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CmR = resistente ao c i oranfen i co i

dATP = 5'-tr fosfato de 2 '-desoxi a d e n o s 1 na

dCTP = 5'-tr fosfato de 2 '-desox i c11 i d i na

ddATP = 5'-tr fosfato de 2',3'-dld e s o xl a d e n o s i n a

ddCTP = 5 '-tr fosfato de 2 ' , 3 '-d i desox i c i t i d i na

ddGTP = 5'-tr fosfato de ^ ' ^ ' - d f d e s o x i g u a n o s i n a

ddNTP = 5 '-tr fosfato de 2',3'-dide s o nu c l e o s í d e o s

ddTTP = 5 '-tr fosfato de 3 '-desox i timldlna

D E A E - c e 1u 1ose = d I el t 1-ami n o e t ! c e 1ulose

dGTP = 5 '-tr fosfato de l’'-desoxi guanos 1 na

dNTP = 5 '-tr fosfato de 2 ' - d e s onucleos fdeos

dTTP = 5'-tr fosfato de 1 1 mi d i na

DMS = d Imet 1 sulfato

ONA = ácido desoxlrr ib on ucle ic o

D *°*2BO = densidade ótica ia 260 nm
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T c R e resistente ò tetraclcllna

TEMED = <N,N,N ',N'-tetramet il)- et llenodlamlna

Tris = tris(hldroxlmetll )-amlnometano

V y
= tampão Trls.HCI x  mM, EDTA y  mM <pH
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v/v = volume por volume
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RESUMO

A partir de um banco de genes de HerbasolrllI um 

serooedlcae construído no cosmídeo vetor PVK102 foi isolado 

o gene nlfA daquele organismo por complementa ção  do mutante 

FP10 n I f A~ de A i PSjPjJi-lJLimi bras I I e n s e . O pI asmídeo 

recomblnante pEMSI, contendo o gene n I f A de £t. seroped I cae . 

foi Identificado e caracterizado. Este plasmídeo não

complementou os mutantes FP8 e FP9 (ntrC ), FP3 <nIfHDK ) e 

FPB (deficiente na produção de proteína MoFe). 0 fragmento 

Sal I de 2,0 kb do plasmídeo pEMSI blbrldlzou fortemente com 

o gene n I f A de Klebslel Ia mjLyjMJÜJLÊ, mas não com os genes 

nIfHDK de A. b r a s I I e n s e . A região que continha o gene nIfA 

de ü. serooedlcae foi mapeada numa extensão de 

aproximadamente 2,0 kb do plasmídeo pEMSI por subclon ag em  e 

por hI br idIzaç-lo. Nesta região e em suas adjacências foi

demonstrado, após sequencIsmento, a presença de uma ORF

homóloga aos genes nlfA de outros organismos e de uma ORF 

parcial correspondente ao gene nlfB de u. s e r o o e d I c a e . A 

proteína NifA de ü- serooedlc ae  deduzida a partir da 

seqüência de nucleotídeos possui alta homologla com outras 

proteínas NlfA nos domínio 0 e E. Foi Identificado ainda um 

Interdomínlo homólogo àquele presente nas proteínas NlfA de 

Bradvrhizobium l a p o n i c u m . Bft.lz p,]8>ljun s p p ., A z o rfiIZQbium 

c a u í i n o d a n s . Sítios de ligação para NtrC e NlfA e promotores

xx  I I I



-23/-18 foram Identificados na região promotora do gene jlLíJl 

de f í .  s e r o p e d i c a e .  A p ó s  o g e n e  f o i  I d e n t i f i c a d o  t a m b é m  

o gene nlfB de ü. seropedlcae. A regiSo N-termlnal da

proteína NlfB de ü- « e r .oedIcee possuí alta homologia com as

de £. IaponIcum e AJJLtJPMJLt££. L. Dois sítios ae

ligação para NifA e um promotor -23/-1E foram identificados 

na região promotora do gene nlfB de ü. iJ.JLfiitíJÍJJíAfi.* Com base 

nos dados tia seqüência de nucietíoeos cos gene lU.tâ e flJ.fJB 

de Jf. f e roped I cae e nos resultados de fust-es jn j  f A  J j A Z  f o I 

construído um modelo hipotético pare a regulação da fixação

de nitrogênio em f í .  fiJSJJt. PJJLL£.&£.-

x x i v



1 .  INTRODUÇÍO

A fixação biológica de nit ro gê ni o é o processo pelo 

qual o dinitrogênio (n itrogênio ou N£ ) atmo sf ér ic o é
O

convertido em amônia. Calcula-se que, de um total de £ x 10 

toneladas por ano, cerca de 60% do nitrogênio fixado no 

planeta é proveniente da fixação biológica. Isto é de 

fundamental Importância para manter nulo o balanço líquido 

do ciclo do nitrogênio na terra (£19).

A fixação blólogica de ni tr ogênio ocorre somente entre 

os organismos procarlótlcos e está largamente difundida 

entre bactérias e c I a n o b a c t é r i a s . Espécies fixadoras de 

nitrogênio estão distribuídas em gêneros taxonomlcamente

distantes como BacIIIus e KIebs i eI Ia (£19).

Os dlazotrofos são dividid os  or ganismos simbiótlcos, 

associativos e de vida livre (£1£). Os dlazotrofos 

simbiótlcos assoclam-se com plantas, e stabelecendo uma 

simbiose altamente benéfica, para a qual con t r i b u e m  com

nitrogênio fixado. Esta simbiose é específica sendo que na 

maioria das vezes um dlazotrofo si mb lótico assocla-se a 

apenas uma espécie de planta. Entre as plantas destacam-se 

pela sua importância ag rô nomlca os memb ro s da família 

Legumlnosae que se associam com di az ot ro fo s da família

Rh i zob i a c e a e . com a formação de nódulos nas raízes. Espécies 

do gênero Frank i a (S t r e P t o m v c e t a c e a e ) nodu la m uma variedade 

de plantas enquanto que clanobactérI as diazotróficas



associam-se a fungo, pterldófitas e plantas do gênero 

Gunnera ( a n g i o s p e r m a ). Entre os fixadores de nitrogênio 

simblótlcos estSo espécies dos gêneros Rh i 2 0 b i u m . 

flradvrftizQ & m m ,  f rm Lla sp. e AJULUii m  1 um

(219). Estas espécies são de grande importância econômica, 

uma vez que fixam nitrogênio em quantidade suficiente para 

substituir parcialmente a adubaçâo de culturas associadas 

com compostos nitrogenados (219,212).

Os organismos associativos, como Azotobacter paspaI u m . 

Azospiri 1 lum spp. e HerM s.p,i.rJ I luro Ã.er.Q PSd„U a & ,  são 

encontrados na rizosfera de gramíneas e, algumas vezes, no 

interior das raízes (55). A associação plan ta-bactéria pode 

trazer efeitos benéficos para a planta pela produção de 

fIto-hormônios que estimulam  0 crescimento vegetal e, 

possivelmente, também através da fixação de nitrogênio. 0 

interesse no estudo deste tipo de dlazotrofo tem crescido, 

em vista do seu uso potencial como bl oferti I I zante para 

gramíneas como trigo, milho e arroz (55).

Os organismos de vida livre, como clostrI d I um 

parteur I a n u m . A z o t obactex s p p . e K L s M l ê l l â  jQ_ne_Mtõ n .1. J.Ã, 

aparentemente não se associam a plantas e fixam nitrogênio 

para seu próprio consumo (219).

1.1. O COMPLEXO DA N I TROGENASE

A redução enzimática de dinitrogênio (N£ ) a amônia e 

hidrogênio molecular  é catalisada por um complexo enzimático
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chamado nltrogenase (N^ase).

0 complexo enzlmátlco da nltrogenase é co nstituído por 

duas proteínas: uma que co ntém mol tb dê nl o e ferro (proteína 

MoFe ou d I n I t r o g e n a s e ) e outra que contém somente ferro 

(proteína Fe ou d InItrogenase redutase). Nenhuma delas 

apresenta atividade em separado mas, quando combinadas na 

presença de Mg.ATP e de uma fonte de baixo potencial de 

redução catalisam a reação (63,107,219):

N_ + 8N+ + Be” + 16 M g .ATP — SNH_ + H_+ 16Mg.ADP + 16PI 
2 3 c

A amônla produzida é assimilada pelo organismo via 

glutamlna slntetase (GS) e glutamato slntase (G O G A T ) 

(189,219), de acordo com as equações:

GS
NHg + glutamato + ATP — ♦ glutamlna + ADP + PI

glutamlna + oxoglutarato + NADPH + H +   ^ ° -G s  glutamato +

N A D P +

A conversão de nitrogênio em amônla é inibida por 

Mg.ADP mas não por amônla ou seus produtos de assimilação 

(62).

A proteína MoFe ou d InItrogenase é um tetrâmero 

que perde atividade rapidamente em contato com o ar ( t ^ g  de 

aproximadamente 8-10 minutos). A subunldade a  (produto do 

gene n l f D ) possui um peso mo le cular de aproxim ad am ente  51 

kiloDaltons e a subunldade f t (produto do gene n i f K ) cerca de

3



60 klloDaltons <63). Cada tetrêmero contém 2 átomos de

molibdênio, 24 a 36 átomos de ferro e cerca de 20-26 átomos

de enxofre (63). Estes átomos estão agrupados em 2 centros

contendo ferro, molibdênio e enxofre e em 4 centros 4Fe-4S 

denominados centros "P" <63,67,251).

Um complexo sensível a ácido pode ser extraído da 

proteína MoFe com N-metll formamlda <241). Este complexo, 

denominado cofator ferro-moIIbdênI o (FeMoco), tem fórmula 

molecular provável M oFeg_Q S ^ _ B e sua estrutura ainda não foi 

completamente esclarecida <67,250,251). Mutantes n I f V de 

KlebsleIla oneumonIae possuem uma nltrogenase de 

especifi ci da de alterada, isto é, não reduz enquanto

acetlleno é reduzido normalmente (115). A adição de FeMoco 

extraído da estirpe selvagem à mesma nltrogenase de mutante 

jlLIS, incapaz de sintetizar FeMoco, resulta em uma enzima de 

especifi ci da de normal. Por outro lado, a adição de FeMoco 

extraído do mutan te  nIfV h nltrog en as e extraída do mu tante 

nIfB resulta em uma enzima com caract er ís ti cas similare s 

àquela do mutante nlfV <67, 115). Estes resultados indicam o 

envolvimento do FeMoco no sítio ativo da nltrogenase.

Evidências su gerem ainda que 2 centros ferro-moIIbdênI o

(FeMoco) fazem parte de c&da tetrêmero <63,67,219,251 ).

A seqüênc ia  de aminoácidos das cadeias et e f t da 

proteína MoFe de alguns or ga nismos foram determinadas e 

comparadas. A característica mais conservada entre as 

proteínas com paradas é a presença de 5 resíduos de cisteína 

na subunidade et e 3 na subunldade f t <113,137,251). Estudos 

com a proteína MoFe de &. nneumonIae es pe cificamente mutada
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indicam que os resíduos conservados de cisteína 63, 89, 155, 

184 e S75 da subunldade a  e os resíduos 69, 94 e 15? da

subunldade f t são importantes para a atividade da proteína

MoFe. A substituição do resíduo de cisteína 184 da

subunldade a  por alanina ainda permite uma pequena taxa de 

crescimento dependente de N£ . Da mesma forma, a substituição  

do resíduo de cisteína 15? da subu nl da de  f t por serina, mas 

não por alanina, produz também uma nl trogenase parcialmente 

ativa. A substituição de todos os outros resíduos

conservados de cisteína por alanina e também a substituição

do resíduo cys155 da subunldade a  por serina produzi ra m

sempre nltrogenase inativa, enquanto que a substituição do 

resíduo não conservado de cisteína 11? da subnidade f t por 

serina, produziu um fenótlpo Idêntico ao selvagem (151,?51). 

No mutante ala?75 (subnidade a), o FeMoco está ligado mais 

frouxamente à proteína, indicando que cys?75 pode estar 

envolvido na ligação do cofator ferr o- mollbdênlo (151,251)

A proteína Fe ou dInitrogenase redutase (produto do

gene n I f H ) apresenta-se como um dímero r 2 de peso molecular 

variando de 58 a 7? kllodaltons conforme o organismo

(63,67,165). Esta proteína é co ns ideravelme nte mais sensível 

à Inativação por oxigênio que a proteína MoFe <t1/g sob o ar 

é cerca de 45 s) (63). A proteína Fe contém quatro átomos de 

ferro e quatro átomos de enxofre por dímero, possivelmente 

na forma de um centro 4Fe-4S. Este centro encontra-se entre 

as duas subunldades, ancorado por resíduos de cisteína

(219,63).

A seqüência de aminoácldos da proteína ferro é
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altamente con servada entre uma variedade de organismos 

dlazotrofos (£33). Cinco resíduos de clsteína são 

especialmente conservados assim como três regiões 

Identificadas como possíveis sítios de ligação de 

nucleotídeos (63,67).

O mod el o de mecanismo de reação da nltr og en as e mais 

aceito é o chamado modelo Lowe & Thorneley, desenvolvido a 

partir de dados experimentais e simulações em computador da 

redução de nitrogênio (165,251). Segundo este modelo o 

mecanismo de redução de Ng a 2 NHg envolve, numa primeira 

etapa, a redução da proteína MoFe pela proteína Fe reduzida 

complexada com 2 M g .A T P . Nessa etapa ucurre a h i drólise de 

ATP e a transf er ênc ia  de um elétron para a proteína MoFe, 

provavelmente envolvendo a formação de um complexo entre a 

proteína MoFe e a proteína F e - ( 2 M g .A T P ) . A etapa 

determinante da velocidade desta reação é a dissociação 

deste complexo.. 0 ciclo se completa com a redução da 

proteína Fe oxidada e a troca de Mg.ADP por Mg.ATP. Este 

modelo prevê que o ciclo de redução da proteína MoFe deve 

ocorrer oito vezes para que ocorra a redução de a 2 NHg
4.

e, neste processo, a redução de H a H., é obrigatória. 

Segundo este modelo, a ligação de Ng ã nl tr og en as e só pode 

ocorrer quando a proteína MoFe estiver co ns id eravelme nte 

reduzida (3 ou 4 equivalentes de elétrons) desloca nd o 0 H £ 

ligado ao FeMoco (165).
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1.2. CONTROLE DA ATIVIDADE DA NITROGENASE POR AMÔNIA E

OXIGÊNIO

1.2.1. inibição da nltrogenase por amônla

Em m i c r oorganismos como Rhodopseudomonas oaIustrIs

(268), Az..Ql.Q.feAfLtJA (40), Azospl r I I I um J?rasl I ense ■

Azlp8 p.l.rJ11m  liJL6iJ-Luin ( 1 1 1 ,1 9 3 ), è i q saJjlUJjwi a m a z o n e n s e

( 1 1 1 ), Herbaspl r i 11 um ílcj-qdsd lcaa (91), EJielMJuêMõjnfiLíLââ

capsul ata (R h Q t i P M c.tJtr. £ A A M - L 9_tJiâl (145) e R h.pti.Q.s.p. LrJJ J m

rubrum (146) a atividade da nltrogenase é Inibida, rapida e

r e v e r s I v e I m e nt e , pela adição de amônla às culturas

desreprimldas. Este "desligamento" transitório da

nitrogenase por NH* é denominado  "switch-off" da nltrogenas e

(268). Os mecanismos deste fenômeno aparentemente não são os

mesmos em todos os organismos que 0 apresentam.

Em fí. rubrum a proteína Fe é rapidamente inativada "In

vlv'" após a adição de íons amônio. Essa inatlvação é

resultado da ligação de um grupo ADP-rIbosIIII a uma das

duas subunid8des Idênticas da proteína Fe (148,166,168). A

enzima ti InItrogenase redutase A D P - r I b osIIII- transferes e

(D R A T ) catalisa a trans ferênc ia  do grupo ADP-rlbosil l l do

+2
NAD para a proteína Fe. Esta conversão é ativada por K -ADP 

(166,168). A atividade da proteína Fe mod if ic ad a pode ser 

recuperada pela remoção do grupo A D P - r l b o s l l i I , reação

catalizada pela enzima atlvadora glicohitíroI ase ativadora da

+2 +2 d Initrogenase redutase (DRAG) e requer Mg , ATP e Mn

(101,105). 0 tipo de sinal ou 0 mecanismo envo lv id os  no

disparo das atividades de DRAT ou DRAG ainda não foram



esclarecidos. A glutamlna também é capaz de provocar 

Inibição reversível da nltrogenase. Além disso, a pré-adlçSo 

de m e t l l sulfoxImlna (MSX), um Inibidor de glutamlna 

sintetase, a culturas desr ep rI ml da s Impede a inatlvação por 

NH*. Esses resultados sugerem um possível papel da glutamlna 

slntetase ou da glutamlna no controle da Inatlvação 

reversível da nltrogenase por amônla (77,146). Aparentemente 

mecanismo similares operam em Rhodo ps eu do mona s cansu I ata

( E M i M â í l s z  íMjSLülâlüâ) (145), A- frras I LenuA e a . i i p pf e m a» 

(111,93). Os genes draG e draT de A- llpoferum Brl7, que 

codificam para 0RA6 e DRAT, foram recentemente clonados e 

mapeados precedendo o promotor dos genes nIfHOK (92). Também 

em A- brasllense foram identificados os genes draG e draT 

por hlbrldlzação (93).

Em outros organismos tais como A z o l o M c l e j :  vineIand11

(161), A- ama zonense (111) e ü- seroped i cae (91) o fenômeno 

de "swi tc^-of f " da nltrogenase pela adição de NH* é

claramente diferenciado. Nesses organismos a Inatlvação da

nltrogenase é imediata, sem um período de transição durante 

o qual os eventos enzimáticos deveriam ocorrer. Assim, o 

" s w i t c h - o f f " não é inibido por MSX, não ocorre em extrato 

bruto de culturas de sreprImldas e, finalmente, não hé

evidências para modificação covaiente da proteína. Um modelo 

claro para esse segundo caso de inibição reversível da

nltrogenase ainda não foi estabelecido, mas evidências 

apontam para um efeito indireto, talvez um desequil íb ri o na 

transferência de elétrons para a nl trogenase (161).
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1.2.5. Inibição da nitrogenase por oxigênio

Um outro tipo de Inibição reversível da nitrogenase tem 

sido documentado: o chamado " s w l t c h - o f f " da nitrogenase por 

oxigênio, ocasionado pela elevação repentina e transitória 

dos níveis de oxigênio em culturas d e s r e p r I m i d a s . Após a 

redução dos níveis de oxigênio a atividade de nitrogenase é 

recuperada total ou parcialmente na ausência de síntese 

protelca (58,110). Novamente dois m e c anismos diversos 

parecem operar nos diferentes organismos. A nitrogenase em 

extrato bruto de Azotobacter precipita como um complexo 

oxigênio tolerante, que contém um terceiro componente: uma

proteína redox chamada Shethna, FeSll ou proteína protetora

(107,121,235,266). 0 complexo n i t r o genase-proteína FeSll não 

apresenta atividade de redução de nitrogênio mas, após a 

remoção do excesso de oxigênio, a nitrogenase recupera sua 

atividade. Preparações contendo somente nitrogenase são, ao 

coRtrárlo, Irrevers IveI mente Inativadas na presença de 

oxigênio em alguns minutos. A "proteção conformacI ona I " da 

nitrogenase (^6) pela formação de um complexo resistente à 

inatlvação por oxigênio provavelmente envolve mudanças 

conf ormac I ona i s da nitrogenase coricomi tantemente com, ou 

devido a, mudanças nas suas propriedades redox (121,266).

Em A« bras ilense e A- Ii pof erum ocorre também uma 

inibição parcial e reversível da nitrogenase ocasionada por 

níveis elevados de oxigênio (110). Este "swltch-off" por 

oxigênio, no entanto, aparen te me nt e não envolve a formação 

de complexo com proteína redox, mas certamente não envolve 

modificação coval en te da proteína Fe (110). Na verdade,
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vários dlazotrofos, Incluindo K I e b s 1ella p n e u m o n l a e . 

ap res en ta m o fenômeno de desl igamento da nltrogenase por

oxigênio, mas somente em Xantobacter flavus existe 

evidências para a formação de complexos resistentes ao 

oxigênio semelhante àquele de Azotobacter (para revisão ver 

121). Este fenômeno de desligamento da nltrogena se  por

oxigênio po ssivelmente se deve ao desvio de elétrons da

nltrogenase para a cadela respiratória (98,106). é

Interessante notar que, ocorre ainda um terceiro tipo de 

"switch-off" em A. brasiIense e A- l I p o f e r u m : "switch-off"

por anaerobiose. Quando culturas desre pr im id a para 

nltrogenase destes organismos são submetidas à anaerobiose 

transitória suas atividades de nltrogenase são inibidas, as 

quais retornam prontamente com o rees ta be lecime nto de níveis 

de oxigênio adequados à fixação de nitrogênio. Neste caso, a 

proteína Fe é inativada por mo di fi ca çã o covalente de forma 

semelhante àquela qae ocorre em "switch-off" por íons amônio 

(110).

1.3. MECANISMOS DE PR0TEÇ80 DA NITROGENASE CONTRA OXIGÊNIO

A sen sibilidade da nltrogenase ao oxigênio levou os 

mic ro or ganismos fixadores de nitrogênio a desenvolverem

mecanismos de proteção. Organismos anaeróbios estritos e 

anaeróbios facul ta ti vo s são capazes de expressar os genes 

responsáveis pela síntese da nltrogenase apenas em condições 

de anaerobiose (121,213). Alguns or ga nismos pr otegem a
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nltrogenase da exposição ao oxigênio por 

compartimentalIzação. A cIanobactérI a A n a b a e n a . por exemplo, 

desenvolve estruturas diferenc ia da s, os h e t e r o c i s t o s , onde a 

redução de Ng a NH* se processa em condições de anaeroblose 

(264). Em organismos aeróbicos obrigatórios, entretanto, um 

rígido controle da tensão de oxigênio é necessário, de forma 

a fornecer um suprimento suficiente de ATP para a 

nltrogenase, mas que não exceda os níveis de tolerância ao 

oxigênio. 0 melhor exemplo de adaptabilidade a variadas 

concentrações de oxigênio ocorre em Azotobacter (46,58). 

Azotobacter é capaz de fixar nitrogênio em altas tensões de 

oxigênio graças a uma Intensa atividad e respiratória e a sua 

capacidade de alterar as c oncentrações e as atividades de 

componentes da sua cadeia respiratória ramificada,

permitindo uma maior flexibilid ad e no consumo de oxigênio

(46,58,219,266). Em baixos níveis de oxigênio a respiração 

está perfeitamente acoplada à produção de ATP, mas em altos 

níveis de Og ocorre um d e s acopIamento parcial da respiração, 

aumentando o fluxo de elétrons (266). Para que o meca ni sm o 

de dlssipação de oxigênio via cadeia respiratória seja

eficiente o maior fluxo possível de elétrons deve ser 

dirigido aos diversos ramos da cadeia respiratória

existentes na bactéria. Ramos e Robson (223) demonstraram 

este fato Isolando mutantes de A. chroococcum incapazes de 

crescer utilizando Ng como fonte de nitrogênio sob atmosfera 

ambiente (20% Og) e utilizando sacarose como fonte de 

carbono, mas que eram capazes de crescer fixando nitrogênio 

ao ar na presença de ácidos orgânico s (tais como succinato,
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fumarato, maiato e acetato). Um dos mutantes foi 

caracterizado como deficiente em fosfoenolpiruvato- 

carboxiiase (225) e um outro em cItrato-sIntase (224). Estes 

resultados Indicam que o ciclo dos ácidos trIcarboxíIicos 

(T C A ) funcionai é necessário para o proteção respiratória 

ad e q u a d a .

ftZQS P lf I I I tifn spp. e ü. s e r o p e d ) cae possuem uma 

capacidade bastante modesta de conciliar a atividade de 

nitrogenase com altas tensões de oxigênio, exigindo 

condições de microaerofiII a para exib ir em  a fixação 

biológica de nitrogênio (ver 55). Apesar de resultados 

espectroscópicos sugeri rem uma cadeia respiratória 

ramificada em A. br as Ilense (198,213), aparentemente este 

organismo não é capaz de realizar a proteção respiratória da 

nitrogenase (191). Neste contexto, um aumento da atividade 

respiratória foi verificado por Hartmann e Burrls (110) mas 

a atividade Ca nitrogenase ainda era inibida em resposta ao 

aumento de oxigênio. De fato, Azosp i r illum e Herbasplr illum 

possuem a capacidade de "procurar" regiões do melo ambiente 

com concentracões de 0g compatíveis com a atividade da 

nitrogenase, um fenômeno denominado aerotaxia (7,55,197).

Alguns autores atribuem ainda à su pe róxido dismutase e 

à catalase uma função protetora contra o oxigênio (ver 213 

para revisão). Entretanto Hochman £_£ j_|_. (125) e Higuti e 

Pedrosa (117) Isolaram muta nt es  de Rh od op seudomonas 

capsuI ata e A-  bras i I e n s e . respectivamente, superprodutores 

de catalase, mas que não eram mais tolerantes ao oxigênio do 

que as estirpes selvagens correspondentes.
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1.4. NITROGENASES ALTERNATIVAS

Em A- v l ne I and! I e A. chrooc oc cu m além da nitrogenase 

dita convencional (Mo nitrogenase) estudos recentes 

demo ns tr ar am  a existência de outros dois sistemas 

alternativos de redução de nitrogênio (1 5, 16 ,206,207,220). A 

nitrogenase 2 (V nitrogenase) e ni trogenase 3 (Fe

nitrogenase) foram descritas em A* v i ne l and i i . em

contraposição a nitrogenase 1 (chamada também de nitrogenase 

convencional ou Mo nitrogenase). Em A- c h r o o c o c c u m . por

outro lado, as evidências apontam para a existência apenas 

da nitrogenase 1 e da nitrogenase 2 (148).

0 complexo da nitrogenase 2 de A- chroococc um  é

constituído, como na nitrogenase convencional, por duas 

proteínas: a proteína VFe (di nltrogenase 2), que contém 

vanádlo, ferro e enxofre; e a proteína Fe (dlnitrogenase 

redutase 2), que contém ferro e enxofre (65,66,67,235). Uma

característica que distingue este tipo de nitrogenase da

convencional é sua capacidade de reduzir acetlle no  a etileno

e etano (49), enquanto que a nitrogenase convencional não é 

capaz de formar etano. A proteína VFe tem um peso molecular 

de 210 kilodaltons contendo 2 átomos de vanádio, 23 átomos 

de ferro e 20 grupos ácido-iábeis de íons sulfeto por

molécula e é muito mais sensível à de sn at uração por oxigênio

( t 1/2 sob ar de 45 segundos) que a proteína MoFe (66,67).

Recentemente a análise da proteína VFe por eletroforese



PAGE-SDS mostrou que esta proteína é constituída de três 

componentes de 14, 55 e 50 klloDaltons, formando um hexâmero 

a  (66). A subunldade <5 não possui similar na

nltrogenase convencional, mas as subunidades a  e f t são 

altamente homólogas às subuni da de s a  e f t da proteína MoFe

(66,237). Um cofator contendo vanádio, ferro e íons sulfetos 

na proporção 1:6:5 (FeVaco) pode ser extraído da proteína 

VFe por tratamento com N-metil formamida (252). 0 FeVaco,

supostamente similar ao FeMoco da nltrogenase 1, é capaz de 

complementar bioquimlcamente a nltrogenase do mutan te  nlfB 

de ü. oneumonIae conferindo, Inclusive, a capacidade de 

reduzir acetileno a etano (66,67).

A dinItrogenase redutase ou proteína Fe da V 

nltrogenase é muito similar àquela da Mo nltrogenase. Esta 

proteína é constituída por um d í m e r o ^ g , de peso molecular 

de cerca de 62-64 klloDaltons. Cada dímero contém 4 átomos 

dé ferro e 4 grupos sulfeto ácI do-1 a b e i s . Espe ct ro sc op ia de 

EPR indica que, como na proteína ferro da nitrogenase 

convencional, estes átomos formam centros 4Fe-4S (64,65).

A V nltrogenase também requer Mg .ATP e um a fonte de 

elétrons de baixo potencial como cofatores para a redução de 

Ng (260).

Recentemente, o segundo sistema de fixação alternativa 

de nitrogênio foi identificado em A- v i neI and i i e tem sido 

Intensamente estudado (44,206,207). Apar en te me nt e A. 

chroococcum não possui esta terceira nltrogenase (148).

0 complexo ativo da nitrogenase 3, a exemplo das 

anteriores, consiste de 2 componentes: a d Initrogenase 3 e a
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dlnltrogenase redutase 3. A dlnItro ge na se  3, por sua vez, é 

constituída pelas subunldades o  <58 kllodaltons) e f t <50 

kIIodaI t o n s ). Estas subunldad es  ap arentemente se agrupam em 

duas configurações ativas: <216 kllodaltons) e a -|^g

<158 kllodaltons). A d lnltrogenase 3 não contém quantidades 

significativas de molibdênlo <0,12 atm g/mol) ou vanádio 

0 0 , 0 1  atm g/mol), mas possui ferro. A configuração 

contém 2*1 átomos de ferro e 18 íons sulfeto ócldo— lábeis, 

enquanto que a configuração « ^ g  contém 11 átomos de ferro e 

9 íons sulfeto <44). P o s s i velmente uma terceira cadela 

poIIpeptíd I ca (subunidade 6) também faça parte da 

dlnltrogenase 3. Neste contexto, o sequenclamento dos genes 

estruturais da nltrogenase 3 de A. vIneI and I I mostrou que 

existe uma ORF entre os genes anfD <subunidade a) e anfK 

(subun I dade /3) que codifica para uma cadeia poIIpeptídica 

altamente homóloga àquela da subunidade 6  da nltrogenase 2 

de A* chroococcum <1*13). A dlnltrogenase redutase 3 é multo 

semelhante àquela do complexo da nltrogenase 1. Esta 

proteína consiste de duas subu nl da de s idênticas de peso 

molecular 32,5 klloDaltons e contém 4 átomos de ferro e 4 

íons sulfeto por dímero de 65 kllodaltons <44).

1.5. GéNETICA DA FIXAÇXO DE NITR OGÊNIO

1.5.1. Genes n I f em ]£. nneumon I ae

Em Ji. o n e u m o n  I a e . o organismo melhor estudado em termos 

de genética da fixação de nitrogênio, são necessários 21
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genes para a expressão da capacidade de fixar nitrogênio. 

Estes genes estão organizados em um grupo contíguo de 8 

operons, ocupando uma extensão de 23 kilobases (kb) do 

genoma (<1,50,178) (figura 1). O agrupamento de genes nif 

está localizado entre o operon h i s e o locus sh IA (shikimato 

permease) na seguinte ordem: h i s n i f sh l A (169). Com exceção 

dos operons n i fF e de nIfCJ todos os demais são transcritos 

na mesma direção do operon h l s . Apenas os transcritos 

originados do promotor nIfF e do promotor de n 1f M são 

monocistrônicos (38,50,208). Três genes c o d i f i c a m  para os 

três po i I pept í deos que compõem o complexo da nltrogenase.- 

n l fh determina a proteína Fe, enquanto os genes n I f_D e n i f K 

são responsáveis pelas subunidades a  e f t da proteína MoFe, 

respectivamente (229). Experimentos de hlbrldização de ONA 

Interespécies e comparação de seqüência de aminoácidos 

mostraram que os genes nIfH e o IfD de espécies 

taxuriumi camente distantes são cons l de r ave : mente conservados, 

enquanto que o grau de homologia entre genes nIfK de 

diferentes espécies é menor (63,17*1,233,238).

Outros genes são ainda necessários para que o complexo 

da nltrogenase apresente atividade. Mutantes n i fM de ü. 

pneumonlae produzem uma dinitrogenase redutase Inativa, 

sugerindo que a proteína NlfM seja Importante para o 

processamento dessa enzima (229). Howard £_£ (132) e Paul

e Merrick (209,210) demonstrara m que somente os genes nIfH e 

n i fM de J£. pneumon i ae carregados por um plasmídeo são 

necessários e suficientes para a síntese de dinitrogenase 

redutase ativa em Escherichia co I I . Além disso, estirpes de
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FIGURA 1 - ORGANIZ AÇ20  DOS GENES Jl_LL EM &. p n e u m o n i a e ; A- 

vlneI and 11. A- chroococcurn, fí. meJJ.lPtl. e fi. 

J a p p fi ) .c.ym
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nif de A- chroococcurn m arcados com * referem-se aos da V 
nitrogenase, enquanto que aqueles de A- v i ne i and i I marcados 
2 e 3 referem-se aos da V e Fe nitrogenase, respectivamente. 
Os esquemas foram adaptados de Merrick Al íLl-(178), Jacobson 
A í  Al. (138) e Kennedy (148).



Ü. pn eumonIae com deleções nos genes nIf wz (presente no

mesmo operon que o gene n I f M ) foram capazes de reduzir

acetileno e de crescer em melo sem nitrogênio fixado 

(£09,210). Especula-se que a função do produto do gene n I fM 

seria a de estabilizar a proteína Fe ou participar em alguma 

etapa de sua ativação (132). Por outro lado, Jacobson et a I . 

(138) mostraram que estirpes de A-  v I neI and i I com deleções 

cromosoma is A n 1fU e A n i fS tinh am  baixíssimos níveis de 

dlnItrogenase redutase ativa e cerca de 1/3 de atividade de 

proteína MoFe da estirpe selvagem. Roberts a I. (229) já

haviam observado que mu tantes n i fs de Jl. pneumoni ae 

ap resentavam apenas traços de atividade de dinitrogenase 

redutase. Estes resultados são aparentemente conflitantes

com aqueies obtidos por Paul e Merrick (209,210). Jacobson 

et a I . (138) especularam que alguma proteína de £. coIi 

pudesse substituir os produtos dos genes nIfUS e, além 

disso, argumentam que a atividade de d Inltrogenase redutase 

obtida por Paul e Merrick (210) foi menor que a esperada 

para a dose de gene usada.

Uma espécie Inativa da di ni trogenase redutase contendo 

apenas 2 átomos de ferro pode ser obtida pelo tratamento com 

o que I ante aoi'-b i p i r I d i I e Mg.ATP. Esta espécie é reativada 

pelo tratamento com uma suIfotransferase de mamífero na 

presença de tlossulfato, citrato de ferro e llpoato reduzido 

(202). 0 núcleo inicial de ferro, apesar de Inativo, é 

necessário para a reativação. Os autores s u geriram que o 

produto de n l f M possa agir como uma suIfotransferase 

nlf-esoec í fI ca na ativação da d Initrogenase redutase (202).
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Mutantes n i f B . nlfE e nlfN de K .p n e u m o n 1ae são 

complementados "In vltro" pelo FeMoco, indicando que estes 

genes estão envolvidos na blossí nt es e deste cofator (229). A 

seqüência de amlnoácldos dos genes n I f EN de Ü. pneumonIae 

(*1), A- vIneI and II (22) e fl. meIII o11 (1) deduzida a partir 

de seqüência de DNA revelou-se homóloga àquela dos genes 

n l f D K . Os autores sugerem que as proteínas NlfE e NlfN 

formariam um complexo no qual o FeMoco ficaria ancorado 

durante sua síntese e/ou para sua transf er ên ci a para a 

apo-dInItrogenase (1,22). De fato as proteínas NlfE e NifN 

de Ji. pneumon l ae são co-pu r l f I cadas na forma de um complexo 

sensível ao ar e com peso mol ec ul ar  aproximado de 210 

klloDaltons, provavelmente um tetrâmer o de composição 

(242). A análise das seqüências de amln oá cl do s da proteína 

NlfB de diversos organismos revelou um grupo de resíduos de 

clsteína (cys-x„-cys-x_-cys-x._cys) altamente conservadod C D

(35,1*11). Este agrupamento de resíduos de clsteína é 

bastante semelhante àqueles que a p a r e c e m  em proteínas que 

ligam grupos ferro-enxofre tais como fer re do xi na s (35). Esta 

característica e sua alta s ensibilidade ao oxigênio sugerem 

que a proteína NlfB participe de reações redox durante a 

síntese do FeMoco (2*12).

Mutantes n I f V de Ji. pneumon I ae são capazes de reduzir 

acetileno a etileno mas incapazes de reduzir Ng a NHg (115), 

Indicando o envolvimento do produto de n i fV com a síntese do 

sítio ativo da nitrogenase. Posteriormente, se verificou que 

o produto de n i fV era necessário para a síntese de um fator 

de baixo peso molecular que se acumulava em culturas
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selvagens desre primldas para nltrogenase, mas não em 

culturas dos m utantes n I f V . Este fator foi Identificado como 

homocltrato e, portanto, o produto de nIfV foi sugerido como 

sendo a enzima homocltrato slntase (130,131). Resulta do s 

recentes indicam que o homocltrato é incorporado ao FeMoco, 

conferIndo-Ihe car ac ter ís ti cas de esp ec if ic id ade (129,232).

0 produto de gene nlfQ também está envolvido na blossíntese 

do FeMoco, possiv el me nte na captura e transporte de 

molibdênlo (136). Mutantes nlfQ de &. pneumon i ae e de A- 

v I neI and iI a p r e s e n t a m  fenótlpo Nlf , que pode ser corrigido 

com um excesso de mol ib dê nl o no meio de cultura (136,131). 

Comparação das seqüências de aminoácidos das proteínas NlfQ 

destes organismos revelou um grupo de resíduos de clsteínas 

na porção C-terminal, sugerindo novamente um sítio de

1 I gação de metal (131).

Além desses genes, os produtos dos genes n l f H . n i f U . 

n l f S . n l f W . nIfZ e nlfM (83 ,0 3, 13 8, 229, 23 0, 23 1)  parecem 

estar envolvidos na maturação da proteína MoFe. Vários

mutantes n i fH de A. oneumonlae e A. vIneI and I i são

Incapazes de sintetizar o FeMoco (8 3, 83,229,230,231), 

Indicando que o produto do gene nIfH é, de alguma forma, 

Importante durante a síntese deste cofator. Entretanto é

interessante notar que a função da proteína NifH na síntese 

do FeMoco é independente da sua atividade de d Initrogenase 

redutase uma vez que: a)mutantes n i fM são Incapazes de

produzir d InItrogenase redutase ativa, mas são capazes de 

sintetizar FeMoco (229); b)mutante.§. de &. p n e u m o n l . ae e A. 

vIneI andlI com deleção parcial do gene n I f H . produz uma
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d InItrogenase redutase incapaz de transferir elétrons mas 

ainda sintetiza o FeMoco (83,8*1,231,253); e c )d l n l trogenase 

redutase ADP-ribosilllada é ef ic iente na síntese de FeMoco 

(135,2*12). Especula-se que pr ot eína NlfH possa atuar como 

uma fonte de baixo potencial redutor doando elétrons para a 

formação de um intermediário do FeMoco (8*1,2*12,253).

O requerimento dos prod ut os  dos genes n i fE . n i f N . jlLLB, 

n i fH e n i fV para a blossíntese do FeMoco é corroborado pelo 

fato de que a sua síntese "In vltro" requer molibdato, ATP, 

as proteínas NlfB, NifE, NifN, dlnltrogenase redutase e

ainda homoc i trato (135,2*12).

A função dos genes n I f U . n i f S . n I f w . n I f Z e ji.,i,fM na 

blossíntese do FeMoco ainda não está completamente 

estabelecida. Mutantes A n i fUS de A* v i neiand Ii possuem cerca 

de 8% da atividade de d I n I t r o g e n a s e , enquanto mutantes A n i fü 

ou A n IfS apresentam cerca de 25-30% de atividade da 

d i n i trogenase (138). Roberts ejt a I • (229) descreveram

mutantes n i fs de A- pneumon i ae com atividade de

dlnItrogenase sensivelmente diminuída, mostrando que as 

proteínas NlfS e NifU são importantes p ? ra a síntese de uma 

proteína MoFe ativa. A proteína s NlfS e NifU provavelmente  

atuam indiretamente na síntese do FeMoco uma vez que ambas 

são importantes para a ativação ou estabilização da

d 1nItrogenase redutase (138). Assim a incapacidade de 

síntese de uma proteína MoFe ativa poderia ser devido ao 

acúmulo de d Initrogenase redutase inativa, o que é

corroborado Inclusive pelo efeito cumulativo da dupla

deleção A nifus em A. pneumonlae e A- v i neI and IL (138,229).
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Mutantes A n i f M , A f l i l Z  ou A j d ü M de A. Jü-nfilflMLL a p r e s e n t a r a m  

atividade de proteína MoFe diminuídas (cerca de 30-50% da 

atividade da estirpe selvagem) enquanto que o mutante A n i fzm 

possui atividade de proteína MoFe Insignificante (138).

0 produto de nlfF é uma flavodoxlna que transporta 

elétrons do produto do gene n I f J . uma p i r u v a t o :flavodoxlna 

óxldo redutase, para a dl nl trogenase redutase 

(122,13-1,229,2*13), de acordo com o seguinte esquema (38):

22

As funções dos produtos dos genes n i fC . n i f T . nIfY e 

n i fx ainda são desconhecidas, embora as proteínas NlfY e 

NlfX compartilhem de um considerável grau de homologla e 

especula-se que ambas possam ter funções semelhantes em 

relação aos produtos dos genes pjJLDK e jqJJLOL 

respectivamente (178). Entretanto, recentemente foi 

reportado que o produto do gene nIfX atua como um repressor 

de transcrição de genes n l f (100). 0 produto dos genes nIf L 

e n 1fA atuam como repressor e atlvador, respectivamente, da 

expressão dos demais operons nIf (26,123,181).



1.5.2. Genes M l  em fífíU Q fílym e flr.ja.tfVJ li)Z,PfíUm

Genes n )f têm sido Identificados em Rh IzobI um e 

BradvrhI z o b )um por homologla com genes n i f de oneumonIae 

e também por comparação de seqüências de genes contíguos a 

genes nlf (figura 1). Os genes essenciais à fixação 

slmblótlca e que não possuem análogos em X. pneumonlae são 

denominados genes f i x .

A localização dos genes nIf em Rh Izobi um é multo 

variada. Em RhlzobI um de crescimento rápido como fl. 

me i i I ot i . R. I equmi nosarum bv. p h.aseo 1 1 , bv. j l üL£J-ê. e 

tr i f o l i i . os genes n i f ocorrem em megap I asmí deos (16*1), 

denominados plasmfdeos simbióticos (pSym). Já em 

BradvrhIzobium  l a p o nlcum, esses mesmos genes são de origem 

cromosomal (164).

Em R. meIIIot i . a espécie de Rh Izob i um melhor estudada 

em termos da genética da fixação de nitrogênio, 7 genes nIf 

Já foram identificados (164). Os genes n i f H D K . a exemplo do 

que ocorre em R. pneumon i a e . formam um único operon. O gene 

n I f E . localizado após o gene n i f K . é transcrito na mesma 

direção e não faz parte do mesmo operon que o gene n i f N . 

situação em que diferem os genomas de R. m e i ilot í e de R. 

pneumon i s e . 0 gene n i f N . por sua vez, foi localizado nas 

proximidades de um grupo de genes n o d . a cerca de 30 kb do 

operon n I fHDK (164). Precedendo o operon n i fHDK e transcrito 

em direção oposta, estão os operons f l xABGX . n i f A e j J.1B fj jl!  

(36,68,155). Os genes nlf identificados até agora são 

consideravelmente  homólogos àqueles de R. pneumon i ae e, 

supostamente, têm a mesma função. Com pa ra çõ es  das seqüências
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de amlnoácidos deduzidas a partir das ORF fIxX e fIxY Indica 

que estes genes codificam para proteínas semelhantes a 

ferredoxinas e, portanto, podem estar envolvidas no 

transporte de elétrons para a nitrogenase (68,155). O 

produto do gene fIxY é essencial para fixação de nitrogênio 

em simbiose (155). Apesar de não ter sido encontrada 

homologla das proteínas FixA, FixB e FIxC com ferredoxinas, 

especula-se que suas funções tamb ém  estejam relacionadas com

0 transporte de elétrons (68). Recentemente foi 

identificado, em fi. m e l I I o t I , um novo grupo de genes 

relacionados com a fixação de nitrogênio: os genes f I x G H I S . 

organizados em um único operon. Comparações de seqüências de 

amlnoácidos sugerem que as proteínas codificadas por estes 

genes estão ligadas à membrana, formando um complexo que 

acopla reações de óxIdo-reduç ão  com o transporte de íons 

(164).

A orgarlzação dos genes da fixação de nitrogênio em £.

1 eguml nosarum bv. v i ceae é se me lhante àquela de fi. me 1 « t P t 1.. 

Os operons n l f H D K E . n i fA , n i fB e fIxABCX são conservados 

nessas duas espécies (164). Entretanto, o gene flxW foi 

localizado em fí. Ienu mln os ar um  bv. vIceae precedendo o 

operon flxABCX e transcrito na mesma direção. Ainda não se 

identicou gene homólogo em fl. meIiIotI (188).

Em fi. I a p o n l c u m . os genes estruturais da nitrogenase

estão dispostos em dois operons, n i fOK e n l f H , separados 

entre si por 17 kb. Logo após o operon nIfDK estão 

localizados os genes n I f E N . aparentement e transcritos na

mesma direção (69). Entre os genes n I fN e n I fH encontram-se
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ainda mala dois operona: n I fS e n l f B f r x A . A proteína

codificada pelo gene frxA é semelhante à ferredoxlna l de fi. 

palustris e parece estar envolvida no transporte de 

elétrons, mas não é essencial para a fixação de nitrogênio  

em vida livre (70). Cerca de 2 kb após o operon n I f H . foi 

Identificado o operon fIxBCX <70,103). Todos estes três 

últimos genes são essenciais para fixação de nitrogênio em 

fi. laponIcum <70,103).

Em um segundo agrup amen to  de genes n I f /f i x do cromosoma 

de fl. laponlcum foram Identificados, nas proximidades de 

genes nod . os operons f I xRn I f A e f l xA <1*18,258). A função do 

gene flxR ainda não foi definida e o produto de fIxA é 

essencial para a fixação de nitrogênio slmblótico e em vida 

livre em fi. Iaoonlcum <103,258).

Nos gêneros R h l z o b l u m . Brad vrh 1 zob I um e AZ&.ÜU-ZMJ-M1, 

além dos genes relacionados diretamente com a capacidade de 

fixar nitrogênio, oco.rem ainda genes responsáveis pelos 

fenômenos de nodulação e quimiot ax la  e pela especi fi ci da de 

de faixa hospedeira. Estes genes são denominados nod 

<nodulação) e hsn <"host-specIf 1 c n o d u I a t I o n " ).

1.5.3. Genes n i f em Azotobacter

1.5.3.1. Genética da nltrogenase convencional

A análise genética dos genes nIf em A- vlneI and II e A- 

chroococcum mostra que sua organização é semelhante àquela 

de &. pneumonIae <flgura 1). Os grupos de genes n t f H P K T Y , 

n l f E N X . n l f U S V . ntfWZM e p I f,£ são conservados, apesar de não 

estarem tão intimamente agrupados como os de &. pneumonIae
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(7 4, 138,148,149,150,178). 0 grupo ni fflBQ também é conservado 

mas está separa do  por cerca de 20 kb do agrupamento 

principal (141). Contudo cerca de 15 novas 0RF's, que não 

possuem hom ól og os  em &. p n e u m o n I a e , ocorrem Inter e 

I ntra-operons n I f de Azotobacter vlneI and II (138,141). Ainda 

não se conhece a função destes possíveis novos genes n I f , 

embora e v i dências estruturais indiquem que a expressão 

destes genes seja controlada por promotores nlf específico 

(promotor -24 /- 12) e que possuem sítio de ligação para a 

proteína NlfA (138). Por outro lado Jacobson £ i  jblL. (138) 

demonstraram que as 0RF's 5, 6, 7, 8 e 9 não sôo essenciais 

para o crescimento dlazotróflco de A* vIne I a n d l I . Regiões 

homólogas à ORFB foram Identificadas em fi. caosu l a t u s . 

Bradvrhlzobl um J.aponL.Ç-wn e A t L â M M â .  Homoiogia com a o r f s  

também foi enco nt ra da em fi. caosuIatu_a (138).

Nenhum gene homólogo ao gene nIfJ de &. pneum on Ia e foi 

encontrado em A z o t o b a c t e r . Por outro lado experimentos de 

hlbrldlzação m o s t r a r a m  que existe um agrupamento de genes

homólogos aos genes f I xAB-G de Rh I zob l um (74,103). A função

destes genes em R hlzoblum é desconhecida, mas especula-se 

que possam estar envolvidos no transporte de elétrons para a 

nltrogenase (68,74,103).

1.5.3.2. G enética das nitrogenases alternativas

Os genes que codif ic am  para a nltrogenase 2, a vanádio

nltrogenase, são denominados v n f . enquanto que os genes da 

nltrogenase 3, a ferro nltrogenase, são denominados a n f . 

Muitos destes genes também foram clonados e s e q u e n c I a d o s . Os
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genes estruturais da nitro ge na se  2 são v n f H , codifica para 

subunldade r  da d Inltrogenase redutase 2, e os genes vnfD e 

v n f K . cofldlcam para as s u b unldades c* e f t da proteína VFe. 

Ao contrário daqueles da n i t rogenase 1, estes genes não 

estão localizados em um único operon, mas em dois operons, 

vnfH e v n f D G K . separados entre si por cerca de 2,5 kb

(178,235,236,237). Além disso, no mesmo operon de vnfH foi 

encontrada uma ORF que codifica para um ferredoxina (235). 

Entre os genes vnfD e vnfK está localizado o gene vnfG que 

codifica para a subunldade 6  da proteína VFe (236,237). Os 

genes v n f E N . homólogos aos genes n l f E N . também foram 

identificados e provavelmente estão envolvidos na maturação 

da proteína VFe (178). Por outro lado, dados fisiológicos e 

genéticos indicam que existe apenas uma cópia dos genes nIfM 

(relacionado à maturação da d l n I t r ogenase redutase), nlfB 

(relacionado à maturação de d I nI t r o g e n a s e ) em A- vI neI ancf 11 

e A- c h r o c o o c a um (74,141,149). Estes resultados sugerem que 

os produtos destes genes p a r t i c i p a m  de um etapa de maturação 

da nitrogenase que é comum para a nitrogenase 1 e 

nitrogenase 2 de A- c h r o o c p c c u m  e A- v l n elandtL e, 

provavelmente, também para a nitrogenase 3 de A- vIneI and i I 

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

apenas uma cópia dos genes n I f USV em Al 0 t.P.&JJLLêX y,l ne I and l I., 

e que estão relacionados com as três ni tr ogenases (263).

Os genes estruturais da nitrogenase 3 de A. v i neI and Il 

estão organizados em um único operon (a n f H P G K ) (143).

Dois genes homólogos ao gene n !f A . (vnfA e a n f A ). foram 

recentemente identificados e sequenclados em A- vIneI and I I .
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os quais aparentemente estão relacionados com a ativação da 

trancrlção dos genes das nltr ogenases 2 e 3, respectivamente 

<142).

1.5.4. Genes jlL± em A z o s p I r 11 I um

Qulviger Ai. <222) observaram homologla entre DNA de 

A. bras11 ense e de A. 11ooferum e os genes jüittQA de A. 

o n e u m o n l a e . Um fragmento Eco RI de 6,7 kb co ntendo os genes 

nlfHDK de A. brasllense foi então clonado. Este fragmento é 

capaz de hlbrldlzar com os genes nlfHDK de A. oneumonIae e 

de complementar um mutante nIfHDK de A. brasIIense 

<140,190,222).

0 mapeamento do fragmento contendo os genes n IfHDK de 

A* brasilense por inserção com o transposon TnfL mostrou que 

estes genes são transcritos como um único operon com Início 

de transcrição em nifH <216). Fragmentos de DNA contíguos 

aos genes nlfHDK de A. brasilense foram clonados, 

compreendendo uma região de cerca de 30 kb <71,95). Neste 

fragmento o mapeamento por Tng. mostrou a existência de 

quatro novas regiões n l f : a) região II, contend o um gene 

homólogo ao gene nlfE de A. oneumonIae e de A* c a u I I n o d a n s ; 

b) região III, onde mutantes Insercionais têm fenótlpo Nlf 

em melo semi-sólido, mas ainda possuem atividade de 

nltrogenase em meio líquido suplementado com glutamato; c) 

região IV, que apresenta homologla aos genes ilLIIÍA de A* 

o n e u m o n I a e . mas não aos genes n i fV e n I f M ; e d) região V, 

que apresenta homologla aos genes f l x A B C . Além destas 

regiões Gal I imand jü  jJ_. <95) d e t ectaram homologla entre DNA
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de 1. brasllense e o gene nIfB de fl. l a p o n 1c u m . Este gene, 

porém, não faz parte de cluster j ü i  principal. Os dados 

disponíveis a respeito da organização dos genes iiif. em A ­

bras ilense indicam uma semelhança com aquela de A. 

pneumonlae e, principalmente, de A- v i neland ii e A. 

c h r o o c o c c u m . Os genes n I f Identificados até agora estâo 

agrupados de forma similar aos de Klebslel ia e flzotobacte_r.. 

mas, a exemplo de A z o t o b a c t e r . tais genes estão separados 

por trechos de DNA relativamente longos. Ainda como 

A zotoba ct er  o gene nlfB e possivelmente o gene jlLíA, nlo

estão localizados no cluster principal, enquanto os genes

f i xABC estão. Por outro lado, Singh & £ H .  (238) Isolaram 3 

mutantes Nif~ por inserção com Tnjã., e após cl onagem e 

caracterização destas regiões ver if ic ar am  que não faziam 

parte do agrupamento principal e eram diferente entre si. 

Nenhuma destas regiões hibridizou com os genes n )f HDK de A. 

b r a s i 1 ense ou com os genes n i f O , jaiiifi, A l l H  ou jaJJlA de A. 

p n e u m o n l a e . Um desses mu ta ntes foi ca racterizado como nIfA 

com base em co mp Ie mentação  com o plasmídeo pCK3 (n I f A c ). 

Estes autores sug e r i r a m  que existem pelo menos 4 diferentes

regiões do genoma de A- bras iIense que contém genes n i f .

Fahsold jeJt Al. <75) re la taram a clonagem dos genes oi f_HM de 

duas estirpes de A- llooferum e d e t e r minaram que sua 

estrutura era semel ha nt e èquela descrita para A. b r a s l l e n s e . 

Os genes draG e draT de A- llooferum também foram clonados e 

mape ad os  precedendo os genes n I f H D K . Na região entre pIftiQA 

e draGT foi identificada uma região homóloga ao gene nIfJ de 

&• p n e u m o n.lJ A  <92).
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1.6. REGULAÇXO DA FIXAÇÍO DE N I T R O G Ê N I O

1.6.1. Regulação da fixação de nitrogênio em Ji. pneumon Ia s

0 complexo da nltroge na se  só é sintetizado em Ji*

pneumonIae em condições de ana e r o b i o s e  e em concentrações 

llmitantes de nitrogênio. A repre ss ão  da síntese do complexo 

ocorre quando a bactéria é cres ci da  na presença de amônla 

(562) ou na presença de oxigênio (62,118,119).

Strelcher g ± jlL. (256) Isolaram mutantes de Ji. 

pneumonlae com níveis constitutiv os  de glutamina sintetase 

(GS) e que expre ss ava m nitrogenase, mesmo na presença de 

altos níveis de amônla. Os mes m o s  autores também isolaram 

mutantes auxotrofos para glutam in a que eram incapazes de

desreprimir a nltrogenase. Além disso, vários mutantes 

'ncapazes de sintetizar GS a p r e s e n t a v a m  efeito pleiotiópico 

na utilização de compostos nitrogenados em condições de 

limitação de nitrogênio, o que levou a hipótese de que a 

repressão por amônla seria med i a d a  pela GS (170,171). Esta 

linha de evidências apoiava a idéia de que a GS seria um

ativador da síntese da nltrogenase. Contudo, a descoberta de

um segundo gene, ntrC (d l n G ) , ligado a q l n A , gene estrutural 

da glutamina sintetase, em JL. co l I (20^), em Sa I mone I I a 

tvph Imur l um (159) e em Ji. pneumon I ae (72,162) levou ao 

abandono desta hipótese. M utantes ntrC nêo são auxotrofos 

para glutamina, têm baixo nível de GS, cuja síntese não é 

regulada por NH*, mas exibem um efeito pleiotróplco sobre a



utilização de outras fontes de nitrogênio (72,162). Este 

efeito, observa do  an teriormente para alguns mutantes g l n a . 

pôde então ser explicado como um efeito polar da muta çã o em 

gl nA sobre o gene ntrC (72,162).

Po steriormente ficou claro que o operon glnantrBC 

(gInflLG) con trolava a síntese da glutamlna slntetase e o 

metabolismo geral de nitrogênio, incluindo a fixação de 

nitrogênio (73,176). O produto do gene ntrC pode agir tanto 

como ativador quanto como repressor, dependendo da 

disponibili dade de nitrogênio e da seqüência do promotor com 

qual Interage (51,114,195,203) e sua atividade é modulada 

pelo produto do gene ntrB (195).

Estudos posteriores m o s t r a r a m  que a fixação de 

nitrogênio em ]£. pneumonlae é regulada em dois níveis 

(figura 2): a) pelo sistema de regulação geral de nitrogênio 

(n t r ); e b) pelo sistema de regulação nlf específico, 

meilado pelos produtos dos genes n I ffl (ativador) e jl: fl 

(repressor) (59,176,199). Sob condições nõo repressivas 

(baixas concentrações de NH*), a proteína NtrC ativa a 

transcrição do operon n I f l A . mas não dos outros operons njLi

(59.176.199). Entretanto, Buck (27) verificou baixos níveis 

de ativação do promotor nIfH de &. pneumonIa& por NtrC. A 

proteína NifA, por sua vez, é o ativador específico da 

transcrição de todos os operons nlf (Inclusive n l f L A )

(26.59.199). Esta proteína é capaz ainda de substituir o 

produto do gene ntrC na ativação de alguns operons 

relacionados com o metabolismo de nitrogênio como os genes 

de utilização de hlstidlna ( h u t U h ) . arglnlna e de prollna,

31



FIGURA 2 - MODELO PROPOSTO PARA O CONT ROLE DO REGULON JLL1 EM 

& .  p n e u m o n i ae
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Modelo de regulação da fixação de nitrogênio em ü. 
pneumonlae (176). O produto do gene ntrC é uma proteína 
atlvatíora que, uma vez fosforllatía por NtrB, ativa a 
transcrição do gene n l f A . 0 produto do gene n i fA por sua vez 
ativa a transcrição de todos os operons n l f . Sob condições 
de excesso e amônia e/ou oxigênio o produto do gene n i fL 
inativa a proteína NifA, impedindo a transcrição dos genes 
n i f . 0 promotores ativados por NifA e NtrC são do tipo 
-24/-12 e dependem do fator sigma RpoN.



quando expresso const lt ut lvãme nte em plasmídeo de alto 

número de cópias <176). As proteínas NlfA e NtrC exercem 

suas funções atlvadoras interagindo com seqüências de ONA 

que precedem o início de transcrição em cerca de 100 pb 

<32,51,226,227). Estas seqüências são conhecidas como sítios 

de ligação específicos para NlfA ou UAS <"upstream 

actlvatlng sequence") e sítio de ligação para NtrC 

<32,52,226,227). As proteínas NlfA e NtrC requerem ainda uma 

classe especial de promotores. As estruturas destes 

promotores, e os sítios de ligação das proteínas atlvadoras 

bem como o provável mecanismo de ativação serão descritos 

com detalhes oportunamente.

A síntese da nltrogenase é inibida por amônla e/ou 

oxigênio. A repressão da síntese da nltrogenase por níveis 

intermediários de amônla <cerca de 4 mM) ou pela presença de 

oxigênio envolve o produto de n I f_L <85,123,181 ), enquanto 

que a repressão por altos níveis de amônla <> 10 mM) é

mediada pelo sistema ntr <39). Dados sobre as velocidades de 

transcrlçôo e de traduçôo de genes n ± I  Indicam que o sítio 

de controle da síntese da nltrogenase é transerIcI ona I e não 

traàucional <3S).

1.6.1.1. Os promotores n 11

Os promotores ativados pelas proteínas NlfA e NtrC não 

exibem a típica seqüência de consenso geralmente encontrada 

em promotores de entero ba ct er Iáce as : T T 6 A C A . . N 1g _ 1g..TATAAT, 

localizado nas pr ox imidades das posições -35 e -10 em 

relação à origem de transcrição. Por outro lado, seqüências
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altamente conserva da s foram encontradas em promotores 

ativados pelos produtos dos genes nlfA e n t r C :

C T G G ...N g ...TT6CA nas posições -27 e -16 (13,38,59,199).

Os nucl eo tí de os  GG e GC, localizados nas posiçOes 

-25/-24 e -13/- 12  respectivamente, são ca racterísticas 

Invariáveis destes promotores e aparen te me nt e são essenciais 

ò sua atividade (52,104). Por este motivo estes promotores 

são chamados também de promotores -24/-12 em contraposição 

aos promotores canônic os -35/-10 de f.. col l (258).

Os promotores -24/-1 2 são reconhecidos pela RNA

54
pollmerase ligada a um fator sigma especial, o fator o

codificado pelo gene rooN (n t r A . g l n F ). O complexo RNA-

pol imerase/o' sempre requer um ativador (por exemplo NlfA 

ou NtrC) para Iniciar a transcrição a partir de promotores

-12/-24 (52).

0 produto do gene r p q N foi Inicialmente identificado 

como um efetor positivo, ao lado de NlfA t NtrC, para a

expressão de genes nIf e ntr (59,176,199). Estes estudos

demonstravam que a ativação de transcrição de genes nlf em

&. o n e u m o n  I a e  e f.. co  i i pelas proteínas NlfA e NtrC tinham

um requerimento ab soluto pelo produto do gene rooN (176).

Por outro lado prom ot or es  n if não são ativados em estirpes

ntr A* nI fA~ ntrC~ (176). Em ü. o n e u m o n I &£ o gene T B9Ü não está 

ligado a n t r B C . é expresso co ns tItutivãmente e independe da 

dis po nibilidade de nitrogênio (182). A proteína RpoN de ü. 

oneumon I ae e f.. co I I compete com RpoD (fator «y7 0 ) pela

RNA -p ol im era se (124,134,182). Estes resultados suge riram que 

o gene rpoN codifica para um fator sigma especial da
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RNA-polimerase que reconheçe especificamente os promotores 

-24/-12. A seqüência de amlnoácidos de RpoN de J£. pneumoniae 

e de A- u l n e I a n d I l , deduzida da seqüência de n u c I e o t í d e o s , 

mostra que a proteína RpoN guarda pouca homologia em relação 

a seqüência de amlnoácidos de outras subunldades sigma, 

apesar de possuir 2 estruturas em h é I i c e - v o l t a - h é l i c e , 

característica de proteínas que se ligam ao DNA (173,180).

é interessante notar que, ao contrário de outras 

subunldades sigma ut ilizadas para transcrição de genes 

específicos, RpoN ) é necessário para a transcr iç ão  de 

genes de diferentes funções fisiológicas. Alguns exemplos 

destes genes são: a)genes do met ab ol is mo  de nitrogênio e 

amlnoácidos; b)genes que c o dificam para o transporte de 

ácidos dlcarboxílIco em R h l z o b i u m ; c)genes que codificam  

para enzimas do m e t abolismo de tolueno e xileno em 

P s e u d o m o n a s : d)genes envolvidos no metabolismo anaeróblo em 

£. coIl (para revlsõo ver 160).

A análise de mutações dos promotores -24/-12 demonstra 

que existe uma estrutura mínima, estritamente conservada, 

essencial para a atividade deste tipo de promotor. Buck (27) 

mostrou que a diminuição de um ou mais nucleotí de os  entre 

-24 e -13 desens I bi I I za o promotor do operon n I f HOK de J£. 

pneumonlae para ativação pelas proteínas NtrC e NifA. 

Mutações isoladas em cada um destas quatro posições em 

promotor nlfLA de &. pneu mo nl ae  impediram sua atlvaçõo por 

NifA ou NtrC (31,152). No promotor nifH de J£. M fium n i .M  a 

transição 6— »A nas posições -24 e -13 Impediu a ativação 

por NifA ou NtrC (31,200). Entre ta nt o a transição C— >T na
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posição -12 teve um efeito inesperado quando impediu a

ativação por NtrC mas não por NifA (31). A mesma mutação no

promotor nIfL impede a atlvaçõo por NifA e por NtrC (31).

Este último resultado sugere que o sítio de ligação para

NifA (U A S ), presente no promotor n l f H , mas ausente no

promotor n l f L . garanta a ativação por NifA (52,187).

Portanto, a substituição de um nucleotídeo em -25/-24 e

-13/-12 nos promotores n I f L e n i f h de Ji. pneumon i ae confirma

a importância dos nucl eo tí de os  G6 e GC naquelas posições

(27,31,152,200).

Além disto, tra nsições C— >T nas posições -15 a -17 do

promotor nlfH de Jü. pneumon i a e . produzindo um promotor com a

seqüência c t g g t a t g t t t t t t g c a . a u m entaram o nível de ativação

por NtrC (200) e p e r mitiram a ativação por NifA mesmo na

ausência de UAS (28). 0 promotor nifH de R h lzobium mel Ilotl

(5 '-CTJiJiCACGACTTTTfiíiA-3 ') também exibe este fenótipo (28).

Aparenteriíõnte, aquele promotor n I fH mutante de Ji.

p n e u m o n l a e . assim como o promotor ni fH de fi. m e l l l Pti,

54
possuem uma maior afinidade pelo complexo RNApolImerase-©' 

que o promotor n I fH selvagem de Ji. pneumon I a e , levando à

formação de um complexo fechado mais forte. A ligação das

proteínas ativadoras NifA ou NtrC aos respectivos sítios de 

ligação permitiria um aumento da concentração do atlvador na 

região do promotor e consequentemente aumentaria a sua 

eficiência (28). Assim, a formação de um complexo fechado 

estável facilitaria a ativação do promotor pelas proteínas 

NifA e NtrC não ligadas è UAS (28,187).

A seqüência de bases específica de cada promotor
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-12/-24, a presença de UAS e sua seqüência são fatores que 

aparentemente pe rm item um controle fino da expressão gênlca.

1.6.1.2. NlfA: uma proteína capaz de Interagir com DNA

O gene nlf A de SL. pneumon l a e . bem como o de vários 

outros organismos, foi clonado e sequenclado. Estudos 

comparativos das seqüências de aminoácldos das proteínas 

NlfA de Ji. pneumonIae e fi. aml1 1 5 1 1  levou Drummond 5 1  51.

(60) a definir 4 domínios estruturais: domínios A, C, D e E. 

Na porção N-termlnal estão os domínios A e C. Nestes 

domínios o grau de homologia decresce consideravelmente 

quando se aumenta o número de proteínas NlfA comparadas  

(86). As funções específicas destes domínios ainda não foram 

Identificadas, mas Drummond i i  li. (60) aven taram a hipótese 

de Interação da região N-terminal com uma proteína 

controladora da atividade da proteína NlfA. Em ü. pneumonlae  

esta proteína seria NlfL. Um alto grau de homologia tem sido 

encontrado no domínio D ou domínio central das proteínas 

NlfA de difere nte s espécies. Neste domínio encontram-se 2 

porções altame/ite homólogas è seqüência de proteínas que 

ligam ATP (90,192). Drummond £ l  51. (60) s u geriram que a

região do domínio D seja Importante para a interação com 

RpoN e/ou R N A p o I I m e r a s e . Finalmente, o domínio E apresenta  

uma estrutura othé I I ce-vo I ta-othé I I ce (H-V-H) altamente 

conservada, que é ca racterística de proteínas que se ligam 

diretamente a seqüências específicas do DNA ( 60).

A presença da estrutura H-V-H sugere que a proteína 

NlfA liga-se ao DNA para exercer sua função fisiológica. De
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fato, Buck iL. (32) o b s ervaram que delecões entre -184 e 

-72 do promotor nIfH de ]£. oneumonlae grad ualmente reduziam 

sua se nsibilidade à ativação pela proteína NifA. A análise 

dessa região mostrou a exis tê nc ia  de uma seqüência de

consenso nos promotores nlf de K .o n e u m o n l a e , exceto nlfLA . 

de Rh l zobl um e de A Z P t Q N C t e r :

G / A . ..N7 > . . T G T . . . N ^ . . .T.. .Ng . . .ACA, presente entre -150 e 

-100, em relação a origem de transcrição dos genes nIf 

analisados (32). A remoção desta seqüência do promotor nIfH 

de ü. oneumonlae levou a uma drástica diminuição da ativação 

pela proteína NifA (<5%). Entretanto, a mesma deleção 

praticamente não afetou a ativação por NtrC (80%) (32). Além 

disso, esta seqüência pode exercer seu efeito quando 

localizada até 2 kb acima do início de transcrição, sendo 

sua atividade máxima para o promotor do gene nIfH &.

oneumonIae quando localizada na posição -136 (32). Estes

resultados levaram à hipótese de que a proteína NifA se

ligava es pe cificamente àquela seqüência e que foi, portanto, 

denominada de sítio de ligação para NifA ou UAS ("upstream 

actlvating sequence").

A proteína NifA apresenta alta homologla com a proteína 

NtrC nos domínios D e E, sugerindo que as funçfies

hipotéticas destes domínios, Isto é, Interação com o 

aparelho de transcrição e sítio de ligação ao ONA, sejam 

comuns a ambas proteínas (60).

A análise de mu tações introduzidas na UAS mostrou sua 

Importância para a ativação do promotor nIfH de ]£. 

oneumoniae. Quando a estrutura TGT-ACA sofria as
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s u bs t itulções G— >T ou C— >A a proteína NlfA foi Incapaz de 

ativar o promotor n I f H . Modi fi cações nos nucleotídeos que 

rodeiam este motivo estrutural, bem como alterações no

espaçamento entre TGT e ACA levaram a uma redução 

signif ic at iv a da ativação do promotor nlfH por NlfA

<30,188). Exp er im en to s de metllação com dimet11 su l fato (OMS) 

"In v i v o ” most r a r a m  que a proteína NlfA protegia a UAS do 

promotor n i fH nas posição -136 da fita c o d I f i c a d o r a , e nas

posições -123, -126 e -127 na fIta nõo codlficadora (186),

Indicando claramente que a proteína NlfA interage 

intimamente com a UAS. A proteção destas bases por NlfA 

independe da presença de RpoN (186).

Outros estudos m o s t r a r a m  que a porção C-termlnal da

proteína NlfA isoladamente é capaz de proteger a UAS,

produzindo o mesmo padrão de metl lação que a proteína NlfA 

completa (188). Cinco m utantes da proteína NlfA, cuja

estrutura H-V- H tem um amlnoácldo substituído, foram 

Incapazes de ativar a transcrição do promotor nlfH e de

proteger a UAS da metllaç ão  por DMS ( 188). Da mesma forma

proteínas NtrC mutantes que s ofreram substituições no sítio

de ligação de DNA, capazes de d i s torcerem a estrutura H-V-H, 

são ineficientes na ativação do promotor nlfL de &. 

pneumon l ae (<13). Estes dados apoiam a hipótese inicial de 

que a est ru tu ra H-V-H seja ef et iv amente o sítio de ligação 

de DNA da proteína NlfA e da proteína NtrC (60).

A constatação de que a proteína NlfA liga-se

espe ci fi ca me nte a uma seqüência de DNA localizada acima do

promotor -12/-24, aliada a necess id ad e do po sicionamento da
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UAS à face correta do DNA (29), levou os autores a sugerirem 

que a ativação do promotor ocorre via a formação de uma 

alça, facilit an do  o contato entre a proteína atlvadora e o 

complexo RNA-pol imerase/o- (29).

1.6.1.3. 0 papel do sistema ntr

A proteína NtrC também interage com uma seqüência

específica de nucleotídeos, GCACY-Ng-TGGGA, e que está

localizada, a exemplo da UAS, cerca 100 acima ao promotor

-H4/-12 (52). A interação da proteína NtrC com esta

seqüência permite a atlvaçôo dos promotores -24/-12

(52,227). Entretanto, promotores -24/-12 de alta afinidade

54
pelo complexo RNA-pol imerase/«y , como o promotor nIfH de R. 

m e l 1 1 o t I . são ativados pela proteína NtrC na ausência de 

sítios de ligação (42,200,28).

A síntese e a atividade da proteína NtrC é regulada por 

um mecanismo somplexo. O gene ntrC faz parte do operon 

g I nAnt rBC de R. pneumonlae que está sujeito a um intricado 

autocontrole transcrIcI ona I . Três promotores foram 

Identificados nesse operon em R. pneumonIae (51): a) um

promotor canônico -35/-10 de E n t e r o b acterIa ceae localizado 

acima do gene g i n A . reprimível por NtrC; b) um promotor 

-24/-12 ativado por NtrC, localizado entre o gene dInA e o 

primeiro promotor; e c) um promotor canônico acima do gene 

n t r B . ta mb ém  reprimível por NtrC.

A regulação da atividade da proteína NtrC segue um 

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

llmitantes de nitrogênio (NH*) o produto do gene g I n P , uma
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uridllIItransferase, urldlllla a proteína P M <  produto do

gene oinB (34). A relação a - c e t o g l u t a r at o /  glutaml na  é o 

provável sinal modulador da atividade da u rldiIIltransferase  

(34). Uma alta razão a - c e t o g l u t a r a t o / g l u t a m l n a  ativa a 

urldlIiltransferase. A proteína P |( urldiiilada interage com

a proteína NtrB que, por sua vez, fosforila a proteína NtrC

(34,114,147,195,226,227). A proteína NtrC fosforllada 

(Ntrc-P) tem alta afinidade pelo seu sítio de ligação no

DNA, ativando assim os promotores -24/-12 dependentes de 

NtrC, como o do nIfLA (6,114,195). A proteína NtrC-P também 

Inibe a transcrição a partir dos promotores canôni co s de 

q|nA e ntrB (6,51,114).

Em condições de excesso de nitrogênio (NH*) a

ur ld1111transferase remove o grupo urldllil da proteína P (| 

que, nesta forma, permite que a proteína NtrB de fo sf or li e a 

NtrC, evltanto a ativação de trancrlção dos promotores  NtrC 

dependentes. A repressão da transcrição do operon pIfLA 

mediada pelo sistema NtrC/Ntr B ocorre em ní veis de NH^ de

cerca de 10 mM (39). Porém a repressão da fixação de 

nitrogênio ocorre em níveis de Nh* menores que este e é 

assegurada graças a um segundo mecanismo de controle via 

NlfL, específico para os genes nlf (figura 2).

0 promotor nifLA de &. oneumoniae possue duas 

seqüências homólogas ò seqüência consenso do sítio de 

ligação para NtrC (6,59). Apesar destas seqüências, 

localizadas a -163 (sítio 1) e a -142 (sítio 2) em relação 

ao início de transcrição, serem de baixa afinidade, Austin 

£ 1  âl. (6) demonstraram que a proteína NtrC - P  efetivamente
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FIGURA 3 - MODELO PARA A REGULAÇÃO DA ATIVIDADE DA PROTEÍNA 

NTRC EM RESPOSTA AO "STATUS" DE NITROGÊNIO
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UrId1111transferase (produto do gene g l n O ) catalisa a 

u r i d i111ação (UTase) e deurid 1111 ação (U-R) da proteína P |( 

(produto do gene g I n B ) . A proteína NtrB calisa a 

fosforllação e defosforllação da proteína NtrC (177).
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se liga a ambos os sítios. Muta ç õ e s  nas posições -169 

(C— >T) e -138 (c— >1) ou em ambas as posições diminui a 

afinidade por NtrC-P. Além disso a afinid ad e do sítio 1 era 

também diminuída quando apenas o sítio 2 estava mutado, e 

vice-versa, indicando que NtrC se liga aos dois sítios

cooperatlvãmente (6,33). Evid ê n c i a s  indicam ainda que a 

ativaçõo do operon nifLA por NtrC ta mbém depende da face do 

DNA com a quai interage e envolve a fo rmação de um alça no 

DNA permitindo NtrC Interagir Intimamente com RNA-pollmerase 

e/ou RpoN (185).

1.6.1.3. Mecanismo de ativação dos prom ot or es  -23/-12

Experimentos de proteção de m etllação por DMS e

proteção de digestão por DNAse l m o s t r a r a m  que RpoN, RNA

polimerase e promotor -23 / - 1 2  são capazes de interagir

formando um complexo fechado (187,218). Esta interaçõr

depende da afinidade do promotor pelo complexo 

5 3
RNApoI lmerase-<y . Aparentemente em promotores de baixa 

afinidade por R N Apolimerase-RpoN as proteínas NlfA ou NtrC 

participam na estabilização do complexo fechado (187).

Ex pe rimentos de proteção contra metllação por DMS

("footprlnt" com DMS) do promotor - 2 3 / - 1 2  do gene olnA de 

saimoneiia tvoh imurI um m o s t r a r a m  que a proteína RpoN protege 

os resíduos de guanina -13, -23 e -25 da fita codlflcadora e 

os resíduos -12, -13, -21 e -23 da fita não codlflcadora 

(218). No promotor nIfH de &. pneumonIae os resíduos guanina 

-13, -23 e -25 também foram protegidos pela proteína RpoN,



enquanto que no mesmo promotor de fi. mel li o11 f o r a m

protegidos os resíduos -14, -55 e -56 da fita codl flcadora e

os resíduos -11, -13, -22 e -24 da fita não codlflcadora.

Convém lembrar que no promotor de fi. meIIIotl os resíduos G6

e GC correspondem às posições -2B/-25 e -14/-13

respectivamente (187). Estes resultados Indicam que a
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Interação da RNflpolimerase-o' com esses promotores - 2 4 / - 1 2  

é semelhante. Por outro lado, as proteínas NtrC e NlfA 

também são capazes de se ligar aos seus respectivos sítios 

na ausência de RpoN (6,186).

A formação de complexo aberto, que permite o início de 

transcrição, só acontece na presença de uma proteína 

atlvadora (NlfA ou NtrC), das proteínas RNA pollmerase  e 

RpoN e do promotor -24/-12 (52). Popham & £ s l . , (218)

mostraram que a presença de ATP era necessária para o início 

de transcrição do promotor a l n A . na presença de NtrC. 

Provavelmente ATP se liga ao domínio central (domínio D) e é 

hidrollzado durante a catélise da transf or ma çã o do complexo 

fechado em complexo aberto. Possivelment e a proteína NlfA 

também requeira ATP. Esta conclusão vem do fato de que os 

domínios O de ambas proteínas NlfA e NtrC a p r esentam duas 

seqüências de amlnoécldos altamente conservadas, 

características de proteínas que ligam nucleotídeos 

(90,192).

A função do sítio de ligação no DNA para proteínas 

ativadoras (NlfA ou NtrC) é provavelmente a de aumentar a 

concentração do ativador nas vizinhanças do complexo 

RNApolimerase-o' /promotor -24/-12, possivelmente via
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FIGURA 4 " MODELO DE AT IVAÇXO DA TR AN SC RI ÇÃ O DE PROMOTOR 

-24/-12  POR NIFA
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a) A formação de um complexo fechado forte permite que

o atlvador (a proteína NifA) interaga produtivame nte com a

RNApol imerase-o' In "trans" (sem estar ligada a UAS),

ativando a transcrição, b) Na ausência um complexo fechado
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forte, a interação da RNApoIimerase-o- com NifA não ligado

a UAS, não é produtiva, c) A ligação de NifA a UAS força a

proteína ativadora a ficar na vizinhança do início de
54

transcrição e favorece a interação com a RNAp oI im er as e-®’ .

Esta interação poderia estabilizar o complexo fechado antes

da formação do complexo aberto. Por outro lado, a fraca
54

interação RNApoIimerase-o' /promotor -24/-12 pode ser 

produtiva em virtude da alta concentraçã o local da proteína 

NifA. Este modelo foi construído segundo Morrett e Buck 

(187).



formaçõo de uma alça de ONA (6.20,185,187). Em promotores
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-24/-12 de alta afinidade pela RNApoI Imerase-o- , onde 

ocorre a formação de um complexo fechado estável, a proteína 

atlvadora não ligada a UAS é capaz de ativar o Início de 

transcrição. Este fato tem sido observado com o promotor 

nlfH de fi. meIIlotl e com o promotores nlfH m u t a n t e s  de 

K .oneumonIae (28). Em promotores de baixa afinidade, ao 

contrário, a proteína atlvadora não pode pres cindir de um 

sítio de ligação e pode ter um papel importante na 

estabilização do complexo fechado (187).

Em resumo, o modelo mais aceito e que engloba as 

Implicações dos resultados disponíveis, envolve Inicialmente 

a formação de um complexo fechado do qual tomam parte a

RNApol Imerase-o- e o promotor -24/-12 (figura 4). A 

isomerização do complexo fechado a aberto é cata li sa do  pela 

proteína atlvadora (NifA ou NtrC), provavelmente ut ilizando 

ATP coipo fonte de energia. A interação entre a proteína

atlvadora e o complexo fechado (RNApolimerase-o- /promotor 

-24/-12) é facilitada pela ligação da primeira ao seu sítio 

de llgpçõo (UAS), e provavelmente seguido do dobramento do 

ONA, o que permitiria a aproximação da proteína atlvad or a do 

complexo fechado. É Interessante notar que o aumento de 5 

nucletídeos na região entre o promotor nlfH de ü. p n e u m p n U e  

e sua UAS leva a Inibição da ativação por NifA, mas o

aumento de 10 nucleotídeos produz um fenótlpo normal, 

Indicando que a função da proteína NifA depende da face do 

ONA com a qual Interage (29). Resultados recentes Indicam

que a ativação do promotor nIfLA de J£. one um on Ia e pela
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proteína NtrC depende também da face do ONA com a qual

Interage (185).

1.6.1.5. Repressão da fixação de nitrogênio: o papel da

proteína NlfL

O produto do gene nlfL atua como repressor específico 

da expressão dos genes nIf em ü. o n e u m o n l a e . Em condições de 

excesso de nitrogênio fixado (s* 4mM) e/ou altos níveis de 

oxigênio (> 6/j M) a proteína NifL Inibe a expressão dos genes 

n i f . exceto do operon nIfLA (39,53,85,123,181 ). A inibição 

da expressão de genes nlf em altas concentrações de oxigênio 

não está relacionada com o produto do gene fnr que é

necessário para regulação transcrIcI ona I de genes de

redutase anaeróbicas (120).

A seqüência de aminoácidos da proteína NlfL de 

o n e u m o n l a e . deduzida a partir da seqüência de DNA, exibe na 

sua região G-terminal uma homologla limitada com a proteína 

NtrB (61). As proteínas NtrB e NtrC fazem parte de uma 

família de proteínas reguladoras capazes de reagir a 

estímulos ambientais. Os componentes desta família de 

proteínas agem sempre aos pares, onde um componente " sente” 

o estímulo (NtrB) e o transmite ao outro componente (NtrC) 

que reage a nível de controle de expressão gênica (2). Além 

do par NtrB/NtrC, também fazem parte deste grupo os pares 

O c t A / O c t o , reguladores do sistema de transporte de ácidos 

d i c a r b o x í I i c o s , e FixL/FixJ, reguladores da transcriçôo do 

gene m  f a em fí. m e l i l o t l . Apesar desta similaridade na 

porção C-termlnal, a maior porção da proteína NifL não



apresenta homologla com a proteína NtrB (61). Nenhum 

provável sítio de ligação para DNA foi encontrado na sua 

seqüência (61). Indicando que sua função repressora 

provavelmente ocorra via uma inativação da proteína NlfA. 

como já tinha sido sugerido sugerido anteriormente (25). Uma 

característica Interessante da proteína NifL é a presença de 

um possível sítio redox (c y s - X g - c y s - g I y ) , estritamente 

semelhante àquele de uma variedade de proteínas envolvidas 

em processos de óxldo redução. Drummond e Wootton (61) 

aventaram a hipótese de que esta estrutura pudesse ser um 

possível sítio de ligação de um grupo heme que agiria no 

sensoriamento dos níveis de oxigênio. Po steriormente esta 

hipótese foi abandonada pois mu ta ntes de £. coIJ deficientes 

na produção de heme a p r e s entavam regulação da fixação de 

nitrogênio pelo oxigênio semel ha nt e ao tipo se lvagem (249). 

O agrupamento cys-Xg-c ys -g ly pode, entretanto, estar 

diretameite relacionado ao sensorlam en to  de oxigênio por 

NifL (61).

A atividade da proteína NlfA, ao contrário do que 

acontece com o par NtrC/NtrB, não depende da proteína NifL. 

Por outro lado NifL aparen te me nt e inativa NlfA na presença 

de excesso de NH* ou oxigênio (5,25), agindo como um 

anti-atlvador. Estudos de est ab il id ad e de mRNA Indicaram 

ainda que a presença do produto do gene nlfL desestabIIiza 

os tr anscritos nIf em altas concen tr aç õe s de amônia e/ou 

oxigênio (45).

Cannon jJ.. (39) det er mi na nd o a velocidade de

transcrlçôo dos genes nIf e de síntese dos po lipeptídeos Nif
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observaram que após a adição de amônio (10 mM de NH^CI) 

ocorria uma queda Imediata da síntese de RNA e de 

poIIpeptídeos n I f inclusive daqueles do operon n I f L A . Isto 

foi interpretado como uma ação repressora de NH^ via as 

proteínas regulad oras  NtrB/NtrC e NlfL/NlfA. Entretanto a 

adição de ox igênio (6 ou 60 jl/M) a uma cultura desreprimida 

de ü. pn eu monIae não alterou a velocidade de transcrição do 

operon nIflã , enquanto ocorria queda na de outros operons 

n l f . Estes resultados são conflitantes com dados de outros 

autores, porque Dlxon .£1 £±. (53) e Kong s X  ai. <157)

reportaram Inibição da transcrição do operon nlfLA em 

concentrações mais altas de oxigênio. Pos te ri or me nte Dlxon 

£jt j&±. (54) d e t e r minaram que a expressão do operon n I f LA de 

J£. pneumonlae era sensivelmente reduzida quando as células 

são crescidas em aerobiose. 0 mesmo nível de inibição ocorre 

também em anaerobi os e e na presença de um inibidor da DNA 

glrase. Entreta nt o os efeitos repressivos do 0^ e do 

inibidor de DNA glrase não são cu mulativos o que levou os 

autores a s u g e r i r e m  que estes efetores atuaria m sobre o 

mesmo sítio. Anteriormente Já tinha sido observado que 

durante o cr es ci me nt o aeróbico de £• tvphImurI um ocorria um 

alto nível de atividade de topolso me ra se  l e conseqüente 

relaxamento do cromosoma, enquanto que durante o crescimento 

anaeróblco predominava uma alta atividade de DNA glrase 

(56,265). Desta forma o grau de superenr ol am ento  do DNA 

aparentemente Influencia a expressõo de genes n I f . provendo 

um segundo tipo de controle da expressão da fixação de 

nitrogênio por oxigênio (54).
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1.6.E. Regulação da fixação de nitrogênio em Rfílzoblum e 

B radvrhIzoblum

Em Rhlzoblum e B r a d v r h I z o b l u m  a ativação de genes j ü ±  e 

de alguns dos genes fIx é também dependente de RpoN e 

ativada por NifA (104). Essa conclusão vem do fato das 

seqüências dos genes nIf e flx a p r e s entarem promotores do 

tipo -E4/-1E e U A S , confirmada por estudos de fusão lacZ com 

genes nIf destes organismos. Os genes nlfA de fi. melllotl 

(36), fi. Iegumlnosarum bv. vIceae (10E), Bradvrhlzoblum  

laponlcum (E58) e Azorhlzobl um .ca» ,l .1 n o flajia (19E) foram 

clonados e sequenciados. As seqüências de amlnoácidos destes 

genes nIfA são altamente homólogas àquela do gene de fi. 

pneumonIae nos domínios D e E, Indicando funções 

semelhantes. Uma ca ra ct erística que distingue as proteínas 

NifA é a presença de um interdomínio (86) ligando os 

domínios D e E dos dlazotrofos slmblóticos acima, mas 

ausente na proteína NifA de fi. pneumonIae (36,60) e de A* 

v I neland II (1E). Este Interdomínio parece estar relacionado 

com a se nsibilidade da pr oteína NifA de fi. melllotI e fi. 

laponlcum ao oxigênio ( 86).

Em fi. me II l o t L o gene nlr.fi não é importante psra a 

fixação slmbiótica de nitrogênio, uma vez que mutantes 

n t r c :;Tn5 produzem nódulos ef ic ientes em alfafa (E57). 

Apesar disso baixos níveis de ativação do promotor nIfH e 

f i xA de fi. melilotl por NtrC pode ser detectada (E57). A 

estrutura do operon pf I x A B C X o nIfA de fi. melIlotI é única e 

aparentemente representa um ponto chave no controle da



fixação de nitrogênio deste organismo (36,68). O promotor de 

f I xA é do tipo -24/-12 e possue uma UAS sendo, portanto, 

ativado por NlfA (36). Cerca de 70% dos tr an sc ri to s deste 

promotor corre sp on dem  também ao gene nIfA (154). O promotor 

do gene n l f A . que não é do tipo -24/-12, não é autoatIváveI . 

Evidências recentes indicam que o promotor nlfA é regulado 

por um par de proteínas reguladoras.* FlxL e FixJ, que 

respondem à concentração de oxigênio (47,153). Em baixos 

níveis de oxigênio FlxL sinaliza para que FixJ ative a

transcrição do promotor n 1f A . A proteína NlfA por sua vez

ativa a transcrição dos outros genes nIf e f I x . Inclusive 

f i x A B C X n i f A . FixJ ativa ainda a transcrição da região f l x N . 

cuja função é desconhecida. Sob condições de altas 

concentrações de oxigênio a proteína FixJ não ativa a

transcrição do promotor n t f A .

Existe ainda um outro gene regulador em R. m e I I l o t l . 

H l H ,  cujo produto, FlxK, é homólogo à proteína Fnr que age

na regulação do metabolismo anaeróbio em R. coll (11). A

proteína FlxK aparentemente atua como repressor da expressão 

df* promotor n I f A e também do promotor f I x K . mas é ativedor 

da transcrição de f l xN (11). Como a expressão de ,f I xK é 

dependente de FixJ, a ativação da expressão da região ,f I x,N 

por FixJ possivelmente ocorre via FlxK (11)

Em fl. iaoonIcum os níveis de oxigênio não parecem 

afetar a ativação da expressão do gene n l f A . inicialmente, o 

promotor -24/-12 do operon fl xRnifA é ativado positivamente 

por uma proteína ainda não identificada e capaz de se ligar 

a uma hipotética seqüência atlvadora (259). 0 produto do
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gene n I f A . por sua vez, ativa a transc ri çã o de outros 

operons nIf e f l x . Inclusive f l x R n l f A . desde que em 

condlçfies de microaerof llla ou anaerobiose (87,259).

1.6.3. Regulação da fixação de nitrogênio em Azotobacter

Em A . vinelandi I e A- chroococcum a expressão dos genes 

nlf é ativada pela proteína NifA e requer o fator sigma RpoN 

(178,150). 0 gene rnoN de A- v i neI and II e o gene nIfA de A- 

v I neI and II e A- chroococcum foram clonados e sequenclados 

(12,7-1,150,180,2-10) e possuem funções semelhantes àqueles de 

K .p n e u m o n l a . Entretanto, a transcrição do gene nlfA parece

não ser ativado por NtrC em Azotobacter v t ne l and 11 (8). Por

outro lado, Bali A i  AL. (8) demonstraram que a expressão

V-nltrogenase depende da presença do gene n t r C . Um novo gene

regulador (n f r x ) foi Identificado por Santero a í  Al- (2-10) 

em Az otobacter v l n e l a n d l l . Mu tantes neste gene são Nif para 

a nitrogenase convencional e para a Fe nltrogenase, mas não 

para a V nitrogenase, e podem ser complementa dos para a Mo 

nltrogenase pelo gene nIfA de A- pneumonIae expresso 

constI tutl vãmente (8,2-10). Ap ar en te me nt e a Idéia Inicial de 

que o produto de nf rx ativaria a transcr iç ão  do gene ji I f A 

não é verdadeira (Kennedy, co municação pessoal) e a runcão 

do produto deste gene permanece desconhecida.

Ainda não existe evidência precisa para a presença de 

gene homólogo a nIfL em Az ot ob ac te r ou em qualquer outro 

dlazotrofo a não ser em Ent e r o b a c t e r Ia c e a e  dlazotróflca 

(121). Entretanto Bennet a í  A±« (12) relatam a presença de 

uma ORF de A. vinelandl I pr ec edendo o gene jlLíA  e
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aparentemente co- transcrita com n 1f A . Esta ORF apresenta 

seqüências com homologia limitada ao produto do gene nlfL de 

A. oneumon l ae (9,12). Mutações nesta ORF produzem mutantes 

de A. v I ne l and 11 insensíveis a amônia e mollbdênlo, 

sugerindo que o produto deste gene atue no mecanismo de 

repressão da expressão dos genes olf (9). Segundo estes 

mesmos autores a expressão do gene nIfA não depende de RpoN.

As regiões promotoras dos genes que codifica m para a 

V-nitrogenase de A. vinelandl I e A. S h r P P C P C C tifl] e da 

Fe-nltrogenase de A- vinelandll a p r esentam seqüência 

consenso -24/- 12  mas nôo apre s e n t a m  UAS (143,235,237). 

Recentemente foram clonados e sequenclados dois genes 

n i fA-1i k e . vnfA e a n f A . que apar entemente estão relacionados 

com a ativação da expressão da nitrog en as e 2 e da 

nitrogenase 3, respectivamente (142). Prom otores do tipo 

-24/-12 foram identificados nestes genes.

Existe ainda um outro controle sobre a expressão das 

nitrogenases em A. vinelandl l , paralelo ao controle por 

nitrogênio fixado: a regulação pela dispon ib il id ade de

moiibdênio (139,207,220). Na presença de mollbdênlo somente 

a nitrogenase convencional é expressa. Por outro lado, em 

melo contendo vanádlo mas defic ie nt e em mollb dê nl o ocorre a 

expressão da nitrogenase 2. A nitrogenase 3 somente é 

expressa em condições limitantes de mollbdênlo e vanádlo 

(207). Recentemente foi sugerido que a regulação por 

mollbdênlo poderia ser mediada pelo produto do gene bomólogo 

ao gene nIfL de &• pneumonIae (9).
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1.6.4. Regulação da fixação de nitrogênio  em a z o s p Ir i lium

Mutantes Nif~ regulatórlos e estruturais de A* 

brasIiense foram Isolados (96,140,214,215). Duas classes de 

mutantes regulatórlos foram descritos (214,215): uma

constituída pelos mutantes FP8 e FP9, que ap re se nt av am  

fenótipos Nif~, não cresciam em nitrato como fonte de 

nitrogênio e tinham o fenótipo N l f + restaurados pelos 

plasmídeos pCK3 (n I f A c ) e pGEIO (gInAntrB C de A. 

p neumonIae). mas não eram complementados pelo plasmídeo 

PGE50 (pGFiOn t r C ;:Tn5). Estes mutantes foram caracteri za dos 

como ntrC . A outra classe era constituída pelo mutante 

FP10. 0 mutante FP10 possui fenótipo N i f ” e é complementado 

apenas pelo plasmídeo pCK3, sendo portanto co nsiderado um 

mutante nif a ~. Estes resultados sugerem que os genes nIf de 

A- brasiiense são regulados por um sistema seme lh an te  ao de 

A» p n e u m o n I a e . Posteriormente, Funayama £ l  ü .  (94) isolaram 

3 outros mutantes de A- brasIlense Sp 245 que foram 

Inicialmente caracterizad o como nIfA .

Fogher £ 1  ü .  (88) construíram um banco de genes de A- 

brasiIense SP7 no cosmídeo pVKIOO e Identificaram  um 

plasmídeo (pAB44l), com inserto de 20 kb, capaz de 

complementar A* brasl lense 7029, mutante auxotrofo pc>ra a 

glutamina (96), mas incapaz de complementar os mutantes FP8 

e FP9. 0 plasmídeo PA0441 hidrldlza com o gene flliift de A- 

pn e u m o n l a e . mas não com o gene ntrC (20). 0 sequencIamento

do gene qina de A. brasI Iense não mostrou qualquer homologla 

com a seqüência de consenso dos promotores -24/-12, nem com 

a do promotor canônico de £. coII (19). Recentemente, o
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sequenclamento do gene olfH de A. bras» lense mostrou que a

proteína deduzida possuía uma alta homologla com a

dlnltrogenase redutase de outros or ganismos (78,205,267). A 

análise da região promotora do gene nlfH mostrou ainda a 

presença de promotor do tipo -24/ -1 2 e sítio de ligação para 

NifA (78,267), confirmando que a regulação da fixação de

nitrogênio em A- brasllense envolve o produto do gene n l f A . 

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

1.7. ü. seropedlcae.- UM NOVO MODELO PARA 0 ESTUDO DA FIXAÇÍO

BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO

Herbasplr111 um seropedJcae é uma bactéria fixadora de 

nitrogênio encontrada na rlzosfera ou associada è raízes de 

gramíneas (7). Apresenta-se como um di az otrofo Gram 

n e g t i v o ,  geralmente vibrólde, móvel e crescendo C;im

formação de película em melo se ml -s ól ld o Isento de 

nitrogênio fixado, ü- seropedlcae apresen ta  DNA com um 

conteúdo (G + C) de 67% (7), um pouco inferior ao *e

a z o s d i r i i i um spp. A atividade de nltrogenase  de ti. 

seropedicae é mais tolerante a extremos de pH e a maiores 

concentrações do oxigênio que a de A z o s p lr111 um spp (7).

HerbasplrIII um seropedlcae foi inicialmente

classificado no gênero A z o s p IrlIlum baseado em seu conteúdo 

(G + C) (7). Entretanto resultados recentes de hlbrldização 

DNA/RNA m o straram uma baixa homologla entre U> seropedlcae e 

três espécies de A z o s p Ir11I um (<2D%> (76). Estes resultados
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Indicaram ainda que ü> serooedlcae é multo mais próximo de 

Rh odospIrlilum tenue (47% de homologia de RNA). A taxonomla 

de ü. serooedlcae  continua a despertar interesse pois

recentemente se descobriu que cepas de Pseudomonas

pseudorubro alb tcans apresentam alta homologia DNA/RNA com

Jü. seropedicae <J. Doberelner, com. pessoal).

Quando iniciamos este trabalho nada era conhecido a

respeito da genética da fixação de nitrogênio em tt. 

se r o o e d i c a e . Considerando  sua importância potencial para a 

agricultura como biofertilIzante, iniciamos este projeto com 

o objetivo de determinar a or ganização estrutural e a

regulação dos genes envolvidos na fixação de nitrogênio em 

M. s e r o p e d i c a e .

No presente trabalho o gene n i fA e parte do gene n 1fB

foram clonados, caracterizados e s e q u e n c l a d o s . Além disto, é

discutida a função fisiológica do gene nlfA e proposto um

madelo para a regulação da fixação de nitrogênio em ti. 

s e r o p e d l c a e .

56



2 .  MATERIAIS E MéTODOS

2.1. BACTÉRIAS, PLASMÍDEOS E BA CT ER IÓFAGOS

As estirpes de bactérias, plasmídeos e bacterIófagos 

utilizados neste trabalho estão listadas na tabela 1.

2.2. REAGENTES

Canamlcina, ácido nalidíxlco, tetracIcII n a ,

e s t r e p t o m i c i n a , DNA \ digerido com H i nd III, MOPS, Tris 

base, ATP, hldroxlquinoleína, SDS, agarose, T E M E D , 

acrllamida, c I o r a n f e n l c o l , llsozlma, espermidlna, 

o-n I trof eno l -/3-D-ga l actos í d e o , b l sac r l l aml da , persulfato de 

amônlo, albumlna bovina, Flcoll, DNA de esperma de salmão, 

p o I l v l n í l p I r ro I i d o n a , formamlda, e ditlotreltol (D T T ) foram 

adquiridos de Sigma Chemical Company. Os desox In uc Ie otíd eo s 

<d A T P , dCTP, dGTP e tiTTP), 2,3-dldesoxinucleotítíeos (ddATP, 

ddCTP, ddGTP e ddTTP), 7-dea z a - d e s o xl g u a n o s i n a

(7-deaza dGTP) e he xa desoxinucleotídeos foram adquiridos de 

Pharmacia. EDTA foi adquirido de Sigma ou BDH (Brltlsh Drug 

House). CarbenIcIII na foi adquirida de Boheringer. Fenol foi 

adquirido de E. Merck ou BDH. Padrão de peso molecular 1 kb 

Ladder e uréia foram adquiridos de BRL (Bethesda Research 

Laboratories). Os demais reagentes utilizados foram 

pró-anólise e da mais alta qualidade disponível.

Todas as soluções e soluções tampão foram preparadas



TABELA 1 - Est ir pes  de bactérias, plasmídeos e bacter l ófagos 

ut l I I zados
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Estlrpes genótlpo/fenótlpo referência ou
relevante fonte

B a c t é r I as

ü-  âfiXM.eJl.Lc.â.fi
Z78 Nlf+ , w.t. 7

FP2 Nlf + Na 1R S m R 21-1,215

FP3 XÜitíJUr Na 1 R S m R 21-1,215

FP6 Nlf" Na 1R S m R 

(MoFe- )

21-1,215

FP8 ntrc" N a l R S m R 21-1,215

FP9 nt rc '  N a l R S m R 211,215

FPIO ntrc" Na 1R S m R 211,215

L-  CPI i

HB101 hsdS20 re_cA S m R 

édPE X

172

DH5 endA xejLô N a l R C. Gancedo

S 17 .1 RP1~2 Tc : : MU KlTl::Tn7) 

T ra+ recA
216

71-18 A(J 9Ç-1IJI) F ,H iLLqZ 
Ml5 p ro+

C. Kennedy

ÜáOO SVPE x 172

CBOO X£.lJl§.857 £Lam7 C. Roessner

ET8DD0 laçZ::IS1 Na 1R C. Kennedy

ET8015 1S Q Z : : 1S 1 Na 1R C. Kennedy

ntrA::Tn1D

ET855B 1 a C Z ::1s 1 Na 1R C. Kennedy

D.ti£
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Tabela 1 - cont.

BHBEB88 (N205 rÇCA~CrlllimW , 

£.115./ 12/ red~, J2am,

127

BHB2690

S.am/^3

(N205 recA- ^ ! ^ ^ 3'’, 

£.115/ 12/ l i ! ” / üam, 

S.am/y3

127

PIasmí deos

R58.45 C b R T c r KmR 

Inc.Pi

109

p V K 102 Xco s  K m R T c R 

l n c .Pi

156

PRK2013 K m R T r a + ColEl 82

PBR322 C b R T c R 172

PSUP202 C b R t c r c m R M o b + 2*16

PTZ18R C b R lacz f1 IG 175

PTZ19R C b R lacZ fi ig 175

PMC71A JSJP.n..L..f_AC C m R 26

pMMI^ ,kiatLGc C m : : Tn5 176

PCQ12 flJPJLLím C b R 221

Bacterlófagos

(srlX-2), y Imm^3^. 

NIN 5, chi A 131

L4 7 . 1 172

M13K07
D

Km , "helper phage" C . K e n . d y



com água bldestllada. Quando possível, as soluçCes eram 

esterIzaladas por autoclavação (1 atmosfera, 20 minutos).

0 tampfio T 1£JE 1 continha 10 mM de Trls.HCl pH 8,0 e imM 

de E D T A .

Os gases argônio, nitr ogênio super seco, hidrogênio, 

acetileno, ar comprimido, etlleno padrão (100 ppm) foram 

adquiridos de S.A. Whlte Martins.

0 nucleotídeo marcado com fósforo radioativo

32
[a- PDdATP fol gentilmente cedido pelo Or. J.C.C. Mala

(Instituto de Química, USP). Os nucleotídeos marcado com

32
fósforo radioativo Cot- PJdCTP 0 3 0 0 0  CI/mmo I > e com enxofre

35
radioativo (a- SJdATP 0 6 0 0  C I / m m o I ) foram adquiridos de 

Amersham International.

As enzimas de restrição foram ad quiridas de Pharmacia, 

Ooheringer, Biolabs ou SRL. Algumas unidades da enzima Xho I 

foram gentilmen te cedidas pelo Dr. P. G. Nóbrega (Instituto 

de QMÍmlca, USP). A solução estoque (10 mg/ml) de RNAs? 

(Sigma) foi preparada em tampão Trls.HCl 10 mM pH 7,5 

contendo 15 mM de NaCl, fervida durante 10 minutos para 

inatlvaçõo de DNAses c o n t a m l n a n t e s . A solução estoque (20 

mg/ml) de pronase (Sigma) foi preparada em água bldestllada 

e auto-digerida durante 2 horas a 37°C. A solução estoque (1 

mg/ml) de DNAse I (Sigma) fol preparada em solução de NaCl 

0,15 M contendo 50% de glicerol. A enzima ONA polimerase I 

fol gentilmen te  cedida pelo Or. A. Zaha (Centro de 

Biotecnologia, UFRS) e pela Ora. Maria J. A. M. Sampaio 

(Cenargem). DNA polimerase l fragmento Kle n o w  (fragmento 

maior) fol adquirida de Amer s h a m  International ou de
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Pharmacia. A enzima T4-DNA llgase também no9 foi gentilmente 

cedida pelo Dr. A. Zaha (Centro de Biotecnologia, UFRS) ou 

adquirida de Boheringer ou B R L . Todas estas enzimas foram 

e9tocadas a -20°C.

As demais soluções e so luções tampão utilizadas serão 

descritas oportunamente.

2.3. MEIOS DE CULTURA E AN TI BIÓTICOS

HerbasPl r I I I um serooed I cae e Azpgpj r I I I «m J?rflSl I en§6 

foram cultivados em melo NFbHP (215) em atmosfera de 

nitrogênio contendo 0, 5- 1, 0%  de oxigênio ou em meio NFbHP 

suplementado com 20 mM de NH^Cl (N F b H P N ) ou 5 mM de 

glutamato mo no ss ódico (NFbHPglu) sob ar atmosférico. A 

composição do melo NFbHP é a seguinte:

gramas/litro
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KHgPO^ «

KgHPO^ 6

M g S O ^ .7HgO 0,2

NaCI 0,1

CaClg 0,02

Ácido nltrilo triacético  0,056

FeS0 4 .7H2 0, 0,02

Lactato de sódio 5

As vitaminas e os oIIgoel e m e n t os  componentes do meio 

NFbHP foram adlcinados antes da esterilização nas seguintes 

c o n c e n t r a ç õ e s :



mllI grama /1 lt ro
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B I o t l na 0,1

Na2 M o o ^ . 2 H 2 o 2 , 0

MnSO^ 2,35

HgBOg 2,8

CuS0^.5Hg0 0,08

ZnS0q .7H20 0,2*1

Os fosfatos foram au to clavados se pa radamente e o pH do 

melo completo era de 6,8. Os meios NFbHP sólido e 

seml-sólido tinham a mesma composição mas acrescido de 1,5% 

e 0,15% de ágar, respectivamente.

fls estirpes de Escherlchla col 1 foram cultivadas em

melo LB (172) ou 2XTY (10). 0 meio LB tem a seguinte

compos i ç ã o :

gr amas/1ltro 

Triptona 10

Extrato de levedura 5

NaCI 10

0 pH fol corrigido para 7,0 com NaOH 1 N. 0 melo sólido 

(LA) era o melo LB adicionado de 1,5% de ágar. 0 meio 2XTY 

continha:

gramas/IItro 

Triptona 10

Extrato de levedura 10

NaCI 5

0 meio mínimo (37) utilizado era suplemen ta do  com 20 mM 

de NH^CI ou 200 pg/ml de serina como fonte de nitrogênio e 

continha:
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g r a m a s / I I t r o

Mgso^ 0 , 1

Na-MOO^.SH-O 2 4 s 0,055

FeS0^.7H2 0

KgHPO^

KHgPO^

0,025

12,06

3,«

g l ucose 20,0

A mistura de fosfato e a solução estoque de glucose 

(20%) foram preparadas e e sterilizadas por autoclavação 

separadamente. 0 pH do meio foi 7,4. Ester 11azaçôo por 

autoclavação foi feita a 1 atmosf er a (120°C) durante 20 

mlnutos.

Os antibióticos foram usados nas seguintes 

c o n c e n t r a ç O e s : tetraclcilna (Tc) l O p g / m l ;  canamicina (Km) 

50 p g / m l ; estreptomlcI na (Sm) 50 pg/ml para £. c o I 1 e EOO 

pg/ml para A. bras l i e n s e ; c l oranf en I co I (Cm) 30 /jg/ml; 

Car ben l c i I I na (Cb) 100 g/ml; ácido nalidíxico (Nal) 10 

p g / m l . As soluções estoques de canamicina (20 mg/ml), 

estreptomlcIna (20 mg/ml), ampic ll in a (100 mg/ml) e ácido 

nalidíxico (10 mg/ml) foram preparadas em água destilada, 

esterilizadas por flltração (filtro Millipore 0,45 /j ) e

estocadas a -20°C. As soluções estoques de tetracicilna (10 

mg/ml) e cIoranfenicol (30 mg/ml) foram preparadas em álcool 

95% e ma ntidas a -20°C.

As bactérias foram estoca da s em melo sólido inclinado 

LA ou NFbHPN a tem per at ur a ambiente ou em suspensão 

contendo 50% de gllcerol a -20°C.
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5.4. TRATAMENTO DAS MEMBRANAS DE OIÁLISE

Membra nas  de dlálise (Sigma) foram  fervidas em solução 

de blcarbonato de sódio 2% durante 10 minutos, lavadas com 

água bidestllada e novamente fervidas em solução de EDTA 1 

mM (172). Em todas as dlálises feitas, as membranas foram 

tratadas desta forma.

2.5. PREPARO DAS SOLUÇÕES DE FENOL E F E N O L - C L O R O F Ó R M I 0

0 fenol foi equilibrado com tampão Trls.HCl por um 

procedimento modificado daquele descrito por Ma nlatis et a I . 

(172). Fenol cristalino (Merck) foi fundido a 65°C, 

acrescido de hldroxiquI noleína (0,1%) e 1 volume de Trls 

base 0,5 M. A fase aquosa foi removida após de ca ntação e a 

fase fenóilca foi extraída com tampão Trls.HCl 0,1M pH 8,0 

contendo 0,2% de /3-mercaptoetanoI até que o pH da fase 

aquosa fosse Igual ou superior a 7,5. A solução de 

fe noI-cIorofórmlo foi preparada adicion an do  uma parte de 

fenol tamponado a 1 parte de clorofó rm io -álc oo l isoamílico 

(24:1>.
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2.6 . DE IONIZflÇÂO DA FORMAMI DA

Formam Ida foi delonlzada com resina de troca iônica 

Amberllte MB1 (10). A p r o ximadamente 100 ml de formamlda 

foram adicionados a 5 g da resina MB1 em um frasco 

erlenmeyer, agitados durante 30 minutos à temperatura 

ambiente e, finalmente, filtra do s por papel de filtro 

qualitativo. Alíquotas de 10-20 ml de formamlda foram então 

estocadas a -20°C.

2.7. DOSAGEM DE OXIGÊNIO E NITROGÊNIO MOLECULAR

As concentrações  de oxigênio e nitrogênio em fase 

gasosa foram determinadas em cromatógra fo  Varlan utilizando 

uma coluna MS 5A (50°C) e argôn lo  como gás de arraste (25 

ml/mln). Os gases eluídos foram detetados por um detetor de 

condutIvIdade térmica <60°C). 0 ar atmosférico (20,9% de Og 

e 79,1% de Ng , v/v) foi utilizado como padrão.

2.8. DETERMIN AÇÃ O DA ATIVIDADE DE N 1TROGENASE

A atividade de nltrogenase foi de terminada pela redução 

de acetileno, essencia lm en te como descrita por Pedrosa e 

Yates (21-1,215).



2.8.1. Determinação da atividade de nitrogena se  em melo 

l í qu l do

Frascos erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml culturas de 

A. bras 11 ense em melo NFbHPg l u líquido, com D.0.540 s* 

1,4-1,8, foram selados com rolhas de borracha < " s u b a - s e a l "), 

e acetlleno foi adicionado na concentração final de 10% da 

fase gasosa. As culturas foram incubadas a 30°C em agitador 

rotatório (110 rpm) por 1 hora. Alíquotas de 0,5 ml da fase 

gasosa foram retiradas e utilizadas para determin aç ão  da 

quantidade de etlleno formado por cromatografI a gasosa . 

Para este fim fol u 111 i z a d o um cromatógrafo varlan 2<H0D 

equipado com coluna Porapak N e detector de ionização de 

chama. O gás de arraste fol nitrogênio super-seco (fluxo de 

20 ml/min). A temperatura da coluna foi de 110°C e do 

detetor de 1<10oC. Como padrão foi utilizado etlleno padrão 

100 ppm (Whlte Martins).

2.8.2. Determinação da atividade da nitrogenase em meio 

semi-só Ildo

Cem microlltros de cultura em NFbHPN ou NFbHPglu foram 

Inoculados em frascos tipo penicilina (10 ml) contendo 4 ml 

de meio NFbHP semi-sólído e Incubados a 30°C, sem agitação. 

Após 2<1 a horas forma-se uma película de células próxima 

a superfície do melo. Os frascos foram selados com 

"suba-seal" e injetados com acetlleno (10% da fase gasosa). 

As culturas foram incubadas a 30°C sem agitação e amostras 

da fase gasosa foram retiradas em intervalos de tempo 

adequados para determinação da quan tidade de etlleno

66



67

f o r m a d o .

2.8.3. Det er mi na ção  da concentração de proteínas

As co ncentrações de proteínas foram determinadas 

segundo o métodos de Lowry ü  jlL. <167). Albumlna bovina foi 

utilizada como padrão. A dosagem de proteínas em suspensão 

de células foi feta após digestão em NaOH 0,5 N durante 30 

ml n u t o s .

2.9. ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

As el etroforeses em gel de agarose foram realizadas 

como descrito por Manlatls jg_£ âl. <172). Os géis de agarose 

foram preparados em tampão TBE <Trls-base 89 tnM, ácido 

bórico 89 mM, e d t a  2 mM, pH 8,0) ou TAE <Trls-base 40 mM, 

acetato de sódio 5 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e a eletroforese 

foi desenvolvida no mesmo tampão <172). A concentração de

agarose variou de 0,4 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 

tampão de aplicação GSUDS (azul bromofenol 0,25%, SDS 0,1%, 

glicerol 50% em T Q E 1 ) ou FSUDS <azul de bromofenol 0,2%, 

SDS 0,1%, Flcoll 20% em T ^ g E ^ ), na proporção de 1 parte de 

tampão de aplicação para 1-4 partes de amostra.

As el etroforeses 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 solução de brometo de etídlo <0,5 jjg/ml ) durante



15-30 minutos, descorado em âgua destilada por até 30 

minutos e as bandas de ácido nuclelco foram visualizadas em 

transIlumlnador ultravioleta de 302 nm. Os resultados foram 

registrados por fotografia com câmera Minolta de 35 mm 

equipada com filtro ultravioleta e filtro vermelho 

utilizando filme Kodak <100 ASA. Os negativos foram revelados 

com revelador Kodak 0-76. Alternativamente  os géis foram 

fotografados com câmera Polaroid utilizando filme Polaroid 

667.

2.10. QUANTIFICAÇÃO DE DNA

2.10.1. Quantificação de DNA por espe ct ro fo to metr ia

A concentração de ácido nuclelco foi calculada

determinando a absorbâncla da solução de ONA a 260 nm e

empregando a seguinte relação: D.0._„_ís: 1,0 corresponde a
260

uma concentração de 50 pg/ml de DNA de dupla fita (172). As 

preparações de DNA eram consideradas puras quando possuíam 

uma relação D.0.2 6 0 /D.0.e80 entre 1,8 e 2,0.

2.10.2. Quantificação de ONA pela complexação com brometo de 

et í d I o

A determinação da concentração de ácido nuclelco 

através da complexação com brometo de etídio foi feita como 

descrita por Maniatls ê !  &!• (172). Cinco microlltros de

diluições seriadas de uma solução de ONA de concentração 

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 solução de concentração desconhecida. Após o 

desenvolvimento da eletroforese o gel foi corado com brometo 

de etfdlo < 0 , 5 ^ g / m l )  durante 15 minutos, descorado em água 

bldestilada <30 minutos) e fotografado. A concentração da 

amostra foi determinada por comp aração visual da Intensidade 

das bandas.

2.11. PURIFICAÇ20 DE PLASMÍDEOS

2.11.1. Purificação de plasmídeos em larga escala

A purificação de plasmídeos em larga escala foi feita 

em gradiente de cloreto de césI o/brometo de etítiio 

basicamente como descrito por Manlatls á_L. (172).

Quinhentos mililitros de cultura <D.0.B00 de 2,0-3,0) 

de £. co M  . hospedeira do plasmídeo de Interesse, foram 

coletados por centrifu ga çã o (5.000 rpm, <1°C). As células 

foram ressuspensas em 8 ml de tampão de llse l (Trls.HCl 25 

mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0) contendo 5 mg/ml de 

lisozlma (adicionada na hora de uso) e Incubadas a 

temperatura ambiente durante 5-10 minutos. Após a adição de 

16 ml de NaOH 0,2 N contendo 1% de SOS, a preparação foi 

cuidadosamente homogeneizada por Inversão e Incubada em 

banho de gelo por 10 minutos. A seguir foram adicionados 12 

ml de acetato de potássio 5 M pH <1,8 (preparado da seguinte 

forma: a 60 ml de uma solução de acetato de potássio 5M 

foram adicionados 11,5 ml de ácido acético glaclal e 28,5 ml
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de água b l d e s t i l a d a ) , homogeneizado completam en te  e 

novamente incubado em banho de gelo por 15 minutos. O 

sobrenadante foi então coletado (20.000 rpm, 20 minutos, 

4 ° C ) e o ONA plasmldial presente foi precipitado pela adição 

de 0,6 volumes de isopropanol e centrIfugaçêo a 13.000 rpm, 

15 minutos, 2 0 ° C . 0 precipitado foi lavado com etanol 70% e 

dissolvido em 8 ml de T ^ E ^  Em seguida, oito gramas de 

cloreto de césio foram lentamente adicionados à preparação 

anterior. Após completa dissolução do CsCl^, 1,2 ml de uma 

solução de brometo de etídlo (10 mg/ml) foram adicion ad os  e 

o índice de refração final da solução foi ajustado para 

1,3860. Esta preparação foi centrifugada em ultracentr íf uga 

Beckman L 658 a <14.000 rpm, a 20° C durante 40-48  horas em 

rotor Tl60. As bandas de DNA no gradiente foram  visualizadas 

sob luz ultravioleta e coletadas com o auxílio de uma 

seringa de plástico. As fraçães coletadas foram extraídas 4 

vezes com n-butanol saturado com água hldestllada, 

dlalisadas durante 72 horas contra T 1QE 1 (com 3 trocas de 

tampão), precipitadas com 2 volumes de etanol e analisadas 

por eletroforese em gel de agarose.

2.11.2. MlnI preparação de plasmídeos

2.11.2.1. Mln ip re pa raç ão de plasmídeos de £. colI

0 isolamento de pl as mídeos de £.. co I I em pequena escala

foi feito pelo método da llse alcalina (172).

As células de um mili litro de cultura fresca de £. coII

(D.0.pnn de aprox ima da mente 2,0) em melo LB foram coletadas 
buu

por centr I fugação e ressuspensas em 100 *j I de tampão de llse
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1 contendo 5 mg/ml de llsozlma. Após 5 minutos a temperatura 

ambiente as células foram llsadas pela adição de 200 jjI de 

NaOH 0,2 N contendo 1% de SOS e Incubadas por 5 minutos em 

banho de gelo. As proteínas, o DNA cromosomal desnaturado e 

o SDS foram precipitado pela adição de 150 #il de tampão 

acetato de potássio 5 M pH 4,8 e incubação em gelo durante 

15 minutos. Após centrIfugação (10 minutos, 12.000 g, 4°C) o 

sobrenadante foi despr otei nI zado  com fenoI-cI or of órmi o (1:1) 

e o ONA plasmidlal da fase aquosa precipitado pela adição de

2 volumes de etanol. 0 DNA precipitado foi lavado com etanol 

70%, secado a vácuo ou sob fluxo de argônlo e, em seguida, 

dissolvido em 20 v I de T ^ Q E^ contendo 10 /ug/ml de RNAse. 

Mi n l preparações obtidas por este método continham DNA 

Plasmidlal suficiente para 20-40 análises eletroforética 

caso o plasmídeo fosse de alto número de cópias ou 4-6 

análises se fosse de baixo número de cópias.

2.11.2.2. M i nI preparação de plasmídeo de A- brasIIense

As preparações de plasmídeos de A- brasiIense foram 

feitas segundo o método descrito por Robson A l  Al- (233). 

Cerca de 1,5 ml de cultura fresca de A z q s p  i r I I I um (D.0.5<!}[] s* 

1,0) em melo NFbHPN foram centri fu ga do s em centrífuga Spln I 

(Inclbrás) por 3 minutos <10.000 rpm, 4°C). 0 sedimento de 

cé.lulas foi ressuspenso em 50 ajI de Tris.HCI 50 mM/EDTA 20

mM pH 8,0 <T__E_n ) e foram adicionad os  950 /j I de mistura de
5 0  c O

M s e  < EDTA 50 mM contendo 1% de SDS e pH ajustado para 12,6 

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

proteínas, o SDS e o DNA desnatura do  foram precipitados pela
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adição de 170 pl de solução de neutralização (Trls.HCl 0,7 

M/NaCI 3,5 M, pH 8,0) seguida de Incubação durante 30 

minutos em banho de gelo. As amostras foram centrifugadas 

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

adicionados 770 pl de uma solução et anol-acetato (etanol 

a b s o l u t o :acetato de sódio 3 M pH 8,0, 10:1). Esta preparação 

foi então deixada em repouso a -20°C durante 24 horas e 

centrifugada a 4°C durante 10 minutos a 10.000 rpm. 0 

precipitado de DNA foi então dissolvido em 20 ^l de tampão 

T ̂ . Em geral 5-10 /ul das mi n i preparações obtidas dessa

forma eram suficientes para a visualização de plasmfdeos de 

A- brasiIense após eletroforese em gel de agarose.

2.12. PURIFICAÇÍO DE DNA TOTAL DE ü. seroped i.C.e.e

Células de cem mililitros de uma cultura recente 

<D.0.5 ^ 0 ís 1,5) de t i - seropedicae em meio NFbHPN foram 

coletadas por centrifugação (5000 rpm, 4°C por 10 minutos), 

lavadas com T 5 Q Eg0 e ressupensas em T 5£]E20 contendo 100 mM 

de NaCI. Após completa ressuspensão das células, foram 

adicionadas soluções de SDS (10%) até a concentração de 1%, 

pronase (20 mg/ml) até a concentração de 500 ^ g / m l , seguido 

de incubação a 37°C durante 3-4 horas. 0 lisado bruto foi 

então desproteInIzado várias vezes com cIorofórmio-álcooI 

isoamflico (24:1), até que não houvesse precipitado de 

proteína na interface. A seguir a solução de DNA foi 

diallsada por 72 horas, com pelo menos 3 trocas de tampão,
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contra 1.000 volumes de T^E.,, em saco úe títállse 

previamente tratado (2.4.). Depois de dlallsada, a solução 

de DNA foi tratada com RNAse na concentraç ão  final de 100 

/jg/ml durante 3 noras a 37°C, seguida de novas 

desprotel nl zações  e dlállses. A concentração de DNA bem como 

sua pureza foram estimados espectrofot omet rI ca me nt e 

(2.10.1.) e seu tamanho foi estimado por eletroforese em gel 

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

\£.li£857 £ a m 7  Intacto (48,5 kb).

2.13. CONDIÇÕES DE DIGESTÃO DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRIÇÃO

2.13.1. Soluções tampão e condições gerais

As condições utilizadas para a digestão de DNA com 

enzimas de restrição foram aquelas especificadas pelo 

fabricante ou por Manlatis £ l  âi. (172). Um sistema de três 

soluções tampão com diferentes concentração de NaCI foi 

utilizado. A fórmula destes tampões são as seguintes 

(17,172):

Tampão de baixa concentração salina.- 

Trls.HCI 10 mM pH 7,5 (37°C)

MgClg 10 mM

7 3

D T T  1 mM



Tampão de concentração salina média:

Tris.HCI 50 mM pH 7,5 (37°C)

NaCl 50 mM

MgClg 10 mM

DTT 1 mM
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Tampão de alta concent ra çã o salina: 

Trls.HCl 100 mM pH 7,5 <37°C)

NaCl 100 mM

MgCle 10 mM

DTT 1 mM

Alternat iva ment e o tampão TAS fol utilizado. A maioria 

das enzimas de restrição conhecidas  possuem boa atividade 

neste tampão (17).

Tampão TAS:

Tris-Acetato 66 mM pH 7.9 a 37°C

Acetato de Mg 10 mM

acetato de K 66 mM

DTT 0.5 mM

Usualmente 1-5 unidades de enzima das diferentes 

enzimas de restrição foram utilizadas para digestão de 0,2-1 

/jg de DNA em um volume de 20 /j I durante 1-4 horas na 

presença do tampão adequado a 37°C.



2.13.2. Determinação das condições de hltíróllse parcial do 

DNA de ü. seropedlcae .

Reações de digestão de um micrograma de DNA total de H. 

seropedlcae com a enzima Sal I diluída em série (de 1 pl a 

0,0156 *j I> foram feitas num volume de 20 >j I. 0 tampão

utilizado foi o de alta concentraç ão  salina e a digestão foi 

conduzida a 37°C durante exatamente 1 hora. As diversas

misturas de reação foram analisadas por elet ro fo re se  em gel 

de agarose 0,3%, tendo-se utilizado o DNA do fago lambda

digerido com SaI I como padrão de peso molecular (possui 3 

fragmentos: 32,7 kb, 15,2 kb e 0,5 kb) (17). A diluição da 

enzima que produziu a maior quantidade de fragmentos com 

15,2 a 32,7 kb foi determinada por comparação visual.

2.13.3. Digestão de DNA do M* s e r o o e dlcae em larga escala 

DNA total de ü. seropedicae (500 pg) foi digerido nas

mesmas condições utilizadas na reação piloto, mas usando 

apenas a metade da concentração de enzima Sai l necessária 

para produzir a maior concentração de fragm en to s na faixa de 

15-32 kb (172). Um micrograma desta reação foi analisada por 

eletroforese em gel de agarose 0,3% para verificar a

extensão da digestão.

2 . 1 3 . 3  Digestão do plasmídeo P V K 1 0 2  em larga escala

Vinte microgramas do DNA do plasmídeo PVK102, 

purificado em gradiente de cloreto de césio/brometo de 

etídio, foram digeridos com Sal I a 37°C durante 1 hora em 

um volume de 100 /j I. U m m i c r o l l t r o  desta mistura de reação
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<0,2 pg) foi analisado  por eletroforese em gel de agarose 

para se determinar a extensão da hldróllse. 0 DNA lambda 

digerido com Sal l foi utilizado como referência de peso 

mo l e cular.

2.1«. FRACIONA MEN TO  DOS FRAGMENTOS DO DNA DE s e r o n e d 1cae

PA RCIA LME NT E HIDROLIZADO POR M i  I

Os fra gmentos resultantes da hldróllse parcial do DNA 

de ü. seroned i cae com SaI I foram precipitados e o 

sedimento, dissolvido em 2 ml de T ^ E ^ ,  foi aplicado em um 

gradiente descontí nu o de sacarose <10-*1Q%).

O gradiente de sacarose foi montado utilizando soluções 

de sacarose de *10%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15% e 10% preparadas 

em tampão Trls.HCI 20 mM pH 8,0 contendo EDTA 5 mM e NaCI 1 

M. Dez mililitros destas soluções foram submetidos ao forno 

de microondas (Sanyo-Prosdócimo) 2 vezes na potência máxima, 

durante 3 minutos. Destes, 7 ml de cada solução foram 

cuidadosamente dispensados  em um tubo de nltroceluIose  

(Beckman) iniciando pela de maior con ce nt ra çã o e terminando 

pela de menor concentração. 0 gradiente foi deixado em 

repouso durante 3 horas a 8°C. Após a aplicação do DNA 

parcialmente hl drollzado no topo do gradiente, este foi 

submetido a centr I f ugação usando um rotor SW 25.2 <2*1.000

rpm, 2 0 ° C ) durante 2*1 horas, para migr ação e equilíbrio. 

Frações de a p r o ximadamente 0,5 ml foram coletadas e 

analisadas por elet ro fo rese  em gel de agarose 0,*l%. As
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frações que continha m fragmentos de DNA entre 15-32 kb foram 

combinadas, dlallsadas, extraídas com cIorofórmio-áIcooI 

Isoamíllco (24:1), concentradas por extração com n-butanol e 

precipitadas com 2 volumes de etanol. O DNA precipitado foi 

dissolvido em t 10e i na concentração de 500 M S / m l . A 

concentração de DNA foi estimada pelo método 

espectrofotométrIco (2.10.1.).

2.15. LI6AÇI0 DOS FRAGMENTOS DE DNA

Os fragmentos de DNA contendo pontas coesivas dos 

vetores e dos Insertos a serem ligados foram misturados, 

precipitados com etanol absoluto e lavados com etanol 70%. 0 

DNA foi então dissolvido em 17 jjI de água bidesti latía, 

aquecido durante 5-10 minutos a 65°C e rapidamente resfriado 

em gelo. Dois microlltros de tampão de ligase 10X 

concentrado (Trls.HCl 560 mM, MgCl^ 50 mM, DTT 50 mM, ATP 10 

mM, pH 7,5) (172) e 1 /j I da enzima T4-DNA ligase (0,5-1 

unidade) foram adicionados. A mistura de reação foi então 

homogeneizada e Incubada a 1B-22°C durante 12-24 horas. Em 

seguida, 1 pl desta mistura foi analisado por eletroforese 

em gel de agarose para verificar a extensão da ligação.

Fragmentos com pontas cegas foram ligados da mesma 

maneira. Quando os fragmentos a serem ligados possuíam 

pontas coesivas diferentes, as extremidades foram 

preenchidas com a adição de 0,5 mM de dNTP e O , 1-0,5 v I (1-4 

U//jI) da enzima Klenow (fragmento maior  da DNA polimerase l
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de £. c o l l ). 5 minutos antes da adição de H - D N A  llgase.

E . 16. EMPACOTAME NTO DO DNA EM PARTÍCULAS DE PAGO LAMBDA "IN 

VITRO"

O preparo do extrato de empaco ta me nt o de DNA "In vltro" 

foi feito por um pro ce di me nt o mod if ic ad o daqueles descritos 

por Maniatis ü  â±. (17E) e por Gol de nb er g jlL. (99).

E. 16.1. Preparo do extrato de empaco ta me nt o sonicado

A partir do estoque em glicerol a £.. co l i estirpe BHB 

E 6 9 0 , llsogênica, foi semeada por esgotam en to  em placa 

contendo meio LA . Uma colônia foi inoculada em 10 ml de 

melo LB e a cultura incubada sob forte aeração a 30°C por 

1*1-16 horas. Esta mesma colônia foi então semeada em duas 

placas contendo meio LA e Incubada a 30°C e a *1E°C, para a 

verificar se a estirpe continuava llsogênica. A presença de 

mutação £.1857 do fago lambda integrado ao cromosoma impede o 

crescimento da £.. co l i à temperatura de *1E0C (17E). A

cultura em meio LB foi então utilizada como inóculo para EEO 

ml do mesmo meio pré-aquecído a 30°C, contidos em um frasco 

Erlenmeyer com capacidade para 1 I < D.0.g0Q Inicial da 

mistura foi de aproxi ma da me nte 0,1). A cultura foi Incubada 

a 30-3E°C e 180 rpm até atingir a D . 0 . 600 de 0,3 (cerca de E 

horas). A indução da síntese de proteínas do fago foi feita 

Incubando-se a cultura em um banho de água a *15°C durante EO 

minutos, seguida de Incubação a 38-39°C durante 3 horas, com



agitação manual. Nesta fase, 1 m i l i l i t r o  da cultura fol

testado para Indução adicionando 3 gotas de clorofórmio.-

culturas induzidas tornam-se translúcida prontamente <1-3 

minutos). A cultura fol então deixada em repouso durante 10 

minutos em banho de gelo e as células coletadas por

centr i f ugaçôo suave <<1.000 rpm, 5 minutos, 5°C). 0 sedimento 

celular fol entâo ressuspenso em 1,8 ml de tampão de

sonlcação gelado <Trls.HGI 50 mM, EDTA 1 mM,

^5-mercaptoetanoI 5 mM, MgCI^ 3 mM, ph 8,0) e as células

foram sonlcada <uItrasonIcador Lab-Line) em pulsos de 3

segundos <força máxima) com intervalos de 30 segundos em

banho de gelo entre os pulsos. Esta oper aç ão  foi repetida 

até que o material se tornasse t r a n slúcido e com baixa

viscosidade. Finalmente o extrato obtido foi centrifugado a 

15.000 rpm e 4°C durante 10 min ut os  e di st ri buídos em tubos 

plásticos de 1,5 ml gelados em frações de 50 ^l. Estas

frações do extrato sonlcado foram rapidamente congeladas em 

nitrogênio liquido, onde foram mant id as  estocadas.

2.16.2. Preparo do extrato de empacotamento por

congeIamento/descongelamento 

£. coll estirpe BHB 2688 fol utilizada para o preparo 

deste lisado. 0 Inóculo, teste de lisogenla, condições de 

cultivo, indução e teste de indução for a m  Idênticos aos

descritos na seçôo anterior. A cultura Induzida fol

centrifugada <5.000 rpm, 4 0C, 5 mi nutos) e as células foram

ressuspensas em 1,<1 ml de sacarose 10% em tampão Trls.HCl 50 

mM pH 8,0, estéril. Duzentos mlcrolltros de uma solução de
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llsozlma (2 mg/ml em tampão Trls.HCl 0,25 M pH 8,0) foram 

Imediatamente ad icionados e a suspensão de células congelada 

em nitrogênio líquido e deixada descongelar em banho de 

gelo. Cem mic ro lit ro s de tampão de empacotamento  (Trls.HCl 6 

mM, espermldlna 50 mM, MgClg 20 mM, ATP 30 mM, 

/3-mercaptoetanoI 30 mM, pH 8,0) foram adicionados ao llsado 

e, em seguida, centrifugado a 35.000 rpm e 4°C durante 30

minutos, em rotor SW 65K. Alíquotas de 50 n I desta 

preparação foram distribuídas em tubos plásticos de 1,5 mi

gelados e foram rapidamente congeladas e estocadas em

nitrogênio líquido.

2.15.3. Reação de empacotamento "in vltro"

0 empacotamento "in vltro" foi feito de acordo com 

aquele descrito por Goltienberg il. n .  (99). 0 DNA do fago 

lambda H 7 . 1  Intacto foi utilizado para verificar a

eficiência de empacotamento. A 1-10 jjI de uma solução de DNA 

(0,1-1 /jg) foram adicionados 7 f j I de tampão de sonlcaçâo 

(2.16.1.), 5 pl de tampão de empacotamento (2.15.2.), 8 jul

de extrato sonlcado (2.16.1.) e 12 ^l de llsado

co ngeIado-descongeIado (2.16.2.) , nesta ordem. Os extratos 

de empacotamento foram retirados do nitrogênio líquido e 

descongelados em banho de gelo. A mistura de reação de 

empacotamento foi incubada a 25°C durante 1 hora e

Interrompida pela adição de 500 /j I de SM (Trls.HCl 5mM, 

MgClg 2 g/l, NaCI 5,8 g/l, gelatina 0,1 g/l, pH 8,0) e 5 pl 

de clorofórmio. A eficiência de empacotamento obtida foi de 

as 106 pfu/pg de DNA \ H 7 . 1 .
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0 emp ac ota me nto  de cosmídeos recomblnantes foi feito do 

mesmo modo, apenas utilizando a mistura de reação de ligação 

ao invés do ONA do fago lambda.

2.17. INFECÇÍO DE £. colI COM FAGO LAMBDA

A Infecção de cultura de £. coII com fago lambda foi 

feita essencialmente como descrito por Manlatls £ ±  aI . 

(172). Cerca 10-100 pl de uma suspensão de fago foram 

adicionados a 200 pl de um cultura de £. coIi HB 101 

crescida durante 14-20 horas em LB suplementado com 0,2% de 

maltose. Esta mistura foi incubada durante 20 minutos a 37°C 

e, após a Incubação, foram adicionad os  3 ml de meio LA 

contendo 0,6% de ágar a uma temp er at ur a de aproximadamente 

45°C e imediatamente espalhados sobre placas contendo meio 

LA. Os halos de I I se normelmente eram visíveis e contados 

depois de 10-12 horas de incubação a 37°C.

2.18. PU RIFICAÇÍO DO DNA DO FAGO LAMBDA

2.18.1. Pu ri fi ca ção  do DNA do fago XL47.1

Uma cultura de £.. co I i HB 101 foi infectada com

3 4 «.
aproximadamente 10 -10 fagos, como descrito na seção

anterior. Após 12-14 horas a camada de bactérias apresentava

halos de llse confluentes. As partículas de fago foram

extraídas lavando a superfície do ágar com 5 ml de SM
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durante 3 horas a 8°C. O líquido sobrenadante foi recolhido 

e mais cinco milili tro s de SM foram adicionados e a lavagem 

repetida. O SM recolhido da placa nas duas lavagens foi

misturado, centrifugado durante 5 minutos a 5.000 rpm e o 

sedimento desprezado. As partículas de fago presentes no

sobrenadante foram coletadas por cent rlfugação a 20.000 rpm 

durante 1 hora, a 4°C. Um precipitado translúcido formou-se 

no fundo do tubo. Para o isolamento do ONA do fago lambda, 

este precipitado foi ressuspenso c ompletamente em 200 pil de 

T 1QE 1 e transferido para um tubo plástico de 1,5 ml. As 

partículas virais foram lisadas pela adição de 20 pl de EDTA

0,5 M, 25 jjI de SOS 10% e 6,25 f j l de pronase e incubação a

37°C durante 3 horas. A solução de DNA foi em seguida

desproteinizada com clorofórmlo-álcool isoamllíco (24:1) 

várias vezes, precipitada com 2 volumes de etanol e 

solubilizada em T ^ 0 E ^ . A concentração final de DNA na 

preparação foi estimada pelo método de complexação com

brometo de etídlo (2.10.2.).

2.18.2. Purificação do DNA do fago X.jlIí ã 857 £ a m 7

0 DNA do fago X_s.li3.857 £am7 foi purificado a partir da 

estirpe lisogênica de £. co l i G6Q0 X£ll3.857 £am7 como 

descrito por Manlatis ü i  a I . (172).

Para testar a presença do fago no genoma da estirpe, 

uma colônia foi semeada em duas placas contendo meio LA, que

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

do gene mutado jcl é inativado permitindo o crescimento do 

fago e o pr osseguimento do ciclo lítico. Não houve
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crescimento na placa incubada a 42°C. Uma colônia da placa 

incubada a 3D°C foi inocuiada em 20 mi de meio LB e incubada 

durante 14 horas a 30°C e 150 rpm. Esta cultura foi usada 

como inócuio para 800 ml de melo LB (em frasco erlenmyer de

2 l). A densidade ótica iniciai a 600 nm da cultura foi de 

0,1. Em seguida a cultura foi incubada a 30°C e 150 durante

3 horas ( D . O » nn = 0,6). A cultura foi então submetida ab U U

choque térmica a 45°C durante 15 minutos, sob agitação 

manuai constante, e novamente incubada a 30°C durante mais 2 

horas. A células foram coletadas por cent rl fu ga çã o (5.000 

rpm, 4°C, 5 min), sedimento ressupenso em 10 ml de tampão 

Tris.HCI 10 mM, pH 8,0 contendo MgC I^  10 mM. Clorofó rm io  (10 

gotas) foi adicionado ao tubo e agitado em agitador vortéx 

até a obtenção de uma massa compacta. Um volume de

c l orofórmlo-álcooI isoamílico foi adicionado ao tubo, 

novamente agitado e as fases orgânica e aquosa foram

separadas por centrIfugação (12.000 rpm, 4°C, 15 minutos). A 

fase aquosa foi recolhida e a fase orgânica foi lavada com 5 

ml de Tris.HCI 10 m M / M g C l g 10 mM, pH 8,0. As fases aquosas 

foram reunidas e centrifugadas a 20 .0 00  rpm (4°C) durante 1 

hora. 0 sedimento translúcido foi dissolvido em 2 ml de SM 

com agitação e foram adicionados SOS 10% (concentração final 

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

EDTA 0,5 M (concentração final 20 mM). Após incubação por 4 

horas a 37°C a preparação foi desproteínizada com 

cIorofórmlo-áIcooI isoamílico 3 vezes e diallsada 4 vezes 

contra 3 litros de T 1QE 1 (24 horas, 4°C). A concentração de 

DNA foi determinada utilizando o método espe ctrofotométrlco
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(S.10.1.).

0 DNA do fago X c l 8 5 7 S a m 7  foi utilizado como padrão de 

peso molecular intacto (<18,5 kb) ou digerido com Sal l 

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

E . 19. CONSTRUÇÃO 00 BANCO DE GENES DE ü . serooedIcae

Fragmentos l de DNA de ü. serooed i cae (^ 3,5 pg),

com peso molecular entre 15,E e 32,7 kb, foram ligados a 

aproximadamente 1 p g  do cosmídio vetor pVK102 llnearlzado 

com a enzima S a I l, em um volume de 10 pl, como descrito na 

seção 2.13.4. A mistura de ligação foi incubada a 4°C 

durante 60 horas. A concentração de DNA na reação de ligação 

foi alta (sa 450 p g / m l ) para favorecer a formação de

concatâmeros de alto peso molecular, uma vez que estas

moléculas são empacotadas com m@lor eficiência (172). Dois 

microlitros da reação de ligação foram empacot ad os  como 

descrito na seção E . 16.3. Vinte microl it ro s da mistura de

empacotamento foram utilizados para infectar 200 pl de £. 

coli HB101, crescida em meio LB suplementado com maltose 

(0,2%). Após incubação de 20 minutos a 37°C, um milil it ro  de 

melo LB foi adicionado à mistura de infecção e novamente 

Incubado por mais 1,5 horas sem agitação. Esta mistu ra  de 

Infecção foi então plaqueada em meio LA contendo 50 pg/ml de 

canamlcina. Co lônias resistentes a canamiclna e sensíveis a 

tetraclcllna foram coletadas, estocadas em 50% de glicerol 

(-20°C) e const it ue m o banco de genes de jü. s e r o o e d I c a e .
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5.19.1. Cálculo da repre se nt at lvld ad e do banco de genes

A representa tI vida de do banco ge nômlco foi calculada 

pela seguinte fórmula <<12):

I n (1 - P )
N 1 I n< 1 - /)

calculando para P,

n , N.ln<1-/>
P = 1 - e J

onde P é a probabilidade, /  é fração do genoma em um único 

recombinante e N é o número necessário de f-ecomb I n a n t e s .

2.20. CONJUGAÇÃO

A transferência  de plasmídeos por conjugação foi feita 

como descrita por Pedrosa e Yates (21^,215).

2.20.1. Transferência plasmídeos auto-transmissíveis por 

conjugação

A formação do "pllus" conjugativo e a transferência do 

plasmídeo para a bactéria receptora depende de um conjunto 

de genes, os chamados genes tra (112). Plasmídeos que 

posssuem os genes t r a . como o plasmídeo 868.^5 (109), são

auto-transmissív eis entre bactérias gr am-negatIvas e em 

altas frequências (112). Por outro lado existe um grupo de



plasmídeos que não possuem os genes t r a . mas são 

transmissíveis exigindo, contudo, a presença de genes tra em 

"trans", isto é, em outro plasmídeo ou no cromosoma (112). 

Estes plasmídeos sâo chamados plasmídeos m o b I I I z á v e I s .

A transfer ên cia  do plasmídeo R68.35 (tr a4 ) de £. coII 

para 1. brasllense foi feita misturando a cultura em meio LB 

de £. coli (868.35) com a cultura de A- brasIIense em meio 

N F b H P N , ambas as culturas em fase logarítmica de 

crescimento, na proporção de 1 para 10 (100 f j I de f.. co i i e 

1 ml de A* brasi i e n s e ). A mistura foi centrifugada por 3 

minutos em m i c r o c e n t r í f u g a , lavada com 1 ml de LB, plaqueada 

em meio LA/NFbHPN (1:1) e incubada a 30°C durante 20-23 

horas. A massa de células crescida durante a conjugação foi 

raspada, suspensa em 1 ml de NFbHP, diluída em melo NFbHP
— p — D

(10 -10 ) e plaqueada em meios de seleção apropriados. A

frequência de conjugação por receptor foi calculada 

dividindo o número de A. brasIlense que receberam plasmídeo, 

t r a n s c o n j u g a n t e s , pelo número total de A- brasiIense na 

mistura de conjugação, determinados em meio seletivos e não 

seletivo (NFbHPN), respectivamente.

2.20.2. Transferênc ia  de plasmídeos mobillzáveis por 

conjugação

Quando o plasmídeo a ser transferido era mobliizável os 

genes tra foram supridos em "trans" pelo plasmídeo PRK2013. 

Este plasmídeo possui os genes tra e o seu replicon é o 

ColEI (82) sendo Instável em A. bras i I e n s e . Culturas de £.. 

co I I contendo o plasmídeo de interesse e outra contendo o
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plasmídeo PRK2013, cultivadas em melo LB suplementa do  com os 

antibióticos adequados, foram misturadas  com uma cultura de 

A- b r a s l I e n s e . na proporção de 1:1:10. 0 tratamento

subsequente fol exatamente igual ao descrito anteriormente. 

Alternativamente, a funções dos genes tra podiam ser 

supridas pelo uso de £. coll S17.1, que possue integrado em 

seu cromossoma os genes tra do plasmídeo RK4 (2^6). Quando o 

plasmídeo de Interesse era albergado por esta estirpe, a 

cultura de f.. coI l S17.1 (doadora) fol mi sturadas com a 

cultura de A- brasllense na proporção de 1:10 e o 

procedimento posterior fol o mesmo.

2.21. TR ANSFORMAÇÃO

A tra ns fo rmaç ão  de estirpes de £. co M  com DNA 

plasmidlal foi feita como descrito por Manlatls Al.

(172).

2.21.1. Preparo de células de f.. co l l competentes

Cem m i l ilitros de meio LB pré-aquecido a 37°C foram 

inoculados com 1 ml de um cultura recente de f.. co I I

(D.0.„nn inicial de aproximadamente 0,02) e incubada a 37°C
600

sob forte ag itação <ís 200 rpm) durante cerca de 2 horas

<D .0.enn final de 0,3-0,5). A cultura foi então resfriada em 
600

banho de gelo durante 10 minutos e as células coletadas por 

c e n t r i f u ga ç ão (5.000 rpm, <10C, 5 min). 0 sedimento de

células foi ressuspenso em 50 ml de tampão de transfor ma çã o
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(Trls.HCl 10 mM, CaClg 50 mM, pH 8,0), Incubado em gelo 

durante 30 minutos e novamente centrifugado. As células 

tornadas competentes pelo tr atamento com CaCl^ foram 

finalmente ressuspensas em 6,6 ml de tampfio de transformação 

e alíquotas de 0,2 ml desta suspensão foram distribuídas em 

tubos plásticos de 1,5 ml, estéreis e gelados. Gllcerol, na 

concentração final de 15%, podia ser adicionado ao tampão de 

transformação nesta última etapa e as células competentes 

estocadas em nitrogênio líquido durante pelo menos seis 

m e s e s .

E.21.2. Transformação de células competentes com DNA

A cada alíquota de 0,2 ml de células competentes foram

adicionados 1-20 ij l (1-50 ng) de solução de DNA em T’10E J] ou

da mistura de ligação e Incubadas em banho de gelo durante

30 minutos. Em seguida, a suspens ão  de células foi submetida

a um choque térmico de 42°C por 3 minutos em banho-maria e

finalmente incubada em gelo por mais 5 minutos. Um mililitro

de melo L5 foi então adicionado a cada tubo e Incubado a

37°C durante 1-3 horas, para permitir a expressão dos genes

de resistência a antibióticos. O conteúdo de cada tubo foi

plaqueado em meio LA contendo os antib ió ti co s adequados e

nas diluições apropriadas. Plasm íd eo s Intactos produziam

5 7normalmente cerca 10 -10 transformantes/#jg de DNA.

Para transformar células de £.. co l I estirpe MC1061 foi 

utilizado o mesmo procedimento, mas o tampão de 

transformação foi substituído por solução de C a C I 2 10D mM 

( M . G . Yates, comunicação pessoal).
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2.81.3. Tra nsformação rápida

Células de 1 ml de uma cultura recente de £. co l l em

melo LB ( D . O . _ nn c* i,0-2,0) ou uma alçada células de uma 0 uu

placa contendo meio LA foram  suspensos em 0,2 ml de CaC lg

100 mM ou Trls.HCI 10 m M / C a C l g  50 mM pH 8,0, e Incubadas em

banho de selo durante 30-40 minutos. Cem a quinhentos 

nanogramas de DNA (até 50 jjI) foram adicionados e a 

suspensão foi novamente Incubada em gelo por mais 30 

minutos. As células foram então submetidas a um choque 

térmico de 3 minutos a 42°C e relncubadas em gelo por mais 5 

minutos. Após a adição de 1 ml de melo LB, as células foram 

incubadas a 37°C por 1 hora para expressão da resistência ao 

antibiótico e plaqueadas em meio LA contendo os an ti bi ót ic os 

adequados. As colônias re sistentes ao antibiótico presente 

no melo seletivo foram Isoladas e testadas para a presença 

de plasmídeos.

2.22. C ONST RU ÇÃ O DE MAPAS DE RES TR IÇ ÃO  DE PLASMÍDEOS

0 plasmídeo a ser mape ad o foi purificado em larga 

escala em gradiente de C s C l 2 /brometo de etídlo (2.11.1.) ou

por mlnip re pa ra ção (2.11.2.1.). 0 DNA pI asmld I a I foi

submetido à digestão com diversas enzimas de restrição, 

separadamente ou em combinações de duas ou três enzimas, e o 

produto da digestão foi analisado por eletroforese em gel de 

agarose. A determinação dos pesos moleculares dos fragmentos



produzidos pelas digestões simpl es  ou múl ti pl as  e a análise 

comparativa destes resultados perm i t i r a m  a dedução do mapa 

de restrição dos vórlos plasmídeos.

2.23. PURIFICAÇÃO DE FRAGMENTOS DE DNA EM GEL DE AGAROSE

2.23.1. Purificação de fragmentos de DNA em gel de agarose 

com papel de DE AE -c elulose  

A purificação de fragmentos de DNA em gel de agarose 

foi feita essencia lm en te como de scrito por Dretzen &X á±. 

(57). 0 plasmídeo foi isolado de 50 -100 ml de uma cultura de 

f.. co li como descrito para mi n I p reparação (2.11.2.1.), mas 

os volumes dos reagentes foram ajustado de acordo com o 

volwme de cultura utilizado. 0 DNA plasmitílal (1-5 ^g) foi

submetido a digestão com a enzima de restrição adequada e os

fragmentos separados em qel de agarose (0,6%) preparativa

(poço de 40 mm de comprimento, 1 mm de largura e 5 mm de

altura). Após a corrida, o gel foi corado com brometo de

etídlo e visualizado sob luz ultravioleta. Ap ro xi madamente 1 

mm abaixo da banda desejada, o gel foi cortado e uma fita de 

papel de DEAE-c eI uI os e (DE81, Whatman) embebida em TBE foi 

Inserida cui da do sa me nte e a corrida eietrofo ré ti ca foi

reiniciada. Antes de ser utilizado, o papel de DEAE-ceIuIose

foi tratado com NaCl 2,5 M por algumas horas e lavado com

água bidestilada. Quando toda a banda de DNA estava 

adsorvida (cerca de 15-20 mi nutos de corrida adicional) a 

fita de papel foi retirada, lavada ligeiramente com água
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blcfesti lada gelada e suspensa em tampão de extração 

(Trls.HCl 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 1,5 M, pH 7,5) numa

p
proporção de 300 pl de tampão para cada 50 mm de papel. A 

suspensão foi vigorosamente agitada para desfazer o papel, 

Incubada a 37°C durante 2-24 horas e filtrada através de lã

de vidro sII I con I z a d a . 0 filtrado, contendo o fragmento de

ONA purificado, foi então concentrado por extração com

n-butanol e precipitado com 2 volumes de etanol.

2.23.2. Purificação de fragmentos de DNA em gel de agarose 

de baixo ponto de fusão 

A purificação de fragmentos de DNA em gel de agarose de 

baixo ponto de fusão foi feita conforme descrito por Bankler 

et a I. (1D >, com modificações. 0 piasmídeo foi isolado e 

digerido como descrito no Item anterior. Os f r a gmentos foram 

então separados eletroforetlcament e em gel de agarose

(0,7-1,0%) de baixo pGnto de fusão de forma idêntica àquela 

descrita na seção 2.9. e utilizando tampão T A E . Após a

coloração com brometo de etídlo, a fração de gel contendo a 

banda correspondente ao fragmento de interesse foi cortada 

sob luz ultravioleta (302 nm). A porção de gel contendo ONA 

de interesse foi então fundida a 65°C por 5 minutos, sendo a 

seguir adicionados Trls.HCl, EDTA e NaCl nas concentracões

finais de 10 mM, 1 mM e 0,2 M, respectivamente. Um volume de 

fenol equilibrado com tampão Trls.HCl foi adicionado ao gel 

fundido e a mistura foi agitada vigorosamente. Após

centrIfugação a 10.000 rpm em centrífuga Spin I (Incibrás) 

durante 3 minutos a fase aquosa foi coletada e o fenol
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extraído com um volume de T.JQ E 1 . As fases aquosas contendo o 

DNA foram reunidas e extraídas novamente com fenol. Se o 

volume fosse multo grande o DNA era concent ra do  pela 

extração com n-butanol e pos te ri or me nte pr ecipitado com 2/3 

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

2.23. tf ARCAÇÍO DE FRAGtfENTDS DE DNA

2.23.1. "NI ck -transIation"
g p

A marcação de DNA com P por "nick-transIation" foi 

felta como descrita por Rlgby a I . (228). Foram

adicionados a um tubo 10 /il de solução de DNA (0,5-1 /ug), 5

/ul de tampão de "nick-tr an sl atlo n"  10x concentrado (Trls.HCl 

500 mM, M g S O , 100 mtf, DTT 1 mM e albumina bovina PENTAX 

fração V 500 /-ig/m I ), 1 /j I de solução 1 mtf de cada um

desoxi nucl eotídeo não ma rc ados (dCTP, dGTP e d T T P ), 5 /il de 

solução de DNAse I (pâncreas bovino) (0,01 /ig/ml , em tampão 

"n I ck-trans I at I on" 1x), 1 /<l (1-2 unidades) de

DNA-po I imerase I de £. c o II e, por último, 10 /u l de

qp
ta- PJdATP (100 m CI), em um volume final de 50 /j I . 0

sistema de reação foi incubado a 16°C durante 1 hora ou até

g p
que houvesse 20% de P incorporado ao DNA. A reação foi 

Interrompida pela adição de 0,5 /iI de EDTA 0,5 tf.
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E.24.2. Marcação cie fragmentos de DNA por 9Íntese utilizando 

hexadesoxlnucleotídeos como "prlmer"

O fragmento de DNA (cerca de 30-50 ng) a ser marcado 

foi desnaturado por fervura durante 10 minutos e rapidamente 

resfriado em banho de gelo. Ao tubo contendo ONA (10 #il) 

foram adicionados 5 v \  de tampão O C B ( 1/jI de albumina bovina

I P
(10 m g / m l ), 2,5 pi ( 2 5 p C i )  de ta- PJdCTP (Amersham), 0,5 

f j \ de enzima Klenow (1-2 unidades) e água bidestllada 

suficiente para 20 pi (81). A mistura de reação foi Incubada 

a temperatura ambiente durante 1-24 horas. 0 tampão OCB (81) 

continha tampão MOPS 1 M pH 6,6, tampão Trls.HCl 0,25 M pH 

8,0, MgC lg  0,025 M, dNTP (d A T P , dGTP e d T T P ) 1 mM,

/3-mercaptoetano I 50 mM e 27 mill u n l d a d e s  ODg 5 o de 

h e x a d e s o x i n u c I e o t í d e o s . Quando as sondas foram sintetizadas 

por este método geralmente foram  incorporados cerca de 75% 

da radioatividade ao DNA, eliminand o- se  assim a necessidade 

de purlflcação.

2.24.3. Marcação com d U T P-digoxigenina

A marcação com dUTP-dIgoxigenI na foi feita utilizando o 

"Genius Nonradloactive DNA Labelling and Detectlon Kit" 

(Boehrlnger Mannheim BIochemlcals) e conforme as instruções 

do fabr i cante (18).

9 3



£W

2.25. DETERMIN AÇ 80 DA INCORPORAÇÃO DE NUCL E O T Í D E O S  MARCADOS 

COM a c P AO DNA

A extensão de marcação radioativa do DNA foi

determinada como descrito por Maniatis .âl. (172).

Amostras de 1-5 /u l de uma diluição da reação de

"nick-translatlon" (1:50-1:100) foram d e p ositadas sobre 2

pedaços de papel de DEAE-celulose (0,5 cm x 0,5 cm). Um

destes pedaços foi lavado seis vezes com Na^hlPO^ 0,5 M

durante 5 minutos, 2 vezes com água bidestilada e 2 vezes

com etanol 95%. Após secagem dos dois pedaços de papel

contendo DNA adsorvldo, a radiatividade de cada um foi

determinada em contador de clntllações líquidas Beckman

tS-133 utilizando o líquido de Bray (21) como líquido

cintliador. A relação entre o número de cintilações por

minuto no papel lavado (radioatividade incorporada) e no

papel não lavado (radioatividade totai), m u ' t l p l i c a d a  por

100, é igual à percentagem de incorporação de nucleotídeos 
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marcados com P ao DNA.
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2.26. PURIFICAÇÃO DE FRAGMENTOS DE DNA MARCADOS COM P

Os fragmentos marcados por "n Ic k- tr anslat ion" foram 

purificados em coluna de Sephadex G-50 como descrito por 

Maniatis i l  A i . , (172).



2.26.1. Preparo do gel de Sephadex 6-50

Trinta gramas de Sephadex 6-50 foram suspensos em 500 

ml de tampão STE (Trls.HCl 10 mM, EDTA 1 mM, NaCI 100 mM, pH 

8,0), deixados em repouso durante uma noite e, então, 

fervidos durante 1 hora. A resina preparada deste modo pode 

ser estocada a 3°C em STE.

2.26.2. Cromato gr af ia  de DNA marcado com Sephade x 6-50.

Um mil il it ro  da suspensão do gel foi depositado em uma 

seringa plástica de 1 ml de capacidade com o fundo obturado 

com l§ de vidro s 1 1 1 c o n l z a d a . Esta seringa foi submetida a 

centrlfugação em centrífuga clínica 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 empacotatio de aproximad am ente  1 ml. Cem
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microlitros da solução de DNA marcado com P (o volume da 

reação de "n i ck-trans i at i on" foi completado p*»ra 100 i com 

STE) foram aplicados à coluna, a qual foi submetida a 

centrifugação nas mesmas condições anteriores e o eiuato 

coletado em um tubo plástico de 1,5 ml. Cerca de 60 -9 0%  do 

DNA marcado foi recuperado neste procedimento.

2.27. TRANSFERÊNCIA DO DNA DO GEL DE AGAROSE PARA MEMBRANA 

DE NITROCELUL OSE  OU DE NYLON

As transferênc ias  de DNA para m e mbranas de nylon 

(Hybond-N, Amersham) ou nitroceluIose (Millipore HAWP,
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Mllllpore) foram feitas como descrito (172,3). Os fragmentos 

de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose, 

visualizados e fotografados como descrito na seção 2.9. Uma 

régua foi fot og raf ad a ao lado do gel para servir como 

referência para as distâncias de migração dos fragmentos. 

Após a remoção dos poços de aplicação, o gel foi tratado com 

a solução desn atu ra nte  (NaOH 0,5 M/NaCl 1,5 M) durante 30 

minutos, lavado ligeiramente com água bidestllada e tratado 

com solução neutra I I zante (Tris.HCI 1,0 M/NaCI 1,5 M) por 

mais 30 minutos, foram usados cerca de 200 ml destas
p

soluções para géis de 35-100 cm de área e 0,5 cm de altura. 

Alternativamente, o gel foi tratado com HCI 0,25 M durante 

10-15 minutos, e então com soluções desnaturante e

neutra I i z a n t e . Este último procedimento foi usado

principalmente quando os fr agmentos a serem transferidos 

foram de alto peso molecular <>5kb). Após estes tratamentos 

o gel foi colocado cuidados am en te sobre uma tira de papel 

3MM (Whatman) da mesma largura do gel, mas comprido o

suficiente para formar uma ponte entre o tampão e o gel. 

Este conjunto foi colocado sobre uma plataforma de vidro ou 

acrílico e então dentro de uma cuba contendo 0,5-1 litro de 

SSC 20X (NaCI 3M/ citrato de sódio 0,15 M, pH ajustado para

7,0 com NaOH IN)). 0 nível do tampão ficava abaixo do nível 

da plataforma de vidro e as pontas do papel 3MM formavam uma

ponte entre o gei e o tampão da cuba. As bolhas entre o gel

e o papel foram cui da do sam en te removidas. A membrana de

nltroce Iu Io se, umedecida com SSC 2X, ou a membrana de nylon 

seca, cortada 1 mm maior que o gel em cada dimensão e
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identificada a lápis, foi cuidadosamente colocada sobre o 

gel de maneira que a borda inferior dos po çinhos estivessem 

Justapostos è borda da membrana. Este proce di me nt o foi

utilizado para que não oc or ressem erros na de te rm inação dos 

pesos moleculares. Todas as bolhas de ar entre o gel e a 

membrana foram escru pu lo sa ment e removidas. Sobre a membrana 

foram colocadas 3 folhas de papel 3MM co rtadas exatamente do 

tamanho do gel e, sobre estas, foi coloda uma pilha de papel

absorvente com cerca de 10 cm de altura e final me nt e um peso

de 1 kilograma. No rmalmente a transf er ên ci a ocorria durante 

24 horas e, eventualmente, durante 48 horas. 0 nível do 

tampão SSC 20X foi mantido durante a transferência. A

membrana foi então removida, lavada com SSC 5X e seca a 37°C 

durante 15-30 minutos. 0 DNA foi fixado à me mbrana de 

nitroce IuIose em estufa a 85°C durante 2,5 horas e a 

membrana de nylon por irradiação de luz ultr av io le ta  <302 

nm) em tr an slIuminador durante 3-5 minutos. A me mbrana com 

DNA fixado pode ser usada imediatamente para hibridização ou 

ser guardada por até 15 dias em dessecador e à temperatura 

ambI e n t e .

2.28. HI BR I DIZAÇ80

As hI br I d Izações foram feitas por procedimento 

modificado daquele descrito por Johnson e_L âl. <144) ou 

segundo o manual Amersham <3) ou ainda de acordo com o 

procedimento especificado por Boe hr ln ge r Mannheim
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Blochemlcais (18).

E.28.1. Hlbrldlzaç ão  uti lizando leite desnatado Molico como 

agente bloqueador

O filtro de nI troce IuIose contendo DNA foi umedecldo 

com solução de Mol i c o (leite desnatado da Nestiè) 0,3% em 

SSC 6X e incubado à temperatura de hi bridização (55°C) por 2 

horas. 0 filtro foi então colocado em um saco plástico e 50 

a 100 /j I de solução de Molico foram adicionados para cada 

cm2 de área da membrana. A sonda radioativa, desnaturada em 

banho fervente durante 10 minutos, foi adicionada ao saco 

plástico que foi selado e Incubado durante 18-24 horas à 

temperatura de hlbrldlzação.

HIb ri dl za çõ es  em con di çõ es  de alta estringêncla foram 

conduzidas a 65°C e as m e m b r a n a s  lavadas 2 vezes com solução 

de Molico em SSC 6X contendo 0,1% de SOS, durante 30 minutos 

è temperatura ambiente. A seguir faram lavadas mais duas 

vezes com SSC 0,1X contendo 0,1% de SDS a B5°C durante 30 

minutos. Cm cada lavagem fora m usados 200 ml de tampão. A 

membrana foi seca e exposta a filme de ralos-X Kodak X-Omat 

XK-1 ou B R A F , com ou sem placa a m p I I f I c a d o r a , durante 1-7 

dias a -50° C.

Hibr 1 dlzações em condiçõ es  de baixa estringência foram 

conduzidas a 55°C. A me mb rana foi lavada duas vezes com 

leite Molico 0,3% em SSC 6X contendo 0,1% de SDS durante 30 

minutos à temperatura am biente e mais duas vezes com SSC 2X 

contendo 0,1% de SDS, a 55°C durante 15 minutos. Em cada 

lavagem foram usados 200 ml de cada tampão. A me mbrana foi



seca e autoradIogra fada com filme Kodak X-Omat XK-1 ou filme 

BRAF durante 1-7 dias a -20°C utilizando 2 placas 

ampllflcadoras (Dupont, Cronex Hl-Plus). 0 filme foi

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

2.28.2. HI br I dizações utilizando a solução de Denh ar dt  como 

agente bloqueador 

A me mb rana de nylon contendo DNA foi colocada em um 

saco plástico e incubada com solução de pré-hI br I dlzação 

(SSC 5X, solução de Denhardt 5X, 0,5% SDS, 2D *jg/ml de DNA 

de timo, 35% de formamlda) a 32°C durante 2-12 horas (baixa 

estr I ngênc I a ). Aproximadamente 100 /j I desta solução foi 

utilizada para cada cm2 da membrana. A solução de Denhardt  

100X contendo 2% de albumlna bovina, 2% de Flcoli e 2% de 

pollvIn Il pI rroli do na  era filtrada por filtro Milllpore 0,^5 

#jm e em seguida estocada a -20°C (3,172). A sonda radioativa 

foi desnaturada em banho fervente durante 10 minutos, 

rapidamente resfriada em gelo e adicionada ao saco plástico. 

A mistura de hlbridização foi incubada durante 12-18 horas a 

42°C, com agitação rotatória. A me mb rana foi então lavada 

duas vezes com SSC 2X à temperatu ra  ambiente durante 30

minutos e mais duas vezes com o mesmo tampão a 65°C. Em cada 

lavagem foram usados cerca de 200 ml de tampão. Depois de 

seca, a mem brana foi a u t o r adIografa da como descrito

anterIormente.
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2.28.3. Hibrid Ização utilizando prova marcada com 

dU TP -d lgox lg enlna 

A hlbridlzação utilizando como prova fragmento marcado 

com dUTP-dIgoxIgenlna foi feita conforme as Instruções do 

fabricante. Esta hl br ldização fol realizada a 60°C, durante 

18 horas. A memb ra na  fol posterio rm en te uma vez lavada com 

SSC 2X à temperatura ambiente durante 30 minu to s e 2 vezes a 

B5°C durante 15 minutos. A revelação dos híbridos fol feita 

conforme as instruções do "Genius No nradloactlve  DNA 

Labelllng and Detection Kit" (18).

2.29. MAPEAMENTO DO T R ANSCRITO CONTENDO 0 GENE nifA DE M-

■3JLrJLg_£d |.fi a .e.

2.29.1. purificação de RNA total de A- hr.ssll ense

A. brasllense estirpe F P 1 0 ( p E M S 107) fol crescido em 

melo NFbHPglu e NFbHPN e A- bras l Iense FP10 em NFbHPglu. 

Destas culturas, somente a da estirpe FP IOÍPEMS107) crescido 

em NFbHPglu possuía ativ id ad e de nltrogenase. Treze 

mililitros de cada cultura foram rapidamente transferidos 

para um tubo de centrífuga de 50 ml de capacidade e lisados 

com 1,3 ml de solução de li se (Trls.HCl 0,5 M, EDTA 0,2 M, 

SOS 10%, pH 8,0). Após homog en ei za ção por inversão, foi 

adicionado 1 volume de p h e n o l / m - c r e s o l / 8 - h l d r o x I q u 1 noleína 

(1000: 130.-0,3) ao lisado, que foi Incubado em banho de gelo 

durante 5 minutos. 0 lisado fol então ce nt rifugado a 10.000 

rpm durante 15 minu to s a 3°C. A fase aquosa foi recolhida e
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os ácidos nuclelcos pre cipitados pela adição de 2,5 volumes 

de etanol absoluto. 0 precipitado contendo ONA e RNA foi 

lavado várias vezes com etanol 80% e seco à temperatura 

ambiente. Uma grande quantidade de sal co-precipItou com os 

ácidos nuclelcos, possivelmente devido a alta concentração 

de fosfato no melo NFbHP. Este sal foi Inicialmente removido 

por vários ciclos de precipitação com etanol <3 vezes), e 

então pela pas sa gem por uma minicoluna de Seph ad ex  6-25 como 

descrito na seção 2.26. Todos os reagentes e material de 

vidro ou plástico foram previamente esteriliz ad os  por 

a u t o c l a v a ç ã o , para eliminar atividade de R N A s e .

2.29.2. Elet ro fo re se  de RNA em gel de agarose contendo 

for malde ído

A eletrofor ese  de RNA foi feita conforme descrito pelo 

manual Amer s h a m  (3). 0 gel de agarose foi preparado

adicionando a 1,1 g de agarose 73 ml de água bidestilada e 

10 ml de tampão MOPS 10X (MOPS 0,2 M, acetato de potássio 50 

mM, EDTA 10 mM, pH 7,0) e autociavado. Após a autoclavação o 

gel foi deixado para esfriar até aproximadamente 5D°C, 

quando foram adicion ado s 17 ml de uma solução de formaldeítio 

concentrada (37%). O gel foi finalmente despejado sobre a 

placa suporte de eletroforese  montada com o pente. As 

amostras para eletroforese foram preparadas misturando-s e a 

6 pl de solução de RNA, 12,5 f j I de formamida deionizada, 2,5 

/j| de tampão MOPS e 4 f j I de formaldeído (37%), seguido de 

aquecimento a 65°C durante 5 minutos e rápido resfriamento 

em banho de gelo. Em seguida, 2,5 f j l  de glicerol 50%
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contendo 0,1 mg/ml de azul de bromofenol foram adicionados a 

cada amostra. A ele tr oforese foi desenvolvida a 70 V durante

3-4 horas. As amostras de RNA das estirpes de A- brasiIense 

analisadas correspondia a apro xi ma da me nte 2 ml da cultura e 

as amostras de RNA padrão (Boehrlnger Mann helm B l o c h e m l c a l s ) 

foram de 10 /jg.

2.29.3 T ransferência do RNA para a membrana de nylon

Apds o de s e n v o l v i m e nt o  da eletroforese a faixa de gel

que continha o RNA padrão foi cortada longitudinalmente e

corada com brometo de etídio <1 *jg/ml ) durante 1 hora e

descorada durante 12-20 horas com solução de 

/3-mercaptoetanoI 10 mM. O RNA foi então visualizado sob luz 

ultravioleta e o gel fotografado ao lado de uma régua. A 

parte do gel co ntendo as demais amostras não foi tratada com 

brometo de etídio, mas imediatamente utilizada para

transferir o RNA para uma membrana de nylon ("Northern 

blottlng"). Isto foi feito colocando-se o gel sobre uma fita 

de papel 3MM da exata largura do gel e então sobre uma

plataforma de vidro, e o RNA foi transferido para a membrana 

de nyion por cap il aridade como descrito para a transferência 

de DNA na seção 2.27. A transferência ocorreu durante 24

horas. Após secagem ao ar, membrana de nylon foi

Imediatamente levada ao tr an sI Iu mi na dor ultravioleta 

durante 5 minutos para fixação de écido nuclelco è membrana 

(3).
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2.29.4. Hlbr i d i zação DNA/RNA

0 f r agmento BgI l l/SaI I de 0,3 kb foi leolado do

plasmídeo PEMS300 por eletroforese em gel de agarose de
3  p

baixo ponto de fusão (L M P ) e marcado com P pelo método de

síntese de DNA utilizando como primer uma mistura de

hexatíesoxInucIeotítíeo (2.23.2.). Este fragmento pertence a 

região Interna do gene nlfA de Jj. s e r o n e d l c a e . A

h I brldizaçâo foi realizada como descrito na seção 2.28.2. 

com as seguintes modificações: (a)a concentração de

formamidã foi de 50%; (b)na solução de hlbridização ao Invés 

de SSC 5X foi usado tampão SSPE 5X (SSPE 5X contém N a H g P0^ 

50 mM, NaCl 900 mM, EDTA 5 mM, pH 7,7); e (c)a lavagem final 

foi feita com SSC O,IX contendo SDS 0,1% durante 1 hora e 

repetida 3 vezes.

2.30. S U B C L O N A G E M

Ro tineiramente o fragmento purificado de DNA ou o 

plasmídeo digeri do  com enzima de restrição foi adicionado ao 

vetor llnearizatio com a mesma enzima de restrição, na 

proporção mola r de 3:1 (1n s e r t o :vetor ), e ligados (2.15.). A 

concentração final de DNA na mistura de ligação foi de 5-20 

/ug/ml . Quando as pontas do inserto ou do vetor não eram 

coesivas, f o r a m  tornadas cegas ("blunt") por tratamento com 

0,5 mM de dNTP (tiATP, d G T P , dCTP e dTTP) e 0,5 unidades de 

enzima K l e n o w  antes da adição de T3-DNA llgase.
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2.31. CONSTRUÇÃO DE FUSflES J acZ AO GENE n t fA DE fí.

s e r o p e fl l cae.

A mutagênese com transposon foi feita como descrito por

(23). 0 transposon TnfrB2l, integrado ao DNA do fago lambda,

foi utilizado para a construção de fusões l a c Z . 0 fragmento

H i nd IlI/Bam Hl de 8,3 kb do plasmídeo PEMS101 foi

purificado em gel de agarose de baixo ponto de fusão e

subclonado no vetor PSUP202 digerido com HI nd I I I/JjLâffl Hl. O

plasmídeo resultante foi Introduzido por tr an sformação em £.

£-0 II S 17 . 1 < £ J i ).

£• coII S17.1 (PEMS1D8) foi crescida em meio TB <10g/l

de triptona, 8 g/l de NaCI e 5 mg/l de tiamlna),

suplementado com 0,2% de maltose, durante 14-16 horas a 37°C

e 150 rpm. As células foram então coletadas por

centrIfugação e ressupensas em MgSO^ 10 mM estéril <1/3 do

volume da cultura). A cem microlltr os  desta suspensão de

células foram adicionados 100 f j l  de uma suspens ão  de fagos 

R 10
X.TnJã- 021 (Tc ) em melo SM e contendo aproxim a d a m e nt e  10 

fagos. A mistu ra  foi incubada a 30°C durante 2 horas,

plaqueada em melo LA contendo tetraclcllna (10 ^g/ml),

carbeni c i I I na (I00*jg/ml) e c I oranf en i co l (30 pg /ml), e 

então incubada a 30°C por 2 dias. O fago X  mutante não pode 

se desenvolver na estirpe S17.1 (.§_u ) mas a marca do

transposon pode permanecer por recomblnação com o genoma da 

bactéria, assim as colônias resistentes a Tc (marca do 

transposon) possuem o transposon inserido em algum local de
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seu cromosoma ou no piasmídeo. Co lônias de £ o I 1 S17.1

simultaneamente resistentes a t e t r a c l c l l n a , carbenicl Il na  e

cIoranfenIcoI f o ram Isoladas e reunidas (aproximadamente

1000 r e c o m b l n a n t e s ). Esta mistura de células foi utilizada

R
para conjugação com f.. co li DH5 (Nal ). Os transcon J ugantes 

R R R R
Nal Tc Cm Amp , Isto é, aqueles que c o ntinham Inserção do 

transposon no piasm íd eo  PEMS108, for am  selecionados. Os 

plasmídeos de 96 trans co nJ ug ante s for am  digeridos com Hlnd 

l l l /Bam HI e analis ado s por elet roforese em gel de agarose. 

Aqueles que tin h a m  o transposon TnS. no inserto foram então 

mapeados com Sal I/Bam HI para localizar o ponto de 

i n s erção.

Outras fusões lacz foram constru íd as  com base no 

piasmídeo p E M S U O  (n l f A : : lac Z). Os fragm en to s Xho I / Pst l e 

Xho I /NsI I do piasmídeo p E M S 109, que c ontinham o gene da 

/3-ga I actos I dase fundidos ao gene nlfA de H. serooed i cae e 

diferentes porções de região promotora, foram subclonados 

(2.30.) em P0 R322 digerido com Pst l./Eco RI .

2.32. D E T E R M I N A Ç Í 0 DA ATIVIDADE DE AL AC TOSIDASE

A ativida de  de /3-ga I actos i dase foi determ in ad a de 

acordo com Mlller (183). As estirpes de f.. co li hospedando 

plasmídeos com fusões n I f A : I acZ f o ram crescidas em 4 mlmeio 

mínimo contendo 200 /jg/ml de glutamlna e sup le me nt ad o com 20 

mM de NH^C I (repressão) ou com 200 *jg/ml de serina 

(d esrepressêo), 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 agitação (^ 150 rpm) durante o 

desenvolvimento da cultura. Alfquotas de 100 foram

coletadas de cada cultura e adicionadas a SOO ^l de tampão Z 

(N82 HP0<?.7h2 0 60 mM, N a ^ P O ^ . H g O  *10 mM, KOI 10 mM,

MgS0..7H_0 1 mM, /3-mercaptoetanoI 50 mM, pH 7,0). A cada
“ C

tubo foi então adicionado 100 pl de SOS 0,1% e 100 /jI de 

clorofórmio e Incubado a 30°C por 5 minutos. A reação foi 

Iniciada pela adição de 200 tu\ de uma solução 4 mg/ml de

o-n I trof eno I-^3-D-ga I actos í deo e, após 10 minutos de 

Incubação a 30°C, foi interrompida pela adição de 0,5 ml de 

Na2 C03 1 M. A absorbâncla foi determinada a -120 nm e a 550 

nm e a absorbâncla da cultura foi determinada a 600 nm. O 

cálculo da atividade foi feito utilizando a fórmula 

s e g u I n t e :
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Unidades Mlller . IODO * D°‘*° l

onde:

D042o e DOs5 o são determinadas da mistura de reação, 

DOsoo é a absorbâncla da cultura a 600 nm, 

t é o tempo de reação (10 minutos) e 

v  é o volume da cultura utilizado no ensaio (0,1 ml).
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2.33. OBTENÇÃO DE DELEÇÕES PARA S E Q U E N C|AMENTO

0 tamanho do fragmento de ONA que se consegue 

sequenclar com as 4 reações de se qu en cIamento  seguidas de 

corrida eIe troforétlca restringe-se a, no máximo, 400 pares 

de base. Devido a esta limitação, o sequencIamento de 

regiões maiores de ONA exige a su bclonagem do fragmento a 

ser sequenciado. A seqüência final é obtida pela 

sobreposição parcial das seqüências destes subclones. Um 

método largamente utilizado é a deleção progressiva da 

região a ser sequenciada por ação de uma exonuclease, 

obtendo-se ass im  um conjunto de plasmfdeos com Insertos 

progressivamente deletados. Para o seq ue nc ia me nto do gene 

n i fA de ü* se ro ne dI ca e dois fragmentos <1,7 kb Eco Rl e 2,0 

kb Sal I) for am  subclonados em vetores da série pTZ (175) e 

deletados com ex onuclease lll.

As dei eçõ?s utilizando exonuclease lll foram feitas nos 

insertos dos plasmfdeos PEMS300, PEMS301, PEMS302 e P E M S 3 0 3 . 

Os plasmfdeos <=* 20 pg) foram digeridos (2.13.) com Bam Hl e 

depois com Knn I <pEMS300 e PEMS301) e Pst I <pEMS302 e 

PEMS303). Estes plasmfdeos, duplamente digeridos, foram 

extrafdos com fenoI :cIorofórmio (24:1) e precipitados com 

etanol. 0 precipitado, depois de lavado com etanol 70% e 

seco, foi dis so lv id o em 40 /j | de água bidestilada e 5 pl de 

tampão de ex on uc le as e lll 10X concentrado (Tris.HCI 660 mM, 

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

cinco jjI de exonuclease lll (77 U//j I) foram  adicionados em 

cada tubo rapidamente e, após 30 segundos, frações de 2,5 #j I



foram coletadas em tubos contendo 37,5 pl de solução

Inatlvadora gelada (NaCl 0,2 M/EDTA 12 mM) em Intervalos 

regulares de 20 segundos. Cada tubo cont en do  solução 

Inatlvadora recebeu 5 frações coletadas em tempos 

sucessivos. A exonucl ea se  III foi Inatfvada a 70°C durante 

10 minutos e o DNA foi precipitado com 3 volumes de etanol 

absoluto, lavado com etanol 70% e seco a vácuo. Para

eliminação das extre midades de fita simples o precipi ta do  de 

cada tubo foi dissolvido em 50 jul de uma mistura contendo 

tampão acetato de potássio 30 mM pH 4,6, NaCl 250 mM, ZnSO^ 

1 mM, 5% de gllcerol e 70 unidades/ml de Si nuclease, e 

incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos. A 

nuclease Si foi então inativada por extração com 25 ^l de 

fenol e com 25 f j I de clorofórmio e o DNA finalmente

precipitado com 3 volumes de etanol absoluto. 0 precipitado 

depois de lavado com 200 pi de etanol e seco foi dissolvido 

em 5 pi de tampão Tris.HCI 50 mM pH 8,0 contendo MgCI^ 10 

mM, /3-mercaptoetanoI 1 mM, tiNTP 0,5 mM e 10 unidades/ml de 

enzima Klenow, Incubado durante 5 minutos à temperatura 

ambiente. Os plasmídeos deletados parc ia lmente foram 

recIrcuI a r !zados adI cIonando-se a cada tubo 2,5 pi de tampão 

de ligação 10X concentrado (2.15.) e 17,5 *j I de água 

bldestilada, homo ge neiz ad os cuidadosamente, seguido da 

adição de 1 jjI de T4-DNA ligase (2 unidades). A mistura de 

ligação foi incubada a 16°C durante 18 horas e 5 /̂l foram

utilizados para tr ansformar £. coIi 71-18 (2.21.). Cerca de 

50 colônias dos tra ns fo rmantes  contendo deleções derivadas 

de cada plasmídeo foram analisadas por eletroforese em gel
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de agarose, após di gestão com as enzimas Sal l/Hlnd lll 

(PEMS300 e PEMS301) e fJLfi RI/ Hlnd lll (pEMS302 e P E M S 3 0 3 ).

2.34. PURIFICAÇÍO DE DNA DE FITA SIMPLES

A purificação de DNA de fita simples foi feita conforme

descrito no manual da Pharmacia <211) Uma colônia de £.. col I

71-18 contendo o plasmídeo derivado dos vetores pTZ foi

inoculada em 2,5 ml de meio 2XTY e incubada a 37°C sob forte

agitação <=2 200 rpm), até D . 0 . „ nn de apr o x i m a d a m e nt e  0,2-0,30 uu
g

(a: 2 horas). A cultura foi então Infectada com 10

partículas do fago M13 muta nt e MK07 por 2 horas sob agitação 

e, em seguida 3 f j I de canamicina (20 mg/ml) foram 

adicionados para sel ec io na r as células Infectadas. A cultura 

foi então incubada a 37°C sob forte agitação (200 rpm) por 

12 horas. Um mililitro  desta cultura foi co letado em tubo 

plástico de 1,5 ml e centrifugado. Oitocentos  mlc r o l l t r o s  do 

sobrenadadante foram cuida do sa me nte transferidos para um 

tubo limpo contendo 200 /.tl de solução NaCI /P EG  (5 M NaCI, 

20% PEG 8000). Após 15 minutos à temperatu ra  ambiente, a 

preparação foi cent ri fu ga da  por 10 minutos para precipitação 

das partículas virais. O sobrenadante foi desca rt ad o e 0 

precipitado novamente centrifugado por mais 3 minutos para 

completa eliminação do sobrenadante. 0 sedimento foi 

completamente ressuspenso em 100 /jI de T ^ E ^  e os capsídios 

foram rompidos pela adição de 100 de fenol, seguido de 

Incubação à temperatura ambiente por pelo menos 15 minutos e

109



agitação vigorosa em um agitador de tubos. Após

centrlfugaçõo por 3 minutos a fase aquosa fol coletada e 

extraída uma vez com c l o r o f ó r m i o :élcool Isoamíllco (23:1). 0 

DNA foi então precipi ta do  com 2 volumes de etanol e lavado 

duas vezes com 0,5 ml de ólcool 70%, seco à vécuo e 

dissolvido em 30 pi de água bldestllada. Antes de utilizar 

qualquer pre pa ra çã o de DNA de fita simples para

sequenc I a m e n t o , uma amostra de 3 /j I fol e l etr of or I sada em 

gel de agarose (1,1%) para verificar a integridade do DNA e 

o nível de cont am inaç ão  com ONA de fago MK07.

2.35. SEQUE N C I A M E N TO

2.35.1 Eletroforese em gel de poltacrllamida

Gel de poliacri la ml da 7,5% foi utilizado para

eletroforese das mi sturas de reação de seq ue nc Ia me nto (10). 

As placas suporte do gel eram de vidro com 6 mm de 

espessura, 30 cm de comprimento e 20 cm de largura. Para a 

formação dos poçlnhos foram usados pentes tipo "dente de 

tubarão” (B R L ), produzindo poçlnhos de 3 cu 6 mm de largura.

Antes de preparar o gel, as placas for am  cuidadosamente 

limpas com água bldestllada e detergente (Teepol), secas e 

desengorduradas com acetona e etanol. A placa menor foi

siliconlzada com 1 ml de solução 2% de d ImetiI dicIoros II ano

em 1,1,1 t r I c l o r o e t a n o . As duas placas for am  montadas uma

sobre a outra com os espaçadores (BRL) de 3 mm de espessura 

colocados lateralmente. As bordas fo ram seladas com fita
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adesiva de vIn11.

Para preparar 50 ml de gel foram m i s t u r a d o s  em uma 

proveta os seguintes reagentes:

23 g de uréia

7,5 ml de solução estoque de acrllamlda 40%

5,0 ml de TBE 10X

água bldestllada para 50 ml

Ápos a completa dissolução da uréia por aq uecimento a 

37°C, foram rapidamente adicionados 3 0 0 ^ 1  de uma solução 

recente de persulfato de amônlo a 1D% e 5D ^1 de TEMED. Com 

o auxílio de uma seringa de 50 ml, a mistura foi derramada 

entre as placas seladas. Nesta operação as placas foram 

mantidas numa inclinação de cerca de 30° e o fluxo não foi 

interrompido até o ench imen to  completo do espaço entre as 

placas. Após esta operação o conjunto foi colocado em mesa 

nivelada na posição horizontal e o pente foi posicionado 

adequadamente. As placas foram então deixadas em repouso por 

cerca de 2 horas para polimerizaçâo do gel.

A solução estoque de acrllamlda (40%) continha:
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A c r 1 1ami da 38 g

BisacrIlamlda (N ,N ' - m e t l l b I s a c r i I a m l d a ) 2 g

Ãgua bldestllada q.s.p. 100 ml

Esta solução foi agitada com 5 g de amberlite MB1 

durante 30 minutos. Após filtração em papel de filtro comum 

a solução foi filtrada por filtro Millip or e de 0,45 e

mantida no escuro a 4°C.
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2.35.2. Hlbrldlza ção  do "prlmer" ao DNA mol de  de fita 

s impI es

Cerca de 200 ng de de DNA de fita simples (normalmente 

1/20 de cada preparação ou 2 p l )  foram adicionados a 1 pl de 

"prlmer" 5 '-CAGGAAACAGCTATGAC (0,2 p m o I ), 1 pl de tampão 10X 

(Trls.HCl 100 mM, MgCl2 50 mM, pH 8,0) e água bldestllada

até um volume final de 10 p l . Esta mistura foi aquecida a

64°C durante 1 hora e, então deixada esfriar lentamente até 

a temperatura ambiente (10).

2.35.3. Reações de sequenciamento

Para cada clone 4 tipos de reações de sequenciamento 

são necessários. Em cada uma destas um dos 

2 ' , 3 '-d Idesox I nucIeotídeos está presente Juntamente com 

todos os quatro d e s o x i n u c l e o t í d e o s , sendo que um deste é 

marcado com um isótope radioativo. Na presença de dNTP a

enzima K l e n o w  extende o "prlmer" utilizando o DNA simples 

fita como molde. Quando um d Ides oxInucIeotídeo for 

incorporado, a cadela não pode ser aumentada. Ass im  em cada 

uma das quatro reações contendo um ddNTP específico, que 

compete com com o dNTP análogo, é sintetizada uma gama de 

moléculas parcialmente poIIme rI za da s e ter mi na da s em um 

ddNTP.



S.35.3.1. Preparo das misturas de desoxl/dldesoxi-  

nucleot í tieos

As misturas de dNT P/ddNTP utilizadas nas reações de 

sequenciamentos estão na tabela 2 (10).

TABELA 2. Misturas de dN TP /ddNTP utilizadas nas reações de 

sequenclamento
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mistura tíNTP A C G T

0,5 mM dTTP (pi ) 500 500 500 25

0,5 mM dCTP ( p i ) 500 25 500 500

0,5 mM dGTP (pi ) 500 500 25 500

10,0 mM ddTTP (pi ) - - - 50

10,0 mM ddCTP (pi ) - 8 - -

10,0 mM dtíGTP (pi ) - - 16 -

10,0 mM ddATP (pi ) 1 - -

T 10E0,1 ^
500 1000 1000 1000

3.35.3.2. Reações de sequenc iamento e eletroforese

Quatro tubos de plástico de 1,5 ml foram marcados A, C, 

G e T e a cada um foram dispensados 2 pi da co rr espondente 

mistura oufP/tídNTP, preparada como descrito no item 

anterior. Após resfriamento da reação de hlbridlzação (10 

pi) (2.35.2.) foram adicionados 1 pi de enzima Klenow (1-2 

U / p I ) e 1,5 pi de Ca-3 5 S)dATP 0 6 0 0  Ci/mmol, Amsersham) 

seguido de homogeneização. Alíquotas desta mistura (2,5 pi) 

foram adicionada rapidamente a cada um dos tubos A, C, G e 

T, que foram centrifugados por 5 segundos e incubados à



temperatura ambiente por 20-25  minutos. Em seguida, 2 ^ 1  da 

mistura de preenchimento <0,5 mM de cada um dos d N T P ) foram 

adicionados a cada um dos tubos para o alongamento das

cadelas incompletas. Os tubos foram novamente centrifugados  

e incubados por mais 20 minutos à temperatura ambiente. Após 

esta etapa a mistura podia ser utilizada Imediatamente para 

eletroforese ou estocada a -20°C.

Antes de ser eletroforls ada  cada mistura de reação

recebia 4 pi de tampão de aplicação (EDTA 10 mM, xlleno 

cianol 0,1% e azul de bromofenol 0,1% em formamlda 

deionlzada), era incubada durante 5-15 minutos a 90°C e

aplicada ao gel imediatamente para evitar renaturação do 

DNA. A eletroforese foi desenvolvida a potência constante

<37 W), em aparelho vertical BRL (mod. S1). Cada conjunto de 

quatro reações foi submetido a uma corrida eIetroforétlca 

curta <2 horas) e a uma corrida longa (4 horas), permitindo 

assim a determinação da seqüência de até 350 pb .

Após a eletroforese, as placas foram removidas do 

aparelho, deixadas esfriar durante 20 minutos e então 

separadas com auxílio de uma espátula. 0 gel aderido à placa 

não s I I I c o n i z a d a , foi suavemente Imerso em uma solução de 

ácido acético (10%) e metanol (10%) e deixada por 30 minutos 

para a fixação do fragmentos de DNA marcados. Em seguida a 

placa contendo o gel foi retirada, o excesso de solução 

deixado escorrer e, após secar as bordas da placa com papel 

absorvente, o gel foi transferido para uma folha de papel 

3MM e secado em secador de gel (Biorad) a 80°C. A folha de 

papel 3MM contendo o gel seco foi autoratíiografado durante
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12-18 horas em filme Fuji RX.

As regiões que ap re se ntaram co mp ressão de bandas, 

principalmente aquelas de alto conteúdo (6 + C), foram

resolvidas utilizando 7-tíeaza-dGTP, ao invés de d G T P , nas 

misturas de dNTP/dtíNTP e de preenchimento.

3.35. *1. Leitura das autorad l ograf l as

As seqüências de bases foram lidas nas auto ra dl og ra fias  

utilizando-se um digltador sônico e o programa Gelin (25*1). 

Os dados foram transferidos diretamente a um microcomputador 

BBC e estocados em disquetes (360 K), para análise

p o s t e r I o r . .

2.35.5. Edição e análise das seqüências

Os dados primários foram trans fe ri do s para um 

computador VAX e, em seguida, alinhados por sobre po si çã o das 

regiões idênticas utilizando o programa DBAuto (25<í). 0

alinhamento produzido pelo programa DBAuto foi diretamente 

estocado em arquivos produzidos pelo programa OButil (25*1) e 

então editados utilizando a rotina deste último programa.

Depois de resolvidas todos as dúvidas da seqüência e 

completamente editada, a seqüência foi analisada utilizando 

a rotina do programa Analyseq (255) e programas do 

"Wlsconsin Package" («8). A dete rminação do produto de 

tradução, contagem do codons, percentagem de (G + C) nos 

codons, tabela de uso de codons foram feitas utilizando o 

programa Analyseq (255). A comparação de se qüências de 

amlnoácldos foi feita utilizando o programa Clustal (116).
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A homologia entre seqüências de amlnoá cl do s foi 

calculada pela seguinte fórmula.-
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h = <N + N + ...+ N ) x 100

onde h é a perce nt agem  de homologia,

A é o número de resíduos Idênticos entre as

prote í n a s ,

N é o número de resíduos de cada proteína e 

n é o número de proteínas comparadas.



3 .  RESULTADOS

3.1. C0NSTRUÇ20 DO BANCO DE GENES DE Ü. seropedlcae

Um banco de genes de H e r b a s p I r l l l u m  seropedIcae foi 

construído utilizando o cosmídeo vetor PVK102 (156), como 

descrito em Materiais e Métodos (figura 5). Um total de 533 

colônias resistentes a canamlcina foram  isoladas após a 

infecção da cultura de EscfíerichIa col I HB1D1. Destas 

colônias 366 foram sensíveis a te tr aclclina e, portanto, 

possuíam inserto de DNA de M. seroped i c a e . A frequência de 

aparecimento de Inserto, cerca de 87%, foi extremamente alta 

e pode ser atribuída a duas causas principais: a relação

fragmento de DNA de M. s e r o p e d ) c a e /DNA do vetor alta 

(3-3:1); e a alta estrlngêncla do mé to do  de empacotamento 

utilizado para o tamanho do DNA en capsulado (172). Os clones

C D
Tc Km foram agrupados em sub-coleções de 50 clones cada e 

foram estocadas se paradamente a -20°C em suspensão contendo 

50% de giicerol. Plasmídeos recombInantes isolados de alguns 

clones se le cionados ale at or ia me nte foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose Intactos ou digeridos com a 

enzima SaI l (figura 6 e 7). A análise el etroforética de 26
C  D

clones Tc Km mostrou que todos poss uí am  inserto com um 

tamanho médio de 26,3 kb. Assumindo que tamanho do genoma de 

ü. seroped i cae seja igual ao de Escher i ch i a c o I 1 (cerca de 

3.200 kb) (163) e um tamanho médio de inserto de 26,3 kb, a



aplicação da fórmula de Clarke e Carbon (42) mostrou que 

esta coleção de plasmídeos recomblnantes representa cerca de 

94% do genoma de Jü. .Q-Pje.il1.JCJ.&•

3.2. C O M P L E M E N T A Ç IO  DO MUTANTE nlf A~ (FPIO) DE A- bras!Iense

O banco de genes foi conjugado "en masse" com o mutante 

FP10 nlfA de A* brasIIense em um cruzamento triparental 

onde o plasmídeo  pRK2013 foi utilizado como agente 

moblllzador (tabela 3). Os tran sc onjugantes N i f + de A- 

brasIIense FPIO foram selecionados em meio NFbHP sem 

nitrogênio fixado sob atmosfera de nitrogênio contendo 

0,5-1% de oxigênio. Cerca de 100 mlcrocolônI as que se 

destacaram do crescimento de fundo foram coletadas em meio 

NFbHPN contendo canamicina (50 /jg/ml ) e ácido nalidíxico (10 

/jg/ml). Destas apenas 3 possuíam atividade de nitrogenase, 

determinada pela capacidade de reduzir acetileno em meio

seml— sóI ido (tabela 4). Cada um destes t r a n s c o n j u g a n t e s , 

denominados FP10.9, FPIO.29 e F P I O . 31, possuía plasmídeos 

recomblnantes de mesmo peso molecul ar  (figura è>. Os

plasmídeos recombinantes nlfA * for am  eliminados dos 

tra ns conjugant es Nif + pelo plasmídeo R68.45, do mesmo grupo 

de Incompatibilidade (Inc. PI). Os transc oj ug an tes FP10.9 

(R68.45), FP1 0. 29  (RB8.45) e F P I O . 31 (R68.45) foram

selecionados em melo NFbHPN contendo tetraclcllna (10

/jg/ml). Estes trans co nj ug ante s rev er te ra m ao fenótipo Nlf 

(tabela 4). A presença física dos pl as mídeos nos diferentes
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transconJugantes foi determinada por eletroforese em gel de 

agarose (figura 8 e 9).

3.3. ISOLAMENTO DO PLASM f DEO pEMSI

O piasm íd eo denominado pEMSI foi isolado do 

transconJugante FP10.9 por llse alcalina e usado para 

transformar £.. co I I HB1D1. Um transf ormante HB101 (pEMSI) 

foi conjugado com o muta nt e FPIO e todos os transconjugantes 

FP10 (pEMSI) obtidos tiveram o fenótlpo N i f + restaurado 

< tabe l a <\).

3.-1. MAPA DE R E STRIÇÍO DOS PLASMÍDEO pEMSI E PEMS101

Mapa de restrição do piasmídeo pEMSI foi determinado 

para as enzimas SaI I, Xho I e Bam HI (figura 10). Não foi 

encontrado sítio HInd III no inserto.

0 piasmídeo PEMS101, derivado do pEMSI, foi mapeado com 

as enzimas Pst l, B<31 II, CI a I e Eco Rl, e seu inserto não 

possui sítio para a enzima Kon I (figura 10).
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3.5. COM PL EM ENTAÇlO  DE OUTROS MUTANTES D_i_t DE A- J?rasllense

PELO PLASMÍDEO p E M S I .

0 plasmídeo pEMSI foi Introduzido em vários outros 

mutantes Nlf com o objetivo de Identificar a presença de 

outros possíveis genes nlf ou n t r . A tabela 5 mo st ra  que o 

plasmídeo pEMSI não foi capaz de complementar os mutantes 

FP9 e FP8 <nt rC~ ) . ou os mutantes FP3 (n l f H D K ~ ) e FP6 

(deficiente na produção de dlnltrogenase redutase).

3.6. MAPEAMENTO DA REGIÍO nIfA NO PLASMÍDEO pEMSI POR

SUBCLONAGEM

Com o objetivo de localizar a região nIfA contida no 

Plasmídeo pEMSI vários subcl on es  foram constru íd os  e sua 

capacidade de comp le men ta r o mutante FP10 para flxaçlo de 

nitrogênio foi testada (figura 11 e tabela 6). Os plasmídeos? 

pEMS 102, pEMS 103 e pEMS10*1 que contém os fragmentos  Sa I I de

1,0 kb, 2,0 kb e 7,1 kb respectiv am ente  não complem e n t a r am  o 

mutante FP10. 0 plasmídeo PEMS105, obtido por hidrólisc 

parcuil com Sal l, que cont é m  os fragmentos contíguos de 1,0 

e 2,0 kb foi também Incapaz de complementar o mutante

(figura 11).

Uma nova constr uç ão  foi então feita deletando o

fragmento Bam Hl de cerca de 21 kb do plasmídeo pEMSI. 0

Plasmídeo resultante, PEMS101, foi capaz de complementar o

mutante FP10, Indicando que a região do gene jQjJLâ estava
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compreendida entre os fragmentos Sal l de 7,1 kb e £,0 kb 

adjacentes (figura 11 e tabela 6). Esta região foi

posteriormente reduzida s u b c I o n a n d o - s e  o fragmento Cla I de

5,2 kb no vetor PVK102, em ambas as orientações. Os 

plasmídeos resultantes PEMS1D6 e pEMS107 foram capazes de 

complementar o mutante FP10 para fixação de nitrogênio, 

confirmando que o gene nIfA está localizado nos fragmentos 

sal l de 7,1 e 2,0 kb (figura 11 e tabela 6).

3.7. MA PEAMENTO DA REGIÍO nIfA NO PLASMÍDEO PEMS101 POR 

HI BR I D IZAÇÍO

A região do gene nIfA cont id a no plasmídeo pEMSIOI

também foi localizada por hlb r i d i z a ç â o  com o gene n l f A de Ji.

o n e u m o n l a e . Três sondas ra di oa ti va s diferentes foram usadas,

todas extraídas do plasmídeo PMC71A (figura 12): a) 0

fragmento SaI l de 3 kb, co nt en do  todo o gene n I f A . parte do

gene nIfL (c-terminal) e parte do gene n i fB ( N - t e r m i n a l >; b)

0 fragmento Sal I/Sma I, co nt en do  o mesmo que a prova A, mas

uma região menor de n l f B ; e c) 0 fragm en to  JiLU. I, contendo

69 bp do C-terminal do gene n i fL e praticamente todo o gene

32
n I f A . As sondas foram ma rc adas com [ot- PJdCTP utilizando o 

método de extensão de he x a d e o n u c I e ot í d e o s  (81) e em 

condições de baixa es tr ingênica (35% de formamida, a 42°C). 

0 padrão de restrição e os co r r e s p o n d e n te s  au toradiogramas 

estão mo st rados nas figuras 13, 1^ e 15. 0 padrão de

hibridização com as sondas A e B são idênticos. 0 fragmento
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Sal l úe 2,0 kb blbridl za  fortemente com todas as sondas 

indicando que a maior porção do gene n i fA de ü. seronedlcae 

está localizada neste fragmento. Por outro lado, a ausência 

do sinal sobre o fragm en to Pst I de 1,8 kb e do fragmento 

Pst I/BgI li de 1,7 kb com a sonda C, restringe a região do 

gene nIfA ao fragmento Sa I l/Pst I de 1,1 kb. A ausência de 

sinal nestes mesmos fra gmentos e no fragmento SaI l de 1 kb 

com a prova C sugere ainda a presença dos genes nlfB ou nlfL 

adjacente ao gene nifA de ü. s e r o o e d l c a e .

Possivelmente o gene nifA extende-se até o fragmento 

Eco Ri de 1,7 kb, a se julgar pelo sinal de igual 

Intensidade com as sondas B e C sobre os fr agmentos Eco Ri 

de 1,7 kb e Sal I de 5,5 kb. Estes resultados confirmam 

aqueles de compIeme nt aç ão genética obtidos com os diferentes 

s u b c I o n e s .

3.8. DETERMINAÇÍ O DA PRESENÇA DG GENE nIfA NO GENOMA DE M-

s erpp.efl ].£&£

Para verificar se fragmentos do plasmíde o PEMS101 

homólogos ao gene nifA de Jí. pneumoniae es tavam presentes no 

genoma de ü. seroped i c a e . seu DNA total foi isolado, 

digerido com sai i ou Eco ri e hlbrldlzado com uma sonda 

específica para o gene n 1 f A de Ji. pneumon i ae sob condições 

de baixa estringência <35% formamida, a 42°C). Esta sonda 

consistiu do fragmento Nru l de 1,4 kb do plasm íd eo  pMC71A, 

que contém o gene n i fA de ü. p n e u m o n I a e , marcado com
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Ca- PJdCTP. A autoradlografla na figura 16 most ra  que um 

fragmento SaI I de 2,0 kb e um fragmento Eco RI de 0,7 kb 

hibrldlzam com esta sonda. Estes fragmentos provavelmente 

correspondem aos fragmentos Sal l de 2,0 kb e Eco RI de 0,7 

kb do plasmídeo PEMS101 e que hibrldlzam forteme nt e com o 

gene n I fA de &. pneumonIae (figuras 13, 14 e 15).

Entretanto, várias porções do DNA de ü. seronedIca e

hlbrldlzaram com o gene nlfA de &. p n e u m o n l a e . nestas 

condições de baixa estrIngêncI a .

3.9. DETERMINAÇÃO DA PRESENÇA DOS GENES nIfHDK NO PLASMÍDEO 

PEMS1 E NO GENOMA DE ü. seropedicae

0 fragmento Eco RI de 4,1 kb do plasmídeo PCQ12, que

contém os genes n i f  HDK de fl. PhaseoI I . foi marcado com com 

dUTP-dlgoxlgenlna e hlbrldizado com pEMSl e com DNA genômlco 

de ü. seroped l c a e , ambos digeridos com £il& RI. Embora

hlbrldlzação com DNA genômlco tivesse produzido sinais nas

bandas Eco Rl de 7,1 kb e de 1,2 kb (figura 17), nenhum 

sinal pode ser visto co».< o plasmídeo pEMSl em condições de 

alta ou baixa e s t r i n g ê n c i g . Estes resultados identificam a 

presença de genes homólogos aos gene nIfHDK no genoma de ü. 

serooedlcae e sua ausência no plasmídeo pEMSl.

1 2 3

3 2
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3 . 1 0 .  0 S T E N Ç Í 0  D E  D E L E Ç Õ E S  P A R A  0  S E Q U E N C I A M E N T O  D A  R E G I Í O

C O N T E N D O  0  G E N E  H l f A  D E  ü .  s e r o p e d I c a e .

Os subclones para sequenciam en to e as deleções foram 

construídas em vetores da série pTZ <175). Estes vetores são 

plasmídeos derivados de PUC18 e PUC19 e, portanto, possuem a 

região de mú lt iplos sítios de restrição <" p o I y I l n k e r ") 

desses plasmídeos bem como a facilidade de reconhecimento da 

presença de inserto pela inatlvação do gene da 

/3-gaIactosIdase. Os vetores pTZ possuem ainda um promotor de 

bacteriófago T7 na a extremidade do "polylinker" e a origem 

do repllcação do fago M13. Esta última ca ra cterística 

permite a repllcação dos plasmídeos pTZ como DNA de fita 

simples e sua encapsulação quando seu hospedeiro (£. col I 

f ' )  for co -l nfectado com um fago M13 (175).

O fragmento sai I de 2,0 kb fol clonado em ambas 

orientações no vetor pTZTBR <175), produzindo PEMS300 e

PEMS301, enquanto que o fragmento Eco RI de 1,7 kb fol

clonado também em ambas orientaçõ es  no vetor PTZ19R, 

produzindo PEMS302 e pEMS303. Os plasmídeos PEMS300, 

PEÍ-ÍG301, PEMS302 e PEMS303 foram digeridos com Bam Hi , 

produzindo pontas 5' p r o t u n d e n t e s . A seguir os dois 

primeiros foram digeridos com Kon l e os dois últimos com 

Pst l produzindo em ambos os casos pontas 3' protundentes 

adjacentes ao vetor. A enzima exonucl ea se  III não é capaz de 

atacar pontas 3' protundentes. A presença de uma ponta 3' 

protundente evita que o vetor seja digerido pela exonuclease

III. Após a digestão com Exonuclease III por diferentes



tempos, a fita simples foi digerida com nuclease S1, seguido 

do preenchimen to  das pontas com dNTP e enzima Klenow e, 

finalmente, re-llgadas. um quinto de cada mistura das 

reações de ligação foi utilizado para transformar £. coll 

71-18, produzindo cerca de 50-300 colônias por placa. Os 

padrões de plasmídeos de cerca de 20 colônias para cada 

tempo foram analisados por el et roforese em gel de agarose 

após digestão com a combinação de enzimas de restrição 

adequada (Hi nd l 11 /SaI l ou HInd 11l/Sac l para os 

plasmídeos PEMS300 e pEMS301, e Hi nd III/Eco Ri, para os 

plasmídeos PEMS302 e PEMS303). Os novos clones foram 

agrupados segundo seus tamanhos, totalizando 48 plasmídeos. 

Destes 14 foram derivados do piasmídeo PEMS300, 15 do 

PEMS301, 10 do PEMS302 e 9 do P E M S 3 0 3 . Um exemplo do padrão 

de delecões obtidas é mostrado na figura 18. O DNA de fita 

simples do clone PEMS301 e suas deleções mo strado na figura 

19 foi isolado de f.. co I i 71-18 co-lnfectada com o fago M13 

MK07.

3.11. SE QUENCIAMENTO DA REGIÍO CONTENDO O GENE h i í A DE ü. 

ser ooedIcae

0 conjunto de deleções obtido foi ordenado por tamanho 

e cada clone diferiu entre sl por aproxi ma da me nte 100-200 

pb. Todos os clones do conjunto de deleções de cada 

plasmídeos for am  sequenclados pelo método de terminação de 

cadela com dldesox in uc leot íd eo s (10) como descrito em
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Materials e Métodos.

Seqüên ci as de aproxim ad am ente  250-300 nu cleotídeos 

foram de te rminadas para cada deieçâo. Estas seqüências 

individuais foram ali nh ad as  e editadas em computador VAX 

utillzando-se os progra ma s DBAuto e Dbutll (254), 

respectivamente. Cada base foi lida em média mais do que 

três vezes em diferentes corridas (figura 20 e adendo 1).

Este pro ce dimento permitiu a determinação da seqüência 

completa dos fragmento s Sal I e Eco Rl em ambas as direções 

(figura 20). A seqüência da região que une os fragmentos SaI 

I e Eco RI foi de te rm in ad a utilizando dois outros clones: o

fragmento Sal l de 5,5 kb clonado no vetor pTZ18R e o

fragmento Eco Rl de 0,7 kb clonado no vetor PTZ19R,

produzindo os pl asmídeos PEMS304 e PEMS305, respectivamente. 

0 plasmídeo PEMS304 foi sequenclado a partir do sítio Sal l 

em direção ao sítio Eco Rl, até sobreposição de cerca de 20 

Pb, enquanto que o plasmídeo PEMS305 foi sequenc la do  na 

direção oposta até se sobrepor ao fragmento Sal l,

previamente sequenclado. A seqüência completa após edição 

continha 4.0 37  nucl eo tí de os  (figura 21).

à análise desta seqüência final usando os métodos dc 

p o s l c .unamento das bases e de Shepherd do programa Analyseq

(255) Indicou a presença de três ORE potenciais.- uma ORF

completa, localizada região central da porção sequenciada, 

flanqueada por duas ORF parciais (figuras 22 e 23).

Resultados sem el ha nt es  foram obtidos quando se empregou o 

método de pr eferência de codons (programa Analyseq),

utilizando uma tabela de uso preferencial de codons obtida
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d09 prováveis produtos de tradução dos genes nIfA e nlfB de 

ü. seropedIcae (figuras 2«).

Estudos de hlbrldlzaçõo e de compIementaçfio genética 

Indicavam que a ORE completa correspondia a do gene nIfA de 

ü. s e r o p e d I c a e . Esta ORF compreende 1629 n u c I e o t í d e o s , 

contém apenas um codon de Iniciação (AUG) em fase de leitura 

na posição 1526, terminando na posição 315*1 e codificando 

para uma proteína com 5*12 resíduos de amlnoácldo (P.M. 

60.880). Uma seqüência heptam ér ic a que concorda bem com uma 

seqüência sn l ne-Da l gar no (2*15), sítio de ligação no

rlbosomo, foi encontrada a *i pares de base do codon de

início de tradução (figura 21).

A seqüência de amlnoácidos de duzida para a provável 

proteína NlfA de ü. seropedlcae a partir da seqüência de 

nucieotídeos foi comparada às seqüê nc ia s de amlnoácidos das 

proteínas NlfA de &. oneumonIae (36,60), Rh Izoblum mel 1 loti 

(36), Rhlz o b l u m  Iegumlno sa ru m bv. vIceae (102) e

AzorhIzobI um caul Inodans (192) (figura 25). 0 alinhamento

das proteínas, seguindo o cr itério de homologla e

similaridade de amlnoácldo foi feito em um microcomputador

PC-AT utilizando o programa Clustal (116). A homologla 

global encontrada entre as cinco proteín as  foi de £ ‘â%, mas 

as diferentes proteínas a p r e s e n t a r a m  regiões claramente

conservadas e outras onde o nível de homologla não foi

significativo (figura 25).

A homologla comparti lh ad a na porção N-terminal (domínio 

A e C) entre as cinco proteínas NlfA é multo baixa: somente

10 resíduos de amlnoácldo estão po si cionados corretamente,
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desde que se proceda a Introdução de falhas na seqüência 

polipeptídlca (figura 25). No domínio central (domínio D), 

entretanto, o grau de c o n s ervação dos resíduos de amlnoácido 

é bastante extenso (figura 26 e tabela 7). Uma similaridade 

de 48% foi encontrada entre todas a cinco proteínas NifA e 

57% quando a proteína NifA de ü. sero pe dl ca e foi comparada 

com as proteínas NifA de Rhlz o b l u m  spp. e de A- c a u I I n o d a n s . 

Este grau de homologia é particularmente alto em duas 

regiões do domínio O, po stuladas como sítios de ligação de 

ATP (192). Nestas regiões pra ti ca me nt e todos os aminoácidos 

sôo exatamente conservados em todas as proteínas NifA

comparadas (figura 26).

A região C-termlnal da proteína NifA de ü- seropedIcae 

também exibe extensa homologia com as outras proteínas 

comparadas (figuras 25 e 27). Cerca de 4 5% dos resíduos de 

aminoácidos deste domínio são conservados nas proteínas 

comparadas e o nível de homologia neste domínio é novamente 

maior quando se compara a proteína NifA de ]j. seroped I cae

com as de organismos simblóticos do que com a de A.

oneumonlae (tabela 7). Esta região apresenta um motivo 

oché l l ce-vo I ta-cthé l I ce (H-V-H/, presumivelmente o sítio de 

Interação da proteína NifA cem o DNA. Na posição 9 do motivo 

H-V-H do gene nIfA de ü. seropedIcae encontra-se um resíduo 

de asparaglna substituindo o resíduo de glicina (figura 27). 

Convém observar que este resíduo de glicina é altamente 

conservado nesta posição do motivo H - V - H  de proteínas que se 

ligam ao DNA (60,201 ).

Finalmente, a proteína NifA de ü. seropedIcae contém
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também um Interdomínio (figura 2B), localizado entre os 

domínio D e E, similar àqueles presentes nas proteínas NlfA 

de espécies de RHlzo bi um spp., B r a d v r h l z o b l u m  laponlcum 

(88), A. caulInodans (192) e Rhodobacter capsuIatus (173) 

mas que está ausente das proteínas NlfA de &. pn eumonIae

(36,60) e de A z otofíac.ter. v ln e laíiHLL (12). Em jtL- asr.Qj fi.flIcae, 

este interdomínio é mais curto que aqueles das proteínas 

NlfA de Rh IzobI um spp. e BradvrhIzobI um i a p o n I c u m . mas 

contém os dois resíduos de clsteínas, que ta mb ém  são 

conservados nestas espécies. Além disto, várias

substituições conser va tIva s ocorrem nesta região. Os 

resíduos de clsteínas presentes neste Interdomínio, bem como 

os dois outros resíduos de cisteínas localizados no final do 

domínio 0, esse nc ia lm en te conservados nas proteín as  NlfA das 

espécies que apresentam  o Interdomínio, podem ser relevantes 

para a função da proteína NlfA (86).

3.12. SEQÜÊNCIA S REGULATÓRIAS DO GENE nIfA

A região promotora do gene n i f A de ü. figi.fij.fifl Lfí fi.fi 

contém novas característica r e g u I a t ó r i a s . Pr ec edendo em 

cerca de 110 pb o codon de Início de tradução três possíveis 

promotores -24/-12 foram identificados: G G G C A T G A A G T T T G C T . na 

posição 1365; C £ £ C G C T T T T T C T £ £ T , na posição 1412; e

c g g t a a t t a c a c g g c g , na posição 1401 (figuras 21 e 29). A

primeira destas seqüências (posição 1365) exibe uma boa 

concordância com a seqüência consenso (figura 21 e 29). Além
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destas seqüências, a 257 pb do infclo de tradução foi 

encontrada uma seqüência que apresenta alta concordância com 

a seqüência de ligação da proteína NifA (TGTCGTAAATCCGACA, 

na posição 1256) (figuras 21 e 29). Além disto, a cerca de 

400 bp acima do início de tradução do gene nifA foi 

Identificado uma outra seqüência em boa concordância com a 

seqüência consenso de promotor -24/-12 ( G G G C T A C C G G C T T G C T . na 

posição 1106). E mais, 100 pb antes desta seqüência está 

localizado um sítio de ligação para a proteína NtrC 

(G C A C G G A G G T G G T G G A G . na posição 1007) (figura 21 e 29).

Duas novas seqüências com potencial para participarem 

na regulação da expressão do gene nIfA de ü. seroped i cae 

foram ainda identificadas. Em primeiro lugar, uma possível 

seqüência "anaerobox" foi identificada na posição 2288 

(TTCATCAAGGTCAA), localizada portanto após do sítio de 

Início de tradução. Esta estrutura apresenta duas

substituições em relação à seqüência consenso (192)

TTGATNíiNNATCAA (figura 30).

Em segundo lugar, precedendo em 49 pb o sítio de

ligação para a proteína NifA no promotor do gene nifA de ü.

s e r o o e d I c a e . foi encontrada a seqüência AATCAATGGGATA 

(posição 1205) (figura 30), que difere em apenas um 

nucleotídeo da seqüência consenso do fator de Integração do 

hospedeiro (IHF) W A T C A A N N N N T T R , onde W = A,T; R = A ou G 

(41 ) .
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3.13. A SEQÜÊNCIA DO GENE n I fB de Jü. seroped I cae

A cerca de 300 bp da porçSo C-termlnal do gene n I f A . a 

região N-terminal de uma outra ORE foi Identificada. Uma 

seqüência pentamérlca, predita como sítio de ligação ao 

rlbosomo, seqüência Sh i ne-Da l g a m o  (2*15), precede em sete 

nucleotídeos o suposto codon de início de tradução (A U G , na 

posição 1515) (figura 21). A seqüência de amlnoácidos 

deduzida da seqüência de nucleotí de os  desta região 

compreende os primeiros 163 amlnoácidos da proteína, 

iniciando na posição 35*17. A presença do gene n l f B ou n i f L 

nesta região do plasmídeo pEMSlOI já havia sido indicada 

pelos estudos de hlbridlzação (figura 13, 1*1 e 15). A

comparação desta seqüência parcial de amlnoácidos com a 

seqüência da proteína NlfB de £. i anon Icum (196) e A-

v I ne I and l l (1*»1) mostrou uma extensa homologia (figura 31). 

Cerca de 68% e 66% dos resíduos de amlnoácidos da porção 

N-termlnal da proteína NlfB de ü. seroped i cae são idênticos 

aqueles da mesma região de NifB de fi. ianonicum e A-

vi n e l a n d i l . respectivamente. Entretanto o grau de homologia 

,aí para 57% quando comparada com a região N-termlnai da 

proteína NlfB de K- pneumon i a e . Um grupo de resíduos de 

clsteína (cys-Xg-cys-Xg-cys-Xg-cys), característico de 

proteínas NlfB e multo semelhante aos grupos de cisteína 

presentes em proteínas que ligam metal (35), foi 

identificado entre os resíduos 80 e 9*1. Aproximadamente 90% 

dos 20 resíduos de aminoácidos situados de cada lado deste



grupamento sSo id enticamente conservados em todas as três 

proteínas (figura 31). Estes resultados Indicam que esta ORE 

contígua ao gene nlffl corresponde ao gene nlfB de ti.

ae.r.M,eflicj-fi..

A análise da região promotora do gene nlfB de ti-

seropedIcae revelou est ruturas característi cas de genes nIf 

encontradas em outros organismos. Um promotor -23/-12

(TJ2J5.CACGGTTTTGÍLG.T, na posição 3382) está localizado a 50 pb 

do sítio de início de tradução. Além disto, foram 

identificados dois sítios de ligação para a proteína NifA, 

precedendo em 55 bp ( T G T C 6 T G T T C A T G A C A , na posição 3370) e 97 

bp (TGTCGCTATCCTCAGA. na posição 3*111) o promotor “23/~12 

(figura 29).

3.13. IDENTIFICAÇÃO DE UMA ORF POTENCIAL PR ECENDEDO 0 GENE 

JLL1A

Uma outra possível ORF fol identificada precedendo os 

genes nlfA e n l f B . Vários métodos de identificação de região 

codlficadora sugerem que essa região provavelment e codifica 

para uma proteína (figuras 22, 23 e 23). 0 método de uso

preferencial de codons, utilizando uma tabela de codons 

obtida a partir dos genes nlfA e nIfB de ti- seroped I c a e . 

sugere que essa nova ORF seja transcrita em sentido oposto 

ao dos dois primeiros genes. Além disto, a percentagem de (G 

+ C) nas posiçães 1, 2 e 3 dos codons do possível transcrito 

é bastante similar àquela dos genes n i f A e n I f.B ou àquela
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calculada (tabela 10). A seqüência de amlnoácldos parcial 

obtida a partir dessa ORF potencial não apresenta alta 

homologia com a proteína NlfF de J£. pneumon l ae ou A- 

v I neI a n d l l . A comparação dos produtos de tradução desta 

região nas seis fases de leitura com o banco de dados de 

seqüências não revelou nenhuma proteína com grau 

significativo de homologia.
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3.15. CONSTRUÇÃO DE FUSÕES n l f A : : lacZ

Fusões de promotores com o gene da /?-ga l actos I dase 

constituem um meio fácil e cômodo de estudo da regulação da 

expressão gênlca. Isto ocorre principalmente porque a 

/3-ga I actos I dase é uma enzima estável e sua atividade pode 

ser facilmente determinada. Além disto, uma gama de vetores 

tem sido engendrados, pe rm itindo a co ns trução de fusões 

traduclonais nas três fases de leitura usando diversas 

enzimas de restrição. Recentem en te  for am  construídos 

transposons baseados no T n £  que permitem a construção de 

fusões Iac2  tra ns ericionais por recombinação " in vivo" 

(247). O transposon Tnjã-B21 (figura 32) contém o gene da 

^3-ga I actos I d a d e , sem seu promotor, precedido de um sítio de 

ligação em ribossomo e sinal de parada de tradução nas três 

fases de leitura (247). Assim a inserção deste transposon na 

região codlflcadora de um gene qualquer e na orientação 

correta permite que a transcrição do gene IacZ seja 

controlada pelo promotor daquele gene (247).



0 fragmento Hlnd lll/Bam Hl de 8,3 kb foi Isolado do 

plasmídeo PEMS101 e clonado no vetor PSUP202 (246) digerido 

com Hlnd III/Bam Hl. O plasmídeo resultante, PEMS108, foi 

transferido para f.. col I S-17.1 e mutagenlzado com 

X : : T n f L - B 2 1  como descrito em Material e Métodos. Noventa e 

seis pl asmídeos recomblnantes PEMS108::Tn5~B2l foram 

Isolados e ma peados para a de te rminação do ponto de Inserção 

do transposon. Dois destes plasmídeos, PEMS109 e pEMSIIO, 

continham o transposon Tn£-B21 inseridos no gene nIfA e no 

gene n i f B . respectivamente, e na direção de transcrição 

destes genes (figura 33). O ponto de inserção e a direção do 

transposon foram determinados por eletrofo re se  em gel de 

agarose após digestão com SaI l/Bam Hl e com Hlnd IlI/Bam H. 

O plasmídeo p E M S 109 foi utilizado para estudos de regulação 

da expressão do gene n l f A .

A partir desta fusão Inicial duas outras construções 

foram feitas utilizando como vetor o plasmídeo PBR322. 0

plasmídeo p E M S 109 foi digerido com as enzimas de restrição 

Pst I /Xho I e um fragmento de a p r o ximadament e 6,5 kb foi 

purificado em gel de agarose de baixo ponto de fusão. Este 

fragmento, que continha o gene da /?-ga 5 actos I dase inserido 

na região codlflcadora do gene nIfA e toda a sua região 

regulatória, foi clonado no plasmídeo pBR322 digerido com 

Eco RI /Pst I. 0 plasmídeo resultante ( p E M S m )  foi digerido 

com Nsl I/Pst l e, a seguir, as pontas ligadas e a mistura 

de reação usada para transformar £.. co I l MC1061, produzindo 

o plasmídeo PEMS112 (figura 3*1). O plasmídeo PEMS112 não 

possui o promotor -2*1/-12 ativado por NtrC e nem o sítio de
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ligação para a proteína NifA. Nestes dois plasmídeos 

derivados a fusão nIfA = : IacZ é transcrita em sentido 

contrério ao do gene de resistência è ampicillna do vetor 

PBR322, evitando assim uma possível Interferênica do

promotor deste gene sobre a expressão do gene nlfA de ü.

seroped I c a e . As diversas fusões n I f A : 1 acZ construídas estão 

relacionadas na tabela 8.

3.16. REGUL AÇÃ O DA EXPRESSÃO DO GENE nIfA DE ü. seropedlcae

O plasmídeo pEMSIOS (H sn l f A : : I a c Z ) foi Introduzido por 

transformação nas seguintes estirpes de f.. co I I : ET80D0

(selvagem), ET8045 ( roo N~) e ET8556 (nt rC~ ) . Os

transformantes contendo o plasmídeo PEMS109 foram crescidas 

<18-20 horas) em melo mínimo suplemen ta do  com 20 mM de NH^CI 

ou 200 /jg/ml de serlna como fonte de nitrogênio repressora e 

não repressora, respectivamente, e ensaiados para a 

atividade de ^3-gaIactosIdase (tabela S). Em condições não

repressoras os níveis de /3-ga l actos l dase na estirpe ntrC*

(E T 8 0 0 0 ) foram vezes superioras  àqueles em condições 

repressoras, enquanto nas estirpes r,trC (ET8556) e rpoN

(80*15) os níveis foram semelhant es  nas duas condições 

(tabela 9). A presença do plasmídeo pMM14 <í)1e,GC de 

o n e u m o n I a e ) provoca um aumento dos níveis de /3-gaIactosIdase 

nas estirpes selv ag em  e ntrG , mas não na estirpe rp o N . 

Estes resultados Indicam que, em £. coI I , a expressão do 

gene n i f A de ü. seroped I cae requer o produto do gene i .p, M  e

135



é ativada, embora fracamente, por NtrC.

Os plasmídeos p E M S m  e PEMS112 também foram utilizados 

para estudar a regulação da expressão do gene nIfa de 

s e r o p e d I c a e . Estes plasmídeos foram Introduzidos em f.. col l 

ET8000 e ET8556 e a atividade de /?-gaI ac tosidase determinada 

em condições de repressão e não repressão. Os resultados 

mostrados na tabela 3 evidenci am  novamente a Importância do 

produto do gene ntrC para a expressão do gene ii I f A de ü. 

s e r o p e d l c a e . uma vez que o plasmídeo pEMS112, que não possui 

o sítio de ligação para NtrC, não é ativado na estirpe 

ntrC* . Por outro lado, a expressão do gene nIfA parece 

Insensível ao produto do gene n I f A de Ji. pneumon! a e . 

produzido constitut iv ãmente  a partir do promotor tet do 

plasmídeo pMC71A (tabela S).

3.17. MAPEAMENTO DE TRANSCRITOS  CO NTENDO 0 GENE nifA DE ü- 

seropedIcae

O mapeamento de tr anscritos contendo seqüências do gene 

n i fA foi feito por hlbrldização D N A / R N A . Um fragmento 

Interno do gene n i f A de ü. o e r o ped l c a e . o fragmento S_8_L 

l/fiai II de 0,« kb do plasmídeo P E M S 3 0 0 , foi hlbrldlzado com 

RNA total de A. brasi Iense estirpe FPIO e A- P r S S U £ .n&£ 

estirpe FPIO <pEMS107>. Estas estirpes foram crescidas em 

condições de desrepressão e de repressão para a nitrogenase. 

Um sinal radlográflco correspo nd en te a um transcrito de 1,8 

kb foi identificado na amostra de RNA da estirpe FPIO
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(p E M S 107) em condição de d e s r e p r e s s â o , mas não na de F P 1 0 em 

condição de desrepressâo ou FP l0 (p EM Sl 07 ) em condição de 

repressão (figura 35). Este dado, embora preliminar, sugere 

que o gene nlfA de ti. serooedIcae seja m o n ocIstrônIco e 

transcrito a partir de seu próprio promotor.

3.18. CONTEÚDO  (6 + C ) DA REGIÍO SEQUENC i ADA DO GENOMA DE h -  

seroped l cae

0 conteúdo (G + C) da região se quenciada foi de 60%. 

Este valor está próximo, mas é inferior, ao conteúdo <G + C) 

relatado para o genoma total de ti- s e r o o e d 1cae que foi 

estlmado em 67% (7).

A frequência de utilização (G + C) na primeira, segunda 

e terceira posição do codon foi calculada (tabela 10) a 

partir do prováveis produtos de tradução dos genes n I fA e 

n I f B . 0 conteúdo (G + C) na terceira posição dos codons 

utilizados nos genes nlfA e nif ti de ti- se ropedIcae é alto 

(7-1%), porém não tão altos como aqueles reportados para A ­

bras i i ense (19), e reflele o seu conteúdo (G +C) global, 

sendo ligeiramente superioí* aqueles esperados (14).

3.19. USO DE CODONS NOS GENES J) I f.A E n I fB DE ti- S e r O P O d .!

A prefe rê nci a de uso de codon de ti- serooed l cae 

calculada a partir das seqüências dos genes n i fA e nIfB (705
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codons) é bastante diferente daquela de £. coIJ (tabela 11). 

Diferenças sign if ica ti vas ocorrem também no uso de codons 

nos genes nIfA e nIfB de ü. seropedIcae e o uso de codons de

A. brasllense (tabela 11).
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1 3 9

F I G U R A  5  “  E S Q U E M A  D E  C O N S T R U Ç l O  D O  B A N C O  D E  G E N E S  D E  £1-

s e r o o e d I c a e

DNA de 1J. seroped l cae

dlgestôo parcial com Sal l e 

gradiente de sacarose (10-^0%)

Fragmentos de 15-32 kb PVK102 digerido

em pa cotamento " l n vltro" 

em partículas de fago X

infecçSo de £. coII HB101 

com a mistura de empa co ta me nt o

Seleção para f.. co II HB101 

K m R T c S



1 4 0

F I G U R A  6  -  P E R F I L  E  L E T R 0 F 0 R É T I  C O  D E  C L O N E S  0 0  B A N C O  D E  G E N E S

D F  Ü .  s e r o p e d I c a e

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

Os plasmídeos de alguns clones do tsanco de genes foram 
isolados <2.11.2.1.) e eIetroforisatíos em gel de agarose 
0,7% <2.9.).

1-8 PVK102: :HsDNA
9 PVK102 <23 kb)
10 p A 0 4 4 1 <43 kb)
11 PRK2013 <48 kb)
12 R68.45 (60 kb)



FIGURA 7 - PERFIL ELETROFORÉTI CO DE CLONES DO BANCO DE GENES 

DE ü- seropedIcae DIGERIDOS COM sal I
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 2

Os plasmídeos de alguns clones do banco 
Isolados (2.11.2.1.), digeridos com Sal I e 
em gel de agarose 0,7% (2.9.).

I DNA do fago lambda Intacto
2-9 pVK102::HsDNA digerido com SaI I
10 pVK102 digerido com S a ) I
II DNA do fago X digerido com HInd III
12 DNA do fago X digerido com Sa I I

1

de genes foram 
eletroforisados



1 4 2

F I G U R A  8  -  P E R F I L  E L E T R O F O R É T I C O  D O S  T R A N S C O N J U G A N T E S  D E  A ­

b r a s  l I e n s e  F P 1 0 N I F *

1 2 3 4 5 6 7 8

w m *  - - * Bü#

Os plasmídeos foram Isolados como descrito em Materiais 
e Métodos <2.11.2.E.), e eletroforIsados em gel de agarose 
0,7% (2.S ).

1 p V K 102
2 FP2
3 FP10
4 FP10.9
5 FP10.29
6 FP10.31
7 FP10
8 FP2



1 « 3

F I G U R A  9 -  P E R F I L  E L E T R O F O R É T I  C O  D O S  T R A N S C O N J U G A N T E S  F P 1 0 . 9

E  F P 1 0 . 9 ( R 6 8 . 4 5 )

1 2 3 4 5

Os plasmídeos foram Isolados como descrito em Materials 
e Métodos (2.11.2.2.) e eIetroforisados em gel de acarose 
0,7% (2.9.).

1- FP10
2- FP10.9
3- F P 1 0 . 9 (R 6 8 .3 5 ) 
3- R68.35
5 -  p V K I 0 2



FIGURA 10 “ MAPA 0E RESTRIÇÍO OOS PLA SM ÍD EO S pEMSl E pEMSIOI

1««

pEMSl

X V í S S S B a S X  Ba S

Vkb*

c t  c cpEWSOi <--- w-
8 P t 8 P EB 8BE C P C fto

Os mapas de restrição dos plasmfdeos pEMSl e PEMS101 
foram elaborados como de scrito em Mate rials e Métodos 
<2.22.>. O plasmídeo PEMS101 foi construído a partir do 
pEMSl pela deleçlo do fragmento âsüfl Hl (indicada pelas 
linhas pontilhadas). As enzimas de restrição indicadas são: 
Ba, BamH I ; B, fioj. II; C, ÍLLâ I; E , gsuk RI; H, J±LüÉ M l ;  P. 
Pst I; S , SaI I e X , Xhc I. Não foi enco nt ra do  sítio para a 
enzima Hlnd ill no Inserto do plasmídeo pEMSl ou sítio para 
a enzima Kon l no Inserto do plasmídeo pEMSIOI.



FIGURA 11 - PL AS MÍDEOS DERIVADOS DO PLASMÍDEO pEMSI
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pEMSI

i— I 
l kb

pEMS I0 4 TT — ------------------------------------- 1
BC S

S BS

n if A

Nif
in FP IO

r~— t t "  ---------- ---------------------- -— —  — “T ”— - ——-n—  ------ — ~ r — - T - n
s BS S BC S CS S

pEMS 102

pEMS 103 r ----------------
S CS

pEMS 105 ,----------------- - j —  1 —
S CS S

p E M S I O I  j i11     i . , ,  ... „ i.  -f>
TI------------1
CS s

p E M S 106 /pEMS 107 r --------------- ■--------— -------,---------->----------- ,
c S C

I kb

os plasmídeos pEMSioe, p e m s i o 3 e p e m s i o 4 foram 
construídos digerindo o plasmídeo pEMSI com SaI l seguido de 
ligação e tra nsformação em £. c o M  DH5. 0 plasmídeo pEMSIOS 
foi obtido por hidróllse parcial do pEMSI com £jJL I e,
novamente tratamento com T4-DNA llgase e tr an sformação em £. 
coIi D H 5 . 0 plasmídeo pEMSIOI é derivado do pEMSI por
deleção do fragmento Interno B a r„ Hl de 21 kb e os plasmídeos 
PEMS106 e p E M S 107 foram construídos ligando o fragmento £ l â  
1 de 5,2 kb do pEMSIOI no sítio U _ â  I do pVK102. 0 vetor de
todos as construções é o plasmídeo pVK102. B, ELam Hl ; C, XLLâ
I e I•



F I G U R A  1 2 - ESQUEMA DOS F R AGMENTOS DE DNA CONTENDO O GENE 

nifA DE J£. pneumon I ae UTILIZADOS NOS

EXPERIMENTOS DE H I B R I D I Z A Ç l O

14B

jcçt p te t n ifL  m f A mfB
J  J  - r *  {-------- >1 "" ~> l---------[ p M C T IA

S S S

nif L M A  mf B
d -„._ .— j t j r z z n  s o n d a  a

m fL  A mfB
p .j l x z q  s o n d a  b
S Sm

n»f A
O L I  1  SONDA C
N N

Os fragmentos de DNA foram  obtidos do plasmídeo PMC71A. 
As enzimas de restrição são: S, Se I I; Sm, Sma I e N, ü l u . I.



1 4 7

F I G U R A  1 3  -  H I B R I D I Z A C 1 0  D O  P L A S M Í D E O  p E M S I  E  p E M S 1 0 1  C O M  0

F R A G M E N T O  £ _ â l  I D O  P L A S M Í D E O  p M C 7 1 A

A B

1 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7

_ ■ * — . \
7.1-

V ,  •

5.1-
H.

1 1 
1

2 .0-
* *  , 11

t

1 .0 -

0 .5 -

Os plasmídeos pEMSI e PEMS101 foram digeridos com 
enzimas de restrição, eIetrofor I sados em gel de agarose 0,9% 
(E.S.) e hlbrldlzatíos em condições d" baixa estringência 
(E.E8.E.) com o fragmento Sa I I do pl&St.iídeo pMC71A marcado 
com 32 P (E.24. E. ) .

A. Perfil eletroforétlco de fragmentos de restrição:
1- 1kb l adde r
E -  pEMS1 digerido com SaI I
3- pEMSIOI digerido com Sal I
4- pEMSIOI digerido com Eco Rl
5- pEMSIOI digerido com Pst I
6- pEMSIOI digerido com M i  II
7- pEMSIOI digerido com Pst I / B o i  ll

B. AutoradIografI a da hlbridizaçfio de A  com a sonda A 
marcada com fósforo radioativo.



1 4 8

F I G U R A  1 4  -  H I  B R  I D I Z A Ç X O  D O  P L A S M Í D E O  p E M S I  E  p E M S I O I  C O M  O

F R A G M E N T O  £ â l  í / S m a  I D O  P L A S M Í D E O  P M C 7 1 A

Os plasmídeos pEMSI e pEMSIOI foram digeridos com 
enzimas de restrlçSo, eIetroforIsados em gel de agarose 0,9% 
<2.9.) e hibridizados em condiçCes de b a »- a estringência 
(2.28.2.) com o fragmento Sal l/Sma l do piasmídeo PMC71A 
marcado com P (2.24.2.).

A. Perfil eletroforétlco de fragmentos de restrlçSo:
1- 1 kb ladder
2- pEMSI digerido com SaI I
3- pEMSIOI digerido com Sal I
4- pEMSIOI digerido com Eco Rl
5- pEMS101 digerido com Pst I
6- pEMSIOI digerido com fLal II
7- pEMS 101 digerido com £ jl1 l/Bol ll

B. AutoradIografI a da hibrldização de A  com a sonda B 
marcada com fósforo radioativo.



1 4 9

F I G U R A  1 5  -  H I  B R  I D I Z A Ç l O  D O  P L A S M Í D E O  p E M S l  E  p E M S I O I  C O M  O

F R A G M E N T O  Ü U i  I D O  P L A S M Í D E O  P M C 7 1 A

A B

1 2 3 4 5 6 7  2 3 4 5 6 7

7.1­

5.1.

2.0-

10-

0 5 -

Os plasmídeos pEMSl e pEMSIOI foram digeridos com 
enzimas de restrlçSo, eIetroforIsados em gel de agarose 0,9% 
(2.9.) e hibrldizados em condições de baixa estrlngência 
(2.28_.2.) com o fragmento Nru I do plasmídeo pMC71A marcado 
com 32 P (2.24.2.).

A. Perfil e I etrof orét I co de fragmentos de restrição:
1- 1 kb ladder
2- pEMSl digerido com Se I I
3- pEMSIOI digerido com Sal I
4- pEMS101 digerido com Eco Rl
5- pEMSIOI digerido com Pst l
6- pEMS101 digerido com BgI II
7- pEMS101 digerido com Pst I/Bd I II

B. AutoratíIografI a da hlbrldização de A  com a sonda C 
marcada com fósforo radioativo.



1 5 0

FIGURA 16 - HI BR I D IZAÇ í 0 DO DNA CROMOSOMAL DE ü. seropedlcae 

COM 0 GENE nIfA DE J£.

DNA total de JN. sero pedlcae •">1 digerido com enílmas de 
restrição, eIetroforIsatíos em gel «e agarose 0,8% (E.S.) e o 
fragmentos foram hIbrid Izatios em condições tíe baixa 
estrlngêncla ( S . S B . S . )  com o frojrriento Nru I plasmídeo 
PMC71A marcado c o m s^P (e.24.2.).

A. Perfil eIetroforétlco tíe fragmentos de restrição: 
1 - 1  kb Ietíder

S~  DNA digerido com SaI I
3- DNA digerido com Eco RI

B. Autoradiografia da hibrid IzaçSo tíe A com a sonda C 
marca do fósforo radioativo.



FIGURA 17 - HI BR ID IZAÇIO DO DNA CROMOSOMAL DE ü. seropedlcse

COM OS GENES H l f j l M  DE £. _l eguml nosarum bv.

pfíascoII

1 5 1

DNA cromosomal uü Jj. se rope d 1cae foi digerido com JLtíL 
RI, eIetroforisado (2.9.) e os fragmentos foram hlbrldlzatíos 
(2.28.3.) com o fragmtiito E c q  RI de 4,1 kb do piasmídeo 
PCQ12 marcado com tíUTP-tíigoxIgenina (2.24.3.).

1 DNA de ü. s e r o o edIcae digerido com Eco RI.
2 Hlbrldlzação de 1 com os genes n I f HDK de £•

I eguml nosarum bv JF h a seaJJ. marcado com
dUTP-d i goxIgen i n a .



FIGURA 18 - PERFIL ELETROFORÉTI CO DOS PLASMÍDEOS DERIVADOS

DO PEMS300

1 5 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17

Os plasmídeos foram isolados (2.11.2.1.) de £. 
71-18, digerido* com as enzimas Hl rid l I I /Sac 
e I etroforIsados em gel de agarose 1,OV (2.9.).

1 1 kb ledder
2 PEMS300 digerido com Hi nd I I I /Sac I
3-16 derivados por deleçâo de pEMS300 digeridos

Hl nd I I l /Sac I 
17 1 kb ladtíer

.CPJLL 
I e

com



FIGURA 19 - PERFIL ELETROFORÉTI CO DE DNA DE FITA SIMPLES DO 

PLASMÍDEO PEMS301 E SEUS DERIVADOS

1 5 3

DNA d e flta simples foi isolado f.. jLíÜJ. 71-18 
co-lnfectada com o f->go MK07 (2.34.). Da esquerda para a 
direita estSo o plasmídeo PEMS3D1 e seus derivados por 
deleção, por ordem de tamanho.



FIGURA 20 - S0BRE P0SIÇI0 DOS FRAGMENTOS SEQUENCIADO S EM 

AMBOS OS SENTIDOS

154

. "l3000
- j -

eooo 4000

Os traços horizontais indicam a extensão da seqüência 
obtida para cada clone e as setas o sentido de leitura. A 
linha central representa toda a região sequenciada e a 
posição dos nucleotídeos.
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FIGURA 21 " SEQ ÜÊ NC IA  DE NUCLEOT f DEOS DA REGIÍO DO GENE nIfA 

DE ti. seropedlcae

C GAATTCCATCCGG C C G T T G C T G A G C A G G T C C A 6 C G T G GC G A C G T C C T C G G C A A C C C G C A
10 20 30 «0 50 60

AGGGATCATTGAGC G C C A G C A A C G A A G C G C C C G T A C C G AG G C G G A T G C G C G A A G T G C G T G
70 80 90 100 110 120

C G G C G A T C T G G G CC A G C A G C A C C A T C A A G G C G C T G C C G AT G G C G A A G C T G C T G T A A T G G T
130 1-10 150 160 170 180

GCTCGGCG A C C C AG A C A T C G T G A T A G C C C A G G G C C T C T GC C A C G A C G G C A T G A T C G A C G G
190 200 210 220 230 2-10

T C T G C A A C A G C G CA T C G C G T G C G T T G C C A T G G G G A T T T TC G A C A T T G A G G A A G A C G C C G T
250

310

260

320

270 280

330 340

290
<---

300

AGCGTTGCGGGTAATCCGGCATGGCAGGTTCACGGGAAAAAGAGTTGGACATCGCTCAGA
350 360

C C G G C C G C A T C A AG A A A C A G A T G C G G G G A T G C G A T G C C GG A T G G C G C A G G T C A T G A T T C G  
370 380 390 400 410 420

G A T C T T C C C G A T GG C C G G A T C A G A T C C G C T A T C G G C G G CA G C A T G T C G G T G G C G G G C G A G  
430 440 450 460 470 480

TGGAACCAGCTGCGTACCAGCTCf.TAGGGGTAGCGCCGCGGCGGTTCGACGCGGGCATGA 
490 500 510 520 530 540

C G T A C C A G C A G A TG A A T C G A C A A G G G T T C G G C C C A G G C CC A G A A G T C G G C C C G C A G C G C G  
550 560 570 580 590 600

G G C G G A A A C C G A TA T C G T C A A A G G T A T G C C A A A G C T G T AC G A G C C A C A G T T C G C G C G C A G  
610 620 630 640 650 660

C T T C G T C C A A T A G C A A C G G C A A G C w t G C G C C C G C T T G C AG A T G G G C A T G G C G T T G G C T G T  
670 680 690 700 710 720

A G T A G A G C G G A C CG C G G C A T G A C T C C A C C A C G A A G T C G GC G A T G C G C G A G C T G A C G C A A T  
730 740 750 760 770 780

C A A A A C A A T T G T GC G A A C G T G C G A A C A G C G G G G A A T 6 G CG C A G G C G C G G C A T A T G A T G C A  
790 800 810 820 830 840

G C A C C A G T T T G C GC A A G C C G G A T T C A T C A C A C A G C G C C AG C A A C C G G T G C G C C 6 T T G A G G  
850 860 870 880 890 SOO

TAA TT GT GG CGG CTCA CAT A T C A C C T G T T T G C G T G C C G C G C G C C A T C G C C G G G G C G G CG A  
S10 920 930 940 950 960
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Ntrc blndlng
C C G 6 C C A G T T C A 6G G T C A G A T A A C A T G C C T G G G A G C A G GG C G C C C A 6C AC GCACGT6GTG  

970

1090

980

1100 1110 1120

1010 1020990 1000
s i te
C A C C G G G T T C G G AA G T C G A A G G C A C A T T C A T A G T G G G C GA T G G T G G A T G T T G G A G G T C T G  
”  1030 1040 1050 1060 1070 1080

- 2 4 / - 1 2  promoter 
T A T A T C T C G C T A CA T A A C G C T G G C T G G G C T A C C G G C T T GC T C T G C T T T G T C G T T T C G C T T

1130 11-^0

GGCC G G T G A G C G GC C G A T G C A G G T A T G A A T A G C C A A A A CC A T G C C A T A C A A T A T T T T T C T
1150

1270

1160

1220

1280

1170 1180 1190 1200
N if A bln-

T TTA AAT CA ATG GGAT A G C G A C G A T T T C T G A T T G C T G C G C C A G T G G C G A T G A T T G T C GTA
1230 12-10 "1250 12601210 

d I ng 8 I te
AATC C G A C A A A G AC G A C A C C G T T G T C G C C A A C C C G C C A AG G C G A C A T C G A G G A A A G C C G G

1290 1300 1310 1320
-24/-12 promoter

C A T T G T G T G G G G T T G C T T G G C G A G A T C G A T T C A T G C A T CT G C T T G G G C A T G A A G T T T G CT 
1330 1340 1350 1360 T 3 7 Ò  1380

TGACCAGCAAGGTAAC T ATTCGGTAA T T A CA C G G C G C T T T T T C T G C C G T T T T T C A GG A T C
1390 1400 1410 1420 1430 1440

T C G G A T C T C A C G AC A G A G T A G C A A G G C G G G T T C T A G C G CT C T C A G G C A G C G C A T G G G G T T
1450

1510

1460 
S.D.

1520

1470 
M A T

148D 
I L

1530 1540

1490 1500

CCAGT AT TC AC GTT A G G A G A G T C A G A TG G C C A C T A T T C T C G A C G A C C G G A G T GT G A A T T T
1550 1560

A G A A C T C G T A A C GA T T T A C G A G A T C A G C A A G A T A T T G G GT T C A T C G C T G G A T C T A T C C A A
1570 1580 1590 1600 1610 1620

G A C C T T G C G C G A A G T C C T C A A C G T C C T C T C C G C C C A C C TG G A A A G G A A A C G G G T A T T G C T
1630 1640 1650 1660 1670 1680

G A G T C T G A T G C A G G A C T C C G G T G A A T T G C A A C T G G T C A GC G C C A T C G G C C T G A G T T A C G A
1690 1700 1710 1720 1730 1740

A G A A T T C C A G A G T G G C A G A T A C C G G G T C G G C G A G G G C A TC A C C G G C A A G A T C T T G C A G A C
1750 1760 1770 1780 1790 1800

G G A A A C T C G C A T C G T G G T G C G C G A C T T G G C C C A G G A G C CG C T G T T C C T G G C T C G G A G C A G
1810 1820 1830 1840 1850 1860

C C C G C G C C A G T C G C A A G A C G G G G A A G T C A T T T C C T T T G TG G G C G T G C C G A T C A A G G C T G C
1870 1880 1890 1900 910 1920

C C G T G A A A T G C T G G G T G T G T T G T G C G T T T T T C G G G A T G GA C A A T C G C C C T C G C G T A G T G T
1930 1940 1950 1960 1970 1980

C G A C C A T G A G G T G C G C C T G C T G A C C A T G G T G G C C A A C C TG A T C G G A C A A A C C G T G C G G C T  
1990 2000 2010 2020 2030 2040

G T A T C G C A G C G T A G C G G C C G A G C G C C A G C A G C T G C A A G AG G A A A A G C G C C A G C T G T C C C G 
2050 2060 2070 2080 2090 2100
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GC AACTCCAGGGCAAGTACAAGCTCGAT A A C G T A A T C G GC A T T T C C A A G G C G A T G C t G G A
e i  1 0 2120 2130 21*10 2150 2160

AGTGTTCGCGCAGGTACACCAGTCCGCG C C C T C G G G G T CG A C C A T G C T G T T G C G C G 6 C G A
2170 2180 2190 2200 2210 2220

G A G C G G C A C C G G CAAGGAAGTCATCGCGCGCGCCATGCATT ACCTCAGTCCGCGCAAGGA
2230 22*10 2250 2260 2270 2280

TGGGCCATTCATCAAGGTCAACT G T G C G G C C T T G T C G G AA A C G T T G C T G G A A T C C G S A T T
2290 2300 2310 2320 2330 2330

GTTTGGCCAGGAGAAGGGGGCCTTCACCGGGGCCGAGGGTGAACGCAAGGGGCGTTTCGA
2350 2360 2370 2380 2390 2300

ACTCGCCCATGGCGGCACCTTGTTCCTCGACGAGATCGGCGAGATCTCGCCGGCCTTCCA
2310 2320 2330 2330 2350 2360

GGCCAAGGTGCTGCGGGTATTGCAGGAGCGTGAATTCGAGCGGGTCGGTGGGTCGCGTTC 
2370 2380 2390 2500 2510 2520

GATCAAGGTGGACGTGCGTCTGGTCACCGCCACCAACCGCGACCTGGAGAAGGCCGTGGC 
2530 2530 2550 2560 2570 2580

CAAGGGCGAGTTGCGGGGCGACCTGTATTACCGTATCAATGTGGTCAGCATCTTCATTCC 
2590 2600 2610 2620 2630 2630

TCCGCTGCGCGAACGGGGGGAGGATATTCCCTATCTGGTGGAACACTTCCTGGAAAAATT 
2650 2660 2670 2680 2690 2700

CCGTGTGGAGAACCAGGGCGCCATGGTGGCCATGTCACCGCAGGCGATGAAGGTCATGAT 
2710 2720 2730 2730 2750 2760

GAATTGCT ACTGGbCGGGGAATGTAGGGGAACTGGAAAATTGTGTGGAGCGTACTGGGAC 
2770 2780 2790 2800 2810 2820

CATGATGCGCGGCGATCTGATCACCGAGGTGCATTTCTCCTGTCAGCAGAACAAATSCCT 
2830 2830 2850 2860 2870 2880

GACCAAGGTCTT6CATGAACCCGGCGAGCAGCAACCGGTCGTGGTGGTGCGGCTGGAGCG
2890 2900 2910 2920 2930 2930

CATATCCGCGCCATACGGCGCCATCTTCGCCGAGTGGGATGGCCAAGGAGAAGCCASTGG
2950 2960 2970 2980 2990 3000

CGCCGCGCCCCCGACCTCCGAACGCGAACGTCTTATCTGGGCCATGGAGCAATGTGGCTG
3010 3020 3030 3030 3050 3060

GGTGCAAGCCAAGGCAGCCCGCGCACTCAACATCTCGCCGCGCCAGATGGGCTATGGGCT
3070 3080 3090 3100 3110 3120

GCAGAAATTCAATATCGAGGTCAAGAAGTTCTGAAACTCATCTGCGAGCGTGACGTAAT A
3130 3130 3150 3160 3170 3180

*

CGCTGCCAGATCCAAAGTCTTTTTCTCATTGCCGTCCTCGCCCTGCGCGCGCGGTCTCTT 
3190 3200 3210 3220 3230 3230
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C6GCGTCGCGCCAGCCGGTTGTATTGATGGATTCCCCGGGTCGGCACGTCCTCGCATTCT
3250 3260 3270 3280 3290 3300

C C T T C T C C T T C T CC A C T G CGTCAGGCTCATTGCGGCGCGCTCAATTGCAGGCGCCGGCCC
3310 3320 3330

NifA blndlng site
3330 3350 3360

NifA bin-
GTGCTGCATTGTCGTGTTCATGACAAGCGCCACCCAGAATGTATCGCCGATTGTGGGTAT

33903360 3300 3310 33203370 
d i ng s i te
GCT CA CA TC GCCGT ACGACGCAATTCTCCGCT ATGTCATT6AATTGATTGATT ATTTTGT

33803330 3330
-23/-12 promoter

3350 3360 3370
S.D

C T G G C A C G G T T T TG G G T A T G T C C T CAGGAGAAGGCCCAGGCATCACTTTCCTGAAAGGGA
35303380 

M 0
3500 
T Q

3510 3520 3530

C T A T C C A T G C A G CC C A C A C A A T A C G T C G G TATCCAGGACATCAAATCGGTAGGCACCTTG
3550 3560 3570 3580 3590 3600

C T G G A C A A G G T A GC C G A A G A C A A A G G C T G TGGCACCAGCAGTGAAGGCGGCAAAGCCAGT
3610 3620 3630 3630 3650 3660

T G C G G T T C A T C C GA T G G T C C C G C C G A C A T GGCGCCCGAGGTTTGGGAAAAGGTCAAGAAC
3670 3680 3690 3700 3710 3720

C A T C C C T G C T A G AG C G A A G A G G C T C A T C A CCACTATGCGCGTATGCACGTGGCGGTGGCA
3730 3730 3750 3760 3770 3780

CCGGCCTGTAACATCCAGTGCAACTAC T G C A A C C G C A A AT A C G A T T G C G G C A A C G A G T C G  
3790 3800 3810 3820 3830 3830

CGTCCAGGGGTGGTCAGCGAAAA G C T C A C G C C C G A A C A AG G G G C C A A G A A G G T C T T T G G G  
3850 3860 3870 3880 3890 3900

GTGGCCTCOACCATTCCGCAGATGACG G T G C T G G G C A T TG C C G G T C C T G G C G A C G C G C T G  
3910 3920 3930 3930 3950 3960

GCCAA7CCGGCCAAGACCTTCAA G A C C T T C G A G C T G A T TT C G C A G A C C G C G C C C G A T A T C  
3970 3980 3990 3000 3010 3020

AAGCTGTSCCTGTCGAC
3030

As seqüências regulatórlas prováveis e sítios 
potenciais de ligação de ribosomos estão sublinhados. 0 
produto de tradução do gene n i fA Inicia na posição 1526 e 
termina na posição 3153, enquanto que a proteína NlfB Inicia 
na posição 3537. Os primeiros cinco aminoécidos de cada 
proteína estão indicados e o codon de parada do gene n I fA 
está assinalado com um asterisco. As barras horizontais 
sobre a seqüência (880-950) indicam possíveis estruturas de 
promotor -23/-12 na direção contrária àquela da transcrição 
do gene nIfA e a seta Indica o primeiro codon e direção de 
transcrição de uma possível 0RF1.



FIGURA 22 - IDENTIFICAÇIO DE POSSÍVEIS REGIÕES CODIFICA DO RA S 

DE PROTEÍNAS PELO MÉTODO DE PREFERÊNCIA 

POSICIONAL DE 6ASES

1 5 9

Os números 1, 2 e 3 re presentam as três fases de
leitura. As ordenadas sâo log<P/(l - P )  onde P é a
probabilidade da região ser codlflcadora. Ao nível de 50% de
probabilidade o programa assinala um ponto na fase de
leitura de mais alta probabilidade. Ainda neste nível é
assinalada a presença de codons de terminação com pequenas
barras verticais. Na abscissa de cada fase de leitura o
programa assinala codons de iniciação com pequenas barras
verticais.



FIGURA 23 - IDENTIFICAÇXO DE POSSÍVEIS REGIÕES CODIFICADORA S 

DE PROTEÍNAS PELO MÉ TODO DE SHEPHERD

160

Os '''■meros 1, 2 e 3 representam as três fases ele 
leitura, a s  ordenadas são I o g <P /<1 ~ P) onde P é a
probabilidade da região ser codIficatíora. Ao nível de 50% de 
probabilidade o programa assinala um ponto na fase de 
leitura de mais alta probabilidade. Ainda neste nível é 
assinalada a presença de codons de terminação com pequenas 
barras verticais. Na abscissa de cada fase de leitura o 
programa assinala codons de iniciação com pequenas barras 
verticais.



FIGURA 24 -  IDENTIFICAÇSO DE POSSÍVEIS REGIÕES CODIFICADORAS 

DE PROTEÍNAS PELO MÉ TO DO  DE USO PREFERENCIAL DE 

CODONS

161

O ,300 2000 3000 4000

Os números 1 , 2 6 3  r e p r esentam as três fases 
tíeleitura. As ordenadas sio I o g ( P / ( 1 ~ P) onde P é a
probabilidade da região ser c o d i f 1c a d o r a . Ao nível de 50% de 
probabilidade o programa assinala um ponto na fase de 
leitura de mais alta probabilidade. Ainda neste nível é 
assinalada a presença de codons de termi na çã o com pequenas 
barras verticais. Na absclssa de cada fase de leitura o 
programa assinala codons de iniciação com pequenas barras 
verticais. A seqüência está disposta em sentido reverso 
daquele do sentido de transcrição do gene n I f A . A tabela de 
uso de codons fol construída a partir dos genes nIfA e n I f B .
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FIGURA 25 ' AL INHAMENTO DAS SEQUÊNC 
PROTEÍNA NlfA DE ü- 
PROTEÍNAS HOMÓLOGAS

AS DE 
seroped

AMINOÁC 
.fi.fi.fi E

DOS DA 
OUTRAS

HsNIfA 
AcNIfA 
RINIfA 
RmNIfA 
KpNIfA 
Consenso

HsNIfA 
AcNIfA 
RINIfA 
RmNIfA 
KpNlfA 
Consenso

k
MATI LDDR----------------------------------   SVNLEL
MTDAFQVRV P R V SS S T A G D I A A S S I T T R G A L P R P G G M P VS M S R G T S P E V A L
Ml K----------
M- K----------
Ml H----------
M ............

------------------------   PEARL
-------------------------------------------QDKRS
-KSDSDTTVRRFDLSQQFT A M O R I S V V L S R A TE A S---
 .

VTIYEISKI 
IGVYEISKI 
Hl LYDISKE 
AEIYSISKA

L G S S L D L S K T L R E V L N V L S A H L E T K R V L L S L M O D S G E L QL V S A I G L S Y E E F O S G-----RY
L T A P R R L E V T L A N V V N V L S S M L Q M R H G M I C I L D S E G D P DM V A T T G W T P E M A G Q I----- RA
L I S S F P L D N L L K A A M N A L V E H L R L R D G G I V I H G S G G E P W- I N V R A  P I G D -----DV
LMAPT RL ETTL NNFVNTLSLILRMRRGGLEIPASEGETK-I T A A T R N S G S P S A A ----- DY
----------K T L Q E V L S V L H N D A F M Q H G M I C L Y D S Q Q E I L S I E A L Q Q TE D Q T L P G S T Q I R Y
............L .*.* * * L .............................* * * ......................

HsNIfA 
AcNIfA 
RINIfA 
RmNIfA 
KpN i f A 
Consenso

HsNIfA 
AcNIfA 
RINIfA 
RmNIfA 
KpNIfA 
Consenso

HsNIfA 
AcNIfA 
RINIfA 
RmNIfA 
KpN i fA 
Consenso

R V G E G I T G K I F Q T E T P I V V R D L A Q E P L F L A R T S P R Q S Q D G E V I S F V G V P I K A A R - E M L G V  
H V P Q K A I D Q I V A T Q M P L V V Q D V T A D P L F A G H E D L F G P P E E A T V S F I G V P I K A D H - H V M G T
R S R S L T I E O A D A I  N R - V  I A S G — E K H F G K N S V --------------------------------------- V L P V K V N R - K A  I GA
T V P K A A I D Q V M T A G R - L V V P D V C N S E L F K D Q I K W R G I  G P T A F I A A A V E V D H - E T G G M
R P G E G L V G T V L A Q G Q S L V L P R V A D D Q R F L D R L S L Y D Y D ----------- L p p | A V P L M G P H S R P I G V
 * *  * *  * * . . . . *  **...*....6.

LCV— F R D G O S P S R S V D HE V R L L T M V A N L I G O T V R L Y R S V 
L SIDRIWDGTARFR - F D E D V R F L T M V A N L V G Q T V R L H K LV
LWIDF A Q K S G  AODESLLAM IAVLIGLTCQRDREL
LWFEC A E E S DYDYEEEVHFLSMÃANLAGRAIRLHRTi
L AAHA M A R O E E R LP A C T — - R F L E T V A N L I Â O T I R L----
t ............ * . . . . * . . . . * L * . . A . L . * . * . * ......

AAEROOLÇ 
ASDRDRLI 
CSDGGSVA 
5RRERTFA 
------- Ml

EEKRQLSRQLQG
AQTHRLEK AL RE
E E -----OQAGQI
EE-----QQEQQN
LPTSAAOAPQOS 
 *.

KYKLDN---------
EKSGAEPEVAEAA 
PKIKPKPHPTQ-- 
SRDEQSQS SAR QR  
PR IERPRACTPSR

- V I G ISKAMQEVFAQVHQSAPSRSTMLLRGESGTGKEVI ARA
N G S A M G I V G D S P LV K R L I A T A Q V V A R S N S T V L L R G E S G TG K E L F A R A 
LDKIDWIVGESPALKRVLATTKI V A A T N S A V L L RGES GTGKECFARA 
L LKN D G I I G E S T AL M T A V D T A K V M A E T N S I V L L R G E T G TG K E C F A K L  
GFGLEplMVGKSPAMRQ I MD I I R Q V S R W DTTVLVRG ESGTGKEL I ANA 
.....* * G . S . . * . . . . * . . * . . * . . . * . * L * R G E * G T G K E .*A**

HsNIfA 
AcNIfA 
RINIfA 
RmNIfA 
KpN I fA 
Consenso

IHYLSPRKDGPFIKVNCAALSETL LESELFGHEKGAFTGAQGERKGRFELAHGGTLFLDE 
IHELSPRKGKPFVKVHCAALPESVLESELFGHEKGAFTGALNMRQGRFELAHGGTLFLDE 
IHALSIRKSKAFIKLNCAALSETVLESELFGHEKGAFTGALLQRAGRFELANGGTLLLDE 
IHQHSTROKKPFIKFNCPALSESLLESELFGHEKGAFTGAIAORVGRFESAHGGTLLLDE 
IHHNSPRAAAAFVKFNCAALPDNLLESELFGHEKGAFTGAVRQRKGRFELADGGTLFLDE 
IH..S.R...*F*K.NC*AL****LESELFGHEKGAFTGA...R .G R F E .A*GGTL*LDE

HsNIfA IGEIS PA FOAK LLRV LOEREFERVGGSRSIKVDVRL
AcNIfA IGEITPA FOAK LLR VLOEGEFERVGGNRTLKVDVRL
RINIfA IGDVSPOFOAKLLRVLQEGEFERLGGTKTLKVDVRV
RmNIfA IGEIP PA FOAKLLRVIOEGEFERVGGTKTLKVDVRL
KpNIfA IGESSASFQ AKLLRIL QE GEM ER VG GD ET LR VN VR I
Consenso IG*.**.FQAKLLR**QE.E*ER*GG*.***V*VR*

V T A T N RDLEKAVAKGEFRADLYYR 
V C A T N KNLEEAVSK GEFRADLYYR 
ICATNK NL EV AV LRGE FR AD LY YR  
IFATNKDL EM AV QNGE FR ED LY YR  
IAATNRHLEEEV RLGHF RE DL YY R 
* . A R T * * L E . * V . .G*FR*DLYYR
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HsNIfA INVVSIFIPPLRERREDIPYLVE H F L E K F R V E N Q R A M V AM S P Q A M K V M M N C Y W P G N V R E L
AcNIfA IHVVPLILPPLRERPGDIPKLAKNFLDR F N K E N K L H M M -L S A P A I D V L R R C Y F P G N V R E L
RINIfA INVVPIILPPLRORDGDISLLAOVFLEQ F N N A N D R N C - DF G P S A I D I L S K C A F P G N V R E L
RmNIfA ISGVPLILPPLRHRDGDIPLLARAFLQR F N E E N G R D l - HF A P S A L D H L S K C K F P G N V R E L
KpNIfA L N V M P I A L P P L R ER O E D I A E L A H F L V R K I A H S O G R T - L RI S D G A I R L L M E Y S W P G N V R E L
Consenso * . . * * * . * P P L R * R . * D I * . L * . . * * . * * . . * * ....... * * . . A * . .*..*.*PGNVREL

+
HSNIfA 
AcNIfA 
RINIfA 
RmNIfA 
KpNIfA 
Consenso

HsNIfA 
AcNIfA 
RINIfA 
RmNIfA 
KpNIfA 
Consenso

E N C V E R T A T M K R G D L I T  
ENCIRRTATLAHDAVIT 
DNCVORTATLASSNTIT 
ENCVRRTATLARSKTIT 
ENCLERSAVISESGLI 
*N C*.R * A * * ..*..I

+ +
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P HDFACDSGQCLSA M L W K G S A P K P V M P H V P P A P T P L T P LS P A P 
SSDFACOODOCSSALLRK A D G D G I G N D A M N - G L N S R D T MS G G L 
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IMDI7MPRL 
... * * * . * .
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FIGURA EB - COMPARAÇÃ O DO DOMÍNIO D  DA PROTEÍNA NifA DE ü.

seropedIcse COM O DE OUTRAS PROTEÍNAS HOMÓLOGAS

1 B-1

139 180
HsN I f A .......................-VIGISKAMQEVFAQVHQSAPSRSTHLIRGESGTGKEVI ARA
ACN I f A .......................G i VGDSPIVKRL 1 AT AO V V ARSNST V L LRGESGTGKEL F AR A
RI NifA .......................Wl VGESPALKRVLATTKI V U T N S A V L  LRGÉSGTGKECFARA
RmNIfA .......................G ! f GESTALMT AV TA KV MA ETNS1VLL RGETGTGKECFAKL
KpNIfA .......................NMVGKS PAKRQ i MD i IRQVSRWDTTVLVRGESGTGKELI ANA
Consenso ........................ * * G . S . . *  *L*RGE*GTGKE . *A**

i______ ____________
SLAI

181 240
HsN i f A IHYLS PRK DG PFIKV-NCAALSÊTLLESELFGHEKGAFTGAQGERKGRFELAHGGTLFLDE
AcN i fA IHELSPRKGKPFVKVNCA A L P E S V L E S E L F G H E K G A F T GA L N M R C b R F E L A H G G T L F L D E
RI NIfA IHALSIRK 5K AFIKLNOAALSETVLESELFGHEKGAFTGALLQRAGRFElANfcPTlLLDE
RmNIf A I H Q H S T R Q K K P FIKFNCPALSESLLESELFGHEKGAFTGA IAQRVCRFE&AN P. LLLDE
KpNIfA IHHNSPR AAAAFVKPNCAAIPDNLLESCLFGHEKGAFTGAVROPKGRFELAD GÍ •LFLDE
Consenso I H . . S . R . . . * F * K . N C * A L * * * * L E S E L F G H E K G A F T G A . . .R.GRFE.A*GGfL*LDE

 I L___________ _____
SLAI I

541 300
HsN i fA IGEISPAFQAKLLRVLQEREFER V G G S R E I K V D V R L V T A7 N R D L E K A V A K G E F R A D L Y Y R  
AcNIfA IGEITPAFQAKLLRVLQEGEFERVGGNR T L K V O V R L V C AT N K N L E E A V S K G E F R A D L Y Y R 
RI NIfA IGDVSP0FQAKLLRVLQE6EFERLGGTK T L K V D V R V I C AT N K N L E V A V L R G E F R A D L Y Y R
RmN i f A I GE I PPAFQAKLLRV' i QÊ6FFERVGG7KTLKV DV RL  I rA7NKDLEKA VQ NGEF RE DL YY R
KpNi fA IGES SA SF QA KL LRIL QEG EK ER VG GD ET LR VN VR I IAATuRHLEEEVRLGHFREDLYYR
Consenso 1G * .**.FOAKLLR**QE.E*Cft*uG*.* * * V * V R x * . A R T * * L E . * V . .G*FR*DLYYR

 I

301 360
HsNIf A I N W S  IF P P LRERREDIPYLVEHFLEKFRVENORA .VAMSPQAMKVMMNCYWPGNVREL
AcN I f A IHVVPL i -.PPLRERPGDI PKLAKNFLDRFNKENKLHHM-LS/ PA I DVLRRCYFPGNVREL
RINIfA INVVPI ILFPLRORDGDISLLAQVFLEOFNNÂNDRNC-DFG' £A I D I LSKCAFPGNVREL
RmN i f A ISGVPL I LPPLRHRDGDI PLLARAFLORFNEENGRDL-HFA'- & A L DHL SKGKFPGNVREL
KpNIfA L N V M P I A L P P L R E R Q E D I A E L A H F L V R K I A H S Q G R T - L R !SDGAIRLLMEYSWPGNVREL
Consenso * . . * * * . * P P L R * R . * D I * . L * . .**.**.. * * ....... * * . . A * . .*.*PGNVREL

361 376
HsNIfA ENGVERTA7MMRGQLI
AcN i fA ENCIRRTATLAHDAVI
RINIfA DNCVQRTATLASSNTI
RmNIfA ENCVRRTATLARSKTI
KpNIfA ENC LE RSA VL SESGL I
Consenso * N C * . R * A * * . . .  I

H s N i f A ,  N i f A  de  ü -  s e r o p e c H c a e . ; A c N i f A ,  N i f A  de  A -  
c a u l  i n o d e n s  ; R I N I f A ;  N i f A  de £ .  J_ê«uí ELlDJJ.? JJLlün & V . SLlS^JS > 
R m N I f A ,  N i f A  de f i .  n e l I l o t t I ; e K p N i f A ,  N i f A  de  K.
p n e umçtn I a e . 0 c r i t é r i o  a d o t a d o  na  d e d u ç ã o  da  s e q ü ê n c i a  de
c o n s e n s o  f o i  a p r e s e n ç a  do mesmo r e s í d u o  de  a m l n o á c i d o ,  na
mesma p o s i ç ã o ,  em t o d a s  a s  c i n c o  p r o t e í n a s .  SLfi i e SLA l i
i n d i c a m  as  r e g i õ e s  I e i l  h o m o l ó g a s  & s í t i o s  de  l i g a ç ã o  de  
n u c  I e o t í d e o s . Os n ú m e r o s  s e  r e f e r e m  à s e q ü ê n c i a  c o n s e n s o .
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FIGURA 27 - COM PARAÇÃO DO DOMÍNIO E  DA PROTEÍNA NlfA DE ü.

seropedI ca e COM O DE OUTRAS PROTEÍNA S HOMÓLOGAS

1 5 10 15 20

HsNIfA E R E R L 1WAMEQCGWV OAKAARA LNIS P RQMG YA LQ KFNIEVKKF
AcNIfA E K EQLLQAMERSGWV QAKAARL LNLT PRQVGYALR KYDIDIKRF
RINIfA E R D R L I KAMERAGWV OAKAARI LGKT PRQVGYALR RHRIDVKKE
R m N 1fA E R D R L I SALEEAGWN QAKAARI LEKT PRQVGYALR RHGVDVRKL
KpNIfA E R O R L 1AALEKAGWV QAKAARL LGMT P R Q V A Y R 1Q IMDITMPRL
Consenso e * * * l * . a * e ..GW. Q A K A A R . L * . * P R Q * * Y .** . . .***

| h é 11ce hélice ]

HsNIfA, NlfA de ü. s e r o o e d I c a e ; AcNifA, NlfA de A- 
cauI I n o d a n s ; RINIfA; NlfA de fi. Iegumlnosarum bv. v I c e a e ; 
RmN I f A , NlfA de fi. mel I lottl; e KpNIfA, NlfA de A. 
p n e u m o n I a e . O critério adotado na dedução da seqüência de 
consenso foi a presença do mesmo resíduo de amlnoácldo, na 
mesma posição, em todas as cinco proteínas. Os números se 
referem aos resíduos do sítio de ligação de DNA. Os resíduos 
que compõem as hélices estão indicados.
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FIGURA 28 - COMPARAÇÃ O DO INTERDOM í N I O D H E  DA PR OTEÍNA NlfA 

DE ü. seropedlcae COM OS DE OUTRAS PROTEÍNAS 

HOMOLÓGAS

HsNIfA ITEVHFS C QQNK C
ACNIfA ITPHDFA C DSGQ C
RlNlfA ITSSDFA C QODQ c
RmNIfA ITSSDFA C QTDQ c
BJNIfA IVRSDFA C SQGQ c
Consenso I T . .*F* C *. ** c

L T K V L H E P G O O O P W V  VPLER I S~AP
L S A M L W K G S APKPV MPHVPPAPTPLTPLSPAP 
S S A L L R K A D G D G IG NDAMN-GLNSRDTMSGGL 
FSSRLWKGVH C S HG H I E I D - A P A G T T P L L G A P  
LS TTLWKSTSYGKTDPAAPMOPVPAKSIIPLA  

...............

HsNifA, NlfA de ü. s e r o p e d l c a e ; A c N I f A , NlfA de A-
c e ul l n o d a n s ; RlNlfA; NlfA de fi. l e g u m J np.serum bv. j ü j l&a s .;
RmNifA, NlfA de fi. mel I l o t t i : e BJNIfA, NlfA de B . Ia ponIcum. 
O critério adotado na dedução da seqüência de consenso foi a 
presença do mesmo resíduo de amlnoácldo, na mesma posição, 
em todas as clpco proteínas. Os resíduos de cisteína
conservados estão delimitados por linhas.
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FIGURA 29 - COMPARA ÇÃ O DOS PROMOTORES DOS GENES íllfA E n I f B 

DE ü. serooed 1 cae COM OUTROS PROMOTORES ATIVADOS 

POR NTRC E NIFA

(a) Promotores ativados por NtrC:

UAS - 2 4  -12

K p qIn A------- T G C A C T A T A T T G 6 T G C A -------- TTGGCACAGATTTCGCT

K p nIfL------- T G C A C T A C C G C G G C C C A -------- AGGGCGCACGGT TTGC A

H s n I fA A G C A C G C A C G T G G T G C A -------- TGGGCTACCGGCTTGCT

C O N S E N S O 1 G C A C Y - N c - G G T G C A -------- NTGGCR CR -N .- TTGc J
5 4 1

(0) Sítios potenciais para ligação de NlfA em promotores de 

genes n lfA:

UAS -24 -12

ACjULEA G G T T T C C A T T A T A A C A----- AGGCTG ATCCCTCGCA

K o nlfL5 G6GCGC ACGGTT T G C A -----T G T - N 1()-ACA

H s n I fA T G T C G T A A A T C C G A C A ----- GGGCATGAAGTTTGCT

C O N S E N S O 1 TGT - N 1Q - ACA----- TG GYAYR-N^-TTGC*

<c) Sítios potenciais para ligação de NlfA em promotores de 

genes n l f B r

UAS UAS -24 -12

K o nIfB T G T G A G A T T C A G G A C A -----CTGG TACAGCAT * TGCA

Rm n 1fB T G T C G G A A G T C C G A C A -----T G T G A G C A A A G A G A C A -----TTGG CA TAGCTGTT GCT

A v nIfB T G T C G C T T G T C G T A C A -----T G T C C G T T G C G C G A C A -----TCGG CA CGGGTATT GCT

H s nlfB T G T C G T G T T C A T G A C A -----T G T C G C T A T C C T C A C A -----CTGG CA CGGTTTTG GCT

C O N S E N S O 1 TGT - N 1Q - ACA-----TGT - N 10 - ACA---- NTGGYAYR-N ^- TTGC *

Kp, K. oneumon i ae ; Rm, £. me I I I o ti ; Av , 1. v U e f  an.dJJ.; 
e Ac, A- cauIi n o d a n s . R denota nucleotídeos púricos, Y 
Pirimldímicos e N qualquer n u c l e o t í d e o .

1 As seqüências consenso são de acordo com Dlxon (1S87).
2 O sítio de ligação do promotor n 1fL de ]£. p n e u m o n )ae está

localizado após o início de transcrição.
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FIGURA 30 - COMPARAÇÃO DA SEQÜ ÊNCIA ANAEROBO X E DO SÍTIO DE 

LIGAÇÃO PARA IMF ENCONTRADA NO GENE n 1 f A de ü. 

seropedIcae COM SEQÜÊNCIAS ENCONTRADAS EM OUTROS 

GENES

(A) Seqüências a n a e r o b o x :

Acn l fA 551 AATTTGATTT A C AT C A Á A C C
Ecn i rB 67 A A TTTGAT T T A CATCAAT A A
BjnifK 5509 G C GTTGAT C G A AATCAAC C C
Ecf nr 559 A A ATTGA C A A ATATCAATTA
H s n 1fA 5585 CCATTCATCA A G GT C A A C T G
CONSENSO T T G Á T  N N N NÁTCÁÂ

(B) Seqüência para ligação tíe IHF:

H s nIfA 1505 TTT A A A T C A Â T G G G A TA G C G A
CONSENSO WÁTCÁ A N N N N T T R

N , qualquer nucleotítíeo; R, adenlna ou guanina; W, 
atíenina ou timina. As seqüências "anaerobox" foram obtidas 
de Nees et a I. <1988).
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FIGURA 31 - ALINH AMENTO OA SEQÜÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DA 

PROTEÍNA NIFB DE M. seropedlcae COM OUTRAS 

PROTEÍNAS HO MÓLOGAS

HsNIfB M O P T O Y V G I O D I KS L G T L L D K V A E H K G C G T S S E G G K A S - C G S S D G P - A D M A P E V W E K V K N
B J N I f B M O ------------------------ S ITEHK GC RA SA KTGR AR L— RS QA GRGDLPVE IWERVKN
AvNIfB M E --------------------- LSVLGQNNGGQHS AGGCSSSS C G S T HD Q L S H L P E N  I RAKVQN
Consenso M * ........................ ...s * .*.***.. .****. .****.*****v*N

HsNIfB H P C Y S E E A H H H Y AR M H V A V A P A C N I 0 C N Y C N R K Y D C A N E S R P 6 V V S E K L T P E 0 A A K K V F A
BJNIfB H P C Y S E D A H H H Y AR M H V A V A P A C N I O C N Y C N R K Y D C A N E S R P G V V S E K L T P E Q A V R K V I A
AvNIfB H P C Y S E E A H H Y F AR M H V A V A P A C N I Q C H Y C N R K Y D C A N E S R P G V V S E V L T P E O A V K K V K A
Consenso H P C Y S E * A H H * * A R M H V A V A P A C N I Q C * Y C N R K Y D C A N E S R P G V V S E .L T P E Q A * * K V .A

HsNIfB V A S T I P O M T V L G I A G P G D P L A N P A K T F K T F E L I S Q T A P D I K L C L S --------------------
BJNIfB V A T T I P Q M T V L G IA G P A D A L A N P A K T F K T L A L V T E A A P DI K L C L S T N G L A L P D Y V D T I V R
AvNIfB V A A A I P Q M S V L G I A G P G D P L A N P K R T L D T F R M L S E Q A P DM K L C V S T N G L A L P E C V E E L A K
Consenso V A * * I P Q M * V L G I A G P * D * L A N P . * T * * T * . * * * * . A P D * K L C * S ...................

HsNIfB, NlfB de ü- s e r o p e d l c a e ; BjNifB, NlfB de fi.
J a p o n I c u m ; e AvNIfB, NlfB de A. v I ne I and I I . O critério
adotado na dedução da seqüência de consenso foi a presença
do mesmo resíduo de amlnoácido, na mesma posição, em todas
as cinco proteínas.



FIGURA 32 - MAPA DE RESTRIÇÍO DO TRANSPOSON TnS"B21
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T n 5 -B 2 i

As enzimas de restrição são: E, Ecu RI; S, Sa I I; H, 
Hlnd lll; B, Bam Hl e Xho I. O mapa de restrição foi obtido 
de Simon U.. (247), com exceção da localização do sítio 
para Sal l que foi determinado.



FIGURA 33 - DETERMINAÇÃO DO PONTO DE INSERÇÍO DO TRANSPOSON 

Tn£-B21 NOS PLASMÍDEOS pEMS 109 E p E M S U O

1 7 1

09 plasmídeos contendo Tn£-B21 foram Isolados por 
mi nipreparação (2.11.1.2.) e mapeados com enzimas de 
restrição (2.22.). Os plasmídeos PEMS109 e pE^SIIO contêm 
Inserção nos genes nifA e n i f B . respectivamente. No painel A 
a eletroforese foi desenvolvida a 2 V/cm durante 14 horas e 
no painel foi a 8 V/cm durante 2 horas.

A.
1- 1 kb ladtíer
2- pEMS 109 digerido com £j_L I / & m  Hl
3- pEMS 110 digerido com i/fiam Hl

B.
1- 1 kb I adder
2- pEMS109 digerido com Bam HI/Hlnd III
3- PEMS110 digerido com fiam Hl/Hlnd ill



FIGURA 34 - ESQUEMA DE CQNS T R U Ç l O  DOS PLASMÍDEOS DE RIVADOS 

DE PEMS109
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» I IKfc

£ü hQl

E X

H  Ikb

 1 PB R 322

P»t I/E c o  R I

Klenow/LigoM

SB E
-s PEMSIH

Niii 1 / P»t I
Llgase

t— r 
P/N SB

PEMS 112
P/N

As enzimas s ã o : E , Eco Rl; P , Pst l; X, Xft.Q l; N, NsJ. 
I; S, M J .  I; H, Hl nd III; e B, M m  Hl . A linha mais densa 
representa o gene IacZ.



FIGURA 35 - HIBRIDIZAÇXO DO RNA TOTAL DE A- brasIIense 

FPIO (pEMS107) COM SONDA CONTENDO 0 GENE nIfA DE 

ti. seroped l cae

1 7 3

7.4 ■

1.9 -  

1.6 -

10_

0 6 -

m

Vai

RNA total foi isolado em condições de repressão ou de 
desrepressão para nltrogenase, eIetroforisado em condições 
desnaturantes e hlbrldizado com o fragmento SaI I /Bg I II do 
Plasmídeo PEMS300 <2.29.).

1- RNA de FPIO (desrepressSo)
2- RNA de FP10(pEMS107) (repressSo)
3- RNA de FP10ÍPEMS107) (desrepressSo)
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TABELA 3 - Fre quência de conjugação do banco de genes de ti- 

seronedi ca e com A. p r a sl l ens-g estirpe FP10

N- total N- de N- de Frequência  de

de bactérias AZA5JÜLLU.1.IUI1 A z o s p Ir 1 1 1 um K m R Conjugação

1 0 10 3 x 109 2 x 105 7 x 10-5

A conjugação tripla foi feita conforme Materiais e 
Métodos <2.20.2.). A contagem de bactérias totais foi feita 
em melo LA e o número de A- brasllense e de A- brasIIense 
contendo piasmídeo recombinante foi determinado em meio 
NFbHPN contendo ácido nalidíxico <10 pg/ m l )  e em meio NFbHPN 
contendo ácido nalidíxico <10 p  g/ml) e canamiclna <50 
pg/ml), respectivamente. A frequência de conjugação por 
receptor foi calculada de acordo com Materials e Métodos 
<2.20.1.).
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TABELA 3 -  CompIementaçôo do mutante FPIO de A- brasIIense 

pelo plasmídeo recom bl na nt e pEMSI

Estirpe de Atividade de nitrogenase

A. JLLãíUJJSJ-SJL (nmoI C H .mi n 1
2  4

.mg
- 1

de proteína )

FP2 23,2 < + 1 ,63)

FP10 0,0

FPio.g1 23,1 (+ 8,03)

FPIO.29* 27,9 <+ 3,72)

FP10.311 29,1 (+ 3,36)

FPIO.9(868.35 )2 0,0
FP10.29(8B8.35)2 0,0

FPIO.31(868.35)2 0,0

FP10 ( pEMS 1 )3 27,8 ( + 0,23)

A atividade de nitrogenase foi determinada em meio 

NFbHP seml-sólldo, como descrito em Materials e Métodos 

(2.8.2.). Todos os ensaios foram feitos em triplicada. Os 

números entre parênteses são o erros padrão da média.

4 TransconJugantes de A. brasIlense estirpe FPIO contendo
*4*

plasmídeo recomblnante nIfA .

2 Os plasmídeos recomblnantes dos tra»ü„ on Ju ga ntes  de A- 

brss iiense FPIO foram eliminados pelo plasmídeo 868.35.

3 0 plasmídeo recomblnante pEMSI foi isolado do 

transcon J ugante F P I O . 9 (2.11.1.2.), transformado em f.. co I I 

HB101 (2.21.) e novamente transferido para o mutante de A. 

bras l l ense estirpe FP10 (2.20.2.).
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TABELA 5 - C o m pIementaçSo de outros mutantes Nlf de A. 

brasliense pelo plasmídeo recomblnante pEMSI

Estirpe de Atividade de nitrogenase
*“1

A. brasiIense (nmol C H .mIn .mg de proteína )
2 4

FP2 19,9

FP3 0

FP6 0

FP8 0

FP9 0

F P 3 ( p E M S 1) 0

FP6 < p E M S 1) 0

F P 8 ( p E M S I ) 0

F P 9 ( p E M S 1) 0

A atividade de nitrogenase foi de terminada em meio 
NFbHP seml-sólldo, como descrito em Materiais e Métodos 
( S . B . S . ) .
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TABELA 6 - Plasmídeos derivados de pEMSI e suas capacidades 

de com pl em entarem o mutante FPIO

PIasmídeo Fragmento 

clonado

Fenótipo no 

mutante FP10

PEMS102 5 J 1  I, 1,0 kb -

pE M S 103 SaI I, 2,0 kb -

pEMSIOI Sal l, 1,0 + 2,0 kb -

p E M S 105 Sal l, 7,1 kb -

pEMSIOI deleção frag. Bem H l , 

21 kb

+

p E M S 106 cia l, 5,2 kb ♦

pE M S 107 cia l, 5,2 kb

Os plasmídeos recombInantes foram transferidos para o 
mutante de A. br as llense estirpe F P 1n por conjugação 
(2.10.2.) e a atividade de nitrogenase doa transconJugantes 
foi determinada em melo NFbHP semi-só lido (2.8.2.). 0 vetor 
de todos os plasmídeos foi o cosmítíeo pVKin<2. +  , complementa 
o mutante FPIO para fixação de nitrogênio (redução de 
acetlleno); -, não complementa o mutante FPIO para a fixação 
de nitrogênio (redução de acetlleno).
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TABELA 7 - Homologia entre a proteína NlfA de ü. seropedlcae 

e as de fi. pneumon I ae , fi. me J i.J i t i , fi. 

Iequmlnosar um bv. uj;„e.a,e e a. &a..»l f.no.flana nos 

domí nI os D  e E

Domí nI o Kp Rm RI Ac

D (238 resíduos) 56% 62% 62% 68%

E (36 resíduos) 61% 6«% 67% 69%

Tota I 38% «1% -11% «7%

As seqüências de a m l n o é c 1 dos da proteína NlfA de fi.
pneumonlae (Bulkema et al., 1985; Drummond et al., 1986), fi. 
mel 11 otl (Bulkema et al., 1985), fi. jjjgjymJjijB.§jj:.jjLm bv. jüXfLâi 
(Grbnger et al., 1987) e A- cauli nodans (Nees et al., 1988)
foram deduzidas das seqüências de ácido nuclelco dos
respectivos genes n l f A . As seqüências das proteínas NlfA 
foram alinhadas utilizando o programa Clustal (hlqgins e 
Sharp, 1988) e os domínios definidos de acordo com Drummond 
et al., (1986). A homologia entre as proteínas foi calculada 
como descrito em Materia is  e Métodos. Kp, fi. p n e u m o n I a e ; Rm,
fi. me l i l o t l ; Ri, fi. I eguml nosarum bv jü_£Lê_â£; e Ac, A.
p.au.l.i.p p dan.8



TABELA 8 - Plasmídeos derivados do pEMSlOB com fusOes

Ji I f A : : J ft&Z
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Plasmídeo Vetor Caracterí st ica

PEMS108 

pEMSI09

PSUPSOS

PSUP202

a ü A  intacto 

XU-Lâ: rJJLEZ, reglSo 

promotora Intacta

PEMS111 PBR322 nIf A : : I a c Z . região

promotora intacta 

PEMS112 pBR322 fllfA: : I a c Z . deieção

do promotor 

dependente de NtrC

0 plasmídeo PEMS108 foi construído clonando do 
fragmento Bam H l / hlnd lll de 8,3 kD do plasmídeo pEMSlOl no 
vetor PSUP202. 0 plasmídeo PEMS109 foi obtido por mutagê ne se  
do plasmídeo pEMS108 com o transposon  Tnjã~B21. 0 transposon 
está inserido dentro do gene nIfA e corretamente orientado. 
Os plasmídeos p E M S I H  e p E M S 1 1 2 f o r a m  obtidos clonando os 
fragmentos Pst I /Xho I de 6,3 kb e Ns I ! I 4,3 kb do
PEMS109, respectivamente, no vetor pBR322.



TABELA 9 - AtlvaçSo da express8o de fusBes n l f A : I a c Z em £. 

CO II
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estirpe de 
£. íüQlL 1

plasmí deo a t 1v . de f t - g a 1actosIdase

- NH+ + NH*

ET8000 (w.t. ) p E M S 109 452 104

ET8556 PEMS109 74 105

ET8045 (rpoN > p E M S 109 59 63

ET8000 ( w . t . ) p E M S 109/pM M1 4 605 237

ET8556 <ntrG~> p E M S 109/pMM14 413 248

ET8045 < rPoN_ > pE M S 1 0 9 / pMM I4 42 45

ET8000 < w . t .) P E M S 1 11 35 140

ET8556 (ntrC~) p E M S 111 31 28

ET8000 ( w . t .) p E M S 112 81 64

ET8556 (ntrc") p E M S 112 101 86

ET8000 ( w . t .) P E M S 1 1 1/PMC71A 30 140

ET855B (ntrc") P E M S 1 1 1/PMC71A 37 29

ET8000 <w . t . ) pEMSI12/PMC71A 106 115

ET8556 rf

1

P E MS 11 2/ PM C7 1A 121 102

As estirpes de £. coll foram crescidas em melo mínimo 

suplementado com antibióticos e 100 pg/ml de glutamlna 

durante 18-24 horas em tubos fechados e a atividade de 

^-galac t o s I d as e  foi determinada de acordo com Mlller <183). 

A fonte de nitrogênio foi 20 mM de NH^CI <+ NH*) ou 200 

pg/ml de serlna (- NH*). A determinação de atividade de 

f t - g a lactosidase foi feita em pelo menos dois experimentos 

diferentes e em duplicatas.



TABELA 10 - Distribuição de nucleotfdeos <G + C) nos codons
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ut i11zados nos 

seropedIcae

genes nlf A e nlfB de

% (G + C)

PosIção no codon 1§ E- 3-

,n I f A 63 40 76

■Dl, IR 58 46 74

0RF1 67 43 77

Esperado (60%) 64 44 73

A percentagem de (G + c )  nas três posições dos codons 
dos genes jiliâ e jlLIB de ü- , bem como da
possível ORF1 foram calculadas a partir dos produtos de 
tradução. A percentagem esperada foi calculada de acordo com 
Bi bb _ei $ ± .  (14).



TABELA 11 - Comparação do uso de codons de ü. s e r o p e d I c a e . A ­

bras I I ense e £. pp 1,1

162

Res í duo 
e cotíon

HS Ab EC Resíduo 
e cotíon

HS Ab EC
% de uso % de uso

Phe TTT 17 3 33 Ty r TAT 29 10 31
Phe TTC 83 97 56 Ty r TAC 71 90 59
Leu TTA 2 0 6 * TAA 0 25 88
Leu TTG 22 1 8 * TAG 0 0 3

Leu CTT 2 2 9 Hl s CAT 37 9 39
Leu CTC 17 26 7 Hl s GAC 53 91 61
Leu CTA 3 0 2 Gin CAA 32 3 27
Leu CTG 55 71 69 Gin CAG 68 97 73

11 e ATT 25 3 37 Asn AAT 35 9 23
l l e ATC 68 97 62 Asn AAC 65 91 76
1 1 e ATA 6 0 1 L ys AAA 21 2 77
Met ATG 100 100 100 L ys AAG 79 S8 23

Vai GTT 3 6 38 Asp GAT 32 3 51
Vai GTC 37 53 13 Asp GAC 58 96 39
Vai GTA 13 0 23 G I u GAA 55 28 73
Vai GT6 36 30 27 G I u GAG 35 72 27

Ser TCT 0 2 27 Cys TGT 30 0 32
Ser TCC 25 31 26 Cys TGC 60 100 58
Ser TCA 6 0 8 * TGA 100 75 8
Ser TCG 33 37 11 Trp TGG 100 100 00

Pro CCT 6 0 9 Arg CGT 26 6 58
Pro CCC 36 16 6 Arg CGC 51 81 35
Pro CCA 8 0 20 Arg CGA 0 0 2
Pro CCG 38 83 65 Arg CGG 21 1 1 3

Thr ACT 13 2 23 Ser AGT 17 0 6
Thr ACC 69 76 51 Ser AGC 19 20 22
Thr AC A 3 2 6 Arg AGA 2 0 1
Thr ACG 16 20 20 Arg AGG 0 2 <1

A l a GCT 5 5 28 GI y GGT 18 15 38
A l a GCC 67 70 19 G l y GGC 66 82 31
Ala GCA 5 0 23 GI y GGA 6 0 5
Ala GCG 23 25 30 G l y GGG 10 3 7

Vide legenda na péglna seguinte.
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A frequência de uso de codons para ü. seropedlcae foi 
calculada a partir da seqüência dos genes nIffi e nlfB e de 
suas seqüências de amlnoácidos deduzidas. A frequência de
uso de codons de A. brasllense foi calculada de a partir da
seqüência dos genes gInA (19), n I f H , parte do nlfD (78) e
hIsA (79). A frequência tíe uso de codons de £. coII foi
obtida de Konigsberg e Godson (158). Ns, ü. s e r o o e d I c a e ; Ab, 
A. JLLaal-LftíLaA e Ec, £. jCJLLÍ.



4 . DISCUSSÃO

Um banco genômlco de HerbasplrllI um seronedIcae foi 

construído no cosmídeo vetor pVK102. 0 tamanho médio dos

cosmídeos, revelado pela análise ele tr of or ét lca de uma 

amostra do banco genômlco, foi cerca de 102% do tamanho do 

genoma do fago lambda e, portanto, compatível com os limites 

teóricos esperados para a fase de empaco ta me nt o (172).

Este banco, contendo apenas -166 clones, foi utilizado 

para Isolar o gene n I f A . 0 banco em £. coII foi conjugado 

com o mutante nIfA de A- bras iIense (FP10) e 

trans co nj ug ante s N i f + foram selecionados em meio isento de 

nitrogênio fixado. A frequência de conjugação (Tabela 3) foi 

semelhante àquela obtida por Fani jlL. (80) para o

plasmídeo pRK290 (5 x 10 ), p asmídeo base do vetor pVK102.

A diferença, menor que uma ordem de grandeza, Indicou que a 

presença de inserto e a nova construção do vetor não 

afetaram si gn if ic ativam ente a frequência de conjugação. Três 

transcon ju ga nte s N i f + foram isolados neste experimento.

Estes, após perd er em  o plasmídeo recomblnante por

incompatibilidade com o plasmídeo R68.-15, reverteram ao 

fenótipo Nlf , demon st ra nd o que o plasmídeo recomblnante era 

o responsável pela co mplementação e que provavelmente

continha o gene nlfA de ü. s e r o p e d l c a e . Um destes 

plasmídeos, denominado pEMSl, foi isolado e caracterizado.

A região do gene n i fA de ü. seropedicae foi delimitada



pela construção de diversos subclones do plasmídeo pEMSI e 

pela capacidade de cada subclone em complementar o mutante 

FPIO. Os fr agmentos Sal I de 7,1, de 3,1 (2,0 + 1,0), de 2,0 

ou de 1,0 kb não foram capazes de complementar o mutante 

FPIO quando clonados Isoladamente. Por outro lado, o 

plasmídeo pEMSIOI (pEMSI deletado de fragmento Bam hl de 21 

kb) complementou o mutante (figura 11 e tabela 6), indicando 

que o gene nifA provavelmente estaria localizado entre os 

fragmentos SaI I de 7,1 kb e de 2,0 kb. Esta região foi

confirmada com a construção dos plasmídeos pEMS106 e

p E M S 107, ambos capazes de co mp lementar o mutante FPIO. Estes 

dois pl as mídeos recombinantes contém como inserto o 

fragmento CI a I de 5,2 kb, mas po si cionados em orientações 

opostas no vetor pVK102 (figura 11 e tabela 6). Este Inserto 

muito provave lmen te  contém toda a região regulatória do gene 

n i fA uma vez que ambos os plasmídeos compl em en ta m o mutante 

FPIO.

Os resultados da s u b clonagem foram confirmados pelos 

experimentos de hI brid I z a ç õ o . HI br I d Ização do plasmídeo 

pEMSIOI com as três provas contendo o gene nIfA most r a m  um

sinal forte sobre o fragmento SaI I de 2,0 kb, indicando que

a maior parte do gene nIfA de Jü- seropedIcae está localizada 

neste fragmento. 0 desaparecimento do sinal sobre o 

fragmento Pst l de 1,8 kb e Pst I/ B a i II de 1,7 kb com a 

prova C restringe a região do gene n i fA ao fragmento Sal 

i/Pst l de 1,1 kb. Por outro lado, a persistência do sinal 

sobre o fragm en to  SaI I de 5,3 kb, sobre o fragmento Eco RI 

de 1,7 kb do plasmídeo pEMSIOI e ainda sobre o fragmento Sai
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I de 7,1 kb do piasmídeo pEMSI com todas as três provas, 

Indica que parte do gene nlfA está localizado no fragmento 

Sal I de 7,1 kb do piasmídeo pEMSI (5,3 kb do piasmídeo 

PEMS101), possivelmente extendo-se até o fragmento Eco RI de 

1,7 kb. A combinação dos dados de compIementação genética 

com os dados de hlbrldlzação sugerem que o gene nlfA de ü- 

serooedlcae está localizado em uma região de 

aproxImandamente 2,0 kb do piasmídeo pEMSI e que compreende 

parte do fragmento Sal I de 2,0 kb e parte do fragmento SaI 

I de 7,1 kb.

A ausência de banda a utoradlográflca sobre o fragmentos 

Pst I de 1,8 kb, £ a i  l/Bgl ll de 1,7 kb e Sj _L I de 1,0 kb

com a prova C sugere ainda a presença adicional dos genes 

n i f B ou n l f L . 0 candidato mais provável seria o gene nIfB 

uma vez que não há evidência do gene n i fL em outro 

diazotrofo (121), com a possível exceção de A. v IneIa n d 11 

(9,12). Além disso, o forte sinal que aparece sobre os

fragmentos Pst l de 1,8 kb e Pst l/BgI II de 1,7 kb com as

provas A e B, mas não com a prova C, é coerente com a 

presença da região N-termlna I de n i fB neste fragmento, uma 

vez que esta região é altame nt e conservada nas proteínas 

n l fB de diferentes org anismos (35,141). A diminuição da 

Intensidade das bandas Eco RI de 2,0 kb e BgJ. II de 2,3 kb

com a prova C também é coerente com esta visão.

Os produtos dos genes ntrC e nlfA possuem um alto grau 

de homologia e um pode su bstituir o outro na ativação da 

expressão de alguns pro motores -24/-12. Por exemplo, a 

proteína NtrC pode substitui a NlfA na ativação da
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transcrição dos operons jlLíü e f I xABCX de fi. meIIIotl <257), 

enquanto que o Inverso ocorre na ativação dos promotores hut 

e glnA <176). 0 plasmídeo pEMSI foi então Introduzido em 

mutantes ntrC de A- brasIIense es tirpes FP9 e FP8 

<81*1,215). O plasmídeo pEMSI, entretanto, não foi capaz de 

complementar estes mutantes, Indicando a ausência de um gene 

homólogo a ntrC neste plasmídeo e que o gene nlfA de ü. 

seropedlcae estava sob controle de seu próprio promotor, 

possivelmente regulado por NtrC como ocorre em &. oneumonlae 

<59,199).

Estes resultados suger em  que ü. seroped Ic ae  possui um 

gene es tr uturalmente e funcionalmente semelhante ao gene 

nIfA de ü. p n e u m o n l a e . uma vez que o plasmídeo pEMSI 

hibridlza com o gene nIfA de &. oneu monIae e o mutan te  FP10, 

complementado pelo gene nIfA de ]£. on eumonIae <pCK3, nIf A° ) 

<21*1,215), também o é pelo plasmídeo pEMSI e seus derivados 

pEMSI01, pEMSIOB e p E M S 107.

Neste estágio, duas evidências s ugeriam que o gene n i fA 

de ü. serooed i cae fosse transcrito  a partir do fragmento SaI 

I de 7,1 kb em direção ao fragmento Sal I de 2,ü kb: 1) o

fragmentos M i  I de 7,1 kb e Eco RI de 1,7 kb hlbrldlzavam

fracamente com todas as provas utilizadas, indicando ser

esta uma região de baixa homologla com o gene nIfA de &. 

on e u m o n l a e . A comparação das seqüências  dos genes n I fA de

vários organismos mostram que uma baixa homologla é

compartilhada entre estas proteínas na região N-termlnal, 

enquanto que a região central e C-terminal são altamente 

homólogas <60). A região N-termlnal e do promotor, portanto,
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estarlam provavelmente locali za do s no fragmento SaI l de 7,1 

kb, enquanto que a região central e C-termlnal estaria 

localizada, em sua maior parte, no fragmento Sal I de 2,0 

kb; e 2) a possível presença do gene nifB em parte do 

fragmento Sal I de 2,0 kb e ext e n d e n d o - s e  para o fragmento 

de 1,0 kb. A disposição nIfAn IfB (nifA precedendo n l f B). 

compreendendo um grupo nIf isolado ou adjacente a outros 

genes n I f . ocorre na maioria dos fixadores de nitrogênio 

(35,74,102,1^1,148,173). C o n s i d e r a n d o  que possivelmente a 

mesma organização ocorra em ü. s e r o p e d l c a e . a porção 

N-termlnal do gene nifA estar ia  localizada no fragmento Sal 

l de 7,1 kb ou na sua proximidade.

Hlbrldlzação do DNA genô mlco de ü. seropedIcae com uma 

sonda contendo apenas o gene nifA de ü. pneumon i ae (sonda 

C), revelou a presença de dols sinais sobre os fragmentos 

Sa I I de 2,0 e Eco RI de 0,7 kb. Provavelmente estes

fragmentos cor re spondem aos mes m o s  fragmentos presente no 

plasmídeo pEMSIOI e que h i b r l d l z a m  com as provas contendo o 

gene n I f A de Ji. pneumon I ae . Al ém  destes sinais, ap ar ec eram 

vários outros que, aparentem en te,  não foram originados por 

hldróllse parcial do DNA, já que se trabalhou em condições 

para obter hldróllse total. 0 apar ec im en to  destas várias 

bandas de DNA genômlco de M. seroped i cae homólogo ao gene 

nifA de ]£. pneumon I a e . embora sob condições de baixa

e s t r i n g ê n c l a , sugere a pr esença de mais de uma cópia do gene

nifA em ü. seroped I c a e , como ocorre em AZQtPbáClSI,

v I ne l andll (12,142), Azotobacter chroococcum (C. Kennedy, 

comunicação pessoal) e Rh odobacter caosu I atus (173), ou a
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presença de outros genes homólogos ao gene M I A *  tais como

os genes ntrC e dctD (2). Se várias cópias do gene nIfA

estiverem presentes em ü- seropedIcae deve haver diferenças 

entre suas seqüên cia s jó que a intensidade das bandas é 

variável. Em A. v l nelandll existem pelo menos três

diferentes genes nlfA e dois deles estão relacionados com as 

nltrogenases alter nativas <12,132). Por outro lado duas

diferentes porções de DNA contendo os genes nIfAnlfB estão 

presentes no genoma de fi. c a p s u I a t u s . os quais são

praticamente Idênticos (173). T a m b é m  em Rh Izoblum

l egumlnosarum bv P h a s efili a presença do gene n l í A  foi

mapeada em duas regiões diferentes do plasmídeo slmbiótico 

(Palacios, comun ica çã o pessoal). A presença de mais que uma 

cópia do gene nlfA pode ser devido a uma alta demanda da 

enzima nitrogenase.

Apesar destes casos precedentes, a hipótese da presença 

de uma família de genes homológos ao gene nIfA parece mais 

provável. Neste caso um grau variável de homologla seria

esperado, refI etlndo-se em intensldades variáveis das

bandas. Além disso, evidências crescentes indicam que a 

proteína NtrC faz parte de uma famíl ia  de proteínas

r e g ulatórlas, capazes ae ativar a t r a n scrição de promotores 

do tipo -23/-12, e que comparti lh am  um elevado grau de 

homologla com a proteína NifA nos domínio central e

C-terminal (2,52,60,160). Apesar desta homologla, as

evidências suge re m que a proteína NifA não faz parte desta 

família pois apresenta grandes d i f erenças estruturais, 

principalmente no domínio N - terminal. Alé m  disto, apenas em
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fi. pneumonlae foi documentado seu par, a proteína NifL, e a 

forma de Interação NlfA-NlfL aparentemente  não envolve 

fosforllaçõo/desforllação, como nos demais componentes 

daquela família (5,52,61).

Hlbridlzação do DNA genômlco de ü. seropedlcae digerido 

com Eco RI com uma sonda contendo os genes nIfHDK de fi. 

Ieournlnosarum bv PhaseoII produz uma banda de 7,1 kb e uma 

de 1,2 kb (figura 17). Como os genes nIfHDK são altamente 

conservados entre os diversos diazot ro fo s estudados (62, 

23*1), este resultado não foi uma surpresa. 0 plasmídeo 

pEMSl, ao contrário, não hl br ldlzou com os genes n I f H D K . 

Além disso os mutantes, FP3 (nIfHDK ) e FP6 (que não produz 

a d I n l trogenase) não são complementados  pelo plasmídeo 

pEMS 1. Supondo que os genes n I f e s t ivessem organizados em Jü. 

seropedlcae de forma semelhante aos de fi. pneumonIae haveria 

um espaço de cerca de 27 kb para outros genes nIf no inserto 

do plasmídeo pEMSl. Estas evi dê nc ia s fornecem um primeiro 

indício de que os genes í l ü  de ü- serooed I cae estão 

organizados de forma diferentes daquela de fi. oneumonlae ou 

melhor, que os genes nifAn IfB não estão nas proximidades dos 

genes nlf estruturais da nltrogenase. Em A- brasllense 

evidências recentes Indicam que o gene nIfB também está 

localizado fora do agrupamento nIf principal (95).

Após a localização da provável região que contém o gene 

n I fA no plasmídeo pEMSIOI, os fra gm en to s SaI l de 2,0 kb e 

Eco Rl de 1,7 kb foram clonados nos plasmídeos pTZ18R e 

p T Z I 9 R , respectivamente, e sequenci ad os  co mpletamente em 

ambas as direcôes. A região que liga os fragmentos £j_L l e
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Eco RI també m foi sequenclada utilizados os plasmídeos 

PEMS304 e PEMS305. A pequena diferença de tamanho entre as 

deleções 200 bp) permitiu que a maioria das bases fosse 

lida pelo me nos em duas corridas diferentes em cada direção, 

facilitando a deteçSo de erros de leitura e d Iscrepâncias de 

migração caus ad as  pela formação de estruturas  secundárias, 

principalmente em regiões de alto conteúdo (G + C).

A ORF co mpleta encontrada na região sequenc la da  possui 

uma seqüência consenso para sítio de ligação ao ribosomo 

(245), codifica para uma proteína de peso mo le cular similar 

ao de outras proteínas NifA (36,60,102) e sua localização 

está em co nc or dância com os experiment os  de hibrldlzação 

anteriores. De fato, a proteína deduzida desta ORF 

apresentou um alto grau de homologia com a proteína NifA de 

Rh i zobi um me II I ot.l. (36), Rh i zobl um legmUllLsaoJll bv. jlLÇ-SJS, 

(102), A zorh i zobI um cauIInodans (192) e & .  pneumoni ae 

(36,60). Esta homologia, porém, é mais acentuada com a 

proteína NifA de A- cauli nodans e, em menor grau, com a de 

fi. meli lotl e fi. Iegumi nosarum do que com a de fi. p n e umonias 

(tabela 7) e restringe-se quase que exclusiv am en te aos 

domínios D e E (figura 25).

Devido ao baixo grau de homologia, a definição de dois 

domínios (A e C) na região N-terminal das proteínas NifA 

pelo critério de similaridade, como proposto por Drummond jgi 

a l . (60), to rna-se cada vez mais difícil a medida que se 

aumenta o número de proteínas NifA comparadas. Além disso 

tem-se reportado que a proteína NifA de fi. meIIIotI deletada 

de sua porção N-termlnal ainda é capaz de ativar a
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transcrição Ce promotor - 2 4 / - 1 2  (133). Estes dados sugerem 

que a região N-termlnal da pr oteína NlfA não tem função 

essencial para sua atividade, contribuindo, possivelmente, 

para manter sua estabilidade ou sua conformação.

A proteína NlfA de ü. seronedlc ae  possui na sua região 

C-termlnal uma estrutura ahéIice-volta-cdiéIIce (domínio E>, 

homóloga àquela de outras pro te ín as  NlfA. Esta estrutura 

supostamente funciona como um sítio de ligação para DNA 

(60). Na proteína NlfA de ü. serooed i cae ocorre substitulçõo 

de um resíduo de gilclna por um resíduo de as pa raglna na 

posição 9 deste motivo. A presença de um resíduo volumoso 

nesta posição poderia distorcer a volta, produz in do  um sítio 

de ligação de DNA anômalo (201). Por outro lado a mesma 

substituição foi encontrada na proteína NlfA de A. 

caul inodans (192) e, em fi. meJ Ll.fi.LL (36), onde um resíduo de 

ácido giutãmico está presente nesta posição. Em todos estes 

casos a proteína NlfA exibe atividade fisiológica. A 

proteína NlfA de fi. mel11o11 requer UAS para ativação do 

promotor nlfH de &. oneumoni ae (188), con fi rm an do  sua 

capacidade de se ligar diretam en te  ao DNA e sugerindo que 

outros resíduos de am inoácldos além do de glfcina podem ser 

acomodados nesta posição sem causar a dis to rç ão  completa do 

sítio de ligação de D N A .

Um Interdomínio localizado entre os do mí nios D e E está 

presente na proteína NlfA de Jü. s e r o n e d l c a e . de Rh IzobI um 

(36,102), Bradvr h I zob i um ianonlcum (86) e A- caul IhMaJLS 

(192 ) mas não em A. Pneumon I ae (36,60) e AZPtP.bajcteJl 

vIne l and i l (12). Este Interdomínio co nt ém  dois resíduos de
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clsteína essencialmente conser va do s naquelas proteínas NlfA, 

os quais, junto com dois outros resíduos de clsteína 

localizados no final do domínio D, determinam uma estrutura 

semelhante a um sítio de ligação de metal (86 ). Com exceção 

desses resíduos de cl steína e de algumas subst it ui çõ es  

conservativas, a homologla entre as proteínas NlfA das 

diversas espécies não é alta. Tal sítio tem sido considerado  

como um potencial sensor de níveis de oxigênio e modulad or  

da atividade da proteína NlfA (86). Sob condições de baixas 

concentrações de oxigênio o metal ligado estaria reduzido e 

estabilizaria a proteína NlfA em sua conf or ma çã o ativa; sob 

condições de altos níveis de oxigênio, ao contrário, o metal 

ligado se oxidaria alter an do  a conformação da proteína NlfA 

e, portanto, impedindo a ativação da transcriç ão  de genes 

nIf (86). A su bs tituição destes resíduos de clsteína, um de 

cada vez, por resíduos de serina na proteína NlfA de

Bradvrh I z o M u m  1 ,a,R0.ni CMJM por m u t agênese com

o I I g o n u c I e o t íd e o s , aboliu completamente sua atividade. E 

mais, a adição de quelante s de metais, tal como a

o - f e n a n t r o l l na , Inibe a ativação de transcrição de genes n i f

promovida pela proteína NlfA de fi. i aoon l c u m  e, menos

acentuadamente, de fl. m e I 1 I o t I , enquanto que estes mesmos

quelantes não exercem nenhum  efeito sobre a atividade da

proteína NlfA de £. oneumon I ae (86). Rece nt emente foi 

demonstrado que a proteína NlfA de fi. iaoonIcum é sensível a

altos níveis de oxigênio, enquanto que as de ü. oneumonIae

(87) ou A. uIneI and l I (8) são Insensíveis. Apesar das 

evidências relacionando este interdomínlo com a
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sensibilidade da proteína NifA ao oxigênio ainda não serem 

definitivas, sua presença na proteína NifA de ü- seropedlcae 

sugere que sua atividade possa ser controlada em decorrência 

de flutuações nos níveis de oxigênio.

Uma vez que nâo há evidência para um gene semelhante ao 

gene n I f L em jj. seroped i cae . é interessante especular se 

NH*, como sugerido para o oxigênio, não poderia agir 

diretamente sobre a proteína NifA de ü. s e r o p e d 1cae 

fornecendo, além do controle via sistema n t r . um segundo 

nível de controle t r a n s c r l c 1 onal por nitrogênio.

Precedendo em apr ox im ad am ente  100 pb do sítio de Início 

de tradução do gene nifA de ü. seroped i cae foram encontradas 

3 seqüências identificadas como potenciais promotores 

-24/-12. Um sítio de ligação para NifA (UAS) também foi 

encontrado precedendo em 257 pb o Início de tradução. Este 

arranjo, promotor -24/-12 precedido em cerca de 100 pb por 

um sítio de ligação para NifA, é típico de promotores nIf 

ativados por NifA e que requerem RpoN como fator sigma 

(52,104). Entretanto, a maioria dos promotores n i fA 

sequenclados não apresentam um sítio de ligação para NifA 

(36,60,102,258). Apesar disso uma melhor análise dos dados 

de seqüência e estudos de expressão do gene n i fA most ra m a 

Importância de seu produto como autoativador em uma 

variedade de organismos. O operon nI fLA de ü. pneumon i ae tem 

um UAS localizado depois do início de transcrição, o qual é 

necessário para a ativação da transcrição do gene nIfF em 

sentido contrário, sendo ainda necessário para a completa 

ativação da transcrição do operon nIfIA pela proteína NifA
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(183). Em A. cau11nod an s um po9SÍvel sítio de ligação para 

NlfA (UAS) foi Identificado precedendo o promotor -23/-12 do 

gene nlfA (182). Na região IntercIstrônI ca do operon 

flxRn l fA de fi. Iaponlcum foi Identificado uma seqüência UAS, 

ma9 não precede um promotor -23/-12. Entretanto, precedendo 

o início de tradução do gene flxR existe uma seqüência 

consenso ao promotor - 23/-12  e um heml-sítio para ligação de 

NlfA separados entre sl por aproximadamente 100 pb (258). 

Resultados iniciais uti li za nd o fusêes f I x R : : IacZ e 

n l f A : r lacZ indicaram que o produto do gene nIfA não era 

Importante para a expre ss ão  deste operon (258). Entretanto, 

a utilização de fusões f l x R :: lacZ integradas em partes não 

essenciais do cromosoma de fi. IaponIcum demonstrou que a 

proteína NlfA é capaz de ativar, embora discretamente, a 

transcrição do operon fixRnifA de fi. laponlcum (259). 

Finalmente, o promotor do gene ji I f A de fi. me I i I ot I não 

apresenta sítio de ligação para a proteína NlfA (36). 

Posteriormente foi demonstrado que este promotor responde a 

uma outra proteína atlvadora, FlxJ (37,153). Porém, uma vez 

sintetizada a proteína NifA ativa a transcrição do operon 

f l x A B C X . que precede imediatamente o gene n i f A . Cerca de 70% 

dos transcritos iniciados naquele operon contém o gene n l f A . 

caracterizando portanto uma au to ativação (153).

A presença de promotor -23/-12 e o espaçamento correto 

em relação a UAS e ao Início de tr anscrição são evidências 

que sugerem fort eme nt e que a proteína NifA ativa a 

transcrição do gene n i fA em ü» s e r o n e d I c a e . Um fator 

complicante, sem dúvida, é a presença de 3 seqüências que
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concordam, em graus variáveis, com a seqüência consenso de

promotor -24/-12. A presença de vários destes pr om otores em

seqüência poderia ser devido a uma elevada demanda pela

proteína NlfA. Esta idéia porém não parece provável uma vez

que NlfA é uma proteína regulatória. t  possível especular se

promotores com menor afin id ad e poderiam ter uma função

regulatória na expressão do gene nlfA de ü- serooed l c a e .

Estes poderiam, por exemplo, interagir com a

RNApolImerase-o* sob condiçõe s proibitivas de amônla e/ou

oxigênio formando comple xo s fechados inefetivos para a

transcrição, diminuindo ou bloqueando assim a expressão

gênlca. A formação de complexo s fechados com prom otores de

baixa afinidade em condições de repressão poderia Inclusive

ser mediada pela proteína NlfA ligada a UAS. Evidências

recentes sugerem que a pr oteína NlfA pode estabilizar a

54
formaçõo do complexo RNApol Imerase-o- /promotor -24/-12 

<187). Pode-se especular que no caso da estabilização  de 

complexo fechado com promotor de baixa afinidade pela 

proteína NlfA, a catállse da pa ss agem para o complexo aberto 

e início de transcrição não ocorreria, possivelmen te  devido 

à interação entre a proteína NlfA e a mo lé cula repressora 

<NH* e/ou Og).

é possível ainda que o sítio de ligação para NlfA (UAS) 

localizado na posição 1269 esteja relacionado com a ativação 

da transcrição de um gene nIf em direção oposta a direção de 

transcrição do gene n I f A . A identificação de seqüências 

similares à seqüência de promotor -24/- 12  ( G G - N 10~GC) na

região entre as posições 880 e 944, em or ie ntação oposta ao
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gene nlfA favorece esta hipótese. Além disto, a análise pelo 

métodos de uso preferencial de codons sugere a existência de 

uma ORF transcrita em direção contrária ao gene nlfA (figura 

24). Entretanto, a distância entre o suposto início de

tradução e a UAS é multo grande (apr ox imadamente 500 pb). Em 

J£. pneumon l ae o gene n I f F está localizado adjacente ao gene 

n l f A . porém é transcrito em sentido contrário e o sítio de 

ligação para NlfA está localizado 263 pb antes do início de 

transcrição (33). Todos os possíveis produtos de tradução, 

nas duas direções, da região que precede o gene nlfA

(posições 1-1200) de ü. serooedlcae for am  comparados com os 

bancos de dados EMBL e Genebank, mas nenhuma homologia 

conclusiva foi encontrada. A constru çã o de fusões 

transcrIcionais lacZ em diversos pontos daquela região e o 

estudo de sua expressão poderia escl arecer esta questão.

Um sítio de ligação para a proteína Ntrc e um promotor 

-12/-24 foram encontrados precedendo o primeiro codon em 505 

pb e 407 pb, respectivamente. A presença destas estruturas 

sugere uma possível função de NtrC na ativação da 

transcrição do gene nlfA de ü. s e r o o e d I c a e . Os resultados 

com as fusões n l f A ? ; lacz (tabela 9) m o s t r a m  que a proteína 

NtrC é capaz de ativar, apesar de fracamente, a transcrição 

do gene nlfA em £.. coI i . impl Icando na existência de um gene 

homólogo ao gene ntrC em ü. s e r o p e d I c a e . É interessante 

notar ainda que o gene nlfA de Ü. seropedIcae não

complementa os mutantes ntrC de A. b r a s I I e n s e .

Os dados estruturais complementados pelos dados 

fisiológicos sugerem que a transcrição  do gene n i fA de M-
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seropedIcae tem pelo menos dois pontos de Início de

transcrição. Os promotores -24/-12 atlvávels por NtrC e por 

NifA a parentemente dirigem a síntese de duas espécies 

distintas de mRNA e possivelm en te  são regulados

independentemente. Sob condições de baixos níveis de 

nitrogênio fixado a proteína NtrC ativaria a transcrição do 

gene nlfA e as sim também faria o seu produto de tradução 

(NifA) desde que os níveis de oxigênio e amônia assim o

permitissem, estabelecendo um ciclo de a u t o a t i v a ç ã o . Em

condições de altos níveis de oxigênio a proteína NifA 

poderia bloquear ou diminuir a velocidade de transcrição do 

gene n l f A . Este efeito poderia ocorrer hipoteticam ente de 

duas maneiras: a) A proteína NifA poderia ser diretamente

inatlvada por oxigênio, interrompendo o ciclo de 

autoatlvação de forma semelhante àquela formulada para fi.

I aoon i c u m ; e b) A proteína NifA poderia sofrer uma mudança

conformacI onal induzida por oxigênio, alterando sua

atividade fisiológica. Esta mudança impossibilitaria a 

proteína NifA de catalisar a formação do complexo aberto,

mas ainda permitiria a formação de um complexo fechado

estável inclusive com os promotores de mais baixa afinidade. 

Em A. cau l l nodans a expressão do gene nlfA aparent em en te  é 

autoreguIada negativamente sob condições não simbióticas de 

fixação de nitrogênio, fornecendo um precedente de regulação 

negativa pela proteína NifA (24).

Por outro lado, convém ressaltar que as fusões

transcr i pc I ona i s do gene n l f A de M. seroned i cae com jjuGX não

respondem ao produto do gene nlfA de fi. oneumon i ae em fi.
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c o l i . Este resultado Inesperado, contudo, ainda nSo pode ser 

conclusivo. Em primeiro lugar dife re nç as  na maquinaria

bioquímica de transcri çã o e tradução entre ü- seropedlcae e

£. coII po de riam impedir a deteção da ativ id ad e da proteína 

NlfA. Além disso as fusões lacZ utilizada for am  construídas 

em vetor de múti pl as  cópias, que são Inadequados para a 

visualização de variações discretas na atividade de ativação 

de transcrição (compare, por exemplo, 258 e 259). Fusões 

IacZ cr omosomals em ü- seropedIcae ou em plasmídeo vetor de

1-2 cópias por cópia de cromosoma serão necessárias para o 

perfeito es cl ar ecimento  do papel autoregul ad or  da proteína 

NlfA. Por outro lado, é necessário notar ainda que, dado a 

provável ação dos níveis de oxigênio sobre a expressão do 

gene nlfA de ü . s e r o p e d I c a e , as condições de oxigenação

deveriam ser rigoro sa me nt e controladas.

A presença de promotores na região promotora do

gene nlfA sugeria ainda que sua expressão requer o produto 

do gene r p o N . Esta implicação fof confirmada pelos ensaios

de ativação da fusão H s n l f A : : l acZ ( p E M s n o )  em £. co 11. que 

demonstram o requerimento absoluto para do gene rpoN na 

expressão do gene n i fA de jj. s e r o p e d l c a e . Este fato implica 

na existência de um gene homólogo ao gene rpoN em ü- 

s e r o p e d I c a e .

Uma possível seqüência " a n a e r o b o x ” foi Identificada 

dentro da região codiflcador a do gene nIfA de ü.

s e r o p e d l c a e . Tal estrutura possui apenas duas substituições 

de bases em relação è seqüência consenso. A presença de 

seqüência "anaerobox" sugere a existência de um gene
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homólogo ao gene f nr de £. coI I em Jü. seropedl c a e . 0 produto 

do gene fnr de f.. coI I participa do controle da expressão de 

proteínas do metabolismo anaeróblco (244). Uma função 

atlvadora é atribuída à seqüência "anaerobox" localizada 

antes ou sobreposta ao início de transcrição enquanto que 

quando localizada na região codlficadora (ORF) possui uma 

função repressora (192). Dentro da região codlficadora do 

gene nIfD de fi. IaponIcum uma seqüência "anaerobox" também 

foi Identificada (192). Em fl. melllotl a expressão do gene 

nlfA é controlada pelos produtos dos genes f i xL e fIxJ e é 

reprimida pelo produto do gene fIxK em condições de altos 

níveis de oxigênio (11,47,153). A expressão do gene flxK é 

autoregulada negativamente. A comparação da seqüência de 

amlnoácidos deduzida a partir da seqüência de nu cieotídeos

do gene f l x K . com a proteína Fnr mostrou um elevado grau de

homologla (11). Aparentemente a proteína FIxK reconhece uma 

seqüência homóloga à seqüência " a n a e r o b o x ” (11). Assim, por 

comparação, as estruturas regulatórlas identificadas sugerem 

que a expressão do gene nlfA de fi. seroped i cae sofreria um 

controle negativo pelos níveis de oxigênio. Desta forma a

expressõo do gene nifA estaria regulada pela concentração de

oxigênio em dois níveis: a) a nível de atividade da proteína 

NifA; e b) a nível de uma proteína homóloga a Fnr ou FixK, 

reagindo diretamente a altas concentracões de oxigênio

bloqueando a transcrição do gene n i f A . Também em ]£.

pneumonIae o controle da expressão dos genes nIf por

oxigênio ocorre em pelo menos dois níveis. Em primeiro

lugar, em co ncentrações de oxigênio acima de 6 p H  a proteína
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NlfA é d i r e tamente Inativada pela proteína NifL, Impedindo a 

ativação dos operons n l f . inclusive sua autoatlvaçõo (39). 

Além disso NlfL desestabIIIzarI a os transcritos  nIf nestas 

condições (45). Em concentrações superio re s de oxigênio, 

maiores que 60 éjM, a expressão do operon n I f L A é reprimida,

aparentemente devido a uma diminuição do grau de

superenroIamento do DNA (54). 0 controle da expressão do 

gene n l f A . e por conseqüência dos genes n l f . em mais de um 

nível respondendo às diferentes concentrações de oxigênio, 

aparentemente garante que a nltrogenase não será sintetizada 

sob condições nas quais é inoperante.

Além destas estruturas a seqüência do gene nlfA de ü. 

serooedlcae possui em sua região promot or a uma estrutura que 

concorda com uma seqüência de ligação do fator de integração 

do hospedeiro (IHF). Esta estru tu ra  está precede em

aproximadame nte 40 pb o sítio de ligação para NlfA. IHF é 

uma proteína de f.. co l I que tem uma função Importante

durante a Integração do DNA do bacteriófago lambda no

cromosoma, participando diretamente desta evento de

recomblnação (89). Esta proteína apar entemente possui outras 

funções em f.. co l l tais como o participação no empacotamento 

do DNA vira! nos capsídeos, iniciação de repllcação de 

plasmídeos, tra ns posição de transposons e controle da

expressão gênlca (89). A proteína IHF tem a capacidade de se 

ligar a uma seqüência específica de DNA causando seu

dobramento. Experimento s de interferência da metllação de 

bases na ligação de IHF ao DNA e de proteção do DNA do 

ataque de radicais hidroxlla d e m onstram que a Interação da
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proteína IHF com sua seqüência de M g a ç S o  ocupa uma extensão 

de pelo menos 25 pb (31). Por outro lado, experiment os  de 

proteção da digestão por DNAse l m o s t r a r a m  que o IHF protege 

uma extensão de até 50 pb com um centro aproximado na 

sequênclã consenso ATCAA (31). A proximidade do sítio de 

ligação de NlfA do sítio de ligação do IHF poderia levar a 

uma competição entre NlfA e IHF, uma vez que a ligação de 

IHF ao seu sítio provavelmente provocaria uma mudança de 

conformação do DNA em sua vizinhança. A competição entre 

NlfA e IHF poderia modular ou regular a exp re ss ão  do gene 

n I fA de ü. s e r o o e d I c a e . Em &. pneumonIae existe um sltío de 

ligação para IHF entre o promotor -23/-12 do gene n i fH e a 

UAS e a atividade da proteína NlfA na ativação do promotor 

n l f H de J£. oneumon I ae é estimulada pela presença de IHF 

(239). A região do promotor do gene n )fU de &. pneumomlae 

também possui um sítio de ligação entre as suas 3 UAS's e o 

promotor -23/-12 e, como ocorre no promotor n I f H . a sua 

atividade também é estimulada pela presença de IHF (M. Buck 

e W. Cannon, comunicação pessoal), isto ocorre possivelmente 

devido a sua habilidade em dobrar a fita de DNA facilitando 

o contato entre o promotor e NlfA ligado a UAS (239). 

Entretanto, resultados de proteção de m e t l l a ç ã o  "In vivo" 

sugerem competição entre NlfA e IHF pela ocupação da UAS3 e 

ainda que IHF protege a região de UAS3 do pr omotor -23/-12 

do gene nIfu (M. Buck e W. Cannon, comunicação pessoal), 

assim IHF poderia funcionar como um mo du lador da atividade 

de alguns promotores n l f ..

Nenhum sítio de terminação rho- In dependente (217) foi
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Identificado antes ou depois do gene n l f A . suge rindo que a 

terminação do transcrito nIfA é de pe ndente de fator 

proteíco. A hlbrldização do fragmento M l  l/BgI II de 0,4 

kb, contendo apenas seqüência da região codlflcadora do gene 

n I fA . com RNA total de A. brasIIense FP10 (pEMS107) mostra 

um transcrito principal de ap ro ximadamente 1,8 kb, Indicando 

que contém apenas o gene n l f A . 0 mapeamento de tamanho de 

transcrito do gene nIfA em ü. se ropedIcae não foi possível 

pois a quantidade de RNA nIf obtida fol insuficiente.

A cerca de 300 pb abaixo do gene n l f A . a porção

N-termlnal de uma outra ORF fol Identificada, a qual 

compartilha extensa homologla com a porção N-termlnal da 

proteína NlfB de fi. IanonIcum (196) e A- vlnelandl l (141). 

Este resultado está de acordo com os ex pe ri me nt os  

preliminares de hibrldlzação que Indicavam a presença do

gene nlfB ou nIfL naquela região. 0 grupamento de resíduos

de clsteína presente na região N-termlnal da proteína NlfB 

de fi. seropedlcae é bastante conservado entre as três 

proteínas comparadas. Este grupamento tem a função 

hipotética de ligar metal durante o process am en to  ou durante 

a síntese do cofator de ferro e molibd ên io  (FeMoco). é

Interessante notar ainda que a homologla do N-terminal da 

proteína NlfB de ti. seropedIc ae  é maior com a de fi. 

laponlcum (68%) e A- vlneI and I I (66%) do que com a de ü.

pneumonIae (53%).

Na maioria dos diazot ro fo s o gene nIfB está localizado 

adjacente ao gene n I fA . na ordem nIfAn I f B . Juntos a um 

agrupamento de genes nIf ou como um grupo separado. Os
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resultados de seqüência, de hlbrldlzação e de complementação 

genética m o s t r a r a m  que estes dois genes também estão juntos 

em ü. s e r o o e d l c a e . mas possivelmente  localizados 

separadamente do genes nIf estruturais.

A presença de um promotor -24/-12 precedendo o gene

nlfB Implica que sua transcrição, e possivelmente a de

54
outros genes nIf de ü. s e r o o e d I c a e . requer o fator a  

(RpoN). A presença adicional de 2 sítios de ligação para

NlfA a cerca de 60 pb do promotor -24/-12 implica ainda na 

dependência do produto do gene nIfA para a ativação da 

transcrição do gene n l f B . Esta última Implicação reforça a 

sugestão de que proteína NlfA realmente atua como um 

ativador específico dos genes n i f também em JjU serooed l c a e . 

Dois sítios de ligação para NlfA na região promotora do gene 

n i fB foram reportados também em R. meIII o11 (35) e A.

v I neland il (141), os quais podem estar envolvidos em um

controle fino de tr anscrição ou ainda podem agir estimulando 

a atividade do promotor por melo de um aumento da

disponibilidade da proteína NlfA nas imediações do promotor. 

0 promotor do gene n l f L . por exemplo, exibe 2 sítios de

ligação para a proteína NtrC, embora ambos de baixa

homologia com a seqüência consenso (59). Cada um de tais 

sítios, porém, Interagem com um dímero da proteína NtrC 

cooperativãmente (6).

A perce nt age m de (G + C) de 60% obtida da região

sequenciada está em concordância com o conteúdo global (G + 

C ) de ü. s e r o n e d i c a e . A preferência de uso de codons é 

claramente diferenciada daquela de £.. co I I (tabela 11).
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Quando comparado com A. b r a s I l e n s e . a tendência na

utilização de codons nos genes nIfA e nlfB de ü. seronedIcae 

é parcialmente conservada, mas não possui um desvio tão 

acentuado quanto notado em genes daquele organismo

(19,78,79). Somente 3 codons (além dos codons de terminação 

TAA e TAG) não foram utilizados  em nenhuma circunstância nos 

genes nlfA e nlfB de ü. s e r o o e d l c a e . Entre codons sinônimos 

terminados em A ou T, ocorre uma ligeira preferência pelos 

terminados em T: entre oito casos, em 4 ocorre a preferência

pelos terminados em T (lie, Thr, Arg e Gly), em 2 pelos

terminados em A (Vai e Ser) e em 3 as frequências são

semelhantes para ambas as termin aç õe s (Leu, Pro, e Ala). 

Ainda como em A- b r a s 11e n s e . ocorre uma preferência no uso 

de C ou G na terceira posição do codon utilizados nas 

proteínas NifA e NlfB de ü. s e r o p e d i c a e , provavelmente

decorrente do alto conteúdo (G + C). Esta tendência também 

nôo é tão acentuada como em A- b r a s I I e n s e . Globalmente as

diferenças no uso de codons entre A- brasIlense e ü.

seropedIcae são bastante significati vas Indicando que estas 

duas bactérias não são tão próximas como se pensava. De fato 

hlbrldização RNA/RNA m o s t r a r a m  que a homologia entre os

gêneros A z o s p IrIII um e HerbasnIrIII um é baixa (76).

Os resultados apresentados  neste trabalho sobre a 

estrutura e regulação do gene nIfA de ü- sero pedIcae

permitem a construção de um modelo preliminar para a

regulação da fixação de nitrogênio neste organismo, que está 

apresentado na figura 36. inicialmente este modelo prediz a 

existência em J3- s e r o pedIca& de genes homólogos aos genes
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FIGURA 38 - MODELO PROPOSTO PARA A REGU LAÇÃO DA FIXAÇÃO DE 

NIT ROGÊNIO EM jy. s e r o n e d l c a e
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Sob baixas concentrações de amônia a proteína NtrC 
ativa a transcrição do gene n i f A . Sob baixas concentrações 
de oxigênio e/ou amônia, a proteína NifA ativa os promotores 
dos operons n i f . Inclusive o próprio promotor n i f A . enquanto 
que em altas concentrsções de oxigênio e/ou amônia, a 
proteína NifA perde sua capacidade de atlvador de 
transcrição. Altas conc en tr aç õe s de oxigênio inibem ainda a 
transcrição do gene n i f A . via uma proteína homóloga a FixK, 
atuando na seqüência "anaerobox" do gene n i f A . Simbolos: a ,
sítio de ligação para NtrC; s?, sítio de ligação para NifA; 
h, promotor - E 4 / - 1 S .  A seta po nt ilhada indica o produto do 
gene. A seta contínua indica ativação (+) ou inibição (-) de 
transcrição.
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rpoN e ntrC de £. ü l LL e A. p n e ufflOJllAfi., e aos genes ídjl de 

£• coIi ou f i xK de fi. mel i 1o t l . A proposição pressupõe 

basicamente que a expressão do gene nIfA seria ativada peia 

proteína NtrC em baixas concentra çõ es  de nit ro gê ni o fixado e 

que proteína NlfA, uma vez sintetizada, ativaria a expressão 

do gene nlfB bem como de outros operons nIf . inclusive do 

gene n l f A . Este modelo prediz ainda que a proteína NlfA 

poderia existir em duas formas: sob condições de baixas

concentrações de e/ou NH* ocorreria em uma forma ativa, 

capaz de ativar a transcrição de genes n I f , enquanto que em 

altas concentrações de 0^ e/ou NH* ocorreria em uma forma 

inativa. Especula-se ainda que na forma inativa a proteína 

NlfA poderia atuar negativamente sobre os promotores -12/-2q 

do gene n i f A . bloqueando sua transcrição. A presença de uma 

estrutura homóloga a " a n a e r o b o x ” na região codlficadora do 

gene n i fA sugere ainda que altas concentrações de oxigênio 

bloquearia a transcrição do gene nlfA via uma proteína 

homóloga a Fnr de £.. co i I ou FIxK de fi. me I I l ot i .

Adicionalmente estes resultados sugerem que a regulação 

da fixação de nitrogênio em A. bras i i ense é semelhante a de 

ü. s e r o p e d l c a e . Esta observação vem do fato de que o mutante 

n i fA~ de A. brasIIense FPIO ser complementado pelo gene nIfA 

de fcl. s e r o p e d l c a e . Implicando portanto, que o sistema de 

ativação do gene nIfA de ü- seropedIcae funcione em A- 

b r a s 1lense. As condições mínimas para que isto ocorra seria 

a existência em A. brasl I ens_e de genes homólogos aos genes 

ntrC e r p o N . o que corrobora os dados de Pedrosa e Yates



(214,215) que postulou a presença destes mesmos genes em A. 

ftrasiIense»

É Interessante notar ainda que expressão do gene nlfA 

de Jd. serooed l cae é semelhante àquela do gene n I f A de A. 

pneumonlae quando depende de NtrC ou NlfA, e requer RpoN. 

Por outro lado a proteína NlfA deduzida da seqüência de 

nucleotídeos apresenta uma homologia maior com as proteínas 

NlfA de a. 1L&JLLLqMjlO£ e MjLJLQJlLMI s p p . do que com a de A. 

p n e u m o n l a e . A análise destes resultados em termos de 

regulação da fixação de nitrogênio (figura 36) produz um 

quadro intermediário entre aquele que ocorre em um organismo 

slmblótlco (fi. m e I i I o t I ) e em um organismo de vida livre (fi. 

p n e u m o n I a e ). Nesta mesma linha de raciocínio é Interessante 

notar também que a porção N-terminal da proteína NifB possui 

um grau de homologia maior com aquela de fi. lanonIcum do que 

com a de fi. p n e u m o n I a e . Estes dados sugerem que ü. 

serooed i c a e . e provavelmente A- b r a s I I e n s e , estão 

evolutivamente localizados entre os bacilos Gram negativos 

fixadores de nitrogênio de vida livre e aqueles simbióticos.
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5 .  CONCLUSÕES

Herbasp l r 11 l um serppe0lca.fi p o s s u i  um gene n l f A . 

homólogo a outros genes nlfA descritos. Dada a 

semelhança estrutural da proteína NifA codificada por 

este gene com aquelas de outros organismos e a 

capacidade de complementar o mutante regulatório FP10 

de A- braslIense (nlfA ), propomos que o produto deste 

gene atua como um ativador de transcrição dos genes nIf 

em M. serooed I c a e .

A proteína NlfA de ü .  s e r o p e d l c a e  possui um 

Interdomínlo O-E homólogo àquele presente nas proteínas 

NifA de BjLââJLLtLUíLBJLMín _L§ JPCJLlCJLffl, Rh I zobi um spp. e 

A z o r hJz o b i u m  c a u l tn odans. Em fi. Japonlcum e Rh Izoblum 

melilotl este Interdomínlo está aparent em en te  envolvido 

com a sensibilidade ao oxigênio da proteína NlfA. 

Propomos que a atividade da proteína NifA de Jj. 

s e r o p e d l c a e  seja também controlada por oxigênio, 

atuando nesta região da proteína.

A transcrição do gene n i fA de ü- seropedIcae é ativada

pela proteína NtrC e, provavelmente, também pela 

proteína NifA, requerendo como fator sigma para a

RNApoIImerase a proteína RpoN. A presença de uma

seqüência similar a uma "anaerobox" sugere ainda que a



express8o do gene nIfA depende também da concentração 

de o x l g ê n l o .

A região N-termlnal do gene nIfB de JJ. seropedicae, 

presente após o gene nlfA e tra ns cr it a na mesma 

direção, exibe um sftlo de ligação de metais homólogo 

ao de proteínas NlfB de outros organismos. 

Provavelmente o produto do gene nIfB de U. seropedIcae 

possui função homóloga ao de KlebsleIla pneumonIae na 

blosíntese do cofator FeMoco.

0 promotor do gene nIfB exibe característica  típica de 

promotores n l f . A presença de 2 seqüências UAS

precedendo o promotor -24/-12 do gene nIfB implica na 

função atlvadora da proteína NifA, reforçando a 

proposição de que NifA atua como um atlvador da 

expressão de genes n i f .

Os resultados apresentados indicam que a regulação da 

expressão do gene n I f A de Jj. seroped I cae é similar

àquela que ocorre em Ji. p n e u m o n I a e . Entretanto as 

proteínas NifA e NlfB de Jj. S S tlP.RMJ..cj_ê. tem maior

relação com as proteínas NifA de A* caulínodans e NlfB 

de fi. l a p o n l c u m . sugerindo que M. seropedIcae está

evolutivamente situado entre os organismos de vida 

livre e s i m b l ó t l c o s .
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ADENDO 1 -

3 0 1 .15L 
300 .OC 

CONSENSO

3 0 1 .15L 
30 0.OC 

CONSENSO

3 0 1 . 15L 
30 0.OC 
300. OL 
3 0 1 . 14L 

CONSENSO

3 0 1 . 15L 
300.OC 
300. OL 
3 0 1 .14L 
300.2C 

CONSENSO

300.OL 
3 0 1 . 14L 
300.2C 

CONSENSO

300 .OL 
3 0 1 . 14L 
300.2C 
3 0 1 .13L 
3 0 0 . 1L 
3 0 1 . 14C 

CONSENSO

30 0.OL 
3 0 1 . 14L 
300.2C 
3 0 1 . 13L 
3 0 0 . 1L 
3 0 1 . 14C 
300 .3C 

CONSENSO

ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS INDIVIDUAIS

10 20 30 40 50
G T C G A C A G G C A G AG C T T G A T A T C G G G C G C G G T C T G C G A A A T C A G C T C G A A  
GT C G A C A G G C A C AG C T T G A T A T C G G G C G C G G T C T G C G A A A T C A G C T C G A A  
G T C G A C A G G C A C AG C T T G A T A T C G G G C G C G G T C T G C G A A A T C A G C T C G A A

60 70 80 SO 100
G G T G T T G A A G G T CT T G G C C G G A T T G G C * A G C G G G T C G C CA G G A C C * H C A A  
G G T G T T G A A G G T CT T G G C C G G A T T G G C C A G C G G G T C G C CA G G A D * G G C A A  
G G T C T T G A A G G T CT T G G C C G G A T T G G C C A G C G G G T C G C CA G G A C C G G C A A

110 120 130 140 150
T G C C C A G C A C C G TC A T C T G C G G A A T G G T C G A G G C C A C C GC A A A G A C C T T C  
TG C C C A G C A C C G TC A T C T G C G G A A T G G T C G A G G C C A C C GC A A A G A C C T T C

TGCGG A A T G G T C GA G G C C A C C G C A A A G A C C T T C
ACCGCAAAGACCTTC

T G C C C A G C A C C G TC A T C T G C G G A A T G G T C G A G G C C A C C GC A A A G A C C T T C

160 170 180 190 200
T T G G C C G C T T G T T C G G G C G T G A G C T T T T  
TT
T T G G C C G C T T G T T C G G G C G T G A G C T T T T C G C T G A C C A C GC C T G G A C G C G A  
T T G G C C G C T T G T TC G G G C G T G A G C T T T T C G C T G A C C A C GC C T G G A C G C G A  

C C G C T T G T T C G G GC G T G A G C T T T T C G C T G A C C A C G C C T GG A C G C G A  
T T G G C C G C T T G T TC G G G C G T G A G C T T T T C G C T G A C C A C GC C T G G A C G C G A

210 220 230 240 250
C T C G T T G G C G C A A T C G T A T T T G C G G T T G C A G T A G T T G C AC T G G A T G T T A C  
CTCGTTG G C G C A AT C G T  ATT T G C G G T T G C AG T A G T T G C A C T G G A T G T T  AC 
C TCGTT6 G G G C A AT C G T  ATTTGGGGTT G C AG T A G T T G C A C T G G A T G T T A C  
C T C G T T G G C G C A AT C G T A T T T G C G G T T G C A G T A G T T G C A C T G G A T G T T  AC

260 270 280 290 300
A G G C C G G T G C C A C C G C C A C G T G C A T A C G C G C A T A G T G G TG A T G A G C C T C T 
A G G C C G G T G C C A C C G C C A C G T G C A T A C G C G C A T A G T G G TG A T G A G C C T C T  
A G G C C G G T G C C A D * G C C A C G T G C A T A C G C G C A T A G T G G TG A T G A G C C T C T  

G C C A C G T G C A T A CG C G C A T A G T G G T G A T G A G C C T C T  
TGCATACG*;GCATAGTGGTGATGAGCCTCT

GTGATGAGCCTCT
A G G C C G G T G C C A C C G C C A C G T G C A T A C G G G C A T A G T G G TG A T G A G C C T C T

310 320 330 340 350
T C G C T G T A G C A G GG A T G G T T C T T
T C G C T G T A G C A G GG A T G G T T C T T G A C C T T T T C C C A A A C C T C G G G C G C C A T  
T C G C T G T A G C A G G G A T G G T T C T T G A C C T T T T C C C A A A C CT C G G  
T C G C T G T A G C A G G G A T G G T T C T T G A C C T T T T C C C A A A C CT C G G G C G C C A T  
T C G C T G T A G C A G G G A T G G T T C T T G A C C T T T T C C C A A A C CT C G G G C G C C A T  
T C G C T G T A G C A G GG A T G G T T C T T G A C C T T T T C C C A A A C CT C G G G C G C C A T  

G A T G G T T C T T 6 A CC T T T T C C C A A A C C T C G G G C G C C A T  
T C G C T G T A G C A G GG A T G G T T C T T G A C C T T T T C C C A A A C CT C G G G C G C C A T
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360 370 380 390 400
30 1 . 14L GTCGG C G G G A C C AT C G G A T G A A
30 1 . 13L G T C G G C G G G A C C AA C G G A T G A A C C G C A A C T H * C T T T G C CG C C T T C A C T G C
300.11 G T C G G C G G G A C C AT C G G A T G A A C C G C A A C T G G C T T T G D * G C C T T C A C T G C
30 1 . 14C G T C G G C G G G A C C AT C G G A T G A A C C G C A A C T G G C T T T G C CG C C T T C A C T G C
300.3C G T C G G C G G G A C C AT C G G A T G A A C C G C A A C T G G C T T T G D *G C C T T C A C T G C

CONSENSO G T C G G C G G G A C C AT C G G A T G A A C C G C A A C T G G C T T T G C CG C C T T C A C T G C

301
300
301
300
301 
300.3L

CONSENSO

13L 
1 L 
14C 
3C 
13C

410 420 430 440 450
TG G T G C C A C A G C CT T T G T G T T C G G C T A C C T T G T C C A G C A A G G T G C C T A G C  
TG G T G C C A C A G C CT T T G T G T T C G G C T A D * T T G T C C A G C A A G G T G C C T A G C  
T G G T G C C A C A G C CT T T G T G T T C G G C T A C C T T G T C C A G C A A G G T G C C T A G C  
T G G T G C C A C A G C CT T T G T G T T C G G C T A C C T T G T C C A G C A A G G T G C C T A G C

T C G G C T A C C T T G TC C A G C A A G G T G C C T A G C  
T T G T C C A G CAAGGT GCCTAGC 

T G G T G C C A C A G C CT T T G T G T T C G G C T A C C T T G T C C A G C A A G G T G C C T A G C

460 470 480 430 500
3 0 1 . 13L GA TT TG ATGTCCT
3 0 0 . 1L G A T T T G A T G T C C TG G A T A C C G A C G T A T T G T G T G G G C T G C A T G G A T A G T C C
3 0 1 . 14C G A T T T G ATGCCCTGGAT ACC
300.3C G A T T T G A T G T C C TG G A T A C C G A C G T A T T G T G T
301.13C G A T T T G A T G T C C TG G A T A C C G A C G T A T T G T G T G G G C T G C A T G G A T A G T C C
300.31 G A T T T G A T G T C C TG G A T A C C G A C G T A T T G T G T G G G C T G C A T G G A T A G T C C
300.4C A T G T C C T G G A T A * C G A C G T A T T G T G T G G G C T G C A T G G A TA G T C C
301.12L T G G G C T GCATGGAT AGTCC
301.11L GCATGGAT*GT*C

CONSENSO G A T T T G A T G T C C TG G A T A C C G A C G T A T T G T G T G G G C T G C A T G G A T A G T C C

510 520 530 540 550
3 0 0 . 1L CT TTCAGGAAAGTGATG
3 0 1 . 13C C T T T C A G G A A A G TG A T G C C T G G G C C T T C T C C T G A G G A C A T A G C C A A A A C C
300.3L C T T T C A G G A A A G TG A T G C C T G G G C C T T C T C C T G A G G A C A T A G C C A A A A C C
300.4C C T T T C A G G A A A G TG A T G C C T G G G C C T T C T C C T G A G G A C A T A G C C A A A A C *
3 0 1 . 12L C T T T C A G G A A A * TG A T G C C T G G G C C T ? C T C C T G A G G A C A T A G C C A A A A C C
3 0 1 . 1 1 L C T T T C A G G A A A G TG T A G C C T G G G C C T T C T C C T G A G G A C A T A G C C A A A A C C
300.5C C C T T C T C C T G A G GA C A T A G C C A A A A C C

CONSENSO C T T T C A G G A A A G T G A T G C C T G G G C C T T C T C C T G A G G A C A T  AGCCAAAACC

560 570 580 530 600
30 1.13C GTGCCAGACAAAAT
300.3L G T G C C A G A C A A A AT A A T C A A T C A A T T C A A T G A C A T A G C G G A G A A T T G C G T
300.4C G T G C C A G A C A A A AT A A T C A A T C A A T T C A A T G A C A T A G C G G A G A A T T G C G T
301.12L * T G C C A G A C A A A A T A A T C A A T C A A T T C A A T G A C A T A G C GG A G A A T T G C G T
301.11L * T G C C A G A C A A A AT A A T C A A T C A A T T C A A T G A C A T A G C G G A 6 A A T T C G T C
300.5C G T G C C A G A C A A A A T A A T C A A T C A A T T C A A T G A C A T  AGCGGAGAAT TG CGT
30 1 . 12C A G A C A A A A T A A T CA A T C A A T T C A A T G A C A T A G C G G A G A AT T * C G T
300.4L A T C A A T T C A A T G AC A T A G C G G A G A A T T G C G T

CONSENSO G T G C C A G A C A A A AT A A T C A A T C A A T T C A A T G A C A T A G C G G A G A A T T G C G T
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610 620 630 630 650
300.3L C G T A C G G C G A T G T G A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T A C A TT G T G G G T G G C G
300.3C C G T A C G G C G A T G T G A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T  AC AT TG TGGGTGGCG
3 0 1 .12L C G T A C G G C G A T G TG A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T A C A TT G T G G G T G G C G
3 0 1 . 1 1L G T A C G G C G A T G T G A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T A C A T TG T G G G T G G C G C
300.5C C G T A C G 6 G G A T G TG A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T  ACATTGTGGG TG GCG
3 0 1 . 12C C G T A C G G C G A T G TG A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T A C A TT G T G G G T G G C G
300.31 C G T A C G G C G A T G T G A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T A C A TT G T G G G T G G C G
3 0 1 .11C A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T A C A T T G T G G G T G G C G
300.5L AT TG TG GGTGGCG
300.6C GGGTGGCG

CONSENSO C G T A C G G C G A T G T G A G G A T A G C G A C A A T C G G C G A T A C A TT G T G G G T G G C G

660 670 680 690 700
300.31 C T T G T C A T G A A C AC G A C A A T G C A G C A C G 6 G C C G G C G C
300.3C CTTGTCATG A A C AC G A C A T G C A G C A
301.121 CTTGTCAT
3 01.11L TTGTCATGAACACG
300.5C C T T G T C A T G A A C A C G A C A A T G C A G C A * G G G C C G G C G C C TG C A A T T
3 0 1 . 12C C T T G T C A T G A A C A C G A C A A T G C A G C A C G G G C G C G C G C C TG C A A T T G A * C *
300.3L C T T G T C A T G A A C A C G A C A A T G C A G C A C G G G C C G G C G C C TG C A A T T G A G C G
301.11C C T T G T C A T G A A C A C G A G A A T G C A G C A C G G G G C H * C G C C TG C A A T T G A G C G
300.5L C T T G T C A T G A A C AC G A C A A T G C A G C A C G 6 G C C G G C G C C TG C A A T T G A G C G
300.6C C T T G T C A T G A A C AC G A C A A T G C A G C A C G G G C C G G C G C C TG C A A T T G A G C G
3 0 1 . 10L A C A A T G C A G C A G 6G G G C * G C G C C T G C A A T T G A G C G

CONSENSO C T T G T C A T G A A C A C G A C A A T G C A 6 C A C G G G C C G G C G C C TG C A A T T G A G C G

710 720 730 730 750
300.3L C G C C G C A A T G A G G C T G A C G C A G T G G A G A A G G A G A A G G A GA A T G C G A G G A C
301.11C C G C C G C A A T G A G G C T G A C G C A G T G G A G A A G 6 A G A A G G A GA A T G C 6 A G G A C
300.5L C G C C G C A A T G A G C C T G A C G C A G T G G A G A Â G G A G A A G G A GA A G G C G A G G Ã C
3 0 1 . 12C * G G C G G A A T G A G C C T G A C G C A * T G G A G A * G G A G A A G * A GA A T 6 C G A G G A C
300.6C C G C C G C A A T G A G C C T G A C G C A G T G G A G A A G G A G A A G G A GA A T G C G A G G A C
301.10 L C G C C G C A A T G A G C C T G A C G C A G T G G A G A A G G A G A A G G A GA A T G C G A G G A C
3 0 1 . 10C AATGC GA GG AC
30 1.SL CAGGAC

CONSENSO C G C C G C A A T G A G C C T G A C G C A G T G G A G A A G G A G A A G G A GA A T G C G A G G A C

760 770 780 790 800
300.3L G T G C C * A G C C G G G G A A T C C A T C A A T A C A A C C G G C T G G C GC G A C G * C G A A G
301.11C GTGCC*AGCCGGG
300.5L G T G C C G A G C C G G G G A A T C C A T C A Â T A C A A C C G G C T G G C GC G A C G * C G A A G
3 0 1 . 12C GTGCC*A6CCGGGG 
300.6C GT
301.10 L G T G C C * A G C C G G G G A A T C C A T C A A T A C A A C C G G G T G G C GC G A C G G C G A A G
3 0 1 . 10C G T G C C * A G C C G G G * A A T C G A T C A A T A C A A C C G G C T G * G GC G A C G C C G A A G
3 0 1 .SL A T G C C * A G C C G G G* A A * C C A * C A A * A C A A C C G G C T G G C GC G A C G C C G A A G
300.6L C C G G G G A A T C C A TC A A T A C A A C C G G C T G G C G C G A C G * C G A A G

CONSENSO G T G C C G A G C C G G G G A A T C C A T C A A T A C A A C C G G C T G G C GC G A C G C C G A A G



25 3

810 820 830 840 850
300.4L AGACCG CG CG CG CA
300.51 AGACCGCGC G C G CA G G G C G A G G A C G G C A A T G A G A A A A A GA C
301.1 DL A G A C C G C G C G C G CA G G G C G A G G A C G G C A A T G A G A A A A A GA C T T T G G A T C T
3 0 1 .10C A G A C C G G G C G C G C A G G G C G A G G A C G G C A A T G A G A A A A A GA C T T T G G A T C T
3 0 1 .9L A G A C C G C G C G C G CA G G G G G A G G A C G G C A A T G A G A A A A A GA C T T T G G A T C T
3 0 0 . 8 L A G A C G G C G C G C G C A G G G C G A G G A C G G G A A T G A G A A A Ã A GA C T T T G G A T C T
3 0 1 .9C A C C G C G C G C G C A GG G C G A G G A C G G C A A T G A G A A A A A G A C T T T G G A T C T
300.7C C G C G C G C A G G G C G A G G A C G G C A A T G A G A A A A A G A C T T T GG A T C T

CONSENSO A G A C C G C G C G C G CA G G G C G A G G A C G G C A A T G A G A A A A A G A C T T T G G A T C T

301 
301 
301
300
301 
300.7C 
300.8C

CONSENSO

10L 
1 0 C  
9L 
6 L 
9C

860 870 880 890 900
GGCAGCGT
G G C A G G G T A T T A CG T C A C G C T C G C A G A T G A G T T T C A G A A C T T C T T G A C C T  
GGCAGCGT A T T A C G T G A C G C TC G C A A G T G A G T T T C A G A A C T T C T T 6 A C C T  
G G C A G C G T A T T A CG T C A C G C T C G C A G A T G A G T T T C A G A AC T T C T T G A C C T  
G G C A G C G T A T T A CG T G A C G C T C G C A G * T G A G T T T C A G A A C T T C T T G A C C T  
G G C A G C G T A T T A CG T C A C G C T C G C A G A T G A G T T T C A G A A C T T C T T G A C C T

ACCT
G G C A G C G T A T T A CG T C A C G C T C G C A G A T G A G T T T C A G A AC T T C T T G A C C T

910 920 930 940 950
3 0 1 .10C CGAT A T T G A A T T T C T G CA G C G C A T A G C C C A T C T G G C G C G G C G AG A T G T T G
3 0 1 .9L CGAT ATTGA A T T T C T G CA G C G C A T A G C C C A
3 0 0 . 6 L CGAT ATTGAATTTC T G CA G C G C A T A G C C C A T C T G
3 0 1 .9C CGAT A T T G A A T T T C T G CA G C G C A T A G C C C A T C T G G C G C G G C G AG A T G T T G
300.7C C G A T Â T T G A A T T T C T G C A G C G C A T A G C C C A T C T G G C G C GG C G A G A T G T T G
300.8C CGAT A T T G A A T T T C T G CA G C G C A T  AG CC CA TC TG GC GC GGCGAGATGTTG
3 0 0 . 7 L T G C A G C G C A T A G CC C A T C T G G C G C G G C G A G A T G T T G

CONSENSO CGAT A T T G A A T T T C T G CA G C G C A T A G C C C A T C T G G C G C G G C G AG A T G T T G

960 970 980 990 1000
3 0 1 . 10C AGTGC GC GGGC TGC
30 1.9C A G T G C G C G G G C T G C C T T G G C T T G C A C C C A G C C A C A T T G CT C C A T G G C C C C
300.7C A G T G C G C G G G C T GC C T T 3 G G T T G C A
300 .8C A G T G C G C G G G C T GC C T T G G C T T G C A C C C A G C C A C A T T G CT C C A T G G C C C A
30 0. 7L A G T G C G C G G G C T G C C T T G G C T T G C A C C C A G C C A G A T T G CT C C A T G G C C C A
301.8L G T G C G C G G G C T G C C T T G G C T T G C A C C C A G C C A C A T T G C TC C A T G G C C C A
301 .8C G G G C G G G C T G C C T T * G C T T G C A C C C A G C C A C A T T G C T C CA T G G C C C A
300. 8L TGCTCCATGGCCCA

CONSENSO A G T G C G C G G G C T G C C T T G G C T T G C A C C C A G C C A C A T T G CT C G A T G G C C C A

1010 1OEO 1030 1040 1050
3 0 1 . 9C GAGCTCGA
300.8C G
3 0 0 . 7 L G A T A A G A C G T T C G C G T T C G G Â G G T C G G G G G C G C G G C 6 * CA G T G G C T T G T C
301 .8L G A T A A 6 A C G T T C G C G T T C G G A G G T C H * G G G C G C G G C G C CA G T G G C T T G T C
301 .8C G A T A A G A C G T T C G C G T T C G G A G G T C G G G G * C G C G G C G C CA G T G G C T T G T C
300.8L G A T A A G A C G T T C G C G T T C G G A G G T C G G G G G C G C G G C G * CA G T G G C T T G T C
301.7L CCAG TG GC TT GT C

CONSENSO G A T A A G A C G T T C G C G T T C G G A G G T C G G G G G C G C G G C G C CA G T G G C T T G T C



300.7L 
301.8L 
301.8C 
300.8L 
3 0 1 .7L 

CONSENSO

300.7L 
3 0 1 .8C 
300.8L 
300. 9C 
3 0 1 .7L 
3 0 1 .7C 

CONSENSO

300.7L 
300.8L 
3 0 1 .7L 
300. 9C 
301.70 
3 0 1 .BL 
3 0 0 . 10C 

CONSENSO

301.71 
300. SC 
301.7C 
3 0 1 .BL 
3 0 0 . 10C 
3 0 0 . 10L 
3 0 1 .5L 

CONSENSO

300 .9C 
3 0 1 .7C 
301.SL 
3 0 0 . 10C 
30 0. 1OL 
3 0 1 .5L 
3 0 0 . 11L 

CONSENSO

300 .SC 
3 0 1 .BL 
3 0 0 . 10C 
3 0 0 . 10L 
3 0 1 .5L 
3 0 0 . 11L 
300.BC 
301 .4L 
301.5C 

CONSENSO

1060 1070 1080 10S0 1100
C T T G G C C A T C C C A G T C G G C G A A G A T G G C G * C G T A T G * C ** G G A T A T G C G *  
CTTGGCCATC C C AC T C G G C G A A G A T G
C T T G G C C A T C C C AC T C G G C G A A G A T G * C G C C G T A T G G C GC G G A T A T G C G C 
C T T G G C C A T C C C A C T C G G C G A A G A T G G C G * C G T A T G * C ** G G A T A T G C G *  
C T T G G C C A T C C C AC T C G G C G A A G A T G * C G C C G T A T G G C GC G G A T A T G C G C 
C T T G G C C A T C C C AC T C G G C G A A G A T G G C G C C G T A T G G C GC G G A T A T G C G C

1110 1120 1130 1140 1150
T C C A G C G G C A D * AD * A C G A C * G G T T G C T G C T G G C C G G G TT C A T G C A A G A C 
T C C A G C G G C A C C AC C A C G A C C G G T T G C T G C T G G C C G G G T T C C G A G C  
T C C A G G G G G A D * AD * A C G A D * G G T T G C T G C T G G C C G G G TT C A T G C A A G A C 
T C C A G C G G C A C C AC C A C G A D * G G T T G C T G C T G G G C G G G TT C A T G C A A G A C 
T C C A G C G G C A C C AC C A C G A C C G G T T G C T G C T G G C C G G G TT C A T G C A A G A C  
T C C A G C G G C A C C AC C A C G A C C G G T T G C T G C T G G C C G G G TT C A T G C A A G A C 
T G C A G C G 6 C A C G AC G A C G A C G G G T T G C T G C T G G C G G G G TT C A T G C A A G A C

1160 1170 1180 1190 1200
CTT GG TC AG GC A 
C T T G G TCAGGCATT TGTT
C T T G G T C A G G C A TT T G T T C T G G T G A C A G G A G A A A T G C A CC T C G * T G A T C A 
C T T G G T C A G G C A TT T G T T C T G C T G A C A G G A G A A A T G C A CC T C G G T G A T C A  
C T T G G T C A G G C A T T T G T T C T G C T G A C A G G A G A A A T G C A CC T C G G T G A T C A 

G G T C A G G C A T T T GT T C T G C T G A C A G G A G A A A T G C A C C T CG G T G A T C A  
GTTCTGCTG A C A GG A G A A A T G C A C C T C G G T G A T C A 

C T T G G T C A G G C A TT T G T T C T G C T 6 A C A G G A G A A A T G C A CC T C G G T G A T C A

1210 1220 1230 1240 1250
GATCGCC
G A T C G C C G C G C A TC A T G G T G G C A G T A C G C T C G A C A C A A TT T T C C A G T T C C  
G A T G G G C G C G G A TC A T G G T G G C A G T A C G C T C G A C A C A A TT T T C C A G T T C C  
G A T C G C C G C G C A TC A T G G T G G C A G T A C G C T C G A C A C A A TT T T C C A G T T C C  
G A T C G C C G C G C A TC A T G G T G G C A G T A C G C T C G A C A C A Â TT T T C C A G T T C C  

C GCA T C A T G G T G GC A G T A C G C T C G A C A C A A T T T T C C A G TT C C
TTCC

G A T C G C C G C G C A TC A T G G T G G C A G T A C G C T C G A C A C A A TT T T C C A G T T C C

1260 1270 1280 1290 1300
C G T A C A T T G C C C GG C C A G T A G C A A T T C A T C A T G A C C T T CA T G G C C T G C G G  
C GTACATTG C C C GG C C A G T
CGTACATTGCCCGÍ CGAGTAGCAATTCA TCAT G A C C T T C A T G G C C T G C G G 
C G T A C A T T G C C C GG C C A G T A G C A A T T C A T C A T G A C C T T CA T G G C C T G C G G 
C G T A C A T T G C C C G G C C A G T A G C A A T T C A T C A T G A C C T T CA T G G C C T G C G G
c g t a c a t * g c c c g g c c a * t a g c a a T t c a t c a t g a c c t t c a t g g c *t g c g *

ATCATGACCTTCATGGCCTGCGG  
C G T A C A T T G C C C G G C C A G T A G C A A T T C A T C A T G A C C T T CA T G G C C T G C G G

1310 1320 1330 1340 1350
TGACATGGCCAC
T G A C A T G G C C A C C A T G G C G C G C T G G T T C T C C A C A C G G A AT T T T T C C A G
TGACA
T G A C A T G G C C A C CA T G G C G C G C T G G T T C T C C A C A C G G A AT T T T T C C A G G A  
T G A C A T G G C C A C CA T G G C G C G C T G G T T C T C C A C A C G * A AT T T T T C C A G G A  
T G A C A T G G C C A C CA T G G C G C G C T G G T T C T C C A C A C G G A AT T T T T C C A G G A  
G A C A T G G C C A C C AT G G C G C G C T G G T T C T C C A C A C G G A A TT T T T C C A G G A  

ATGGCGCGCTGGTT CTCC A C A C G G A A T T T T T C C A G G A
CCAGGA

T G A C A T G G C C A C CA T G G C G C G C T G G T T C T C C A C A C G G A AT T T T T C C A G G A

254



255

1360 1370 1380 1390 1-100
300.10 L A G T G T T C C A C C A GA T A G G G A A T A T C C T C G C G C C G T T C G CG C A G C G G A  
3 0 1 ,5L A * T G T T C C A C C A GA T A G G G A A T A T C C T C G C * D * G T T C G CG G A G C G G A G * A
3 0 0.11L A G T G T T C C A C C A GA T A G G G A A T A T C C T C G C G C C G T T C G CG C A G C G G A G G A
300.6C A G T G T T C C A C C A GA T A G G G A A T A T C C T C G * G C C G T T G C CG C A G C G G A G G A
301. 1L A G T G T T C C A G C A GA T A G G G A A T A T C C T C G C * * C G T T C G CG C A G C G G A G G A
301.50 A G T G T T C C A C C A GA T A G G G A A T A T C C T C G C * * C G T T G C CG C A G C G G A G G A
301.1C GCAGCGGAGGA

CONSENSO A G T G T T C C A C C A GA T A G G G A A T A T C C T C G C G C C G T T C G CG C A G C G G A G G A

1-110 1120 1-130 1110 1150
3 0 1 .5L A T G A A G A T G C T G AC C A C A T T G A T A C G G T A A T A C A G G
3 0 0 . 1 1 L A T G A A G A T G C T G AC C A C A T T G A T A C G G T A A T A C A G G T C GG C C C G G A A C T C
301.60 ATGAAG ATG CT
301.1L A T G A A G A T G C T G AC C A C A T T G A T A C G G T A A T A C A G G T C GG C C C G G A A C T C
301.5C A T G A A G A T G C T G AC C A C A T T G A T A C G G T A A T A C A G G T C GG C C C G G A A G T C
3 0 1 .1C A T G A A G A T G C T G AC C A C A T T G A T A C G G T A A T A C A G G T C GG C C C G G A A C T C
3 0 0 . 12C G G T A A T A CAGGTCG GCCCGGAACTC
301.3L ACAGGT CG GC CC GGAA CT C

CONSENSO A T G A A G A T G C T G AC C A C A T T G A T A C G G T A A T A C A G G T C GG C C C G G A A C T C

1160 1170 1180 1190 1500
300.111 G C C C T T G G C C A C GG D * T T C T C C A G G T C G C G G T T G G T G G CG G T G A C C A G A C
301.1L G C C C T T H * C C A C GG C C T T C T C C A G G T C G C G G T T G G T G G CG G T G A C C A G A C
301.5C G C C C T T H * C C A C GG C C T T C T C C A G G T C G C G G T T G G T G G CG G T G A C C A G A C
301 .1C GCCCTTH* CC ACGGCC TT CT CCAGGTCGCGGTTGGTGGCGG.TGACCA GÃC
3 0 0 . 12C G C C C T T G G C C A C GG D * T T C T C C A G G T C G C G G T T G G T G G CG G T G A C C A G A C
301.3L G C C C T T H * C C A C G G C C T T C T C C A G G T C G C G G T T G G T G G CG G T G A C C A G A C

CONSENSO G C C C T T G G C C A C GG C C T T C T C C A G G T C G C G G T T G G T G G CG G T G A C C A G A C

1510 1520 1530 1510 1550
3 0 0 . 1 1 L G CACGTCCACCTTGATCGA  
301 .1L G C ACGTCCACCTTGA
301 .5C GC
3 0 1 .1C G C A C G T C C A C C T TG A T C G A A C G C 6 A C C C A C C G A C C C G C TC G A A T T G A C G C
3 0 0 . 12C G C A C G T C C A C C T T G A T C G A A C G C G A C C C A C C G A C C C G C TC G A A T T C A C G C
301.3L G C A C G T C C A C C T TG A T C G A A C G C G A C C C A C C G A C C C G C TC G A A T T C A C G C
3 0 0 . 12L CCGCTCG AA TT CACG C

CONSENSO G C A C G T C C A C C T TG A T C G A A C G C G A C C C A C C G A C C C G C TC G A A T T C A C G C

3 0 1 .1C 
3 0 0 . 12C 
30 1.3L 
3 0 0 . 12L 
301.3C 
301.2L 

CONSENSO

301.3L 
3 0 0 . 12L 
301.3C 
301.2L 
3 0 0 . 13C 
301.2C 

CONSENSO

1560 1570 1580 1590 1600
TCCTGCAATACCGCAGCAG
TCCTGCAATAGCCGCAGCAGCTTGGCCTGGAAG*D*GGCGAGATOTCG
TCCTGCAATACCCGCAGCAGCTTG*CCTGGAAGGCCGGCGAGATCTCGCC
TCCTGGAATACGCGCAGCAGCTTGGCCTGGAAG*C*GGCGAGATCTCGD*

CGCAGCAGCTTG*CCTGGAAGGCCGGCGAGATCTCGCC
CGGCGAGATCTCGCC

TCCTGCAATACCCGCAGCAGCTTGGCCTGGAAGGGCGGCGAGATCTCGCC

1610 1620 1630 1610 1650
GATCTCGTCGAGGAACAAGGTG*CGCCATGGGCGAGTTCGAAACGCCCCT 
GATCTCGTCGAGGAACAAGGTGCCGCCATGGGC*AGTTCGAAACGCCCCT 
GATCTCGTCGAGGAACAAGGTG*CGCCATGGGCGAGTTCGAAACGCCCCT 
GATGTCGTCGAGGAACAAGGTG**GCCATGGGCGAGTTCGAAACGCCCCT

AAGGTGCCGCCATGGGC*AGTTCGAAACGCCCCT
GCCGCCATGGGCGAGTTCGAAACGCCCCT

GATCTCGTCGAGGAACAAGGTGCCGCCATGGGCGAGTTCGAAACGCCCCT



£56

1660 1670 1680 1680 1700
301.3L T
300.121 T G C G T T C A C C C T GG G C C C C G G T G A A G G C G C C C T T C T C G T G G C C A A A C A A T
301.3C T G C G T T C A C C C T GG G C C C C G G T G A A G G C G C C C T T C T C G T G G C C A A A C A A T
3 0 1 .£L T 6 C G T T C A C C C T GG G C C C C G G T G A A G G C G C C C T T C T C G TG G C C A A A C A A T
3 0 0 . 13C T G C G T T C A C C C T GG G C C C C G G T G A A G G C G C C C T T C T C G T G G C C A A A C A A T
301.2C T G C G T T C A C C C T AG G C C C C G G T G A A G G C G C C C T T C T C G TG G C C A A A C A A T
301.1L G G G C C C C G T T G A AG G C G C C C T T C T C G T G G C C A A A C A A T

CONSENSO T G C G T T C A C C C T GG G C C C C G G T G A A G G C G C C C T T C T C G T G G C C A A A C A A T

1710 1720 1730 1740 1750
3 0 0 . 12L TCG GA TTCCAGCA
301.3C T C G G A T T C C A G C A A G G T T T C C G A C A A G G C C G C A C A G T T GA C C T T  
3 0 1 .2L T C G G A T T C C A G C A A G G T T T C C G A C A A G G C C G C A C A G T T GA
3 0 0 . 13C T C G G A T T C C A G C AA G G T T T C C G A C A A G G C C G C A C A G T T GA C C T T G A T G A A
301.2C T C G G A T T C C A G C AA G T T T T C C G A C A A G G C G G C A C A G T T GA C C T T G A T G A A
301.11 T C G G A T T C C A G C A A G G T T T C C G A C A A G G C C G C A C A G T T GA C C T T G A T G A A
3 0 0 . 13L CAGT TG ACCTTGATGAA
3 0 0 . 14C AGTT GA CC TT GA TGAA

CONSENSO T C G G A T T C C A G C AA G G T T T C C G A C A A G G C C G C A C A G T T GA C C T T G A T G A A

1760 1770 1780 1790 1800
3 0 0 . 13C T G G C C C A T C C T T GC G C G G A C T G A G G T A A T G G A T G G C G C GC G C G A T G A C T T
301.2C T G G C C C A T C C T T GC G C G G A C T G A G G T A A T G G A T G C C G C
301.1L T G G C C C A T C C T T GC G C G G A C T G A G G T A A T G G A T G G C G C G C G C G A T G A C T T
3 0 0 . 13L T G G C C C A T C C T T GC G C G G A C T G A G G T A A T G G A T G G C G C GC G C G A T G A C T T
3 0 0 . 14C T G G C C C A T C C T T G G G C G G A C T G A G G T A A T G G A T G G C G C GC G C G A T G A C T T

CONSENSO T G G C C C A T C C T T GC G C G G A C T G A G G T A A T G G A T G G C G C G C G C G A T G A C T T

1810 1820 1830 1840 1850
3 0 0 . 13C C C T T G C C G G T G C C G C T C T C G C C G C G C A A C A G C A T G G T C GA G C G C G Â G G G G
3 0 1 . 1 L C C T T G C C G G T G C C G C T C T C G C C G C G C A A C A G C A T G G T C GA G C G C G A G G G G
3 0 0 . 13L C C T T G C C G G T G C C G C T C T C G C C G C G C A A C A G C A T G G T C GA G C G C G A G G G G
3 0 0 . 14C C C T T G C C G G T G C C G C T C T C G C C G C G C A A C A G C A T G G T C GA G C G C b A G G G G
3 0 1 .1C T T G C C G G T G C C G CT C T C G C C G C G C A A C A G C A T G G T C G A GC G C G A G G G G
3 0 1 .OLa CAACAGCATGGTCGAGCGCGAGGGG
3 0 0 . 14L AGCA TG GT CGAGCG CGAGGGG
30 1.OLb AGGGG

CONSENSO C C T T G C C G G T G C C G C T C T C G C C G C G C A A C A G C A T G G T C GA G C G C G A G G G G

1860 1870 1880 1890 1900
3 0 0 . 13C GCGGACTG 6TGT  A
3 0 1 . 1 L G C G G A C T G G T G T A C C T G C G C G A A C A C T T C C T G C A T C G C CT T G G A A A T  
3 0 0 . 13L G C G G A C T G G T G T A C C T G C G C G A A C A C T T C C T G C A T C G C CT T G G A A A T G C C
3 0 0 . 14C G C G C A C T G G T G T A C C T G C G C G A A C A C T T C C T G C A T C G C CT T G G A A A T G C C
3 0 1 .1C G C G G A C T G G T G T A C C T G C G C G A A C A C T T C C T G C A T C G C CT T G G A A A T G C C
3 0 1 .OLa G C G G A C T G G T G T A C C T G C G C G A A C A C T T C C T G C A T C G C CT T G G A A A T G C C
300. 14L G C G G A C T G G T G T A C C T G C G C G A A C A C T T C C T G C A T C G C CT T G G A A A T G C C
3 0 1 .OLb G C G G A C T G G T G T AC C T G C G C G A A C A C T T C C T G C A T C G C CT T G G A A A T G C C
3 0 1 .OC C C T G C G C G A A C A CT T C C T G C A T C G C C T T G G A A A T G C C
30 1.OCa AAATGCC

CONSENSO G C G G A C T G G T G T AC C T G C G C G A A C A C T T C C T G C A T C G C CT T G G A A A T G C C
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1910 1920 1930 1930 1950
3 0 0 . 13L G A T T A C G T T A T C G A G C T T G T A C T T G C C C T G G A G T T G C C GG G A C A G C T G G C  
3 0 0 . 14C GATTA CG T
3 0 1 . 1C GATTACG TT  ATCGAGCTTGT ACTTGCCCTG G A GT T G C C G G G A C A 8 8 T G G C  
3 0 1 .OLa G A T T A C G T T A T C GA G C T T G T A C T T G C C C T G G A G T T G C C G G G A C A B 8 T G G C  
3 0 0 . 14L G A T T A C G T T A T C G A G C T T G T A C T T G C C C T G G A G T T G C C GG G A C A G C T G G C  
3 0 1 .OLb GATTACG T T A T C GA G C T T G T  ACTTGCCCTG G A GT T G C C G G G A C A 8 8 T G G C
3 0 1 .OCb G A T T A C G T T A T C G A G C T T G T A C T T G C C C T G G A G T T G C C GG G A C A G C T G G C  
3 0 1 .OCa GATTACGTT A T C G A G C T T G T A CT T G C C C T G G A G T T G C C G G G A C A G C T GG C

CONSENSO GATT A C G T T A T C G A G C TT G T A C T T G C C C T G G A G T T G C C G G G A CA G C T G G C

1960 1970 1980 1990 2000
3 0 0 . 13L G
3 0 1 .OLa G C T T T T C C T C T T G C A G C T G C T G G C G C T C G G * C G C T  ACGCTGCGATACAGC
3 0 0 . 14L GC TT TT CCTCTTGC AGCT GCTGGCGCTCG GC CG CT ACGCTGCGATACAGC
3 0 1 .OLb G C T T T T C C T C T T G C A G C T G C T G G C G C T C G G C C G C T  AC GC TG CGATACAGC
3 0 1 .OCb G C T T T T C C T C T T G C A G C T G C T G G C G G T C G G * C G C T A C G C T G C G A T  ACAGC
3 0 1 .OCa G C T T T T C C T C T T GC A G C T G C T G G C G C T C G G * C G C T A C G CT G C G A T A C A G C

CONSENSO G C T T T T C C T C T T GC A G C T G C T G G C G C T C G G C C G C T A C G C T G C G A T A C A G C

2010 2020 2030 2040 2050
30 1. OLa CGGACGGTT T G T CC G A T 
3 0 0 . 14L C G G ACGGTTTGTCCGAT 
301.OLb CGGACGGTTTGTCCGATC
3 0 1 .OCb C G G A C G G T T T G T CC G A T C A G G T T G G C C A C C A T G G T C A G CA G G C G C A C C T C
3 0 1 .OCa C G G A C G G T T T G T C C G A T C A G G T T G G C C A C C A T G G T C A G CA G G C G C A C C T C
305L T G C C G T C A 6 G T T G G C C A C C A T G G T C A G C A G G C G C A C C T C

CONSENSO C G G A C G G T T T G T CC G A T C A G G T T G G C C A C C A T G G T C A G C A G G C G C A C C T C

2060 2070 2080 2090 2100
30 1. OCb ATGGTCGA 
30 1. OCa ATGGTCGAC
305L A T G G T C G A C A C T A C G C G A G G G C G A T T G T C C A T G C C G A A AA A C G C A C A A C A
304L G T C G A C A C T A C G CG A G G G C G A T T G T C C A T C C C G A A A A A C G C A C A A C A

CONSENSO A T G G T C G A C A C T A C G C G A G G G C G A T T G T C C A T C v C G A A AA A C G C A C A A C A

2110 2120 2130 2140 2150
305L C A C C C A G C A T T T C A C G G G C A G C C T T G A T C G G C A C G C C C AC A A A G G A A A T G
304L C A C C C A G C A T T T CA C G G G C A G C C T T G A T C G G C A C G C C C AC A A A G G A A A T G
304C **CGCACAAAGGAAAT G

CONSENSO C A C C C A G C A T T T CA CGGGCAGCCTTGATCGGf í HGCCCACAAAGGÂAATG

2160 2170 2180 2190 2200
305L A C T T C C C C G T C T T G C G A C T G G C G C G G G C T G G T G C G A G C CA G G A A C A G C G G
3Q4L A C T T C C C C G T C T T G C G A C T G G C G C G G G C T G G T G C G A G C CA G G A A C A G C G G
304C A C T T C C C C G T C T T G C G A C T G G C G C G G G C T G G T G C G A G C CA G G A A C A G C G G
305C T C T T G C G A C T G G CG C G G G C T G G T G C G A G C C A G G A A C A G CG G

CONSENSO A C T T C C C C G T C T T G C G A C T G G C G C G G G C T G G T G C G A G C CA G G A A C A G C G G

2210 2220 2230 2240 2250
3 0 5 L C T C C T G G G C C A A GT C G C G C A C C A C G A T G G G A G T T T C C G TC T G G A A G A T C T
304L C T C C T G G G C C A A G T C G C G C A C C A C G A T G G G A G T T T C C G TC T G G A A G A C
304C C T C C T G G G C C A A GT C G C G C A C C A C G A T G G G A G T T T C C G T C T G G A A G A T C T
305C C T C C T G G G C C A A G T C G C G C A C C A C G A T G G G A G T T T C C G TC T G G A A G A T C T

CONSENSO C T C C T G G G C C A A G T C G C G C A C C A C G A T G G G A G T T T C C G TC T G G A A G A T C T
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2260 2270 2280 2290 2300
305L T6CC
304C T G C C G G T G A T G C C C T C G C C G A C C C G G T A T C T G C C A C T C TG G A A T T C T T C G
305C T G C C G G T G A T G C C C T C G C C G A C C C G G T A T C T G C C A C T C TG G A A T T C
3 0 3 . 12L GAATTCTTCG

CONSENSO T G C C G G T G A T G C C C T C G C C G A C C C G G T A T C T G C C A C T C TG G À A T T C T T C G

2310 2320 2330 2340 2350
3Q4C T A A C T C A G G C C G AT G G C G C T G A C C A G T T G C A A T T C A C C G G A G T C C T G C A T
3 0 3 . 12L T A A C T C A G G C C G AT G G C G C T G A C C A G T T 6 C A A T T G A C C G G A G T C C T G C A T
3 0 3 . 12C A A C T C A G G C C G A T G G C G C T G A C C A G T T G C A A T T C A C C G GA G T C C T G C A T
303.111 GTCCTGCAT

CONSENSO T A A C T C A G G C C G AT G G C G C T G A C C A G T T G C A A T T C A C C G G A G T C C T G C A T

2360 2370 2380 2390 2400
304C C A G A C T C A G C A A TA C C C G T T T C G T T T
3 0 3 . 12L C A G A C T C A G C A A TA C C C G T T T C G T T T C C A
3 0 3 . 12C C A G A C T C A G C A A T A C C C G T T T C G T T T C C A G G T G G G C G G AG A G G A C G T T G A
3 0 3 . 1 1 L C A G A C T C A G C A A T A C C C G T T T C G T T T C C A G G T G G G C G G AG A G G A C G T T G A
30 2.OL G C A A T A C C C G T T TC G T T T C C A G G T G G G C G G A G A G G A C G TT G A
3 0 3 . 1 1 C T T T C C A H * T G G G CG * A G A G G A C G T * G A

CONSENSO C A G A C T C A G C A A TA C C C G T T T C G T T T C C A G G T G G G C G G AG A G G A C G T T G A

2410 2420 2430 2440 2450
3 0 3 . 12C G G A C T T C G C G C A AG G T C T T G G A T A G A T C C A G C G A T G A A CC C A A T A T C T T G
303.111 G G A C T T C G C G C A A G G T C T T G G A T A G A T C C A G C G A T G A A CC C A A T A T C T T G
302. OL G G A C T T C G C G C A A G G T C T T G G A T A G A T C C A G C G A T G A A CC C A A T A T C T T G
3 0 3 . 1 1 C G G A C T T C G C G C A A G * T C T T G G A T A G A T C C A G C G A T G Â A CC G A A T A T C T T G
3 0 2 . 1C TTG

CONSENSO G G A C T T C G C G C A A G G T C T T G G A T A G A T C C A G C G A T G A A CC C A A T A T C T T G

2460 2470 2480 2490 2500
3 0 3 . 12C C T G A T C T C G T A AATCGTTACGAGTT
3 0 3 . 1 1 L C T G A T C T C G T A A AT C G T T A C G A G T T C T A A A T T C A
3 0 2 . OL C T G A T C T C G T A A AT C G T T A C G A G T T G T A A A T T C A C A C T GC G G T C G T C G A G
3 0 3 . 1 1 C C T G A T C T C G T A A A T C G T T A C G A G T T G T A A A T T C A C A C T GC G G T C G T C G A G
3 0 2 . 1C C T G A T C T C G T A A AT C G T T A C G A G T T G T A A A T T C A C A C T GC G G T C G T C G A G
3 0 3 . 10L T C T A A A T T C A C A CT G C G G T C G T C G A G

CONSENSO C T G A T C T C G T A A A T C G T T A C G A G T T G T A A A T T C A C A C T GC G G T C G T C G A G

302.OL 
3 0 3 . 11C 
3 0 2 . 1C 
3 0 3 . 10L 
3 0 3 . 10S 
3 0 2 . 1L 

CONSENSO

2510 2520 2530 2540 2550
A A T A G T G G C CATCTGACTCTCCTAACG
A A T A ^ T G G C C A T CT G A C T C T C C T A ^ C G T G A A T A C T G G A AC C C C A T G C G C T 
A A T A G T G G C C A T C T G Â C T C T C C T A A C G T G A A T Â C T G G A AC C C C A T G C G C T  
A A T A G T G G C C A T C T G A C T C T C C T A A C G T G A A T A C T G G A AC C C G A T G C G C T  

T ATGGCCATCTGA CT C T G C T A Â C G T G A A T  AC TG GÂ ACCCGATG CGCT
CCCCATGCGCT

A A T A G T G G C C A T CT G A C T C T C C T A A C G T G A A T A C T G G A AC C C C A T G C G C T

2590 2600
3 0 3 . 11C 
3 0 2 . 1C 
3 0 3 . 10L 
3 0 3 . TOS 
3 0 2 . 1LD 
302. 2C 
3 0 2 . ILa 

CONSENSO

2560 2570 2580
GC*TG A G A G C G C TA G A A C C C G C G T T G C T A C
G C C T G A G A G C G C T A G A A C C C G C C T T G C T A C T C T G T C G T GA G A T C C G A G A T
G C C T G A G A G C G C T A G A A C C C G C C T T G C T A C T C T G T C G T GA G A T C C G A G A T
G C C T G A G A G C G C T A G A A C C C G C C T T G C T A C T C T G T C G T GA G A T C C G A G A T
G C C T G A G A G C G C T A G A A C C C G C C T T G C T A C T C T G T C G T GA G A T C C G A G A T

AACCC G C C T T G C TA C T C T G T C G T G A G A T C C G A G A T
C CCGC C T T G C T A CT C T G T C G T G A G A T C C G A G A T

G C C T G A G A G C G C TA G A A C C C G C C T T G C T A C T C T G T C G T GA G A T C C G A G A T
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2610 2620 2630 2640 2650
3 0 2 . 1C C C T G A A A A A C G G C A G A A A A A G G G C C G T G T A A T T A C C G A A T A G T T  A
3 0 3 . 10L CCTGAAAA
303.105 C C T G A A A A A C G G CA G A A A A A 6 C G C C G T G T A A T T A C C G A A T A G T T A C C T T G
3 0 2 . 1Lb C C T G A A A A A C G G CA G A A A A A G C G C * G T G T A A T T A C C G A A T A G T T A C C T T G
302.2C C C T G A A A A A C G G CA G A A A A A G C G C C G T G T A A T T A C C G A A T A G T T A C C T T G
302.1 La C C T G A A A A A C G G CA G A A A A A G C G C C G T G T A A T T A C C G A A T A G T T A C C T T G
302.21 AATTACCGAATAGTTACCTTG
303.91 ATAGTT ACCTTG

CONSENSO C C T G A A A A A C G G C A G A A A A A G C G C C G T G T A A T T  ACCGAAT AGTT ACCTTG

2680 2670 2680 2690 2700
303.105 C T G G T C A A G C A A AC T T C A T G C C C A A G C A G A T G C A T G A A T C G A T C T C G C C A
3 0 2 . 1LD C T G G T C A A G C A A A C T T C A T G C C C A A G C A G A T G C A T G A A T C G A T C T C G C C A
302.2C C T G G T C A A G C A A AC T T C A
3 0 2 . ILa C T G G T C A A G C A A A C T T C A T G C C C A A G C A G A T G C A T G A A T C G A T C T
302.2L C T G G T C A A G C A A AC T T C A T G C C C A A G C A G A T G C A T G A A T C G A T C T C G C C A
30 3 . 9L C T G G T C A A G C A A AC T T C A T G C C C A A G C A G A T G C A T G A A T C G A T C T C G C C A
30 3.9C ATGCCCAAGC A G AT G C A T G A A T C G A T C T C G C C A
302.3C CTCGCCA

CONSENSO C T G G T C A A G C Â A AC T T C A T G C C C A A G C A G A T G C A T G A A T C G A T C T C G C C A

2710 2720 2730 2740 2750
3 0 3 . 105 A
302.1L b AGC
302.2L A G C A A C C C C A G A CA A T G C C G G C T T T C C T C G A T G T C G C C T T G G C * G G T T G G
303.9L A G C A A C C C C A G A GA A T G C C G G C T T T C C T C G A T G T C G C C TT G G C G G G T T G G
3 0 3 . 9C A G C A A G G C C A G A CA A T G G C G G C T T T C C T C G A T G T C G G C T T G G G * G G T T G G
302.3C A G C A A C C C C A C A CÂ A T G C C G G C T T T C C T C G A T G T C G C C T T G G C * G G T T G G

CONSENSO A G C A A C C C C A C A CA A T G C C G G C T T T C C T C G A T G T C G C C TT G G C G G G T T G G

2760 2770 2780 2730 2800
302.2L C G A C A A C G G T G T C G T C T T T G T C G G A T T T  ACGACAATC AT CGC CACTGGCG
303.9L C G A C A A C G G T G T CG T C T T T G  'CGGATTTACGACAATCA
3 0 3 .9C C G A C A A C G G T G T CG T C T T T G T C G G A T T T A C G A C A A T C A T C G C C A C T G G C G
302.3C C G A C A A C G G T G T CG T C T T T G T C G G A T T T A C G A C A A T C A T C G C C A C T G G C G
302.3L C G ACAATCATCGCCACTGGC*
303.7L CCACTGGCG

CONSENSO C G A C A A C G G T G T CG T C T T T G T C G G A T T T A C G A C A A T C A T C G C C A C T G G C G

2810 2820 2830 2840 2850
302.2L C
30 3.9C C A G C A A T C A G AAATCGTCGCT ATCCCATTGATTTA A A A G A A A A A T A T T G T
302.3C C A G C A A T C A G A A AT C G T C G C T A T C C C A T T G A T T T A A A A G A A A A A
302.3L C A G C A A T C A G A A AT C G T C G C T A T C C C A T T G A T T T A A A A G A A A A A T A T T G T
303.7L C A G C A A T C A G A A A T C G T C G C T A T C C C A T T G A T T T A A A A G A A A A A T A T T G T
3 0 3 . 6 L ATCCCATTGATTTA A A A G A A A A A T A T T G T
303.8L AATATTGT
303.8C ATATTGT

CONSENSO C A G C A A T C A G A A AT C G T C G C T A T C C C A T T G A T T T A A A A G A A A A A T A T T G T
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28B0 2870 2880 2850 2900
30 3 . 9C A T G G C A T G G T T T T G G C T A T T C A T A C C T G C A T C * G C C G C T C A C C
302.3L A T G G C A T G G T T T T G G C T A T T C A T A C C T G C A T C G G G C G C TC A C C G G C C A A G
3 0 3 . 7L A T G G C A T G G T T T TG G C T A T T C A T A C C T G C A T C G * C C G C TG A C C G G C C A A G
30 3.BL A T G G C A T G G T T T T G G C T A T T C A T A C C T G C A T C G G C C G C TC A C C G G C C A A G
303.8L ATGGCAT G G T T T TG G C T A T T C A T  A C C T G C A T C * G C CG C T C A C C G G C
303.8C ATGGCAT G G T T T TG G C T  ATTCATACCT G C AT C G G C C G C T C A C C G G C C A A G
302.5C CAAG

CONSENSO ATGGCAT G G T T T TG G C T  ATTCATACCT G C AT C G G C C G C T C A C C G G C C A A G

2910 2920 2930 29*10 2950
302. 3L C G A A A C G A C A A A GC A G A G C A A G C C G G T A G C C C A G C C A G C G T T A T G T A G C G
3 0 3 . 7 L C G A A A C G A C A A A GC A G A G C A A G C C G G T A G C C C A G C C A G CG T T A T G T A G C G
3 0 3 . 6 L C G A A A C G A C A A A GC A G A G C A A G C C G G T A G C C C A G C C A G C G T T A T G T A G C G
303.8C C G A A A C G A C A A A GC A G A G C A A G C C G G T A G C C C A G C C A G C G T T A T G T A G C G
302.5C C G A A A C G A * A A A GC A G A G C A A G C C G G T A G C C C A G C C A G C G T T A T G T A G C G
302 .4C ATGTAGCG

CONSENSO C G A A A C G A C A A A GC A G A G C A A G C C G G T A G C C C A G C C A G C G T T A T G T A G C G

2960 2970 2980 2990 3000
30 2.3L A G A T A T A C A G A C C T C C Â A C A T C C A C C A T C G G C C A C T A T G
3 0 3 . 7 L A G A T A T A C A G A C CT C C A A C A T C C A C C A T C G C C C A C T A T GA A T G T G C C T T C
303. BL A G A T A T A C A G A C CT C C A A C A T C C A C C A T C G C C C A C T A T GA A T G T G C C T T C
303 .8C A G A T A T A C A G A C C T C C A A C A T C C A C C A T C G C C C A C T A T G A A T G T
302.5C A G A T A T A C A G A C C T C C A A C A T C C A C C A T C G C C C A C T A T GA A T G T G G C T T C
302.4C A G A T A T A C A G A C C T C C A A C A T C C A C C A T C G C C C A C T A T GA A T G T G C C T T C
302.5L G C C C A C T ATGAATG TGCCTTC
30 3. 7C TGÃAATGTGCCTTC

CONSENSO A G A T A T A C A G A C C T C C A A C A T C C A C C A T C G C C C A C T A T GA A T G T G C C T T C

3010 3020 3030 3030 3050
303. 7L GACTTCCGAAC
3 0 3 . 6 L G A C T T C C G A A C C CG G T G C A C C A C G T G C G T G C T G G G C G C CC T G C T C C C A G G
302. 5C G A C T T * C G A A C C CG G T G C A * C A C G T * C G T G C T G G G C G C C* T G C T C C * A G G
302.3C GACTTCCGAACCC.ÜGTGCA CC AC GT *G GT GC TG GG CG CCCT GC TC CC AG G
302. 5L G A C T T C C G A A C C CG G T G C A C C A C G T * C G T G C T G G G C G C C C T G C T C C C A G G
30 3.7C G A C T T C C G A A C C CG G T G C A C C A C G T G C G T G C T G G G C G C CC T G C T C C C A G G
302.3L GCGTG C T G G G C G CC C T G C T C C C A G G
303 .BC GCGCCCTGCTCC CAGG

CONSENSO G A C T T C C G A A C C CG G T G C A C C A C G T G C G T G C T G G G C G C C C T G C T C C C A G G

303 .BL 
302.5C 
302.3C 
302.5L 
303.7C 
302.4L 
303.BC 

CONSENSO

3060 3070 3080 3090 3100
C A T G T T A T C T G A C ^ C T G A A C T * G C C G G T *6 C C G G C C C G G C G A T G G C  
CATGTTATC T G A C* C T G A A C T
CA T G T T A T C T G A CG C T G A A C T G G C C G G T C G C C G G C C * G GC G A T G G C G C G C
C A T G T T A T C T G A CC C T G A A C T G G C C G G T C G C C G G C C * G GC G A T G G C G C G C
C A T G T T A T C T G A CC C T G A A C T G G C C G G T C G C C G G C C * G G C G A T G G C G C G C
C A T G T T A T C T G A GC C T G A A C T G G C C G G T C G C C G G C C * G GC G A T G 6 C G C G C
C A T G T T A T C T G A CC C T G A A C T * G C C G G T * G * C G G C G C G G C G A T G G C G C G C
C A T G T T A T C T G A C C C T G A A C T G G C C G G T C G C C G G C C C G GC G A T G G C G C G C

302.4C 
302.5L 
303.7C 
302.4L 
303.BC 

CONSENSO

3120 3130 3140 31503110 
GGCACGCAA
GG C A C G C A A A C A GG T G A T A T G T G A G C C G C C A C A A T T A D *T * A A C G G C G C A
GG
GG C A C G C A A A C A GG T G A T A T G T G A G C C G C C A C A A T T A D * T * A A C G G C G C B
GG C A C G C A A * C A G* T G A T A T G T G A G C C G C C A C A A T T A C C T C A A C G G C G C A
G G C A C G C A A A C A G G T 6 A T A T G T G A G C C G C C A C A A T T A C CT C A A C G G C G C A



261

3160 3170 3180 3190 3200
302.5L C C G G T T G C T G G C GC T G T G T G A T G A A T C C G G C T T G C G C A A A C T G G T G C T G C
302.31 C C G G T T G C T G G C GC T G T G T G A T G A A T C C G G C T T G C G C A A A C T G G T G C T G C
303.6C C C G G T T G C T G G C GC T G T G T G A T G A A T C C * G C T T G C G C A A A C T G G T G C T G C
303.3L TGCGCAAACTGGTGC TGC

CONSENSO C C G G T T G C T G G C G C T G T G T G A T G A A T C C G G C T T G C G C A A A C T G G T G C T G C

3210 3220 3230 3230 3250
302.5L A T C A T A T G C G G C GC * T G C G C * A T T C C C C G C T G T T C G G A C G T T G G C A C A A
302.3L A T C A T A T G C G G C G C * T G C G C * A T T C C C C G C T G T T C G G A C G T T C G G A C B * T
303.3L ATCAT A T G C G G C G C C T G C G C C A T T C C C C G C T G T T C G C A C G T T C 6C A C A A T
302 .7C ACAAT

CONSENSO A T C A T A T G C G G C GC C T G C G C C A T T C C C C G C T G T T C G C A C G T T C G C A C A A T

3260 3270 3280 3290 3300
302.3L T G T T T T G A T T G C GT G A G C T C G C G C A T C G C C G A C T T C G T G G T G G A G T C A T G
303.3L T G T T T T G A T T G C G T C A G C T C G C G C A T C G C C G A C T T C G T G G T G G A G T C A T G
30 2. 7C T G T T T T G A T T G C G T C A C G T C G C G C A T C G C C G A C T T C G T G G T G G A G T C A T G

CONSENSO T G T T T T G A T T G C G T C A G C T C G C G C A T C G C C G A C T T C G T G G T G G A G T C A T G

3310 3320 3330 3330 3350
302.3L C G GCGGTCCGCTCTAC
303.3L C G G C G G T C C G C T CT A C T A C A G C C A A C G C C A T G C C C A T C T G C A A G C G G G C G
302.7C C G G CGGTCCGCTCT A C T A C A G C C A A C GC * A T G C C C A T C T G C A A G C G G G C G
303.2L G C T C T A C T A C A G C C A A C G C C A T G C C C A T C T G C A A G C G G GC G
302.71 C T A C T A C A G C C A A C G C C A T G C C C A T C T G C A A G C G G G C G
303.3C T A C A G C C A A C G C CA T G C C C A T C T G C A Ô G C G G G C G

CONSENSO C G G C G G T C C G C T CT A C T A C A G C C A A C G C C A T G C C C A T C T G C A A G C G G G C G

3360 3370 3380 3390 3300
303. 3L C A G G C T T G C C G T T G C T A T T G G A G G A A G C T G G G C
303.7C CAGGC T T G G C G T TG C T A T T G G A C G
303. 2L CAC-GCTTGCCG TTGC TA TT GG AC GA AG CT GG GC GC GA ACTG TG GC TG GT A
302.7L C A G G C T T G C C G T TG C T A T T G G A C G A A G C T G G G C G C G A A C T G T G G C T G G T A
303.3C C A G G C T T G C C G T T G C T A T T G G A C G A A G C T G G G C G C G A A C T G T G G C T G G T  A

CONSENSO C A G G C T T G C C G T T G C T A T T G G A C G A A G C T G G G C G C G A A C T G T G G C T G G T A

3310 3320 3330 3330 3350
30 3. 2L CAG C T T T G G C A T AC C T T T G A C G A T  ATCGG T T T C C G C CC G C * * T G C G G G C C
302.7L CACv. T T T G G C A T A C C T T T G A C G A T A T C G G T T T C C G C C C G C G C TG C G G G C C
30 3. 3C CAGCTTT G G C A T AC C T T T G A C G A T  ATCGG T T T C C G D ** 6 C * * T G C G G G C C

CONSENSO C A G C T T T G G C A T A C C T T T G A C G A T A T C G G T T T C C G C C C G C G C T G C G G G C C

3360 3370 3380 33S0 3500
303.2L G A C T T C T G G G C C TG G G C C G A A C C C T T G T C G A T T C A T C T G C T G G T A C G T C A
302.7L G A C T T C T G G G C C TG G G C C G A A C C C T T G T C 3 A T T C A T C T G C T G G T A C G T C A
303.3C G A C T T C T G G G C C TG G G C C G A A C C C T
302.8C * * * C C C T T G T C G A T T C A T C T G C T G G T A C G T C A

CONSENSO G A C T T C T G G G C C TG G G C C G A A C C C T T G T C G A T T C A T C T G C T G G T A C G T C A

30 3. 2L 
30 2. 7L 
30 2.8C 
303 .2C 
3 0 3 . 1L 

CONSENSO

3510 3520 3530 3530 3550
T G C G * G C G T C G A A C C G C C G C G G C G C T A C C C C T A T G A G C T G G T Ã C G C A G C T  
T G C G C G C GTCGAACCGCCGCG
TGC GC GC GT CG AACC GC CG CG GC G* TA CC CC TA TG AG CTGG Tf lC GC AG CT

T C G A A C C G C C G C G G C G C T A C C C C T A T G A G C T G G T A C G C AG C T
GTACGCAGCT

T G C G C G C G T C G A A C C G C C G C G G C G C T A C C C C T A T G A G C T G G T A C G C A G C T



2 6 2

3560 3570 3580 3590 3600
303.21 GGTTCCACTCGCCCGCCA
302.8C GGTTCCACTCGCCCGCCAGCGACATGCTGGCGCCGATAGCH*ATCTGATC
303.2C GGTTCCACTCGCCCGGCACCGACATGCTGC*GCCGATAGCGGATCTGATC
303.1L GGTTCCACTCGCCCGCCACCGACATGCTGC*G*CGA7AGCGGATCTGATC
302.9C CCACTCGCCCGCCACCGACATGCTGCCGGCGATAGCH*ATCTGTAC
302.9L CTGATC

CONSENSO GGTTCCACTCGCCCGCCACCGACATGCTGCCGCCGATAGCGGATCTGATC

3610 3620 3630 36«0 3650
302.8C CGGCCATCGGGAAGATCCGAÍTCATGACC
303.2C CGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGC*ATCCGGCATGGCATC
303.U  CGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGCCATCCGGCATCGCATC
302.9C CGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGCCATCCGGCATCGCATC
302.9L CGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGCCATCCGGCATCGCATC

CONSENSO CGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGCGCCATCCGGCATCGCATC

3660 3670 3680 3690 3700
303.2C CCCGCATCTGTTTCTTGAT
303.1L CCCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTGAGCGATGTCCAACTCTTTT
302.9C CCCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTGAGCGATGTCCAACTCTTTT
302.SL CCCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTGAGG6A*G*CCAAGTCTTTT
302.8L CTGAGCGATGTCCAACTCTTTT
303.1C GTCCAACTCTTTT

CONSENSO CCCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTGAGCGA7GTCCAACTCTTTT

3710 3720 3730 37«0 3750
303.11 TCCCGTGAACCTGCCATGCCGGATTACCCGCAACGCTACGGCGTCTTCCT
302.9C TCCCGTGAACCTGCCATGCCGGATTACCCGGAAC6CTACGGCGTCTT
302.9L TCCCGTGAACCTGCCATGCCGGATT ACCCGCAACGCTACGGCGTCTT
302.8L TCCCGTGAACCTGCCATGCCGGATIACCCGCAACGCTACGGCGTCTTCCT
303.1C TCCCGTGAACCTGCCATGCCGGATTACCCGGAACGGTACGGGGTGTTCCT
302.10C CCGGATTACCCGCAACGCT ACGGCGTCTTCCT
303.ÍIL TACGGCGTCTTCC '

CONSENSO TCCCGTGAACCTGCCATGCCGGATTACCCGCAACGCTACGGCGTCTTCCT

303. U  
3Ü2.8L
303.1C 
302.10C 
3 0 3 . V I  

CONSENSO

3760 3770 3780 3790 3800
CA
CAATGTCGAAAATCCCCATGGCAA 
CAATGTCGAAAATCCCGATGGCAÍ 
CAATGTCGAAAATCCCCATGGCAA CGCAGGCGATGCGCTGTTGCAGACC6

IGCACGCGATGCGCTGTTGCAGACCG 
GCACGCGATGCGCTGTTGCAGAG 5

CAATGTCGAAAATCCCCATGbC;, 
CAATGTCGAAAATCCCCATSGC/

;CAGG*6ATGCGCTGTTGCAGACG6 
CACGCGATGCGCTGTTGCAGACCG

302.8L 
303.1C 
302.10C 
303.OL 
302.1DL 

CONSENSO

3B30 38^0 3850
OCCVGGGCTATCACGATGTCTGGGTC

3810 3820
TCGATCATGCCGTCGTG6CAGAC-G 
TCGATGATGCCGTCGTG6CAG
TCGATCATGCCGTCGTGGCAGAGGCCCTGGGCTATCACGATGTCTGGGTC

ÍCCCTGGGCTATCACGATGTCTGGGTC 
>CCCTGGGCTATCACGATGTCTGGGTC 
ÍCCCTGGGCTATCACGATGTCTGGGTC

TCGATCATGCCGTCTTGGCACAGCÍ 
ATCATGCCGTCGTGGCAGAGGÍ 

TGGATCATGCCGTCGTGGCAGAG5(



2 6 3

3860 3870 3880 3880 3900
305.81 GCCGAGCACCATT
3 0 5 . 10C G C C G A G C A C C A T TA C A G C A G C T T C G C C A T C G G C A  
303 .OL GCCG A G C A C C A T TA C A G C A G C T T C G C C A T C G G C A G C G C CT T G A T G G T G C T
3 0 5 . T OL G C C G A G C A C C A T TA C A G C A G C T T C G C C A T C G G C A 6 C G C CT T G A T 6 G T G C T
3 0 5 . 11C TGATGGTGCT

CONSENSO GCCG A G C A C C A T TA C A G C A G C T T C G C C A T C G G C A G C G C CT T G A T G G T G C T

3910 3920 3930 3940 3950
303. OL GCTG G C C C A G A T CG C C G C A C G C A C T T C G C G C A T C C G C C TC G G T A C G G G C G
302.1OL GCTG G C C C A G A T CG C C G C A C G C A C T T C G C G C A T C C G C C TC G G T A C G G G C G
302.11C GCTG G C C C A G A T CG C C G C A C G C A C T T C G C G C A T C C G C C TC G G T A C G G G C G
303. OC CACTTCGCGC A T CC G C C T C G G T A C G G G C G

CONSENSO GCTG G C C C A G A T CG C C G C A C G C A C T T C G C G C A T C C G C C TC G G T A C 6 G G C G

3960 3970 3980 3990 4000
303.OL C T T C G T T C G T G G CGCTCAATTGGAATC
3 0 2 . 10L C T T C G T T G C T G G CG C T C A A T G A T C C C T T G C G G G T T G C C GA G G A C G 
302.1 1C C T T C G T T G C T G G CG C T C A A T G A T C C C T T G C G G G T T G C C GA G G A C G T C G C C
303. OC CTTC G T T G C T G G CG C T C A A T G A T C C C T T G C G G G T T G C C GA G G A C G T C G C C
3 0 2 . 1 1L CCCTTGCGGGTTGC C G A G G A C G T C G C C

CONSENSO CTTC G T T G C T G G CG C T C A A T G A T C C C T T 6 C G G G T T G G C GA G G A C G T C G C C

4010 4020 4030 4040
302.11C ACGCT G G A C C T G CT C A G C A A C G G C C G G A T G G A A T T C G  
303.OC ACGCTGGACC T G CT C A G C A A C G G C C G G A T G G A A T T C
302.11L ACGCTGGACC T G CT C A G C A A C G G C C G G A T G G A A T T C G  

CONSENSO ACGCTGGACC T G CT C A G C A A C G G C C G G A T G G A A T T C G

4050

Alinhamento das leituras de seqüências individuais 
fornecido pelo programa D B u t i I . Este alinhamento foi obtido 
após a edição e conferência das seqüências. A i denti •'i cação do 
clone inclui o piasmídeo de orig em  (pEMS300, pEMS301, pEMS3Q2, 
PEMS3D3 , pEMS304 e pEMS305) e o número da deleção. As letras L 
e C indicam corridas longas ou curtas e as letras e 1  após a 
identificação indica que as seqüências foram obtidas em 
corridas diferentes. As seqüências dos plasmídeos pEMS300, 
PEHS302 e p E M S 3 0 4 , bem como de seus derivados, estão no 
sentido original de leitura do gel enquanto que as dos 
plasmídeos restantes e derivados estão I n v c t i d a s  e 
c o m p l e m e n t a d a s .



ADENDO 2 - SEQÜÊNCIA DA REGIÍO "POLYLINKER" DOS PLASMÍDEOS 

pTZI8 E PTZ19

2 6 4

pTZ18

AIS ACC ATS ATT ACS AAT TCS ACC TCS STA CSC ÊSS SAT CCT CTA SAS TCS ACC TSC A ®  CAT SSA ASC TTS SCA CTS CSC
L... I ! U  LJ I I I I L_ 1
Eco 81 Ssc ! Kpn HI X I»  I Pst I S/sá I ffin d  Ili

tm I kc I
Bc II

pTZ19

ATS ACC ATS ATT ACS CCA ACC TTC CAT SCC TGC ACC TCS ACT CTA CAS CAT CCC CSG STA CCS ASC TCS AAT TCA CTS CSC
I _ _ J  L  j L I _ { l  L J  I_ _ _ _ _ _ !— _ _ _ I
m  I li Sph I Pst I I Bifíi I S sc l Eco 81

Acc I M  I
fíinc II


