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ADP
ATP
bis-acrilamida

¢

co?

Ci

HG
cm
cm®
dATP |
dCTP
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP
dadaTTP
DEAE-celulose
dGTP
dNTP
dTTP
DMS
DNA

D'O'EBU

1]

LISTA DE ABREVIATURAS

5‘'-difosfato de adenosina

5’-trifosfato de adenosina
N,N‘-metiieno-bis—-acrilamida

graus GCelsius

resistente & carbenicilina

Gurie

microCurie

centimetro

resistente ao cloranfenicol
5'-trifosfato de 2'-desoxiadenosina
5'-trifosfato de 2'-desoxicitidina
5‘-trifosfato de 2‘,3’-didesoxladenosina
5’-trifosfato de 2',3°-didesoxicitidina
S’-trifosfato de 2’,3'-dldesoxiguanosina
5’-trifosfato de 2’,3°-didesonuclieosfdeos
5’-trifosfato de 3’'-desoxitimidina
dieltil—-aminoeti. -celulose

5’'-trifosfato de . '—desoxiguanosina
5'-trifosfato de 2'-desonucleosfdeos
§‘'-trifosfato de timidina

dimetil sulfato

dcido desoxirribonuclelico

densidade 6tica a 260 nm

XX



0.0.5gp = densidade 6tica a 280 nm

D.0.,45g = densidade 6tica a 420 nm

D.0.¢4g = densidade 6tica a 540 nm

D.O.600 = densldade 6tica a 600 nm

e = base dos logaritmos neperianos (2,7182)
e = elétron

EDTA = &cldo etilenodlamino-tetra-acético
EPR = ressonéincla de elétron paramagnético
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RESUMO

A partir de um banco de genes de Herbaspirillum
seropedicae construldo no cosmi{deo vetor pvKi102 fol isolado

0 gene nifA daquele organismo por complementacdo do mutante

FP10 nifA de Azospirillum  bresilense. 0 plasmideo

recombinante pEMS1, contendo o gene njfA de H. gercopedicae,
fol identificado e caracterizado. Este plasmideo néo
complementou os mutantes FP8 e FPS (ntrC ), FP3 (nifHDK ) e
FPE (deficiente na produc8o de proteina MoFe). 0 fragmento
Sal | de 2,0 kb do plasmideo pEMS1 hibridizou fortemente com
0 gene niiA de Kiebsiella ppneymoniae, mas néo com 0SS genes
nifHDK de A. brasilense. A regi8o que continha o gene pnifA
de H. seropedicae fol mapeada numa extenséo de
aproximadamente 2,0 kb do plasmldeo pEMS1 por subclonagem e
por hibridiza¢éo. Nesta regld0o e em suas adjacéncias fol
demonstrado, ap6s sequenciamento, a presen¢a de uma ORF
homéioga aos genes nifA de outros organismos e de uma ORF
parcial correspindente ao gene nifB de H. seropedicae. A
proteflna NIfA de H. seropedicae deduzida a partir da
sequéncia de nucleotf{deos possul alta homologla com outras
protefnas NifA nos dominio D e E. Fol identificado ainda um
Interdominio homélogo adquele presente nas protelnas NifA de
Bradyrhizoblym Japonicum, RBhlzobium  spp., Azorhizoblum
caulinodans. Sitios de ligac8o para NtrC e NifA e promotores

Xxxiii



-24/-12 foram ldentificados na reglbo promotore do cene nifl
de H. seropesicae. Apbe o cene nifA fol identificedo tembeém
o cene nlff de H. seropedicae. A regifio N-terminai da
protefna NIfB de H. ser.nedlicee possul alta homologia com as
¢e B. isponlcum e bzoteracter ylnelendii. GOols sities de
llgacko para Nifh e um promotor -24/-1¢ forem (centificados
ne realfo promotora 60 cene niff ode H. seropecicee. Gom base
nos dedos da sequéncie de nucletideos cos gene nift e nifp
de H. seropedicae € nos resultados de fusles nifh::jecZ Tol
conhstruide um modelo hipotético pare & reculacéo de flxagéo

¢e nitrocénio em H. seropedicae.
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1. INTRODUGXO

A fixacdo blolbgica de nitrogénio é o processo pelo
qual o dinitrogénio (nitrogénio ou Na) atmosférico é
convertido em ambnia. Calcula-se que, de um total de 2 «x 108
toneladas por ano, cerca de 60% do nitrogénio fixado no
planeta é proveniente da flxac8o0o blolégica. 1Isto ¢é de
fundamental Importéncia para manter nulo o balan¢o Ifquido
do ciclo do nitrogénio na terra (218).

A fixac8o0 bibdlogica de nitrogénio ocorre somente entre
0os organismos procariféticos e estd largamente difundida
entre bactérias e cianobactérias. Espéclies fixadoras de
nitrogénio estéio distribufdas em géneros taxonomicamente
distantes como Bacillus e Kiebsiella (218).

Os diazotrofos s8o divididos e€n organismos simbidticos,
assoclativos e de vida livre (212). 0s dlazotrofos
simbiéticos associam-se com plantas, estabelecendeo uma
simbiose altamente benéfica, para a qual contribuem com
nitrogénio fixado. Esta simbiose é espec({fica sendo que na
maioria das vezes um dlazotrofo simbidtico assoclia-se a
apenas uma espécie de planta. Entre as plantas destacam-se
pela sua Importdncia agrdnomica os membros da fam{lia
lequminosae que se associam com diazotrofos da familia
Rhizobiaceae, com a formag8o de n6dulos nas ralzes. Espécles
do género Frankia (Streptomvcetaceae) nodulam uma variedade

de plantas enquanto que cianobactérias diazotr6ficas
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assocliam-se a fungo, pteridéfitas e plantas do género
Gunnera (angiosperma). Entre os fixadores de nitrogénio
simbidticos estéo espécies dos géneros BRhizoblum,
Bradyrhizobium, Frankia sp. e Azorhizobium  caulinodans
(219). Estas espécies sdo de grande Iimporténcia econbmica,
uma vez que fixam nitrogénio em quantidade suficiente para
substitulr parclalmente a aduba¢cfo de <culturas assocladas

com compostos nitrogenados (218,21¢2).

0s organismos assoclativos, como Azotobacter paspalum,

Azospirijlum spp. e Herbespiritilum seropedicae, s8o

encontrados na rizosfera de gramineas e, algumas vezes, no
interior das rafzes (55). A associacédo pianta-bactéria pode
trazer efeltos benéficos para a planta pela produgdo de
fito-hormbnios que estimulam o <crescimento vegetal e,
possiveimente, também através da fixac80 de nitrogénio. O
interesse no estudo deste tipo de diazotrofo tem crescido,
em vista do seu uso potencial como bicfertilizante para
gramineas como trigo, milho e arroz (55),.

0s organismos de vida iivre, como Clostridium
parteyrianum, Azotobacter spp. e Klebsiella pneumonisae,

aparentemente néo se associam a plantas e flxam nitrogénio

para seu préprio consumo (218).

1.17. 0 COMPLEXO DA NITROGENASE

A reduc8o enzimética de dinitrogénio (Na) a ambnia e

hidrogénio molecular é catalisada por um complexo enziméatico



chamado nitrogenase (Naase).

0 complexo enzimético da nitrogenase é constitufdo por
duas protelnas: uma que contém moiibdénio e ferro <(protelna
MoFe ou dinitrogenase) e outra que contém somente ferro
(protefna Fe ou dinitrogenase redutase). Nenhuma delas
apresenta atividade em separado mas, quando combinadas na
presen¢a de Mg.ATP e de uma fonte de balxo potencial de
reduc8o catalisam a reagdo (63,107,218):

N, + gt + Be  + 16Mg.aTp N22SE, ENH + H_+ 16Mg.ADP + 16PI

A aménia produzida é assimilada pelo organismo via
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT)
(189,219), de acordo com as equagdes:

GS

NH3 + glutamato + ATP — glutamina + ADP + P|

glutamina + oxogjutarato + NADPH + H+ M 2 glutamato +

nappt

A convers&o de nitrogénio em ambnia €é inibida por
Mg.ADP mas n8o por amdnia ou seus produtos de assimilagédo
(62).

A protelna MoFe ou dinitrogenase é um tetrémero aaﬁe,
que perde atividade rapidamente em contato com o ar (t, , de
aproximadamente 8-10 minutos). A subunidade e« (produto do
gene nifD) possul um peso molecular de aproximadamente 51

kiloDaltons e a subunidade /3 (produto do gene nifK) cerca de
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60 kiloDaltons (63). Cada tetré&mero aeﬂa contém 2 dtomos de
molibdénio, 24 a 36 étomos de ferro e cerca de 20-268 é&tomos
de enxofre (63). Estes &tomos estéo agrupados em & centros
contendo ferro, molibdénlo e enxofre e em 4 centros <4Fe-4S
denominados centros "P" (63,67,251).

Um complexo sensfvel a é&clido pode ser extraldo da
proteina MoFe com N-metil formamida (2491). Este compiexo,
denominado cofator ferro-molibdénio (FeMoco), tem férmula

molecular provadvel MoFe e sua estrutura ainda n&o fol

6-8°4-6
completamente esclarecida (67,250,251). Mutantes nlfy de
Klebsieltla ppeumoniae possuem uma nitrogenase de
especlficidade alterada, isto é, ndo reduz NE' enquanto
acetileno é reduzido normaimente (115). A adig&o de FeMoco
extraldo da estirpe selvagem & mesma nitrogenase de mutante
nifB, incapaz de sintetizar FeMoco, resulta em uma enzima de
especificidade normal. Por outro lado, a adig&o de FeMoco
extraldo do mutante nlfV A nitrogenase extralda do mutante
nifl resulta em uma enzima com caracteristicas similares
aquela do mutante plfVY (67, 115). Estes resultados indicam o
envoivimento do FeMoco no sftio ativo da nitrogenase.
Evidéncias sugerem ainda que & centros ferro-mollibdénio
(FeMoco) fazem parte de cida tetrémero aEﬁE (63,67,218,251).

A sequéncia de aminodcidos das cadelas o e f da
protefina MoFe de alguns organismos foram determinadas e
comparadas. A caracter(stica mais conservada entre as
proteinas comparadas é a presenca de 5 resfduos de clstelna

na subunidade «x e 3 na subunidade # (113,137,251). Estudos

com a protefna MoFe de K. pneumoniae especificamente mutada



indicam que 0s resfduos conservados de cistelna 63, 89, 155,
184 e 275 da subunidade o« e 0s resfduos 69, 9894 e 152 da
subunidade /3 sfio importantes para a atividade da protefna
MoFe. A substitul¢8o do resfduo de cistelna 184 da
subunidade oo por alanina ainda permite uma pequena taxa de

crescimento dependente de N Da mesma forma, a substitulgéo

o
do resfduo de cistefna 152 da subunidade /3 por serina, mas
néo por alanina, produz também uma nitrogenase parcialmente
ativa. A substitul¢lo de todos 08 outros resfduos
conservados de cistefna por alanina e também a substituilglo
do resfduo cys155 da subunidade « por serina produziram
sempre nlitrogenase Iinativa, enquanto que a substituiglo do
resfduo n8o conservado de cisteflna 112 da subnidade {3 por
serina, produziu um fenétipo idéntico ao selvagem (151,251).
No mutante ala275 (subnidade «), o FeMoco estéd Iligado mals
frouxamente & protelina, indicando que <cys275 pode estar
envelvido na ligag8o do cofator ferro-molibdénio (151,251)

A proteina Fe ou dinitrogenase redutase <(produto do
gene nifH) apresenta-se como um dimero ¥, de peso molecular
varitando de 58 a 72 kilodaltons <conforme o0 organismo
(63,67,165). Esta protelna é consideravelmente mais sensfvel
a4 Inativac8o por oxigénio que a proteina MoFe (t1/a sob o ar
¢ cerca de 45 s) (63). A protelna Fe contém quatro &tomos de
ferro e quatro dtomos de enxofre por dimero, possiveimente
na forma de um centro 4Fe-4S. Este centro encontra-se entre

as duas subunidades, ancorado por resfduos de cistelna

(218,63).

A sequéncia de aminoédcidos da proteflna ferro é



altamente <conservada entre wuma variedade de organismos
dlazotrofos (233). Cinco resfduos de clstelna s80
especialmente conservados assim como trés regifes
identificadas como possiveis sitios de llgagéo de
nucleotldeos (63,67).

0 modelo de mecanismo de rea¢do da nitrogenase mais
aceito é o chamado modelo Lowe & Thorneley, desenvolvido a
partir de dados experimentals e simulagl3es em computador da
redugcéo de nitrogénio (165,251). Segundo este modelo O
mecanismo de reduc¢&o de Na a e NH3 envolve, numa primeira
etapa, a reducdo da protelna MoFe pela protelna Fe reduzida
complexada com 2Mg.ATP. Nessa etapa uvcurre a hidrdélise de
ATP e a transferéncia de um elétron para a protelna MoFe,
provavelmente envolvendo a formac8o de um complexo entre a
protelna MoFe e a proteina Fe-(2Mg.ATP). A etapa
determinante da velocidade desta reac8o é a dissoclagdo
deste compléxc. O <ciclo se completa com a reducdo da
protelna Fe oxldada e a troca de Mg.ADP por Mg.ATP. Este
modelo prevé que o ciclo de reduglo da protefina MoFe deve
ocorrer olto vezes para que ocorra a reducéo de N, a & NH,
e, neste processo, a redugcdo de H+ a HE é obrigatéria.
Segundo este modelo, a ligagc8o de N5 & nitrogenase s6 pode
ocorrer quando a protefna MoFe estiver consideraveimente

reduzida (3 ou 9 equivalentes de elétrons) deslocando © Ha

ligado ao FeMoco (165).
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1.2. GONTROLE DA ATIVIDADE DA NITROGENASE POR AMONIA E

OXIGENIO

1.2.1. lnlblcéo da nitrogenase por amdnia
Em microorganismos como Rhodopseudomonas palustris
(268), Azotobacter (40), Azospirillum brasilense,

Azospirittum Jipoferum (111,193), Azospirilium amazonense

(111), Herbaspirlllum seropedicae (81), Rhodopseudomonas

capsulata (Rhodobacter capgulatus) (145) e Rhodesplirillum
rubrum (146) a atividade da nltrogenase € inibida, rapida e
reversivelmente, pela adigéo de aménia as culturas
desreprimidas. Este "desligamento” transitério da
nitrogenase por NH; é denominado "switch-off" da nitrogenase
(268). 0s mecanismos deste fendmeno aparentemente n8o s&o os

mesmos em todos 0s organismos que o0 apresentanm.

”

Em R. rubrum a protefna Fe é rapidamente inativada in

viv~" apbs a adic&0 de [ons ambnio. Essa inativaclo ¢é
resultado da liga¢do de um grupo ADP-ribosiltil a wuma das
duas subunidades Idénticas da protefna Fe (145,166,168). A
enzima dinitrogenase redutase ADP-ribosiiili-transferese
(DRAT) catalisa a transferéncia do grupo ADP-ribosilll do

2

NAD para a protefna Fe. Esta conversdo é ativada por M+ -ADP

(166,168). A atividade da proteina Fe modificada pode ser
recuperada pela remo¢&o do grupo ADP-ribosiiil, reacédo
catallzada pela enzima ativadora glicohidrolase ativadora da
dinitrogenase redutase (DRAG) e requer Mg+a, ATP e Mn+a
(101,105). 0 tipo de sinal ou o0 mecanismo envolvidos no

disparo das atividades de DRAT ou ODRAG ainda ndo foram



esclarecidos. A glutamina também é capaz de provocar
inibi¢lo reversfivel da nitrogenase. Além disso, a pré-adigéo
de metilsulifoximina (MSX), um Inibidor de glutamina
sintetase, a culturas desreprimidas Iimpede a Inativagdo por
NH;. Esses resultados sugerem um possivel papel da glutamina
sintetase ou da glutamina no controle da inativac8o
reversfvel da nitrogenase por ambnia (77,146). Aparentemente
mecanismo similares operam em Rhodopseudomonas capsulata
(Bhodobacter capsulatus) (145), A. brasilense e A. lipoferum
(111,93). Os genes draG e draT de A. Jlipoferum Bri17, que
codificam para DRAG e DRAT, foram recentemente <clonados e
mapeados precedendo o promotor dos genes nlfHDK (82). Também
em A. brasilense foram identificados os genes ¢raG e draT
por hibridizacgo (83).

Em outros organismos tais como Azotebscter yinelandili

(161), A. smazonense (111) e H. seropedicae (91) o fenbmeno

de "switch-off" da nitrogenase pela adigdo de Nﬁz é

claramente diferenciado. Nesses organismos a inativaclo da
nitrogenase é imediata, sem um perfodo de transic8o durante
0 qual os eventos enziméticos deveriam ocorrer. Assim, o
"switch-off" n&o é inibldo por MSX, n8o ocorre em extrato
bruto de <culturas desreprimidas e, finalmente, n8o hé
evidéncias para modificac&o covalente da protefna. Um modelo
claro para esse segundo caso de inibi¢&o reversivel da
nitrogenase ainda n8o0 fol estabelecido, mas evidénclias
apontam para um efeito Iindireto, talvez um desequiiibrio na

transferéncia de elétrons para a nitrogenase (161).



1.2.2. Inibiglo da nitrogenase por oxligénio

Um outro tipo de inibi¢lo reversfvel da nitrogenase tem
sido documentado: o chamado "switch-off" da nitrogenase por
oxigénlo, ocasionado pela eleva¢do repentina e transitéria
dos nfveis de oxigénio em culturas desreprimidas. Apbés a
reducéo dos nfvels de oxigénio a atividade de nitrogenase &
recuperada total ou parcialmente na auséncia de sintese
proteica (58,110). Novamente dols mecanismos diversos
parecem operar nos diferentes organismos. A nitrogenase em
extrato bruto de Azotobacter precipita como um complexo
oxigénio tolerante, que contém um terceiro componente: uma
protefna redox chamada Shethna, FeSll ou protefna protetora
(107,121,232,266). 0 complexo nitrogenase-proteina FeSi| ndo
apresenta atividade de reducfo de nitrogénio mas, ap6s a
remo¢8o do excesso de oxigénio, a nitrogenase recupera sua
atividade. Prepara¢bes contendo somente nitrogenase s&o, &o
contréd:lo, Irreversivelmente |Inativadas na presenca de
oxlgénio em alguns minutos. A "prote¢do <conformaclonal™ da
nitrogenase (46) pela formagcBo de um complexo resistente &
inative¢8o por oxigénio provevelmente envolve mudancas
conformacionais da nitrogenase concomitantemente com, OU
devido a, mudancas nas suas propriedades redox (121,266).

Em A. brasllense e A. lipoferum ocorre tembém uma
inibi¢8o parcial e reversivel da nitrogenase ocaslionada por
nfvels elevados de oxigénio (110)., Este "switch-off" por
oxigénio, no entanto, aparentemente n&o envolve a formacélo
de complexo com protefna redox, mas certamente n8o envolve

modificac8o covalente da proteina Fe (110). Na verdade,
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virios diazotrofos, incluindo Klebsiella pneumoniae,

apresentam o fendmeno de desligamento da nitrogenase por
oxigénio, mas somente em Xantobacter flavus exliste
evidéncias para a formag8o de <complexos resistentes ao
oxigénio semelhante aquele de Azotobacter (para revisédo ver
121). Este fenbmeno de desligamento da nltrogenase por
oxigénio possivelmente se deve ao desvio de welétrons da
nitrogenase para a cadeia respiratéria (88,106). 3
interessante notar que, ocorre ainda um terceiro tipo de
"switch-off" em A. brasilense e A. l1ipoferum: "switch-off"
por anaerobiose. Quando culturas desreprimida para
nitrogenase destes organismos s8o submetidas & anaeroblose
transitéria suas atividades de nltrogenase séo inibidas, as
quals retornam prontamente com o reestabelecimento de nivels
de oxigénio adequados & fixacdo de nitrogénio. Neste caso, a
proteina Fe é Inativada por modifica¢do covalente de forma
semelhante aquela que ocorre em "switch-off" por ions amdnio

(110).

1.3. MEGANISMOS DE FROTEGAO DA NITROGENASE CONTRA OXIGENIO

A sensiblilidade da nitrogenase a0 oxigénio levou 08
microorganismos flxadores de nitrogénio a desenvolverem
mecanismos de prote¢cdo. Organismos anaer6bios estritos e
anaer6bios facultativos sdo capazes de expressar 0SS genes
responsdveis pela sintese da nitrogenase apenas em condigdes

de anaerobliose (121,213). Alguns organismos protegem a
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nitrogenase da exposicgéo ao oxigénio por
compartimentallzac8o0o. A clanobactéria Apnabaena, por exemplo,
desenvolve estruturas diferencladas, o0s heterocistos, onde a
reduclo de N, @ NH: se processa em condi¢des de anaeroblose
(264). Em organismos aer6bicos obrigatérios, entretanto, um
rigido controle da tensdo de oxigénio é necessario, de forma
a fornecer um suprimento suficiente de ATP para a
nitrogenase, mas que n#do exceda os nfveis de tolerfncia ao
oxigénio. 0 melhor exemplo de adaptabilidade a variadas
concentra¢des de oxigénio ocorre em Azotobacter (46,58).
Azotobacter é capaz de fixar nitrogénio em altas tens@es de
oxigénio gragas a uma intensa atividade respiratéria e a sua
capacidade de alterar as concentracdes e as atividades de
componentes da sua cadeia respiratéria ramificada,
permitindo uma maior flexibilidade no consumo de oxigénio
(46,58,219,266). Em balxos niveis de oxigénio a respiragéo
estd perfeitamente acopluata & produc8do de ATP, mas em altos

nfvels de 0, ocorre um desacoplamento parcial da respiragao,

c
aumentando o fluxo de elétrons (266). Para que o0 mecanismo
de dissipagéo de oxigério via cadeia respiratéria seja
eficiente o malor fluxo possivel de welétrons deve ser
dirigido aos diversos ramos da cadela resplratéria
existentes na bactéria. Ramos e Robson (223) demonstraram
este fato Isolando mutantes de A. chroococcum Incapazes de
crescer utilizando NE como fonte de nitrogénio sob atmosfera
ambiente (20% 08) e utilizando sacarose como fonte de

carbono, mas que eram capazes de crescer fixando nitrogénio

ao ar na presen¢a de &clidos orgédnicos (tais como succinato,
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fumarato, malato e acetato). uUm dos mutantes fol
caracterizado como deficiente em fosfoenolpiruvato-
carboxilase (225) e um outro em citrato-sintase (224). Estes
resultados Indicam que o ciclo dos &cidos tricarboxilicos
(TCA) funcional é necessério para o proteclio respiratéria
adequada.

Azospirillum spp. e H. seropedicae possuem uma
capacidade bastante modesta de concliliar a atividade de
nitrogenase com altas tensfes de oxigénio, exigindo
condi¢8es de microaerofilia para exibirem a fixagédo
biol6gica de nitrogénio <(ver 55). Apesar de resultados
espectroscépicos sugerirem uma cadeia respiratéria

ramiflicada em A. braslilense (188,213), aparentemente este

organismo n8o é capaz de reallzar a protegdo respiratéria da
nitrogenase (191). Neste contexto, um aumento da atividade
respiratéria fol verificado por Hartmann e Burris (110) mas
a atividade 7a nitrogenase ainda era Inibida em resposta ao

aumento de oxigénio. De fato, Azospirillum e Herbaspirillum

possuem a capacidade de "procurar” regifies do meio ambiente

com concentracdes de O compativelis com a atividade da

2
nitrogenase, um fenfmeno denominado aerotaxia (7,55,187).
Alguns autores atribuem ainda & superdxido dismutase e
4 catalase uma fungdo protetora contra o oxigénio <(ver 213
para revis8o). Entretanto Hochman et al. (125) e Higuti e
Pedrosa (117) isolaram mutantes de Rhodopseudomonas
capsulata e A. brasilense, respectivamente, superprodutores

de catalase, mas que n8o eram mais tolerantes ao oxigénio do

que as estirpes selvagens correspondentes.



13

7.49. NITROGENASES ALTERNATIVAS

Em A. yinelandii e A. chroococcum além da nitrogenase

dita convencional (Mo nitrogenase) estudos recentes
demonstraram a existéncila de outros dois sistemas
alternativos de redu¢fo de nitrogénio (15,16,206,207,220). A

nitrogenase 2 (V nitrogenase) e nitrogenase 3 (Fe

nitrogenase) foram descritas em A. vinelandil, em
contraposi¢cdo a nitrogenase 1 (chamada também de nitrogenase
convencional ou Mo nitrogenase). Em A. chroococcum, por
outro lado, as evidéncias apontam para a existéncia apenas
da nitrogenase 1 e da nitrogenase 2 (148).

0 complexo da nitrogenase 2 de A. chroococcum €
constitufdo, como na nitrogenase convencional, por duas
protefnas: a protelna VFe (dinitrogenase 2), que contém
vanadio, ferro e enxofre: e a proteina Fe (dinitrogenase
redutase 2), que contém ferro e enxofre (65,66,67,235). Uma
caracteristica que distingue este tipo de nitrogenase da
convencional é sua capacidade de reduzir acetileno a etileno
e etano (49), enquanto que a nitrogenase convencional néo é
capaz de formar etano. A proteina VFe tem um peso molecular
de 210 kilodaltons contendo 2 &dtomos de vanddio, 23 4&tomos
de ferro e @20 grupos 4&cido-ladbeis de [fons sulfeto por
molécula e é muito mais sensivel & desnaturacdo por oxigénio

( sob ar de 45 segundos) que a protefina MoFe (66,67).

ty/2
Recentemente a anélise da protefna VFe por eletroforese
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PAGE-SDS mostrou que esta protelna é constitulda de trés
componentes de 14, 55 e 50 kiloDaltons, formando um hexlmero
aaﬁeéa (66). A subunidade & nédo possul similar na
nitrogenase convencional, mas as subunidades « e 3 s#fo
altamente hombélogas &s subunidades e« e {3 da protelna MoFe
(66,237). Um cofator contendo vanédio, ferro e fons sulfetos
na proporgdo 1:6:5 (Fevaco) pode ser extraldo da proteina
VFe por tratamento com N-metil formamida (252). 0 FevVaco,
supostamente similar ao FeMoco da nitrogenase 1, é capaz de
complementar bioquimicamente a nitrogenase do mutante nlfB
de K. pneumoniae conferindo, Inclusive, a capaclidade de
reduzir acetileno a etano (66,67).

A dinitrogenase redutase ou proteina Fe da v
nitrogenase é muito similar adquela da Mo nitrogenase. Esta
protefna é constitulda por um dimero Yo de peso molecular
de cerca de 62-64 klloDaltons. Cada dimero contém 4 é&tomos
de ferro e 4 grupos sulfeto dcido-labeis. Espectroscopia de
EPR indica aque, como na protefna ferro da nitrogenase
convencional, estes dtomos formam centros 4Fe-45 (64,65).

AV nitrogenase também requer Mg.ATP e um a fonte de
elétrons de baixo potencial como cofatores para a redugdo de
NE (260).

Recentemente, 0 segundo sistema de fixacdo alternativa

de nitrogénio foi identificado em A. yvinelandii e tem sido

Intensamente estudado (44,206,207). Aparentemente A.
chroococcum ndo possui esta terceira nitrogenase (148).
0 complexo ativo da nltrogenase 3, a exemplo das

anteriores, consiste de 2 componentes: a dinitrogenase 3 e a
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dinitrogenase redutase 3. A dinitrogenase 3, por sua vez, ¢
constitulda pelas subunidades o« (58 «kllodaltons) e 3 (50
kilodaltons). Estas subunidades aparentemente se agrupam em
duas configuracfies ativas: ueﬁa (216 kllodaltons) e a1ﬁe
(158 kilodaltons). A dinitrogenase 3 nfo contém quantidades
significativas de molibdénio (0,12 atm g/mol) ou vanéadio
(>0,01 atm g/mol), mas possui ferro. A configuragéo “Eﬁa
contém 24 &tomos de ferro e 18 [(ons sulfeto &clido-léabeis,
enquanto que a configuragdo a1ﬁe contém 11 &tomos de ferro e
9 fons sulfeto (44). Possivelmente uma terceira cadela
polipeptidica (subunidade &) também faga parte da
dinitrogenase 3. Neste contexto, 0o sequenciamento dos genes
estruturais da nitrogenase 3 de A. yvinelandii mostrou que
existe uma ORF entre os genes anfD (subunidade o) e anfkK
(subunidade f3) que codifica para uma cadeia polipeptidica
altamente homéloga aquela da subunidade & da nitrogenase @2
de A. chroococcum (143). A dinitrogenase redutase 3 é multo
semelhante &quela do complexo da nitrogenase 1. Esta
proteina consiste de duas subunidades idénticas de peso
molecular 32,5 kiloDaltons e contém 4 dtomos de ferro e 94

fons sulfeto por dimero de 65 kllodaltons (44).

1.5. GENETICA DA FIXAGXO DE NITROGENIO

1.5.1. Genes nif em K. pneumoniae

Em K. pneumoniae, 0 organismo meihor estudado em termos

de genética da fixac8o de nitrogénio, s8o necessérios 21
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genes para a expressfo da capacldade de fixar nitrogénio.
Estes genes estéio organizados em um grupo contfguo de 8
operons, ocupando uma extensdio de 23 kilobases (kb) do
genoma (4,50,178) (figura 1). 0 agrupamento de genes nif
esté localizado entre o operon his e o locus shiA (shikimato
permease) na segquinte ordem: his nif shiA (168). Com excegédo
dos operons niffF e de plfCJ todos os demais sdo transcritos
na mesma dire¢8o do operon his. Apenas o0s transcritos
originados do promotor niffF e do promotor de nifM séo
monocistrdnicos (38,50,208). Trés genes codificam para o0s
trés poiipeptideos que compbem o complexo da nltrogenase:
nifH determina a protefina Fe, enquanto o0s genes pnifD e nifK
sfio responséveis pelas subunidades « e /3 da proteina MoFe,
respectivamente (229). Experimentos de hibridizac8o de DNA
Interespécies e comparagéo de sequéncia de aminoécidos
mostraram aque 0S genes nify e nifp de espécies
taxunumicamente distantes sfo considerave.mente conservados,
enquanto que o0 grau de homologia entre genes nlfK de
diferentes espécies é menor (B83,174,234,238).

Outros genes s&o ainda necessdrios para que o complexo
da nitrogenase apresente atividade. Mutsntes nifM de K.
pneumoniae produzem uma dinitrogenase redutase Inativa,
sugerindo que a protefina NIfM seja Importante para o
processamento dessa enzima (229). Howard et al. (132) e Paul
e Merrick (209,210) demonstraram que somente 0s genes pnlfH e
nifM de K. pneumonige carregados por um plasmideo séo
necessérios e suficientes para a sintese de dinitrogenase

redutase ativa em Escherichia coll. Além disso, estirpes de



FIGURA 1 - ORGANIZAGXO DOS GENES nif EM K. »pneumonige: A.

yipelandll, A. chroococcum, B. meliloti e @.
laponlcum
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Os esquemas foram adaptados de Merrick et al.(178), Jacobson

et al. (138) e Kennedy (148).
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K. pneumoniae com delecBes nos genes pnlfWZ (presente no
mesmo operon que o gene nlfM) foram capazes de reduzir
acetileno e de crescer em melo sem nitrogénio fixado
(208,210). Especula-se que a fun¢do do produto do gene nifM
seria a de estabilizar a proteflna Fe ou participar em alguma
etapa de sua ativa¢do (132). Por outro lado, Jacobson et al.

(138) mostraram que estirpes de A. vinelandil com delegdes

cromosomals Anify e AnifS tinham baixissimos nfvels de
dinitrogenase redutase ativa e cerca de 1/3 de atividade de
proteina MoFe da estirpe selvagem. Roberts et al. (229) ja
haviam observado que mutantes nlfS de K. pneumonjiae
apresentavam apenas tragos de atividade de dinitrogenase
redutase. Estes resultados s8o0o aparentemente conflitantes
com aqueles obtidos por Paul e Merrick (208,210). Jacobson
et gl. (138) especularam que alguma proteina ¢e E. coll
pudesse substitulr os produtos dos genes pnifUS e, além
disso, argumentam que a atividade de dinitrogcnase redutase
obtida por Paul e Merrick (210) foi menor gque a esperada
para a dose de gene usada.

Uma espécie Inativa da dinitrogenase redutase contendo
apenas 2 atomos de ferro pode ser obtida pelo trateamento com
0 quelante e ‘~bipiridil e Mg,ATP. Esta espécie é reativada
pelo tratamento com wuma sulfotransferase de mamifero na
presen¢a de tiossulfato, citrato de ferro e lipoato reduzido
(202). 0 nlcleo inicial de ferro, apesar de Inativo, é
necessdrio para a reativagéo. Os autores sugeriram que 0
produto de nifM possa agir como uma sulfotransferase

nif-especifica na ativac3o da dinitrogenase redutase (202).
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Mutantes pnifB, nifE e nifN de K.ppeumoniae sdo
complementados "In vitro™ pelo FeMoco, indicando que estes
genes estdo envolvidos na blossintese deste cofator (228). A
sequéncia de aminodcldos dos genes nifEN de K. ppeumoniae
(4), A. yinelandii (22) e BR. meljiloti (1) deduzida a partir
de sequéncia de DNA reveiou-se hombéloga &quela dos genes
nifDK. O0s autores sugerem que as protefnas NIfE e NIfN
formariam um complexo no qual o FeMoco ficaria ancorado
durante sua sintese e/ou para sua transferéncia para a
apo-dinitrogenase (1,22). De fato as protefnas NIfE e NifN
de K. ppneumoniae s&éo co-purificadas na forma de um complexo
sensfvel ao ar e <com peso molecular aproximado de 210
kiloDaltons, provaveimente um tetrdmero de composic¢éo o fi,
(242). A anélise das sequéncias de aminoédclidos da protelna
NIfB de diversos organismos revelou um grupo de resfduos de
cistelna (cys-x cys) altamente conservado

—“CYS—X,-CysS—X

3 2 5
(35,191). Este agrupamento de resfduos de clstelna é
bastante semelhante équeles que aparecem em protefnas que
ligam grupos ferro-enxofre tais como ferredoxinas (35). Esta

caracteristica e sua alta sensibilidade ao oxic&nio sugerem

que a protefna NIfB participe de reacgbes redox durante @&

sintese do FeMoco (242).

Mutantes nify de K. pneumonigae s&o capazes de reduzir
acetileno a etileno mas Incapazes de reduzir N, a NHy (115),
indicando o envolvimento do produto de nifV com a sintese do
sftio ativo da nitrogenase. Posteriormente, se verificou que
o produto de nifV era necessério para a sintese de um fator

de baixo peso molecular que s8e acumulava em culturas
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selvagens desreprimidas para nitrogenase, mas néo em
culturas dos mutantes nifV. Este fator foi identificado como
homocltrato e, portanto, o produto de nifV foi sugerido como
sendo & enzima homocitrato sintase (130,131). Resultados
recentes indicam que o homoclitrato é incorporado ao FeMoco,
conferindo-lhe caracter(sticas de especificidade (129,242).
0 produto de gene nifQ também estéd envolvido na Dblossintese
do FeMoco, possivelmente na captura e transporte de
molibdénio (136). Mutantes njfQ de K. ppneumoniae e de A.

vinelandii apresentam fendtlpo le_, que pode ser corrigido

com um excesso de molibdénlio no meio de cultura (136,141).
Compara¢8o das sequéncias de aminodcidos das proteinas NIfQ
destes organismos revelou um grupo de resfduos de clstelnas
na porgdo C-terminal, sugerindo novamente um sitio de
ligag8o de metal (141).

Além desses genes, 0s produtos dos genes pnifH, nifu,
nifs, nifW, nifz e nifM (83,84,138,228,230,231) parecem
estar envolvidos na maturac8o da protefna MoFe. Vérios

mutantes nifH de K. pneumoniae e A. yinelandili sdo

Incapazes de sintetizar o FeMoco (83,84,229,230,231),
indicando que o produto do gene nifH é, de alguma forma,
importante durante a sintese deste cofator. Entretanto €
interessante notar que a fun¢do da protefna NifH na sintese
do FeMoco é iIndependente da sua atividade de dinitrogenase
redutase uma vez que: al)mutantes nifM s8o incapazes de
produzir dinitrogenase redutase ativa, mas s8o0 capazes de
sintetizar FeMoco (229): b)mutantes de K. pneumonjiae e A.

yinelandil com delegdo parcial do gene nlfH, produz uma
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dinitrogenase redutase Incapaz de transferir elétrons mas
alnda sintetiza o FeMoco (83,84,231,253). e <c)dinitrogenase
redutase ADP-ribosillilada é eficiente na sintese de FeMoco
(135,2492). Especula-se que protefna NIfH possa atuar como
uma fonte de baixo potencial redutor doando elétrons para a
formag8o de um Intermedidrio do FeMoco (84,242,253).

0 requerimento dos produtos dos genes njfE, nifN, nifhH,

nifH e nify para a blossintese do FeMoco é corroborado pelo
fato de que a sua sintese "In vitro" requer molibdato, ATP,
as protelnas NIfB, NIfE, NIfN, dinitrogenase redutase e
ainda homocitrato (135,242).

A fun¢g8o dos genes pnifu, nifS, nifw, nifz e nifM na

blossintese do FeMoco ainda ndo esta completamente
estabelecida. Mutantes An|flUS de A. yvinelsndi{ possuem cerca
de 8% da atividade de dinitrogenase, enguanto mutantes Anifl
ou AnifS apresentam cerca de 25-30% de atividade da
dinitrogenase (138). Roberts gt al. (228) descreveram

mutantes nifS de K. pneumoniae com atividade de

dinitrogenase sensiveimente diminuilda, mostrando que as
protefnas NIfS e NifU s8io importantes pera a sintese de uma
proteina MoFe ativa. A protefnas NIfS e NIfU provavelimente
atuem indiretamente na sintese do FeMoco uma vez que ambas
s8o Importantes para a ativacdo ou estabilizacédo da
dinitrogenase redutase (138). Assim a incapacidade de
sintese de uma proteina MoFe ativa poderia ser devido ao
acimulo de dinitrogenase redutase Inativa, 0 que é
corroborado inclusive pelo efeito cumuiativo da dupla

delec8o AnlfUS em K. pneumoniae ¢ A. yvinelandll (138,229).
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Mutantes AplfM, AplfZ ou ApnlfW de A. vinelandi] apresentaram

atividade de protelna MoFe diminuldas (cerca de 30-50% da
atividade da estirpe selvagem) enquanto que o mutante ApjfZM
possul atividade de protelna MoFe Insigniflicante (138).

0 produto de niffF ¢é wuma flavodoxina que transporta
elétrons do produto do gene nifJ, uma piruvato:fiavodoxina
6xido redutase, para a dinitrogenase redutase

(122,194,229,2493), de acordo com o seguinte esquema (38):

hcetil CoA Flmmdmdm% Dinitrogenass Dinftrogonace Red N, + 8
(NifF) Redutase Ox (iNifOK)
(WitH)
PiruvatoTiavodoxina
oxido-redutass
(Nitd)
Piruveto + Coh /\ Flavodoxna Ox inftrogenass Dinftrogenase NHy + Hy
(h‘ifr— ) Rudatase Red (NITDK)

{Nifi)

As fun¢cBes dos produtos dos genes nifC, nifl, nifY e

nifX ainda s§o desconhecidas, embora as protelnas NIfY e
NIfX compartiihem de um considerével grau de homologia e
especula-se que ambas possam ter funcbes semelhantes em
relacéo aos produtos dos genes n1fpK e ni{iEN,
respectivamente (i178). Entretanto, recentemente foli
reportado que o produto do gene nifX atua como um repressor
de transcric8o de genes nif (100). O produto dos genes pnfifl
e nifA atuam como repressor e ativador, respectivamente, da

express8o dos demals operons pnif (26,123,181).
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1.5.2. Genes nif em Bhizobivm e Bradyrhizobium

Genes nlf tém sido Identificados em RBhizoblum e
Bradyrhizobium por homologia com genes nif de K. pneumoniae
e também por comparacdo de sequéncias de genes contiguos a
genes onif (flgura 1). O0s genes essenclais & fixacéo
simblética e que n8o possuem andlogos em K. ppeumoniae séo
denominados genes fix.

A localizacdo dos genes nif em RBhizobium € muito
variada. Em Rhlzobium de <crescimento répido como B.
meliloti, RB. legquminosarum bv. ophaseoli, bv. yiceae e
trifelli, os genes pif ocorrem em megaplasmideos (164),

denominados plasmideos simbifticos (pSym). Jé em

Bredvrhizobium Japonicum, esses mesmos genes s&o de orligem

cromosomal (164).

Em B. mellloti, a espécie de Rhizoblum melhor estudada
em termos da genética da fixac8o de nitrogénio, 7 genes nif
Jé& foram identificados (164). 0Os gencs nifHDK, a exemplo do
que ocorre em K. pneumonige, formam um Gnico operon. O gene
nifE, locallzado ap6s o gene pnifkK, ¢é transcrito na mesma
direc8o e n&o faz parte do mesmo operon que o0 9ene nlfN,
situag8c em que diferem os genomas de R. melilcti e de K.

pneumoniee. 0 gene pnifN, por sua vez, foi localizado nas

proximidades de um grupo de genes nod, a cerca de 30 kb do

operon nifHDK (164). Precedendo o operon nifHDK e transcrito

em direcéo oposta, estdo os operons fixARCX, nifh e nifRfIxY

(36,68,155). O0s genes nlf Identificados até agora sé&o

conslideravelmente hom6logos &aqueles de K. pneumonize e,

supostamente, tém a mesma fung8o. ComparacBes das sequéncias
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de aminoédclidos deduzidas a partir das ORF fixX e fixY indica
que estes genes codificam para protelnas semelhantes a
ferredoxinas e, portanto, podem estar envolvidas no
transporte de elétrons para a nltrogenase (68,155). O
produto do gene fixY é essenclal para fixacdo de nitrogénio
em simblose (155). Apesar de n8o ter sido encontrada
homologla das protefnas FixA, FiIxB e FIixC com ferredoxinas,
especula-se que suas fun¢8es também estejam relacionadas com
0 transporte de eiétrons (68). Recentemente fol
identificado, em RBR. meliloti, um novo grupo de genes
relacionados com a fixacdo de nitrogénio: os genes fixGHIS,
organizados em um Unico operon. Comparagles de sequéncias de
aminodcidos sugerem que as protefnas codificadas por estes
genes est8o |lgadas & membrana, formando um complexo que
acopla reagdes de 6xido-redu¢c8o com o transporte de f[ons
(169).

A orgarizac8o dos genes da fixagldo de nitrogénio em R.
lequminosarum bv. yiceae é semelhante aquela de B. meliloti.
0s operons nifHDKE, nifA, nifB e fixABCX s&o conservados
nessas duas espécies (164). Entretanto, o gene fixW fol
localizado em R. lequminosarum bv. yiceae precedendo 0
operon fixABCX e transcrito na mesma direc8o0. Ainda ndo se
identicou gene homélogo em R. meliloti (128).

Em B. laponicum, os genes estruturals da nitrogenase
est8o dispostos em dois operons, nifDK e nifH, separados
entre si por 17 kb. Logo ap6és o operon nifDK estdo
locallzados 0s genes nlfEN, aparentemente transcritos na

mesma direc8o (68). Entre os genes pnifN e nifH encontram-se
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alnda mals dois operons: nifS e nifBfrxA. A protelna
codificada pelo gene frxA é semelhante & ferredoxina | de R.
palustris e parece estar envolvida no  transporte de
elétrons, mas n8io € essenclal para a fixac8io de nitrogénio
em vida livre (70). Cerca de 2 kb ap6és o operon nifH, fol
identificado o operon fixBCX (70,103). Todos estes trés
Gltimos genes s#o essencials para fixac8o de nitrogénio em

B. laponicum (70,103).

Em um segundo agrupamento de genes nif/fix do cromosoma
de B. Japonicum foram Identificados, nas proximidades de
genes nod, os operons fixRnifA e fixA (148,258). A fungéo do
gene fixR ailnda ndo fol definida e o produto de fixA ¢é
essencial para a fixa¢c8o de nitrogénio simbibético e em vida
livre em B. Japonicum (103,258).

Nos g&neros Rhizobium, Bradvrhizobium e Azorhizobium,
além dos genes‘relacionados diretamente com a capacidade de
fixar nitrogénio, oco.rem alnda genes responsévels pelos
fendmenos de nodulaclBo e quimiotaxia e pela especificidade
de falxa hospedeira. Estes genes s8§o denominados nod

(nodulac8o) e hsn ("hnst-specific nodulation™).

1.5.3. Genes pnif em Azotobacter
1.5.3.1. Genética da nitrogenase convencional

A andlise genética dos genes pnif em A. yinelandii e A.
chroococcum mostra que sua organiza¢c8o é semelhante &aquela
de K. pneumoniae (flgura 1). Os grupos de genes nlifHDKTY,
nlfENX, nifusy, nifWZM e nifF s&o conservados, apesar de né#o

estarem t8o intimamente agrupados como 0s de K. pneumoniae
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(74,138,148,149,150,178). 0 grupo nifABO também é conservado
mas estéd separado por cerca de 20 kb do agrupamento
principal (141). Contudo cerca de 15 novas ORF‘s, que n#do
possuem homélogos em K. pneumoniae, ocorrem inter e
intra-operons pif de Azotobacter vinelandil €138,1491). Ainda
n§o se conhece a fung8o destes possiveis novos genes nlf,
embora evidéncias estruturais iIndiquem que a expresséo
destes genes seja controlada por promotores nif especifico
(promotor -249/-12) e que possuem sfitio de Iligac8o0 para a
protefina NifA (13B). Por outro lado Jacobson et al. (138)
demonstraram que as ORF‘'s 5, 6, 7, 8 e 8 n8o sdo essencials
para o crescimento diazotréfico de A. ylnelandil. Reglifes
homélogas & ORFB foram identificadas em R. capsulatus,
Bradyrhizobium japonicum e Anabaena. Homologla com a ORF8
também fol encontrada em B. capsulatus (138).

Nenhum gene hom6logo ao gene nifJ de K. pneumoniae foi
encontrado em Azo*obacter. Por outro lado experimentos de
hibridlza¢g8o mostraram que existe um agrupamento de genes
homélogos aos genes fIxABC de Rhizobium (74,103). A fungédo
destes genes em Rhizobium é desconhecida, mas especula-se
que possam estar envolvidos no transporte de elétrons para a

nitrogenase (68,74,103).

1.5.3.2. Genética das nitrogenases alternativas

0s genes que codificam para a nitrogenase 2, a vanadio
nitrogenase, s&éo denominados ynf, enquanto que os genes da
nitrogenase 3, a ferro nltrogenase, s&o denominados anf.

Multos destes genes também foram clonados e sequenciados. 0Os
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genes estruturals da nitrogenase 2 sfo ynfH, codifica para
subunidade » da dinitrogenase redutase 2, e 0s genes ynfD e
¥ynfK, cofidicam para as subunidades o« e 3 da protelna VFe.
Ao contrério daqueles da nitrogenase 1, estes genes néo
estdo locallzados em um dnico operon, mas em dols operons,
ynfH e ypfDGK, separados entre si por cerca de 2,5 kb
(178,235,236,237). Além disso, no mesmo operon de ynfH fol
encontrada uma ORF que codifica para um ferredoxina (235).
Entre os genes ynfD e ynfK estd localizado o gene ynfG que
codifica para a subunidade & da proteina VFe (236,237). O0s
genes ynfEN, homéliogos aos genes nlfEN, também  foram
identificados e provaveimente estdo envolvidos na maturacéo
da protefna VFe (178). Por outro lado, dados fislolbgicos e
genéticos indicam que existe apenas uma clpia dos genes nlfM
(relaclonado & maturacdo da dinitrogenase redutase), nlfB

(relaclonado & matura¢do de dinitrogenase) em A. yinelandli

e A. chrocoocsum €(74,141,148). Estes resultados sugerem que
08 produtos destes genes participam de um etapa de maturag¢édo
da nitrogenase que €& comum para a nitrogenase 1 e

nitrogenase 2 de A. chroococcum e A. vineland{] e,

provavelmente, também para a nitrogenase 3 de A. vinelandil

(74,141,149). Estudos recentes Indicam ainda que existe

apenas uma c6pia dos genes nlfUSY em Azotobacter vinelandil,

e que estfo relacionados com as trés nitrogenases (263).
0s genes estruturais da nitrogenase 3 de A. yinelandil

estlo organizados em um Unico operon (anfHDGK) (143).

Dois genes homélogos ao gene nifA, (vnfA e anfA), foram

recentemente identificados e sequenciados em A. vipelandii,
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0s quals aparentemente est8o relacionados com a ativa¢8o da
trancri¢8o dos genes das nitrogenases € € 3, respectivamente

(142).

1.5.4. Genes pnif em Azogpirilium

Quiviger et al. (222) observaram homologla entre DNA de
A. brasjilense e de A. lipoferum e os genes nifHDK de K.
pneymoniae. Um fragmento Eco RI de 6,7 kb contendo 08 genes
nifHDK de A. brasilense fol entéo clonado. Este fragmento ¢é
capaz de hibridizar com os genes nifHDK de K. pneumonjae e
de complementar um mutante npnifHDK de A. brasilense
(140,180,222).

0 mapeamento do fragmento contendo o0s genes plfHDK de
A. brasllense por inser¢do com o transposcn TnS mostrou que
estes genes s&o transcritos como um Unico operon com Infcio
de transcricldo em pnifH (216). Fragmentos de DNA contliguos
aos genes nlfHDK de A. bragilense foram clonados,
compreendendo uma regido de cerca de 30 kb (71,85). Neste
fragmento o mapeamento por Tng mostrou a existéncia de
quatro novas reglilies nif: a) regi&o Il, <contendo um gene
hombélogo ac gene niff de K. pneumoniae e de A. caullinodans:
b) regifo 111, onde mutantes insercionais tém fendétipo NIiF
em melo semi-s6liido, mas ainda possuem atividade de
nitrogenase em meio lfquido suplementado com glutamato: ¢c)
regido IV, que apresenta homologia aos genes nifUS de K.
pneumoniae, mas n§o aos genes nifv e nifM: e d) regifo V,
que apresenta homologla aos genes fIixXxABC. Além destas

regides Gallimand et gl. (95) detectaram homologia entre DNA
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de A. brasilense e o gene plfl de B. japonicum. Este gene,
porém, n8o faz parte de <cluster nif principal. 0s dados
disponfveis a respelto da organlizacdo dos genes nif em A.
bresilense 1Iindicam uma semelhanca com aquela de K.
pneumoniae e, oprincipaimente, de A. yinelandii e A.
chroococcum. Os genes pnlif Identificados até agora estéo
agrupados de forma similar aos de Kiepslella e Azotobacter,
mas, a exemplo de Azotobacter, tals genes estéo separados
por trechos de DNA relativamente longos. Ainda como
Azotobacter o gene nifB e possivelmente o gene nlfA, néo
estdo locallzados no cluster principai, enquanto o0S genes
fixABC estdo. Por outro lado, Singh et al. (248) liIsolaram 3
mutantes Nif por inserg8o com Tn5, e apbs <clonagem e
caracteriza¢do destas regifes verificaram que n8o faziam
parte do agrupamento principal e eram diferente entre si.

Nenhuma destas regifies hibridizou com os genes nifHDK de A.

bres)'epse ou com os genes nifQ, nifAB, ntrC ou gind de K.
pneumoniae. Um desses mutantes fol caracterizado como nifa
com base em complementacdo com o plasmideo pCK3 (ﬂiiAc).
Este=s autores sugeriram que existem pelo menos 4 diferentesr
reglfics do genoma de A. brasilense que contém genes nif.
Fahsold et @!. (75) relataram a clonagem dos genes nifHDK de
duas estirpes de A. lipoferum e determinaram que sua
estrutura era semelhante &quela descrita para A. brasilense.
0s genes draG e dral de A. lipoferum também foram clonados e
mapeados precedendo os genes nifHDK. Na regi&o entre pnifHDK
e draGT fol identificada uma regl8o homéloga ao gene nifJ de

K. pneumoniae (82).
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1.6. REGULAGXO DA FIXAGAO DE NITROGENIO

1.6.1. Regulac8o da fixacdo de nitrogénio em K. pneumoniae

0 complexo da nitrogenase s6 é sintetizado em K.
pneumonige em condigfes de anaeroblose e em concentracdes
limitantes de nitrogénio. A repressfio da sintese do complexo
ocorre quando a bactéria € crescida na presen¢ca de amdnia
(262) ou na presenca de oxigénlo (62,118,118).

Strelcher et al. (256) Isolaram mutantes de K.
pneumonigae com niveis constitutivos de glutamina sintetase
(GS) e que expressavam nitrogenase, mesmo na presenca de
altos nfvels de ambnia. Os mesmos autores também isolaram
mutantes auxotrofos para glutamina que eram Incapazes de
desreprimir a nitrogenase. Além disso, varios mutantes
‘ncapazes de sintetizar GS apresentsvam efelto pleiotidpico
na utilizagc8o de compostos nitrogenados em condig¢Oes de
limitac8o de nitrogé&nio, o que levou a hipbtese de que @&
repress&o por amdnia serla medliada pela GS (170,171). £Esta
iinha de evidéncias apolava a idéia de que a GS seria um
ativador da sintese da nitrogenase. Contudo, a descoberta de
um seagundo gene, ntrC (ginG), ligado a ulnhA, gene estrutural
da glutamina sintetase, em E. coli (204), em Saimonella
typhimurium (159) e em K. pneumonliae (72,162) levou ao

abandono desta hipétese. Mutantes ntrC n&o s&o auxotrofos

para glutamina, tém balxo nivel de GS, cuja sintese n8o ¢

regulada por NH;, mas exibem um efeito pleiotrépico sobre a
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utiltizac8o de outras fontes de nitrogénio (72,162). Este
efelto, observado anteriormente para alguns mutantes 4inA,
pbde entéio ser explicado como um efelto polar da mutaclo em
alpA sobre o gene ptrC (72,162).

Posteriormente ficou claro que o operon ainAntrBC
(qlnAlLG) controlava a sintese da glutamina sintetase e o
metabol ismo geral de nitrogénio, incluindo a fixac8o de
nitrogénio (73,176). 0 produto do gene ntrC pode agir tanto
como ativador quanto como repressor, dependendo da
disponibilidade de nitrogénio e da sequéncia do promotor com
qual Interage (51,114,195,203) e sua atividade ¢€é modulada
pelo produto do gene ntrB (185).

Estudos posteriores mostraram que a fixacdo de
nitrogénio em K. pnpeumoniae ¢€é regulada em dois nfveis
(figura 2): a) pelo sistema de regulag8o geral de nitrogénio
(pntr): e b) pelo sistema de regulac8o nif especifico,
me-lado pelos produtos dos genes npnifA (ativador) e gn!fl
(repressor) (59,176,199). Sob <condi¢Bes n&o repressivas
(baixas concentracdes de NH;), a protelna NtrC ativa a
transcri¢cdo do operon nifLA, mas n8o dos outros operons nif
(559,176,199). Entretanto, Buck (27) verificou baixos nfvels
de ativagdo do promotor pifH de K. pneumoniae por NtrC. A
protefna NifA, por sua vez, €é o ativador especifico da

transcri¢g8§o de todos os operons nlf (Cinclusive niflLA)
(26,59,199). Esta protelna é capaz ainda de substituir o
produto do gene pntrC na ativac8o de alguns operons
relaclionados com o metabolismo de nitrogénio como 08 genes

de utiliza¢c8o0 de histidina (hutUH), arginina e de prolina,
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FIGURA 2 - MODELO PROPOSTO PARA O CONTROLE DO REGULON nif EM
K. ppeumoniae
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quando expresso constitutivamente em plasmideo de alto
nimero de c6pias (176). As proteinas NIfA e NtrC exercem
suas funcbBes ativadoras Interagindo com sequéncias de ODNA
que precedem o Infcio de transcri¢do em cerca de 100 pb
(32,51,226,227). Estas sequéncias s8o conhecldas como sftios
de llgac8o especificos para NITA ou UAS ("upstream
activating sequence”) e sitio de llgacéo para NtrC
(32,52,226,227). As protelnas NifA e NtrC requerem ainda uma
classe especlal de promotores. As estruturas destes
promotores, e 0s sitios de lIigac8o das protefnas atlivadoras
bem como o provével mecanismo de ativa¢c8o serdo descritos
com detalhes oportunamente.

A sintese da nitrogenase ¢€é inibida por eambnia e/ou
oxigénio. A repressfio da sintese da nitrogenase por nlvels
Intermediérios de ambnia (cerca de 4 mM) ou pela presenga de
oxigénio envoive o produto de nifl (85,123,181), enquanto
que a repress8o por altos niveis de ambnia (> 10 mM) ¢
mediada pelo sistema pntr (38). Dados sobre as velocidades ue
transcri¢lo e de tradug8o de genes nlf Indlicam que o slitio
de controle da sintese da nitrogenase é transcricional e né&o

traducional (38).

1.6.1.1. 0s promotores nif

0s promotores ativados pelas proteflnas NIfA e NtrC nélo
exibem a tipica sequéncla de consenso geraimente encontrada
em promotores de enterobacteriéceas: TTGAGA..N,._.o..TATAAT,
locallzado nas proximidades das posigles -35 e -10 em

relac%o & origem de transcricdo. Por outro iado, sequéncias
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altamente conservadas foram encontradas em promotores

ativados pelos produtos dos genes nifA e ntrC:

CT66...N,...TTGCA nas posic8es -27 e -16 (13,38,58,198).

8
0s nucleotfideos GG e GC, localizados nas posicles

-25/-24 e -13/-12 respectivamente, 8&o0 caracteristicas

invaridvels destes promotores e aparentemente sfo essenclals

& sua atividade (52,1049). Por este motivo estes promotores

s8o chamados também de promotores -249/-12 em contraposi¢éo
aos promotores candnicos -35/-10 de E. colj (258).

0s promotores -24/-12 s#o reconhecldos pela  RNA

549

polimerase ligada a um fator sigma especial, o fator o

codificado pelo gene rpoN {(ntrA, 4ainfF). O <complexo RNA-

54

polimerase/o sempre requer um ativador (por exemplo NifA

ou NtrC) para Iniciar a transcric8éo a partir de promotores
-12/-249 (52).

0 produto do gene rpoN foi Iniclalmente Identificado
como um efetor positivo, ao lado de NifA . NtrC, para a
express&o de genes nif e ntr (59,176,189). Estes estudos

demonstravam que a ativac8o de transcri¢éo de genes nif em

K. pneumoniae e E. coll pelas proteinas NifA e NtrC tinham
um requerimento absoluto pelo produto do gene rpoN (176).
Por outro lado promotores nif n8o séo ativados em estirpes
ntra*nifa"ntrc” (176). Em K. pneumoniae o gene rpoN ndo esté
llgado a ntrBC, é expresso constitutivamente e independe da
disponibilidade de nitrogénio (182). A proteina RpoN de K.

70) pela

pneumontiae e E. coll compete com RpoD (fator o
RNA-polimerase (124,134,18¢2). Estes resultados sugeriram que

o gene rpoN codifica para um fator sigma especial da
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RNA-polimerase que reconhece especificamente o8 promotores
-24/-12. A sequéncia de amino&clidos de RpoN de K. pneumoniae
e de A. ylinelandil, deduzida da sequéncia de nucleotideos,
mostra que a protefna RpoN guarda pouca homologia em relacglo
a sequéncia de aminoédclidos de outras subunidades sigma,
apesar de possuir 2 estruturas em hélice-volta—hélice,
caracter{stica de protefnas que se Ilgam ao DNA (173,180).

€ interessante notar que, ao contrério de outras
subunidades sigma wutlilzadas para transcricdo de genes
especfficos, RpoN (054) é necessdrio para a transcrigdo de
genes de diferentes funcdes fisliolbégicas. Alguns exempios
destes genes s#o: a)genes do metabolismo de nitrogénio e
aminodcidos: b)genes que codificam para o0 ‘transporte de
4cidos dicarboxflico em Rhizoblum: c)genes que codificam
para enzimas do metabolismo de tolueno e xileno em
Pseudomonas: d)genes envolvidos no metabolismo anaerébio em
E. coll (para revis8o ver 160).

A anélise de mutacfies dos promotores -249/-12 demonstra
que existe uma estrutura minima, estritamente conservada,
essenclal para a atividade deste tipo de promotor. Buck (27)
mostrou que a diminui¢céo de um ou mals nucleotideos entre
-249 e -13 desensibliliiza o promotor do operon nifHDK de K.
pneumoniae para ativagdo pelas proteinas NtrC e NifA.
Mutac8es isoladas em cada um destas quatro posicles em
promotor niflA de K. pneumonise Impediram sua ativac8o por
NIifA ou NtrC (31,152). No promotor nifH de K. pneumonjae a
transi¢8o G—A nas posi¢les -24 e —13 Iimpediu a ativacdo

por NifA ou NtrGC (31,200). Entretanto a transi¢8o GC—T na
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posi¢cdo -12 teve um efelto |Inesperado quando Impediu a
ativac8o por NtrC mas n&o por NifA (31). A mesma mutac8o no
promotor nifl Impede a ativaclo por NIfA e por NtrC (31).
Este Gitimo resultado sugere que 0o sftio de Iigac8o para
NifA (UAS), presente no promotor pnifH, mas ausente no
promotor pnifl, garanta a ativagléo por NifA (52,187).
Portanto, a substitul¢8o de um nucleotideo em -25/-29 e
-13/-12 nos promotores nifl e nifH de K. pneumoniae confirma
a8 Importéncia dos nucleotideos GG e GGC naquelas posigles
(27,31,152,200).

Além disto, transi¢les C—>T nas posi¢les -15 a -17 do
promotor pnifH de XK. pneumoniae, produzindo um promotor com a
sequéncia CTGGTATGTTTTTTGCA, aumentaram o nivel de ativacélo
por NtrC (200) e permitiram a ativac8o por NIifA mesmo na
auséncla de UAS (28). 0 promotor nifH de Bhizobium melilot]
(5‘'-CTGGCAGGACTTTTGCA-3‘) também exibe este fenbtipo (28).
Aparentemcnte, aquele promotor nifH mutante de K.
pneumoniae, assim como o promotor nifH de R. meliloti,
possuem uma malor afinidade pelo compliexo RNAponerase—o54
que o promotor nifH selvagem de K. pneumoniae, levando &
formag8o de um complexo fechado mails forte. A |lgac8o das
protefnas ativadoras NifA ou NtrC aos respectivos sftios de
ligag8o permitiria um aumento da concentrac8o do ativador na
regi8§o do promotor e <consequentemente aumentaria a sua
eficiéncla (28). Assim, a formag8o de um complexo fechado
estédvel facilitaria a ativac8o do promotor pelas protefinas

NIifA e NtrC n8o ligadas & UAS (28,187).

A sequéncla de bases especlifica de cada promotor
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-12/-24, a presen¢e de UAS e sua sequéncia s8o fatores que

aparentemente permitem um controle fino da expressfo génica.

1.6.1.2. NIfA: uma protelna capaz de interagir com DNA

0 gene nifA de K. pneumoniae, bem como o0 de véarios
outros organismos, fol <clonado e sequenclado. Estudos
comparativos das sequéncias de aminodcidos das protelnas
NIfA de K. pneumoniae e B. meliloti levou Drummond et al.
(60) a definir 4 dominios estruturais: dominios A, C, D e E.
Na por¢&o N-terminal estdo os dominios A e GC. Nestes
dominios o grau de homologia decresce consideraveimente
quando se aumenta o numero de proteinas NIfA comparadas
(88). As funcbes espec(ficas destes dominios ainda ndo foram
identificadas, mas Drummond et al. (60) aventaram a hipétese
de Interac8io da regl8o N-terminal com uma protelna
controladora da atividade da protelna NIfA. Em K. ppneumoniae
esta proteina seria NifL. Um alto grau de homologlia tem sido
encontrado no dominio D ou dominio central das protelnas
NIfA de diferentes espéclies. Neste dominio encontram—-se &
por¢des altamente hombélogas & sequéncia de proteinas que
Ilgam ATP (80,%82). Drummond et al. (60) sugeriram que @&
regli&o do dominio D seja Importante para a Interag8o com
RpoN e/ou RNApolimerase. Finalmente, o dominio E apresenta
uma estrutura ahélice-volta-ahélice (H-V-H) altamente
conservada, que € caracteristica de protelnas que se |lgam
diretamente a sequéncias especl/ficas do DNA ( 60).

A presenga da estrutura H-V-H sugere que a protelna

NIfA liga-se ao DNA para exercer sua fungdo fislolbgica. De
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fato, Buck et al. (32) observaram que delecles entre -184 e
-72 do promotor pifH de K. ppneumoniae graduaimente reduziam
sua sensibillidade & ativaclio pela protelna NIfA. A anéiise
dessa regi8o mostrou & existéncia de wuma sequéncia de
consenso nos promotores nif de K.pneumoniae, exceto niflA,
de Bhizobilum e de Azotobacter:
G/A...N7...TGT...N4...T...NS...ACA, presente entre -150 e
-100, em relaclo a origem de transcri¢do dos genes nif
analisados (32). A remo¢lo desta sequénclia do promotor nifH
de K. pneumonjae levou a uma dréstica diminul¢8o da ativacéo
pela protefna NIfA (<5%). Entretanto, a mesma delecgdo
praticamente n8o afetou a ativa¢8o por NtrC (80%) (32). Além
disso, esta sequéncia pode exercer seu efelto quando
locallzada até 2 kb acima do infclio de transcrig8o, sendo
sua atividade méxima para o promotor do gene nifH K.
pneumopiae quando localizada na posig¢8o -136 (32). Estes
resultados ‘evaram & hipf6tese de que a protefna NifA se
ligava especificamente adquela sequéncia e que fol, portanto,
denominada de sftio de ligac8o para NIfA ou UAS ("upstream
activating sequence™).

A proteina NIfA apresenta alta homologia com a proteina
NtrC nos dominios D e E, sugerindo que as fungles
hipotéticas destes dominios, Isto é, interac8o com o
aparelho de transcriglo e sftio de Iligac8o ao DNA, sejam
comuns a ambas proteinas (60).

A anélise de mutacdes iIntroduzidas na UAS mostrou sua
importédncia para a ativaclo do promotor nifH de K.

ppeumoniae. Quando a estrutura TGT-ACA sofria as
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substitul¢cfes 6—T ou C—>A a protelna NifA fol Incapaz de
ativar o promotor nifH. Modificacbes nos nucleotideos que
rodelam este motivo estrutural, bem como altera¢Bes no
espagamento entre TGT e ACA levaram a uma reducéo
significativa da ativaco do promotor nifH por NifA
(30,188). Experimentos de metilac8o com dimetilsulfato (DMS)
"in vivo" mostraram que a protefna NifA protegla a UAS do
promotor pnifH nas posi¢&o -136 da fita codificadora, e nas
posigles -123, -126 e —-127 na fita n8io codificadora (186),
indicando claramente que a proteina NIfA interage
intimamente com a UAS. A protecBo destas bases por NifA
independe da presenca de RpoN (186).

Outros estudos mostraram que a porg¢&o GC-terminal da
protefna NifA isoladamente ¢é capaz de proteger a UAS,
produzindo o mesmo padrfio de metilacdo que a protelina NIfA
compieta (188). GCinco mutantes da protelna NIfA, cuja
estrutura H-V-i¥ tem um aminodcldo substituldo, foram
Incapazes de ativar a transcri¢8o do promotor nifH e de
proteger a UAS da metilac8o por DMS ( 188). Da mesma forma
protefinas NtrC mutantes que sofreram substituig8es no sitio
de ligac80 de DNA, capazes de distorcerem a estrutura H-V-H,
s80 Ineficientes na ativaclo do promotor pnlifl de K.
pneumoniae (43). Estes dados apoiam a hipbétese inicial de
que a estrutura H-V-H seja efetivamente o sitio de |igacélo
de DNA da proteina NIfA e da protefna NtrC (B60).

A constataglo de que a proteina NIfA liga-se
especificamente a uma sequénclia de DNA localizada acima do

promotor -12/-24, allada a necessidade do posiclionamento da
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UAS & face correta do DNA (28), levou os autores a sugerirem
que a ativac8o do promotor ocorre via a formag8o de uma

al¢a, facilitando o contato entre a protelna ativadora e o0

complexo RNA-pollmerase/a54 (28).

1.6.1.3. 0 papel do sistema aAlr

A protefina NtrC também interage com uma sequéncia
especifica de nucleotldeos, GCACY-N-~TGGCA, e que esté
locallzada, a exemplo da UAS, cerca 100 acima ao promotor
-24/-12 (52). A interac8o da protefna NtrC com esta
sequéncia permite a ativaglo dos promotores -24/-1¢
(52,227). Entretanto, promotores -24/-12 de alta afinidade
pelo complexo RNA-pollmerase/asq, como o promotor nifH de B.
meliloti, s8o ativados pela protefna NtrC na auséncla de
sftlos de Ilgac8o (42,200,28).

A sintese e a atividade da protefna NtrC é regulada por
um mecanismo complexo. O gene ntrC faz parte do operon
qinAntrBC de K. pneumoniae que estéd sujeito a wum intricado
autocontrole transcriclonal. Trés promotores foram
ldentificados nesse operon em K. pneumoniae (51): a) um
promotor candnico -35/-10 de Enterobacteriaceae locallzado
acima do gene ginA, reprimivel por NtrC. b) wum promotor
-24/-12 ativado por NtrC, localizado entre o gene ainA e o
primeiro promotor; e c¢c) um promotor canbnico acima do gene

ntrB, também reprimivel por NtrC.
A regulag8o da atividade da protelna NtrC segue um

modelo tipo cascata (177) (figura 3). Em condigdes

limitantes de nitrogénio (NH:) o produto do gene 4inD, uma
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uriditiitransferase, uridillila a protelna P,y+ Produto do
gene glnB (349). A relac8o o-cetoglutarato/ glutamina € o
provével sinal modulador da atividade da uridiliitransferase
(39). Uma alta raz8o o-cetoglutarato/glutamina ativa a
uridililtransferase. A protelna PII uridillilada interage com
8 protefna NtrB que, por sua vez, fosforila a protefna NtrC
(34,114,147,185,226,227). A protelna NtrC fosforiliada
(NtrGC-P) tem alta afinidade pelo seu sftio de |igacdo no
DNA, ativando assim os promotores -24/-12 dependentes de
NtrGC, como o do niflLA (6,114,185). A protefna NtrGC-P também
inibe a transcri¢c8o a partir dos promotores candnicos de
ainA e ntrB ¢6,51,119).

Em condi¢des de excesso de nitrogénio (NH:) a
uriditittransferase remove o grupo uridilil da protelna Py
que, nesta forma, permite que a protelna NtrB defosforlile a
NtrC, evitanto a ativacglo de trancri¢8o dos promotores NtrC
dependentes. A repress&o da transcriclo do operon pnlflLA
mediada pelo sistema NtrGC/NtrB ocorre em nfveis de NH; de
cerca de 10 mM (39). Porém a repressdo da fixaclo de
nitrogénio ncorre em nfvels de NH; menores que este e €
assegurada gracas a um segundo mecanismo de controle via
NifL, especifico para os genes nif (figura 2).

0 promotor niflA de K. pneumoniae possue  duas
sequéncias homélogas & sequéncia consenso do sitio de
ligagdo para NtrC (6,58). Apesar destas sequéncias,
locallzadas a —163 (sitio 1) e a —-142 (sitio 2) em relacéo
ao Infclo de transcriclio, serem de baixa afinidade, Austin

et al. (6) demonstraram que a protefina NtrC-P efetivamente



92

FIGURA 3 - MODELO PARA A REGULAGXO DA ATIVIDADE DA PROTEINA
NTRC EM RESPOSTA A0 "STATUS" DE NITROGENIO

NirB

s Pu
{ginB)
U-R UTose
{gin D) (ginD)
boxoN PuUMP
Nir C—P - NKrC
NtrB
Uridililtransferase (produto do gene gipnD) catalisa a

uridililac8o (UTase) e deuridiiilac8o (U-R) da protelna Pll
(produte do gene g9inB). A protelna NtrB callsa a
fosforllac8o e defosforilag8o da proteina NtrC (177).
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se liga a ambos os sftios. MutacBes nas posicles -168
(C—>T) e =198 (C—T) ou em ambas as posi¢cles diminui a
afinidade por NtrGC-P. Além disso a afinidade do sftio 1 era
também diminufida quando apenas o sftio 2 estava mutado, e
vice-versa, Indicando que NtrC se 1liga aos dols sftios
cooperativamente (6,43). Evidéncias indicam alnda que a
ativacfo do operon niflA por NtrC também depende da face do
DNA com a qual Interage e envolve a forma¢8o de um alg¢a no

DNA permitindo NtrC Interagir iIntimamente com RNA-polimerase

e/ou RpoN (185).

1.6.1.49, Mecanismo de ativac8o0 dos promotores -24/-12
Experimentos de protec8o de metilac8o por DMS e
protec8o de digestdo por DNAse | mostraram que RpoN, RNA
poiimerase e promotor -24/-12 880 capazes de interagir
formando um complexo fechado (187,218). Esta Interagé:
depende da afinidade do promotor pelo compliexo

RNApollmerase-asq. Aparentemente em promotores de Dbalxa

afinidade por RNApolimerase-RpoN as protelnas NIfA ou Ntrh
participam na estabillzac8io do compiexo fechado (187).
Experimentos de proteclio contra metilac8o por DMS
("footprint”™ com DMS) do promotor -24/-12 do gene 4glinpA de
Salmonella typhimurium mostraram que a protelina RpoN protege
os resf{duos de guanina -13, -29 e -25 da flta codificadora e
0os resfduos -12, -14, -21 e -23 da flita n&o codiflicadora

(218). No promotor nifH de K. pneumoniae os resfduos guanina

-13, -29 e -25 também foram protegidos pela protelna RpoN,
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enquanto que no mesmo promotor de R. meliloti foram
protegidos os resfduos -14, -25 e -26 da flta codiflicadora e
08 resfduos =11, -13, -22 e -24 da fita ndo codiflicadora.
Convém lembrar que no promotor de B. melilot] os resfduos GG
e GC correspondem  &s posigdes -26/-25 e -14/-13
respectivamente (187). Estes resultados Indicam que a

54 com esses promotores -24/-1¢2

Iinterac8o da RNApolimerase-o
¢ semelhante. Por outro lado, as protelnas NtrC e NifA
também sfio capazes de se ligar aos seus respectivos sitios
na auséncla de RpoN (B6,186).

A formac8o de complexo aberto, que permite o Infclo de
transcri¢8o, s6 acontece na presenca de uma proteina
atlivadora (NIfA ou NtrG), das protelnas RNA polimerase e
RpoN e do promotor -24/-12 (52). Popham gt al., (218)
mostraram que a presenca de ATP era necesséria para o Infcio
de transcri¢lo do promotor ginA, na presenca de NtrC.
Provavelmente ATP se liga ao dominio central (dominio D) e ¢é
hidrollzado durante a catédlise da transformagdo do complexo
fechado em compiexo aberto. Possiveimente a protelina NifA

também requeira ATP. Esta conclus8éo vem do fato de que 08

dominios D de ambas protefnas NifA e NtrC apresentam duas

sequéncias de aminoécidos altamente conservadas,
caracter{sticas de protelnas que ligam nucleotfdeos
(80,182).

A fun¢do do sftio de 1igag8o no DNA para protelnas
atlivadoras (NIfA ou NtrGC) é provaveimente a de aumentar a

concentrac8o do ativador nas vizinhancas do compiexo

RNApolimerase-o° /promotor -24/-12, possiveimente via
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FIGURA 4 - MODELO DE ATIVAGXO0O DA TRANSCRIGX0O DE PROMOTOR

-24/-12 POR NIFA

v v
: (»
ex. Rm nifH, —24/-12 1——-»
Kp nif H49 m RNA
v
v O
b
ex Kp nifH-UAS -24/-12 L—
mRNA
E: UAS
-24/-12
ex ,wt KpnifH mRNA
Vta O RNA pol ¢ 54

a) A formacdo de um complexo fechado forte permite que
0o ativador (a protefna NifA) interaga produtivamente com a

RNAponerase—a54 In "trans™ (sem estar |ligada & UAS),
ativando a transcri¢do. b) Na auséncia um complexo fechado
forte, a Interacho da RNApolimerase-o> com NIfA n¥o |igado

a UAS, n8c é produtiva. c¢) A ligac8o de NIfA a UAS forca a
protefna ativadora a flcar na vizinhang¢a do Infclo de
transcrigéio e favorece a Interacdo com a RNApollmeraseﬂoS4

Esta Interac8o poderia estabilizar o compiexo fechado antes
da formac8o do complexo aberto. Por outro lado, a fraca
Interagdo RNApollmerase—asq/promotor -24/-1¢2 pode ser
produtiva em virtude da alta concentrac8o local da proteina

NIfA. Este modelo fol construfdo segundo Morrett e Buck
(187).
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forma¢lo de uma al¢a de DNA (6,29,185,187). Em promotores
-24/-12 de alta afinidade pela RNApollmerase—asq, onde
ocorre a formacBo de um complexo fechado estével, a protefina
ativadora n8o ligada a UAS é capaz de ativar o0 infcio de
transcrigfio. Este fato tem sido observado com o promotor
nifH de B. melilotl e com o promotores nlfH mutantes de
K.pneumonlae (28). Em promotores de baixa afinidade, ao
contrério, a protefna ativadora n8o pode oprescindir de um
sitio de llgacho e pode ter um papel importante na
estabilizac8o do complexo fechado (187).

Em resumo, o modelo mails acelito e que engloba as
implicag8es dos resultados disponfvels, envolve inicialmente
a formagc8o de um complexo fechado do qual tomam parte a
RNAponerase-o54 e o promotor -24/-12 (figura 4). A
isomerizac8o do complexo fechado a aberto é catalisado pela
proteina atlivadora (NIifA ou NtrC), provavelmente wutilizando
ATP coiro fonte de energlia. A interaglo entre a protelna
ativadora e o complexo fechado (RNApoIImerase-osqlpromotor
-24/-12) é faclilitada pela ligac8o da primeira ao seu sftio
de Ilgag8o0 (UAS), e provavelmente seguido do dobramento do
DNA, o que permitiria a aproximacfo da proteina ativadora do
complexo fechado. € Interessante notar que o aumento de 5
nucletideos na regi8o entre o promotor nifH de K. ppeumoniae
e sua UAS leva a Inibi¢c8io da ativagdo por NIfA, mas o
aumento de 10 nucleotideos produz um fenétipo normal,
indicando que a fun¢8o da proteina NifA depende da face do

DNA com a qual interage (28). Resultados recentes Indicam

que a ativac8o do promotor niflA de K. pneumoniae pela
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proteina NtrC depende também da face do ODNA com a qual

Interage (185).

1.6.1.5. Repressfio da fixac8o de nitrogénio: o papel da
proteflna NIfL

0 produto do gene nifl atua como repressor especlifico
da expressfo dos genes nif em K. pneumoniae. Em condig8es de
excesso de nitrogénio fixado (~ 49mM) e/ou altos nivels de
oxigénio (= 6uM) a proteina NifL inibe a express8o dos genes
nif, exceto do operon piflA (39,53,85,123,181). A inibigédo
da express8o de genes nif em altas concentrac8es de oxigénio
n§o estd relaclonada com o produto do gene fnr aque ¢é
necessério para regulacd8o transcricional de genes de
redutase anaerébicas (120).

A sequéncia de aminoédclidos da protelna NifL de K.
ppeumonige, deduzida a partir da sequéncia de DNA, exibe na
sua regl§o GC-terminal uma homologla |Iimitada com a protelna
NtrB (61). As prdtelnas NtrB e NtrC fazem parte de uma
familla de protelnas reguladoras capazes de reagir a
estimulos ambientals. O0s componentes desta familla de
proteinas agem sempre aos pares, onde um componente "sente"
o estimulo (NtrB) e o transmite ao outro componente (NtrC)
que reage a nfvel de controle de express8o génica (2). Além
do par NtrB/NtrC, também fazem parte deste grupo oS pares
DctA/DctD, reguladores do sistema de transporte de 4&cldos
dicarbox{iicos, e FIxL/FixJ, reguladores da transcri¢do do
gene nifA em B. meliloti. Apesar desta similaridade na

por¢8o C-terminal, a maior porg¢8o da protefina NifL néo
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apresenta homologia com a protefna NtrB (61). Nenhum
provével sitio de ligac8o para DNA fol encontrado na sua
sequénclia (B1), Indicando que sua funclo repressora
provavelmente ocorra via uma Iinativaclio da protelna NIfA,
como j& tinha sido sugerido sugerido anteriormente (25). Uma
caracterfstica Interessante da proteina NifL é a presenca de
um possfivel sftio redox (cys—xe—cys—gly), estritamente
semelhante aquele de uma variedade de protefnas envolvidas
em processos de O6xido redu¢d8o. Drummond e Wootton (61)
aventaram a hip6tese de que esta estrutura pudesse Ser um
possfvel sitio de llgagéo de um grupo heme que agiria no
sensoriamento dos nfveis de oxlgénio. Posteriormente esta
hipétese foi abandonada pols mutantes de E. col| deficientes
na produ¢c8o de heme apresentavam regulaclo da fixac8o de
nitrogénio pelo oxigénio semelhante ao tipo selvagem (248).
0 agrupamento Cys—x;-cys-—gly pode, entretanto, estar
diretameate relaclionado ao sensoriamento de oxligénio por
NIifL (B1).

A atividade da proteflna NIfA, ao contrério do que
acontece com o par NtrC/NtrB, nfio depende da protelna NIfL.
Por outro lado NIfL aparentemente Inativa NIfA na presenca
de excesso de NH; ou oxigénio (5,25), agindo como um
anti-ativador. Estudos de estabilidade de mRNA indicaram
alnda que a presenca do produto do gene nifl desestablliza

os transcritos nif em altas concentracdes de ambnia e/ou

oxigénio (45).

Cannon et al. (39) determinando a veloclidade de

transcrig8o dos genes nif e de sintese dos polipeptideos Nif
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observaram que apés a adiclio de amdnio (10 mM de NHQCI)
ocorria uma queda Imediata da sintese de RNA e de
polipeptideos nif Inclusive daqueles do operon niflA. Isto
foi Iinterpretado como uma agdo repressora de NH; via as
protelnas reguladoras NtrB/NtrC e NifL/NifA. Entretanto a
adig8o de oxigénio (6 ou 60 uM) a uma cultura desreprimida
de K. pneumoniae nfio alterou a velocidade de transcrigclo do
operon niflA, enquanto ocorria queda na de outros operons
nif. Estes resultados sdo conflitantes com dados de outros
autores, porque Dixon et al. (53) e Kong et al. (157)
reportaram inibic8o da transcricéo do operon niflA em
concentracfes mais altas de oxigénio. Posteriormente Dixon
et al. (54) determinaram que a express8o do operon niflA de
K. pneumoniae era sensiveimente reduzida quando as células
s8§0 crescldas em aerobiose. 0 mesmo nfvel de inibig80 ocorre
também em anaerobiose e na presenca de um Inibidor da DNA
glrase. Entretanto os efeltos repressivos do 0, e do
inibidor de DNA girase n&o s&o cumulativos o que levou o0s
autores a sugerirem que estes efetores atuariam sobre o0
mesmo sf{tio. Anteriormente J& tinha sido observado Aque
durante o crescimento aerfbico de S. typhimurium ocorria um
alto nifvel de atividade de topolsomerase | e consequente
relaxamento do cromosoma, enquanto que durante o crescimento
anaer6ébico predominava uma alta atividade de DNA girase
(56,265). Desta forma o grau de superenrolamento do DNA
aparentemente Influenclia a express8o de genes plf, provendo
um segundo tipo de <controle da express8o da fixac8o de

nitrogénio por oxigénio (54).
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1.6.2. Regulagho da fixa¢c8o0 de nitrogénio em Rhizobium e
Bradvrhizobium

Em Bhizobium e Bradvrhizobium a ativac8o de genes nif e
de alguns dos genes fix €é também dependente de RpoN e
ativada por NIfA (104). Essa conclus8io vem do fato das
sequéncias dos genes nif e fix apresentarem promotores do
tipo -249/-12 e UAS, confirmada por estudos de fusdo lacZ com
genes plf destes organismos. Os genes pnifA de R. meliloti
(36), B. Jleauminosaruym bv. yiceae (102), Bradvrhizobium
laponicum (258) e Azorhizobium caulinodans (182) foram
clonados e sequenciados. As sequénclas de aminodcidos destes
genes nifA sfo altamente homélogas &aquela do gene de K.
pneumoniae nos dominios D e E, Iindicando fungdes
semelhantes. Uma caracterfistica que distingue as protelnas
NIfA é6 a presenca de um Interdominio (8B) 1Iligando os
‘dominios D e E dos dlazotrofos simbiéticos acima, mas
ausente na proteina NifA de K. pneumoniae (36,60) e e A.
yinelandii ¢(12). Este Iinterdominio parece estar relaclionado
com a sensibilidade da protelna NIfA de R. meliloti e B.
laponicum ao oxigénio ( 86).

Em R. meliloti o gene ntrC n8o ¢é Importante p&ra a
fixac8%o0 simbiética de nitrogénio, uma vez que mutantes
ntrC::Tns produzem nédulos eficientes em alfafa (257).
Apesar disso balxos nfvelis de ativac8o do promotor njfH e
fixA de R. meliloti por NtrC pode ser detectada (257). A
estrutura do operon pfixABCXpnifA de B. meliloti é dnica e

aparentemente representa um ponto chave no controle da
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fixac8o de nitrogénio deste organismo (36,88). 0 promotor de
fixA é do tipo -24/-12 e possue uma UAS sendo, portanto,
ativado por NifA (3B6). Cerca de 70% dos transcritos deste
promotor correspondem também ao gene nifA (154). 0O promotor
do gene nlfA, que n8o é do tipo -24/-12, n¥o é autoativével.
Evidéncias recentes indicam que o promotor nifA é regulado
por um par de protelnas reguladoras: FixL e FixJ, que
respondem & concentracdo de oxigénio (47,153). Em baixos
nfveis de oxigénio FixL sinallza para que FixJ ative a
transcri¢do do promotor pnifA. A proteina NifA por sua vez
ativa a transcri¢8o dos outros genes pnif e fix, inclusive
fIxABCXn{fA. FixJ ativa ainda a transcric8o da regldo fIxN,
cuja funclo é desconhecida. Sob condigles de altas
concentragdes de oxigénio a proteina FixJ n8o ativa a
transcricdo do promotor nifA.

Existe ainda um outro gene regulador em RBR. melifoti,
fisK, cujo produto, FixK, é hom6logo & protelna Fnr que 2age
na regulac8o do metabolismo anaeréblo em E. coll (11). A
proteina FIXK aparentemente atua como repressor da expresséo
de promotor nifA e também do promotor fixK, mas é ativador
da transcric¢8o de fixN (11). Como a expressdo de fixK €
dependente de FixJ, a ativac8o da expressfio da regifio fixN
por FixJ possivelmente ocorre via FixK (11)

Em B. laponicum os nfveis de oxligénio n8o parecem
afetar a ativacdo da express8o do gene pnifA. Iniciaimente, o
promotor -24/-12 do operon fixRnifA € ativado positivamente

por uma proteina alnda nlo Identificada e capaz de se ligar

a uma hipotética sequénclia atlivadora (258). 0 produto do
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gene pifA, por sua vez, ativa a transcric8o de outros

operons nilf e flx, inclusive fixRnifA, desde que em

condi¢Bes de microaerofilia ou anaeroblose (87,258).

1.6.3. Regulac8o da fixac8o de nitrogénio em Azotobacter

Em A.vinelandi|i e A. chroococcum a expressfo dos genes
nif é ativada pela protefina NifA e requer o fator sigma RpoN
(178,150). 0 gene rpoN de A. yineiandi| e o gene nifA de A.
vinelandil e A. chroococcum foram clonados e sequenciados
(12,74,150,180,240) e possuem fun¢cles semelhantes &queles de
K.pneumonia. Entretanto, a transcrigdo do gene nlfA parece
n§o ser ativado por NtrC em Azotobacter vinelandii (8). Por
outro lado, Ball et al. (B) demonstraram que a expresséo
V-nitrogenase depende da presen¢a do gene ntrC. Um novo gene
regulador (nfrx) fol identificado por Santero et al. (240)
em Azotobacter yinelandil. Mutantes neste gene sfo NIf para
a nitrogenase convenclional e para a Fe nitrogenase, mas néo
para a V nitrogenase, e podem ser complementados para a Mo
nitrogenase pelo gene nifA de K. pneumoniae expresso
constitutivamente (8,240). Aparentemente a idéla iniclal de
que o produto de nfrX ativaria a transcri¢8o do geie nifA
nSo é verdadelra (Kennedy, comunicac8o pessoal) e a ~tuncdo
do produto deste gene permanece desconhecida.

Ainda n8o existe evidéncla precisa para a presenca de
gene hom6liogo a nifl em Azotobacter ou em qualquer outro
dlazotrofo a n8o ser em Enterobacterjaceae dlazotréfica
(121). Entretanto Bennet et al. (12) relatam a presenca de

uma ORF de A. vinelandil precedendo 0 gene nitfA e
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aparentemente co-transcrita com pnjfA. Esta ORF apresenta
sequéncias com homologia Iimitada ao produto do gene nlflL de
K. pneumonige (8,12). Muta¢8es nesta ORF produzem mutantes
de A. yinelandil insensiveis a amdnia e mollibdénio,
sugerindo que 0 produto deste gene atue no mecanismo de
repress8o da express8o dos genes nif (8). Segundo estes
mesmos autores a express8io do gene nifA ndo depende de RpoN.

As regi8es promotoras dos genes que codificam para a
V-nitrogenase de A. yvinelandil e A. chroococcum e da
Fe-nitrogenase de A. vinetandii apresentam sequéncia
consenso -24/-12 mas n8o apresentam UAS (143,235,237).
Recentemente foram <clonados e sequencliados dois genes
nifA-tike, ynfA e anfA, que aparentemente estdo relacionados
com a ativaclo da express8§o da nitrogenase @ e da
nitrogenase 3, respectivamente (142). Promotores do tipo
-24/-12 foram identificados nestes genes.

Existe alnda um outro controle sobre a expressdo a8
nitrogenases em A. yinelandii, paralelo ao controle por
nitrogénio fixado: a vregulaclo pela disponibilidade de
mo!ibd&nio (139,207,220). Na presenca de molibdé&nio somente
a nitrogenase convencional é expressa. Por outro lado, em
meio contendo vanddio mas deficlente em molibdénio ocorre a
expressfo da nitrogenase 2. A nltrogenase 3 somente ¢é
expressa em condi¢des |imitantes de molibdénio e vanédio
(207). Recentemente foi sugerido que a regulagéo por

moilbdénio poderia ser mediada pelo produto do gene hombélogo

ao gene nifl de K. pneumoniae (9).
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1.6.49. Regulac8o da fixac8o de nitrogénio em Azosplrilium

Mutantes NIif regulatérios e estruturais de A.
brasilense foram isolados (86,140,214,215). Duas classes de
mutantes regulatérios foram descritos (214,215): uma
constitulda pelos mutantes FPB e FP3, que apresentavam
fenétipos Nif , n&o cresclam em nitrato como fonte de
nitrogénio e tinham o fenbtipo NIt restaurados pelos
plasmideos pCK3 (nliAc) e pGE10 (glnAntrBC de K.
pneumoniae), mas nfio eram complementados pelo plasmideo
pPGESD (pGE10ntrC::Tn5). Estes mutantes foram caracterlizados
como ntrGC . A outra classe era constitufda pelo mutante
FP10. 0 mutante FP10 possuil fen6tipo Nif e é complementado
apenas pelo plasmideo pCK3, sendo portanto considerado um
mutante nifA . Estes resultados sugerem que os genes nif de
A. brasilense s8o regulados por um sistema semelhante ao de
K. pneumoniae. Posteriormente, Funayama et al. (84) isolaram
3 outros mutantes de A. brasilense Sp 2495 que foram
inicialmente caracterizado como plfA .

Fogher et al. (88) construlfram um banco de genes de A.
brasilense SP7 no cosmideo pVKIOD e identificaram um
plasmideo (pAB441), com Inserto de 20 kb, capa de
complementar A. prasilense 7029, mutante auxotrofo pura a
glutamina (86), mas incapaz de complementar o8 mutantes FP8
e FP9. 0 plasmideo pAB441 hidridiza com o gene 4qinA de K.
pneumoniae, mas n&o com o gene ntrC (20). O sequenciamento
do gene qinA de A. brasilense n8o mostrou qualquer homologla
com a sequénclia de consenso dos promotores -24/-12, nem com

a do promotor canbnico de E. coll (18). Recentemente, o0
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sequenciamento do gene nifH de A. brasilense mostrou que @&
proteina deduzida possulfa wuma alta homologla com a
dinitrogenase redutase de outros organismos (78,205,267). A
anélise da regifio promotora do gene nifH mostrou ainda a
presenca de promotor do tipo -24/-12 e sitio de |igagc8o para
NifA (78,267), confirmando que a regulaclo da fixaclo de
nitrogénio em A. brasilense envoive o produto do gene nlifA,

como sugerido previamente por Pedrosa e Yates (214,215).

1.7. H. seropedicae: UM NOVO MODELO PARA O ESTUDO DA FIXAGRO

BIOLOGICA DE NITROGENIO

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de
nitrogénio encontrada na rizosfera ou assoclada & ralzes de
gramineas (7). Apresenta-se como um diazotrofo Gram
neg-tivo, geraimente vibréide, mbével e crescendo cam
formaclo de pelfcula em melo semi-sélido Isento de
nitrogénio fixado. H. seropedicae apresenta DNA com um
cortelido (G + GC) de 67% (7)), um pouco inferior -ao e
Azospiritluym spp. A atividade de nitrogenase de H.
seropedicae € mals tolerante a extremos de pH e a malores
concentragBes do oxigénio que o de Azospiriilum spp (7).

Herbaspirillum seropedicae foli inicialmente

classificado no género Azospirilium baseado em seu conteddo

(G + C) (7). Entretanto resultados recentes de hilbridizacéo
DNA/RNA mostraram uma balxa homologla entre H. sergopedicae e

trés espécies de Azospirillum (<(20%) (76). Estes resultados
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Iindicaram ainda que H. seropedicae é multo mais préximo de
Bhodospiriitlum tenue (47% de homologia de RNA). A taxonomia
de H. seropedicae continua a despertar Interesse pois
recentemente se descobriu que cepas de Pseudomonas
pseudorubro albicans apresentam alta homologia ODNA/RNA com
H. seropedicae (J. Doberelner, com. pessoal).

Quando iniciamos este trabalho nada era conhecido a
respeito da genética da fixacdo de nitrogénio em H.
Seropedicae. Conslderando sua importéncia potencial para a
agricultura como biofertilizante, Iniciamos este projeto com
o objetivo de determinar a organizac8do estrutural e a
regulac8o dos genes envolvidos na fixac8o de nitrogénio em
H. seropedicae.

No presente trabalho o gene nifA e parte do gene pnifB
foram clonados, caracterizados e sequenciados. Além disto, €
discutida a func8o fislolbgica do gene nifA e proposto um
mcdelo para a requlac8o da fixac8o de nitrogénio em H.

seropedicae.



2. MATERIAIS E METODOS

©.1. BACTERIAS, PLASMIDEOS E BACTERIOGFAGOS

As estirpes de bactérias, plasmideos e bacteritéfagos

utilizados neste trabalho est8o Iistadas na tabela 1.

2.2. REAGENTES

Canamicina, dcido nalidixico, tetraciclina,
estreptomicina, DNA A digerido com Hind 111, MOPS, Tris
base, ATP, hidroxliquinoleina, SDS, agarose, TEMED,
acrilamida, ciloranfenicol, llsozima, espermidina,

o-nitrofenol-3-D-galactos(deo, bisacrilamida, persulfato de
ambnio, albumina bovina, Flcoll, DNA de esperma de salméo,
poliviniipirrolidona, formamida, e ditiotreltol (DTT) foram
adquiridos de Sigma Chemical Company. 0s desoxinucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2,3-dldesoxinucleotideos (ddATP,
ddCTP, ddGTP e adTTP), 7-deaza—-desoxiguanosina
(7-deaza -dGTP) e hexadesoxinucleotideos foram adquiridos de
Pharmacia. EDTA fol adquirido de Sigma ou BDH (British Drug
House). Carbenicilina fol adquirida de Boheringer. Fenol fol
adquirido de E. Merck ou BDH. Padr8o de peso moiecular 1 kb
Ladder e uréla foram adquiridos de BRL (Bethesda Research
Laboratories). Os demals reagentes utilizados foram
pré-anédlise e da mais alta qualidade disponfvel.

Todas as solucdes e solugdes tamplio foram preparadas
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TABELA 1 - Estirpes de bactérias, plasmideos e bacterib6fagos
utilizados
Estirpes genbtipo/fenétipo referénclia ou
relevante fonte
Bactérias
H. seropedicae
778 Nift, w.t 7
A. brasilense
Fp2 Niet nat® osm® 214,215
FP3 nifHDK™ Nal® smf 214,215
FPE NIF Nall smf 214,215
(MoFe )
FP8 atrg” Natf smf 214,215
FP9 ntrc” Nat® sm® 214,215
FP10 ntrc” Naif smf 214,215
E. colli
HB101 hsdS20 rech Sm" 172
SUPE N~
DHS endA rech Nalf C. Gancedo
517.1 RP4-2 Tc::Mu Km::Tn7)| 246
Tra+ rech
71-18 A(lac-pro) F’lacl?z C. Kennedy
M15 prot
£500 supE N 172
ce00 supE, Aclts857 Sam7 C. Roessner
ETBOOO lacz::181 Nat® C. Kennedy
ETB045 lacz::181 Nalb C. Kennedy
ntra::Tn10
ETB556 lacZ::181 Nalf C. Kennedy




Tabela 1 - cont.
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BHB2688 (N205 rech tyimm ™Y, 127
cits, b2, red , Dam,
Sam/y)
BHB26S0 (N205 recA (yimm o7, 127
cits, b2, red , Dam,
Sam/y]
Piasmideos
RBB.45 cof TeR Kkm® 109
Inc.pP1
PVK102 xcos KmPTch 156
Inc.P1
PRK2013 km® Tra® ColEd 82
pBR322 cof 1cP 172
PSUP202 co” TcP om® mon* 2486
PTZ18R co® lacz f1 16 175
pTZ19R co® lacz 1 16 175
PMG7 1A kenita® om® 26
pMM14 kentrc® cm::Tns 176
pCQ12 RenlfHDK GbP 221
Bacterib6fagos
147.1 (srin-2), yimm 3%, 172
NIN 5, chi A131
M13K07 KmR, "helper phage” C. Ken. - dy
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com dgua bldestilada. Quando possivel, as solug¢les eram
esterizaladas por autoclavag8o (1 atmosfera, 20 minutos).

0 tamp8o T,.E. continha 10 mM de Tris.HGC! pH 8,0 ¢ 1mM
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de EDTA.

0s gases argbnio, nitrogénio super seco, hidrogénio,
acetileno, ar comprimido, etileno padr8o (100 ppm) foram
adquiridos de S.A. White Martins.

0 nucleotideo marcado com fésforo radloativo
ta-32P1dATP fol gentiimente cedido pelo Dr. J.C.C. Maia
(Iinstituto de Quimica, USP). O0s nucleotideos marcado com

32

f6sforo radioativo [o—" "PJdCTP (>300D0 Ci/mmol) e com enxofre

radioativo [a—BSSJdATP (>600 Ci/mmoi) foram adquiridos de
Amersham International.

As enzimas de restri¢8o foram adquiridas de Pharmacia,
Boheringer, Biolabs ou BRL. Algumas unidades da enzima Xho |
foram gentlimente cedidas pelo Dr. F. G. N6brega (instituto
de Quimica, USP). A solugc8o estoque (10 mg/ml) de RNAse
(Sigma) fol preparada em tamplio Tris.HCI 10 mM pH 7,5
contendo 15 mM de NaCl, fervida durante 10 minutos para
inativag8o de DNAses contaminantes. A solu¢c8o estoque (20
ma/mi) de pronase (Sigma) fol preparada em &gqua bidestilada
e auto-digerida durante 2 horas a 37°c. A solugdo estoque (1
mg/ml) de DNAse | (Sigma) fol preparada em solug8o de NaCl
0,15 M contendo 50% de glicerol. A enzima DNA polimerase |
fol gentiimente <cedida pelo Dr. A. Zaha (Centro de
Biotecnologla, UFRS) e pela Dra. Maria J. A. M. Sampalo
(Cenargem). DNA polimerase | fragmento Kienow (fragmento

mailor) fol adquirida de Amersham International ou de
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Pharmacia. A enzima T4-DNA |igase também nos foi gentiimente
cedida pelo Dr. A. Zaha (Centro de Biotecnologlia, UFRS) ou
adquirida de Boheringer ou BRL. Todas estas enzimas foram
estocadas a -20°C.

As demals solug8es e solucBes tampdo wutillzadas serdo

descritas oportunamente.

2.3. MEIOS DE CULTURA E ANTIBIGTICOS

Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum Xhrasiiense
foram cultivados em melo NFbHP (215) em atmosfera de
nitrogénio contendo 0,5-1,0% de oxigénio ou em meio NFbHP
supiementado com 20 mM de NH,GI (NFbHPN) ou 5 mM de
glutamato monossédico (NFbHPglu) sob ar atmosférico. A
composi¢8o do melo NFbHP é a seguinte:

gramas/litro

KHEPOq 49
KEHPO4 6
M9804.7H20 o,c
NaGCl 0,1
CaCIa 0,02
Acldo nitrilo triacético 0,056
Fesoq.7H80, 0,02
Lactato de sédio 5

As vitaminas e os oligoelementos componentes do meio
NFbHP foram adicinados antes da esteriiizac8o nas seguintes

concentracfes:
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miligrama/litro

Biotina 0,1
N82M004.2H80 2,0
MnSO4 2,35
H3503 2,8
Cu804.5HEO 0,08
ZnSOq.7HEO 0,249

0s fosfatos foram autocliavados separadamente e o pH do
melo compieto era de 6,8. O0s melos NFDHP s6lido e
semi-s6lido tinham a mesma composi¢do mas acrescido de 1,5%
e 0,15% de dgar, respectivamente.

As estirpes de Escherichia coli foram cultivadas em

melo LB (172) ou @2XTY (10). O meio LB tem a seguinte

composicéo:
gramas/litro
Triptona 10
Extrato de levedura 5
NaCl 10

0 pH fol corrigido para 7,0 com NaOH 1 N. 0 meio sé!ido
(LA) era o melo LB adicionado de 1,5% de dgar. 0 meio @eXTY

continha:

gramas/litro

Triptona 10
Extrato de levedura 10
NaCl 5

0 melo minimo (37) utiiizado era suplementado com 20 mM

de NH,C! ou 200 H9/ml de serina como fonte de nitrogénio e

continha:
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gramas/litro

MgSO4 0,1
NaeM004.2H20 0,025
F6304.7HEO 0,025
KBHPO4 12,06
KHEPO4 3,4
glucose 20,0

A mistura de fosfato e a solu¢8o estoque de glucose
(20%) foram preparadas e esterilizadas por autoclavacdo
separadamente. 0 pH do melo fol 7,4. Esterilazacdo por

autoclavac8o foi feita a 1 atmosfera (12000) durante 20

minutos.
0s antibibticos foram usados nas seguintes
concentrac8es: tetracicliina (Tc) 10 pg/ml:; canamicina (Km)

50 ug/mi; estreptomicina (Sm) 50 pg/mi para E. coll e 200
png/mi para A. brasilense: cloranfenicol (Cm) 30 ung/ml;
Carbenicilina (Cb) 100 pmg/mi:. écido nalidixico (Nal) 10
Hg/mi. As solugBes estoques de canamicina (20 mg/mi),
estreptomicina (20 mg/mi), ampicliiina (100 mg/mi) e é&cido
nalidixico (10 mg/ml) foram preparadas em &gua destilada,
esteritizadas por fllitraglo (filtro Millipore 0,45 p) e
estocadas a -20°C. As solugdes estoques de tetraciclina (10
mg/mi) e cloranfenicol (30 mg/mi) foram preparadas em &lcool
85% e mantidas a -20°C.

As bactérias foram estocadas em melo sélido Inclinado
LA ou NFbBHPN a temperatura ambiente ou em suspenséo

contendo 50% de glicerol a —EOOC.



64

2.4. TRATAMENTO DAS MEMBRANAS DE DIALISE

Membranas de didlise (Sigma) foram fervidas em solugéo
de blcarbonato de sédio 2% durante 10 minutos, lavadas com
dgua bidestilada e novamente fervidas em solu¢do de EDTA 1
mM (172). Em todas as diélises feltas, as membranas foram

tratadas desta forma.

2.5. PREPARO DAS SOLUGBES DE FENOL E FENOL-CLOROFORMIO

0 fenol fol equilibrado com tamplo Tris.HGI por um
procedimento modificado daquele descrito por Manlatis et al.
(172). Fenol cristalino <(Merck) fol fundido a 6500,
acrescido de hidroxiquinolelna (0,1%) e 1 vnjume de Tris
base 0,5 M. A fase aquosa fol removida ap6s decantaclo e a
fase fenblica fol extralda com tamp&o Tris.HCI 0,1M pH 8,0
contendo 0,2% de f3-mercaptoetanol até que o pH da fase
aquosa fosse Ilgual ou superior a 7,5. A solugdo de
fenol-cloroférmio fol preparada adicionando uma parte de
fenol tamponado a 1 parte de <cloroférmio-dlcool isoamllico

(24:1).
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2.6. DEIONIZAGAO DA FORMAMIDA

Formamida fol delonizada com resina de troca ibnica
Amberiite MB1 (10). Aproximadamente 100 ml de formamida
foram adiclionados a 5 g da resina MBY em um frasco
erienmeyer, agitados durante 30 minutos & temperatura
ambliente e, finaimente, filtrados por papel de filtro
qualltativo. Allquotas de 10-20 m! de formamida foram entéo

estocadas a —EOOC.

2.7. DOSAGEM DE OXIGENIO E NITROGENIO MOLECULAR

As concentracBes de oxligénio e nitrogénio em fase
gasosa foram determinadas em cromatégrafo Varlan wutillzando
uma coluna MS 5a (50%C) e argbnio como gé&s de arraste (25
mi/min). 0s gases elufdos foram detetados por um detetor de
condutividade térmica (60°C). 0 ar atmosférico (20,3% de 0E

e 79,1% de Na, v/v) fol utilizado como padréo.

2.8. DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DE NITROGENASE

A atividade de nitrogenase foi determinada pela redu¢do
de acetileno, essencialmente como descrita por Pedrosa e

Yates (214,215).
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2.8.1. Determinacéo da atividade de nitrogenase em melo
Ifquido

Frascos erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml culturas de
A. brasliiense em melo NFbHPglu Ifquido, com D.o.540 ~
1,49-1,8, foram selados com rolhas de borracha ("suba-seal"),
e acetlileno fol adicionado na concentra¢8o final de 10% da
fase gasosa. As culturas foram Incubadas a 3000 em agitador
rotatério (110 rpm) por 1 hora. Alfquotas de 0,5 ml da fase
gasosa foram retiradas e utilizadas para determinacdo da
quantidade de etileno formado por cromatografia gasosa
Para este fim fol utilizado wum cromatégrafo Varlian 24400
equipado com coluna Porapak N e detector de lonizac&o de
chama. 0 gés de arraste fol nitrogénio super-seco (fluxo de
20 mi/min). A temperatura da coluna foi de 110° e do

detetor de 14000. Como padrédo fol utilizado etlleno padréo

100 ppm (White Martins).

£.8.2. Determinacéo da atividade da nitrogenase em meio
semi-s6lido

Cem microlitros de cultura em NFbHPN ou NFbHPglu foram
inoculados em frascos tipo penicilina (10 mi) contendo 4 mi
de meio NFbHP semi-sdélido e Incubados a BUOC, sem agltacédo.
Ap6s 29 a 98 horas forma-se uma pelfcula de células préxima
a superficie do melo. O0s frascos foram selados com
"suba-seal” e Injetados com acetileno (10% da fase gasosa).
As culturas foram incubadas a 30%c sem agitag¢do e amostras
da fase gasosa foram retiradas em (Intervalos de tempo

adequados para determinacédo da quantidade de etileno
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formado.

2.8.3. Determinac8o da concentrac8o de protelnas

As concentra¢c8es de protelnas foram determinadas
segundo o métodos de Lowry et al. (167). Albumina bovina foi
utilizada como padr8o. A dosagem de protelnas em suspenséo
de células foi feta apb6s digestdo em NaOH 0,5 N durante 30

minutos.

©.9. ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

As eletroforeses em gel de agarose foram reallzadas
como descrito por Manlatls et al. (172). 0s géis de agarose
foram preparados em tamp8o TBE (Tris-base 83 mM, é&cido
bérico 8BS mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) ou TAE (Tris-base <0 mM,
acetato de s6édio 5 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e & eletroforese
fol desenvolvida no mesmo tamp&o (172). A concentragdo de
agarose variou de 0,9 a 1,1%, de acordo com o tamanho do
fragmento de DNA a ser separado. As amostras, contendo
aproximandamente 50-200 ng de DNA, foram aplicadas com
tampdo de aplica¢d8o GSUDS (azul bromofenol 0,25%, SDS O0,1%,
glicerol 50% em T, .E,) ou FSUDS (azul de bromofenol 0,2%,
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SDS 0,1%, Ficoll 20% em T1OE1), na proporg8do de 1 parte de
tampdo de aplicac#o para 1-94 partes de amostra.
As eletroforeses foram desenvolvidas a 8 V/cm por 2-3
horas ou 1-2 V/cm durante 12-16 horas (172). 0 gel foi

corado em solu¢8o de brometo de etidio (0,5 gmg/mil) durante
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15-30 minutos, descorado em é&gua destilada por até 30
minutos e as bandas de dcido nuclelco foram visualizadas em
transiluminador ultravioleta de 302 nm. 0s resultados foram
registrados por fotografia com cémera Minolta de 35 mm
equipada com fiiltro ultravioleta e fliltro vermelho
utilizando filme Kodak 400 ASA. Os negativos foram revelados
com revelador Kodak D-76. Alternativamente o0s géis foram
fotografados com cémera Polaroid utilizando filme Polaroid

667.

2.10. QUANTIFICAGAO DE DNA

2.10.1. Quantificaclo de DNA por espectrofotometria

A concentragdo de @&cido nucleico fol calculada
determinando a absorbéncla da soluc8d8o de DNA a 260 nm e
empregando a seguinte relagdo: D‘O'EBD ~ 1,0 corresponde a
uma concentrac¢édo de 50 pg/mi de DNA de dupla fita (172). As
preparac8es de DNA eram consideradas puras quando possufam
/D.0

uma relac8o D.O. entre 1,8 e 2,0.

260 *280

2.10.2. Quantificaclo de DNA pela complexag8o com brometo de
etidio

A determinac8o da concentrac8o de é&cido nucleico

através da complexac8o com brometo de etidio foi feita como

descrita por Maniatis et al. (172). Cince microlitros de

dilulg8es seriadas de uma soluc8o de DNA de concentragédo

conhecida e de peso molecular semelhante ao da amostra a ser
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testada foram aplicados em um gel de agarose juntamente com
uma amostra da solucdo de concentracdo desconhecida. Ap6s o
desenvolvimento da eletroforese o gel foi corado com brometo
de etidio (0,5 pg/ml) durante 15 minutos, descorado em d&gua
bidestilada (30 minutos) e fotografado. A concentrac8o da
amostra fol determinada por comparac8o0 visual da intensidade

das bandas.

2.11. PURIFICAGED DE PLASMIDEOS

2.11.1. Purificag8o de plasmideos em larga escala

A purificac8o de plasmideos em larga escala fol felita
em gradiente de <cloreto de césio/brometo de etidio
basicamente como descrito por Manlatlis et ai. (172).

Quinhentos mililitros de cultura (D.O de 2,0-3,0)

"600
de E. coll, hospedeira do piasmideo de interesse, foram

Oc). As células

coletados por centrifuga¢do (5.000 rpm, 4
foram ressuspensas em B8 ml de tamp&o de Ilise | (Tris.HCI @5
mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0) contendo 5 mg/ml de
lisozima (adicionada na hora de uso) e Incubadas a
temperatura ambiente durante 5-10 minutos. Ap6s a adic8o de
16 ml de NaOH 0,2 N contendo 1% de SDS, a preparacdo fol
cuidadosamente homogenelizada por invers8o e incubada em
banho de gelo por 10 minutos. A seguir foram adicionados 12
mi de acetato de potdssio 5 M pH 4,8 (preparado da seguinte

forma: a 60 mlI de uma soluc8o de acetato de potéssio B5M

foram adicionados 11,5 ml de &4cido acético glacial e 28,5 ml
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de é&gua bidestilada), homogenelzado completamente e
novamente Incubado em banho de gelo por 15 minutos. O
sobrenadante fol entdo coletado (20.000 rpm, 20 minutos,
4%c) e o DNA plasmidial presente fol precipitado pela adi¢do
de 0,6 volumes de Isopropanol e centrifugacdo a 13.000 rpm,
15 minutos, 20%. o precipitado foi lavado com etanol 70% e
dissolvido em 8 mi de T,,E,. Em seguida, oito gramas de
cloreto de césio foram lentamente adicionados @& preparacéo
anterlor. Ap6s completa dissolugdo do CsCIe, 1,2 ml  de uma
solug8o de brometo de etfidlio (10 mg/ml) foram adiclionados e
o indice de refraclo final da solugcéo fol ajustado para
1,3860. Esta preparaclo fol centrifugada em wultracentrifuga
Beckman L 658 a 44.000 rpm, a 20° G durante 40-48 horas em
rotor Ti60D. As bandas de DNA no gradiente foram visuallizadas
sob luz ultravioleta e coletadas com o auxllio de uma
seringa de pléstico. As fracfes coletadas foram extraldas 94
vezes com n-butanol saturado com é&gua hidestllada,
dlalisadas durante 72 horas contra T,.E, (com 3 trocas de

tamp8o), preciplitadas com 2 volumes de etanol e anallsadas

por eletroforese em gel de agarose.

2.11.2. Minipreparacfio de plasmlideos
2.117.2.1. Minipreparac8o de plasmideos de E. colli

0 isolamento de plasmideos de E. coli em pequena escala
foi felto pelo método da Ilse alcalina (172).

As células de um mililltro de cultura fresca de E. coll

(D.O. de aproximadamente 2,0) em melo LB foram <coletadas

600
por centrifugag8o e ressuspensas em 100 pl de tamplio de Ilise
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| contendo 5 mg/mi de lisozima. Ap6s 5 minutos a temperatura
amblente as células foram |lsadas pela adigdo de 200 pl de
NaOH 0,2 N contendo 1% de SDS e iIncubadas por 5 minutos em
banho de gelo. As protelnas, o DNA cromosomal desnaturado e
0 SDS foram precipltado pela adig¢8o de 150 ml de tampéo
acetato de potédssio 5 M pH 4,8 e Incubac8o em gelo durante
15 minutos. Ap6s centrifuga¢do (10 minutos, 12.000 g, 4%c) o
sobrenadante foi desproteinizado com fenol-cloroférmio (1:1)
e o DNA pilasmidial da fase aquosa precipitado pela adigéo de
€ volumes de etanol. O DNA precipitado foi lavado com etanol
70%, secado a vacuo ou sob fiuxo de argbnio e, em seguida,
dissolvido em 20 pl de T,mE1 contendo 10 mg/ml  de RNAse.
Minipreparacdes obtidas por este método continham DNA
plasmidial suficiente para 20-40 anélises eletroforética

caso o plasmideo fosse de alto nimero de <céplas ou 4-B

anélises se fosse de baixo nimero de cépias.

2.11.2.2. Minipreparacdo de plasm(fdeo de A. brasijlense

As preparacles de plasmideos de A. brasilense foram
feltas segundo o método descrito por Robson et al. (233).
Cerca de 1,5 mi de cultura fresca de Azospirillum (D.O.540 ~
1,0) em melo NFDHPN foram centrifugados em centr{fuga Spin |

(Incibrés) por 3 minutos (10.000 rpm, 400). 0 sedimento de

células fol ressuspenso em 50 pi de Tris.HCI 50 mM/EDTA 20

mM pH 8,0 (TSUEED) e foram adicionados 850 pl de misturea de
lise (EDTA 50 mM contendo 1% de SDS e pH ajustado para 12,8
0

com NaOH 0,2 M). Apés incubagdo por 25 minutos a 34 °C, as

protefinas, o SDS e o DNA desnaturado foram precipitados pelia
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adic&o de 170 pnl de solucdo de neutrallizacdo (Tris.HCI 0,7
M/NaCl| 3,5 M, pH B8,0) seguida de Incubag8éo durante 30
minutos em banho de gelo. As amostras foram centrifugadas

0

(15.000 rpm, 10 minutos, 4 C) e ao sobrenadante foram

adicionados 770 ! de wuma solugdo etanol-acetato (etanol
absoluto:acetato de sédio 3 M pH 8,0, 10:1). Esta preparacélo
fol entéo deixada em repouso a -20°c durante 24 horas e
centrifugada a 4°c durante 10 minutos a 10.000 rpm. O
precipitado de DNA fol ent8o dissolvido em 20 | de tampédo
T, AE Em geral 5-10 pl das minipreparagles obtidas dessa
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forma eram suficientes para a visualizac80 de plasmideos de

A. brasilense ap6s eletroforese em gel de agarose..

2.12. PURIFICAGXO DE DNA TOTAL DE H. seropediceae

Células de cem mililitros de uma cultura recente

U =l ) .
(D.O 540 1,5) de H seropedicae em meio NFbHPN foram

coletadas por centrifugagdo (5000 rpm, 4% por 10 minutos),
lavadas com To,E,, e ressupensas em Tsafz0 contendo 100 mM
de NaCl. Apb6és completa ressuspensdo das células, foram
adicionadas soluglies de SDS (10%) até a concentracado de 1%,
pronase (20 mg/mi) até a concentra¢do de 500 pmg/mi, seguido
de incubagdo a 37%C durante 3-4 horas. 0 lisado bruto fol
ent%o desproteinizado varias vezes com cloroférmio-aicool
isoamflico (24:1), até que ndo houvesse precipitado de

protelna na Interface. A segulir a solucdo de DNA foi

diallsada por 72 horas, com pelo menos 3 trocas de tampédo,
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contra 1.000 volumes de T1DE1' em 88C0 de didlise
previamente tratado (2.4.). Depois de dlalisada, a solugédo
de DNA fol tratada com RNAse na concentracdo final de 100

0C, seqguida de novas

Hg9/ml durante 3 horas a 37
desproteinizacdes e didlises. A concentracéo de DNA bem como
sua pureza foram estimados espectrofotometricamente
(2.10.1.) e seu tamanho fol estimado por eletroforese em gel

de agarose (0,3 %), utilizando como referéncia o DNA do fago

ALl ts857 Sam7 Intacto (48,5 kb).

©.13. CONDIGOBES DE DIGESTAO DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRIGAO

2.13.1. Solugles tamp8o e condigles gerals

As condig8es utillzadas para a disestdio de DNA com
enzimas de restric8o foram aquelas especificadas pelo
fabricante ou por Maniatis et al. (172). Um sisteme de trés
solugfes tamp8o com diferentes <concentraglo de NaGl foi
utilizado. A férmula destes tamp8es s&o as seguintes

(17,172):

Tamp8o de balxa concentra¢8o sallina:
Tris.HCI 10 mM pH 7,5 (37°C)
MGl 10 mM

DTT 1T mM



74

Tamp&o de concentrac8o salina média:

Tris.HCI 50 mM pH 7,5 (37°C)
NaC I 50 mM
MaC1 10 mM
DTT 1 mM

Tamplo de alta concentrac¢do salina:

Tris.HGI 100 mM pH 7,5 (37°C)
NaCl 100 mM

MaC I 10 mM

DTT 1 mM

Alternativamente o tampdo TAS fol utillizado. A maioria
das enzimas de restric8o conhecidas possuem boa atividade

neste tampdo (17).

Tamp8o TAS:

Tris-Acetato 66 mM pH 7.8 a 37°C
Acetato de Mg 10 mM

acetato de K 668 mM

DTT 0.5 mM

Usuaimente 1-5 unidades de enzima das diferentes
enzimas de restri¢8o foram utilizadas para digest8o de 0,21
Hg de DNA em um volume de @20 pI durante 1-94 horas na

presen¢ga do tampdo adequado a 37°C.
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2.13.2. Determinac8o das condi¢Bes de hidr6lise parcial do
DNA de H. seropedicae.

Reaclies de digestfio de um micrograma de DNA total de H.
seropedicae com a enzima Sal | dilufda em série (de 1 ml @&
0,0156 p1) foram feltas num volume de 20 pI. 0 ‘tampéo
utillzado fol o de alta concentrag8o salina e a digestdo fol
conduzida a 37°C durante exatamente 1 hora. As diversas
misturas de reac8o foram analisadas por eletroforese em gel
de agarose 0,4%, tendo-se utilizado o DNA do fago |ambda
digerido com Sal | como padr&o de peso molecular (possul 3
fragmentos: 32,7 kb, 15,2 kb e 0,5 kb) (17). A diluic8do da
enzima que produziu a maior quantidade de fragmentos com

15,2 a 32,7 kb fol determinada por comparag¢do visual.

2.13.3. Digestdo de DNA do H. serqopedicae em larga escala

DNA total de H. seropedicae (500 png) fol digerido nas

mesmas condi¢des utilizadas na reacdo piloto, mas wusando
apenas a metade da concentracdo de enzima Sal i necessaria
para produzir a maior concentracdo de fragmentos na falxa de
15-32 kb (172). Um micrograma desta rea¢8o fol anallsada por

eletroforese em gel de agarose 0,9% para verificar a

extensio da digestéo.

2.13.49 01983t50 do plasm[deo pVK102 em larga escala

Vinte microgramas do DNA do Plasm[080 pvKioe,
purificado em gradiente de cloreto de céslio/brometo de
etidlo, foram digeridos com Sal | a 37°C durante 1 hora em

um volume de 100 m!. Um microlltro desta mistura de reacéo
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(0,2 ug9) fol anallisado por eletroforese em gel de agarose
para se determinar a extensfo da hidr6lise. O DNA lambda

digerido com Sal | fol utilizado como referéncia de peso

molecuiar.

2.14. FRACIONAMENTO DOS FRAGMENTOS DO DNA DE H. seropedicae

PARGCIALMENTE HIDROLIZADO POR S8l |

Os fragmentos resultantes da hidr6llise parcial do DNA

de H. seropedicae com Sal | foram precipitados e 0
sedimento, dissolvido em 2 mi de T, E,, fol aplicado em um
gradiente descontinuo de sacarose (10-40%).

0 gradiente de sacarose fol montado utilizando solugdes
de sacarose de 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15% e 10% preparadas
em tampéo Tris.HCI 20 mM pH 8,0 contendo EDTA 5 mM e NaCl 1
M. Dez miltilitrns destas solu¢cbes foram submetidos ao forno
de microondas (Sanyo-Prosdfcimo) 2 vezes na poténcla méaxima,
durante 3 minutos. Destes, 7 ml de cada solug&o foram
cuidadosamente dispensados em um tubo de nitrocelulose
(Beckman) iniciando pela de maior concentracdo e terminando
pela de menor concentracéo. 0 gradiente fol deixado em

0

repouso durante 3 horas a 8 C. Ap6és a aplicagéo do DNA

parciaimente hidrolizado no topo do gradiente, este fol
submetido a centrifugag¢lo usando um rotor SW @25.2 (24.000
rem, 20%c) durante 24 horas, para migragcio e equilibrio.
FracBes de aproximadamente 0,5 ml foram coletadas e

analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,9%. As
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fracBes que continham fragmentos de DONA entre 15-32 kb foram
combinadas, dlalisadas, extraldas com clorofdrmio-4icool
Isoamfiico (24:1), concentradas por extrac&o com n-butanol e
precipitadas com 2 volumes de etanol. O DNA preciplitado fol
dissolvido em T10E1 na concentracdo de 500 pg/mi. A

concentrac¢do de DNA fol estimada pelo método

espectrofotométrico (2.10.1.).

2.15. LIGAGAO DOS FRAGMENTOS DE DNA

0s fragmentos de DNA contendo pontas coesivas dos
vetores e dos Insertos a serem |igados foram misturados,
preciplitados com etanol absoluto e lavados com etanol 70%. O
DNA foi entéo dissolvido em 17 pml de égua bidestilada,
aquecido durante 5-10 minutos a 65°C e raplidamente resfriado
em gelo. Dols microlltros de tampéo de llgase 10X
concentrado (Tris.HCI 660 mM, MaCli, 50 mM, DTT 50 mM, ATP 10
mM, pH 7,5) (172) e 1 i1l da enzima T4-DNA ligase (0,5-1
unidade) foram adiclionados. A mistura de reac8do fol entéo
homogeneizada e Incubada a 16-22%C durante 12-24 horas. Em
seqguida, 1 4! desta mistura fol analisado por eletroforese

em gel de agarose para verificar a extenséo da |lgacédo.

Fragmentos com pontas cegas foram ligados da mesma
maneira. Quando o0s fragmentos a serem ligados possulam
pontas coesivas diferentes, as extremidades foram

preenchidas com a adi¢do de 0,5 mM de dNTP e 0,1-0,5 pi (1-9

U/ul) da enzima Kienow (fragmento maior da DNA polimerase |
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de E. co0li), 5 minutos antes da adi¢d8o de T4-DNA |igase.

2.16. EMPACOTAMENTO DO DNA EM PARTICULAS DE FAGO LAMBDA "IN

VITRO"

0 preparo do extrato de empacotamento de DNA "in vitro”
foi feito por um procedimento modificado daqueles descritos

por Maniatis et al. (172) e por Goldenberg et al. (88).

2.16.1. Preparo do extrato de empacotamento sonicado

A partir do estoque em glicerol a E. col| estirpe BHB
2680, lisogénica, foi semeada por esgotamento em placa
contendo melo LA . Uma colbnia fol Inoculada em 10 ml de

meio LB e a cultura incubada sob forte aeracéao a 300

C por
14-16 horas. Esta mesma coldnia foli entdo semeada em duas
placas contendo meio LA e incubada a 30%C e a 4a°c, para a
verificar se a estirpe continuava lisogénica. A presenca de
mutacdo £1857 do fago lambda Integrado ao cromosoma Impede o

0

crescimento da E. col|{ & temperatura de 42 C (172). A

cultura em meio LB fol ent8o utilizada como in6culo para 220
ml! do mesmo melo pré—aquecido a 3000, contidos em um frasco
Erienmeyer com capacidade para 1 | (D.O.800 inicial da
mistura foi de aproximadamente 0,1). A cultura foi incubada
a 30-32°C e 180 rpm até atingir a D.0.gqg 9 0,3 (cerca de 2
horas). A induc8o da sintese de protefinas do fago foi feita
incubando—-se a cultura em um banho de &gua a 45°c durante 20

minutos, seguida de incubag¢do a 38-3900 durante 3 horas, com
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agltaclo manual. Nesta fase, 1 millilitro da cultura foi
testado para Indu¢do adicionando 3 gotas de cloroférmio:
culturas iInduzidas tornam-se translilcida prontamente (1-3
minutos). A cultura fol ent8o deixada em repouso durante 10
minutos em banho de gelo e as células coletadas por
centrifugag8o suave (4.000 rpm, 5 minutos, EOC). 0 sedimento
celuiar fol entdo ressuspenso em 1,8 ml de tamplo de
sonicacéo gelado (Tris.HGI 20 mM, EDTA 1 mM,

f3-mercaptoetanol 5 mM, MgClI_ 3 mM, pH 8,0) e as <células

c
foram sonicada (uiltrasonicador Lab-Line) em pulsos de 3
segundos (forga méxima) com Intervalos de 30 segundos em
banho de gelo entre 0s pulsos. Esta operacdo foi repetida
até que o material se tornasse transliuclido e com balxa
viscosidade. Finalmente o extrato obtido foi centrifugado a
12.000 rpm e 400 durante 10 minutos e distribuidos em tubos
plésticos de 1,5 ml! gelados em fragiies de 50 wul. Estas

frages do extrato sonlicado foram raplidamente congeladas em

nitrogénlio liqufdo, onde foram mantidas estocadas.

2.16.2. Preparo do extrato de empacotamento por
congelamento/descongelamento

E. coilil estirpe BHB 2688 fol utillzada para o0 preparo
deste lisado. 0 In6culo, teste de |isogenia, condigdes de
cultivo, Indu¢8o e teste de Indu¢c8o foram Idénticos aos
descritos na seclo anterior. A cultura induzida fol
centrifugada (5.000 rpm, 400, 5 minutos) e as células foram
ressuspensas em 1,4 ml de sacarose 10% em tampédo Tris.HCI 50

mM pH 8,0, estéril. Duzentos microlitros de uma solugdo de
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llsozima (2 mg/ml em tamp8o Tris.HCI 0,256 M pH 8,0) foram
imediatamente adicionados e a suspens8o de células congelada
em nitrogénio Ifquido e delixada descongelar em banho de
gelo. Cem microlitros de tampdo de empacotamento (Tris.HCI B
mM, espermidina 50 mM, MgCl, 20 mM, ATP 30 mM,
3-mercaptoetanol 30 mM, pH 8,0) foram adicionados ao |isado
e, em segquida, centrifugado a 35.000 rpm e 400 durante 30
minutos, em rotor SW B65K. Aliquotas de 50 pl desta
preparac8o foram distribulfdas em tubos plésticos de 1,5 mi

gelados e foram rapldamente congeladas e estocadas em

nitrogénio 1fquido.

2.16.3. Rea¢8o de empacotamento "in vitro”

0 empacotamento "in vitro"™ fol feito de acordo com
aquele descrito por Goldenberg et al. (89). 0 DNA do fago
lambda L47.1 Intacto fol wutillizado para verificar a
eficiéncla de empacotamento. A 1-10 pl de uma solugado de DNA
(0,1-1 pg) foram adicionados 7 !l de tamp8o de sonicagéao
(2.16.1.), 2 u! de tamp8o de empacotamento (2.16.2.), 8 uli
de extrato sonlicado (2.16.1.) e 12 uli de llsado
congelado-descongelado (2.16.2.) , nesta ordem. 0s extratos
de empacotamento foram retirados do nitrogénio Ifquido e
descongelados em banho de gelo. A mistura de reaglo de
empacotamento fol incubada a 25°C durante 1 hora e
Interrompida pela adig8o de 500 pI de SM (Tris.HGI 5mM,

MgCl_ 2 g/1, NaGCi 5,8 g/1, gelatina 0,1 g/l, pH 8,0) e 5 pl

e
de cloroférmio. A eficiénclia de empacotamento obtida foi de

= 106 pfu/pnug de DNA AL47.1.
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0 empacotamento de cosmideos recombinantes fol feito do
mesmo modo, apenas utilizando a mistura de rea¢8o de ligac8o

a0 Invés do DNA do fago I|ambda.

2.17. INFECGRO DE E. col} COM FAGO LAMBDA

A infec¢8o de cultura de E. coll com fago Iambda fol
feita essenclalmente como descrito por Maniatis gt al.
(172). Cerca 10-100 I de wuma suspensd8o de fago foram
adicionados a 200 p! de um cultura de E. c¢oli HB 101
crescida durante 14-20 horas em LB suplementado com 0,2% de
maltose. Esta mistura fol incubada durante 20 minutos a 37°C
e, ap6s a Incuba¢do, foram adicionados 3 mi de meio LA
contendo O0,6% de &gar a uma temperatura de aproximadamente
45%°C e imediatamente espalhados sobre placas contendo melo
LA. Os halos de lise normeimente eram visiveis e contados

depois de 10-12 horas de incuba¢do a 37%.

2.18. PURIFICAGAO DO DNA DO FAGO LAMBODA

2.18.1. Purifica¢8o0 do DNA do fago AL47.1

Uma cultura de E. <coli HB 101 foi infectada com

aproximadamente 103-10q fagos, como descrito na se¢ao
anterior. £p6és 12-149 horas a camada de bactérias apresentava
halos de lIise confluentes. As partfculas de fago foram

extraldas lavando a superficlie do 4&gar com 5 ml de SM
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durante 3 horas a 8°C. 0 Ifquido sobrenadante fol recolhido
e mals cinco mililitros de SM foram adicionados e a lavagem
repetida. 0 SM recolhido da placa nas duas lavagens foi
misturado, centrifugado durante 5 minutos a 5.000 rpm e o
sedimento desprezado. As particulas de fago presentes no
sobrenadante foram coletadas por centrifugac8o a 20.000 rpm

OG. Um precipitado translilucido formou-se

durante 1 hora, a 4
no fundo do tubo. Para o Isolamento do DNA do fago Ilambda,
este precipitado fol ressuspenso completamente em 200 pi de
T,gE, € transferido para um tubo pléstico de 1,5 mi. As
particulas virais foram |lisadas pela adi¢do de 20 ! de EDTA
0,5 M, 25 ul de SDS 10% e 6,25 I de pronase e incubagédo a

3700 durante 3 horas. A solugdo de DNA foi em segulida

desproteinizada com cloroférmio—&lcool Isoamilico (249:1)
vdrias vezes, precipitada com red volumes de etanol e
solubilizada em T1OE1' A concentrac8o final de DNA na

preparag&o fol estimada pelo método de complexagdo com

brometo de etfdlio (2.10.2.).

2.18.2. Purificacdo do DNA do fago AcltsB57 Sam7

0 DNA do fago Aclts®57 Sam7 foi purificado a partir da
estirpe Iisogénica de E. coli G600 AcltsB57 Sam7 como
descrito por Maniatis gt al. (172).

Para testar a presenca do fago no genoma da estirpe,

uma coilfnia fol semeada em duas placas contendo meio LA, que

foram incubadas a 30 e 42°C. Em altas temperaturas o produto

do gene mutado ¢l é inativado permitindo o0 crescimento do

fago e 0 prosseguimento do <ciclo Iftico. N&o houve
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crescimento na placa Incubada a 4800. Uma coldbnia da placa
incubada a 30°C foi Inoculiada em 20 mi de meio LB e incubada

durante 19 horas a 3000 e 150 rpm. Esta cultura foi usada

como in6culo para 800 mi de melo LB (em frasco erlenmyer de
2 |1). A densidade 6tica Iniclal a 600 nm da cultura fol de
0,17. Em seguida a cultura fol incubada a 30°C e 150 durante

3 horas (D.O = 0,6). A cultura fol entdo submetida a

600
choque térmica a 4500 durante 15 minutos, sob aglitagdo
manual constante, e novamente incubada a 3006 durante mais 2
horas. A células foram coletadas por centrifugag¢do (5.000
rpm, 406, 5 min), sedimento ressupenso em 10 ml de tampdo
Tris.HCI 10 mM, pH 8,0 contendo MaCl, 10 mM. Cloroférmio (10
gotas) fol adiclonado ao tubo e agltado em agitador vortéx
até a obten¢g3o0o de wuma massa compacta. Um volume de
cloroférmio-4icool Isocamilico fol adicionado ao tubo,
novamente agitado e as fases orgénica e aquosa foram
separadas por centrifuga¢io (12.000 rpm, 400, 15 minutos). A
fase aquosa fol recolhida & a fase orgénica fol lavada com 5

mi de Tris.HG! 10 mM/MgCi, 10 mM, pH 8,0. As fases aquosas

c
foram reunidas e centrifugadas a 20.000 rpm (400) durante 1

hora. 0 sedimento translilGcido fol dissolvido em 2 mi de SM

com agitac8o0 e foram adicionados SDS 10% (concentragdao final

0,5%), pronase 20 mg/ml (concentragdo final 0,5 mg/mi) e

EDTA 0,5 M (concentragdo final 20 mM). Apés Incubagéo por 4

horas a 3700 a preparagéo foi desprotelnizada com

cioroférmio—-&icool Isoamfilico 3 vezes e dialisada 4 vezes
contra 3 litros de TmE1 (29 horas, 4°C). A concentragdo de
DNA fol determinada utilizando o método espectrofotométrico
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(2.10.1.).
O DNA do fago Ag[8575am7 foil utilizado como padr8o de
peso molecular intacto (48,5 kb) ou dligerido com Sal |

(produzindo os fragmentos de 32,7kb, 15,2 kb e 0,5 kb) (17).

2.19. CONSTRUGAO DO BANCO DE GENES DE H. seropedicae

Fragmentos Sal | de DNA de H. seropedicae (=~ 3,5 ug),
com peso molecular entre 15,2 e 32,7 kb, foram ligados a
aproximadamente 1 pg do cosmidio vetor pVKiD2 |Ilnearizado
com a enzima Sal |, em um volume de 10 p!, como descrito na
secf0 2.13.4. A mistura de Iigagdo foi Incubada a 4°C
durante 60 horas. A concentragdo de DNA na reaclo de ligacéo
foi alta (>~ 450 ung/mi) para favorecer a formac¢do de
concatdmeros de alto peso molecular, uma vez que estas
moléculas s8o empacotadas com malor eficiéncia (172). Dois
microlitros da reac8o de |ligac8o foram empacotados como
descrito na secldo 2.16.3. Vinte microlitros da mistura de
empacotamento foram utillzados para infectar 200 p1 de E.
coli HB1D01, crescida em meio LB suplementado com maltose
(0,2%). Apés incubagdo de 20 minutos a 3700, um mililitro de
melo LB fol adicionado & mistura de infec¢80 e novamente
incubado por mais 1,5 horas sem agltac8o. Esta mistura de
Infecc8o fol ent8o plaqueada em melo LA contendo 50 pg/mi de
canamicina. Coldnias resistentes a canamicina e sensfvels a

tetraciclina foram coletadas, estocadas em 50% de glicerol

(—2000) e constituem o banco de genes de H. seropedicae.
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2.19.1. Célculo da representatividade do banco de genes
A representatividade do banco gendmico fol calculada

pela seguinte formuia (42):

In(1 - P)
In(t - £)

calculando para P,

_ eN.ln(1ﬁf>

onde P é a probabilidade, f é fracdo do genoma em um d{nico

recombinante e N é o nimero necessério de recombinantes.

2.20. CONJUGAGAD

A transferéncia de plasmideos por conjugacdo fol felta

como descrita por Pedrosa e Yates (214,215).

2.20.1. Transferéncia plasmideos auto-transmissiveis por
conjugacéo

A formac8o do "pilus” conjugativo e a transferéncia do

plasm{deo para a bactéria receptora depende de um conjunto

de genes, o0s chamados genes tra (112). Plasmideos que

posssuem 0S8 genes tra, como o plasmideo REB.45 (108), séo

auto-transmissiveis entre bactérias gram—-negativas e em

altas frequénclas (112). Por outro lado existe um grupo de
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plasmideos que n8o possuem 08 genes tra, mas séo
transmissfivels exigindo, contudo, a presen¢ga de genes tra em
"trans", Isto é, em outro plasmideo ou no cromosoma (112).
Estes plasmideos sdo chamados plasmideos mobillizévels.

A transferénclia do plasmideo R68.45 (ILQ+) de E. coll
para A. brasiiense fol felta misturando a cultura em meio LB

de E. coll (R68.495) com a cultura de A. brasiiense em meio

NFbHPN, ambas as culturas em fase logar{tmica de
crescimento, na propor¢8o de 1 para 10 (100 1 de E. coli e
1 ml de A. brasilense). A mistura foli centrifugada por 3
minutos em microcentrfifuga, lavada com 1 mi de LB, plaqueada
em meio LA/NFDHPN (1:1) e incubada a 30°C durante 20-24
horas. A massa de células crescida durante a conjugacdao fol
raspada, suspensa em 1 ml de NFbHP, dilufda em melo NFbHP
(107 5-107%) e plagqueada em meios de selegdo apropriados. A
frequéncia de conjugagdo por receptor fol calculada
dividindo o nimero de A. brasilense que receberam plasmideo,
transconjugantes, pelo nimero total de A. brasilense na

mistura de conjuga¢do, determinados em meio seletivos e néo

seletivo (NFbHPN), respectivamente.

2.20.2. Transtferéncla de plasmideos mobilizévels por
conjugacéo

Quando o plasmideo a ser transferido era mobllizdvel os

genes tra foram supridos em "trans” pelo plasmideo pRK2013.

Este plasmideo possui o0os genes tra e o0 seu replicon €é o

ColE1 (82) sendo instdvel em A. brasilense. Gulturas de E.

coll contendo o plasmideo de interesse e outra contendo o
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plasmideo pRK2013, cultivadas em melo LB suplementado com 0sS
antibidticos adequados, foram misturadas com uma cultura de
A. brasiiengse, na proporgdo de 1:1:10. 0 tratamento
subsequente fol exatamente lgual ao descrito anteriormente.
Alternativamente, a funcles dos genes lra podlam ser
supridas pelo uso de E. ¢oli S17.1, que possue integrado em
seu cromossoma 0s genes tra do plasmideo RK4 (246). Quando o
plasmideo de interesse era albergado por esta estirpe, a
cultura de E. cotl S$17.1 <(doadora) fol misturadas com a

cultura de A. brasilense na proporgdo de 1:10 e 0

procedimento posterior fol 0 mesmo.

2.21. TRANSFORMAGEO

A transformacd3o de estirpes de E. c¢oil com DNA

plasmicdial fol felta como descrito por Manlatis et al.

(172).

2.21.1. Preparo de células de E. coil competentes

0

Cem mililitros de meio LB pré-aquecido a 37 C foram

Inoculados com 1 mli de um cultura recente de E. coli

(D.D.600 inicial de aproximadamente 0,02) e incubada a 3700

sob forte agitacdoc (~ 200 rpm) durante cerca de 2 horas

(D.O.BOD final de 0,3-0,5). A cuitura foi ent8o resfriada em

banho de gelo durante 10 minutos e as células coletadas por

centrifugag¢do (5.000 rpm, 400, 5 min). 0 sedimento de

células fol ressuspenso em 50 ml de tamplo de transformagéo



88

(Tris.HC!I 10 mM, CaGCl, 50 mM, pH 8,0), incubado em gelo

2
durante 30 minutos e novamente centrifugado. As células
tornadas competentes pelo tratamento com CaCIE foram
finalmente ressuspensas em 6,6 ml de tamp8o de transformacéo
e alfquotas de 0,2 ml desta suspensfio foram distribuldas em
tubos plésticos de 1,5 mi, estéreis e gelados. Glicerol, na
concentracdo final de 15%, podia ser adiclonado ao tamp8o de
transformac¥o nesta Gltima etapa e as células competentes

estocadas em nitrogénio Ifquido durante pelo menos seis

meses.

2.21.2. Transforma¢do de células competentes com DNA

A cada alfquota de 0,2 mlI de céluias competentes foram
adiclionados 1-20 ! (1-50 ng) de solugdo de DNA em T1DE1 ou
da mistura de llgac&o e incubadas em banho de gelo durante
30 minutos. Em seguida, a suspensdo de células foi submetida
a um choque térmico e 42% por 3 minutos em banho-maria e
finalmente incubada em gelo por mals 5 minutos. Um mililitro
de melo LB fol ent8o adiclionado a cada tubo e incubado a
37%c durante 1-3 horas, para permitir a expressdao dos genes
de resisténcla a antibib6ticos. 0 contelido de cada tubo foi
plagueado em melo LA contendo 68 antibidticos adequados e
nas diluiglies apropriadas. Plasmideos intactos produziam
normalmente cerca 105—107transformantes/yg de DNA.

Para transformar células de E. coll estirpe MC1061 fol
utiltizado o mesmo procedimento, mas o tampéo de

transformac8o fol substitufdo por solug8o de CaCla 100 mM

(M.G. Yates, comunica¢c8o pessoal).
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2.21.3. Transformagédo réplda

Células de 1 ml de uma cultura recente de E. ¢oli em
meio LB (D.O.BDU ~ 1,0-2,0) ou uma al¢ada células de uma
placa contendo melo LA foram suspensos em 0,2 ml de CaCl,

100 mM ou Tris.HC!I 10 mM/CaCl 50 mM pH 8,0, e incubadas em

e
banho de gelo durante 30-40 minutos. GCem @& quinhentos
nanogramas de DNA (até 50 ul) foram adiclonados e a
suspensBo fol novamente Incubada em gelo por mals 30
minutos. As células foram entdo submetidas a um choque
térmico de 3 minutes a 42°C e relncubadas em gelo por mais 5
minutos. Apb6s a adi¢c8o de 1 ml de meio LB, as células foram
incubadas a 37°C por 1 hora para express&o da resisténcia ao
antibiético e plagueadas em meio LA contendo os antibibticos
adequados. As colfnias resistentes aoc antibiético presente

no meio seletivo foram Isoladas e testadas para a presenga

de plasmideos.

2.22. CONSTRUGAO DE MAPAS DE RESTRIGXO DE PLASMIDEOS

0 plasmideo a ser mapeado fol purificado em larga
escala em gradiente de CsClE/brometo de etidio (2.11.1.) ou
por miniprepara¢do (2.11.2.1.). 0 ONA plasmidial fol
submetido & digestéio com diversas enzimas de restrigéo,
separadamente ou em combina¢8es de duas ou trés enzimas, e 0
produto da digestéio fol analisado por eletroforese em gel de

agarose. A determina¢do dos pesos moleculares dos fragmentos
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produzidos pelas digestles simples ou mdlitiplas e a andlise
comparativa destes resultados permitiram a dedug8io do mapa

de restric%o0 dos vérlios plasmideos.

2.23. PURIFICAGAKO DE FRAGMENTOS DE DNA EM GEL DE AGAROSE

2.23.1. Purificacéo de fragmentos de DNA em gel de agarose
com papel de DEAE-celulose

A purificac8o de fragmentos de DNA em gel de agarose
fol feita essencialmente como descrito por Dretzen et al.
(57). 0 plasmideo fol Isolado de 50-100 mi de uma cultura de
E. coll como descrito para minipreparagdo (2.11.2.1.), mas
0s volumes dos reagentes foram ajustado de acordo com o©
volyme de cultura utilizado. O DNA plasmidlal (1-5 ug) fol
submetido a digest&o com a enzima de restrigédo adequada e 0S
fragmentos separados em gel de agarose (D0,6%) preparativa
(pogo de 40 mm de comprimento, 1 mm de largura e 5 mm de
altura). Ap6s a corrida, o gel fol corado com brometo de
etidio e visualizado sob fuz ultravioleta. Aproximadamente 1
mm abaixo da banda desejada, o gel fol cortado e uma fita de
papel de DEAE-celulose (DEB1, Whatman) embebida em TBE fol
inserida cuidadosamente e a corrida eletroforética fol
reiniciada. Antes de ser utilizado, o papel de DEAE-celulose
fol tratado com NaCl 2,5 M por algumas horas e lavado com
dgua bidestilada. Quando toda a banda de DNA estava
adsorvida (cerca de 15-20 minutos de corrida adicional) a

fita de papel fol retirada, lavada lligeliramente com @&gua
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bldestilada gelada e suspensa em tampéo de extracéo
(Tris.HGI 20 mM, EDTA 1 mM, NaClI 1,5 M, pH 7,5) numa
propor¢8o de 300 m! de tampdo para cada 50 mma de papel. A
suspensfo fol vigorosamente agitada para desfazer o papel,
incubada a 37°C durante 2-24 horas e filtrada através de 13§
de vidro siliconizada. O filtrado, contendo o fragmento de
DNA purificado, fol ent8o concentrado por extracéo com

n—-butanol e precipitado com 2 volumes de etanol.

©.23.2. Purifica¢do de fragmentos de DNA em gel de agarose
de balxo ponto de fusdo

A purificac8o de fragmentos de DNA em gel de agarose de
baixo ponto de fus#o fol felta conforme descrito por Bankler
et al. (10), com modificagBes. 0 plasmideo fol Isolado e
digerido como descrito no Item anterior. Os fragmentos foram
entéo separados eletroforeticamente em gel de agarose
(0,7-1,0%) de baixo pcnto de fusdo de forma Idéntica &aquela
descrita na se¢do 2.9. e utilizando tampdo TAE. Apds a
coloracéo com brometo de etfdlo, a fraclo de gel contendo a
banda correspondente ao fragmento de interesse fol cortada
sob luz ultravioleta (302 nm). A porglo de gel contendo DNA
de interesse fol entdo tundida a 65°C por 5 minutos, sendo @&
segulr adicionados Tris.HGI, EDTA e NaCl nas concentracdes
finals de 10 mM, 1 mM e 0,2 M, respectivamente. Um volume de
feno!l equilibrado com tampdo Tris.HCI foi adicionado ao gel
fundido e a mistura fol aglitada vigorosamente. Apés
centrifugacdo a 10.000 rpm em centrifuga Spin | (incibrés)

durante 3 minutos a fase aquosa fol coletada e o fenol
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extraldo com um volume de T1DE1' As fases aquosas contendo o

DNA foram reunidas e extraldas novamente com fenol. Se o
volume fosse muito grande o0 DNA era concentrado pela

extragcdo com n-butanol e posteriormente precipitado com 2/3

volumes de acetato de ambnio 5 M e 2 volumes de etanol.

2.29. MARGAGKO DE FRAGMENTDS DE DNA

2.24.1. "Nick-transliation”

3c

A marca¢cdo de DONA com P por "nick-translation" foi

feita como descrita por Rigby et al. (2e28). Foram
adicionados a um tubo 10 ! de solugdo de DNA (0,5-1 ung), 5
ul de tampdo de "nick-translation”™ 10x concentrado (Tris.HGCI

500 mM, MgSO, 100 mM, DTT 1 mM e albumina bovina PENTAX

49
fraclo vV 500 po/mi), 1 ml de solugéo 1 mM de cada um

desoxinucleotideo n8o marcados (dCTP, dGTP e dTTP), 5 pl de
solu¢do de DNAse | (péncreas bovino) (0,01 pmg/mi, em tampéo
"nick—-transliation” %), 1 pl (1-2 unidades) de

DNA-poilimerase | de E. coll e, por Glitimo, 10 pi de

3

fa-""PJdATP (100 nGi), em um volume final de 50 wpi. 0

sistema de rea¢do fol incubado a 1800 durante 1 hora ou até

32

que houvesse 20% de P incorporado ao DNA. A reagdo fol

interrompida pela adic¢cdo de 0,5 I de EDTA 0,5 M.
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2.29.2. Marcacéo de fragmentos de DNA por sintese utiiizando
hexadesoxinucleotideos como "primer”

0 fragmento de DNA (cerca de 30-50 ng) a ser marcado
fol desnaturado por fervura durante 10 minutos e rapidamente
resfriado em banho de gelo. Ao tubo <contendo DNA (10 ui)
foram adiclionados 5 ul de tampéo 0CB, 1u!l de albumina bovina
(10 ma/mt), 2,5 u! (25 pCi) de [a-SSPIdGTP (Amersham), 0,5
pl de enzima Klenow (1-2 wunidades) e 4é4gua bidestilada
suficlente para 20 o1 (81). A mistura de rea¢do foli Incubada
a temperatura ambiente durante 1-24 horas. 0O tampdo OCB (8B1)
continha tamp&o MOPS 1 M pH 6,6, tampdo Tris.HCI 0,265 M pH

8,0, MgCl 0,025 ™M, dNTP (dATP, dGTP e dTTP) 1 mM,

e
f3-mercaptoetanol 50 mM e 27 miliunidades 00554 de
hexadesoxinucieotideos. Quando as sondas foram sintetizadas
por este método geraimente foram Incorporados cerca de 75%
da radioatividade ao DNA, eliminando—-se assim a necessidade

de purificacéo.

2.24.3. Marcacdo com dUTP-digoxigenina

A marcac8o com dUTP-digoxigenina foi felta utilizando o
"Genius Nonradloactive DNA Labelling and Detection Kit"
(Boehringer Mannheim Blochemicals) e conforme as instrugdes

do fabricante (18).
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2.25. DETERMINAGHO DA INCORPORAGXO DE NUGCLEOTIDEOS MARCADOS

3p a0 DNA

COM

A extens8o de marcagdo radioativa do DNA fol
determinada como descrito por Maniatis et al. (172).
Amostras de 1-5 wul| de uma diluigéo da reacéo de
"nick-translation” (1:50-1:100) foram depositadas sobre 2
pedacos de papel de DEAE-celulose (0,5 c¢cm x 0,5 cm). Um
destes pedagos fol lavado sels vezes com Na HPO, 0,5 M
durante 5 minutos, 2 vezes com dgua bidestilada e 2 vezes
com etanol 895%. Apb6s secagem dos dois pedagos de papel
contendo DNA adsorvido, a radiatividade de cada um fol
determinada em <contador de <cintilagles Iliquidas Beckman
LS-133 utillizando o Ifquido de Bray (21) <como liquido
cintilador. A relacéo entre o nUmero de cintilaglies por
minuto no papel lavado (radiostividade Incorporada) e no
papel nfo lavado (radioatividade total), mu'tiplicada por
100, é igual & percentagem de Incorporacdo de nucleotideos

marcados com 32? ao DNA.

2.26. PURIFIGCAGAO DE FRAGMENTOS DE DNA MARCADOS GOM 32p

0s fragmentos marcados por "nick—transiation™ foram

purificados em coluna de Sephadex G-50 <como descrito por

Maniatis et al., (172).
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2.26.1. Preparo do gel de Sephadex G-50

Trinta gramas de Sephadex G-50 foram suspensos em 500
mi de tamp8o STE (Tris.HCI! 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH
8,0), deixados em repouso durante uma nolite e, entédo,
fervidos durante 1 hora. A resina preparada deste modo pode

ser estocada a 4°C em STE.

2.26.2., Cromatografia de DNA marcado com Sephadex G-50.

Um mililitro da suspenséo do gel fol depositado em uma
seringa pléstica de 1 ml de capacidade com o fundo obturado
com 18 de vidro siliconizada. Esta seringa fol submetida a
centrifugacdo em centrffuga clinica durante 5 minutos, a
aproximadamente 1.000 rpm. 0 volume de gel foi completado e
as etapas anteriores repetidas até que se obtivesse um
volume de gel empacotado de aproximadamente 1 mi. GCem
microlitros da solug@o de DNA marcado com 3E“’P (o volume da
rea¢&o de "nick-transiation”™ fol completado para 100 i com
STE) foram aplicados & <coluna, a qual foi submetida a
centrifugac8o nas mesmas condi¢les anteriores e o eiuato

coletado em um tubo pléstico de 1,5 mi. Cerca de 60-80% do

DNA marcado foi recuperado neste procedimento.

2.27. TRANSFERENCIA DO DNA DO GEL DE AGAROSE PARA MEMBRANA

DE NITROCELULOSE OU DE NYLON

As transferénclas de DNA para membranas de nyion

(Hybond-N, Amersham) ou nitrocelulose (Millipore HAWP,
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Millipore) foram feitas como descrito (172,3). 0s fragmentos
de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose,
visualizados e fotografados como descrito na se¢8o 2.9. Uma
régua fol fotografada ao lado do gel para servir como
referéncla para as disténcias de migracdo dos fragmentos.
Apbs a remoc8o dos pogos de aplicaclo, o gel fol tratado com
a solug8o desnaturante (NaOH 0,5 M/NaCl 1,5 M) durante 30
minutos, lavado llgeiramente com édgua bidestilada e tratado
com solu¢c8o0 neutralizante (Tris.HCI 1,0 M/NaCi 1,5 M) por
mais 30 minutos. Foram wusados cerca de 200 m! destas

=4

solugles para géls de 35-100 cm de 4rea e 0,5 cm de altura.

Alternativamente, o gel fol tratado com HC| 0,285 M durante
10-15 minutos, e entdo com solugdes desnaturante e
neutrallizante. Este Gitimo procedimento fol usado
princlpaimente quando os fragmentos a serem transferidos
foram d¢e alto peso molecular (>5kb). Ap6s estes tratamentos
o gel fci colocado cuidadosamente sobre uma tira de papel
3MM (Whatman) da mesma largura do gel, mas comprido O
suficliente para formar uma ponte entre o tampdo e o gel.
Este conjunto fol colocado sobre uma plataforma de vidro ou
acrilico e ent3o dentro de uma cuba contendo 0,5-1 litro de
SSC 20X (NaGl 3M/ citrato de s6dio 0,15 M, pH ajustado para
7.0 com NaOH 1N)). 0 nivel do tamp&o ficava abalxo do nfvel
da plataforma de vidro e as pontas do papel 3MM formavam uma
ponte entre o gel e o tampdo da cuba. As bolhas entre o gel
e o papel foram cuidadosamente removidas. A membrana de
nitrocelulose, umedecida com SSC 2X, ou a membrana de nylon

seca, cortada 1 mm malor que 0 gel em cada dimensdo e
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identiflicada a 18pis, fol culdadosamente colocada sobre o
gel de maneira que a borda Inferior dos poginhos estivessem
Justapostos & borda da membrana. Este procedimento foi
utilizado para que n&o ocorressem erros na determinacdo dos
pesos moleculares. Todas as bolhas de ar entre o gel e a
membrana foram escrupulosamente removidas. Sobre a membrana
foram colocadas 3 folhas de papel 3MM cortadas exatamente do
tamanho do gel e, sobre estas, foi coloda uma pilha de papel
absorvente com cerca de 10 cm de altura e finalmente um peso
de 1 kilograma. Normaimente a transferé&ncia ocorria durante
249 horas e, eventualmente, durante <48 horas. 0 nlvel do
tamp8o SSC 20X fol mantido durante a transferéncia. A
membrana foi entdo removida, lavada com S5C 5X e seca a 37%

durante 15-30 minutos. 0 DNA fol fixado a membrana de

0C durante 2,5 horas e a

nitrocelulose em estufa a @85
membrana de nylon por irradiagdo de |uz wultravioleta (302
nm) em transiliuminador durante 3-5 minutos. A membrana com
DNA fixado pode ser usada Iimediatamente para hibridizac¢&o ou

ser guardada por até 15 dias em dessecador e & ‘temperatura

ambiente.

2.28. HIBRIDIZAGKO

As hibridizagdes foram feltas por procedimento
modificado daquele descrito por Johnson et al. (144) ou
segqundo o manual Amersham (3) ou ainda de acordo com O

procedimento especificado por Boehringer Mannheim
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Biochemicals (18).

2.28.1. Hibridizag8o utilizando leite desnatado Molico como
agente bloqueador

0 fllitro de nitrocelulose contendo DNA fol umedeclido

com soluc8o de Molico (leite desnatado da Nestiée) 0,3% em

SSC 6X e incubado & temperatura de hibridizagéo (55°G) por 2

horas. O filtro fol entdo colocado em um saco pléstico e 50
a 100 y! de solugdo de Molico foram adicionados para cada
cm® de &rea da membrana. A sonda radloativa, desnaturada em
banho fervente durante 10 minutos, fol adicionada ao saco
pldstico que fol selado e incubado durante 18-24 horas a
temperatura de hibridizacdo.

Hibridizac8es em condic8es de alta estringéncia foram
conduzidas a 6500 e as membranas lavadas 2 vezes com solugdo
de Molico em SSC B6X contendo O0,1% de SDS, durante 30 minutos
& temperatura ambiente. A seguir f2ram lavadas mais duas

°c durante 30

vezes com SSC 0,1X contendo 0,1% de SDS a 65
minutos. Em cada lavagem foram usados 200 miI de tamp&o. A
membrana fol seca e exposta a flime de ralos—-X Kodak X-Omat
XK-1 ou BRAF, com ou sem piaca amplificadora, durante 1-7
dias a -50° C.

Hibridizagdes em condi¢des de balxa estringéncia foram
conduzidas a 55°C. A membrana foi lavada duas vezes com
lette Mollico 0,3% em SSC 6X contendo 0,1% de SDS durante 30
minutos & temperatura ambiente e mals duas vezes com SSC 2X

contendo 0,1% de SDS, a 5500 durante 15 minutos. Em cada

lavagem foram usados 200 ml de cada tamp8o. A membrana fol
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seca e autoradiografada com fiilme Kodak X-Omat XK-1 ou flime
BRAF durante 1-7 dias 8 -BDOC utiltizando c placas
amplificadoras (Dupont, GCronex Hi-Plus). O filime fol

revelado com revelador a base de metol-hidroquinona (126).

2.28.2. Hibridiza¢8es utillizando a solugdo de Denhardt como
agente bloqueador

A membrana de nylon contendo DNA fol colocada em um
saco pléstico e Incubada com solug8o de pré-hibridizagéo
(SSC 5X, solugd&o de Denhardt 5X, 0,5% SDS, 20 mg/ml  de DNA
de timo, 35% de formamida) a 42°C durante 2-12 horas (baixa
estringéncia). Aproximadamente 100 pm! desta solug&o foli
utilizada para cada cmE da membrana. A solu¢do de Denhardt
100X contendo 2% de albumina bovina, 2% de Ficoll e 2% de
poliviniipirroiidona era filtrada por filtro Millipore 0,495
H#m e em seguida estocada a —EOOC (3,172). A sonda radioativa
foi desnaturada em banho fervente durante 10 minutos,
rapidamente resfriada em gelo e adicionada ao saco pléastico.
A mistura de hibridiza¢8o fol Incubada durante 12-18 horas a
4200, com agitag¢do rotatéria. A membrana fol entdo lavada
duas vezes com SSC 2X & temperatura ambiente durante 30
minutos e mais duas vezes com 0 mesmo tampdo a 65°Cc. Em cada
lavagem foram usados cerca de 200 mlI de tampdo. Depois de
seca, a membrana foi autoradiografada como descrito

anteriormente.
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2.28.3. Hibridlizacéo utitizando prova marcada com
dUTP-digoxligenina

A hibridizac8o utilizando como prova fragmento marcado
com dUTP-digoxigenina foil felta conforme as Instrugles do
fabricante. Esta hibridizagdo fol reallzada a 60°C, durante
18 horas. A membrana fol posteriormente uma vez Jlavada com
SSC 2X & temperatura ambiente durante 30 minutos e 2 vezes a
65°C durante 15 minutos. A revelagdo dos hibridos fol felta
conforme as instru¢des do "Genlus Nonradioactive DNA

Labelling and Detection Kit" (18).

2.29. MAPEAMENTO DO TRANSGCRITO CONTENDO O GENE nifA DE H.

seropedicae

2.29.17. Purificac8o de RANA total de A. bhresilense

p. brasijense estirpe FP1D(pEME107) fol <crescido em

melo NFbHPglu e NFbHPN e A. hrasjilense FP10 em NFbHPglu.

Destas culturas, somente a da estirpe FP10O(pEMS107) crescido
em NFbHPglu possufa atividade de nitrogenase. Treze
mililitros de cada cultura foram rapidamente transferidos
para um tubo de centrifuga de 50 ml de capaclidade e |llsados
com 1,3 mi de soluclo de lise (Tris.HCI 0,5 M, EDTA 0,2 N,
SDS 10%, pH B,D). Apb6s homogenelizacdo por Inversdo, foli
adiclonado 1 volume de phenol/m-cresol/B-hidroxiquinoielna
(1000:140:0,4) ao lisado, que fol incubado em banho de gelo
durante 5 minutos. O Iisado fol ent&o centrifugado a 10.000

rpm durante 15 minutos a 400. A fase aquosa fol recolhida e
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0s &écidos nucleicos preciplitados pela adi¢c8o de 2,5 volumes
de etanol absoluto. O preciplitado contendo DNA e RNA fol
lavado vérias vezes com etanol 80% e seco & ‘temperatura
ambiente. Uma grande quantidade de sal co-precipitou com o0s
4cldos nucleicos, possivelmente devido a alta concentracéo
de fosfato no melo NFbHP. Este sal fol Inicialmente removido
por vérios ciclos de precipitagédo com etanol (3 vezes), e
entéo pela passagem por uma minicoluna de Sephadex G-25 como
descrito na secédo 2.26. Todos 08 reagentes e materlal de
vidro ou pléstico foram previamente esterlilizados por

autoclavacdo, para eliminar atividade de RNAse.

2.29.2. Eletroforese de RNA em gel de agarose contendo
formaldeldo

A eletroforese de RNA fol feita conforme descrito pelo
menual Amersham (3). O gel de agarose fol preparado
adiclonando a 1,1 g de agarose 73 mi de dgua bidestilada e
10 mi de tamp8o MOPS 10X (MOPS 0,2 M, acetato de potdssio 50
mM, EDTA 10 mM, pH 7,0) e autoclavado. Ap6s a autoclavagdo O
gel foi deixado para esfriar até aproximadamente SBOC,
quando foram adicionados 17 ml de uma soluc8o de formaldeldo
concentrada (37%). 0 gel fol finalmente despejado sobfre a
placa suporte de eletroforese montada com o pente. As
amostras para eletroforese foram preparadas misturando—-se a
6 ! de solug8o de RNA, 12,5 pl de formamida deionizada, 2,5
gl de tamp&o MOPS e 4 pl de formaldeido (37%), seguido de
aquecimento a 65°C durante 5 minutos e réapido resfriamento

em banho de gelo. Em segulda, 2,5 pl de glicerol 50%
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contende 0,7 mg/ml de azul de bromofenol foram adicionados a
cada amostra. A eletroforese fol desenvolvida a 70 V durante
3-49 horas. As amostras de RNA das estirpes de A. brasilense
anallsadas correspondia a aproximadamente 2 ml da cultura e
as amostras de RNA padr8o (Boehringer Mannheim Blochemicals)

foram de 10 pg.

2.28.3 Transferéncia do RNA para a membrana de nylon

Ap6s o desenvolvimento da eletroforese a falxa de gel
que continha o RNA padr&o fol cortada longitudinaimente e
corada com brometo de etidio (1 wmg/ml) durante 1 hora e
descorada durante 12-20 horas com solugéo de
f3-mercaptoetanol 10 mM. O RNA fol entdo visualizado sob luz
ultravioleta e o gel fotografado ao lado de uma régua. A
parte do gel contendo as demals amostras n8o fol tratada com
brometo de etfdio, mas Iimediatamente utitizada para
transferir o RNA para uma membrana de nylon ("Northern
biotting™). Isto foi feito colocando-se o gel sobre uma fita
de papel 3MM da exata largura do gel e entdo sobre wuma
plataforma de vidro, e o RNA fol transferido para a membrana
de nyion por caplilaridade como descrito para a transferéncia
de DNA na se¢do 2.27. A transferéncia ocorreu durante 24
horas. Ap6és secagem ao ar, membrana de nylon foi
imediatamente levada ao transiluminador ultravioleta
durante 5 minutos para fixacdo de &cido nuclielco & membrana

(3).
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2.29.49. Hibridlizac8o0 DNA/RNA
0 fragmento Bgl t1/88l | de 0,494 kb fol isolado do
plasmideo pEMS300 por eletroforese em gel de agarose de

38P pelo método de

baixo ponto de fusdo (LMP) e marcado com
sintese de ODNA wutilizando como primer uma mistura de
hexadesoxinucleotlideo (2.249.2.). Este fragmento pertence a
regido iInterna do gene nlfA de H. seropedicae. A
hibridizac8o fol reallzada como descrito na seg8o 2.28.2.
com as seguintes modificacdes: (ala concentracéo de
formamida fol de 50%: (b)na solug8o de hibridizac8o ao invés
de SSC 5X fol usado tamp&o SSPE 5X (SSPE 5X contém NaH PO,
50 mM, NaGCl! 800 mM, EDTA 5 mM, pH 7,7). e (cla lavagem final
fol feita com SSC 0,1X contendo SDS 0,1% durante 1 hora e

repetida 3 vezes.

©.30. SUBCLONAGEM

Rotinelramente o fragmento purificado de DNA ou o
plasmideo digerido com enzima de restrigdo fol adicionado ao
vetor llnearizado com a mesma enzima de restricédo, na
proporg8o molar de 3:1 (inserto:vetor), e lligados (2.15.). A
concentracdo final de DNA na mistura de |igacdo fol de 5-20
pg/ml. Quando as pontas do inserto ou do vetor n8o eram
coesivas, foram tornadas cegas ("blunt") por tratamento com
0,5 mM de ANTP (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) e 0,5 wunidades de

enzima Klenow antes da adi¢&o de T49-DNA |ligase.



104

2.37. CONSTRUGXO ©DE FUSBES 1acZ A0 GENE pnifA DE H.

seropedicge

A mutagénese com transposon foi feita como descrito por
(23). 0 transposon Tn5-B21, Integrado ao DNA do fago lambda,
fol utillzado para a construgéo de fusfes JacZ. 0 fragmento
Hind 11i1/Bam HI de 8,3 kb do plasmideo pEMS101 foli
purificado em gel de agarose de balxo ponto de fus&o e
subclonado no vetor pSuUP202 digerido com Hind t11/Bam HI. O
plasmideo resultante fol introduzido por transformagdo em E.
coll S17.1 (sy ).

E. coll S$17.17 (pEMS108) fol crescida em meio TB (10g/1
de triptona, 8 g/I de NaCl e 5 mg/l de tiamina),
suplementado com 0,2% de maltose, durante 149—-16 horas a 3700
e 150 rpm. As células foram entdo coletadas por
centrifuga¢c8o e ressupensas em MaS0, 10 mw estéril (1/3 do
volume da cultura). A cem microlltros desta suspens@o de
células foram adicionados 100 1 de uma suspensdo de fagos
ATnS-B21 (Tc®) em melo SM e contendo aproximadamente 10'0

0G durante 2 horas,

fagos. A mistura foi incubada a 30
plaqueada em meio LA <contendo tetracliclina (10 pg/ml),
carbenicilina (100 mg/mi) e cloranfenicol (30 wpg/mi), e
ent%o Incubada a 30°C por 2 dias. 0O fago A mutante n&o pode
se desenvolver na estirpe S17.1 (su ) mas a marca do
transposon pode permanecer por recombinacfo com o genoma da

bactéria, assim as coibnias resistentes a Tc (marca do

transposon) possuem o transposon inserido em algum local de
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seu cromosoma ou no plasmideo. Coibnias de E. coll S17.1
simultaneamente resistentes a tetraciclina, carbenicilina e
cloranfenicol forem |Isoladas e reunidas f(aproximadamente

1000 recombinantes). Esta mistura de células fol utilizada

R

para conjuga¢8o com E. colj DH5 (Nal ). 0Os transconjugantes

NalR TcR CmR AmpR, isto é, aqueles que continham Insergdo do
transposon no plasmideo pEMS108, foram selecionados. Os
plasmideos de 86 transconjugantes foram digeridos com Hind
111/Bam HI e analisados por eletroforese em gel de agarose.
Aquelies que tinham o transposon Tni no inserto foram entéo
mapeados com Sal |/Bam HI para localizar o ponto de
insergéo.

Outras fusdes lacZ foram construlidas com base no
plasmideo pEMS110 (nifA::lacZ). 0s fragmentos Xho I/Pst | e
Xho 1/Ngi | do plasmideo pEMS1039, que continham o gene da

f3-galactosidase fundidos ao gene nifA de H.seropedicae e

diferentes por¢les d= regido promotora, foram subclonados

(2.30.) em pBR322 digerido com Pst 1/Eco RI.

2.32. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE f3-GALACTOSIDASE

A atividade de (3-galactosidase fol determinada de
acordo com Miller (183). As estirpes de E. coli hospedando
plasmideos com fusfes nifA::lacZ foram crescidas em 49 mimeio
minimo contendo 200 pg/ml de glutamina e suplementado com 20
mM de NH_CI (repress&o) ou com 200 pmg/mi de serina

q.
(desrepress8o), durante 18-20 horas. As culturas foram
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feitas em frascos de 10 ml de capacidade, tapados com rolhas
de borracha e submetidas a aglta¢lo (=~ 150 rpm) durante o
desenvolvimento da cultura. Alfquotas de 100 pi foram
coletadas de cada cultura e adiclonadas a 900 ! de tampéo Z
(Na_HPO,.7H_0 60 mM, NaH,PO,.H,O 40 mM, KCI 10 mM,

=4 4 e g 4°'c
M9504.7H 0 1 mM, 3-mercaptoetanol 50 mM, pH 7,0). A cada

2
tubo fol ent8o adicionado 100 ! de SDS 0,1% e 100 ul  de
cloroférmio e incubado a 30°C por 5 minutos. A reacdo fol
iniclada pela adi¢8o de 200 ! de uma soluglo 4 mg/ml  de
o-nitrofenol-f3-D-galactosfdeo e, apébs 10 minutos de
incubagdo a BDOC, fol interrompida pela adigdao de 0,5 ml de
Naaco3 1 M. A absorbéncia fol determinada a 420 nm e a 550
nm e a absorbédncla da cultura fol determinada a 600 nm. O

cdlculo da atividade fol feito wutilizando a férmula

seguinte:

DO420 - 1,75 % DOsso
t X v X DOsoo

Unidades Mlller = 1000 «x

onde:

D0z20 e DOsso sdo determinadas da mistura de reagéo,
DOsoo é a absorbdncia da cultura a 600 nm,

t ¢ o tempo de reag¢do (10 minutos) e

v é o volume da cultura utllizado no ensailo (0,1 ml).
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2.33. OBTENGAD DE DELEGOES PARA SEQUENGCIAMENTO

0 tamanho do fragmento de DNA que se consegue
sequenclar com as 4 reacles de sequenciamento seguidas de
corrida eletroforética restringe-se a, no maximo, 400 pares
de base. Devido a &esta |Imitac8o, o0 sequenciamento de
regifes malores de DNA exige a subclonagem do fragmento a
ser sequenciado. A sequéncia final é obtida pela
sobreposic8o parcial das sequéncias destes subclones. Um
método largamente wutilizado ¢é a delec80 progressiva da
regido a ser sequenciada por a¢do de uma exonuclease,
obtendo-se assim um conjunto de plasmideos com Insertos
progressivamente deletados. Para o sequenciamento d0 gene
nifA de H. seropedicae dols fragmentos (1,7 kb Eco Rl e 2,0
kb Sal |) foram subclonados em vetores da série pTZ (175) e
deletados com exonuclease I11.

As dele¢8es utillzando exonuclease i1l foram felitas nos
insertos dos plasmlideos pEMS300, pEMS301, pEMS302 e pEMS303.
Os plasmideos (=~ 20 pg) foram digeridos (2.13.) com Bam HI e
depolis com Kpn | (pEMS300 e pEMS301) e Pst | (pEMS302 e
pEMS303). Estes plasmideos, duplamente digeridos, foram
extraldos com fenol:cloroférmio (24:1) e precipitados com
etanol. O preciplitado, depols de lavado com etanol 70% e
seco, fol dissolvido em 40 u| de agua bidestilada e 5 ul de
tamp&o de exonuclease i1l 10X concentrado (Tris.HGI 660 mM,

0

0,66 mM, pH 8,0), e pré-incubado a 37 C. A seguir,

MQCIa

cinco ul de exonuclease |11 (77 U/ul) foram adicionados em

cada tubo rapidamente e, apds 30 segundos, fragles de 2,5 pl
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foram coletadas em tubos contendo 37,5 i de solugéo
Inativadora gelada (NaCl 0,2 M/EDTA 12 mM) em intervalos
regulares de 20 segundos. GCada tubo contendo solucéo
inativadora recebeu 5 fraglies coletadas em tempos
sucessivos. A exonuclease (Il fol Inativada a 7000 durante
10 minutos e o DNA fol precipitado com 3 volumes de etanol
absoluto, lavado com etanol 70% e seco a vacuo. Para
eliminac8o das extremidades de fita simples o precipitado de
cada tubo foi dissolvido em 50 !l de wuma mistura contendo
tamp8o acetato de potéssio 30 mM pH 4,6, NaCl 250 mM, Zns0,
1 mM, 5% de glicerol e 70 wunidades/ml de S1 nuclease, e
incubado a ‘temperatura amblente durante 30 minutos. A
nuclease S1 fol entdo Inativada por extra¢do com 25 !l de
fenol e com &5 pl de cloroférmio e o DNA finaimente
precipltado com 3 volumes de etanol absoluto. O precipitado
depois de lavado com 200 p! de etanol e seco fol dissolvido
em 5 pl de tamp8o Tris.HCI S0 mM pH 8,0 contendo MgCla 10
mM, f3-mercaptoetanol 1 mM, dONTP 0,5 mM e 10 wunidades/ml de
enzima Klenow, incubado durante 5 minutos & temperatura
ambiente. 0s plasmideos deletados parcialmente foram
recircularizados adicionando-se a cada tubo 2,5 pl de tampéo
de ligag8o 10X <concentrado (2.15.) e 17,5 ml de é&gua
bidestilada, homogenelizados culidadosamente, segulido da
adi¢cd0 de 1 pl de T9-DNA ligase (2 unidades). A mistura de
liga¢do fol Incubada a 16°C durante 18 horas e 5 pul foram
utilizados para transformar E. colj 71-18 (2.21.). GCerca de

50 coldnias dos transformantes contendo dele¢les derivadas

de cada plasmideo foram analisadas por eletroforese em gel
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de agarose, ap6s dligestdo com as enzimas Sal I1/Hind 111

(pEMS300 e pEMS301) e Eco RI/Hind 111 (pEMS302 e pEMS303).

©.34. PURIFICAGKO DE DNA DE FITA SIMPLES

A purificacdo de DNA de fita simpies fol feita conforme
descrito no manual da Pharmacia (211) Uma colbnlia de E. coli
71-18 contendo o plasm(ideo derivado dos vetores pTZ fol
inoculada em 2,5 ml de meio 2XTY e incubada a 37°C sob forte

de aproximadamente 0,2-0,3
9

agitacdo (~ 200 rpm), até 0.0.5pp
(= 2 horas). A cultura foi entdo Infectada com 10
particulas do fago M13 mutante MKO7 por 2 horas sob agltagdo
e, em seguida 3 wml de canamicina (20 mg/mi) foram
adiclionados para selecionar as células infectadas. A cultura
foi entdo incubada a 37%C sob forte agita¢do (200 rpm) opor
12 horas. Um milillitro desta cultura fol <coletadfo em tubo
pléstico de 1,5 mi e centrifugado. Oltocentos microlltros do
sobrenadadante foram cuidadosamente transferidos para um
tubo Iimpo contendo 200 p1 de solu¢cdo NaCI/PEG (5 M NaCl,
20% PEG 800D). Ap6s 15 minutos & temperatura ambiente, a
preparac8o fol centrifugada por 10 minutos para precipitacéo
das particulas virais. 0 sobrenadante fol descartado e o
precipitado novamente centrifugado por mais 3 minutos para
completa eliminago do sobrenadante. O sedimento fol
completamente ressuspenso em 100 pl de T1DE1 e os capsidios

foram rompidos pela adi¢do de 100 1 de fenol, segquido de

incubag%o & temperatura ambiente por pelo menos 15 minutos e
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agitaclo wvigorosa em um  agitador de tubos. Apbs
centrifugaclo por 3 minutos a fase aquosa fol coletada e
extralda uma vez com cloroférmio:4lcool iIsoamliico (24:1). O
DNA foi entdo precipitado com 2 volumes de etanol e Javado
duas vezes com 0,5 mlI de é&lcool 70%, seco & vécuo e
dissolvido em 40 pl de &gua bidestilada. Antes de wutilizar
qualquer preparagéo de DNA de fita simples para
sequenciamento, uma amostra de 4 !l fol eletroforisada em
gel de agarose (1,1%) para verificar a integridade do DNA e

o nfvel de contamina¢&o com DNA de fago MKO7.

2.35. SEQUENCIAMENTO

2.35.1 Eletroforese em gel de pollacrilamida

Gel de poliacrilamida 7,5% fol utiilzado para
eletroforese das misturas de reagfo de seruenclamento (10).
As placas suporte do gel eram de vidro com 6 mm de
espessura, 40 c¢cm de comprimento e 20 c¢m de largura. Para a
formac8o dos poginhos foram usados pentes tipo "dente de
tubar&o” (BRL), produzindo po¢inhos de 4 cu 6 mm de largura.

Antes de preparar o gel, as placas foram cuidadosamente
{impas com &gua bldestilada e detergente (Teepol), secas e
desengorduradas com acetona e etanol. A placa menor foli
siliconlzada com 1 ml de soluc#o 2% de dimetildiclorosilano
em 1,1,1 tricloroetano. As duas placas foram montadas wuma
sobre a outra com 0s espagcadores (BRL) de 4 mm de espessura

colocados lateralmente. As bordas foram seladas com fita
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Para preparar 50 mi de gel foram misturados em uma
proveta 0s seguintes reagentes:
23 g de uréia
7,5 ml de soluc8o estoque de acrilamida 40%
5,0 mi de TBE 10X
dgqua bidestilada para 50 ml

Apos a completa dissoluc8o da uréia por aquecimento a
37°Cc, foram rapidamente adicionados 300 pul  de uma soluglo
recente de persulfato de ambnio a 10% e 50 p| de TEMED. Com
o auxflio de uma seringa de 50 mi, a mistura fol derramada
entre as placas seladas. Nesta operacd&o as placas foram
mantidas numa inclinacdo de cerca de 30% e o fluxo n&o fol
interrompido até o enchimento completo do espa¢o entre as
placas. Ap6s esta operacdo o conjunto foi colocado em mesa
nivelada na posi¢do horizontal e o0 pente fol posicionado
adequadamente. As placas foram ent8o deixadas em repouso por
cerca de 2 horas para pollimerizacdo do gel.

A solu¢g8o estoque de acrilamida (40%) continha:

Acrilamida 38 ¢
Bisacrilamida (N,N'-metiibisacrilamida) 2 g

Agua bldestilada q.s.p. 100 mli

Esta soluc8o fol agitada com 5 g de amberilte MB1
durante 30 minutos. Apé6s filtracdo em papel de filtro comum
a solucdo fol filtrada por filtro Millipore de 0,95 pm e

mantida no escuro a 400.
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2.35.2. Hibridlizaclo do "primer"™ ao DONA moide de fita
simples

Cerca de 200 ng de de DNA de fita simples <(normalimente
1/20 de cada preparacdo ou 2 pl) foram adiclionados a 1 ui de
"primer"” 5'-CAGGAAACAGCTATGAC (0,2 pmol), 1 ul de tamplo 10X
(Tris.HC! 100 mM, MgCl, 50 mM, pH 8,0) e é&gua bidestlilada
até um volume final de 10 !, Esta mistura fol aquecida a
64°C durante 1 hora e, entdo delxada esfriar lentamente até

8 temperatura embiente (10).

©.35.3. Rea¢les de sequenciamento

Para cada clone 4 tipos de reaclBes de sequenciamento
séo necessérios. Em cada uma destas um dos
2’,3'-didesoxlinucieot{deos esté presente juntamente com
todos 0s quatro desoxinucieotideos, sendo que um deste ¢
marcado com um isétopc radioativo. Na presenga de dNTP a
enzima Klenow extende o "primer” utilizando o DNA simples
fita como molde. Quando um didesoxinucleotideo for
Iincorporado, a cadela n&o pode ser aumentada. Assim em cada
uma das quatro reacdes contendo um ddNTP especlifico, que
compete com com o dANTP anélogo, é sintetizada uma gama de
moléculas parcialmente polimerizadas e terminadas em um

ddNTP.
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2.35.3.1. Preparo das misturas de desoxi/didesoxi-
nucleot/deos
As misturas de dNTP/ddNTP wutilizadas nas reacles de

sequenciamentos estfo na tabela 2 (10).

TABELA 2. Misturas de dNTP/ddNTP utililzadas nas reagles de

sequenciamento

mistura dNTP A C G T
0,5 mM dTTP (1) 500 500 500 25
0,5 mM dCTP (1) 500 25 500 500
0,5 mM dGTP (u1) 500 500 25 500
10,0 mM ddTTP (ul) - = - 50
10,0 mM ddGTP (ul) - 8 = =
10,0 mM ddGTP (1) - - 16 -
10,0 mM ddATP (ul) 1 = -

T1DED,1 (1) 500 1000 1000 1000

3.35.3.2. Reagles de sequenciamento e eletroforese

Quatro tubos de pléstico de 1,5 ml foram marcados A, C,
GeTe a cada um foram dispensados 2 pl da correspondente
mistura anfP/ddNTP, preparada como descrito no item
anterior. Apés resfriamento da reacdo de hibridizacdo (10
Hl) (2.35.2.) foram adicionados 1 pl de enzima Klenow (1-2

U/ul) e 1,6 pl de [a—"SJdATP (>B00 Gi/mmol, Amsersham)
seguido de homogeneiza¢&o. Alfquotas desta mistura (2,5 pl)
foram adicionada rapidamente a cada um dos tubos A, C, G e

T, que foram centrifugados por 5 segundos e Incubados &
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temperatura ambiente por 20-25 minutos. Em seguida, 2 il da
mistura de preenchimento (0,5 mM de cada um dos dNTP) foram
adiclonados a cada um dos tubos para o0 alongamento das
cadelas incompletas. Os tubos foram novamente centrifugados
e Incubados por mais 20 minutos & temperatura ambiente. Apéls
esta etapa a mistura podia ser utillizada Imediatamente para
eletroforese ou estocada a —-20°C.

Antes de ser eletroforisada cada mistura de reacédo
recebia 4 ul de tampdo de aplicagdo (EDTA 10 mM, «xlleno
cianol 0,1'% e azul de bromofenol 0,1% em formamida

°C e

deionizada), era incubada durante 5-15 minutos a 80
aplicada ao gel Imediatamente para evitar renaturacdo do
DNA. A eletroforese foi desenvolvida a poténcia constante
(37 W), em aparelho vertical BRL (mod. S1). Cada conjunto de
quatro reacfies fol submetido a uma corrida eletroforética
curta (2 horas) e a uma corrida longa (4 horas), permitindo
assim a determinac8o da sequéncia de até 350 pb .

Ap6s a eletroforese, as placas foram removidas do
aparelho, deixadas esfriar durante 20 minutos e entéo
separadas com auxfilio de uma espétula. O gel aderido & placa
n&o siliconizada, fol suavemente Iimerso em uma soluc8o de
4cido acético (10%) e metanol (10%) e deixada por 30 minutos
para a fixag8o do fragmentos de DNA marcados. Em seguida a
placa contendo o gel fol retirada, o excesso de soluc¢do
deixado escorrer e, ap6s secar as bordas da placa com papel
absorvente, o gel fol transferido para uma folha de papel
3MM e secado em secador de gel (Biorad) a go%c. Ao folha de

papel 3MM contendo o gel seco fol autoradiografado durante
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12-18 horas em fiime Fujl RX.

As regifes que apresentaram compress8do de bandas,
principalmente aquelas de alto conteddo (G + C), foram
resolvidas utilizando 7-deaza-dGTP, ao invés de dGTP, nas

misturas de ANTP/ddNTP e de preenchimento.

3.35.49. Leitura das autoradiografias

As sequéncias de bases foram |ldas nas autoradliografias
utilizando-se um digltador sbnico e o programa Gelin (2549).
0s dados foram transferidos diretamente a um microcomputador
BBC e estocados em disquetes (360 K), para anélise

posterior..

2.35.5. Edig8o e anélise das sequéncias

0s dados primérios foram transferidos para um
computador VAX e, em seguida, alinhados por sobreposig8o das
regifies idénticas utilizando o programa DBAuto (254). O
alinhamento produzido pelo programa DBAuto fol diretamente
estocado em arquivos produzidos pelo programa DButil (254) e
entéo edlitados utilizando a rotina deste dUltimo programa.

Depois de resolvidas todos as duvidas da sequéncia e
completamente editada, a sequéncia fol anallsada wutilizando
a rotina do programa Analyseq (255) e programas do
"Wisconsin Package" (48). A determinac8o do produto de
tradu¢8o, contagem do codons, percentagem de (G + GC) nos
codons, tabela de uso de codons foram feltas wutilizando o
programa Analyseq (255). A comparag8o de sequéncias de

aminodcidos fol felta utilizando o programa GClustal (116).
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A homoiogla entre sequéncias de aminoédclidos fol

calculada pela seguinte férmula:

x 100

X
(N +N + ...+ N)

onde h é a percentagem de homologia,
A é o niGmero de resfduos |dé&nticos entre as
proteinas,
N é o nimero de resfduos de cada protelna e

n é€ o nimero de proteinas comparadas.



3. RESULTADOS

3.1. CONSTRUGAO DO BANCO DE GENES DE H. seropedicae

Um banco de genes de Herbaspirilium seropedicae fol
construfdo utilizando o cosmfdeo vetor pVK102 (156), como
descrito em Materiais e Métodos (figura 5). Um total de 533
coldnias resistentes a canamicina foram Isoladas apbs a

infecco da cultura de Escherichia coll HB107. Destas

coldnias 466 foram sensfveis a tetraciclina e, portanto,
possulam Inserto de DNA de H. seropedicae. A frequéncia de
aparecimento de Inserto, cerca de B7%, fol extremamente alta
e pode ser atribufda a duas causas principals: a relagdo

fragmento de DNA de H. seropedicee/DNA do vetor alta

(3-4:1); e a alta estringéncia do método de empacotamento
utilizado para o tamanho do DNA encapsulado (172). 0Os clones
TcSKmR foram agrupados em sub-cole¢gdes de 50 clones <cada e
foram estocadas separadamente a -20°c em suspensdo contendo
50% de giicerol. Plasmideos recombinantes isolados de alguns
clones <eleclonados aleatoriamente foram anallisados por

eletroforese em gel de agarose Intactos ou digeridos com a

enzima Sal | (figura 6 e 7). A anélise eletroforética de 26
clones TcsKmR mostrou que todos possuiam Iinserto com um
tamanho médio de 26,4 kb. Assumindo que tamanho do genoma de
H. seropedicae seja Igual ao de Escherjchia coli (cerca de

4.200 kb)) (163) e um tamanho médio de Iinserto de 26,9 kb, a
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aplicaclo da férmula de Clarke e GCarbon (42) mostrou que

esta coleclo de plasmideos recombinantes representa cerca de

949% do genoma de H. seropedicae.

3.2. COMPLEMENTAGZ0 DO MUTANTE ﬂLiA- (FP10) DE A. brasilense

0 banco de genes fol conjugado "en masse” com 0 mutante

FP10 nifA de A. brasilense em um cruzamento triparental
onde o plasmideo pRK2013 fol utilizado como agente
mobilizador (tabela 3). Os transconjugantes le+ de A.
brasilense FP10 foram selecionados em meio NFDHP sem
nitrogénio fixado sob atmosfera de nitrogénio contendo
0,5-1% de oxigénio. Cerca de 100 microcolBnias que se
destacaram do crescimento de fundo foram coletadas em melo
NFbHPN contendo canamicina (50 pug/mi) e &cido nalidixico (10
H9/ml). Destas apenas 3 possuiam atividade de nitrogenase,
determinada pela capacidade de reduzir acetileno em melo
semi-s6iido (tabela 4). Cada um destes transconjugantes,

denominados FP10.8, FP10.28 e FP10.31, possula plasmideos

=

recombinantes de mesmo peso molecular (figura oayJ. 0s
plasmideos recombinantes ﬂliA+ foram eliminados dos
transconjugantes Nif+ pelo plasmideo R6B.45, do mesmo grupo
de incompatibllidade (Ilnc. P1). 0Os transcojugantes FP10.8
(R68.45), FP10.29 (R6B.45) e FP10.31 (R68.45) foram
seleclonados em melo NFbDHPN contendo tetraciclina (10

pHg9/mi). Estes transconjugantes reverteram ao fenétipo Nif

(tabela 4). A presenca fisica dos plasmideos nos diferentes



118

transconjugantes fol determinada por eletroforese em gel de

agarose (figura B e 9).

3.3. ISOLAMENTO DO PLASMIDEO pEMS1

0 plasmideo denominado PEMS1 foli isolado do
transconjugante FP10.89 por 1lise alcalina e wusado para
transformar E. coll HB101. Um transformante HB101 (pEMS1)
fol conjugado com o mutante FP10 e todos o0s transconjugantes
FP10 (pEMS1) obtidos tiveram o fenbtipo le+ restaurado

(tabela 94).

3.4. MAPA DE RESTRICA0 DOS PLASMIDEO pEMS1 E pEMS101

Mapa de restric8o do plasmideo PpEMS1T fol determinado
para as enzimas Sal |, Xho | e Bam HI (figurs 10). N&o foli
encontrado sftio Hind 111 no inserto.

0 plasmideo pEMS101, derivado do pEMS1, fol mapeado com
as enzimas Pst I, Bal 11, Cla | e Eco RI, e ceu Inserto ndo

possui sitio para a enzima Kppn | (figura 107.
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3.5. COMPLEMENTAGXO DE OUTROS MUTANTES nlif DE A. brasilense

PELO PLASMIDEO pEMS1.

0 plasmideo pEMS1 foi Introduzido em vérios outros
mutantes Nif com o objetivo de ldentificar a presenga de
outros possfivelis genes nif ou ntr. A tabela 5 mostra que o
plasmideo pEMS1 n8io fol capaz de compliementar 08 mutantes
FP3 e FPB (ntrGC ), ou o0s mutantes FP3 (nifHDK ) e FPB

(deficlente na produc8o de dinitrogenase redutase).

3.6. MAPEAMENTO DA REGIXO nifA NO PLASMIDEO pEMS1 POR

SUBCLONAGEM

Com o objetivo de localizar a regiéo pifA contida no
plasmideo pEMST vérios subclones foram construidos e sua
capacidade de complementar o mutante FP10 para flxagdo de
nitregénio fol testada (flgura 11 e tabela 6). Os plasmideos
pEMS102, PEMS103 e pEMS104 que contém os fragmentos Sal | de
1,0 kb, 2,0 kb e 7,1 kb respectivamente n8o complementaram o
mutsiite FP10. 0 plasmideo pEMS105, obtido por hidrélise
parcial com Sal |, que contém os fragmentos contfguos de 1,0
e 2,0 kb fol também incapaz de complementar o0 mutante
(figura §1).

Uma nova construclo foi entdo felta deletando (i
fragmento Bam HI de cerca de 21 kb do plasmideo PpEMS1. O
plasmideo resultante, pEMS101, fol capaz de complementar o

mutante FP10, indicando que a regido do gene nifA estava
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compreendida entre os fragmentos Sal | de 7,1 kb e 2,0 kb
adjacentes (figura 11 e tabela B6). Esta regidio fol
posteriormente reduzida subclonando—se o fragmento Cla | de
5,2 kb no vetor pVKiI02, em ambas as orientacdes. Os
plasm{deos resultantes pEMS106 e pEMS107 foram capazes de
complementar 0o mutante FP10 para fixacdo de nltrogénlo,
confirmando que o gene nifA estéd localizado nos fragmentos

Sal | de 7,1 e 2,0 kb (figura 11 e tabela B6).

3.7. MAPEAMENTO DA REGIAO nifA NO PLASMIDEO PpEMS101 POR

HIBRIDIZAGKD

A regléio do gene nifA contida no plasmfdeo PpEMS101
também fol localizada por hibridizacdo com o gene nifA de K.
pneumoniae. Trés sondas radioativas diferentes foram usadas,
todas extraldas do plasmideo pMC71A (figura 12): a) O
fragmento Sal | de 3 kb, contendo todo o gene nifA, parte do
gene nlfl (C-terminal) e parte do gene nifB (N-terminal):. b)
0 fragmento Sal I1/Sma |, contendo o mesmo que a prova A, mas
uma reglifo menor de nifB: e c¢) O fragmento Nry |, contendo
69 bp do GC-terminal do gene niflL e praticamente todo 0 gene
nifA. As sondas foram marcadas com o-3CP1dCTP utilizando o
método de extenslio de hexadeonucleotideos (81) e em
condigBes de baixa estringénica (35% de formamida, a 42%c).
0 padr8o de restrigclo e os correspondentes autoradiogramas

estlio mostrados nas figuras 13, 19 e 15. 0 padré@o de

hibridizac80 com as sondas A e B s#o idénticos. 0 fragmento
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Sal | de 2,0 kb hibridiza fortemente com todas as sondas
indicando que a maior por¢lo do gene nifA de H. seropedicae
esté locallzada neste fragmento. Por outro lado, & auséncla
do sinal sobre o fragmento Pst | de 1,8 kb e do fragmento
Pst I1/Bal Il de 1,7 kb com a sonda C, restringe a regifo do
gene nifA ao fragmento Sal I/Pst | de 1,1 kb. A auséncia de
sinal nestes mesmos fragmentos e no fragmento Sal | de 1 kb
com a prova C sugere ainda a presenca dos genes niffB ou nlfl
adjacente ao gene nifA de H. seropedicae.

Possiveimente o gene nifA extende-se até o fragmento
Eco RI de 1,7 kb, a se julgar pelo sinal de igual
Iintensidade com as sondas B e C sobre os fragmentos Eco RI
de 1,7 kb e Sal | de 5,5 kb. Estes resultados confirmam
aqueles de complementac8o genética obtidos com os diferentes

subclones.

3.8. DETERMINAGXO DA PRESENGA DC GENE nifA NO GENOMA DE H.

seropedicae

Para verificar se fragmcntos do plasmideo pEMSI01
homélogos ao gene nifA de K. pntymoniae estavam presentes no
genoma de H. seropedicae, seu DNA total fol isolado,
digerido com Sal | ou Eco R!I e Hhibridizado com uma sonda
especifica para o gene nifA de K. pneumoniae sob condigles
de balxa estringéncia (35% formamida, a 42°c). Esta sonda
consistiu do fragmento Nru | de 1,4 kb do plasmideo pMC714,

que contém o gene pifA de K. pneumeniae, marcado com
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ta-3CP1dGTP. A autoradiografia na flgura 16 mostra que um

fragmento Sal | de 2,0 kb e um fragmento Eco RI de 0,7 kb
hibridizam com esta sonda. Estes fragmentos provavelmente
correspondem aos fragmentos Sal | de 2,0 kb e Eco RI de 0,7
kb do plasmideo pEMS101 e que hibridlizam fortemente com o
gene nifA de K. pneumoniae (figuras 13, 14 e 15).
Entretanto, véarias porcles do DNA de H. seropedicae
hibridizaram com o gene nifA de K. ppeumoniae, nestas

condi¢des de baixa estringéncia.

3.8. DETERMINAGAO DA PRESENGA DOS GENES nlfHDK NO PLASMIDEO

pEMST E NO GENOMA DE H. seropedicae

0 fragmento Eco Rl de 4,1 kb do plasmideo pCQi2, que
contém os genes nifHDK de R. phaseol!l, foi marcado com com
dUTP-digoxlgenina e hibridizado com pEMST e com DNA genfmico
de H. seropedicae, ambss digeridos com Eco RI. Embora
hibridlizagdo com DNA gendmico tivesse produzido sSinails nas
bandas Eco RI de 7,1 kb e de 1,2 kb (figura 17), nenhum
sinal pode ser visto cow 0 plasm(deo pEMS1T em condigcles de
alta ou baixa estringéncia. Estes resultados identificam a
presenga de genes homélogos aos gene nifHDK no genoma de H.

serppedicae e sua auséncia no plasmideo pEMS1.
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3.10. OBTENCKO DE DELEGOES PARA O SEQUENCIAMENTO DA REGIKO
CONTENDO O GENE nifA DE H. seropedicae.

O0s subclones para sequenciamento e as delecfies foram
construfdas em vetores da série pTZ (175). Estes vetores s&o
plasmideos derivados de pUC1B e pUC19 e, portanto, possuem a
regi§o de mdltiplos sitios de vrestriglo ("polylinker™)
desses plasmideos bem como & facillidade de reconhecimento da
presenga de inserto pela inativacéo do gene da
f3-galactosidase. 0s vetores pTZ possuem ainda um promotor de
bacteriéfago T7 na & extremidade do "polylinker™ e a origem
do repllicacBo do fago M13. Esta Ultima caracteristica
permite a replica¢do dos plasmideos pTZ como DNA de fita
simples e sua encapsula¢8o quando seu hospedeiro (E. ¢oll
F’) for co-infectado com um fago M13 (175).

0 fragmento Sal | de 2,0 kb fol <clonado em ambas
orientaces no vetor pTZ1BR (175), »produzindo PpEMS300 e
pEM5301, enquanto que o fragmento Eco RI de 1,7 kb fol
clonado também em ambas orientacdes no vetor PTZ18R,
produzindo pEMS302 e pEMS303. Os plasmideos pEMS300,
pE5301, pEMS302 e pEMS303 foram digeridos com Bam H,
procuzindo pontas 5’ protundentes. A seguir 08 dois
primeiros foram digeridos com Ken | e 08 dois uUltimos com
Pst | produzindo em ambos os casos pontas 3’ protundentes
adjacentes ao vetor. A enzima exonuclease 11l n8o é capaz de
atacar pontas 3’ protundentes. A presen¢a de uma ponta 3°
protundente evita que o vetor seja digerido pela exonuclease

111. Apbs a digestdo com Exonuclease |11l por diferentes
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tempos, a fita simples fol digerida com nuclease S1, seguido
do preenchimento das pontas com dNTP e enzima Klenow e,
finaimente, re-ligadas. Um quinto de cada mistura das
reacBes de llgagéo fol utillzado para transformar E. colli
71-18, produzindo cerca de 50-300 <colbnias por placa. Os
padr8es de plasmideos de cerca de 20 coldnias para cada
tempo foram anallisados por eletroforese em gel de agarose
apés digestdo com & combinac8o0 de enzimas de restrigéo
adequada (Hind (11/8al | ou Hind 111i/8ac | para 0s
plasmideos pEMS300 e pEMS301, e Hind 1JI/Eco RI, para os
plasmideos pEMS302 e PpEMS303). 0s novos ciones foram
agrupados segundo seus tamanhos, totallzando 48 plasmlfdeos.
Destes 194 foram derivados do piasmideo PpEMS300, 15 do
pEMS301, 10 do pEMS302 e 9 do pEMS303. Um exemplo do padréo
de delecBes obtidas é mostrado na figura 18. 0 DNA de fita
simpies do clone pEMS301 e suas dele¢des mostrado na figura
18 foi isolado de E. coll 71-18 co-infectada com o fago M13

MKO7.

3.117. SEQUENGIAMENTO DA REG! A0 CONTENDO O GENE nisA DE H.

seropedicae

0 conjunto de dele¢cles obtido fol ordenado por tamanho
e cada clone diferiu entre si por aproximadamente 100-200
pb. Todos o0s clones do conjunto de delecBes de cada
plasmideos foram sequenclados pelo método de terminacdo de

cadelia com didesoxinucleotideos (10) <como descrito em
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Materlals e Métodos.

Sequénclas de aproximadamente 250-300 nucleotfdeos
foram determinadas para cada delec8do. Estas sequéncilas
individuals foram alinhadas e edltadas em computador VAX
utilizando-se o0s programas DBAuto e Dbuti! (254),
respectivamente. Cada base fol |ida em média mais do que
trés vezes em diferentes corridas (figura 20 e adendo 1).

Este procedimento permitiu a determinacdo da sequéncia
completa dos fragmentos Sal | e Eco Rl em ambas as direcdes
(figura 20). A sequéncia da regli8o que une os fragmentos Sal
| e Ecog Rl fol determinada utillzando dols outros clones: 0
fragmento Sal | de 5,5 kb clonado no vetor pTZ18BR e o
fragmento Eco RI! de 0,7 kb clonado no vetor pTZ19R,
produzindo os plasmideos pEMS304 e pEMS305, respectivamente.
0 plasmideo pEMS304 fol sequenclado a partir do sitio Sal |
em direcéo ao sftio Eco RI, até sobreposi¢c8§o de cerca de 20
pb, enquanto que o plasmideo PpEMS305 fol sequenclado na
dire¢%0 oposta até se sobrepor ao fragmento Sal I,
previamente sequenclado. A sequéncia completa apb6s ediglo
continha 4.037 nucleotfideos (figura 21).

4 anélise desta sequénclia final usando 0s métodos de&
posic,vhamento das bases e de Shepherd do programa Analyseq
(255) indicou a presenca de trés ORF potenciais: uma ORF
completa, localizada regl8o central da porc8o sequenclada,
flanqueada por duas ORF parciais (figuras 22 e 23).
Resultados semelhantes foram obtidos quando sé empregou 0

método de preferéncia de codons (programa Analyseq),

utilizando uma tabela de uso preferencial de codons obtida
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dos provévels produtos de traducBo dos genes pnifA e niff de
H. seropedicae (figuras 29).

Estudos de hibridizac8o e de complementaclo genética
indicavam que a ORF completa correspondia a do gene pifA de
H. seropedicae. Esta ORF <compreende 1628 nucleotideos,
contém apenas um codon de iniciac8o (AUG) em fase de leltura
na posi¢8o 1526, terminando na posi¢do 3154 e codificando
para uma protefna com 542 resfduos de aminoécido (P.M.
60.880). Uma sequéncla heptamérica que concorda bem com uma
sequéncia Shine-Dalgarno (245), sitio de llgagéo no
ribosomo, fol encontrada a 4 pares de base do codon de
infcio de traduclo (fligura 21).

A sequéncla de aminodclidos deduzida para a provéavel
protefna NIfA de H. seropedicae a partir da sequéncia de
nuclieotideos fol comparada as sequénclias de aminoécidos das

protefinas NifA de K. ppneumoniae (36,60), Bhlzobium meliloti

(36), Bhizoblum leauminosarum bv. yiceae (102) e
Azorhlzobium caulinodans (192) (figura 25). 0 aliinamento

das protefnas, seguindo o critério de homologia e
similaridade de aminodcido fol feito em um microcomputador
PC-AT utilizando o programa GClustal (116). A Hhuomnologla
global encontrada entre as cinco protelnas fol de 23%, mas
as diferentes protelinas apresentaram regifes claramente
conservadas € outras onde o nfvel de homologla n8o fol
signiflicativo (figura 25).

A homologla compartilhada na porcéo N-terminal (dominio
A e C) entre as cinco protefnas NifA é multo balxa: somente

10 resfduos de aminoéclido estdo posicionados corretamente,
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desde que se proceda a Introduclo de falhas na sequéncla
polipeptidica (figura 25). No dominio central (dominio D),
entretanto, o grau de conservacho dos resfduos de aminoé&cido
é bastante extenso (figura 26 e tabela 7). Uma similaridade
de 48% fol encontrada entre todas a cinco protefnas NIfA e
57% quando a protelna NIfA de H. seropedicae fol comparada
com as protefnas NIfA de Rhizoblum spp. e de A. caullinodans.
Este grau de homologla €é particularmente alto em duas
regifies do dominio D, postuladas como sftios de Iigagdo de
ATP (182). Nestas regifBes praticamente todos os aminodcidos
s§o exatamente conservados em todas as protefnas NIfA
comparadas (fligura 26).

A regifio C-terminal da proteina NIfA de H. seropedicae
também exibe extensa homologia com as outras protefnas
comparadas (flguras 25 e 27). Cerca de 45% dos resfduos de
aminoécidos deste dominio s8o conservados nas protefnas
comparadas € o nivel de homologla neste dominio é novamente
malor quando se compara a protefna NIfA de H. seropedicae
com as de organismos simbidticos do que com a de K.
pneumoniage (tabela 7). Esta regi&éo apresenta um motivo
ohélice-volta-ahélice (H-V-i/, presumiveimente o sitio de
interagdo da protelna NIfA cuin 0 DNA. Na posigdo 9 do motivo
H-V-H do gene nifA de H. seropedicae encontra-se um resfduo
de asparagina substituindo o resfduo de glicina (figura 27).
Convém observar que este resfduo de glicina € altamente
conservado nesta posi¢8o do motive H-V-H de proteinas que se

ligam ao DNA (80,201).
Finalmente, a protefina NifA de H. seropedicae contém
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também um Interdominio (figura &8), locallzado entre os
dominio D e E, similar &dqueles presentes nas protefnas NIifA
de espécies de Rhizoblium spp., Bradvrhizobium Jjaponicum
(86), A. caullinodans (182) e Rhodobacter capsulatus (173)

mas que estd ausente das protelnas NifA de K. pneumoniae
(36,60) e de Azotobacter yinelandii (12). Em H. seropedicsae,
este interdominio é mais curto que aqueles das protelnas

NIfA de Rhlzobium spp. e PBradyrhizoblum Jiapopicum, mas

contém os dois resfduos de cistelnas, que também sédo
conservados nestas espécles. Além disto, varias
substitul¢des <conservativas ocorrem nesta regl8o. 0s
resfduos de cistelnas presentes neste interdominio, bem como
0s dois outros resfduos de cistelnas localizados no final do
dominio D, essenclalmente conservados nas protefnas NIfA das
espécies que apresentam o Interdominio, podem ser relevantes

pare a fun¢do da proteina NifA (86).

3.12. SEQUENGIAS REGULATGORIAS DO GENE nifA

A regi8o promotura do gene nifA de H. seropedicae
contém novas caracterfstica regulatérias. Precedendo em
cerca de 110 pb o codon de infcio de tradu¢8o trés possivels
promotores —-24/-12 foram identificados: GGGCATGAAGTTTGLT, na
posi¢8o 1365: CGGCGCTTTTTCTGLT, na posi¢éo 141¢2: e
CGGTAATTACAGGGCG, na posig¢éo 1401 (figuras 21 e 28). A
primeira destas sequéncias (posi¢8o 1365) exibe wuma boa

concordadncia com a sequéncia consenso (figura 21 e 28). Além
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destas sequénclas, a 257 pb do Infclo de traduclo fol
encontrada uma sequéncia que apresenta alta concordéncia com
a sequéncia de Ilgac8io da protelna NIfA (TGTCGTAAATCCGACA,
na posigéo 1256) (figuras 21 e 29). Além disto, a cerca de
400 bp acima do infcio de traduc8lo do gene nlfA fol
ldentificado uma outra sequéncia em boa concordéncia com a
sequéncia consenso de promotor -24/-12 (GGGCTACCGGCTTGCT, na
posi¢8o 1106). E mais, 100 pb antes desta sequéncia esté
locallzado um sitio de Iigagdo para & protelna NtrC
(GCAGGGAGGIGGTGCAGC, na posi¢do 1007) (figura 21 e 29).

Duas novas sequéncias com potenclial para vparticiparem
na regulaclo da expresséo do gene nifA de H. seropedicae
foram ainda identificadas. Em primeiro lugar, wuma possivel
sequénclia T"anaerobox™ foi Identificada na posi¢do 2288
(TTCATCAAGGTCAA), locallzada portanto apés 6o sftlio de
infcio de traducéo. Esta estrutura apresenta duas
substituicles em relacl8o & sequéncia consenso (182)
TTGATNI:NNATCAA (figura 30).

Em segundo lugar, precedendo em 43 pb o0 sitio de
ligag8o para a protefina NIfA no promotor do gene pifA de H.
seropedicae, fol encontrada a sequéncia AATCAATGGGATA
(posi¢dy 1205) (figura 30), que difere em apenas um
nucleotideo da sequéncia consenso do fator de integragfo do
hospedeiro (IHF) WATCAANNNNTTR, onde W = A, T: R = A ou G

(41).
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3.13. A SEQUENCIA DO GENE nifB de H. seropedicae

A cerca de 300 bp da por¢8o C-terminal do gene nlfA, a
regifo N—-terminal de uma outra ORF fol Identificada. Uma
sequéncia pentamérica, predita como sitio de ligac8o ao
ribosomo, sequéncia Shine-Dalgarno (245), precede em sete
nucleotideos o suposto codon de infcio de tradugdo (AUG, na
posi¢do 1515) (figura 21). A sequéncia de aminodcidos
deduzida da sequéncla de nucleotideos desta regiao
compreende 0S8 primeiros 163 aminoécidos da proteflna,
iniclando na posi¢8o 3547. A presenca do gene niff ou nifl
nesta regi8o do plasmideo pEMS101 J& havia sido Indicada
pelos estudos de hibridizacdo (figura 13, 14 e 15). A
comparac8o desta sequéncia parclial de amino&clidos com a

sequénclia da proteina NIfB de B. japonicum (186) e A.

yinelandii{ (141) mostrou uma extensa homologia (figura 31).
Cerca de 68% e 66% dos res{duos de aminodcidos da por¢ao
N-terminal da proteina NIfB de H. seropedicae s&o idé&nticos

aqueles da mesma regiao de NifB de B. laponicum e A&.

yipeiandil, respectivamente. Entretanto o grau de homulogia

sal para 57% quando comparada com a regido N-terminagi da

proteina NIfB de K. pneumoniae. Um grupo de resfduos de

cistelna (cys-xs-cys-xa-cys—xs-cys), caracteristico de
proteinas NIfB e multo semelhante aos grupos de cistelna
presentes em proteinas que ligam metal (35), foli
ldentificado entre os residuos 80 e 94. Aproximadamente 90%

dos 20 resfduos de aminodcidos situados de cada lado deste
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grupamento s¥o ldenticamente conservados em todas as trés
protelnas (figura 37). Estes resultados Indicam que esta ORF
contfigua ao gene nifA corresponde ao 9gene nifB de H.
seropedicae.

A anflise da regi8o promotora do gene nifB de H.
seropedicae revelou estruturas caracter(sticas de genes njf
encontradas em outros organismos. Um promotor -24/-12
(TGGCAGGGTTTTGGCT, na posigclo 3482) estd localizado a 50 pb
do sitio de infcio de traducéo. Além disto, foram
ldentificados dols sftios de Iiga¢8o para a proteina NIfA,
precedendo em 55 bp (IGTCGTGTTCATGACA, na posi¢do 3370) e 87
bp (IGICGCTATCCTCACA, na posi¢do 3411) o promotor -24/-12

(figura 29).

3.14. IDENTIFICAGEO DE UMA ORF POTENCIAL PREGENDEDO 0 GENE

nifaA

Uma outra possfivel ORF fol Identificada precedendo 0s
genes nifA e nifB. vérios métodos de identificac8o de regiéo
codificadora sugerem que ¢ssa regl8o provavelmente <codifica
para uma proteina (figuras 22, 23 e 24). 0 método de uso
preferencial de codons, wutilizando uma tabela de codons
obtida a partir dos genes nifA e nlfB de H. seropedicae,
sugere que essa nova ORF seja transcrita em sentido oposto
ao dos dois primeliros genes. Além disto, a percentagem de (G
+ C) nas posiglies 1, 2 e 3 dos codons do possfvel transcrito

¢ bastante similar aquela dos genes nifA e nifB ou aquela
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calculada (tabela 10). A sequéncia de aminodcldos parcial
obtida a partir dessa ORF potencial n8o apresenta alta
homologla com a protefna NIfF de K. ppneumonlae ou A.
vinelandii. A comparac8o dos produtos de tradugcdo desta
regl8o nas seis fases de leltura com o banco de dados de
sequéncilas néo revelou nenhuma protelna com grau

significativo de homologla.

3.15. CONSTRUGAO DE FUSOES nifA::lacZ

FusBies de promotores com o0 gene da f—-galactoslidase
constituem um meio fécil e cBbmodo de estudo da regulaglo da
express8o génica. 1Isto ocorre principaimente porque a
f3-galactosidase é uma enzima estdvel e sua atividade pode
ser facllimente determinada. Além disto, uma gama de vetores
tem sido engendrados, permitindo a constru¢8o de fusles
traduclonals nas trés fases de leltura wusando diversas
enzimas de restrigéo. Recentemente foram construfdos
transposons baseados no TnS que permitem a construgclo de

n

fusBes lav{ transcricionais por recombinacgéo in vivo"

(247). 0 trausposon Tn5-B21 (figura 32) contém o gene da
f3-—galactosidade, sem seu promotor, precedido de um sftio de
ligag80 em ribossomo e sinal de parada de tradu¢8o nas trés
fases de leitura (247). Assim a inser¢do deste transposon na
regi%o codificadora de um gene qualquer e na orientagdo
correta permite que a transcri¢8o do gene JacZ seja

controlada pelo promotor daquele gene (2497).
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0 fragmento Hind I11/Bam HI de 8,3 kb fol Isolado do
plasmideo pEMS101 e clonado no vetor pSuP202 (246) digerido
com Hind |11 /Bam HI. O plasmideo resultante, pEMS108, fol
transferido para E. ¢oll S5-17.1 e mutagenizado com
A::Tn5-B21 como descrito em Material e Métodos. Noventa e
seis plasmideos recombinantes pEMS108::Tn5-Be1 foram
Isolados e mapeados para a determinag8o do ponto de Insercgéo
do transposon. Dois destes plasmideos, PpEMS109 e PpEMS110,
continham o transposon TnS—-B21 iInseridos no gene nifA e no
gene pifB, respectivamente, e na diregdo de transcrigéo
destes genes (figura 33). 0 ponto de inserclo e a direcdo do
transposon foram determinados por eletroforese em gel de
agarose ap6s digestdo com Sal I|/Bam HI e com Hind |11/Bam H.
0 plasm(deo pEMS108 fol utillizado para estudos de regulagéo
da express8o do gene nifA.

A partir desta fusdo Inicial duas outras construgles
foram feiltas utilizando como vetor o plasmideo pBR322. O
plasmideo pEMS108 foi digerido com as enrzimas de restrigéo
Pst 1/Xho | e um fragmento de aproximadamente 6,5 kb fol
purificado em gel de agarose de balxo ponto de fusdo. Este
fragmento, que continha o gene da f3—-gaiactosidase inserido
na regi8o codiflicadora do gene nifA e toda & sua regléo
requlatéria, fol clonado no plasm(deo pBR322 digerido com
Eco RI/Pst |I. O plasmideo resultante (pEMS111) fol digerido
com Nsi I/Pst | e, a seguir, as pontas ligadas e & mistura
de reagd0 usada para transformar E. col| MG1061, produzindo
o plasmideo pEMS112 (figura 34). 0 plasmideo PpEMS112 néo

possuil o promotor -24/-12 ativado por NtrC e nem o sitio de
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ligag8o para a protelna NIfA. Nestes dols plasmideos

derivados a fus8o nlfA::lacZ €é transcrita em sentido
contrério ao do gene de resisténcia & ampicilina do vetor
pBR322, evitando assim uma possivel interferénica do
promotor deste gene sobre a expressdo do gene pifA de H.
seropedicae. As diversas fusbes nifA::lacZ construldas estéo

relacionadas na tabela B.

3.16. REGULAGAO DA EXPRESSKO DO GENE nifA DE H. seropedicae

0 plasmideo pEMS108 (HspifA::lacZ) foi Introduzido por
transformac8o nas seguintes westirpes de E. coll: ET8000
(selvagem), ETBO45 (rpoN ) e ETBS56  (ntrC ). 0s
transformantes contendo o plasmideo pEMS108 foram <crescidas
(18-20 horas) em meio minimo suplementado com 20 mM de thcl
ou 200 pg/mi de serina como fonte de nitrogénio repressora e
néo repressora, respectivamente, e ensaiados para a
atividade de f3-galactosidase (tabela 8). Em condig¢8es néo
repressoras os nfveis de [3-galactosidase na estirpe n;L§+
(ETBODD) foram 4 vezes superiorcs aqueles em condigdes
repressoras, enquanto nas estirpes 1trGC (ET8556) e rpoN
(8045) o0s nfvels foram semelhantes nas duas condigdes
(tabela 89). A presenga do plasmideo pMM14 (njLQC de K.
pneuymoniae) provoca um aumento dos nivels de f3-galactosidase
nas estirpes selvagem e n;LQ-, mas n8o na estirpe Lﬂﬂﬂ—-

Estes resultados Indicam que, em E. ¢oli, a expresslo do

gene nifA de H. . seropedicae requer 0 produto do gene IpboN e
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¢ ativada, embora fracamente, por NtrC.

0s plasmideos pEMS111 e pEMS112 também foram utiilzados
para estudar a regulaclo da express8o do gene pnifA de H.
seropedicae., Estes plasmideos foram Introduzidos em E. coll
ETB000 e ETB556 e a atividade de f3-galactosidase determinada
em condi¢8es de repressdo e n8o repress88o. O0s resultados
mostrados na tabela 9 evidenciam novamente a Importédncia do
produto do gene ntrC para a expressdo do g9ene nifA de H.
seropedicae, uma vez que o plasmlideo pEMS112, que n&o possul
0o sitio de ligac8o para NtrC, n8o é ativado na estirpe
ﬂ11g+. Por outro lado, a expressdo do gene nifA parece
Insensfvel ao produto do gene nifA de K. pneumoniae,

produzido constitutivamente a partir do promotor et do

plasmlideo pMC71A (tabela 8).

3.17. MAPEAMENTO DE TRANSCRITOS CONTENDO O GENE nifA ODE H.

sergpedicae

0 mapeamento de transcritos contendo sequénclas do gene
pnlfA fol feito por hibridizagdo DNA/RNA. Um fragmento
Iinterno do gene pjfA de H. ueropedicae, o fragmento 3Jal
I/Ba] 1! de D,4 kb do plasmideo pEMS300, fol hibridizado com
RNA total de A. brasilense estirpe FP10 e A. Dbrasilense
estirpe FP1D (pEMS107). Estas estirpes foram crescidas em
condigdes de desrepressdo e de repressao para a nitrogenase.
Um sinal radiogrédflico correspondente a um transcrito de 1,8

kb fol identificado na amostra de RNA da estirpe FP10
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(pEMS107) em condic8o de desrepress8o, mas n8o na de FP10 em
condi¢c8o de desrepress8o ou FP10(pEMS107) em condiglo de
repress8o (figura 35). Este dado, embora preliminar, sugere
que o0 gene nifA de H. seropedicae seja monocistrlnico e

transcrito a partir de seu préprio promotor.

3.18. GONTEGDO (G +C) DA REGIAO SEQUENCIADA DO GENOMA DE H.

geropedicae

0 contelido (G + C) da regi8o sequenciada fol de 6&0%.
Este valor estd pr6éximo, mas € inferior, ao conteido (G + C)
relatado para o genoma total de H. seropedicae que fol
estimado em 67% (7).

A frequéncia de utiliza¢do (G + C) na primeira, segunda
e terceira posig8o do codon fol <calculada (tabela 10) a
partir do provavels produtos de traduc8do dos genes nifA e
nifB. 0 conteddo (G + G) na terceira posic8o dos codons
utillzados nos genes nifA e niff de H. seropedicae € alto
(74%), porém n8o t8o altos como aqueles reportados para A.
brasilense (19), e refleie o seu conteddo (G +C) global,

sendo ligelramente superic¢ aqueles esperados (14).

3.79. USO DE CODONS NOS GENES nifA E nifB DE H. seropedicae

A preferéncia de wuso de codon de H. seropedicae

calculada a partir das sequéncias dos genes nifA e nifB (705
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codons) é bastante diferente daquela de E. coll (tabela 11).

Diferengas significativas ocorrem também no wuso de codons
nos genes nifA e nifB de H. seropedicae e o uso de codons de
A. brasilense (tabela 11).
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FIGURA 5 - ESQUEMA DE CONSTRUGXO DO BANCO DE GENES DE H.

seropedicae

DNA de H. seropedicae

digest8o parcial com Sal | e
gradiente de sacarose (10-40%)

Fragmentos de 15-32 kb PVK102 digerido
com Sal |

T4-DNA Ilgase

| cos ] L 1 €os __1i
pvKi0e inserto pVK102

empacotamento "in vitro"
em partficulas de fago A

L 4
Infec¢&o de E. coll HB101
com a mistura de empacotamento

Selecdo para E. ¢celi HB101

KmR Tcs
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FIGURA 6 - PERFIL ELETROFORETICO DE CLONES DO BANCO DE GENES

DE H. seropedicae

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0s plasmideos de alguns clones do banco de genes foram
isolados (2.91.2.1.) e eletroforisados em gel de agarose

0,7% (2.8.).

1-8 pVK102::HSDNA
8 pvKiD2 (23 kb)
10 pAB441 (43 kb)
11  pRK2013 (48 kb)
12 RE6B.45 (80 kb)
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FIGURA 7 - PERFIL ELETROFORETICO DE CLONES DO BANCO DE GENES

DE H. seropedicae DIGERIDOS COM Sal |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Os plasmlideos de alguns clones do banco de cenes foram
isoclados (2.11.2.1.), digeridos com Sal | e eletroforisados
em gel de agarose 0,7% (2.8.).

1 DNA do fago lambda intacto

-9 pVK102::HsDNA digerido com Sal |

170 pVK102 digerido com Sal |

11 DNA do fago A digerido com Hind 111
12 DNA do fago N digerido com Sal |
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FIGURA B - PERFIL ELETROFORETICO DOS TRANSCONJUGANTES DE A.

brasilense FP10 NIF"

12 34 5 6 7 8

0s plasmlideos foram Isolados como descrito em Materiais
e Métodos (2.11.2.2.), e eletroforisados em gel de agarose
0,7% (2.9 ).

pVii102
Fp2
FP10
FP10.8
FP10.289
FP10.31
FP10
FP2

NI H WY =



143

FIGURA 8 - PERFIL ELETROFORETICO DOS TRANSCONJUGANTES FP10.8

E FP10.8(REB.45)

12 34 5

0s plasmideos foram Isolados como descrito em Materiais
e Métodos (2.11.2.2.) e eletroforisados em gel de acarose

0,7% (2.8.).

1- FP10

2- FP10.8

3- FP10.38(R68.45)
4- REB.45

5- pvK102
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FIGURA 10 - MAPA DE RESTRIGKO DOS PLASMIDEOS PEMS1 E pEMS101

PEMS|
XH § s S Ba s X B S
—t
1kb
€ [
PEVS Ol £ s 1 44 Ly, . n .
S P g $ ’ 1) $8E € P € 8 s
p——————

0s mapas de restri¢8o dos plasmfdeos pEMS1 e pEMSI10
foram elaborados como descrito em Materlals e Métodos
(2.22.). 0 plasmideo pEMS101 fol <construfdo a partir do
pEMS1 pela delecdo do fragmento few HI (indicada pelas
linhas pontilhadas). As enzimas de restrigdo Indicadas S&0:

Ba, BamH!: B, Bel 11: G, Gla I: E, Egc RI: H, Hirng 111: P,
Pst 1. S, Sal | e X, Xhe |. N&o foi encontrsdo sitio para a
enzima Hing 111 no inserto do piasmideo pEMSY ou sf{tio para

a enzima Kpn | no inserto do plasmideo pEMS101.
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FIGURA 11 - PLASMIDEOS DERIVADOS DO PLASMIDEO pEMS1

0s plasmideos pEMS102, REMSI103 e pEMS 109 foram
construidos digerindo o plasmideo pEMS1 com Sal | seguido de
ligag8o e transformag&o em E. coll DH5. 0 plasmideo PpEMS105
fol obtido por hidrdliise parcial do PpEMST com Sal | e,
novamente tratamento com T4-DNA ligase e transforma¢éo em E.
col]l DH5. 0 plasmideo pEMS10% é derivado do PpEMST por
delec8o do fragmento Interno Bagi HI de 21 kb e os plasmideos
pEM5106 e pEMS107 foram construidos Ilgando o fragmento (la
| de 5,2 kb do pEMS101 no sftio ;.la | do pVKIO2. O vetor de
todos as construgbes é o plasmideo pVK102. B, Bam Hi: C, £la
| e Sal .

Nif
_nifA in FPIO
4 1y T L T T -+
S BS S BC S CS s
pEMS 102 frr—— -
S S
PEMS 103 — -
S CS
PEMS 104 : - - -
S BC S
PEMS 105 r T —_ -
S Ccs S
pEMS 10! T TT T T 1+
S BS S cs S
p EMS 106 /pEMS 107 I T - <+
Cc S Cc
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FIGURA 12 - ESQUEMA DOS FRAGMENTOS DE DNA GCONTENDO 0 GENE
nifa DE K. pneumonlae UTILIZADOS NOS

EXPERIMENTOS DE HIBRIDIZAGXO

cat plet mfL nifA nfB
p I 1 £ O ) pMeTIA
S ] s s

| 3 S—
I—jﬁ SONDA A

nif| nrf A nt@
! 2| > I 13 SONDA B

S Sm

nfA
o I S— ] SONDA C

0s fragmentos de DNA foram obtidos do plasmideo pMC71A.
As enzimas de restrigfo s&o: S, Sel 1. Sm, Sma | e N, Nru |.
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FIGURA 13 - HIBRIDIZAGKO DO PLASMIDEO pEMS1 E pEMS101 COM O

FRAGMENTO Sal | DO PLASMIDEO pMC71A

A B
12345 6 7 23 4567

Os plasmideos PpEMS1 e PpEMS101 foram digeridos com
enzimas de restrig¢do, eletroforisados em gel de agarose 0,9%
(2.8.) e hibridizados em condi¢bes 0~ baixa estringéncia
(E.Egia.) com o fragmento Sal | do placwiideo pMC71A marcado
com P (2.249.2.).

A. Perfill eletroforético de fragmentos de restrigéo:
1= 1kb ladder

2- pEMS1 digerido com Sal |

3- pEMS101 digericdo com Sal |

4- pEMS101 digerido com Ec0o RI

5- pEMS101 digerido com Pst |

6- pEMS101 digerido com Bal |1

7- pEMS101 digerido com Pst 1/8Bal 11|

B. Autoradiografia da hibridizac&o de A com a sonda A
marceda com fésforo radioativo.
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FIGURA 14 - HIBRIDIZACKO DO PLASMIDEO pEMS1 E pEMS101 COM O

FRAGMENTO Sal |/Sma | DO PLASMIDEO pMC71A

A B
1234 567 23456717

7.1-

51.

20-

1.0~

05-

0Os plasmideos PpEMST e PpEMS101 foram digeridos com
enzimas de restric8o, eletroforisados em gel de agarose 0,8%
(2.9.) e hibridizados em condigles de baiva estringéncia
(2.28.2.) cop, o fragmento Sal I1/Sma | do piasmideo pMC71A
marcado com P (2.249.2.).

A. Perfil eletroforético de fragmentos de restrigéo:
1= 1 kb ladder

c- pEMS1 digerido com Sal |

3- pEMS101 digerido com Sal |

4- pEMS101 digerido com Ecg RI

5- pEMS101 digerido com Pst |

6~ pEMS101 digerido com Bgl 11|

7- pEMS101 digerido com Pst 1/Bal 11

B. Autoradiografia da hibridizac8o de A com a sonda B
marcada com fésforo radioativo.
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FIGURA 15 =~ HIBRIDIZAGAD DO PLASMIDEO pEMS1 E pEMS101 COM 0O

FRAGMENTO Nry | DO PLASMIDEDO pMC71A

A B
12 34 56 7 23456 7

0s plasmideos PpEMST e pEMS101 foram digeridos com
enzimas de restrigdo, eletroforisados em gel de agarocse 0,9%
(2.9.) e hibridizados em condigdes de baixa estringéncia
(a.egge.) com o fragmento Nry | do ple~mlideo pMC71A marcado
com ““P (2.24.2.).

A. Perfil eletroforético de fragme.. tos de restri¢do:
- 1 kb ladder

2- pEMS1 digerido com Sgil |

3- pEMST01 digerido com Sal |

9- pEMS101 digerido com EcQ R

5- pEMS101%1 digerido com Pst |

6- pEMS101 digerido com Bgl |1

7- pEMS101 digerido com Pst 1/Bal 11

B. Autoradiografia da hibridiza¢do de A com a sonda G
marceda com fésforo radiocativo.
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FIGURA 16 - HIBRIDIZAGXO DO DNA CROMOSOMAL DE H. seropedicae
COM 0 GENE nifA DE K. pneymoniae

DNA total de H. sercopedicae “nl digerido com enzimas de
restri¢8o, eletroforisados em gel e agarcse 0,8% (2.8.) e o
fragmentos foram hibridlizedos em condigles de balxa
estringéncia (2.28.2.) com o0 fragymento pNru | plasmideo

PMC71A marcado com —“P (2.24.2.).

A. Perfil eletroforético de fragmentos de restrigéo:
1- 1 kb ladder

- DNA digerido com Sal |

3- DNA digerido com Ecg RI

B. Autoradiografia da hibridizagéo de A com &a sonda C
marca do fésforo radioativo.
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FIGURA 17 - HIBRIDIZACXO0 DO DNA CROMOSOMAL DE H. seropedicae

COM 0S5 GENES nlIfHDK DE R. leguminosarum bv.
phaseoll

DNA cromosomal v¢ H. seropedicae fol digerido com Fco
RiI, eletroforisado (2.9.) e os fragmentos foram hibridizados
(2.28.3.) com o fregmcato Eco RI de 4,1 kb do plasmideo
pCQi12 marcado com dUTP-digoxigenina (2.29.3.).

1 DNA de H. seropecdicae digerido com Eco RI.

2 Hibridizacédo de 1 <com o0s genes nifHDK de R.
legumingssrum bv phaseol | marcado com
dUTP-digoxigenina.
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FIGURA 18 - PERFIL ELETROFORETICO DOS PLASMIDEOS DERIVADOS

DO pEMS300

1234 5678 91011213 141516 17

0s plasmiders foram Isolados (2.11.2.1.) de E. ¢colli
71-18, digeridos com &8s enzimas Hind 111/58¢ | e
eletroforisados em gel de egarose 1,0% (2.9.).

1 1 kb ladder

2 pEMS300 digerido com Hind 111/5ac¢ |

3-16 derivados por delecdo de pEMS300 digeridos com
Hind 111/8ac |

17 1 kb ladder
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FIGURA 18 - PERFIL ELETROFORETICO DE DNA DE FITA SIMPLES DO

PLASMIDEO pEMS301 E SEUS DERIVADOS

DNA de fita simples fol isolado E. coli 71-18
co-infectada com o f~go MKO7 (2.34.). Da esquerda para a
direita est8o o plavinfdeo pEMS301 e seus derivados por
deleg8o, por ordem de tamanho.



154

FIGURA 20 - SOBREPOSIGXO0 DOS FRAGMENTOS SEQUENCIADOS EM
AMBOS 0S SENTIDOS
o
‘_—__—_
or nooo‘ 1::>ooi sooo‘ ___4000?1‘

0s tracos horlzontals indicam a extensfo da
obtida para cada cicne e as setas 0 sentido

linha central representa toda a
posi¢fo dos nucleotfideos.

sequéncia
de leitura. A
regido sequenciada e a
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FIGURA 21 - SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DA REGIXO DO GENE pnifA

DE H. seropedicae

CGAATTCCATCCGGCCGTTGCTGAGCAGGTCCAGCGTGGCGACGTCGCTCGGCAACCEGCA

10 20 30 40 50 60
AGGGATCATTGAGCGCCAGCAACGAAGCGCCCGTACCGAGGCGGATGCGCGAAGTGEGTG
70 80 80 100 110 120
CGGCGATCTGGGCCAGCAGCACCATCAAGGCGCTGCCGATGGCGAAGCTGCTGTAATGET
130 140 150 160 170 180
GCTCGG6CGACCCAGACATCGTGATAGCCCAGGGCCTCTGCCACGACGGCATGATCGACGE
180 200 210 220 230 240
TCTGCAACAGCGCATCGCGTGCGTTGCCATGGGGATTTTCGACATTGAGGAAGACGECGT
250 260 270 280 280 300
G

AGCGTTGCGGGTAATCCGGCATGGCAGGTTCACGGGAAAAAGAGTTGGACATCGCTCAGA
310 320 330 340 350 360

CCGGCCGCATCAAGAAACAGATGCGGGGATGCGATGCCGGATGGCGCAGGTCATGATTCG
370 380 380 400 410 420

GATCTTCCCGATGGCCGGATCAGATCCGCTATCGGCGGCAGCATGTCGGTGGCGGGEGAG
430 440 450 460 470 480

TGGAACGAGCTGCGTACCAGCTC, TAGGGGTAGCGCCGCGGCGGTTCGACGCGCGCATGA
480 500 510 520 530 540

CGTACCAGCAGATGAATCGACAAGGGTTCGGCCCAGGCGCCAGAAGTCGGCCCGCAGEGCG
550 560 570 580 580 600

GGCGGAAACGGATATCGTCAAAGGTATGCCAAAGCTGTACCAGCCACAGTTCGCGCECAG
610 620 630 640 650 660

CTTCGTCCAATAGCAACGGCAAGC. {GCGCCCGCTTGCAGATGGGCATGGCGTTGGETGT
670 680 680 700 710 720

AGTAGAGGGGACCGCCGCATGACTCCACCACGAAGTCGGCGATGCGCGAGCTGACGEAAT
730 740 750 760 770 780

CAARAACAATTGTGCGAACGTGCGAACAGCGGGGAATGGCGCAGGCGCGGCATATGATGCA
780 800 810 820 830 840

GCACCAGTTTGCGGAAGCCGGATTCATCACACAGCGCCAGCAACCGGTGCGCCGTTEAGE
850 860 870 880 880 800

TAATTGTGGGCGGCTCACATATCACCTGTTTGCGTGCCGCGCGCCATCGCCGGGCCGECGA
810 820 830 840 850 860
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NtrC binding
CCGGCCAGTTCAGGGTCAGATAACATGCCTGGGAGCAGGGCGCCCAGCACGCACGTEGTG

970 980 890 1000 1010 1020
site
CACCGGGTTCGGAAGTCGAAGGCACATTCATAGTGGGCGATGGTGGATGTTGGAGGTCTG

1030 1040 1050 1060 1070 1080

-24/-1¢ promoter
TATATCTCGCTACATAAGCGCTGGCTGGGCTACCGGCTTGCTCTGCTTTGTCGTTTCGCTT

1080 1100 1110 1120 1130 1140
GGCCGGTGAGCGGCCGATGGAGGTATGAATAGCCAAAAGCATGGCATACAATATTTITTCT
1150 1160 1170 1180 1180 1200
NifA bin-
TTTAAATCAATGGGATAGGCGACGATTTGTGATTGCTGCGCCAGTGGCGATGATTGICGTA
1210 1220 1230 1240 1250 1260
ding site
AATCCGACAAAGAGGACACCGTTGTCGCCAACCCGCCAAGGCGACATCGAGGAAAGECGE
1270 1280 1280 1300 1310 1320

-24/-12 promoter
CATTGTGTGGGGTTGCTTGGCGAGATCGATTCATGCATCTGCTTGGGCATGAAGTTTGCT

1330 1340 1350 1360 1370 1380
TGACCAGCAAGGTAACTATTCGGTAATTACACGGCGCTTTTTCTGCCGTTTTTCAGEATC
1380 1400 1410 1420 1430 1440
TCGGATCTCACGACAGAGTAGCAAGGCGGGTTCTAGCGCTCTCAGGGAGCGCATGGGGTT
1450 1460 1470 1480 1480 1500
$.0. M A T | L
CCAGTATTCACGTTAGGAGAGTCAGATGGCCACTATTCTCGACGACCGCAGTGTGAATTT
1510 1520 1630 1540 1550 1560

AGAAGTCGTAACGATTTACGAGATCAGCAAGATATTGGGTTCATCGCTGGATCTATCCAA
1570 1580 1580 1600 1610 1620

GACCTTGCGCGAAGTCCTCAACGTCCTCTCCGCCCACCTGGAAACGAAACGGGTATTGCT
1630 1640 1650 1660 1670 1680

GAGTCTGATGCAGGACTCCGGTGAATTGCAACTGGTCAGCGCCATCGGCCTGAGTTACGA
1680 1700 1710 1720 1730 1740

AGAATTCGCAGAGTGGCAGATACCGGGTCGGCGAGGGCATCACCGGCAAGATCTTECCAGAC
1750 1760 1770 1780 1780 1800

GGAAACTCCCATCGTGGTGCGGGACTTGGCCCAGGAGCCGCTGTTCCTGGCTCGGACCAG
1810 1820 1830 1840 1850 1860

CCCGCGCCAGTCGCAAGAGGGGGAAGTCATTTCCTTTGTGGGCGTGCCGATCAAGGCTGC
1870 1880 1890 1800 1910 1820

CCGTGAAATGCTGGGTGTGTTGTGCGTTTTTCGGGATGGACAATCGCCCTCGCGTAGTGT
1830 1840 1850 1860 1870 1880

CGACCATGAGGTGCGCCTGCTGACCATGGTGGCCAACCTGATCGGAGAAAGCGTCCGGET
1880 2000 2010 2020 2030 2040

GTATCGCAGCGTAGCGGCCGAGCGCCAGCAGCTGCAAGAGGAAAAGCGCCAGCTGTCCEG
2050 2060 2070 2080 2080 2100
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GCAACTCCAGGGCAAGTACAAGCTCGATAACGTAATCGGCATTTCCAAGGCGATGCAGGA
2110 2120 2130 2140 2150 €160

AGTGTTCGCGCAGGTACAGCAGTCCGCCCCCTCGCGGTCGACCATGCTGTTGCGCGECGA
2170 2180 2180 2200 2210 2220

GAGCGGCACCGGCAAGGAAGTCATCGCGCGCGCCATCCATTACCTCAGTCCGCGCAAGGA
2230 2240 2250 2260 2270 2280

TGGGCCATTCATCAAGGTCAACTGTGCGGCCTTGTCGGAAACCTTGCTGGAATCCGARATT
2280 2300 2310 2320 2330 2340

GTTTGGCCAGGAGAAGGGCGGCTTCACCGGGGCCCAGGGTGAACGCAAGGGGCGTTTCGA
2350 2360 2370 2380 2380 2400

ACTCGCCCATGGCGGCACCTTGTTCCTCGACGAGATCGGCGAGATCTCGCCGGCCTTIGCA
24910 2420 2430 2440 2450 2460

GGCCAAGCTGCTGCGGGTATTGCAGGAGCGTGAATTCGAGCGGGTCGGTGGGTCGCETTC
€470 2480 2480 2500 2510 2520

GATCAAGGTGGACGTGCGTCTGGTCACCGCCACCAACCGCGACCTGGAGAAGGCCGTGGE
2530 2540 2550 2560 2570 2580

CAAGGGCGAGTTCCGGGCCGACCTGTATTACCGTATCAATGTGGTCAGCATCTTCAYTCC
2580 2600 2610 2620 2630 2640

TCCGCTGCGCGAACGGCGCGAGGATATTCCCTATCTGGTGGAACACTTCCTGGAAAAATT
2850 2660 2670 2680 2680 2700

CCGTGTGGAGAACCAGCGCGCCATGGTGECCATGTCACCGCAGGCCATGAAGGTCATGAT
2710 2720 2730 2740 2750 €760

GAATTGCTACTGGL.CGGGCAATGTACGGGAACTGGAAAATTGTGTCGAGCGTACTGECAC
2770 2780 2780 2800 2810 £820

CATGATGGCGCGGGGATCTGATCACCGAGGTGCATTTCTCCTGTCAGCAGAACAAATECCT
2830 2840 £850 2860 2870 2880

GACCAAGGTCTTGCATGAACCCGGCCAGCAGCAACCGGTCGTGGTGGTGCCGCTGGAGCG
2880 2800 2910 2820 2830 2840

CATATGCGCGCCATACGGCGCCATCTTCGCCGAGTGGGATGGCCAAGGAGAAGCCAETGG
2850 2860 2870 2880 23880 3000

CGCCGCGCCCCCGACCTCCGAACGCGAACGTCTTATCTGGGCCATGGAGCAATGTGECTG
3010 3020 3030 3040 3050 3060

GGTGCAAGCCAAGGCAGCCCGCGCACTCAACATCTCGCCGCGCCAGATGGGCTATGEGCT
3070 3080 3080 3100 3110 3120

x
GCAGAAATTCAATATCGAGGTCAAGAAGTTCTGAAACTCATCTGCGAGCGTGACGTAATA
3130 3140 3150 3160 3170 3180

CGCTGGCCAGATCCAAAGTCTTTTTCTCATTGCGGTCCTCGCCCTGCGCGCGCGGTOTCTT
3180 3200 3210 3220 3230 3240



158

CGGCGTCGCGCCAGCCGGTTGTATTGATGGATTCCCCGGCTCGGCACGTCCTCGCATTCT

3250 3260 3270 3280 3280 3300
CCTTCTCCTTCTCCACTGCGTCAGGCTCATTGCGGCGCGCTCAATTGCAGGCGCCGGCCC
3310 3320 3330 3340 3350 3360
NifA binding site NifA bin-
GTGCTGCATTGTCGTGTTCATCACAAGCGCCACCCACAATGTATCGCCGATTGTCGCTAT
3370 3380 3380 3400 3410 3420

ding site
QQTCAGATCGCCGTAGGﬂCGCAATTCTGCGCTATGTCATTGAATTGATTGATTATTTTGT
34930 3440 3450 3460 3470 3480
-24/-12 promoter s.0.
CTGGCACGGTTTTGGCTATGTGCCTCAGGAGAAGGCCCAGGCATCACTTTCCTGAAAGGGA
3480 3500 3510 3520 3530 3540

M 0 P T 0
CTATCCATGCAGCCCACACAATAGGTCGGTATCCAGGACATCAAATCGCTAGGCAGCTTG

3550 3560 3570 3580 3580 3600
CTGGAGALGGTAGGCGAAGACAAAGGCTGTGGCACCAGCAGTGAAGGCGGCAAAGCCAGT
3610 3620 3630 3640 3650 3660
TGCGGTTCATCCGATGGTCCCGCCGACATGGCGCCCGAGGTTTGGGAAAAGGTCAAGAAC
3670 3680 3680 3700 3710 3720
CATGCCCTGCTAGCAGCGAAGAGGCTCATCACCACTATGCGCGTATGCACGTGGCGGTGGCA
3730 3740 3750 3760 3770 3780
CCGGCCTGTAACATCCAGTGCAACTACTGCAACCGCAAATACGATTGCGCCAACGAGTCG
3780 3800 3810 3820 3830 3840
CGTCCAGGCGTGGTCAGCGAAAAGCTCACGCCCGAACAAGGGGCCAAGAAGGTCTTTECG
3850 3860 3870 3880 3880 3800
GTGGCCTCSACCATTCCGCAGATGACGGTGCTGGGCATTGCCGGTCCTGGCGACGCGETE
3810 3820 3830 3840 3950 3960
GCCAATCCGGGCCAAGACCTTCAAGAGCTTCGAGCTGATTTCGCAGACCGCGCCCGATATE
3870 3880 3940 4000 4010 4020
AAGCTGTGCCTGTCGAC
4030

As sequéncias regqulatérias provévels e sftios
potencliais de ligagdo de riboscmos estdo sublinhados. 0
produto de traduc8o do gene nifA Inicla na posic8o 1526 e
termina na posigdo 3154, enquanto que a protefna NIfB Inicia
na posi¢g8o 3547. 0Os primelros cinco aminoécidos de cada
proteflna estfio indicedos e o codon de parada do gene nlfA
esté assinalado com um asterisco. As barras horizonteis
sobre a sequéncia (880-850) indicam possiveis estruturas de
promotor -24/-12 na dire¢c&o contréria aqueia da transcrigéo
do gene nifp e a seta Indica o primeiro codon e diregdo de
transcrig8o de uma possivel ORF1.
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FIGURA 22 - IDENTIFICACAO DE POSSIVEIS REGIBES CODIFICADORAS
DE PROTEINAS PELO METODO DE PREFERENGCIA
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0s nimeros 1, 2 e 3 representam as trés fases de
leltura. &s ordenadas s&o 1log(P/¢(1 - P) onde P ¢é a
probabilidade da regido ser codificadora. Ao nivel de 50% de
probabilidade o programa assinala um ponto na fase de
leitura de mais alta probabilidade. Ainda neste nfvel @&
assinalada a presenca de codons de terminag8o com pequenas
barras verticails. Na abscissa de <cada fase de leitura o
programa assinala codons de Iniclag8o com pequenas barras
verticais.
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FIGURA 23 - IDENTIFICAGXO DE POSSIVEIS REGIBES CODIFICADORAS

DE PROTEINAS PELO METODO DE SHEPHERD
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0s ~“meros 1, 2 e 3 representam as trés fases de
leitura. As ordenadas s&o0 Ilog(P/¢(1 - P) onde P ¢é a
probebilidede da regl8oc ser <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>