

FP2) com A. brasilense FP10. A mistura da conjugação foi 

processada como descrito anteriormente, utllizando-se o melo 

seletivo nfohpn sm4 0 0 Tcls. A determinação da atividade da 

nltrogenase dos transconJugantes foi realizada após 

crescimento em NFbHPG.

S. 10 TRANSFORMAÇÃO DE E. coli

A transformação de bactérias foi efetuada conforme 

descrito por Manlatls e colaboradores (160). Culturas de 

E. coli MC 1061 foram crescidas a 37*C até saturação, durante 

16 noras aproximadamente, em meio LB Sm5 ° . Este pré-lnóculo 

(E00 f jl ) foi adicionado a 50 ml de melo e crescido sob 

agitação a 180 rpm a 37°c até atingir DO de
5 4 0  nro

aproximadamente 0,3. As células de E. coli competentes para

transformação foram obtidas por tratamento de culturas

frescas com CaCi , como descrito a seguir.
2

2.10.1 Obtenção de células competentes

A cultura foi resfriada rapidamente e mantida em 

banho de gelo por 15 min. Em seguida, as células foram 

centrifugadas em centrífuga Beckman JA-21B a 0-4*C durante 

5 min a 5000 rpm (3020 xg). 0 precipitado foi, então, 

ressuspenso em 20 ml de solução 50 mM de CaCI2 em 10 mM
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tampão Trls-HCl ph 8,0. As células foram deixadas em repouso 

em banho de gelo durante 40 min, recentrlfugadas e 

ressuspensas em 3 ml da mesma solução. As células 

competentes foram distribuídas em alíquotas de 2 0 0 pl e 

mantidas em repouso a 4®c por 12-18 noras, a fim de permitir 

a recuperação celular e aumentar a eficiência de 

transformação.

2.10.2 Procedimento de transformação

0 ONA (100 ng) de cada plasmídeo recomblnante 

<pMAKI-pMAK8 ) foi adicionado <20jjI> a tubo tipo Eppendorf 

contendo células competentes (200 pl) de E. coli MC1061. 

Após incubação em banho de gelo por 40-60 min, as misturas 

de transformação foram submetidas a choque térmico de 42°c 

durante 3 min e, novamente mantidas em repouso por 10 min em 

banho de gelo. Cm seguida, foram adicionados 800 ^1 de meio 

LB em cada tubo e incubados a 37°c durante 45 min, período 

necessário à recuperação celular e expressão das 

resistências aos antibióticos. As células transformadas 

foram misturadas (1 ml) bom 3 ml de meio LB contendo

7 , 5  g.i~* de ágar (top ágar) ou diretamente espalhadas (0 , 1  

a 0,8 ml) sobre placas contendo melo seletivo LA Siri2 0 Tc15 e 

incubadas a 37*C durante 18 horas. Colônias resistentes são 

os possíveis transformantes de E. coli MC1061 (pMAKI-pMAK8 ). 

Esses transformantes foram utilizados para a estocagem dos 

plasmídeos recomblnantes de forma estável, bem como para o 

Isolamento desses plasmídeos.
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2.11 TRANSFORMAÇÃO DE K. pneumoniae

Estirpes de K. pneumoniae foram transformadas pelo 

método rápido de congelamento-aquecimento desenvolvido por 

Merrlck e colaboradores (167). Volume de 100 *il de cultura 

de K. pneumoniae crescida em LB durante aproximadamente 2 0  

noras foi adicionado a 4,9 ml de LB e incubado sob agitação 

rotatória a 32*C durante 2 horas até D0„ de 0,4.
5 4 0  r%m

As células foram sedimentadas por centrlfugação a

12000 rpm (10000 xg) a 4°C por 5 min, ressuspensas em 400 #j I

de solução 50 mM CaCl e distribuídas em alíquotas de 200 ul
2

em tubos Eppendorf.

Células competentes de K. pneumoniae 50581, mutante 

nifB~ , foram utilizadas para transformação a fim de se 

verificar, através de compIementaçõo, se o plasmídeo pMAK7 

contém o gene nifB. A um tubo contendo células competentes 

(200 *jI) de JC pneumoniae 50581 foram adicionados 20 pl do 

plasmídeo PMAK7, seguido de congelamento rápido em 

nitrogênio líquido por 2 min. 0 tubo contendo a mistura de 

transformação e o tubo-controIe foram aquecidos a 32*C e o 

ciclo de resfriamento rápido / aquecimento foi repetido. 

Finalmente, as células foram transferidas para 800 #jI de LB 

em frascos de 1,5 ml e Incubadas a 3 2 #C sob agitação 

rotatória durante 3 h. Diluições apropriadas foram 

plaqueadas em LA Tc como melo seletivo e incubadas a 30°C. 

A viabilidade das células foi estimada em melo não seletivo, 

tanto para a mistura de transformação quanto para o controle 

sem a adição de DNA.
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2.12 DETERMINAÇÍ 0 DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

A atividade da nltrogenase foi determinada pelo 

método de redução de acetlleno ( 5 5 ,  2 1 1 ) .  Os frascos com 

culturas foram vedados com rolhas de borracha 

("subba-seals"), injetados com acetlleno gasoso num total de 

1 / 1 0  do volume da fase gasosa e incubados a 3 0 ° C  ou 3 7 * c ,  

durante 1 - 2  h. As culturas de A. brasilense foram crescidas 

e ensaiadas em melo líquido NFbHPG sob agitação de 130  rpm, 

enquanto que as culturas em melo seml-sólldo livre de 

nitrogênio fixado foram mantidas estáticas. As estirpes de 

K. pneumoniae foram crescidas em melo líquido NFDM contido 

em frascos de cultura tampados com rolhas de borracha e 

incubadas a 3 0 ° C  sob agitação rotatória de 180  rpm. Amostras 

da fase gasosa foram coletadas em tempos regulares para a 

determinação através de cromatografla gasosa. Amostras 

( 0 , 5  ml) foram analisadas em um cromatógrafo Varlan 2440D  

equipado com coluna PorapaK N e detector de lonlzação de 

chama. 0 gás de arraste foi nitrogênio super seco 

( 2 0  mi.min” 4 ) e as temperaturas do injetor e da coluna foram 

mantidas a 130 ° C  e a do detetor em 1 4 0 * C .

Para o cálculo do etrieno formado, foi utilizado o 

etlleno padrão de 100 ppm fornecido pela White Martins S.A.. 

Alíquotas de 0,5 ml deste gás contêm 2,232 nmol de etlleno,

a 1 atm e 25°C, segundo a lei dos gases Ideais.

A atividade específica da nltrogenase foi expressa

como nanomoles de etlleno formado por minuto e por miligrama

de proteína.
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2.13 DETERMINAÇKO DE PROTEÍNA

As concentrações de proteína foram determinadas pelo 

método de Lowry e colaboradores (153), usando soroalbumlna 

bovina como padrão. As determinações de proteínas em 

suspensões de células foram feitas após lI se alcalina em 

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

2.14 REGULAÇãO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

2.14.1 Efeito de íons amônlo sobre a atividade da 

nitrogenase de A. brasilense

Os transconjugantes A. brasilense (pMAKI e pM AK7) e a 

estirpe selvagem A. brasilense FP2 foram crescidos em 

Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml de melo NFbHPG Tcls e 

NFbHPG, respectivamente, a 130 rpm e a 30°C até atingirem 

absorbâncla em 540 nm de aproximadamente 2 (12 h). Após

vedar os frascos com rolhas de borracha, acetileno (10% 

final da fase gasosa) fol Injetado e a incubação fol 

realizada da mesma forma que anteriormente. A atividade da 

nitrogenase de culturas de A. brasilense fol determinada 

antes e após a adição de NH Cl. Amostras gasosas (0,5 ml)
4

foram coletadas em Intervalos de tempo de 1 0 - 2 0  min durante 

120 min de Incubação e analisadas. Para cada tratamento fol 

realizado um controle sem adição de NH Cl.4>

Para a visualização da reverslbllldade do efeito da



amônla sobre a atividade nltrogenáslca, a concentração de 

NH Cl foi diminuída para 0,1 mM final.A
Para determinar a expressão constitutiva da 

nltrogenase dos transconjugantes de A. brasilense FP10, 

estes foram cultivados estatlcamente em 4 ml de melo NFbHPN, 

suplementado com 10 mM de NH Cl, contido em frascos tipo4

penicilina de 10 ml a 30°C durante 2<í h e ensaiados para 

redução de acetlleno.

2. H . 2  Efeito da temperatura sobre a atividade da 

nltrogenase

Com a finalidade de ss verificar a termoeetabiI idade 

do produto NifA codificado pelo gene nifA contido nos 

piasmídeos pMAK7 e pCK3, transconjugantes de A. brasilense 

FP10 foram cultivados em melo NFbHP seml-sólldo a 30°C e a 

37 #C , durante 2^-38 h. A redução de acetileno foi 

determinada nas respectivas temperaturas de crescimento. A 

estirpe selvagem, FP2 , foi incubada como controle.

2.15 ISOLAMENTO DE PLASMÍDEOS

Os piasmídeos de A. brasilense FP2 e FP10 foram 

isolados pela técnica da llse alcalina descrita por Robson e 

colaboradores (205). Alíquotas (1,5 a 3 ml) de culturas 

crescidas em meio líquido até 00 de aproximadamente5 4 0  nm

2,0 foram centrifugadas em tubos Eppendorf estéreis em

59



uma mlcrocentrífuga Spln l a 12000 rpm (10000 xg) durante

1,5 min. As células foram ressuspensas em 50 u l de T E
5 0  2 0

(Trls-HCl 50 mM pH 8,0, EDTA 20 mM). A esta suspensõo foram

adicionados 950 pl de mistura de llse (SOS 1%, EDTA

1,77% = 0,05 M em NaOH 0,8 mN, pH 12,6), misturada

rapidamente e incubada por 25 min a 34°c. A seguir foram

adicionados 170 pl de Trls-sal (Trls-HCl 0,7 M ph 8,0, NaCl

3,54 M) e Incubados por 15 min a -20°C para precipitação de

ONA cromossomal, proteínas, SDS e resíduos celulares.

A preparação foi então centrifugada a 12000 rpm (10D00 xg)

por 10 min a 4°C. 0 sobrenadante foi transferido para novo

tubo Eppendorf estéril contendo 770 de ACE (acetato de

sódio 0,3 M em etanol 90% v/v). A mistura foi mantida a

-2D*C por 12-18 h para precipitação do ONA. A mistura foi

centrifugada a 1 2 0 0 0 rpm ( 1 0 0 0 0  xg) por 10 min a 4®c e

desprezado o sobrenadente. 0 DNA precipitado foi

cuidadosamente seco por Inversão do tubo sobre papel

absorvente e, em seguida, sob fluxo de argônlo a fim de

eliminar o etanol residual. 0 DNA plasm I dlal foi

cuidadosamente dissolvido em 20 de T E, (Trls-HCl 10 mM10 1

PH 8,0, EDTA 1 mM) a 30°C.

03 plasmídeos PMAK1-pMAKB, pL AF R3, PR68.45, PEMS101, 

PEMS300, pAB35 foram isolados de transformantes e 

transconJugantes de E. coli e de transconjugantes de 

A. brasrtlense F P 3 , FP6 , FP8 e FP9 pela técnica de II se 

alcalina descrita por Blrnbolm e Doly (19). Alíquotas (1,5 a 

3 ml) de culturas, crescidas em meio líquido até D 0, JA de
540 TI Tfi

aproximadamente 2,0 foram centrifugadas em tubo Eppendorf
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estéril em mlcrocentrífuga Spln l. As células ressuspensas 

em 100 pl de tampão Tris-HCl 25 mM ph 8,0 contendo glucose

50 mM e EDTA 10 mM (G E T ) e llsadas com 200 i jl de SDS 1 % em

NaOH 0,2 N foram misturadas rigorosamente e incubadas por 

5 min à temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados 

158^1 de acetato de potássio 3 M em ácido fórmico 1,8 M, 

PH 4,8 < KAcF > gelado. A mistura foi Incubada em gelo

por 30 min para a precipitação do DNA cromossomai,

sais, proteínas e resíduos celulares (contamlnantes da 

preparação plasmldial). Foram adicionados 450 ^1 de 

fenol : clorofórmio : álcool isoamíllco (25 : 24 : 1 ) e a 

preparação foi Intensamente agitada a fim de associar os 

contamlnantes à fase orgânica. Após centrlfugação a 

12000 rpm (10000 xg) durante 5 min a 4*c, a fase aquosa foi 

transferida para novo tubo Eppendorf estéril contendo 820 pl 

de etanol 85% v/v. A preparação foi mantida à temperatura 

ambiente durante 5 min para a precipitação do DNA e a seguir 

centrifugada a 12000 rpm (10000 xg) durante 3 min a 4°C. 0

precipitado foi lavado 2 a 3 vezes com etanol 80% v/v. A 

preparação foi então centrifugada em Spln l a 4°C durante 4 

min e desprezado o sobrenadante. 0 DNA foi cuidadosamente 

seco conforme descrito anteriormente e dissolvido em 2 0 n\ 

de gE,| ou água bldestilada.

Os plasmídeos preparados foram precipitados com 

acetato de amônlo 0,83 M em etanol 80% v/v e lavados em 

etanol 80% v/v, a fim de eliminar Impurezas capazes de 

Inibir as enzimas de restrição. As preparaçães de DNA 

plasmldial dissolvidas em T E ou água bldestilada foramIO 1
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tratadas com RNase <20 mg.ml- 1 ) a fim de eliminar o RNfl.

Todas as soluções e os materiais foram previamente 

esterilizados por autoclavação ou flltração, excetuando-se 

as misturas de llse, que dispensam esterilização e devem ser 

preparadas Imediatamente antes do uso.

2.16 ELETROFORESE DE DNA

A determinação do perfil eIetroforétIco dos 

plasmídeos contidos nas diversas estirpes bacterianas foi 

feita por eletroforese em gel de agarose <160). Géis de

agarose foram preparados nas concentraçOes de O,6-0,9% em

tampão TBE <Trls-base 89 mM pH 8,0, ácido bórlco 89 mM, EDTA

2,5 mM) ou TAE <Trls-base 40 mM pH 8,0, ácido acético 

glaclal 40 mM, EDTA 2,5 mM). A corrida eletroforétlca foi 

efetuada com o gel submerso em tampão TBE ou TAE, 

apllcando-se 2 a 12 V/cm durante 2 a 4 horas ou até o 

corante ter migrado para fora do gel. As variaçOes nas 

condições e l etroforétlcas serão apropriadamente Indicadas 

abaixo. Placas de géis 7,5 cm de comprimento por 5 cm 

de largura, apresentando poços com capacidade para aplicação 

de até 25 fj\ de amostra/poço <pente e I etrof orét I co de

1,3 x  4,5 mm/dente) ou em placas de 15 cm de comprimento por

10 cm de largura, apresentando poços com capacidade para 

aplicação de até 50 pl de amostra/poço (pente eIetroforétIco 

de aproximadamente 1,2 x  6 mm/dente) ou de até 25 pl (pente 

e I etroforétlco de aproximadamente 1,4 x 3,5 mm/dente) foram
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utilizadas como suporte para os géis de agarose.

Após a adição de 3 jjI de corante para eletroforese 

(azul de bromofenol 0,55%, gllcerol 50%, SOS 1% em tampão 

T B E ) òs preparações de DNA plasmldlal ( 5 0 #j I), estas foram 

aplicadas em gel de agarose e submetidas a eletroforese.

Após a eletroforese, os géis foram corados com 

solução de brometo de etídlo (EtBr) a 0,5 M 9 .ml_1 durante

50-30 min. 0 excesso de brometo de etídlo fol removido por 

lavagens sucessivas em água destilada. 0 complexo DNA-EtBr 

fol observado pela visualização em translluminador de 

ultra-vloleta e fotografado em filme preto e branco Kodak 

Iso/ASA 100, com abertura 1/8 e exposição de 1/5, 1/4, 1/8 e 

1/16 ou Kodak ISO/ASA 400 com a mesma abertura e exposição 

de 1/35, 1/64 e 1/158.

5.16.1 Plasmídeos maiores que 50 kpb

Os géis utilizados para análise dos plasmídeos de 

médios a grandes (50 a 400 kpb) foram preparados na

concentração de 0,6% de agarose. Os géis foram preparados, 

submersos e eletroforetizados em tampão TBE. A corrida

eletroforétlca fol efetuada a 5-8 V/cm durante 3,5 a 4 h ou 

até o corante ABF ter eluído completamente do gel. Este 

procedimento fol utilizado na determinação do padrão de 

plasmídeos dos transconjugantes de A. brasilense, a fim de 

permitir uma boa resolução dos plasmídeos naturais destas

estirpes. Os plasmídeos PR68.45 (60 kpb) e plAFR3 (55 kpb)

foram utilizados como DNAs-padrão de tamanho conhecido.
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2.16.2 Fragmentos de restrição

Os géis de agarose para análise de fragmentos de 

restrição foram preparados na concentração de 0,8-0,9%. Os 

géis de agarose foram feitos nas placas de 15 x 10 cm a fim 

de permitir a aplicação de maior volume e, portanto, 

facilitar a visualização de pequenos fragmentos que 

porventura estivessem presentes, bem como permitir a 

comparação de diversas cllvagens sob condições 

eIetroforétIcas Idênticas. A corrida e I etroforétI ca foi 

efetuada em tampão TBE a 7 V/cm <100 V) durante 3,5 h. As 

eletroforeses lentas foram realizadas a 2 V/cm (30 V),

durante 1 2 - 2 0  h.

Os géis de agarose utilizados para as hlbrldlzações 

foram preparados na concentração de 0,7% em tampão TBE. 

Foram utilizados placas-suporte de 7,5 x 5 cm. A corrida 

eletroforétlca foi realizada a 7 V/cm <50 V) durante 1,5 h 

ou até o corante ABF estar a 2 cm da margem anódica do gel, 

evitando a perda de algum fragmento passível de se 

hibrldlzar com o DNA-sonda (160).

2.16.3{ Eletroforese em agarose de baixo ponto de fusão

0 isolamento de fragmentos dos plasmídeos PMAK7, 

pEMS101, PEMS300 e pAB35 foi realizado através de 

eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusão <B P F ) 

(64, 160). Os géis de agarose foram preparados na

concentração de 0,7 - 0,8%. A corrida eletroforétlca foi 

realizada a 8 V/cm <40 V) por 1,5 a 2 h ou até o corante



ultrapassar em 1 - 2,5 cm a metade do gel. 0 gel foi 

preparado em tampão TAE a fim de se obter melhor separação 

dos fragmentos grandes e rendimento na preparação do DNA 

(160). Os géis foram preparados em placas de 7,5 x 5 cm com 

dois poços somente: um poço com capacidade de 25 pl (para o 

padrão eletroforétlco) e o outro com capacidade para 170 

de amostra. Após eletro forese, coloração com EtBr, 

visualização e registro fotográfico, o fragmento de 

Interesse foi cortado e extraído como descrito no Item em 

2.17.

2.17 PURIFICAÇlO DE FRAGMENTOS DE DNA

2.17.1 Eluição do gel de agarose BPF

As reglOes do gel de agarose correspondentes a cada 

fragmento foram cortadas e transferidas para tubos Eppendorf 

estéreis. A seguir, foram adicionados NaCl (0,25 M final), 

EDTA (1 mM final) e Trls-HCl ph 8,0 (10 mM final). A mistura 

foi mantida a 65°C por 5 min a fim de fundir a agarose de 

baixo ponto de fusão.

2.17.2 Eliminação do brometo de etídlo

A seguir foi adicionado um volume de fenol 

neutralizado (500 /j I) e agitado vigorosamente por 1 min sob 

vórtex. A mistura foi então deixada em repouso durante
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10 min e centrifugada por 3 min a 4°C em Spln l. A fase

aquosa foi transferida para um novo tubo Eppendorf estéril. 

A fase orgânica foi lavada com 300 pl de T E , centrifugadaIO 1
a V C  por 3 min e a fase aquosa foi Juntada com a fase

aquosa extrafda na etapa anterior. A seguir um volume de 

fenol (750 pi) foi adicionado à fase aquosa, agitado e o

material centrifugado a 12000 rpm (10000 xg) a 4°C durante

3 min. A fase superior, foram adicionados 700 pi da mistura

de fenol : clorofórmio : álcool isoamíllco (25 : 2<í : 1 > e 

as fases foram homogeneizadas por agitação. Após 

centrifugadação a 12000 rpm (10000 xg) durante 5 min a 4°C,

a fase aquosa foi coletada e transferida para novo tubo

Eppendorf e a preparação do ONA foi concentrada com

butanol-2 (1 volume). As extrações com butanol-2 foram 

realizadas mediante homogeneização rigorosa, seguida de

centrlfugação a 12000 rpm (10000 xg) por 3 min a 4*C. Após

cada centrifugação o butanol - 2  saturado com água foi

eliminado (fase superior), até atingir o volume de 100 tui de

fase aquosa e eliminar o EtBr. Finalmente, o ONA foi

precipitado, ad l c l onando-se 66 n l de NH AcO 5 M (0,66 MA
final no sistema) e 332 pl de etanol 95% v/v aos 100 jjí da

preparação de DNA. A mistura foi mantida durante 1 hora a

- 2 0 *C. 0 DNA foi precipitado por centrlfugação a 4*C durante

10 min em centrífuga Spln l, lavado 2 a 3 vezes com etanol

80% v/v, cuidadosamente seco e finalmente ressupenso em

- 1
15 pi de T E contendo RNAse 20 /jg.ml .IO 1

As etapas foram rigorosa e cuidadosamente efetuadas,
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evitando o comprometimento das análises eletroforétlcaa ou 

dos tratamentos posteriores realizados nos ONAs. Os

materiais utilizados foram previamente esterilizados a fim 

de evitar a digestão do DNA por quaisquer DNAses 

eventualmente presentes.

2.18 CONSTRUÇÃO DO 6ANC0 GENÔMICO

0 banco genômlco de AzospLrillum. brasil ense estirpe 

FP2 foi construído por E.M. Souza como representado na

figura 2 , seguindo a metodologia descrita por staskawlcz e 

colaboradores (223).

O plasmídeo PLAFR3 é um derivado do PLAFR1 no qual

foram mantidos o sítio X co s , os genes de resistência à 

tetraclcllna e os de incompatibilidade plasmldial (lncP-1) e 

Inserido o promotor do gene lacZ 5' de uma seqüência de 

múltiplos sítios de restrição entre dois sítios Mae li 

(223). o plasmídeo pLAFR3 foi cllvado com as endonucIeases 

de restrição Jftnd III e EeoR i . o PLAFR3 llnearlzado com

üftnd III e EeoR l foi tratado com fosfatase alcalina, enzima 

que catalisa a remoção dos resíduos 5 '-fosfato das 

extremidades do DNA llnearlzado, com o intuito de prevenir 

sua reclrcularlzação (17, 160). 0 plasmídeo foi cllvado com 

a enzima de restrição DamH l, formando-se os braços 

necessários à Inserção de fragmentos S a u 3A I, ligação e 

empacotamento do DNA.
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0 DNA total de A. brasil ense FP2 foi parcialmente 

cllvado com a endonuclease de restrição Sau3A I e os 

fragmentos maiores <20 kpb) foram purificados por gel de 

agarose de baixo ponto de fusão <BPF) e misturados com os 

braços do plasmídeo pL AFR3. As enzimas Sau3A I e Bamh I 

apresentam semelhanças nos seus sítios de reconhecimento, 

permitindo a associação das bases expostas pelas duas 

cllvagens. Os DNAs foram ligados por ação da enzima 14 DNA 

ligase. A ligação de dois sítios de reconhecimento não 

idênticos ocasionou o surgimento de um novo sítio de 

restrição não reconhecido por £ati3A 1 e 9amH l. Os cosmídeos 

recomblnantes foram empacotados no capsídeo do fago X e a 

bactéria Escherichia coli DH5 foi Infectada com a mistura de 

empacotamento. A biblioteca genômlca foi mantida nesta 

estirpe de E. coli devido ò sua deficiência nos sistemas de 

recomblnaçõo (rec-4" ) e restr I çõo/met 11 açôo do DNA <r"m" ), 

evitando que o plasmídeo se integrasse a-o DNA cromossoma! da 

bactéria (rec4) ou a eliminação do plasmídeo (sistema r/m ), 

o que Impossibilitaria a seleção dos clones.

Os clones foram selecionados mediante o crescimento

IO
do banco genômlco em meio LA contendo os antibióticos Nai , 

resistência da estirpe D H 5 , e Tcl s , resistência conferida 

pelo plasmídeo pLAFR3. As colônias foram divididas em grupos 

e conservadas em gllcerol 50% a - 2 0 #C. Este conjunto 

constitui o banco genômlco de A. brasilense FP2 no plasmídeo 

PLAFR3.
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A representatlvldade do banco genômlco foi calculada 

pela relaçSo (160):

In (1 - P)
N = ------------

In (1 - /)

calculando para P,

p a _ eN . in <1 - /)

onde N é o número necessário de recomblnantes, P é a 

probabilidade, / é a relação entre a fração do genoma 

representado em um único recomblnante e o tamanho total do 

genoma do mlcrorganlsmo.

S . 19 MAPA DE RESTRIÇÂ0

2.19.1 Padrão de restrição dos plasmídeos PMAK1 - pMAK8

os plasmídeos pMAKl - pMAK8 dos transformantes foram 

tratados com as enzimas de restrição Sal i, EcoR I, Hind lll 

e Bgl li / Hinô lll a fim de se determinar o tamanho dos 

fragmentos de restrição e comparar os perfis de cllvagem 

existentes nos Insertos dos diversos plasmídeos. As amostras 

foram submetidas a corrida eIetroforétIca como descrito em 

2.16.2.

70



71

2.19.2 Mapa de restrição do plasmídeo pMAK7

O plasmídeo pMAK7 foi tratado com as enzimas de 

restrição EcoR I , ffinó III, IfcrmH I , Bgl I l , Xho l ou Sac I e 

combinações binárias das mesmas.

A montagem do mapa físico foi realizada a fim de 

se obter a localização aproximada dos sítios de clivagem 

no plasmídeo pMAK7. Os tamanhos dos fragmentos obtidos 

nas diversas clivagens foram comparados simultaneamente. 

0 tamanho dos fragmentos foi estimado graficamente 

por interpolação na reta (160), obtida plotando-se os

valores logarítmlcos do tamanho dos fragmentos de DNA 

padrão ( " 1 kpb ladder") contra a migração eIetroforétlca 

correspondente. 0 padrão ” 1 kpb ladder" é uma mistura 

de fragmentos de DNA que diferem entre sl em 1018 pares de 

bases e vem sendo utilizado para avaliar o tamanho de

fragmentos de DNA linear em a-héllce, os quais variem 

de 0,5 a 12 kpb, apresentando os seguintes fragmentos, em 

ordem decrescente: 12,215; 11,193; 10,180; 9,182; 8,1*14;

7,126; 6,103; 5,090; 4,072; 3,054; 2,035; 1,635; 1,013;

0,516; 0,394; 0,344; 0,298; 0,22 e 0,2 kpb. UtlllZOU“Se, 

também, o ONA X clivado com Hina lll, a fim de facllItar 

a determinação do tamanho dos fragmentos maiores. Os 

fragmentos deste DNA apresentam: 23,4; 9,6; 6 ,6 ; 4,4; 2,3; 

2,1; 0,4 e 0,2 kpb.
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2.20 HlBR I D IZAÇÍO

As h i t>r l d l zaç&es foram realizadas como descrito por 

Manlatls e colaboradores (160) e Boehrlnger Manhelm Company 

(23). As condições dos ensaios de cllvagem obedeceram as

recomendações dos fabricantes. Os padrões eIetroforétlcos de 

tamanho utilizados foram: ”1 kpb ladder” e ONA X cllvado com 

ffínd III.

Os DNAs cllvados foram submetidos a corrida 

eletroforétlca. Os géis foram lavados do EtBr e tratados com 

30 ml de HCI 0,25 N a 25°C, até a cor azulada do corante 

eletroforétlco ABE ser substituída por uma cor amarelada

(5-8 min), a fim de permitir a hldróllse do ONA. Os géis

foram lavados exaustivamente com água destilada e 

posteriormente submersos em solução desnaturante (NaCl 1,5 M 

em NaOH 0,5 N) e aí mantidos sob agitação durante 30 min até 

as manchas ficarem novamente azuis. Após submersão em 

solução neutrallzante (Trls-HCl 0,5 M pH 7,2 contendo EDTA

0,001 M e NaCl 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 presença de tampão ssc 

20x (NaCl 3 M, Na -citrato 0,3 M, ph 7,0) durante 20 a 30
S

horas (23, 160). As hlbrldlzações, propriamente ditas, foram 

efetuadas em estufa, è temperatura controlada de 60 - B2 °G 

ou 6 6 °C, por 18 horas.

As s ondas  u t i l i z a d a s  foram.* o dom í n i o  c e n t r a l  do gene 

nifA de H. ser-opedicae p r e s e n t e  no f r a g me n t o  Sal I /Bgl l l  de 

0 , 60  kpb e x t r a í d o  do p l a s m í d e o  PEMS300 ( 2 21 ) ;  a e x t r e m i d a d e



carboxl-termlnal e o domínio D do gene nifA de 

H. seropedicae presente no fragmento Sal l/Pst l de 1,15 kpb 

extraído do plasmídeo PEMS300 (221); o gene nifB de 

H. seropedicae presente no fragmento Pst l de 1,80 kpb do 

plasmídeo pEMSIOI (221) e o operon nifHDK (operon Inteiro) 

de A. brasilense  presente no fragmento EcoR l de 6,70 kpb do 

Plasmídeo PAB35 (131).

Os DNAs-sonda nifA e nifB foram marcados com

dlgoxlgenina 11-dUTP, como recomendado pelo fornecedor (23). 

Os DNAs foram desnaturados por Incubação em banho fervente 

durante 10 min e rapidamente resfriados em banho de gelo. 0 

volume foi completado com água até 15 pl e aos tubos,

mantidos em gelo, foram seqüencialmente adicionados.- 2 #jI de 

hexadesoxinucleotídeos e S pl de mistura de marcação dNTP 

lOx (dATP 1 mM, dCTP 1 mM, dGTP 1 mM, dTTP 0,65 mM e

dlgoxlgenina 11-dUTP 0,35 mM ph 6,5) e a 3 7 #G: 1 p\ do

fragmento Klenow da ONA polimerase (2 u.p/l- 1 ). A mistura foi 

Incubada a 37°C durante 20 horas. A reação foi parada pela 

adição de 2 pl de EDTA 0,2 M ph 8,0 e o DNA foi precipitado

pela adição de 2 v\ de LICI 1 H e 60 pl de etanol 95% v/v

pré-resfrlado a -20°C. Após centrlfugação a 12000 rpm 

(10000 xg) e lavagens com etanol 80%, os DNAs-sonda foram 

secos em estufa a 3 7 #C e dissolvidos em 20 ^l de T E  .IO 1
0 ONA-sonda nifHDK de A. brasilense  foi marcado com 

9 2 P, ut I I I zando 92 P c*-dATP como descrito por Manlatls e 

colaboradores (160). 0 ONA foi desnaturado por Incubação em 

banho fervente durante 8 min e rapidamente resfriado em

banho de gelo. A reação de marcação foi efetuada pela
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adlçõo, em ordem, dos seguintes elementos: 6 iuI de H2 0 , 5 /j \ 

de tampão 0L6 (tampões A : B : C misturados na proporção 

10 : 25 : 15) pré-resfrlado a - 2 0 °C , 1 pl de solução de 

soroalbumlna bovina (estoque a 10 mg.ml*1 ), 10 n l de ONA,

2,5 jj l de 9 2 P a-dATP (10 jl/ Cl-pl” 4 ) e 0,5 /Jl do fragmento 

Klenow da DNA pollmerase (2 unidades). A mistura de marcação 

foi homogeneizada por centrlfugaçõo a 1 2 0 0 0 rpm ( 1 0 0 0 0  xg> 

por 2 s e Incubada a 37°C por 16 horas.

0 ONA, contido no gel de agarose, fol visualizado com 

EtBr e fotografado, sob transllumlnador de luz ultra-vloleta 

de longo comprimento de onda (DO _ ) como descrito em9 0 0  nm

2.16, antes da transferência dos fragmentos de DNA para a 

membrana de nylon. A membrana de nylon com os DNAs 

hlbridlzados foi fotografada em ISO/ASA 400 em abertura

mínima sob transIIumlnador de luz visível e exposição de 

1/64 e 1/128 ou em KODAK ISO/ASA 100 em abertura mínima e 

exposição 1/250 e 1/500.

2.20.1 Hibrldizações pelo método de marcação por 

dlgoxigenlna 11-dUTP

0 DNA pode ser marcado pela Incorporação ao acaso de 

dlgoxlgenlna marcada com desoxlurldlna trlfosfato. o 

desoxlnucleotídeo dUTP se liga à dlgoxlgenlna. As moléculas 

híbridas de DNA são detectadas pelo método de Imunoensalo 

com um anticorpo conjugado (antI d Igox I gen I na conjugada à 

fosfatase alcalina), o qual se incorpora ao complexo 

dlgoxlgenlna 11-dUTP. Subseqüentemente, a reação de cor é
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catalisada pela adição de X-fosfato <5-bromo-4-cloro-

3 - Indolll-fosfato) e NBT (azul de nltrotetrazollum), 

originando manchas púrpura-azuladas nas regiões de 

hlbr i dlzaçfio.

As membranas de nylon foram cuidadosamente lavadas 

com tampão SSC 2x com a finalidade de remover a agarose 

eventualmente aderida à mesma. Após este tratamento, a 

membrana foi seca à temperatura ambiente e exposta ao 

transiluminador de ultra-vloleta (DO ) durante 5 min, a
3 0 0  nm

fim de promover o "cross-llnklng" do DNA e permitir a 

monitoração da transferência dos fragmentos de DNA para a 

membrana. A membrana foi submersa em 70 ml de tampão de 

hlbrldlzação (reagente bloqueador 0,5% e SDS 0,02% m/v em 

tampão SSC 5 x ) e aí mantida por 6 horas a 60°C para bloquear 

os sítios livres da membrana de nylon. Finalmente, a 

membrana foi Inserida em um invólucro plástico contendo 

30 ml de tampão de hlbrldlzação, ao qual foram adicionados 

400 jjI do DNA-sonda marcado com digoxlgenlna 11-dUTP 

recém-fervido por 8 - 1 0  min e rapidamente resfriado em

banho de gelo. A Incubação foi de 12-18 horas à temperatura 

lndlcada.

Retirada do invólucro, a membrana foi lavada duas

vezes por submersão em 50 ml de tampão SSC 2x contendo SDS

0,1% durante 15 min è temperatura ambiente. Após essas 

lavagens, a membrana foi submetida a dois tratamentos com 

tampão SSC 2x ou SSC 5x contendo SDS 0,1% a B0-B2*C durante 

15 min. 0 SDS foi utilizado por auxiliar na diminuição do 

"background* e facilitar a lavagem.
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As hlbrldlzações com os DNAs-sonda de nifA e nifB  

foram realizadas sob condlçOes de média estrlngênc l a : a 60

ou B2*C com lavagens em tampões SSC 5x (NaCi 0,75 M,

Na9 -cltrato 75 mM p h 7,0).

A membrana, após submersão por 1 min em tampão 1 

(Trls-HCl 100 mM pH 7,5 contendo NaCl 150 mM) a 25°C, foi 

incubada em 100 ml do tampão 2 (Trls-HCl 100 mM pH 7,5

contendo NaCl 150 mM e reagente bloqueador 0,5% m/v) a 25°C 

durante 30 min. Este tratamento foi realizado com o intuito 

de eliminar o excesso de DNA-sonda e evitar a Incorporação

do anticorpo a sítios inespecíficos. Após breve lavagem com

o tampão 1 , a membrana foi recolocada em um invólucro 

plástico contendo 3 ml de tampão 1, ao qual foi adicionado o 

antlcorpo-conjugado (antldlgoxlgenlna conjugada à fosfatase 

alcalina) diluído 1 : 5000 (150 mu.ml"1 ) e incubado è

temperatura ambiente durante 30 a 40 min. A solução contendo 

o complexo antlcorpo-conjugado foi retirada e a membrana foi 

lavada com 2,5 ml do tampão 1 por 15 min, a fim de remover 

completamente aquela solução. A membrana foi equilibrada com 

5 ml do tampão 3 (Trls-HCl 100 mM pH 9,5 contendo NaCl 

100 mM e MgCl2 50 mM) à temperatura ambiente por 2 min.

A reação de coloração foi efetuada mediante a adição 

de 15 pl NBT (azul de nltrotetrazol lum) e de 12 /ui de 

solução de 5-bromo-4-cloro-3-IndoIII-fosfato (X-fosfato) a

3,5 ml do tampão 3, mantida em repouso no escuro à 

temperatura ambiente. A reaçõo foi interrompida após 12-18 

horas, quando as manchas estavam suficientemente nítidas, 

lavando-se com o tampõo 4 (T_ E >.IO 1

76



2.20.2 HlbrIdlzaçõo pelo método de marcaçõo com 9 2 P

A nibrldlzaçSo com o DNA- 9 onda de nifNDK de 

A. bra&ilense, por sua vez, foi realizada em condições de 

alta estr l ngênc l a .* a 8 6 *C e a baixas concentrações salinas 

(SSC 0 ,1 x >.

A transferência de DNA para a membrana de nylon foi 

efetuada durante 30 horas como descrito acima. Após lavagem 

rápida com tampõo SSC 5x, a membrana foi seca à 

temperatura ambiente e o DNA foi fixado por exposição sob 

transllumlnador de UV de longo comprimento de onda 

> durante 5 min. A membrana foi Introduzida em um3 0 0  rim

Invólucro plástico contendo 3 ml de solução de 

pré-hlbridlzação (solução de Denhardt 5x, formamlda 50%, SDS 

0,5% e 100 /jg de ONA de timo de boi em tampão ssc 6 x), à 

qual foram adicionados 120 pl de ONA-sonda e incubada a 3 7 #C 

durante 24 horas. 0 ONA-sonda preparado foi adicionado de 

100 pil de água e desnaturado através de Incubação em banho 

fevente durante 10 min e utilizado imediatamente para a 

hlbrldlzaçõo. A membrana foi retirada do plástico e lavada 

duas vezes por 15 min a 25*C com tampão SSC 0,1x pH 7,0 

contendo SOS 0,1%. A terceira lavagem com o mesmo tampão foi 

realizada a 6 6 ®C. A membrana foi seca ò temperatura ambiente 

e colocada em contacto com um filme para raios-x KODAK 

X-OMAT K a fim de ser impregnada e assim mantida por 24 

horas a -2 0 *0 . 0 filme foi revelado como convencionalmente e 

fotografado como anteriormente descrito.

77



3 RESULTADOS

3.1 BANCO GENÔMICO DE A. brasilense FP2

Cerca de 3732 colônias Independentes de E. coli DH5, 

carregando plasmídeos recombinantes, foram Isoladas e 

agrupadas em 12 grupos de aproximadamente 300 colônias cada. 

Considerando-se que o tamanho médio dos insertos fol de 

22 kpb e que o tamanho do genoma de A. brasilense perfaz 

possivelmente 7714 kpb (242), a aplicação da fórmula de 

Clarke e Carbon (47) Indicou a representatlvldade do banco 

genômlco como da ordem de 99,99% do genoma de A. brasilense.

3.2 ISOLAMENTO DE PLASMÍDEOS RECOMBINANTES CAPAZES DE 

COMPLEMENTAR 0 MUTANTE nifA" DE A. brasilense

0 mutante regulatórlo de A. brasilense FP10 {n i fA" )  

(192) fol utilizado para Isolar, por complementaçôo 

genética, plasmídeos recomblnantes carregando o gene nifA de 

A. brasilense F P 2 . Para tanto, o mutante FP10 fol conjugado

com um banco de A. brasilense FP2 construído no plasmídeo

pLAFR3 e mantido em E. coli DH5 e designado por E. coli DH5

(pLAFR3 :: ONA de A. brasilense FP2) (223).



A freqüência de aparecimento de transconJugantes 

A. brasil ense FP10 <pLAFR3 :: DNA de A. brasilens» FP2) foi 

da ordem de 10~s , indicando a alta eficiência do método 

ut iIlzado.

Aproximadamente mil e quinhentas colônias desses 

tranconjugantes de A. brasilense FP10 foram escolhidas ao 

acaso e testadas para fixação de nitrogênio. Foram isolados 

inicialmente oito transconjugantes capazes de fixar , dos 

quais, após purificação em meio seml-sólldo livre de

nitrogênio, apenas um, A. brasilense FP10 <pMAK8 ), deixou de 

apresentar essa característica. Os transconjugantes

dlazotróflcos de A. brasilens& FP10 e a estirpe selvagem 

A. brasil ense FP2 (Nif*) formaram uma fina película, 

inicialmente no fundo do melo seml-sólldo, a qual foi

notoriamente subindo até a superfície do melo. Esse 

aerotropismo é típico de Azospirillum e é verificado à 

medida que se observa o crescimento das bactérias <53, 63).

A película se tornou espessa a 1 mm da superfície do melo.

Os plasmídeos recombinantes presentes nos sete 

transconjugantes fixadores de nitrogênio foram então

denominados pMAKl-pMAK7. 0 plasmídeo contido no

transconjugante Nif*, por sua vez, foi designado como PMAK8 . 

As atividades nltrogenásIcas dos transconJugantes 

selecionados, A. brasil ens& <pM AK1-pMAK8), e de

A. brasilense FP2 e FPIO estõo quantificadas e os resultados 

estão expressos na Tabela 4.

A freqüência de aparecimento de transconJugantes

— ̂  — io
complementados na mutação foi da ordem de 10 - 10 ,
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TABELA 4: DETERMINAÇÍO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE DOS

TRANSCONJUGANTES DE Ázospirillum. brasilense F P 10 

COMPLEMENTADOS POR PLASMÍDEOS RECOMBINANTES

80

ESTIRPES DE 
A. brasri l ense

Atividade específica da nltrogenase 
(nmol C H .min” .mg proteína” )

2 4

FP2 (selvagem) 4,06

FP10 (nifA- ) ZERO

FP10 < pMAKl ) 2,53

FP10 (PMAK2) 5,30

FP10 (PMAK3) 5,36

FP10 <pMAK4) 8,04

FP10 <pMAK5) 5,42

FP10 (pMAKB ) 2,54

FP10 (PMAK7) 3,16

FP10 (PMAK8 ) ZERO

09 organlsmo9 foram crescidos em meio NFbHP seml-sólido a 

3 0 ®C e ensaiados para redução de acetlleno após 48-72 noras 

de crescimento, conforme descrito no Item 2.7 de Materials e 

Mé to do s.



Indicando a representai Ivldade do gene nifA no banco 

genômlco.

A presença de plasmídeos recomblnantes derivados do 

plasmídeo pLAFR3, contendo Inserto de DNA de A. brasil ense 

F P 2 , foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 

(Figura 3). O tamanho dos plasmídeos foi estimado pelo 

método de interpolaçSo na reta conforme descrito em 2.16.1 e 

2.19 apresentando, aproximadamente: pMAKl e pMAK3 com 43,40 

kpb, pMAK2 e pMAK7 com 50,12 kpb, pMAK4 e pMAK5 com 

42,67 kpb, PMAK6 com 47,31 kpb e PMAK8 com 35,30 kpb.

3.3 CARACTER 1ZAÇXO GENÉTICA OOS TRANSCONJUGANTES DE 

A. brasilense FP10 (pMAKI-pMAKB)

3.3.1 Cura dos transconJugantes de A  brasilensa FP10 dos 

plasmídeos recomblnantes (pMAKl-pMAK8 )

Os plasmídeos PR68.45 e pLAFR3 pertencem ao mesmo 

grupo de incompatibilidade plasmldlal < lncP— 1 > e, portanto, 

não podem coexistir na mesma célula, provavelmente por 

competirem pelo mesmo sítio de ligação da membrana durante 

sua replicação (104). Em vista disso, os transconJugantes 

foram curados dos plasmídeos PLAFR3 :: ONA de A  brasilense 

FP2, através de conjugação com E. coli 1230 <pR68.45) e

seleção para Tc (marca de resistência do PR68.45).

Todos os transconJugantes perderam a capacidade de 

crescer dIazotroflcamente com a eliminação dos plasmídeos
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FIGURA 3:  P E R F I L  ELETR0F0RÉTI  CO DE PLASMÍDEOS DE

TRANSCONJUGANTES DE bra s ilen se <FP10)

A s c é l u l a s  de A. brasilense FP10  e de 
transconju gantes foram cresclda9 em melo NFbHPN Sm e 
Sm Tc , r e s p e c t i v a m e n t e ,  e1| ,s de • c o l i  MC1061 ( pL A F R 3 )
f o r a m  c r e s c i d a s  em me l o  LB Tc . 0  p e r f i l  e l e t r o f o r é t I c o  dos  
p l a s m í d e o s  f o l  d e t e r m i n a d o  em ge l  de a g a r o s e  0,6% após  
I s o l a m e n t o  p e l o  mé t odo  de l i s e  a l c a l i n a ,  como d e s c r i t o  em 
M a t e r i a l s  e M é t o d o s  ( i t e m  5 . 1 5 ) .  D i s t r i b u i ç ã o  das  e s t i r p e s :  
1, A. b ra s ilen se FP10  ( pMAK8 ) ;  5 ,  A. b rasilense FP10 
<pMAK7);  3 ,  A. b ra s ilen se FP1D <pMAK6);  A, A. brasilense  
F P 10 <pMAK5) ;  5 ,  A brasilense FP10 < pMAK4); 6,
A. brasilense FP10  ( pMAK3 ) ; 7 ,  A. b ra s ilen se FP1D ( p M A K 5 ):
8,  A.brasilense FP10  ( pMAKI ); 9,  E. coli  MC1061 ( pLAFR3 );
1 D , A. brasi l ense F P 1 0 .



pMAK1-pMAK7, Indicando a presença de genes tlpo-ni/4 nestes 

plasmídeos. A recuperação do fenótipo Nif", apresentada 

pelos transconJugantes curados (pR68.45) (Tabela 5, 

colunas a e b), mostrou que a capacidade de fixação de 

nitrogênio apresentada pelos transconJugantes A. brasilense 

FPIO (pMAKI-pMAK7) não foi devido ô uma simples reversão da 

mutação no gene nifA, mas sim à compIementação genética. 

A análise eletroforétlca permitiu visualizar a ausência 

dos plasmídeos pMAKs nos transconJugantes curados (Figuras 

5 e 6 ).

3.3.2 Recuperação da atividade nltrogenásica em 

transconJugantes de A. brasilense FPIO

Os DNAs plasmldlais (pMAKI-pMAK8 ) dos 

transconJugantes de A. brasilense FPIO foram Isolados pelo 

método de llse alcalina (205) e utilizados para transformar 

E. coli MC 1061. Os objetivos desse experimento foram:

1) manter os plasmídeos pMAKs em uma estirpe recA ' e de 

baixa homologla, evitando a recombinação do DNA contido 

no Inserto com o DNA homólogo de A. brasilense FP2 e

2 ) transferir esses plasmídeos, por conjugação, novamente 

para o mutante FP10.

A frequência de transformação foi de 3 . IO- 7 .

Os tranformantes de E. coli MC1061 (pMAK1-pMAK8)

foram conjugados com o mutante A. brasil ense FPIO. A 

presença destes plasmídeos nos novos transconJugantes foi 

confirmada através de eletroforese em gel de agarose. A 

figura 7 Ilustra o perfil eletroforétlco dos
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TABELA 5: EXPRESSlO DA ATIVIDADE DE NITROGENASE EM

TRANSCONJUGANTES DE Azosfdrillum brasil ense

84

ESTIRPES DE 

A. brasi. 1 ens&

Atividade específica da nltrogenase 
(nmol C H .min" .mg proteína" )2 4

- O PR68.45 b - c

FP2 7,54 nd nd

FP10 ZERO nd nd

FP10 (pMAKI) 8,70 ZERO 9,52

FP10 (PMAK2) 4,82 ZERO 5,30

FP10 (PMAK3) 4,40 ZERO 7,47

FP10 <pMAK4) 8,23 ZERO 7,62

FP10 (PMAK5) 7,67 ZERO 5,29

FP10 (PMAKB) 6,34 ZERO 9,27

FP10 (PMAK7) 8 , 2 0 ZERO

COCOCO

FP10 (PMAK8 ) ZERO ZERO ZERO

Os organismos foram crescidos em meio NFbHP semi-sólldo e 

Incubados a 3 0 °C. A atividade da nltrogenase foi determinada 

como descrito em Materials e Métodos (Item 2.12). 

a representa os valores encontrados para os transconJugantes 

obtidos da conjugação com o banco genômlco. 

b indica atividade nltrogenásica dos transconjugantes 

curados com o plasmídeo PR88.45.

c indica os níveis de atividade nltrogenásica determinados 

para os transconJugantes obtidos da conjugação dos 

transformantes E. coli MC10B1 <pMAK1 - pMAK8 ) com 

A. brasi l enso F P 10 .
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FIGURA 3 :  P E R F I L  ELETROFORÉTI  CO DE PLASMÍDEOS DOS

TRANSCONJUGANTES DE FP10  ( pMAKI )

E < pMAK2)

As c é l u l a s  de A. l e n s e  FP10  e s e u s  
t r |,á l c o n -* uí J ( 5 t e ? 5 f oram c r e s c i d a s  em me l o  NFbHPN c o n t e n d o  
Sm e Sm Tc , r e s p e c t i v a m e n t e  e as  de MC1061
( P L A F R 3 )  e 1230 ( p R B 8 . 3 5 )  em me l o LB TC . 0 p e r f i l
e I e t r o f o r é t I c o  dos  p l a s m í d e o s  f o i  d e t e r m i n a d o  em ge l  de 
a g a r o s e  0, 6% após  o I s o l a m e n t o  p e l o  mé t odo  de l l s e  a l c a l i n a  
( 2 0 5 ) ,  como d e s c r i t o  em M a t e r i a l s  e Mé t o d o s  ( I t e m  2 . 1 5 ) .  
D i s t r l b u l ç 8 o  das  e s t i r p e s :  1,  A. brasi l en s e  F P 10; 2 ,
E. c o l i MC 1061 ( P L A F R 3 ) ;  3 ,  E.coli 1230 ( p R 6 8 . 3 5 ) ;  3,
A. b r a s i l e n s e  FP10 ( pMAK 1 ); 5 ,  A. e  FP10
( pR6 8.  *15) ; 6,  A. brasil ense  FP10 ( pMAK2 ); 7 ,
A. brasil ense FP10 (pRB8.35) .
o  e b  correspondem, respectivamente, à c u r a  dos 
transconJugantes A. brasilense FP10(pMAK1) e (pMAK2) pelo
p I a s m í  d e o  p R 6 8 . 3 5 .
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FIGURA 5:  PERF I L  ELETROFORéTI  CO DE PLASMÍDEOS DOS

TRANSCONJUGANTES DE FP10  <pMAK4> E

< pMAK5)

A s c é l u l a s  de A. l FP IO e s eus
t r a n s c o n J u g a n t e s  f o r a m  c r e s c i d a s  em me l o  NFbHPN c o n t e n d o  
Sm e Sm Tc , r e s p e c t i v a m e n t e  e as de MC1061
( P L A F R 3 )  e 1230 <p RB8.-15> em me I o LB TC . 0 p e r f i l
e I e t r o f o r é t I c o  dos  p l a s m í d e o s  f o i  d e t e r m i n a d o  em ge l  de 
a g a r o s e  0, 6% após  I s o l a m e n t o  p e l o  mét odo  de l l s e  a l c a l i n a  
( 2 0 5 ) ,  como d e s c r i t o  em M a t e r i a l s  e M é t o d o s  ( I t e m  2 . 1 5 ) .  
D l S t r l b U l ç S o  das  e s t i r p e s :  1,  A. ense FP I O ;  2 ,
E. c o l i MC1061 ( P L A F R 3 ) ;  3 ,  E. 1230 ( p R B B . ^ õ ) ;  4,
A. b ra s ilen se FP10 <pMAK«>; 5 ,  A. FPIO
( p R 6 8 . ^ 5 ) a ; 6,  A. b ra s ilen se FPIO <pMAK5) ;  7,
A. b ra s ilen se FPIO ( P R 6 8 . 4 5 )  .
a e 6 correspondem à cura dos transconjugantes A. brasilense  
FPIO (pMAK^) e (pMAK5), respectivamente, pelo plasmídeo 
P R 6 8 . 4 5 .
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FIGURA B: P ERF I L  ELETROFORéTI  CO DE PLASMÍDEOS DOS

TRANSCONJUGANTES DE bra s ilen se FP10  ( pMAK6) E 

( pMAK7 )

As c é l u l a s  de A. brasilense FP10  e s e u s
transconjugantes foram crescidas em melo NFbHPN contendo
Sm e Sm Tc , r e s p e c t i v a m e n t e  e as de E. c o li MC1061
( P L A F R 3 )  e 1230 ( P R 6 8 . 4 5 )  em m e l o LB T c 1 5 . 0 p e r f i l
e l e t r o f o r é t l c o  dos  p i a s m í d e o s  f o i  d e t e r m i n a d o  em ge l  de 
a g a r o s e  0,6% após  I s o l a m e n t o  p e l o  mé t odo  de l l s e  a l c a l i n a  
( 2 0 5 ) ,  como d e s c r i t o  em M a t e r i a l s  e M é t o d o s  ( I t e m  2 . 1 5 ) .
D i s t r i b u i ç ã o  das  e s t i r p e s :  1, A. brasi l ense F P 10; 2,
E. co li MC 1061 ( P L A F R 3 ) ;  3,  E. co li 1230 ( p R B 8 . 4 5 ) ;  4 ,
A. brasilense FP10  ( pMAK6) ; 5 ,  A. brasilense FP10
( P R 6 8 . 4 5 )  ; 6 ,  A. brasilense FP10 ( pMAK7 ); 7 ,
A. brasilense FP10 ( p R 6 8 . 4 5 )  .
a e 6  c o r r e s p o n d e m  à c u r a  dos  t r a n s c o n j u g a n t e s  A. b rasilense  
FP10 ( pMAKB) e ( pMAK7),  r e s p e c t i v a m e n t e ,  p e l o  p l a s m í d e o  
P R 6 8 . 45 .
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FIGURA 7:  P E R F I L  ELETROFORÉTICO DE PLASMÍDEOS DOS

TRANSCONJUGANTES DE FP10  <pMAK4> E

( PMAK7)

As c é l u l a s  de A. l e n s e  FP10  e s eus
t r a n s c o n J u g a n t e s  f o r a m  c r e s c i d a s  em me l o  NFbHPN c o n t e n d o  
Sm e Sm Tc , r e s p e c t i v a m e n t e ,  e as de MC1061
< pL A F R 3 ) em me l o  LB T c 1 . 0 p e r f i l  e I e t r o f o r é t I c o  dos
p l a s m í d e o s  f o i  d e t e r m i n a d o  em ge l  de a g a r o s e  0,6% após
I s o l a m e n t o  p e l o  mé t odo  de l l s e  a l c a l i n a ,  como d e s c r i t o  em 
M a t e r i a l s  e M é t o d o s  ( I t e m  2 . 1 5 ) .  D i s t r i b u i ç ã o  da s  e s t i r p e s :  
1, A. b r a s i l e n s e  FP10  ( p M A K I ) ;  2,  A. FP10
( pMAK I )  ; 3,  A.brasil ense  FP10  ( pMAK2) ;  A , A. brasil ense
FP10 <pMAK2)a ; 5 ,  A. t r a s í l e n  FP10 ( PMAK3 );  6,
A. bra s i l e n s e  FP10  ( pMAK3 ) ; 7. A. b r a silense  FP10  <pMAK4);
8,  A. b r a s i l e n s e  FP10 <pMAK4)  ; 9,  b r a s i l e n s e  FP10
( pMAK5 ); 10,  A. b r a s i l e n s e  FP10 ( pMAK5 )a ; 11,
A. bras i l e n s e  FP10  <pMAK6) ;  12,  A. b r a s i l e n s e  FP10
<pMAK6)a ; 13,  A. b r a s i l e n s e  FP10 ( pMAK7 ); 14,
A. b r a silense  FP10  <pMAK7)  ; 15,  A. b r a s i l e n s e  FP10
( pMAK8); 16,  A. b r a s i l e n s e  FP10  ( p M A K 8 )  ; 17,  E. coli
MC 1 06 1 ( pL AFR3 );  18,  A. b r a s i l e n s e  FP10 .
a. c o r r e s p o n d e  à r e c u p e r a ç ã o  da c a p a c i d a d e  de f i x a ç ã o  de 
n i t r o g ê n i o  p e l o s  t r a n s c o n j u g a n t e s  de A. bra s i l e n s e  F P 10
( pMAK1 ) a ( pMAK8 ) ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  o b t i d o s  da c o n j u g a ç ã o
dos  t r a n f o r m a n t e s  de E. coli  MC1061 ( pMAKI )  e <pMAK8) com 
A. brasi l ense F P 1 0 .



transconjugantes A. brasilense FP10 <pMAKl a pMAK8 ). Esses 

novos transconJugantes recuperaram a capacidade de crescer 

dlazotroflcamente e reduzir acetlleno (tabela 5, coluna c).

3.3.3 Determinação do padrão de cllvagem dos plasmídeos

recombinantes (pMAKi-pMAK8 )

Os plasmídeos pMAKI a PMAK8 foram isolados e tratados 

com as endonucleases de restrição Sal I. EcoR i, Hinú III e 

Bgl li / Hinó lll. Os produtos de cllvagem foram submetidos 

a eletroforese em gel de agarose a 0 .8 %.

A figura 8 mostra os perfis de cllvagem dos

plasmídeos pMAKI e pMAK4-pMAK7 com a enzima Ec oR i e a 

figura 9 os perfis de cllvagem dos plasmídeos pMAKI, pMAKE e 

pMAK5-pMAK8 com a enzima Sal I. Nessas figuras foram

mostrados somente os perfis de cllvagem dos plasmídeos 

diferentes entre sl ou dos que necessitavam de confirmação 

dos resultados para permitir a diferenciação mais precisa 

dos oito plasmídeos. Os plasmídeos pMAKI e pMAK3, pMAKS 

e PMAK7, pMAK4 e pMAK5 apresentaram, aos pares, as mesmas 

bandas eletroforétlcas. Indicando similaridade entre os 

respectivos insertos (Figuras 8 e 9, Tabelas 6 e 7). O pMAKB 

apresentou padrão único de cllvagem. Oesta forma, dos sete 

transconJugantes Nif* (solados haviam quatro grupos 

diferentes de plasmídeos capazes de complementar a mutação 

nifA .

Os perfis de cllvagem dos plasmídeos foram comparados

entre sl e com o plasmídeo pLAFR3, a fim de se estimar que
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F I G U R A  8 :  P E R F I L  DA CL I VAGEM DOS P L A S M Í D E O S  pMAKS COM A
E N Z I M A  E e o R  I

Os p l a s m í d e o s  f o r a m  i s o l a d o s  de E. c o l i MC1061 ( pMAK l  
e pMAK4 -  pMAK7> p e l o  mé t odo  de l i s e  a l c a l i n a  ( 1 9 )  e 
s u b m e t i d o s  a c l i v a g e m  com a e n z i ma  EeoR  I c o n f o r m e  d e s c r i t o  
em M a t e r i a i s  e Mé t o do s  ( I t e m  2 . 6 ) .  D i s t r i b u i ç ã o  dos  D N A s : 
1, PLAFR3 ;  2 ,  pMAK 1 ; 3 ,  pMAK4;  4 ,  pMAK5; 5 ,  pMAK6 ‘;
6 ,  PMAK7 ; 7,  X  / Hin  d I I I .



F I G U R A  9 :  P E R F I L  DA CL I VAGEM DOS P L A S M Í D E O S  pMAKS COM A
E N Z I M A  Sal I

03 p l a s m í d e o s  f o r a m  I s o l a d o s  de E. coli  MC1061 
< pMAK1, PMAKE,  pMAK5 -  pMAK8) p e l o  mé t odo  de l l s e  a l c a l i n a  
( 1 9 )  e s u b m e t i d o s  a c l l v a g e m  com a e n z i ma  Sal l c o n f o r me  
d e s c r i t o  em M a t e r i a l s  e M é t o d o s  ( i t e m  E . B ) .  D i s t r i b u i ç ã o  dos  
DNAS: 1, P LAFR3 ;  2, pMAK1; 3,  pMAK2; 4 ,  pMAK5;
5,  PMAK6;  6 ,  pMAK7; 7 ,  pMAK8 , 8 ,  X / d I I I .
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TABELA B:  CL I VAGEM E DETERMINAÇÃO DO TAMANHO DOS FRAGMENTOS I E E c o R  I DOS

PLASMÍDEOS pMAK1 A pMAK8

SISTEMA DE CL 1 VAGEM COM E c o R 1

PLAFR3 PMAKI PMAK2 PMAK3 PMAK4 PMAK5 PMAKB PMAK7 PMAK8

22 , 0 0 0 , 6 0 0 , 83 0 , 6 8 3 , 47 3 , 47 3 , 47 0 , 8 3 1 , 08
1 , 62 1 , 33 1 , 62 4 , 1 7 4 , 1 7 4 , 1 7 1 , 39 1 , 55
3 ,-17 1 , 62 3 , 47 6 , 0 2 6 , 02 5 , 2 5 1 , 6 2 1 , 73
5 , 2 5 1 , 62 5 , 2 5 7 , 0 8 7 , 0 0 9,  4B 1 , 82 1 , 95

10,-16 5 , 2 5 10 , 46 2 2 , 4 0 2 2 , 4 0 2 3 , 0 0 5 , 25 3 , 8 6
2 2 ,  12 1 5 , 6 2 22 ,  12 1 5 , 6 2 2 2 , 9 5

SI STEMA DE C L 1VAGEM COM 1

PLAFR3 PMAKI PMAK2 PMAK3 PMAK4 PMAK5 pMAKB PMAK7 pMAKS

, *16 0 , 3 0 0 , 3 0 0 , 30 1 , 74 1 , 74 0 , 3 0 D , 30 3 , 1 6
17,5-1 0 , 70 0 , 33 0 , 78 1 , 75 1 , 75 0 , 7 8 0 , 99 3 , 8 8

0 , 39 1 , 29 0 , 9 3 1 , 89 1 , 89 0 , 9 9 1 , 29 4 , 4 6
1 ,31 2 , 1 9 1 ,31 2 , 1 6 2 , 1 6 1 , 73 2 , 1 9 7 , 4 0
1 , 73 2 , 5 3 1 , 73 2 , 5 9 2 , 5 9 1 , 80 2 , 5 9 1 7 , 0 2
1 , 00 3 , 1 6 1 , 80 3 , 3 6 3 , 3 6 2 , 1 6 3 , 1 6
1 , 39 3 , 5 6 1 , 99 4 , 4 6 4 , 4 6 2 , 1 9 3 , 5 6
2 , 1 3 3 , 8 0 2 , 1 9 4 , 4 6 4 ,  4B 2 , 5 9 3 , 8 0
2 , 5 9 -1, -16 2 , 5 9 2 0 , 3 7 2 0 , 3 7 3 , 1 6 4 , 4 8
3 , 1 6 6 , 45 3 , 1 6 4 , 4 6 6 , 45
-1,-16 2 2 , 2 2 4 , 4 6 4 , 4 6 2 2 , 2 2

22,0-1 22 ,  D4 20 , 25

As c é l u l a s  de E. c o l i  MC1061 <pMAK1 -  pMAKB) e ( p L A F R 3 ) f o r a m  c r e s c i d a s  em 

i tielo LB T c l s e I n c u b a d a s  a 37°C  a t é  DO de a p r o x i m a d a m e n t e  1 , 0 .  Os p l a s m í d e o s
540 r»iri

f o r am p u r i f i c a d o s  p e l o  mé t odo  de l l s e  a l c a l i n a  ( 1 9 )  e c l l v a d o s  com as  e n z i m a s  de 
r e s t r i ç ã o  E c o R  I ou Sal l .  Os s i s t e m a s  de c l l v a g e m  f o r a m  r e a l i z a d o s  de a c o r d o  com 
M a t e r i a l  e M é t o d o s  ( I t e m  2 . 6 ) .  0 t amanho  dos  f r a g m e n t o s  f o i  e s t i m a d o  g r a f i c a m e n t e  
por  I n t e r p e l a ç ã o  da m i g r a ç ã o  r e l a t i v a  ( cm)  na r e t a - p a d r ã o  o b t i d a  p l o t a n d o - s e  os 

v a l o r e s  l o g a r í t m l c o s  do t amanho  ^*0 3 i<pb  ̂ c o n t r a  a m i g r a ç ã o  e l e t r o f o r é t l c a  

c o r r e s p o n d e n t e  ( c m) .
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TABELA 7: DETERMINAÇÃO DO TAMANHO DOS PLASMÍDEOS

pMAKI~pMAK8

PLASM í DEO
Tamanho 

do plasmídeo 
(kpb)

Tamanho do inserto (kpb)

Sal 1 EcoR 1

pLAFR? 2 2 , 0 0 ZERO ZERO

PMAKI «3,40 21 ,34 21,60

pMAKE 50, 12 29,01 30,96

PMAK3 «3,40 21 ,34 21 ,60

PMAK4 42,67 20,78 21 ,14

PMAK5 42,67

COoru 21 ,14

PMAK6 47,31 22,87 23,35

PMAK7 50,12 29,01 30,94

pMAKB 33,50 13,90 10,90

Os transformantes E. coli MC1061 <pMAKl-pMAK8 ) foram 

crescidos em melo LB Tc45 e incubados a 37*c até D 0 _ ^  de
540 r»m

aproximadamente 1 ,8 . 09 plasmídeos foram purificados pelo 

método de Ilse alcalina (19), eletroforetlzados e clivados 

com as enzimas de restrição indicadas. 0 tamanho dos pMAKs 

foi estimado graficamente por Interpolação da migração 

relativa na reta-padrão obtida, plotando-se os logaritmos do 

tamanho ( ' ^ k p b *  d09 DNAs-padrão contra a migração

eIetroforétI ca correspondente <cm).



fragmentos possivelmente continham o gene nifA. a análise

eletroforétlca dos produtos da cllvagem EcoR I (Figura 8 e 

Tabela 6 ) mostrou semelhanças nos seguintes fragmentos: de

5,£5 kpb, excetuando os plasmídeos PMAK4, PMAK5 e PMAK8 e 

de 3,37 kpb, excetuando os plasmídeos pMAK2 e PMAK7.

0 fragmento de 5,25 kpb da cllvagem com a enzima de

restrição EcoR l está ausente nos plasmídeos PMAK4 e PMAK5, 

indicando que estes dois plasmídeos não contêm porçOes 

gênlcas presentes nos demais plasmídeos. Os fragmentos 

Bgl ll/IKnd III de 1,74 e 1,36 kpb, por sua vez, devem fazer 

parte do vetor pois estão presentes em todos os plasmídeos, 

Incluindo o do transconJugante não fixador de nitrogênio 

(pMAK8 ). Cllvagem com Hiná lll originou fragmentos de 33,20

e 19,90 kpb nos plasmídeos pMAK2 e pM AK7, enquanto os demais

plasmídeos capazes de complementar a mutação nifA mostraram 

apenas uma banda eIetroforétlca, Indicando conter apenas um 

a dois sítios de reconhecimento para essa enzima. 0 

plasmídeo pMAK8 apresentou sete fragmentos quando cilvado

com essa enzima. Os perfis de cllvagem com as enzimas

Hind lll e Bgl II / Hind lll não foram mostrados, pois o

número de fragmentos verificado não contribuiu para a

diferenciação dos plasmídeos recomblnantes.

A figura 9 e a tabela 6 mostram as semelhanças entre 

os fragmentos Sal l. 0 fragmento Sal l de 2,59 kpb está 

ausente na cllvagem do vetor PLAFR3, bem como em cllvagens 

realizadas no transconJugante não fixador de nitrogênio 

(pMAK8 ). 0 fragmento Sal l de 2,19 kpb está presente nas 

cllvagens dos plasmídeos p M A K l , p M AK 2, PMAK3, pMAK6 e PMAK7,
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mas ausente no plasmídeo-vetor. 0 fragmento de 3,16 kpb está 

presente nos plasmídeos pMAK1, pMAK2, pMAK3, p M AK B, pMAK7 e 

PMAK8 , mas ausente no pLAFR3. O fragmento Sal l de 4,46 kpb 

está presente em todos os plasmídeos, incluindo o do 

transconJugante não fixador de nitrogênio (pMAK8 ), Indicando 

fazer parte do vetor pLAFR3. O fragmento Sal I de 10,25 kpb, 

por sua vez, presente nos plasmídeos PMAK2 e pMAK7 é 

resultante de cllvagem parcial e é a soma dos fragmentos 

6,45 e 3,80 kpb (Figura 8 ).

0 plasmídeo PMAK7 foi selecionado para os estudos 

posteriores devido á sua capacidade de complementar 

eficientemente o mutante nifA'  de A. brasil ense (FP1 0 ) e por 

conter os fragmentos de 5,25 kpb da cllvagem com EeoR I e os 

de 2,19 e 2,59 kpb da cllvagem com £al l, os quais são 

observados na cllvagem de outros plasmídeos pMAKs e estão 

ausentes nos plasmídeos pMAK8 e pLAFR3.

0 tamanho dos insertos dos plasmídeos pMAK1-pMAK8 

foi deduzido pela soma de todos os fragmentos de cada 

cllvagem separadamente, diminuído do tamanho do vetor PLAFR3 

(Tabela 7).

3.3.4 Mapa de restrição do plasmídio PMAK7

0 perfil de cllvagem do plasmídio PMAK7 com várias 

endonucleases de restrição foi determinado em gel de 

agarose, visando a construção do mapa físico de restrição e 

planejar os experimentos de hI brldlzação.

0 plasmídeo pMAK7 foi clivado com as enzimas de

95



restrIçfio BomH I, Bgl I I , JKnd lll( EcoR I, Sac I ou Xho I 

e com as comblnaçães binárias das mesmas e os fragmentos 

foram separados por eletroforese em gel de agarose (Tabelas 

8 e 9). 0 padrão "1 kpb ladder" foi concomltantemente

submetido à migração eletroforétlca.

A análise eletroforétlca dos produtos de cllvagem 

mostrou os seguintes fragmentos.* 0,83; 1,39; 1,62; 1,62;

5,25; 15,62 e 26,63 kpb na cllvagem com a enzima EcoR l; 

0,20; 0,26; 3,47; 5,40 e «3,75 kpb com Xho I; 24,80 e

28,20 kpb da Cllvagem Bamh I; 0,41; 0,79; 1,74; 6,00; 16,80

e 27,20 kpb de Bgl li; 19,90 e 33,20 kpb com a enzima 

JKnd III e 1,95; 3,83 e «7,04 kpb com Sac l.

A análise da Tabela 9 mostrou que os fragmentos 0,41; 

0,79 e 1,7« kpb da cllvagem com Bgl li permaneceram 

Intactos, sugerindo que esses fragmentos não contêm sítios 

de reconhecimento para as outras enzimas utilizadas para a 

construção do mapa físico.

0 fragmento Bgl II de 6,00 kpb, por sua vez, 

aparentemente é clivado pela enzima Hinú lll, originando um 

fragmento de 4,70 e outro de 1,36 kpb e pela enzima BamH l, 

originando fragmentos de 4,60 e 1,38 kpb. A presença de um 

fragmento de 1,38 kpb com Bamh l / Bgl li e de um de

1,36 kpb com JKnd lll / Bgl ll sugeriu que os sítios de 

reconhecimento para BamH I e JKnd lll poderiam estar multo 

próximos entre sl nessa região do plasmídeo PMAK7 e 

praticamente eqüid Istantes de um dos sítios de Bgl II.

Os fragmentos EcoR I de 0,83 e 1,39 kpb permaneceram 

intactos em todos os sistemas de cllvagem, enquanto os dois
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TABELA 8 : CL I VAGEM E DETERMINAÇÃO DO TAMANHO DOS 

FRAGMENTOS DO PLASM í DEO PMAK7 EM SISTEMAS DE 

RESTRIÇÃO SIMPLES

FRAGMENTOS DE RESTRIÇÃO (kpb)

BomH 1 Bgl 1 1 EcoR 1 Jftnd 1 1 1 Sac I Xho 1

2-1.80 0,-11 0,83 19,90 1 ,95 0 , 2 0

28,20 0,79 1 ,39 33,20 3,83 0,26

1 ,74 1 ,62 47,0-1 3,47

6 , 0 0 1 ,62 5,40

16,80 5,25 43,75

27,20 15,62

26,63

As células de E. coli MC1061 (pMAK7) foram crescidas 

em meio LB Tc15 e incubadas a 3 7 ° c  até D O _ ^  de5 4 0  nm
aproximadamente 1,8. 0 plasmídeo PMAK7 fol purificado pelo 

método de lIse alcalina (19), eletroforetlzado e cllvado com 

as enzimas de restrição indicadas. Os sistemas de cllvagem 

foram ensaiados de acordo com Materials e Métodos (item 

5.6). 0 tamanho dos fragmentos fol estimado graficamente por 

interpolação da migração relativa na reta-padrão obtida, 

plotando-se os logaritmos do tamanho * ,0 9 i<pb* d08
DNAs-padrão contra a migração eIetroforétI ca correspondente 

(c m ) .
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TABELA 9: CL I VAGEM E DETERMINAÇÃO DO TAMANHO DOS FRAGMENTOS DO PLASM í DEO PMAK7 EM

SISTEMAS DE RESTRIÇÃO BINARIA

SISTEMAS DE CL I VAGEM BINÁRIA

BamH 1/ 
Bgl 1 1

BamH I/ 
EcoR 1

BamH I / 
Hin d I I I

BamH 1/ 
Sac 1

BamH I/ 
Xho I

Bgl II/ 

EcoR I

Bgl I I 

Hin d I I I

0,41 (*) 0,54 5,60 1 ,40 0,20 (•) 0,41 <*) 0,41 <*)
0,79 (*) 0,83 (<7) 19,40 1,95 (D) 0,26 (•) 0,79 (*> 0,79 <*)
1 ,38 1,39 (<7) 28,00 3,83 (■) 0,60 0,83 (V) 1 ,36
1 ,74 (*) 1,62 (V) 17,60 3,47 (•) 1 ,39 (V ) 1 ,60
2,30 1 ,62 (V) 29,05 4,73 1 ,62 (V7) 1 ,74 (*)
4,60 4,60 20, 10 1 ,82 (V) 4,70
16 ,80 5,25 (V) 23,55 1 ,74 (*> 14, 90
25,00 15,08 2,90 27,20 (*>

22,05 5,25 (V)
6,00 (*)

1 1 ,60
18,86

Bgl 1 1/ Bgl 1 1/ EcoR 1/ EcoR 1/ EcoR 1/ Hin d 111/ Hin d 111/ Sac 1 /
Sac 1 Xho 1 Hin d 1 1 1 Sac 1 Xho 1 Sac 1 Xho 1 Xho 1

0,41 (*> 0 ,20 (•) 0,83 (v) 0 ,83 (V) 0,20 (•) 1 ,95 (■) 0,20 (•) 0,20 (•>
0 ,79 (*) 0,26 <•) 1 ,39 (V) 1 ,39 (V) 0,26 (•> 3,83 (■) 0,26 (•) 0,26 (•)
0,90 0,41 (*) 1 ,62 (V) 1 ,62 (V) 0,83 (V) 17,62 0,32 0,60
1 ,50 0,79 (*) 1 ,62 (V) 1 ,62 (V) 1 ,29 29,40 3 ,47 (•) 1 , 95 (■)
1 ,74 (*> 0,90 4,65 1 , 90 1 ,39 (S7) 5,40 (•) 1 ,95
1 ,95 (■) 1 ,74 (*) 5,25 (V) 1 , 95 (■) 1 ,39 19,90 (A) 3,40
6,00 (*) 2, 96 5,80 3,83 (■) 5,25 (V) 23,50 3,47 (•)

13,00 3,47 (•) 10,60 5,25 (V) 5,38 4* ,04
26 ,40 6,00

15,60
20,40

(*> 22,00 8,05
26,63 (V)

10, 90 
26,63 (V)

15
A 9 células de E. coli MC 1061 <pMAK7> foram crescidas em melo LB Tc e 

Incubadas a 37®C até DO de aproximadamente 1,8. 0 plasmídeo foi purificado pelo
5 40  nm

método de lise alcalina (19), eletroforetlzado e cllvado com as enzimas de restrição 

Indicadas. Os sl9 temas de cllvagem foram realizados de acordo com Material e Métodos 

(Item 2.6). 0 tamanho dos fragmentos foi estimado graficamente por Interpolação da 

migração relativa (cm) na reta-padrão obtida plotando-se os valores logarítmlcos do 

tamanho < i 0 S iç p j, ̂ contra a migração e I etrof orét I ca correspondente (cm).

Os símbolos entre parênteses Indicam os fragmentos Iguais aos observados nas 

cllvagens simples, bem como as respectivas enzimas que os originam: *, Bgl II;

<7, EcoR I; ▲, Hind III; », Sac I e •, Xho I (ver Tabela 8 ).



fragmentos de 1,62 kpb apresentaram sítios de reconhecimento 

para a enzima Xho l, originando fragmentos de 1 , 3 9  e 

1,29 kpb. 0 fragmento Xho l de 3,47 kpb, por sua vez, foi 

cllvado somente no sistema de restrição Xho l / EcoR l. Esse 

fragmento, bem como os fragmentos Xho l de 0,20 e 0,26 kpb 

parecem estar localizados na mesma porção do pMAK7 que 

contém os fragmentos EcoR l de 1,62 e o de 0,83 kpb. A banda 

eletroforética na região correspondente ã do fragmento Xho i 

de 5,40 kpb manteve-se presente na cllvagem Xho I / EcoR I, 

sugerindo não estar relacionado com a cllvagem dos dois 

fragmentos EcoR l de 1,62 kpb simultaneamente.

0 fragmento EcoR l de 5,25 kpb apareceu em todas as 

cllvagens com as demais enzimas em sistemas binários, 

sugerindo que se fosse cllvado por alguma delas deveria 

manter-se intacto ou ser cllvado em uma de suas 

extremi dades.

0 mapa físico mostrou a localização do inserto no 

vetor PLAFR3, separados pelos sítios Hind lll e EcoR l, bem 

como os sítios de restrição (figura 10). 0 plasmídeo PMAK7, 

portanto, contém uma região de 2 2 , 0 0  kpb correspondente ao 

vetor pLAfR3 e outra de aproximadamente 30,00 kpb 

correspondente ao Inserto do DNA de A. brasilense. os 

fragmentos de mesmo tamanho foram determinados através da 

análise da intensidade das bandas eletroforétlcas e das 

cllvagens parciais.

0 vetor pode ser completamente liberado pela cllvagem 

Hinà III / EcoR l, como um fragmento de 22,00 kpb. Ao vetor 

ficam ligados: a) um fragmento de 4,63 kpb quando o pMAK7 é
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FIGURA 10. MAPA FÍSICO DO PLASMÍ0E0 pMAK7

0 plasmídeo pMAK7 foi clivado com as endonucIeases de restrição B, B o m H  l; 

G, Bgl II; E , E c o R  I; H, Hind lll; S, Sac l e X, Xho l em sistemas de cllvagem 

simples e composta. As amostras foram submetidas a corrida eIetroforétlca em gel 

de agarose 0,8 % e o tamanho dos fragmentos do PMAK7 clivado foi estimado 

conforme descrito em Materials e Métodos (Item E . 19.2). 0 mapa físico foi montado 

através da comparação dos perfis de cllvagem observados nos sist em as de cllvagem 

simples e composta.



cllvado pela EeoR I; b) de 11,20 kpb quando tratado com 

Hind III; c) de 6,20 kpb quando cllvado por BamH I; d) de

8,36 kpb por Bgl II; e) de 25,04 kpb por Sac l ou f) de

21,75 kpb por Xho I. 0 fragmento Bgl li de 27,20 kpb contém

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

27,20 kpb não contém o sítio X cos do vetor PLAFR3.

3.3.5. Regiões do pMAK7 homólogas ao gene nifA de

H. seropedi cae

A fim de Investigar o conteúdo genético do inserto 

contido no plasmídeo pMAK7, os produtos de cllvagem com as 

enzimas de restrição foram submetidos a hlbrldlzações com 

DNAs-sonda de genes integrantes do sistema de fixação de 

nltrogên i o .

inicialmente, o plasmídeo pMAK7 foi cllvado por 

sistemas de restrição simples com as enzimas de restrição 

EeoR l ou Bgl ll e de restrição composta com as enzimas 

BamH I /Hinú lll e Bgl II / H i n d III. Paralelamente, o DNA 

total de A. brasil ense estirpe FP2 foi cllvado com EeoR I a 

fim de comparar o seu perfil de hlbrldlzação com o perfil de 

hibrldização do plasmídeo pMAK7 cllvado com a mesma enzima. 

As amostras dos DNAs cllvados foram submetidas a corrida 

eletroforética e a hlbrldlzação foi efetuada com o DNA-sonda 

contendo o domínio central na região próxima ò região 

amlno-termlna I <N-termlnal> do gene nifA de H. seropedicae. 

Houve hlbrldlzação entre os fragmentos de 5,25 kpb da 

cl I vagem com EeoR l, de 16,80 kpb das clivagens coitt li e
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Bgl II / Hinú lll e de 28,00 kpb da cllvagem com 

BarnH l / Hinú lll do pMAK7 e o DNA-sonda. A sonda do gene 

nifA também hlbrldlzou com um fragmento de 5,25 kpb da 

cllvagem com a enzima EcoR l realizada no ONA total de

A. brasilense F P2 (Figura 11).

A hlbrldlzaçõo com o DNA-sonda contendo o domínio 0 e 

a extremidade carboxl-terminal do gene nifA de

N. seropedicae foi realizada após a cllvagem do plasmídeo 

PMAK7 com as enzimas de restrição EcoR I, Xho l, Bgl ll ou 

Sal I e do DNA cromossomal de A. brasilense FP2 com EcoR I. 

Verlflcou-se, uma vez mais, a hlbrldlzaçSo do fragmento 

EcoR I de 5,25 kpb derivado do pMAK7 e do DNA total de

A. brasilense FP2 com o DNA-sonda (Figura 12). Esse

experimento mostrou ainda que o fragmento EcoR I de 5,25 kpb 

está Incluído no fragmento Xh o l de <13,75 kpb. Esse

fragmento compreende todo o vetor pLAFR3 utilizado na 

construção do banco genômlco mais um fragmento do Inserto 

com aproximadamente 22,00 kpb. Dois fragmentos Sal I de 2,59 

e 3,16 kpb também hlbrldlzaram com essa sonda, sendo que o 

primeiro apresentou mancha de hlbrldlzação mais intensa, 

sugerindo conter a maior parte do gene. As hlbrldlzaçôes com 

os fragmentos Bgl ll de 6,00 kpb e EcoR i de 26,63 kpb,

exibiram manchas de hlbrldlzação de baixa intensidade.

3.3.6 Regiões do pMAK7 homólogas ao gene nifB de

H. seropedi cae
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

F i g u r a  11.  P ERF I S  ELETROFORÉTICO E DE HI BR I D I Z A Ç X 0 DO

PLASMÍDEO PMAK7 COM 0 DNA~SONDA DE
Herbaspirillum  seropedicae (DOMÍNIO CENTRAL)

Os p r o d u t o s  de c l l v a g e m  dos  DNAs p l a s m l d l a l  e
c r o mo s s o ma l  f o r a m  s u b m e t i d o s  a e l e t r o f o r e s e  em ge l  de 
a g a r o s e  0 , 8 *  c o n f o r m e  d e s c r i t o  em M a t e r i a l s  e M é t o d o s  ( i t e m  
E . 1 6 . 2 ) .  0 DNA - s onda  do gene ni fA f o i  ma r c a d o
n 8 o - r a d l o a t l v ã m e n t e  com d l g o x l g e n l n a  1 1 - dUTP .  Os p r o d u t o s  de 
r e s t r i ç ã o  f o r a m  s u b m e t i d o s  a h l b r l d i z a ç ã o  a pó s  a 
t r a n s f e r ê n c i a  dos  f r a g m e n t o s  de DNA p a r a  membrana de n y l o n  
H y b o n d - C .  Após  c o l o r a ç ã o  do m a t e r i a l ,  a membrana f o i
f o t o g r a f a d a .  D i s t r i b u i ç ã o  dos  f r a g m e n t o s :  1, "1 kpb l a d d e r " ;  
2 , pMAK7 c l l v a d o  com BomH I /Hinú  l l l ;  A, pMAK7 c l l v a d o  com 
Bgl I I /Hinúl l l ;  6,  PMAK7 C l l v a d o  com I I ;  8,  PMAK7
c l l v a d o  com E co R  I; 10,  DNA de A. brasilense e s t i r p e  FP2 
c l l v a d o  com E co R  I .  Os númer os  3,  5 ,  7 ,  9 e 11 s ão  os  p e r f i s  
de h l b r l d i z a ç ã o  c o r r e s p o n d e n t e s  aos  p e r f i s  e I e t r o f o r é t I c o s  
2 ,  A, 6 ,  8 e 10,  r e s p e c t i v a m e n t e .
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kpb

12,215

5(090
4,072
3,054

2,035
1,635

1,013

0,516

11

F i g u r a  12.  P E R F I S  ELETROFORéTI  CO E DE H I B R I D I Z A Ç Í O  DO

PLASM í DEO PMAK7 COM 0 DNA-SONDA DE

H. s e r o p e d i cae  (DOMÍNIO D E EXTREMIDADE

C - t e r m l n a l ) .

Os p r o d u t o s  de c l l v a g e m  dos  DNAs p l a s m l d l a l  e 
c r omos soma i  f o r a m  s u b m e t i d o s  a c o r r i d a  e I e t r o f o r é t I  ca em ge l  
de a g a r o s e  0,8% c o n f o r m e  d e s c r i t o  em M a t e r i a l s  e Mé t o do s  
( I t e m  2 . 1 6 . 2 ) .  0 D N A - s o n d a  do gene nif A  de H. 
f o l  ma r c ado  n ã o - r a d l o a t I  v ãmen t e  com d l g o x i g e n i n a  1 1 - d UTP .  Os 
p r o d u t o s  de c l l v a g e m  f o r a m  s u b m e t i d o s  a h l b r l d l z a ç ã o  após  a 
t r a n f e r ê n c l a  do m a t e r i a l  p a r a  a membrana de n y l o n  h y b o n d - C .  
Após  a c o l o r a ç ã o  do m a t e r i a l ,  a membrana f o i  f o t o g r a f a d a .  
D i s t r i b u i ç ã o  dos  f r a g m e n t o s :  1,  "1 kpb l a d d e r " ;  2 ,  pMAK7 
c l l v a d o  com X h o  l ;  4 ,  pMAK7 c l l v a d o  com Bgl l l ;  6,  pMAK7 
C l l v a d o  com Sal I; 8 ,  pMAK7 C l l v a d o  com EcoR I; 10,  DNA 
t o t a l  de 4  bra s ilen se F PS cl l v a d o  com EcoR l .  Os númer os  3,  
5 ,  7 ,  9 e 11 s ão  os p e r f i s  de h i b r l d l z a ç ã o  c o r r e s p o n d e n t e s  
aos  p e r f i s  e I e t r o f o r é t i c o s  2 ,  4 ,  6,  8 e 10,  r e s p e c t i v a m e n t e .



e EcoR i de 5,25 e de 26,63 kpb do plasmídeo PMAK7

hlbridizaram Intensamente com o gene nifB de H. seropedicae

(Figura 13), sugerindo que esse gene está presente no 

plasmídeo pMAK7. Por outro lado, o gene nifB de

N. seropetücae hibridizou fracamente com os fragmentos

Bgl II de 6,00 kpb e Sal I de 4,46 e 22,22 kpb, sugerindo

que o gene está principalmente localizado nos fragmentos

Sal l de 3,16 kpb, Bgl II de 16,80 kpb e EcoR l de 5,25 kpb.

3.3.7 Regiões do pMAK7 homólogas ao operon nifHDK de 

A. brasi l ense

A hlbrldização com o ONA-sonda dos genes nifHDK de

A. brasilense somente foi visualizada em uma banda

eIetroforétI ca correspondente a 6,70 kpb de cllvagem EcoR l 

do DNA total de A. brasilense FP2. Não houve hlbrldização do 

DNA-sonda com quaisquer fragmentos do plasmídeo PMAK7,

Indicando que os genes estruturais do sistema de fixação de 

nitrogênio, nifHDK, não estão presentes no inserto do DNA 

c i rcular.

3.3.8 Caracterização preliminar do conteúdo gênlco do 

plasmídeo pMAK7

Comprovada a presença dos genes nifA e nifB,  

buscou-se averiguar se outros genes Integrantes do sistema

de fixação de nitrogênio estarlam presentes no inserto do

plasmídeo pMAK7.

0 plasmídeo pMAK7 foi transferido por conjugaçôo de
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kpb

12,215

5,090
4,072
3,054

2,035
1,635

1 ,013

0,516

n r

3 4 5 6

F i g u r a  13.  P E R F I S  ELETROFORÉTI  CO E DE H I BR I DI ZAÇÂO DO

PLASMÍDEO PMAK7 COM 0 DNA-SONDA DE

H. seropedi cae

Os p r o d u t o s  de c l l v a g e m  dos  DNAs p l a s m i d i a l  e 
c r omo s s o ma l  f o r a m  s u b m e t i d o s  a c o r r i d a  e I e t r o f o r é t I  ca em ge l  
de a g a r o s e  0, 8% c o n f o r m e  o d e s c r i t o  em M a t e r i a l s  e M é t o d o s  
( I t e m  2 . 1 6 . 2 ) .  0 DNA - s o nd a  do gene nifB de H. 
f o i  ma r c ado  n f i o - r a d l o a t I  vãment e  com d l g o x l g e n i n a  11 - d UTP .  Os 
p r o d u t o s  de r e s t r i ç ã o  f o r a m  t r a n s f e r i d o s  p a r a  membrana de 
n y l o n  h y b o n d - C  e s u b m e t i d o s  a h l b r l d l z a ç ã o .  Após  a c o l o r a ç ã o  
do m a t e r i a l ,  a membrana f o i  f o t o g r a f a d a .  D i s t r i b u i ç ã o  dos  
f r a g m e n t o s :  1,  "1 kpb l a d d e r " ;  2 ,  DNA t o t a l  de br a s i l e n s e  
FP2 c l l v a d o  com E co R  l ;  4 ,  pMAK7 c l l v a d o  com Bgl l l ;  6 ,  
PMAK7 c l l v a d o  com Sal I; 8,  pMAK7 c l l v a d o  com E co R  I .  os  
números  3 ,  5 ,  7 e 9 são os p e r f i s  de h l b r l d l z a ç ã o
c o r r e s p o n d e n t e s  aos  p e r f i s  e I e t r o f o r é t I c o s  2 ,  4 ,  6 e 8.



E. coli MC 1061 < PM AK7) para 08 mutantes A. brasilense FP8 e 

FP9 (ntrCf). Os transconJugantes A. brasilense FP8 <pMAK7) e 

FP9 (pMAK7) não apresentaram complementação genética da 

mutação, sugerindo a ausência desse gene no plasmídeo PMAK7.

0 plasmídeo pMAK7 foi também transferido para o 

mutante de A. brasilense estirpe FP3 (n ifHDK ') por 

conjugação. Não houve complementação genética, sugerindo a 

ausência desses três genes estruturais no Inserto de PMAK7 e 

confirmando os resultados obtidos na hlbrldlzação.

Experimento semelhante foi realizado com o mutante 

A. brasil ense FP6 (proteína FeMoco- ). A Incapacidade de 

crescimento dlazotrófico também se manteve nesses mutantes.

A presença do plasmídeo pMAK7 nos transconJugantes de 

cada estirpe mutante de A. brasilense foi comprovada através 

de eletroforese em gel de agarose 0,6% (Figura 14). Os 

resultados sugeriram que, dos genes testados, somente ni/>4 e 

ni/B estão presentes no plasmídeo pMAK7.

3.4 REGULAÇlO DA ATIVIDADE DA NITR06ENASE

3.4.1 Efeito dos íons amônlo sobre a atividade da 

nItrogenase

A adição de NH* (2 mM final) a culturas fixando 

nitrogênio em melo NFbHPG provocou completa inibição da 

atividade da nltrogenase na estirpe selvagem, FP2, e no 

transconJugante A. brasilense FP1D (pMAK7) (Figura 15).
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1 2 3 4 5 6 7 8

F i g u r a  14.  P ERF I L  ELETROFORÉTI  CO DOS TRANSCONJUGANTES DE 

A. brasilense CONTENDO 0 PLASMÍDEO pMAK7

As c u l t u r a s  dos  t r a n s c o n J u g a n t j s  de A. brasilense  
f o r a m  c r e s c i d a s  em me l o  NFbHPN Sm Tc e as  de co li  
MC 1081 < pLAFR3 ) e MC10B1 <pMAK7> em meI o LB Tc <I t em E . 3 ) .  
0 p e r f i l  eI e t r o f o r é t I c o  dos  p l a s m í d e o s  f o i  d e t e r m i n a d o  em 
ge l  de a g a r o s e  0,8% após  I s o l a m e n t o  p e l o  mé t odo  de l l s e  
a l c a l i n a  ( 1 9 )  como d e s c r i t o  em M a t e r i a l s  e M é t o d o s  ( I t e m
E . 1 8 ) .  D i s t r i b u i ç ã o  das  e s t i r p e s :  1, E. c o l i MC 1061
( P L A F R 3 ) ;  E,  E. co li MC1061 ( pMAK7) 3 ,  A. brasilense FP3
( pMAK7) ;  4 ,  A. brasilense FP6 ( pMAK7) ;  5 ,  A. b ra s ilen se PFB 
( pMAK7 ) ; 6 ,  A. brasilense FP9 ( pMAK7); 7 ,  E. c o l i MC 1061
( pMAK7); 8,  E. co li MC10B1 ( pMAK7 ) .
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Figura 15. EFEITO DE NH* SOBRE A ATIVIDADE DA NITROGENASE 

DO TRANSCONJUGANTE A. brasilense FP10 <pMAK7>

As células foram crescidas em melo NFbHPG até 

no em torno de 2 e ensaiadas para a atividade da
5 4 0  nm

nltrogenase (ver item 2.12). A seta indica o momento da 

adição de Nh Cl <2 mM final). Símbolos: □  , frasco

controle contendo cultura de A. brasilense F P 2 ; A  , cultura 

de A. brasilense FPH à qual foi adicionado NH4 CI aos *0 min 

de ensaio; v  , frasco controle contendo cultura de 

A. brasilense FPIO (pMAK7); A , cultura de A. brasilense 
FPIO <pMAK7) à qual foi adicionada NH^CI aos 40 min de

ensalo.
As amostras da fase gasosa foram coletadas nos tempop 

indicados.



Entretanto, a adição de amônla em baixas concentrações 

(0,1 mM final) a culturas de A. brasilense F P2 e de 

A. brasilense FP10 (pMAK7) causou inibição reversível da 

atividade nltrogenáslca (Figura 16). As estirpes 

apresentaram diminuição da atividade da nltrogenase durante 

20 min após a adição de amônla. Após a amônla ter sido 

esgotada do melo, a atividade da nltrogenase retornou à sua 

velocidade Inicial. Tanto o transconJugante quanto a estirpe 

selvagem voltaram a fixar nitrogênio, aproximadamente 30 a 

40 min após a adição de amônla. Esse transconjugante

apresenta, portanto, o mesmo perfil de resposta da

nltrogenase que o observado para a estirpe selvagem.

Os transconJugantes de A. brasilense FP10 com

plasmídeo contendo gene nifA de A. brasilense (pMAK1 ou 

PMAK7) e A. brasilense FP2 foram incapazes de fixar

nitrogênio em presença de amônla (10 mM), enquanto o

transconJugante com plasmídeo contendo gene nifAc de

K. pneumoniae (pCK3) apresentou desrepressão parcial da 

nltrogenase nas mesmas condições (Tabela 10). Esses

resultados sugeriram que o gene nifA contido nos plasmídeos 

PMAK1 e pMAK7 não é expresso constitutlvãmente, pois está 

sob regulação de outros genes envolvidos na fixação de

nltrogênI o .

3.4.2 Efeito da temperatura sobre a atividade da

nltrogenase
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Tempo (min)

Figura 16. EFEITO REVERSÍVEL DE NH* SOBRE A ATIVIDADE DA

NITROGENASE DO TRANSCONJUGANTE A. brasilense 

FP10 (pM AK7)

As células foram crescidas em melo NFbHPG até

DO em torno de 2 e ensaiadas para atividade da
5 4 0  r»m

nitrogenase (ver item 2.12). A seta Indica o momento da

adlçSo de NH Cl (0,1 mM final). Símbolos: a  , frasco4
controle contendo cultura de A. brasilense F P 2 ; ▼  ,

cultura de .4. brasilense FP2 à qual fol adicionada NH Cl aos4
<10 min de ensaio; a  , frasco controle contendo cultura de

A. brasilense FP10 (pMAK7); ■  , cultura de A. brasilense
FP10 (pMAK7) à qual fol adicionada NH Cl aos <10 min de4
ensaio.

As amostras da fase gasosa foram coletadas nos tempos

Indicados.
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TABELA 10: DETERMINAÇÃO OA INFLUÊNCIA DA AMÔNIA SOBRE A

ATIVIDADE DA NITROGENASE DOS TRANSCONJUGANTES DE 

A. brasi l ense FP10 .

Estirpe de 

A. brasi l ense

Atividade Específica da Nltrogenase 

(nmol C_H .mln"a .mg proteína"4 )
2 4

- NH Cl4
+ NH Cl4

FP2 8,6 ZERO

FP10 ZERO ZERO

FP10 (pMAKI) 10,5 ZERO

FP10 (PMAK7) 8,5 ZERO

FP10 (pCK3) 5,6 0,35

Os organismos foram crescidos em meio NFbHP seml-sólido na 

presença ou na ausência de NH Cl (10 mM) a 3D°C, sem4
agitação, por 24 horas. As estirpes foram crescidas em

duplicata e a atividade da nltrogenase determinada como

descrito em Materials e Métodos (Item 2.12).



transconJugantes A. brasilense FP10 (pMAKI e P M AK 7)

crescidos a 30°C ou a 37°C. Estes transconjugantes, 

apresentaram, atividade nltrogenás i ca semelhante àquela

observada na cepa selvagem (F P 2 ) em ambas temperaturas 

(Tabela 11). Entretanto, o transconjugante A. brasilense  

FP10 (pCK3), que contém plasmídeo com o gene nifA de 

K. pneumoniae somente cresceu d IazotrofIcamente e fixou 

nitrogênio a 30°C, como demonstrado previamente (192). Os 

resultados sugeriram que há diferenças entre os produtos

NifA dos dois mlcrorganlsmos.

3.5 COMPLEMENT AÇÂO DO MUTANTE nifB" DE K. pneumoniae 

(50581) PELO PLASMÍDEO PMAK7

0 mutante nifB' de K. pneumoniae 50581 (nifB~ ) foi

transformado em presença de CaCl2 com o plasmídeo PMAK7

purificado pelo método da llse alcalina e plaqueado em melo 

LA contendo Tc45 .

A freqüência de transformação foi de 3 . 10- B .

Somente duas colônias de K. pneumoniae 50581 (pMAK7) 

foram obtidas. Uma dessas colônias resistentes a Tc foi 

testada e apresentou capacidade de fixar nitrogênio em melo 

NFDM anaeróblco (Tabela 12), sugerindo a presença do gene 

nifB no plasmídeo PMAK7.

A presença do plasmídeo PMAK7 foi confirmada através

da eletroforese em gel de agarose 0,8% (dado n8o mostrado).
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Tabela 11: DETERMINAÇÃO OA ATIVIDADE NITROGENÁSI CA DOS

TRANSCONJUGANTES DE A. brasilense A DIFERENTES 

TEMPERATURAS.

Estirpe de 

A. brasi l ense

Atividade Específica da Nltrogenase 

(nmol C H .min .mg proteína )
2 A

3 0 #C 37 ®C

FP2 15,5 15,7

FP10 ZERO ZERO

FP10 (pMAKI) 7,4 7,1

FP10 (PMAK7) 7,2 8,2

FP10 (pCK3) 8,7 ZERO

Os organismos foram crescidos em meio NFbhP seml-sólido (ver 

Item 2.7) e ensaiados para a reduçSo de acetlleno (ver Item 

2.12) após 24 horas de crescimento. Os ensaios foram 

realizados em duplicata, nas temperaturas indicadas.
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TABELA 12: C O M P L E M E N T A D O  00 MUTANTE OE K. pneumoniae

<50581)

E9tirpe de Atividade Específica da Nltrogenase

K. pneumoni ae (nmo l C_ h .min” 1
2 4

.mg proteína"1 )

50581 ZERO (0%)

50581 < PMAK7) 1 ,B (17,79%)

M5al 10,12 (100%)

Os organismos foram crescidos em melo NFDM líquido a 30*C e 

ensaiados para a redução de acetlleno conforme descrito em 

Materials e Métodos (Itens 2.7 e 2.12).



4 D ISCUSSlO

O Isolamento de mutantes deficientes nos genes n if e 

ntr é extremamente Importante para a compreensão da

fIsI olo g i a da fixação de nitrogênio. Mutantes n i f A " , isto é, 

deficientes no gene regulador positivo do sistema específico 

de fixação de nitrogênio, têm sido isolados em diversos 

organismos. Merrlclc e colaboradores isolaram os mutantes de 

Klebsiella pneumoniae UNF1139 e UNF2047 através de

mutagenIzação sí11o-dIrIgI da com os transposons Tn7 e TnlO, 

respectivamente (166). Por esta técnica, foram também 

Isolados mutantes nifA~ em Bradyrhizobium japonicum A9 

(227), Rhizobium meliloti RM1354 (229) e RM4000 (121) usando 

o transposon TnS. Pedrosa e Yates (1984) Isolaram um mutante 

nifA~ de A. brasilense (FP10) após mutagen l zação com

nItrosoguanI d I na (192). 0 mutante de A. brasilense FP10 foi

caracterizado como nifA~ (191, 192) por reverter ao fenótlpo 

N I f* quando complementado pelo gene nifA de K. pneumoniae, 

contido no plasmídeo pCK3 (192, 193). Em vista disto,

utilizamos o mesmo mutante, A. brasilense FP10 (nifA" ) 

(192), para Isolar o gene nifA de A. brasilense.

A conjugação de um banco genômlco, representativo do 

DNA total de um organismo com mutantes, por sua vez, têm 

sido multo utilizada como estratégia para o isolamento de 

clones capazes de complementar mutações específicas (193).



Recentemente, esta estratégia foi utilizada em nosso

laboratório a fim de isolar o gene nifA de

Herbaspirillum seropedicae <193), que foi posteriormente 

subclonado, mapeado e seqüenclado (221). Utilizando a mesma 

estratégia, obtivemos oito transconjugantes dlazotróflcos 

como resultado da conjugação de A. brasilense FP10 com o 

banco genômlco de A. brasilense FP2 mantido na estirpe

E. coli DH5 (PLAFR3 :: DNA de -4. brasilense FPE) (Tabela 4). 

Os plasmídeos recomblnantes contidos nesses transconjugantes 

foram denominados pMAKl a p M A K 8 .

Os plasmídeos PLAFR3 e PR68.45 são incluídos no mesmo 

grupo de Incompatibilidade plasmld i a l , lncP-1, provavelmente 

competindo entre si pelo mesmo sítio de ligação da membrana 

durante a repllcaçSo e, portanto, os dois DNAs clrculares 

estão Impossibilitados de coexistir na mesma célula (104), 

principalmente pela imposição de pressão seletiva para 

permanência de um deles. Os transconjugantes de

A. brasilense FP10 (pMAKs) perderam completamente a 

capacidade dlazotróflca quando estes plasmídeos (pMAKs) 

foram eliminados pelo plasmídeo PR68.45 (Tabela 5). A 

capacidade dlazotróflca dos transconjugantes foi confirmada 

como decorrente da presença do inserto no plasmídeo, pois a 

reversõo ao fenótlpo Nlf~ com PR68.45 não deveria ocorrer 

caso o carácter dlazotróflco fosse decorrente de reversão do 

mutante nifA. Este resultado confirmou que o carácter 

dlazotróflco dos transconjugantes era proporcionada pelos 

plasmídeos recombInantes, PLAFR3 contendo inserto do DNA 

total de A. brasilense FP2, e que estes plasmídeos eram
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oriundos do banco genômlco contido na estirpe E. coli 0H5 

(Figura 3). A perda da atividade nltrogenás l ca foi

decorrente da entrada do plasmídeo pR68.45 nas células, a 

qual ocasionou a eliminação dos plasmídeos recomblnantes do 

PLAFR3 (Figuras 4, 5 e 6). As figuras 4, 5 e 6, porém,

mostraram que os plasmídeos recomblnantes estão na mesma 

altura que um concatâmero de 44 kpb do vetor plAFR3.

Os plasmídeos recomblnantes apresentaram um tamanho

intermediário entre o do plasmídeo PR68.45 (aproximadamente 

60 kpb) e o do plasmídeo pLAFR3 sem Inserto (22 kpb), que

migra junto com o DNA cromossomal. As formas concatâmeras

representam a associação de moléculas circulares de DNA e 

são comumente verificadas de acordo com as condlçOes de 

conservação do DNA ou das concentrações de antibióticos 

utilizadas para o crescimento das bactérias das quais são 

Isolados (160).

Os plamídeos pMAKs dos transconjugantes foram

Isolados e utilizados para transformar E. coli MC1061. 

Quando os transformantes E. coli MC1061 (pLAFR3 DNA total 

de A. brasilense FP2) foram conjugados com o mutante 

A. brasilense FP10 {n i f A ') , a atividade nItrogenásIca dos 

transconjugantes obtidos, FP10 (pMAKI a PMAK7) foi

totalmente recuperada (Tabela 5) e o crescimento

dlazotróflco em meio semi-sólldo livre de N-flxado foi

novamente observado. Além disso, todos os transconjugantes 

dlazotróflcos apresentaram resistência a tetraclcIlna,

conferida pelo vetor, e a presença física dos plasmídeos 

PMAKs. A restauração do fenótlpo Nif*, simultânea com a
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aquisição de resistência a tetraclcllna pelos

transconJugantes, praticamente elimina a possibilidade de

reversão da mutação do gene nifA. A freqüência teórica para

mutação simultânea em dois genes é de aproximamdamente 10_4° 
- £2

- 10 (149) o que é improvável. Portanto, a complementação

da mutação somente fol possível pela presença do plasmídeo 

adequado nos transconjugantes, contendo o elemento genético 

capaz de fornecer um alelo não mutado e/ou ativo. Desta 

forma, concluímos que o gene nifA está presente nos Insertos 

dos plasmídeos pMAKl a pMAK7, uma vez que foram capazes de 

complementar o mutante nifA" de A. brasilense, FP10.

A atividade nltrogenáslca dos transconjugantes, após 

crescimento em melo NFbHP seml-sólldo sem fonte de 

nitrogênio fixado, mostrou-se com valores multo dlscrepantes 

de um transconJugante para outro (Tabelas 4 e 5). A 

discrepância nos níveis de atividade nltrogenáslca observado 

pode ser atribuída a diferenças: a) entre os plasmídeos,

b) entre as células hospedeiras ou c) entre as células

(estágios de crescimento) no momento do ensaio da

nitrogenase. Os transconjugantes apresentaram atividade 

nltrogenáslca semelhante àquela da estirpe selvagem, quando 

crescidos em meio NFbHPG líquido, suplememtado com 

glutamato, indicando não haver diferença na expressão do 

gene nifA dos plasmídeos pMAKs entre sl e com o gene

cromossomal e exclui também posslvelmemte eventuais 

diferenças entre as células hospedeiras (FP10). As

diferenças observadas em meio seml-sólldo possivelmente

ocorreram devido a diferenças fisiológicas (estágio de
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crescimento) no momento do ensaio da nltrogenase.

Os plasmídeos pMAKI - pMAKS foram isolados de E. coli 

e cllvados por enzimas de restrição, ldentlflcando-se cinco 

grupos de plasmídeos: I- pMAKI e PMAK3, II- PMAK2 e PMAK7, 

III- PMAK4 e PMAK5, IV- pMAKB e V~ pM AK8. 0 Isolamento dos 

plasmídeos a partir de E. coli facilitou a Interpretação dos 

resultados de cllvagem, pois esta estirpe de E. coli é recA" 

e não contém qualquer plasmídeo. Ao contrário, a espécie 

A. brasilense possui quatro plasmídeos naturais (63), os 

quais poderiam contaminar as preparações dos plasmídeos

recombinantes pMAKI - pMAK8. Em vista disso, optou-se por 

trabalhar com E. c o l i, a fim de evitar que o perfil de 

cllvagem dos plasmídeos naturais de A. brasilense se

confundisse com o perfil de cllvagem dos plasmídeos de

lnteresse.

0 plasmídeo pMAK7 foi escolhido para análise mais

pormenorizada por apresentar os fragmentos EcoR l de

5,25 kpb (Figura 8 e Tabela 6) e Sal l de 2,19 kpb (Figura 9 

e Tabela 6) também presentes em quatro outros plasmídeos 

recomblnantes (pMAKI, pMAK2, pMAK3 e pMAKB), bem como o 

fragmento Sal I de 2,59 kpb presente em todos os plasmídeos 

pMAKs (excetuando o PMAK8). Estes três fragmentos poderiam 

conter o gene nifA, por aparecerem repetitivamente nos 

diversos plasmídeos dos transconjugantes, mas ausentes no 

plasmídeo PMAK8 que é incapaz de complementar o mutante

FPIO, bem como no vetor p L AF R3. A banda representativa do 

fragmento de 2,59 kpb da cllvagem Sal I foi considerada a de 

maior probabilidade de conter o gene nifA por estar presente
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em todos os piasmídeos recomblnantes presentes nos 

transconjugantes dlazotróflcos. Outro fragmento Sal I ,  de 

3,16 kpb, também estava presente em outros cinco piasmídeos 

(excetuando pMAK4 e pMAK5), bem como no transconjugante 

incapaz de apresentar atividade nltrogenáslca (PMAK8), 

Indicando não ser um fragmento de Interesse para a 

complementação do mutante FPIO. Os fragmentos de 1,74 e 

1,36 kpb da cllvagem ll / Hinú lll, apesar de presentes 

na maioria dos transconjugantes, foram encontrados também no 

plasmídeo pMAKQ, sugerindo não conterem o gene nifA. A 

cllvagem Hinú lll, por sua vez, não permitiu conclusões 

quanto à possível localização do gene nifA, por gerar apenas 

um a dois fragmentos de grande tamanho.

0 PMAK7 apresentou um Inserto de ONA de A. brasilense 

FP2 de aproximadamente 30,00 kpb (Tabela 7). A localização 

do gene nifA no Inserto foi determinada por meio de 

cllvagens com enzimas de restrição em sistemas simples e 

associados e por hlbrldlzação com sondas n ifA -e sp ec ílIcas.

0 tamanho dos produtos de cllvagem do PMAK7 foi 

estimado e utilizado na montagem do mapa de restrição 

(Figura 10). Assim, o fragmento EcoR I de 15,62 kpb foi 

posicionado ao lado do fragmento EcoR I de 5,25 kpb em 

decorrência de resultados de cllvagem parcial que indicaram 

a presença de um fragmento EcoR i de aproximadamente

21,00 kpb. Esta determinação foi confirmada pelos resultados 

obtidos com sistemas de restrição composta. 0 fragmento 

EcoR l de 5,25 kpb entretanto, não apresentou sítios de 

cllvagem para quatro das enzimas utilizadas, como constatado
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pela permanência de uma banda intacta nessa região nos 

sistemas de cllvagem composta contendo EeoR I. Entretanto, 

sítios únicos para Sal I e Bgl 11 foram encontrados nesse 

fragmento. A fim de estabelecer a posição relativa dos 

fragmentos Bgl n  de 6,00 kpb e EcoR i de 5,25 kpb, 

cII vagens Bgl II, EcoR l ou Bgl II / EcoR l foram analisadas 

através de eletroforese lenta e prolongada. Foi observado um 

fragmento Bgl ll / EcoR I ligeiramente menor que o de EcoR i 

de 5,25 kpb e outro ligeiramente menor que o de Bgl ll de

6,00 kpb, sugerindo que um dos sítios de reconhecimento 

Bgl ll do fragmento de 6,00 kpb está no Interior do 

fragmento EcoR l de 5,25 kpb, a poucos pares de base da 

extremidade. A localização dos fragmentos EcoR l de 1,62, 

1,62, 1,39 e 0,83 kpb foi determinada pela análise de 

cllvagens parciais com a enzima EcoR l. A posição relativa 

dos fragmentos foi obtida pela análise combinatórla de

fragmentos totalmente cllvados que resultassem nos 

fragmentos parcialmente cllvados. A análise dos produtos das 

cllvagem EcoR l / Xho I confirmou a posição relativa desses 

frag me nt os.

A existência dos fragmentos X h o  I de 0,20 e 0,26 kpb 

foi sugerida pela análise de fragmentos de cllvagem parcial 

de 3,67 e 3,73 kpb, cuja cllvagem total leva ao aparecimento 

de um único fragmento de 3,47 kpb. Aqueles fragmentos não 

foram visualizados nas eIetroforeses por serem multo

pequenos e, conseqüentemente, ficarem mascarados pelo 

corante ou por se difundirem durante a eletroforese ou ainda 

por se encontrarem em baixas concentrações. A presença
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desses fragmentos Xho l foi confirmada pela análise 

comblnatória dos fragmentos EcoR l / Xho l. Convém lembrar 

que a corrida eletroforétlca foi Interrompida antes que os 

fragmentos menores fossem elufdos, permitindo a visualização 

do fragmento de 0,20 kpb do padrão ”1 kpb ladder", mesmo 

assim nenhum desses fragmentos Xho l (0,20 e 0,26 kpb) foi 

observado. Os fragmentos Xho I de 3,47 e 5,40 kpb foram 

colocados ao lado do fragmento de 0,26 kpb devido ao 

fragmento de aproximadamente 9,10 kpb visualizado em 

cllvagem parcial. 0 fragmento Xho l de 43,75 kpb inclui o 

Plasmídeo-vetor pLAFR3 e ambas extremidades do inserto, uma 

vez que não há sftlo Xho l no vetor (223) e as extremidades 

contêm sítios híbridos Sau3A I / BamH I.

Os fragmentos de 1,74 e 1,36 kpb da cllvagem 

Bgl II / Mind lll foram determinados como Integrantes do 

pLAFR3, visto estarem presentes em todos os plasmídeos 

recomblnantes analisados, PMAK1 a pM AK8. Os fragmentos 

Bgl li e Bgl ll / Hind lll correspondem ao sítio X cos e ao 

fragmento contíguo, respectivamente. 0 mapa físico do 

plasmídeo pMAK7 (Figura 10) apresentou a localização dos 

sítios de restrição na região do vetor PLAFR3 em perfeita 

concordância com aquela publicada pelos construtores do 

Plasmídeo-vetor (223).

A hlbrldização efetuada com o ONA-sonda contendo o 

domínio central do gene nifA de M. seropedicae mostrou que o 

gene nifA de A. brasilense poderia estar integralmente 

contido em fragmento EcoR I de 5,25 kpb, presente tanto no 

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

Por outro lado, a hibrld Ização com a porção 

C-terminal do nifA ocorreu nos fragmentos EcoR I de 5,25 e

26.63 kpb, indicando a possibilidade de um sítio de cllvagem 

para a enzima EcoR I no Interior do gene nifA (Figura 12). 

Desta forma, o fragmento de 26,63 kpb provavelmente conteria 

a porção final do gene, além de conter o vetor. A 

hlbrldlzação desse DNA-sonda nifA ocorreu Intensamente com 

os fragmentos EcoR i de 5,25 kpb, Bgl li de 16,80 kpb e 

Sal l de 2,59 kpb e mais fracamente com os fragmento EcoR I 

de 26,63 kpb, Bgl li de 6,00 kpb e Sal I de 3,16 kpb, 

sugerindo hlbrldlzação inespecíflca para os últimos três 

fragmentos. Esse experimento mostrou que grande parte do 

gene nifA está localizado no fragmento EcoR i de 5,25 kpb, 

contido no fragmento Bgl ll de 16,80 kpb. A banda de baixa 

Intensidade observada no fragmento EcoR I de 26,63 kpb 

poderia ser decorrente de.- 1) uma pequena porção do gene 

nifA contida nesse fragmento; 2) hlbridlzaçães lnespecíflcas 

ou 3) baixa homologla como geralmente observado em 

hlbrldizações interespecíficas. A última hipótese implicaria 

em baixa intensidade de hlbrldlzação também nos fragmentos 

Bgl ll de 16,80 kpb e EcoR l de 5,25 kpb. As bandas de fraca 

Intensidade foram consideradas InespecífIcas e não afetaram 

nos resultados finais da análise das hI br I d Izações.

Hlbrldlzação com a sonda nifB de H. seropedicae 

ocorreu Intensamente com os fragmentos EcoR I de 5,25 e

26.63 kpb, Bgl II de 16,80 kpb e Sal I de 3,16 kpb e 

fracamente com o fragmento Bgl ll de 6,00 kpb (Figura 13). A
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hlbrldização com o fragmento Bgl II de 6,00 kpb foi

considerada inespecíflca por apresentar intensidade muito 

baixa. A alta intensidade da mancha na região EcoR l de

26,63 kpb Indicou homologla verdadeira, possivelmente devido 

è presença do fragmento EcoR l de 5,25 kpb não cllvado. A 

região correspondente ao fragmento EcoR l de 26,63 kpb 

parece conter também os fragmentos de 15,62 e 5,25 kpb não

cllvados e a correspodente ao fragmento Bgl ll de 27,20 kpb

provavelmente contém os fragmentos de 6,00 e 16,80 kpb não

c1 1vados.

As hlbrldlzaçfles efetuadas com os DNAs-sonda dos

genes nifA e nifB de H. seropedicae comprovaram a presença 

desses genes no Inserto do PMAK7. A presença desses genes no 

fragmento EcoR I de 5,25 kpb mostrou que, em A. brasilense, 

o gene nifB se encontra multo próximo do gene nifA, como 

ocorre em H. seropedicae e K. pneumoniae.

Os resultados de hlbrldização confirmaram a

localização preliminar dos diversos fragmentos proposta no 

mapa físico de restrição do PMAK7. A determinação do tamanho 

dos fragmentos permitlu-nos verificar quais os pedaços de 

ONA que se ladeiam no Inserto intacto. Este aspecto deve ser 

observado p q Is as hlbrldlzaçSes ocorreram, algumas vezes,

com mais de um fragmento de ONA cllvado, fato que só 

permitiria a funcionalidade dos genes se estes fossem 

contíguos.

os resultados permitiram a localização de grande 

parte dos genes nifA e nifB nos fragmentos EcoR I de

5,25 kpb e Bgl II de 16,8 kpb. Os genes nifA e nifB estão
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localizados, portanto, no fragmento EcoR l de 5,25 kpb,

embora a extremidade N-termlnal ou promotor do gene nifA

possa estar no fragmento de 15,62 kpb. O plasmídeo pMAK8, 

apesar de ser Incapaz de complementar os mutantes nifA" de 

A. brasilense (FPIO), possivelmente contém o gene nifB pois 

possui o fragmento Sal I de 3,16 kpb (Tabela 6), o qual está 

presente no plasmídeo pMAK7 e que hibridlza com o DNA-sonda 

contendo o gene nifB.

A presença do gene nifB e a averiguação de sua 

funcionalidade foram confirmadas através da transferência do 

plasmídeo pMAK7 para o mutante K. pneumoniae 50581 ( n i fB " ) .  

A presença do plasmídeo PMAK7 nos transformantes, após 

confirmada eletroforetIcamente indicou ser suficiente para 

complementar a mutação. A complementação, entretanto, 

atingiu níveis de aproximadamente 18% da atividade

nltrogenáslca observada para a estirpe selvagem de 

K. pneumoniae M5a1 (Nif*). 0 baixo nível de compIementação

do mutante nifB de k. pneumoniae (50581) pelo gene nifB de

A. brasilense é possivelmente devido a diferenças 

Interespecíflcas entre os produtos dos genes nifB e seus 

possíveis sítios de interação ou ainda a diferenças entre os 

produtos dos genes atlvadores (NifA) da transcrição do gene 

nifB. A homologla InterespecífI ca foi, porém, suficiente 

para resultar em significativa capacidade dlazotróflca em 

relação àquela observada no mutante K. pneumoniae 50581 

(n i fB " ). Os resultados (Tabela 12) mostraram que o gene nifB 

está presente e ativo no plasmídeo p M AK 7.

A fim de investigar a presença de outros genes nif
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e/ou de genes reguiatórlos envolvidos na fixação de

nitrogênio no plasmídeo pMAK7, o DNA circular fol submetido 

à hlbrldlzação com o DNA-sonda contendo o operon nifHDK de 

A. brasilense. Não houve qualquer hlbrldlzação, apesar do 

emprego de genes nifHDK da mesma estirpe de A. brasilense.

As condições de hlbrldlzação foram de alta estrlngência com 

o intuito de possibilitar a detecção de seqüências de DNA 

altamente homólogas aos genes nifHDK de A. brasilense. A

hlbrldlzação poderia ser considerada obrigatória se os genes 

estivessem presentes no Inserto, mesmo sob condições de alta 

estrlngência, visto que o DNA-sonda dos genes nifHDK e o

Inserto contido no plasmídeo pMAK7 são de mesma origem. 0 

elevado grau de homologia lnterespecíflca que os genes 

nifHDK apresentam não permitiria explicar a ausência de

hlbrldlzação como advinda de erros nas condições de

estrlngência empregadas. Dessa forma, concluímos que os 

genes nifHDK não estão presentes no plasmídeo pMAK7.

O plasmídeo pMAK7 fol Incapaz de complementar a

mutação nifHDK“ presente em A. brasilense estirpe FP 3, 

confirmando a ausência destes genes no pM AK7, como 

previamente revelado pelos experimentos de hlbrldlzação com 

a sonda específica.

Da mesma forma, o plasmídeo pMAK7 fol incapaz de 

complementar os mutantes ntrC~ de A. brasilense FP8 e FP9 o 

que sugeriu a ausência do gene ntrC nesse plasmídeo. Os 

mutantes FP8 e FP9 foram classificados como mutantes

reguiatórlos ntrC~ (192) por serem complementados pelo gene 

ntrC de K. pneumoniae contido no plasmídeo pGEIO ou pelo
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gene nifA de K. pneumoniae expresso constItutI vãmente no 

plasmídeo pCK3 (79, 192). 0 gene nifA só é capaz de

complementar mutações ntrC~ (142, 183) quando expresso

constltutlvãmente uma vez que sua expressão é regulada pela 

proteína NtrC (163).

Os resultados sugeriram semelhanças na organização 

n if de A. brasilense e K. pneumoniae aonde os genes 

reguladores específicos (nifA e n i f L ) do sistema nõo se 

encontram agrupados aos genes do sistema geral de regulação 

do metabolismo de nitrogênio (ntrC, ntrA e ntrB) , Por outro 

lado, nossos resultados confirmaram que, contrariamente ao 

verificado para K. pneumoniae, os genes nifA e nifB de 

A. brasilense não estão próximos ao operon nifHDK (76).

A estirpe A. brasilense FPIO foi recentemente 

utilizada para Isolar o gene nifA de H. seropedicae. o gene 

nifA de H. seropedicae foi capaz de complementar a mutação 

daquela estirpe (221), indicando homologia entre as duas 

espécies, Inicialmente Incluídas no mesmo gênero (9). Os 

genes nifA e nifB de H. seropedicae foram clonados, mapeados 

e seqüenclados (221). Aqueles experimentos indicaram a 

possibilidade de utilização dos genes nifA e nifB dessa 

estirpe como DNAs-sonda para nossos experimentos de 

hlbrldlzação, bem como serviram como mais uma comprovação de 

que a Incapacidade dlazotróflca de A. brasilense es11rpe 

FPIO é decorrente de mutação no gene nifA. Adicionalmente, 

nossos resultados confirmaram a organização contígua dos 

genes n i fL , nifA e n i fB , os quais, por sua vez, encontram-se 

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

H. seropedi cae (2 2 1 ).

0 mutante A. brasilense FP6 (FeMoco’ ) também não foi 

complementado pelo plasmídeo pMAK7, sugerindo a ausência de 

outros genes, que não o nifB, envolvidos na síntese do 

cofator. 0 gene nifB, por sua vez, apesar de envolvido na 

blossíntese do cofator, não foi capaz de complementar o 

mutante FeMoco- de A. brasilense sem a presença de outros 

genes <110, 201). A mutação de A. brasilense F P 6 , não bem 

caracterizada ainda, deve envolver outro gene responsável 

pela blossíntese do cofator que não o gene nifB.

0 transconjugante A. brasilense FPIO (p M AK 7) foi 

testado para o crescimento em melo contendo NH Cl e
4

glutamato, apresentando crescimento semelhante ao da estirpe 

selvagem. A adição de NH* a culturas de A. brasilense
4

fixando nitrogênio causa inatlvação reversível da 

nltrogenase <109, 154, 206). A atividade da nltrogenase

desse transconjugante foi totalmente Inibida por amônla 

<"swltch-off"), como observado para a estirpe selvagem 

<F P 2 ). Esses resultados indicaram que o carácter de fixação 

de nitrogênio não se expressou de forma constitutiva e que a 

expressão do gene nifA contido no plasmídeo pMAK7 estava sob 

controle (Figura 15).

A inibição da nltrogenase foi reversível sob baixas 

concentrações de amônla no transconjugante e na estirpe 

selvagem de A. brasilense, FP2 ("swltch-on") (Figura 16). 

Essa Inibição ocorre por modificação covalente da 

proteína-Fe <38, 137, 138, 152), disparada pelos íons
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amõnlo. Essa modificação é revertida quando a amônla é 

esgotada em decorrência da assimilação metabóllca pelas 

bactérias. Observou-se que, tanto no transconJugante quanto 

no tipo selvagem, a capacidade de fixar nitrogênio foi

recuperada no mesmo instante, Indicando uma mesma velocidade 

de metabol izaçõo da amônla (Figura 16).

Os transconjugantes de A. brasilense FP10 (pMAKl ou 

PMAK7) não apresentaram atividade nltrogenôsI ca quando

crescidos em presença de amônla (10 mM) (Tabela 10).

Por outro lado, o transconJugante FPIO (pCK3), que contém 

nifA de K. pneumoniae expresso constItutI vãmente (192), 

apresentou atividade nltrogenáslca menor em presença de 

amônla, mas ainda assim maior que a observada nos 

transconJugantes A. brasilense (pMAKl ou pMAK7) nas mesmas 

condições. Esses resultados Indicam que o gene nifA dos 

plasmídeos pMAKs estão sob controle do promotor, não se 

expressando constitutivãmente. Além disso, a expressão 

constitutiva do gene nf/,4 carregado pelo plasmídeo pCK3 não 

é suficiente para permitir níveis elevados de fixação de 

nitrogênio em presença de amônla, sem que mutações nos genes 

ntrC ou nifL estejam presentes (142, 192).

Esta é a primeira descrição da clonagem de um gene 

nifA de A. brasilense, capaz de complementar o mutante nifA~ 

de A. brasilense (FPIO). Além disso, os transconjugantes 

A. brasilense FPIO (pMAKl) e (P M A K 7 ) apresentaram atividade 

nItrogenáslca a 30°c e a 37®C (Tabela 11). Contrariamente, o 

transconjugante A. brasilense FPIO (pCK3) apresentou 

expressão n if a 30°C, mas não a 37®C. A expressão n if nos
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transconJugantes A. brasilense FP10 <pCK3) nêo ocorre a 37°C 

devido à termossenslbiIldade do produto do gene nifA de 

K. pneumoniae contido no plasmídeo pCK3 (32, 192, 2^8). 0

produto do gene nifA de A. brasilense, portanto, é 

termoestávei a 37#c. investigações quanto aos fatores 

moleculares que conferem termoestabllldade ao produto do 

gene nifA de A. brasilense são de Interesse.

Os resultados apresentados permitiram comprovar a 

existência do gene nifA em A. brasilense estirpe FP2 bem 

como algumas de suas propriedades fisiológicas. Experimentos 

de subclonagem seriam de grande valia para complementar a 

localização dos genes nifA e nifB no mapa físico apresentado 

na figura 10. Isolamos ainda diversos mutantes A. brasilense 

FP10 < pMAK7 nifA : Tn5> através de mutagen I zação 

sítIo-dIrIglda com o transposon Tn5 : 20 (transposon 

Inserido no promotor do gene l a c Z ) , os quais devem ainda ser 

caracterizados quanto ò posição da Inserção, permitindo a 

delimitação das regiões Imprescindíveis para a atividade 

gênica do nifA. 0 seqüencIamento do gene nifA, bem como a 

Inatlvação inserclonal por transposon poderiam facilitar a 

Identificação das seqüências dos genes nifA codlficantes do 

produto NlfA estável a 3 7 #C.
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5 CONCLUSÕES

1 A restauração do fenótlpo Nif* do mutante 

Azospirillum brasilense FP10 (nifÁ~ ) foi possível mediante a 

complementaçêo genética pelos plasmídeos recomblnantes 

pMAK1~ p M A K 7 .

2 0 plasmídeo PMAK7 foi capaz de complementar a mutação

nifB~ de Klebsiella pneumoniae 50581. Por outro lado, o

plasmídeo PMAK7 não foi capaz de complementar os mutantes 

F P 3 , FP8 e FP9 de A. brasilense e, portanto, é destituído 

dos genes nifHDK e ntrC.

3 A presença dos genes nifA e nifB foi confirmada em um

fragmento EcoR l de 5,25 kpb, através de h I br I dlzações com

DNAs-sonda de Herbaspirillum seropedicae.

4 Os transconjugantes A. brasilense FP10 (pMAKI) e (pMAK7) 

apresentaram repressão da atividade nltrogenáslca em

presença de N H * , confirmando a presença de promotor n if no
4

sistema de genes de fixação de nitrogênio desse

ml cr o rganlsmo.

5 0 produto do gene nifA de A. brasilense ao contrário do

de K. pneumoniae é termoestável a 37®C.
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