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RESUMO

Cinco pia sí m i ci e o s r e c o m b i n a n t e s f o r a m i s o 1 a d o s , a 

partir de um banco de genes de Hei'baspiri l Ivm. seropedicae, 

por comp1ementação genética de um mutante ntrC de E. coli „ 

Estes plasmídeos, denominados pKRTí a pl<RT5, além de 

restaurarem a capacidade de utilização de L-arginina pelo 

mutante ntrC de E. coli ET8556, também foram responsáveis 

pela expressão da atividade da nitrogenase em mutantes ntrC 

de A. brasilense, estirpes EPS e FP9« 0 plasmídeo 

recombinante pKRTí, escolhido para um estudo mais detalhado 

da sua estrutura, apresenta um inserto de DMA de

H. s&ropodica& de 22,5 kpb. Este inserto contém sítios de 

restrição para as endonuc1eases EcoR I, Hind III, Xho I, 

Bgl II e Pst I, não tendo sido clivado na presença de 

Banúl I„ A presença do gene ntrC no pKRTi foi confirmada por 

estudos de hibridização, que revelaram também a presença dos 

genes glnA e ntrB. Os resultados obtidos indicam que a 

organização desses genes em Horbaspirillum seropedicae é 

contígua, como aquela observada em K. pnoumoniae e 

A. vinolandii (54, í.70>„
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.1. INTRODUÇÃO

A capacidade de utilizar nitrogênio atmosférico como

•única fonte de N tem sido observada em diferentes grupos de

microrganismos procar i ót i cos (92, .138). A reação de redução

de N (N=N) a amónia (NH,.,) , catalisada pelo complexo 2 3
enzimático da nitrogenase, constitui o processo de fixação

biológica do nitrogênio (138).

Além de catalisar a redução do N , a nitrogenase
2

também é capaz de reduzir uma série de substratos contendo

ligações tríplices terminais do tipo -C=C-, -C=N, N=N, N=Q

(46, 138), tais como acetileno (C H ), cianeto (HCN), óxido
2 2

nitroso (N 0), iso--cianeto de meti la (CH N=C) e outros2 3

compostos análogos (31, 140, 146, 150). A redução de

acetileno a etileno (C H ) pela nitrogenase tem sido de2 4

grande valia para a determinação da atividade desta enzima, 

graças à fácil detecção e quantificação do produto (C H )2 4

por cromatografia gasosa»

Atualmente, são conhecidos três tipos de nitrogenase, 

que foram classificadas de acordo com o tipo de metal que

participa do seu sítio ativo em! nitrogenase dependente der

Molibdênio (Mo~nitrogenase) ou clássica, nitrogenase 

dependente de Vanádio (V-nitrogenase) ou vanádio nitrogenase 

e nitrogenase dependente de Ferro (Fe-nitrogenase) ou 

n i t rogenase a11 ernat i va (92).



1.1 0 COMPLEXO ENZIMÍTICO NITROGENASE

A Mo-nitrogcnase tem sido isolada de diversos 

microrganisraos (92, 130, Í33) e a sua composição básica é de 

duas met al o-prot e ínas, a proteína MoFe ou d i n i trogenase e a 

proteína Fe ou d i n i trogenase redutase (101, 156)..

A proteína MoFe é um tetramero formado por duas

subunidades a e duas subunidades ft (c* ft ). A massa molecular2 2
da proteína MoFe é de cerca de 220.000 dal tons e, as massas 

moleculares aproximadas da subunidades a e ft são 50.000 e

60.000 daltons, respectivamente <5í>. Esta proteína contém 

dois cofatores de Ferro-Molibdênio (FeMoco), quatro 

grupamentos [4Fe--4S] denominados centros P, e dois outros

centros contendo Fe (centros S) (112, 155). A participação

do FeMoco no sítio ativo da nitrogenase foi sugerida por 

vários autores (17, 77, 78, 151). SHAH & BRILL (151)

demonstraram que o FeMoco é composto por um complexo 

contendo Mo-Fe-S. A proporção, descrita por diversos 

autores, de Fe e S para cada Mo deste complexo tem sido 

variável, podendo se:r representada por MoFe^ _ (22,6-8 4-10

119, 120).

A Proteína Fe é um dímero composto por duas 

subunidades idênticas. A massa molecular da Proteína Fe

varia entre 57.000 e 72.000 daltons aproximadamente:, de 

acordo com o microrganismo a partir da qual foi isolada 

(50). A análise: da sequência de aminoácidos da Proteína P'e, 

determinada diretamente ou deduzida através da sequência de 

DNA, de diversos diazotrofos revelou a conservação de 5

2



resíduos de cisteína e três regiões com potenciais para a 

ligação de nucleotídeos (41). 0 estudo da Ressonância de 

Elétrons Paramagnéticos (EPR) da proteína Fe revelou a 

presença de um centro [4Fe-4S] responsável pela 

transferência de elétrons, dependente da hidrólise de ATP, 

para a proteína MoFe (69, 70, 156).

A proteína Fe de Âzotobac t&r- x> i tl& L and i l apresenta o

centro [4Fe-4S] ligado simetricamente aos resíduos Cys 97 e

Cys 132 de cada subunidade (65). MORGAN et al. (118) 

verificou que o centro [4Fe~4S] da proteína Fe, em solução, 

nâo está protegido como nas ferredoxinas. Segundo estes 

autores, esta característica da proteína Fe pode explicar a 

extrema sensibilidade desta proteína ao oxigênio, além de 

provavelmente favorecer a transferência de elétrons para a

proteína MoFe na forma do complexo nitrogenase (118).

LJONES & BURRIS (100) demonstraram que a transferência 

de um elétron a partir da proteína Fe para a proteína MoFe 

está acoplada a hidrólise de 2 equivalentes de MgATP. 

EADY et al. (45) observaram que a hidrólise de ATP ocorre 

independente da transferência de elétrons da proteína Fe 

para a proteína MoFe durante o estado pré-estacionário, e

sugeriram que esta hidrólise é que aciona uma rápida 

transferência de elétrons entre estas proteínas durante cada 

ciclo de ox i do--r eduçáo do complexo nitrogenase.

Segundo EADY et al. (50), o mecanismo de redução de: N2

que permite melhor compreensão é o proposto por LQWE &

THORNELEY (169, .1.02). De acordo com o modelo proposto, a

proteína MoFe é reduzida pela proteína Fe durante 8 ciclos

3



de transferências de elétrons culminando na redução de N2 a 

2NHa . A estequiometria desta reação, na presença de MgATP e 

de uma fonte de baixo potencial de redução é a seguinte (41, 

72) s

N2 + 8H+ + 8e + ÍÓATP ,.Mg ----- ► 2NH + H + ÍÓADP.Mg + ÍÓP i

Esta reação é inibida “in vitro" por Mg.ADP mas não 

P or NHa ou g1utam i na (4 i, 69).

A proteína Fe apresenta sítios de ligações para Mg.ATP 

e Mg.ADP, sendo o sítio de ligação do Mg.ADP um sítio 

regulatório dependente do estado de oxidação do complexo 

nitrogenase (26, 70, ÍÍ7). A presença de sítios de ligação 

para Mg.ADP na proteína MoFe (117) comprova a formação de 

uma ponte de ligação entre as proteínas do complexo 

nitrogenase durante a hidrólise do Mg.ATP, considerando que

tanto a proteína Fe quanto a proteína MoFe são incapazes de

hidrolisar ATP quando estão dissociadas (43, 94).

1.2 OS GENES nif EM Klebsiella pneumonia.es ORGANIZAÇÃO E 

FUNÇÃO..

Os estudos genéticos em Klebsiella pneumoniae,

bactéria de vida livre fixadora de N , têm fornecido as
2

bases para a compreensão da organização, função e regulação 

dos genes envolvidos na fixação de nitrogênio. Os 21 genes

responsáveis pela fixação de Nz . genes nif, em

4



n:*vJ

Klebsiella pneumonia# estão organizados em 7 a 9 operons, 

ocupando aproximadamente 23 i:b do genoma <lí4) entre os 

genes hisD e shiA (138).

ni/QB. ni/AL. ni/F. ni/M. ZW. VSU. ni/XNE. nifYTKDH. nifCJ

<----------
FIGURA i: ORGANIZACSO DOS GENES ni/ EH K. pneumonia#

Os genes ni/HDK codificam os polipeptídeos da 

proteína Fe (ni/H) e das subunidades a  (ni/DJ e ft (ni/K) da 

proteína MoFe da nitrogenase (34, 76, 92, ÍÍ4, 122).

0 envolvimento de outros genes ni/ no processamento e 

ativação da nitrogenase tem sido descrito por vários 

autores. SHAH & BRILL (151) verificaram que a atividade da 

nitrogenase de alguns mutantes Nif de Klebsiella pneumoniae 

só era observada “in vitro" após a adição do FeMoco» Os 

produtos dos genes ni/Br ni/N, ni/Er ni/Q, ni/V e ni/H estão 

envolvidos no processo de biossíntese do FeMoco (77, 87,

i11, 114, Í42, 160). A semelhança entre os produtos dos 

genes ni/NE e ni/DK sugere que os produtos dos genes ni/NE 

(proteína NifN e NifE) formem um complexo capaz de servir 

como suporte para a síntese do FeMoco (17). BUIKEMA et al. 

(21) sugeriram que o produto do gene ni/B de K. pneumoniae 

está relacionado com a ligação de metais que participam do 

s ít i o at i vo da enz i ma .

Mutantes ni/Q~ de K. pneumonia# só apresentaram 

atividade nitrogenásica após a adição de altas concentrações 

de molibdênio (87). Segundo estes autores, o ni/Q exerce



um papel muito importante no metabolismo do molibdato, 

tornando o molibdênio disponível para sua incorporação no 

FeMoco (87)..

0 estudo da nitrogenase de mutantes ni/V~ revelou que 

a enzima sintetizada por eles apresentava alteração em 

relação à especificidade pelo substrato (111). A ativação 

"in vitro” da apo-proteína MoFe de mutantes ni/B~ pelo 

cofator FeMoco de mutantes ni/V resultou no fenótipo NifV-, 

sugerindo uma possível participação deste cofator no sítio 

ativo da nitrogenase (77, 160). Unia substância de baixa

massa molecular (83), identificada como homocitrato (81), é 

capaz de corrigir "in vitro" a especificidade da nitrogenase 

pelo substrato (81, 82, 152). HÜOVER et ctl. (81) postularam

que o produto do gene ni/V é uma homocitrato sintase. 0 

papel do homocitrato parece estar relacionado com a 

estabilização da ligação do substrato ao sítio ativo da 

nitrogenase ou com a catálise da redução em si (99).

0 provável papel do produto do gene ni/H (proteína 

Fe), no processamento e ativação da proteína MoFe, seria o 

de transferir elétrons para o complexo N i fEN durante a 

biossíntese do FeMoco, gerando condições de baixo potencial 

redutor (58, 114, 160).

A dependência do produto do gene ni/H (Proteína NifM) 

para a formação da proteína Fe ativa tem sido observada por 

vários autores (107, 141, 142). IIÜWARD ot ctl. (84, 85)

sugeriram que o produto do gene ni/H pode estar envolvido na 

síntese, inserção e/ou i soinor i zação do grupamento F e S da4 4

proteína Fe. A identificação de dois novos genes, ni/W e
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ni/Z (123) localizados entre os genes ni/V e ni/M, gerou 

dúvida sobre os resultados de HOWARD et al. (34) pois os 

plasmídeos utilizados apresentavam potencial para a síntese 

do produto do ni/Z. Entretanto, experimentos conduzidos 

exclusivamente com os genes ni/M e ni/M em £. co l i 

confirmaram os experimentos de HOWARD et al. (84), revelando 

que somente estes dois genes são necessários para a formação 

de uma proteína Fe ativa (129). PAUL & MERRICK (129) 

observaram ainda que mutantes ni/Z apresentavam

desrepressão mais lenta e maior deficiência em proteína HoFe 

do que mutantes ni/W , e concluíram que o produto do gene 

ni/Z ê mais importante para a rápida desrepressão da 

nitrogenase do que o produto do ni/W« Os produtos destes 

genes, ni/Z e ni/W, permanecem indeterminados, apesar deles 

provavelmente: estarem envolvidos na maturação ou

estabilidade da proteína HoFe (129).

Os produtos dos genes ni/J (piruvatosflavodoxina 

redutase) e ni/F (f1avodoxina) estão relacionados com o 

transporte de elétrons para a nitrogenase: (30, 153).

003INK et al. (67) observaram que mutante ni/X~ de 

K. pn&xmoniae apresenta resposta mais lenta do que a estirpe 

selvagem em relação aos efeitos de Nl-I* e 02 como repressores 

da transcrição e tradução dos genes ni/. Quando expresso 

constitutivãmente, o gene ni/X causa completa inibição da 

atividade da nitrogenase assim como do acúmulo de mRNA 

ni/HDKTY e consequentemente da síntese das proteínas Fe e 

MoFe da nitrogenase em K. pneumoniae Nif+. Este resultado 

indica que o produto do gene ni/X está envolvido no processo
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de regulação negativa dos genes nif (67).

HARRIS eí ai. (7A) estudou o efeito da mutação de 

diferentes genes nif na síntese da apo-proteína MoFe em

E. coli. Estes autores observaram que o produto do gene nifS

é essencial para a atividade ‘in vitro" da apo-proteína MoFe 

em extratos de E. coli, ao passo que os produtos do ni/U e 

ni/Y só exercem um papel essencial para a síntese da 

apo-proteína MoFe na ausência do produto do nifM (74).

0 operon nif LA é responsável pela regulação da 

expressão dos genes nif, sendo o produto do gene nifA 

(Proteína NifA) um ativador da transcrição e o produto do 

nifL um anti-ativador (92, 114).

A função específica do gene nifT (74) ainda é 

desconhecida. SHEN et al. (154) observaram a presença de uma 

região potencialmente capas de codificar uma proteína (GRF - 

“Open reading Frame") na porção distai do operador do nifJ, 

entretanto a existência deste gene, denominado nifC, ainda é 

d i scut ida (122).

1.3 REGULAÇSO DA TRANSCRIÇSü DOS GENES nif EM K. pnexmoniae

A complexidade da regulação dos genes nif em

K. pnewnoniao, em resposta a disponibilidade de fontes de 

nitrogênio fixado e ao oxigênio, tem si dó esclarecida nos

últimos anos (3ó, 44).

Durante a década de 70, o produto do gene glnA 

(glutamina sintetase) foi considerado o regulador positivo
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da síntese da nitrogenase (52, Í65, 171) e ativador da

transcrição de outros genes envolvidos no metabolismo de 

fontes de nitrogênio fixado (108). Entretanto, esta hipótese 

foi descartada com a descoberta, em diversos microrganismos, 

dos genes glnL (ntrB) e glnG (ntrC), localizados próximo ao 

gene glnA <53, 54, 96, 125).

A terminologia ntrB e ntrC foi proposta por McFARLAND 

et al. (110), em substituição aos termos glnL e glnG 

respectivamente, considerando o envolvimento dos produtos 

desses genes na regulação da transcrição de genes envolvidos 

no metabolismo de fontes alternativas de nitrogênio em 

E. coli e Salmonella typhimurium„

A presença desses genes regulatórios, ntrB e ntrC, em 

K. pneutnoniae, sugerida por diversos autores (28, 53, 97)

foi comprovada pela clonagem dos genes glnAntrBC desse 

microrganismo (54). Estes autores (54) conclui ram, através 

de estudas de complementação de mutantes, que o produto do 

gene ntrC de K. pneumoniae apresenta um papel determinante 

na ativação da transcrição dos genes nif e glnA, como 

proposto por outros autores (1, 110), ao passo que o produto 

do gene ntrB é dispensável durante este processo de 

at i vação..

Atualmente se sabe que a regulação da transcrição dos 

genes nif em Klebsiella pneumoniae ocorre em dois níveis; a 

nível específico pelos genes ni/L e nifA, e a nível do 

metabolismo geral de nitrogênio pelos genes do sistema ntr 

intrA, ntrB e ntrC), como esquematizado na figura 2 <35, 36, 

113, 114).
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FIGURA 2: MODELO PROPOSTO PARA A REGULAÇSO DA TRANSCRIÇSO 

DOS GENES nif EM Klebsi&lla. pnevmoniae

Este modelo de regulação da transcrição dos genes nif 
de K. pnewnoniae foi proposto inicialmente por Merrick 
<ií3) e modificado com novas descobertas (11.4) .



Segundo BUCHANAN-WOLLASTON et al. (18, 19), a

regulação da transcrição dos genes nif de K. pn&xumoniae ê 

mediada pelos genes do operon nifLA, de acordo com- as 

concentrações de oxigênio e fontes de nitrogênio fixado. Em 

concentrações limitantes de oxigênio e/ou NH*, a proteína4

NifA ativa a transcrição dos outros genes nif, inclusive do 

próprio operon nifLA (19, 113). A ativação dos operons nif e
54ntr requer a presença do produto do gene ntrA, o fator a 

da RNA polimerase (28, 113, 115, 123). 0 produto do gene

nifL, por sua vez, apesar do seu papel c:omo repressor da

transcrição dos genes nif na presença de NH* ou níveis4»

inibitórios de oxigênio, se encontra presente na célula 

mesmo em condições ótimas para a expressão dos genes nif 

(19). Este fato tem levado vários autores (18, 40) a

sugerirem que o produto do nifL (NifL) exerça uma ação 

moduladora direta sobre a proteína NifA, impedindo dessa 

forma que ocorra a ativação da transcrição dos genes nif.

0 envolvimento do produto do gene ntrC na ativação da

transcrição do operon nifLA está relacionado com a

disponibilidade de nitrogênio na célula, podendo agir como 

ativador ou repressor da transcrição desses genes. Em

condições ótimas para a expressão dos genes nif, isto é na

presença de baixas concentrações de NH*, o produto do gene4

n.trC é fosforilado e se torna ativo pŝ ra se ligar próximo ao 

promotor e promover a transcrição do operon nifLA (35, 38,

39, 114, 123).

A atividade da proteína NtrC é modulada diretamente 

pelo produto do gene ntr-B (36, 114). Segundo DRUMMOND &
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WOGTTÜN (40), a proteína NtrB funciona como uma proteína 

sensora e desempenha dupla função em relação a proteína 

NtrC, catalisando a sua fosforilação (NtrC-P, ativa) ou 

ciesfosfor i 1 ação (NtrC, inativa). A ação moduladora da 

proteína NtrB é determinada pelo produto do gene glnBr a 

proteína P . Esta proteína na sua forma não uridililada 

(Pjj) 5e' liga a proteína NtrB estimulando a sua atividade 

fosfatásica e consequentemente, a inativação do NtrC-P. Em 

condições limitantes de NH+ , o produto do gene glnD catalisa4

a uridililação (uridi 1 i 11ransferase - UTase) da proteína

P » A proteína P uridililada (P -UMP) se dissocia da ii ii ii
proteína NtrB permitindo que esta proteína (NtrB) promova a 

fosfor ilação da proteína NtrC, tornando-a capa:-: de ativar a 

transcrição do operon ni/LA (20, Í2i).

< a t i v o >

alto N NtrC-P

baixo N NtrC-P *

FIGURA 3a MODELO PARA A REGULAÇÃO DA ATIVIDADE DA PROTEÍNA 

NtrC EM RELAÇ80 AO NÍVEL DE NITROGÊNIO

Os promotores ativados pelas proteínas NifA e NtrC, 

promotores nif e ntr, apresentam uma sequência de

NtrB + P u
< inatt vo>

-> NtrC

P u

UT ase UR

Pn-UMP

NtrB NtrC



nuc1eotídeos característica localizada entre as posiçoes -27

e -16 em relação ao sftio de origem de t ranscr i ção. Esta

sequência, CTGG...N . ..TTGCA, apresenta-se altamente8

conservada nesses promotores <8, 23, 38, 123). Os

nucleotídeos GG e, GC, localizados nas posiçoes --25/-24 e

-13/-12 respectivamente, são invariáveis e essenciais para a 

atividade deste promotor (38, 68). Assim, estes promotores 

são também conhecidos como promotores -24/-12. Outra 

característica marcante deste promotor é o requerimento de
54um fator sigma especial (fator cr ), codificado pelo gene

(rpoN), que é responsável pelo reconhecimento 

específico dos promotores ~24/~i2 pela RNA polimerase (79, 

116) „
Sequências ativadoras a 5' ou UAS, localizadas cerca 

de 100 pb antes do início de transcrição, são essenciais 

para a ativação dos genes níf pela proteína NifA e NtrC (19, 

34, 124). A sequência de consenso para a ligação da proteína 

NifA é 5 " . . . N? ..-U3I-..N4 ... T ...Ng ...â£á, sendo os

nucleotídeos sublinhados os conservados e envolvidos 

diretamente na interação com a proteína ativadora NifA (19). 

No caso do sítio de ligação para a proteína NtrC, DIXON (34) 

propôs uma sequência de consenso, com base na conservação da 

sequência de nucleotídeos de diversos promotores regulados 

pelo sistema ntr. Esta sequência apresenta natureza 

pal indrômica, 5' I.G£â.OTA^TGGIGÍiâA 3”, e portanto pode 

acomodar um dímero de subunidades idênticas num arranjo 

direto ou invertido (86).
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Í.3.Í Regulação da ativação dos genes envolvidos na

f i xaçao de n i t r ogên i o em out r os m i cr or gan i smos

Rhizobixifn. e Bradyrh £ -zoh i wn, bactérias que fixam 

n i trogên i o em s i mbi ose com 1egum i nosasr além de apresentarem

os genes nif t a m b é m a p r e s e n t a m g e n e s q u e d e s e m p e n h a m u m

papel essencial para a fixação simbiótica de: nitrogênio

denominados genes fix. A presença de promotores -24/-Í2 e 

UAS (Sequências ativadas a 5') nos genes nif e fix de

Rhi-zobiwn e Bradyrhizobivm indicam que a regulaçao da 

transcrição desses genes é dependente dos produtos dos genes 

ntr.4 (rpoN) e nif A (59, 68). SZETG et al. (166) observaram 

que em R. meliloti cultivado sob condiçoes limitantes de 

nitrogênio, a transcrição do gene ntrC é acompanhada do 

acúmulo de RNA nifHD, fixABCX, nifA e nifB. Entretanto, 

esses autores concluíram que o produto do gene ntrC não 

exerce um papel essencial para a fixação simbiótica de

nitrogênio, visto que mutações no gene ntrC, causadas pela 

inserção do Tn5, resultaram em mutantes R. m&lilloti 

(ntrCssTn5) capazes de produzirem nódulos eficientes em

alfafa (M&dicago sativa) (166).

0 modelo em cascada proposto por KAHN et al. (90),

modificado recentemente por de BRUIJN et al. (29), para a 

ativação da transcrição dos genes nif em R. meliloti sugere 

que os produtos dos genes fixLJ desempenham papel análogo 

aos dos produtos dos genes ntrBC de K. pn&umonia& (Figura 

4). Contudo, considerando-se que tanto a expressão do gene 

m/,4 (33) quanto do gene fixN (27) são reguladas pelo

í 4
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FIGURA

KDHuif fiiÂBCX mfÁ nifBQ OUTROS GENES n if/ íii

microaerobíose 
ou

simbiose

4s REGULACSO DOS GENES nif/fix EM R. meliloli

O modelo em cascada da regulação dos genes nif/fix 
pelo oxigênio, proposto inicialmente por KAHN et ctl. (90), 
foi modificado por de BRUIJN et al. (29)»



oxigênio e que mutantes /ixL expressam constitutivãmente 

(tanto em condições aeróbicas quanto microaeróbicas) o 

produto do gene fixN, estes autores (90) concluíram que o 

sistema geral de regulação da transcrição dos genes ni/ de 

Rhizobium em simbiose é dependente da concentração de 

oxigênio e não da fonte de nitrogênio fixado como em 

K. pn&xmoniae. Em resposta à concentração de oxigênio 

celular, o produto do gene fixL modifica a proteína FixJ, 

provavelmente por fosfori1 ação. A proteína FixJ

(modificada) regula positivamente a transcrição dos genes 

ni/A e fixK. A proteína NifA ativa a transcrição dos outros 

genes ni/ e do operon fixABCX. Ao passo que, a proteína FixK 

está envolvida na regulação negativa da transcrição do gene 

ni/A e do seu gene estrutural i/ixK), além de regular 

positivamente a transcrição do gene fixN em simbiose (29).

No caso de Br-ctdyr-histobiwm Japonicwn, os níveis de 

oxigênio parecem não afetar a ativação da transcrição do 

gene ni/A„ Segundo THoNY et al. (167) o promotor -24/-12 

seria ativado positivamente por uma proteína ainda não 

identificada que se ligaria a uma hipotética sequência 

ativadora. Após a ativação da transcrição do gene ni/A, o 

seu produto (proteína NifA) seria o responsável pela 

transcrição dos outros operons ni/ e /ix em condições de 

m i croaerof i 1 i a ou anaerobiose (60, Í67, Í6S) ..

Em Asotobac ter vin&lctndii e A. chroococcum além da 

nitrogenase clássica foram descobertas recentemente duas 

outras nitrogenases, a vanádio nitrogenase e Fe nitrogenase 

(10, 11, 42, 47, 49, 126, 127, 139). Portanto, em
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A. vin&landii e A. chroococcxunT além dos genes nif são 

encontrados os genes vnf (48, 89, 144, 145), que codificam a 

vanádio nitrogenase, enquanto que a presença de genes 

codificadores para a Fe nitrogenase (genes anf) só foi 

observada em A. vinelandU (89). A expressão dos genes nif 

em Azotobact&r é dependente do produto do gene nifA e requer 

o fator oSA para a ação da RNA polimerase (93, 114). Por sua 

vez, os genes vnf e anf também apresentam promotores do tipo 

-•24/-12 além de recentemente terem sidos clonados genes 

homólogos ao nifA, denominados vnfA e anfA (88).

TÜUKDARIAN & KENNEDY (Í70) clonaram os genes glnAntrBC 

de A. vinelandii e verificaram que o produto do gene ntrC 

não desempenhava um papel essencial para a ativação da 

transcrição dos genes nif em condições limitantes de 

molibdinio. Entretanto, 13AI._I &L al. (5) demonstraram que a 

expressão da V~nitrogenase é dependente do produto do gene 

ntrC. Segundo esses autores (5), provavelmente o gene ntrC 

desempenha indiretamente o seu papel na regulação da 

transcrição dos genes da V~nitrogenase, sendo o seu produto 

necessário para a expressão de um outro gene ativador ainda 

não definido. Além dos genes reguladores homólogos aos de 

K. pnexmoniae, foi identificado em A . vin&landii e 

A. chxoococcvm um outro gene denominado n/rX, cuja mutação 

implica no fenótipo Nif” para as nitrogenases dependente de 

Mo e Fe, mas não afeta a atividade da V-nitrogenase (Í49). 

Apesar de mutantes neste gene serem complementados para a 

Mo-n i t rogenase pelo gene nif A de K. pnewnonia&, a sua 

verdadeira função ainda permanece desconhecida (5, 148,
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í 49) »

0 envolvimento dos genes ni/A e ntrC na regulação da 

transcrição dos genes nif de A-zospirillum. brasilense tem 

sido elucidado através da comp1ementação genética de 

mutantes regulatórios (132, 133) e clonagem do gene ni/A 

(95). PEDROSA & YATES (132, 133) isolaram duas classes de 

mut antes regulatórios de Azospirillum brasilensea Os 

mutantes FP8 e FP9, apresentam fenótipo Nif , não crescem em 

NO- como fonte de nitrogênio e são complementados pelos3

plasmi'deos pCK3 (ni/A° de K. pneumoniae) e pGE10 (.glnAntrBC 

de K. pneumonia#). Entretanto, o plasmídeo pGE50 (ntrCssfn5) 

não foi capas de complementar a mutação, sugerindo que estes 

mutantes apresentassem o genótipo ntrC e que o produto 

deste gene estaria envolvido na regulação da transcrição do 

gene ni/A neste microrganismo, como em K. pneumoniae. 0 

mutante FP10, por sua vez só foi complementado pelo 

plasmídeo pCK3 e portanto foi considerado um mutante ni/A 

(133). Os autores sugeriram que a regulação dos genes ni/ em 

Azospirillum brasilense era análoga à de K. pneumoniae e 

envolveria o produto dos genes ni/A e ntrC.

FQGI-IER et al. (61) isolaram, a partir de um banco 

genômico de A. brasilense, o plasmídeo pAB441 capaz de 

complementar o mutante A. brasilense 7029 (64), auxotrofo

para glutamina e incapaz de desreprimir a nitrogenase. A 

análise estutural desse plasmídeo revelou a presença do gene 

glnA , homólogo ao de K. pneumoniaeT mas não do gene ntrC 

(14, 15), indicando que em A. brasilense a gene glnA não 

está localizado próximo do gene ntrC, como ocorre em
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K. pneumoniae (53) e Azolobacter vinelandii (170).

1.4 Herbaspiri l Ixun s&ropedicae: DESCRICSO DA ESPÉCIE E

AVANÇOS NOS ESTUDOS FISIOLÓGICO E GENÉTICO DESTE 

MICRORGANISMO.

Her-baspirillwn. s&ropedicae é uma bactéria de vida

livre, isolada da rizosfera e de raízes de Gramineae, capaz

de utilizar N como fonte de N para a b i oss ínt ese de seus 2
compostos orgânicos (3).

Inicialmente, H. seropedicae foi classificado como uma

nova espécie de Azospirillxm. devido as semelhanças

morfológicas e fisiológicas observadas (3). Entretanto,

resultados de hibridizaçâo rRNA--DNA revelaram baixos

níveis de comp1ementariedade (^ 22%) entre H. seropedicae

e três espécies do gênero Azospirillvm. <A. lipofex-xm,

A. brasilense e A. cunctzonense) (55). Com base nestes

resultados e na baixa % de homologia de DNA observada entre

H. seropedicae e Azospirillvm spp., BALDANI et al. (4)

propuseram a criacâo de um novo gênero, Herbaspirillxtm..

Herbaspirillxim seropedicae é Gram-negat ivo, móvel,

vi brio ide e capaz de fixar nitrogênio sob condições

m i croaeróbicas (4). A atividade da nitrogenase de H.

seropedicae é tolerante à variações de pH na faixa de

5.0-8.0 e, é também menos sensível ao 0 que aquela de
2

Azospiri l Ivm spp. (4), ambos ' i n vivo“.

A associação de H. seropedicae com cereais de
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importância econômica (3, .134) tem despertado o interesse no 

estudo fisiológico e genético deste microrganismo.

0 mecanismo de desligamento reversível da nitrogenase

<“switch-off“), iniciado pela adi cão de íons amónio em

diazotrofos fot oss i nt ét i cos e Azos pi ri l Ixirri spp (37, 63,

75, 91, 138), também ocorre em H. seropediccue (62).

Entretanto, a nitrogenase de Herbaspirillvm seropodiccue t

obtida nas mesmas condiçoes em que aquelas de R. rxibrvm e

A. lipofervm., apresenta atividade “in vitro”, independente

de reativação (62). A análise do padrão eletroforético da

nitrogenase de H. seropedicae sugere que a inibição da

atividade da nitrogenase por íons amSnio "in vivo” não

envolve modificação covalente da proteína Fe por

ADP-ribosi1 ação (62) como descrito para

Rhodospirillum. rubrxim (90) e Âzospiri l l\wi lipoferum (75). A

ADP-ribosi1 ação (inativação) e a remoção do grupo ADP

ribosil da proteína Fe (reativação) da nitrogenase é

catalisada pelos produtos dos genes draT e draú,

respectivamente. A proteína DraT, d initrogenase redutase

(proteína Fe) ADP-ribosil transferase, catalisa a

transferência do grupo ADP-ribose do NAD+ para uma das

subunidades da proteína Fe, inativando-a (91, 103, 137). Por

sua ves a proteína DraG, g 1 icohidrolase ativadora da

d initrogenase redutase, catalisa a remoção do grupo
2 ♦ADP-ribosil na presença de MgATP e Mn (105, 106, 147). Por

outro lado, a hibridinação do DNA de H. seropedicae com 

sondas dos genes draG-draT de R. rubrxun não detectaram a 

presença destes genes em H. soropedicao, confirmando que a

2 0



nitrogenase deste microrganismo não é inativada por

modificação covalente dependente dos produtos desses genes 

(62) .
Análises de complementariedade DNA-rRNA mostrou que

H. seropedicae apresenta estreita relação taxonômica com 

Psoudomonas rubrisubalbicans, bactéria f i t opat ogên i c:a

causadora da estria mosqueada em cana-de-açúcar (66), 

PIMENTEL et clL . (136) estudaram o efeito da infecção de

H. seropodicae ou P. rubrisubalbicans em cana-de-açúcar

(Saccharum sp. cvB4362), sorgo (Sorghvm. bicolor) e quicuio 

(Pennisetum. purpur&um). Os resultados obtidos revelaram que 

o sorgo e o quicuio apresentaram sintomas da doença após

infecção com H. seropedicao ou P. rubrisubalbicans, ao passo 

que a cana-de-açúcar não desenvolveu sintomas após a

infecção com H. seropedicae (136).

Recentemente, o gene ni/A e parte do gene rtifB de

H. seropedicae foram clonados e sequenciados (161, 162,

163), indicando que a ativação da transcrição dos genes ni/

neste microrganismo é dependente da proteína NifA como em

Klebsiella, Azotobacter, Rhizobiuxn, Azospirillum. e outros 

diasotrofos (131, 161, 163). Além disso, análise da

sequência de nucleotídeos da região do promotor do gene ni/A

cie H. seropedicae revelou a presença de: potenciais sítios de 

ligação para os produtos do gene ni/A (auto-ativação) e do 

gene ntrC (163). Estes resultados sugerem o envolvimento de 

genes do sistema ntr na regulação da transcrição do gene

ni/A de M. sorop&dicae como foi proposto por PEDROSA et al. 

(131) com base nos resultados obtidos em estudo de

;•> i



comp 1 ementação de mutantes ntrC .

0 objetivo do presente trabalho foi o isolamento e 

caracterização dos genes do sistema ntr, envolvidos na 

regulação da transcrição dos genes. ni/ de

Herbaspir-illum ser-opedicae»
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2 MATERIAIS E MÉTODOS

2-1 BACTÉRIAS E PLASMíDEOS

As bactérias e plasmídeos utilizados estão listados na 

tabela 1..

2.1.1 Manutenção dos erstoqu.es das estirpes bacterianas

As estirpes de Azospir i l Ixim. brasilense e E. coli foram 

estocadas em glicerol 50% a --20°Cr que permite manutenção da 

viabilidade durante pelo menos 2 anos.

o o MEIOS DE CULTURA

0 meio de cultura NFbl-IP utilizado para o crescimento 

de Azospirillvm. brasilense <133) apresenta a seguinte 

composição básicas

g.l"1
KH PO 4,02 4

K HPO 6,0

MgSO .7H 0 0,24 2

NaCl 0,1

CaCl„ 0,02



TABELA is BACTeEIAS E PLASMiDEOS
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Est i r pes Genot ipo/Fendtipo Referenc i a

Herbaspiril Ixtm. seropedicae

278 N i f+ 4

Azospirillxim brasilense Sp7 <ATCC 29145)
F P 2 Nif+ Srn* NalR 133
F P 8 ntrC~ SmR N a l R 133
F P 9 ntrC~ SmR NalR 133

Escherichia coli

HB101 pro leu thi lacY endol recAi3
—  —  R 32

r n) Sm
DH5 —  + RrecA 1 si/p£44 thi 1 r m Nal 135
i230 pro met recA~ SmR A.U .B. Johnst<
MC1061 + — — + R r e c ./4 t r a  mob hsdR hsdM Sm 24
ET8556 ntrC 1 4 8 8  / N a l R Gin"rArg“ 170

P1 asm ideo Gen dtipo/Fenotipo Referenti a

PLAFR3 IncP-1 TcR Xc os 164
PRK2013 KmR tra+ 57
R68.45 IncP-1 kmR TcR CbR t r a * m ob* 71
PBR322 , R T RAp Tc: 13
pAT512 g l n A n t r B C 170
pKRTl a pKRT5 pLAFR3ssDNA de H . s e r o p e d i c a e Est e

t rabalho



P,:;iC..

4c ido nitri1o-triacético 0,056

FcSO .7H 0 0,02
4 2

Lactato de sódio 5,0
.... 4

Micro~elementos mg.1

Na MoC) .2H 0 2,0
2 4 2

MnSO 2,35
4

H BO 2,8
3 3

CuSO .5H 0 0,08
4 2

ZnSO -7H 0 0,24
4 2

Biotina 0,1

Os fosfatos foram autoclavados separadamente e o pH do

meio foi ajustado para 6.8 antes da esterilização. A fonte

de nitrogênio utilizada foi NH Cl (20 mH), e o o meio era 

denom i nado NFbHPN.

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio

Luria-Broth (LB) como descrito por Maniatis et al. (109):

9 ■ 1

Tr i pt ona 10

Extrato de levedura 5

NaCl 10

0 pH do meio foi ajustado com NaOH 2M para 7,5.

0 meio de cultura mínimo M--9 (109) foi utilizado para 

a seleção dos transconjugantes de E. coli ET8556, obtidos 

após conjugação desse mutante com o banco genômico de

Horbaspiri llxun seropedicae. A composição do meio H-9 é a 

seguinte: g.l“1

Na KPQ 6
2 4

KH PO 3
2 4



NaCl 0,5

0 pH foi corrigido para 7,4 com NaOH 2M e após 

autoclavação foram adicionados’»

Solução estoque ml.l 4

MgSO 1M 2,0

CaCl iH 0,12
D-Glucose 20% 10,0

A fonte de nitrogênio utilizada para a seleção dos 

transconjugantes que apresentaram comp1ementação da mutação 

ntrC~ foi L~arginina na concentração final de 0,1%.

Para obtenção dos meios sólidos e semi-sóiidos, os
_ £ .... £

meios líquidos foram acrescidos de 15,0 g.l e 1,5 g.l de 

agar, respectivamente. 0 meio LB acrescido de agar foi 

denominado meio Luria-Agar ou LA.

0 meio LAsNFbHP foi preparado pela mistura de partes 

iguais dos meios LA e NFbHP sólido (isí).

Todos os meios foram esterilizados em autoclave a 

120°C e 1 atmosfera de pressão por 20 minutos. A D-glucose e 

a L-arginina foram esterilizadas por filtração em filtro 

Mi 11i pore HAWP (0,45 .
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2.3 ANTIBIÓTICOS

As soluções estoques de antibióticos utilizadas, 

preparadas como descrito por MANIATIS et a.1. (109), foram as

segui ntes" mg.ml 1

Tet rac i c: 1 i na (Tc ) 10



Ãcido Nalidíxico (Nal) Í0

Est r ept om i ci na < Sm) 20

Canamicina (Km) 20

Cada uma dessas soluçoes foi esterilizada por 

filtração em filtro Millipore HAWP (0r45 p) e mantidas a 

~20°C. Os antibióticos foram utilizados de acordo com a 

bactéria e o experimento realizado.

2 7

2.4 CONDI CoES DE GUI. TI DO

Todas as culturas foram incubadas a 30°C ou em alguns 

casos a 37°G de acordo com o objetivo do experimento. Os

cultivos foram realizados em 50 ml ou Í0 ml de meio de

cultura líquido contidos em frascos Erlenmeyer de 125 ml ou 

em frascos tipo penicilina de 60 ml, respectivamente. As

culturas foram incubadas em agitador rotatório a Í30 rpm até 

atingir A de 2,0, ou a densidade de células540nro

especificada para o experimento.

Frascos de Í0 ml contendo 4 ml de meio de cultura 

NFbHP semi-sólido foram inoculados profundamente com 50 jjI 

de cultura de Aizospirillvm. brasilense e incubados a 30°C sem 

agitação. Após a formação de uma película de células próxima 

a superfície do meio, os frascos foram vedados com rolhas de 

borracha e testados para fixação de nitrogênio.
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2.5 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE

A atividade da nitrogenase foi determinada pela medida 

da velocidade de redução de acetileno a etileno através de 

cromatografia gasosa <82, 150).

Culturas em meio semi-sói ido NFbHP - sem nitrogênio

fixado, foram injetadas com um volume de acetileno

equivalente a .10% do volume da fase gasosa do frasco. 

Amostras da fase gasosa <0,5ml), coletadas em intervalos de 

tempos determinados foram analisadas em um cromatógrafo 

Varian 2440D equipado com coluna Porapak N e detector de

ionização de chama. 0 gás de arraste foi nitrogênio super 

seco (20 ml.min ). As temperaturas do injector e da coluna 

foram mantidas em 128°C enquanto que a do detector foi 

mantida em 140°C. Para o cálculo da concentração de etileno 

formado, foi utilizado o etileno padrão de 100 ppm fornecido 

pela White Martins S/A. De acordo com a lei dos gases

ideais, cada alíquota de 0,5 ml deste padrão contém 2,232 

nmoles de etileno, a 1 atm e 25°C.

A atividade específica da nitrogenase foi expressa em 

nanomoles de etileno formado por miligrama de proteína e por 

hora.

2.6 REAGENTES

C)s seguintes reagentes foram adquiridos de Sigma 

Chemical Companys ácido nalidíxico, canamicina, cloroidrato



de tetracic1 ina, estreptomicina, glutamato monossódico, 

agarose, 8~h i droxi qu i noleína, SDS, F i col 1 , DNA de esperma de. 

salmão, poli v i n ilp i rroli dona, formam i da e soroalbum i na 

bovina. As endonuc1eases e os tampões de restrição foram 

adquiridas de Boehringer Company e do Bethesda Research 

Laboratories (BRL_) (7, 12). EDTA foi adquirido de Sigma ou 

da British Drug l-louse (BDH). Fenol foi adquirido de E. Merck 

ou da BDH. Padrão de massa molecular í kb ladder foi 

adquirido da BRl. (7)..

Os demais reagentes químicos utilizados provieram de 

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

Os gases argônio, nitrogênio super seco, oxigênio, 

acetileno, etileno padrão (Í0O pprn), hidrogênio e ar 

comprimido foram adquiridos da Ulhite Martins S/A.

2.7 CONJUOAÇSO

A t ransfer ênc: i a de plasmídeo por conjugação simples ou 

tríplice foi realizada como descrito por PEDROSA & YATES 

(133). As culturas, utilizadas para as conjugações, se 

apresentavam em fase logarítmica de crescimento.

2.7. í Banco de genes de: Herbctspirillum s&ropedica&

estirpe Z7S

Um banco de genes foi construído no vetor 

PLAFR3, pelo método descrito por STASKAWICZ et al. <ió4). Os

2 9
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Htnà III e 
Fosfatase

cos

'’7 \
* f r r m B
HPSBSmE

«-p/ac

EBH
JLU

"I FcoR I e 
I Fosfatase

EBHLLL COS

COS

Clivado com  BamH I
Mistura de braços e fragmentos 

de DNÂ de K seropsokâe 
parcialmente digeridos com SâifiÁ

I  T4-DNA ligase 

 ̂? P  inserto de DNA cos

empacotamento h  vftro

Transfectado em E. c o íí HB101 e selecionado para resistência è tetracícíina

FIGURA 5: ESQUEMA DA CONSTRUÇÃO DO BANCO GENoMICO DE

H. ser-opediccte ESTIRPE Z78 UTILIZANDO COMO VETOR 

0 COSMiDEQ pLAFRS <Í64>.



fragmentos de tamanho variando entre 17 a 28 kb, obtidos 

pela clivagem parcial do DNA total de

Herbaspirillwn. soropedicae com a endonclease de restrição 

Sau 3A, foram clonados no sítio EawiH I do pLAFR3. Os 

Plasmideos recombinantes obtidos, foram empacotados "in 

vitro“ e post eriormente transfectados para E. c o l i  HB101 

(Figura 5). A representatividade do banco foi determinada 

através da aplicação da seguinte fórmula (25)s

ln (l-P) 

ln (l--/>

calculando para P,

. N.ln(l~/)P ~ l~e

onde P é a probat) i 1 i dade’, / é a fração do genoma em um único 

recombinante e N é o número necessário de recombinantes.

2.7.2 Isolamento de plasmideos recombinantes do banco 

gen8mico capazes de complementar um mutante ntrC de 

E. coli

A conjugação tríplice do banco genSmico de 

Herbaspirillum s&ropedicae em E. coli HB101 com a estirpe 

E. coli ET8556 fo i realizada na presença do plasmideo 

mobilizador pRK2013, mantido em E. coli HB.10Í. Este 

plasmideo mobilizador contém os genes tra e o seu replicon 

(Col Ei) (57) é instável em A&ospirilIwn brasilense.

31
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transconjugant es«

2.7.3 Transferência de plasmídeos recombinantes entre 

estirpes de E. coli e mutantes ntrC~ de A. brasilense

A conjugaçao do transformante E. coli DH5, contendo os 

5 plasmídeos recombinantes que foram capazes de complementar 

E. coli ET8556, com os mutantes ntrC de

Asospiri l Ixan brasilense FP8 ou P'P9 (Í33) também foi 

reali:-:ac!a na presença do plasmídeo mobilizador pRK2013. 0

procedimento para a obtenção dos transconjugantes foi 

semelhante ao descrito para a conjugação do mutante de 

E. coli com o banco genômico, exceto em termos da proporção 

da mistura e dos meios de cultura utilizados. As culturas de 

E. coli DH5 transformadas com os cinco plasmídeos 

recombinantes, E. coli (pRK2013) e Azospirillwn brctsilense 

FP8 ou FP9 foram misturadas na proporção de ísísí0 (v/v/v). 

0 meio utilizado para ressuspender as células das misturas 

de conjugação foi o LB/NFbHP < í s 1 > sem antibiótico e as 

massas de células foram obtidas em placas contendo 

LA/NFbHPN»

Os t ranscon jugant es cie A. brasilense FP8 e FP9, 

contendo os plasmídeos recombinantes foram selecionados pela 

marca de resistência do vetor (Tc ), em placas contendo meio 

de cultura sólido NFbHPN na presença de Sm (50 /Jg.ml 4> e Tc 

<10 /jg.ml ). 0 cálculo da frequência de conjugaçao foi 

feito em relação ao número de total de transconjugantes e ao 

número total de A. brasilonse viáveis, obtidos em placas



contendo NFbHPN na presença de Sm (50 /jg.ml ). Os

transconjugantes foram todos testados para fixação de

nitrogênio como descrito no item 2.5.

2.7.4 Eliminação do plasmídeo recombinante pelo plasmídeo 

R68.45

As conjugações simples para eliminação do plasmídeo

recombinante foram realizadas com culturas, em fase

logarítmica de crescimento, de E. coli Í230 (R68.45) e dos

transconjugantes Azospiri l Lwn. brasilense FP8 ou FP9,

contendo o plasmídeo recombinante.

As misturas de conjugação foram feitas pela adição de

í volume de cultura de E. coli Í230 (R68.45) à Í0 volumes da

cultura dos transcon jugantes Azospiri l Ixtm. brasilense FP8 ou

FP9. As misturas de conjugações foram centrifugadas em Spin

I a 4°C por 2 min, as células foram ressuspensas em 20 pl de

LB/NFbHP (ísí) e incubadas a 30°C por í hora. Após este

período, as misturas de conjugação foram distribuídas em

placas contendo meio de cultura LA/NFbHPN sem antibiótico e

incubadas a 30°C durante Í8 - 20 horas. A massa bacteriana

de cada mistura de conjugação foi raspada, diluída em série 
**“2(10 - 10 ) e plaqueada em meio de cultura sólido NP"bHPN

— a -1na presença de Nal (10 pg.ml ) e Km (75 /Jg.ml ) para

seleção dos transconjugantes A. brasilense (R68.45) e em
— ^meio NFbHPN na presença de Nal (10 /jg.ml ) para contagem do 

número total de A. brasilense viáveis. 0 cálculo da 

frequência de conjugação não foi considerado neste caso.
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2.8 PURIFICAÇSO DE PLASMÍDEO

2.8.1 M i nipreparação de plasmídeos de E „ coli

0 isolamento de plasmídeos de E. coli em pequena 

escala foi feito pelo método da li se alcalina descrita por 

BIRNBOIM & DÜLY (9, 109).

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio de 

cultura L.B na presença de antibiótico, de acordo com a marca 

de resistência do plasmídeo e da bactéria. As culturas foram 

incubadas a 30°C com agitação até a saturação <A_ =S40 nm

2,0). Alíquotas de i ml de cada cultura foram coletadas, 

centrifugadas em Spin I a 4°C por 2 min. As células foram 

ressuspensas em 100 fJl de solução GET (D--glucose 50 mM, 

NaEDTA 10 mH e Tris-HCl 25 mM pH 8,0) e em seguida foram 

adicionados 200 /j1 de mistura de 1 i se (NaüH 0,8% e SDS 

0,1%), recém preparada. As preparações homogeneizadas foram 

deixadas em repouso por 5 min a temperatura ambiente (ts 

20°C). A preciptação de proteínas, SDS e DNA desnaturado foi 

realizada pela adição de 158 *Jl de solução KAcF (acetato de

potássio 3 M e ácido fórmico 1,8 M), e a preparação após

homogeneização completa foi mantida em banho de gelo por 5.5 

min. A seguir, sem retirar a preparação do banho de gelo,

foram adiei onados 450 de mistura de

fenolsc1orofórmiosálcool isoamílico (25s24si) para extração 

do preciptado formado na etapa anterior. As fases foram

homogeneizadas e as preparações foram mantidas no banho de 

gelo por mais 5 min. Ao término deste período, as



preparações foram centrifugadas em Spin I a 4°C por 10 min e

à fase aquosa coletada foram adicionados 820 pl de etanol

absoluto para preciptação do DMA. 0 sedimento obtido após

centrifugação em Sp i n I a 4°C por 10 min foi lavado com 1 ml

de etanol 80%, seco com fluxo de argônio e dissolvido em 20

ul de H 0 bidestilada estéril.
2

2.8.2 M i n i preparação de plasmídeos de A„ br-asilense

Os plasmídeos de Azospirillxmi brasilense foram

purificados pelo método descrito por RÜBSON et al. (Í43).

Alíquotas de 1,5 ml de culturas A. brasilense, de 

densidade de células equivalente a A 2* 1,0, cultivados
540 r»m 

— 1em meio de cultura NFbl-IPN Nal <10 jjg.ml ) na presença de Tc
~ 1 - 1(15 jug.ml ) ou Km (75 pg.ml ), foram coletadas e

centrifugadas em Spin I a 4°C por 2 min. 0 sedimento de

células obtido foi ressuspenso em T Ei (Tris-HCl 50 mM e
50 20

NaEDTA 20 mM plH 8,0) e a 1 i se celular foi obtida pela 

adição de 950 fj 1 de mistura de 1 i se (NaEDTA 50 mM

contendo 1% de SDS e pH ajustado para 12,6 com NaOH 2N). As

preparações foram homogeneizadas com cuidado, para evitar a

quebra dos plasmídeos originais do A. brasilense, e 

incubadas a 34°C por 25 min. A preciptaçao de proteínas, SDS 

e DNA desnaturado foi realizada pela adição de 170 #Jl de 

solução de neutralização (Tris-HCl 0,7 M e NaCl 3,5 M pH

8,0) e incubação por 30 min em banho de gelo. Após

centrifugação a 4°C por 10 min, foram adicionados ao 

sobrenadant e de cada preparação 770 /j1 de solução
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etanolsacetato < í0 volumes de etanol absolutos í volume de

acetato de sódio 3 H pH 8,0) e as preparações foram mantidas

a -20°C por Í8 horas. Ao término deste período, as

preparações foram centrifugadas e o sedimento quase

transparente obtido foi secado a vácuo e ressuspenso em

20 ul de H 0 bidestilada estéril ou T E .2 ao d

2.9 TRANSFORMAÇÃO

2.9.1 Preparo de células competentes de E .  coli

A estirpe E. coli DH5 foi cultivada em meio LEI na
~ 1 r*presença de Nal (10 /ug.ml ) a 37°C com agitaçao durante 18 

horas. Para o preparo de células competentes foram 

inoculados 500 /j! dessa cultura em 50 ml de meio de cultura
IOLB Nal contidos em frascos Erlenmeyer de 125 ml. A cultura

de E . coli foi incubada a 37°C sob forte agitaçao (s: 200

rpm) e após 2 horas de incubação foi feito acompanhamento da

Absorbância a 540 nm em intervalos de 30 min por 1-2 horas.

A cultura, após atingir A c* 0,3, foi resfriada em
540riT íl

banho de gelo durante 15 min e centrifugada (5000 rpm/10 min

a 5°C). As células foram ressuspensas em 5 ml de MgCl 0,1 M2

estéril e em seguida essa suspensão foi centrifugada. 0

sedimento de células obtido foi ressuspenso em 5 ml de

solução de transformação (CaCl 0,1 M) e a suspensão foi2
incubada em banho de gelo durante 20 min. Ao fim deste 

período, as células foram sedimentadas por centrifugação e
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ressuspensas cuidadosamente em 1,6 ml de CaCl2 0,1 M 

contendo 15% de glicerol. Esta suspensão de células 

competentes foi distribuída em alíquotas de 200 /Jl , as quais 

foram armazenadas em nitrogênio líquido para uso posterior.

2.9.2 Transformação de células competentes com os 

plasmídeos recombinantes

A cada alíquota de 200 fJl de suspensão de células de 

E. coli DH5 competentes (item 2.9.í) foram adicionados 3 fJl 

da preparação dos plasmídeos recombinantes pKRTí a 5, 

contendo aproximadamente i,2 fjg de DNA, e incubadas em banho 

de gelo por í hora. A seguir as misturas de transformação 

foram submetidas a um choque térmico de 42°C por 3 min e em 

seguida resfriada em gelo por 5 min. Cada mistura de 

t ransformação foi completada para 1,0 ml com meio L-B e 

incubada a 37°C por í hora para permitir a recuperação do 

metabolismo da bactéria.

As misturas de transformação com os plasmídeos 

recombinantes e controle (com pBR322) foram plaqueadas em 

meio LA Nal4° na presença do antibiótico adequado para a 

seleção dos transformantes. Outro controle foi realizado 

pelo tratamento das células competentes sem a adição de DNA, 

e plaqueamento em meio seletivo para transformantes. A 

frequência da transformação foi calculada pelo número total 

de colônias de transformantes obtidos e o número total de 

células viáveis na mistura de transformação, obtido em
áL Oplacas contendo meio de cultura LA Nal .
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2. .10 ENDONUCLEASES DE RESTRIÇSO E SISTEMAS DE CLIVAGENS

As endonucleases utilizadas para a d i ferenc i ação dos 

5 plasmídeos recomb i nant es e construção do mapa de 

restrição, assim como seus sítios de reconhecimento e os 

tampões de clivagem estão indicados na tabela 2.

As clivagens foram realizadas obedecendo uma 

concentracão final de glicerol inferior a 5% nos sistemas de 

incubação, para evitar inibição da atividade enzimática ou 

clivagens inespecíficas. Todas as enzimas foram conservadas 

a ~20°C em tampão de estocagem contendo glicerol 50% v/v a 

fim de evitar a perda da atividade enzimática por efeitos

crioscópicos (7). As soluções-estoque dos tampões foram 

diluídas de acordo com as especificações para cada 

endonuclease de restrição.

A escolha do tampão a ser utilizado em sistemas

simples e compostos por duas enzimas (duplo) obedeceu as

características das enzimas presentes. Os sistemas de 

clivagem simples foram feitos para um volume total de

20 fJl : DNA 3,0 /Li 1

tampão B 2,0 jjI

RNAse 0,1

H 0 bidestilada 14,7 jjI2

EcoR I 0,2 jlíI

0 tampão B foi utilizado para clivagens simples com 

EcoR I, Hind III, Bartú\ I e Bgl II, enquanto que o tampão H 

foi utilizado para clivagens simples com Pst I e Xho I. As 

incubações foram realizada a 37°C por no mínimo ih.
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TABELA 2: CARACTERÍSTICAS DAS ENDONUCLEASES DE RESTRIÇSO

Endonuc1 eases 

de Restrição

Sítio de 

Reconheci ment o

Tampões de 

Cli vagem

EeoR I GJ.AATTC A , B , M, H ou Plus

Wind III AjAGCTT A, B, M ou Plus

Bgl II a í g a t c t A , B , M r H ou Plus

PsL I c |t g c a g H ou Plus

Xho I CjjCGAG B r H ou Plus

BamH I g Jg a t c c A,B,l_,M ou Plus

Os tampões de restrição A, B, L, M, H e Plus são 

utilizados na diluição de isí0. 0 tampão de clivagem Plus 

deve ser utilizado diluído ís5 em sistemas de clivagem 

contendo EcoR I para evitar a atividade "Star* dessa enzima 

(12) .



Os sistemas de clivagens duplos, realizados como

exemplificado para clivagem simples, foram os seguintes:

EcoR l/Hiná III, EcoR 1/Xho I, EcoR I/Bgl II, EcoR l/Psl I,

Hiná III/Xho I, Hind Ill/Bgl II, Xho 1/Bgl II. 0 tampão de

clivagem utilizado nestes sistemas de clivagens duplos foi o

tampão 13, exceto para a clivagem EcoR 1/Pst I na qual foi

utilizado o tampão H.

A composição dos tampões de clivagem

s i st emas é a seguintes 
Tampão Bs Tris-HCl

Cloreto de Magnésio 
Cloreto de S6d i o 
/3-mercaptoet anol 

Tampão Hs Tris-HCl
Cloreto de Magnésio 
Cloreto de Sódio

2.ÍÍ ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

As eletroforeses em gel de agarose foram realizadas 

como descrito por MANIATIS el ctl „ (109).

2.ÍÍ.1 Eletroforese de DNA após clivagem

Os géis de agarose foram preparados em tampão TBE 

(Tris-base 89 n»M, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0), 

tendo sido a eletroforese realizada no mesmo tampão (108). A 

concentração de agarose variou de 0,5 a 1,0%, para permitir 

uma maior resolução dos fragmentos obtidos após as

4:1

utilizados nos

10 mM
3 mM

100 mM
1 mM

50 mM
10 mM

100 m M

pH 8,0 

PH 7,5



clivagens. As amostras analisadas foram aplicadas com tampão 

de aplicação FSUDS (azul der bromofenol 0,2%, SDS 0,1%, 

Ficoll 20% em T,~E, ), na proporção de i parte de tampão de3.0 1

aplicação para 4 partes de amostra. A voltagem aplicada para 

as eletroforeses foi de aproximadamente 70 V e o tempo de 

corrida para a eletroforese em geri de agarose 0,5% ou í,0% 

foi de 2,5 horas e em gel 0,8% foi de 3 horas. No caso das 

erletroforeses das clivagens dos plasmídeos recomb i nant es 

pKRTi a 5 com EcoR I ou Bgl II, a voltagem utilizada para 

gel 0,8% foi 30 V por 3 horas e para gel 0,7% foi utilizado

25 V por 3 horas e 20 minutos.

2.ÍÍ.2 Eletroforese das preparações de plasmídeos der 

A. brctsil&nse e E. coli

Os géis de agarose utilizados para análise 

eletroforética dos plasmídeos isolados de A. brctsilense er 

E. coli foram preparados em tampão TAE (Tris-baser 40 mM, 

acetato der so'dio 5 mM, EDI A í mM, pl-l 8,0). A eletroforese 

foi realizada no mesmo tampão (109). A concentração de 

agarose utilizada foi der 0,5% e as amostras foram aplicadas

com FSUDS. As eletroforeses foram realizadas a 30 V por Í8

horas, 50 9 por 3 horas ou 100 V por 3,5 horas.

2.ÍÍ.3 Preparo do gel para análise e fotografia

0 gel foi submerso em solução de brometo de etídio 

(0,5 f j g /ml) durante 15-30 min er em seguida lavado erm água

42



destilada por até 30 min. 0 DMA complexado com o EtBr foi 

visualizado em transi1 uminador 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 Í00 ASA. Os negativos foram 

revelados com revelador a base de metol-hidroquinona <80).

2.12 C0NSTRUÇ20 DO MAPA DE RESTRIÇÃO DE PLASMÍDEO 

RECOMBINANTE

0 plasmídeo recombinante a ser mapeado foi purificado 

em larga escala utilizando a metodologia descrita no item 

2.8.1.

Para construir o mapa de restrição o plasmídeo 

recombinante foi submetido a clivagem por diversas enzimas 

de restrição, em sistemas simples ou duplos, e os fragmentos 

obtidos foram analisados como descrito no item 2.11.1. A

determinação dos tamanhos dos fragmentos obtidos pelos 

diferentes sistemas de clivagem foi feita pelo método de

interpolação da reta de um gráfico log kpb versus distância 

de migração, obtido utilizando os padrões de tamanho lkb

ladder e X Hinú III <109, 172)..

A análise comparativa destes resultados e os 

resultados das hibridizaçoes permitiram a dedução do mapa de 

restr i ção.
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2.Í3 PURIFICAÇSO DE FRAGMENTOS DE DNA EM (3EL DE AGAROSE DE 

BAIXO PONTO DE FUSSO

44

A purificação de fragmentos de DNA em gel de agarose 

de baixo ponto de fusão foi realizada pelo método de BANKIER 

et al. (6) modificado (iói).

Após isolamento e clivagem do plasmídeos corn 

endonucleases de restrição, os fragmentos foram então 

separados pela eletroforese em gel de agarose de baixo ponto 

de fusão 0,7% e tampão TAE. Após o tratamento com brometo de 

etídio, a fração de gel contendo as bandas correspondentes 

aos fragmentos de interesse foram cortadas sob luz 

ultravioleta (302 nrn). As porções do gel foram fundidas a 

65°C por 5 minutos e, em seguida, foram adicionadas soluções 

de Tris.HCl pH 8,0, EDTA e NaCl nas concentracões finais de 

Í0 mM, í mM e 0,2 M, respectivamente. Um volume de fenol foi 

adicionado ao gel fundido e a mistura foi agitada 

vigorosamente. Após centrifugação em centrífuga Spin I por 3 

minutos, a fase aquosa foi coletada e transferida para outro 

tubo. A fase fenólica foi lavada com um volume de ^E^ e, 

após centrifugação, a fase aquosa foi removida e adicionada 

àquela coletada ant er i orment e. Foi realizada uma outra 

extração da fase aquosa com fenol, e em seguida com 

Fenolsclorofórmiosálcool isoamílico <25s24sí). A fase aquosa 

obtida após estas extrações foi concentrada para 100 1 por

extração com n-butanol e o DNA foi finalmente precipitado 

com 2/3 volumes de acetato de- amónio 5 M e 2 volumes de 

et anol.



0 fragmento EcoR I de 6 k f> b do plasmídeo pAT512 (170), 

após purificação como descrito acima, foi clivado com X?xo I. 

Os fragmentos obtidos, <í,5 kpb - glnAt í,7 kpb ~ ntrC;

2,8 kpb ~ ntrB) foram submetidos a eletroforese e novamente 

purificados para serem utilizados como molde para a síntese 

das sondas radioativas utilizados nas hibridizaçoes«

2„14 MARCAÇÃO DE FRAGMENTOS DE DNA FOR SÍNTESE UTILIZANDO 

HEXADESQXINUCLEOTÍDEOS COMO SEQUÊNCIAS INICIADORAS

Fragmentos de DNA (30-50 ng/í0 /Jl ) a serem marcados 

foram desnaturados por fervura durante 10 minutos e 

rapidamente resfriado em banho de gelo» Aos tubos contendo 

DNA (10 pl ) foram adicionados 5 jul de tampão OCB, 1 fJl de
o o .albumina bovina (10 mg/ml), 2,5 jul (25 juC i ) de [a- P]dCTP

(Amersham), 0,5 m 1 de enzima Klenow (1-2 unidades) e água

bi destilada suficiente para 20 Ml (56). A mistura de reação

foi então incubada a temperatura ambiente durante 1-24

horas» 0 tampão OCB (56) apresenta a seguinte composição

MOPS 1 M pH 6,6, tampão Tris.HCl 0,25 M pH 8,0, MgCl 0,025

M, dNTP^s (dATP, dGTP e dTTP) 1 mM, /5-mercapt oet anol 50 mM e

27 miliunidades A de hexadesoxinuc1eotídeos»
2 60 nm

A extensão de marcação radioativa do DNA foi 

determinada como descrito por MANIATIS et al. (108)« 

Amostras (1-5 Ml) da reação de marcação do DNA diluídos 

(is50-isi00) foram depositadas sobre 2 pedaços de papel de 

DEíAE-celulose (0,5 cm >: 0,5 cm). Um destes pedaços foi
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lavado seis vezes com Na HPO 0,5 M durante 5 minutos, 22 4

vezes com água bidestilada e 2 vezes com etanol 95%. Após 

secagem, a radioatividade dos dois pedaços de papel contendo 

DNA adsorvido foi determinada em contador de cintilações 

liquidas Beckman LS-Í33 utilizando o a solução de Bray (16) 

como fluorescente. A relação entre o número de cintilações 

por minuto no papel lavado (radioatividade incorporada) e no 

papel não lavado (radioatividade total), multiplicada por 

í00, é igual à percentagem de incorporação de nucleotídeos
3 2marcados com P ao DNA. As sondas sintetizadas por este 

método geralmente apresentaram incorporação de cerca de 75% 

da radioatividade ao DNA.

2.Í5 TRANSFERÊNCIA DO DNA DO GEL DE AGAROSE PARA MEMBRANA 

DE NYLON - "Southern blot”

A transferência de DNA para membrana de nylon 

(Hybond-N, Amersham) foi feita como descrito por MANIATIS 

al. ou no MANUAL AMERSHAN (2, 109). Fragmentos de DNA

obtidos por clivagens com diferentes endonucleases de 

restrição foram separados por eletroforese a 25 V em gel de 

agarose 0,8% por 3 horas e 20 min. Após visualização e 

registro do resultado da eletroforese, como descrito no i'tem 

2.11.3, o gel foi preparado para a transferência do DNA.

A6
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2.15.1 Preparo do gel para a transferência do DNA

Os poços de aplicação do gel foram removidos e o gel

foi tratado com HC1 0,25 M durante i5 min. Após ligeira

lavagem com água bidestilada, o gel foi tratado com a

solução desnaturante <NaOH 0,5 M/NaCl 1,5 M) durante 30

minutos, lavado ligeiramente c:oni água bidestilada e o pH do

sistema foi neutralizado com solução neutralizante (Tris.HCl

í ,0 M pH 7,2/NaCl i,5 H) por mais 30 minutos. Foram usados
2cerca de 200 ml destas soluço es para géis de 35-.100 cm de

área e 0,5 cm de altura (109).

2.15.2 Preparo do sistema para transferência do DNA

Após estes tratamentos o gel foi colocado 

cuidadosamente sobre uma tira de papel 3MM (Uhatman) da 

mesma largura do gel, poreím comprido o suficiente para 

formar uma ponte entre o tampão e o gel. Este conjunto foi

colocado sobre uma plataforma de acrílico acoplada a uma

cuba contendo 0,5-1 litro de SSC 20X ÍNaCl 3M/ citrato de 

sódio 0,15 M, pH ajustado para 7,0 com NaüH 1N)>. 0 nível do 

tampão ficava abaixo do nível da plataforma de acrílico e as 

pontas do papel 3MM formavam uma ponte entre o gel e o 

tampão da cuba. As bolhas entre o gel e o papel foram 

cuidadosamente removidas. A membrana de nylon seca, cortada 

1 mm maior que o gel em cada dimensão e identificada a 

lápis, foi cuidadosamente colocada sobre o gel de maneira 

que a borda inferior dos poços estivessem justapostos à



borda da membrana. Este procedimento foi utilizado para que 

não ocorressem erros na determinação dos pesos moleculares. 

As bolhas de ar entre o gel e a membrana foram removidas. 

Sobre a membrana foram colocadas 3 folhas de papel 3MM

cortadas exatamente do tamanho do gel, sobre os papéis 3MM

•foi colocado uma pilha de papel absorvente com cerca de 10 

cm de altura e finalmente um peso de í kilograma. A 

transferência ocorreu durante 18 horas e o nível do tampão 

SSC 20X foi mantido durante este período. A membrana foi 

então removida, lavada com SSC 5X e seca a 37°C durante 

15-30 minutos. 0 DNA foi fixado à membrana de nylon por

irradiação de luz ultravioleta (302 nm) em transiluminador 

durante 3-5 minutos» A membrana com DNA fixado pode s,er

usada imediatamente para hibridização ou ser guardada por 

até 15 dias em dessecador e à temperatura ambiente.

2.16 MAPEAMENTO DOS GENES PRESENTES NO PLASMiDEO 

RECOMBINANTE

As hibridizaçoes foram feitas segundo o manual 

Amersham (2).

2.16.1 Pré--h i br i d i zação utilizando a solução de Denhardt 

como agente bloqueador

A membrana de nylon contendo DNA foi colocada em um 

saco plástico e incubada com solução de pré~hibridização

4 8



(SSC 5X, solução de Denhardt 5X, 0,5% SDS, 20 ^B/m\ de DNA

de timo, 35% de formam ida) a 42°C durante 2-12 horas (baixa

est r i ngênc i a ). Aproximadamente Í00 ^1 desta solução foi
2utilizada para cada cm da membrana. A solução de Denhardt 

Í00x (contendo 2% de albumina bovina, 2% de Ficoll e 2% de 

pol i v i r» i 1 p i rrol i dona) foi filtrada por filtro Millipore 

(0,45 jum) e em seguida estocada a -20°C (2, Í09).

2.16.2 Hibridização

A sonda radioativa foi desnaturada em banho fervente 

durante 10 minutos, rapidamente resfriada em gelo e 

adicionada ao saco plástico contendo a membrana após o 

tratamento de pré-hibridização. A mistura de hibridização 

foi incubada durante 12-18 horas a 42°C. Após este período, 

a membrana foi lavada duas vezes com SSC 2x contendo 0,1% de 

SDS à temperatura ambiente durante 30 minutos e mais duas 

vezes com o mesmo tampão a 65°C. IZm seguida, a membrana foi 

auto--rad i ografada com filme Kodak X-ümat XK-Í 1-3 dias a 

-20°C utilizando 2 placas amplificadoras (Dupont, Cronex 

Hi-Plus). 0 filme foi revelado com revelador a base de 

metol-hidroquinona (80).

2.16.3 Remoção do DNA-sonda para re-uti1 ização da membrana

Para que a remoção do DNA-sonda da hibridização 

anterior fosse bem sucedida, a membrana foi mantida úmida 

após a lavagem e auto-radiografia„
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A remoção do DNA~sonda foi feita pelo tratamento da 

membrana com NaOH 0,4 M a 45°C por 30 min seguido pela 

incubação em SSC íx contendo 0,1% de SDS e Tris-HCl 0,2 M 

pH 7,5 por 15 min (2).

5 0

2.17 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNA

A determinação de proteína foi realizada pelo método

de LGWRY &t al. <104), usando soro-albumina bovina como

padrão. F>ara a determinação do conteúdo proteico de

bactérias ou de culturas bacterianas estas foram

previamente digeridas com 0,5 N de NaOH.



3 RESULTADOS

3» í BANCO GENôMICQ DE Herbctspiri llum serop&dicae Z73

Um banco genômico de H. seropedicae Z78, construído no 

cosmídeo pLAER3 pelo método descrito por Staskawicz et al 

(Í64), foi gentilmente cedido pelo Dr» Emanuel M. Souza, 

deste Laboratório. Este banco está representado por cerca de

5.000 clones independentes de E. coli HBÍ0Í contendo 

plasmídeos recombinantes com insertos de DNA variando entre

1.7 e 28 kpb. Considerando-se que o valor médio dos insertos 

foi de aproximadamente 22 kpb e assumindo-se que o tamanho 

do genoma de W. seropedicae seja semelhante ao de f. coli ou 

cerca de 4.200 kpb (98), a aplicação da fórmula de Clarke e 

Carbon (25) indicou que este banco apresenta uma 

representatividade da ordem de 100% do genoma de 

H. seropedicae.

3.2 ISOLAMENTO DE PLASMÍDEOS RECOMBINANTES, CONTENDO DNA 

DE H&rbaspirillxrn. seropedicae, CAPAZES DE COMPLEMENTAR 

0 MUTANTE ntrC~ de E. coli ET8556

Para isolar por comp 1ementação genética os plasmídeos 

recombinantes que apresentassem o gene ntrC, o mutante ntrC
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de E. coli ET8556 foi conjugado com um banco genômico de 

H. seropedicae ( í tem 2.7.1).

A frequência de conjugação obtida foi da ordem de 10 5 

e a frequência relativa de comp 1ementação da mutação foi de

7,5 . Í0-4.

Um total de 220 colónias de transconjugantes E. coli 

ET8556 (pl.AFR3ssDNA de H. seropedicae) foram capazes de 

ut i1 i zar L-argi n i na como úni ca font e de n i t rogêni o e, 

portanto, os mutantes foram complementados por plasmídeos 

recombinantes que carregam um gene de H. seropedicae 

semelhante ao ntrC. A partir dessas 220 colônias de E. coli 

ET8556, 5 foram escolhidas ao acaso e denominadas E. coli 

ET8556.1, ET8556.2, ET855Ó.3, ET8556.4 e ET8556.5. Os

plasmídeos recombinantes presentes neustes transcon jugantes 

foram denominados pKRTí a pKRTS, respectivamente. 0 tamanho 

provável destes plasmídeos, determinado por eletroforeseí 

(não apresentada), é de cerca de 45 kpb a 50 kpb. Um dos 

plasmídeíos recombinantes, o pKRTi, presente no 

transconjugante E. coli ET8556.1 é apresentado na figura 6, 

coluna 3.

3.3 TRANSFORMAÇÃO DE E. coli DH5 COM OS PLASMÍDEOS 

RECOMBINANTES OBTIDOS POR COMPLEMENTACSü

Plasmídeos recombinantes dos 5 transconjugantes E. coli 

(ET8556.Í a ET8556.5) foram isolados (item 2.8.1). Estes 

plasmídeos recombinantes, pKRTl a pKRTS, foram transferidos



para a estirpe E . coli ÖH5, por transformação (item 3.9). 

Sendo recA r a estirpe: DH5 é um melhor hospedeiro para

garantir a integridade: dos plasmi'deos r ecomb i nant es que a 

e:stirpe ntrC ET8556. A frequência média de transformação 

obtida foi da ordem de í0E/jjg de DNA.

A pre:sença de um dos plasmídeos r ecomb i nant es, o 

pKRTí, em um transformante E. coli DH5 está evidenciada na 

figura 6, coluna 5»

3„4 TRANSFERÊNCIA DOS PLASMÍDEOS pKRT's DE E . coli DH5 

PARA MUTANTES ntrC' DE A. brasilense FPS e FP9.

Visando determinar se os plasmídeos recombinantes 

pKRTÍ a pKRTS eram capazes de complementar os mutantes ntrC 

de A. brasil&nse FPS e FP9 (Pedrosa e Yates, Í984), estes 

mutantes foram conjugados individualmente com os 

transformantes E . coli DH5 (pKRTJ. a pKRTS). Os 

transconjugantes A. brasilense (pKRTi a pKRTS) foram 

isolados em meio seletivo contendo tetraciclina, e testados 

para a fixação de nitrogênio em meio NFbHP semi-sólido.

As frequências média de conjugaçáo (calculadas em 

relação ao número de células receptoras) foram da ordem de
~ 7 — 6Í0 para o mutante A. brasilense FP8 e de 10 para o 

mutante A. brctsilensG FP9.
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FIGtJRA 6l PERFIL ELETROFORÉTJCO DÜS TRANSCONJUGAWTE E

TRAMSFORMANTE DE C. c o l i  p K R T I

Os plasmídEos foram isolados par min ipreparação como 
descrito em Materiais e Métodos (2.8.Í). A eletroforese foi 
realizada a 30 V em gel de agsrose por 18 horas. 0
tampão de corrida utilizado foi TAE i>:.

1 E. coli H C10 ÓÍ  p L A F R 3
2 E. coli ET855Ó
3 Transconjugante E. coli ET8556 (pKRTI)
4 E. coli DH5
5 T r a n s f o r m a n t e  E. coli DHS ( p K R T I  )

5 4



3.5 COMPLEMENTAÇÃO DOS MUTANTES ntrC~ DE A. brctsilense EPS 

E FP9 PELOS PLASMxDEOS. RECOMBINANTES pl<RT's.

5 5

Duas colônias de cada um dos grupos de 

t ranscon jugant es./4. brastlense I-P8 (pKRTi a pKRTS) e FP9

(pKRTi a pKRTS), foram testadas para crescimento 

diazotrófico e redução de acetileno em meio NFbHP 

semi-sói ido. Os valores da atividade da nitrogenase estão 

apresentados na tabela 3.

Os resultados revelam que todos os transconjugantes de 

A. brasilense FP8 (pKRTi a p KRTS) o u  FP9 (pKRTi a pKRTS), 

ãpresentaram significante atividade nitrogenásica , embora

tenham atingido apenas 34 % da atividade da estirpe selvagem 

FP2 (tabela 3). Além disso, pode se verificar que a

atividade da nitrogenase dos transconjugantes FP8 e FP9, na 

presença dos plasmídeos pKRTi ou pKRTS, foi maior que a

observada para os transconjugantes FP8 ou FP9 na presença 

dos plasmídeos pKRT2, pKRT3 e pKRT4.

3.6 RESTAURAÇÃO DO FENóTIPO Nif' DOS TRANSCONJUGANTES 

A. brasilense FP8 e FP9 (pKRTí) PELO PLASMíDEO R68.45

A eliminação dos plasmídeos recombinantes contidos nos 

transconjugantes A. brasil&nse FP8 (pKRTí) e FP9 (pKRTí) foi 

realizada através da conjugação desses transconjugantes com 

E. coíi 1230 (RÓ8.45) (item 2.7.2). A seleção dos 

transconjugantes A. brasilense (R68.45) cujo plasmídeo



TABELA 3s DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA NITROGENASE DOS 

TRANSCONJUGANTES Azospirillum brasilense EPS E 

FP9 CONTENDO OS PLASMxDEOS RECOMBINANTES
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Estirpes de Atividade da nitrogenase
/  -  1  -  1

A. brasilense (nmoles C H . mg de proteína . h )2 4

FP2 (selvagem) i í 3,0

EPS 0, 0

FPS (pKRTí) 2Í ,2

PP 8 (P K R T 2) CO N
FP8 <PKRT3> .12,8
EPS < pKRT4) 5,4

FP8 (pKRTS) 29,8

EP9 0,0

EP9 (pKRTí) 38,6

EP9 (pKRT2) 18,4

FP9 (pKRTS) 19,1

EP9 < PKRT4) 21,0
FP9 (PKRTS) 34,1

Estes valores são médias de duas determinações, 
independentes, da atividade da nitrogenase de cada
transconjugante. 0 meio de cultura utilizado foi NFbHP semi 
sólido, sem fonte de nitrogênio, como descrito em Materiais 
e Métodos..



recombinante (pKRTí) foi eliminado pelo RÓ8.45 foi feita em 

meio sólido NFbHPN contenda Km. Em seguida esses novos 

transconjugantes, A. brasilense FP8 (R68.45) e FP9 (R68.45), 

bem como os anteriores, A. brasilense FP8 (pKRTÍ) e FP9 

(pKRTÍ), foram testados para fixação de nitrogênio, em meio 

NFb semi-sólido sem N (tabela 4).

Os resultados mostram que a eliminação dos plasmídeos 

recombinantes dos transconjugantes A. brasilense FP8 (pKRTÍ) 

e FP9 (pKRTí) pelo plasmídeo R68.45 resultou na restauração 

do fenótipo Nif dos mutantes ntrC FP8 e FP9 utilizados 

corno r ec i p i en t es.

A presença dos plasmídeos nos transconjugantes 

A. brasilense FP8 (pKRTí) e FP9 (pKRTí) e A. brasilense FP8 

(R68.45) e FP9 (R68.45) está evidenciada nas Figuras 7 e 8,
*4*respectivamente, comprovando que o fenótipo Nif é

dependente da presença do plasmídeo pKRTi.

3.7 DETERMINAÇÃO DO PADRÃO DE CL. 10 AGEM DOS PLASMÍDEOS

RECOMBINANTES

A análise do padrão eletroforético dos plasmídeos 

recombinantes, pKRTí a pKRTô, após clivagem com EcoR I e

Bgl II, revelam dois padrões distintos de clivagem (Figuras 

9 e í0). Os plasmídeos recombinantes pKRTi e pKRTS 

apresentam o mesmo padrão de clivagem, ao passo que os

plasmídeos pKRT2, pl<RT3 e pKRT4 formam um outro grupo 

homogêneo. Um único fragmento EcoR I de 2,48 kpb foi

5 7



TABELA 4 ~ DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA NITRQGENASE DOS 

TRANSCONJUGANTES AzospirilIxm brasilense FP8 E 

FP9 NA PRESENÇA DOS PLASMÍDEOS pKRTÍ OU R68.45

5 8

Estirpes de 

A. bx-asilense

Atividade da nitrogenase
.... £ .... 4nmol C,.tH^ .  h .mg proteína

% "

FP2 371.0 1 0 0 , 0

FP8 0,0 -
PP8 (pKRTí)“ 75,6 20,4
FP8 <R68.4S)b 0,0 -
FP9 0,0 -
FP9 (pKRTí)a 111,9 30,2
FP9 <R68.45)b 0,0 -

As células foram cultivadas em meio NEbHP semi-sólido (0.15% 
Agar) e incubadas a 30°C.
a Transconjugantes obtidos após conjugação de E. coli DH5 
(pKRTí) com A. br-asilense EPS e EP9. 
b Após eliminação do plasm/deo pKRTl pelo R68.45»
° Porcentagem da atividade da nitrogenase em relação ao 
padrão A. òrctsilense FP2.
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1 2 3 4 5 6 7

FIGURA 7: PERFIL ELETROFURÉTICO DOS TfiANSCONJUGANTE DE

A. brctsilen^e FP8 E FPV (pKRTl)
Os plasmídeos foram isolados como descrito em Materiais 

e Métodos (2.8.2) pelo método de ROBSON al. (145). A
eletroforese foi realizada em gel de agarose 0.5% e o tampão 
de corrida utilizado foi TAE i>:. A voltagem aplicada foi de 
100 V por 3,5 horas.

1 E. coli HB 101 < pLAFR 3)
2 A . b r a s i  l e t ' i s e FP2
3 A. bra«L l e n s e FPÍ3
4 A. b r a s íl l e n s e FP8 (pKRTl)
5 A. b r a s  t  l e r t s e FP9
6 A. b r a s t FP9 (pKRTi)
7 E. coli 1230 (R68.45)
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1 2  3 «  5 6 7 8

22,0 kpb

50.0 kpb

FIGURA 0: PERFIL ELETROFORÉTICü DÜS TRANSCONJUGANTE DE

A. brasílense FPB e FP9 <R68.45)
Os plasmideos foram isolados como descrito em Materiais 

e Métodos <2.0.2) pelo método de ROOSGN et al. <145). A
eletroforese foi realizada em gel de agarose 0,5% e o tampao 
de corrida utilizado foi TAE lx. A voltagem aplicada foi de 
50 V por 3,5 horas.

í E. c o l i  HB101 C pLAFR3)
2 A ÒrcLsi iense FP 8
3 A. b r c t s  i  l & n : s & FP0 < P K R T1 )
A A. brcLSI l & n s e - FP8 <Rá8.45)
S A. fcrust tervse FP9
6 A b r a s i 1ense FP9 (pKRTl)
7 A. b r a s i 1ense FP9 (RÓ0-45)
8 E. c o l i  1230 < R 68 .  45)
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1 2 3 4 5 6 7

9.416 kpò
6.S57
4.361

2.322
2.027

FIGURA 9: PERFIL ELETR0F0RÉTICO DOS PLASMíDEGS

RECOMBINANTES ISOLADOS ATRAVÉS DA COMPLEMENTADO

DE MUTANTE ntrC" DE E. coli CLIVADOS COM EcoR I
Os plasniídeos r ecomb i nan t es foram isolados, através 

da c omp 1 emen t ac ão de mutantes ntrC de E. coli ET8556 a 
partir do banco genômico de Herbctspir 11 Lum. s&rop&dicaj& 
(pl.AFRS =: f r ag went os de DNA de H. seropediccte) mantido em 
E. coii HB101. As m i n ipreparações dos plasnndeos foram 
feitas a partir de transformantes de E. colí DH5 e os 
sistemas de clivagens foram realizados como descrito no item
2.10. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 0,02 
por 3 horas a 30 V.

1 padr ao de peso molecular X/Wind III
2 pKRTl c1i vario com EroR I
3 P KRT2 c1 i vado com E c o R  I
4 pKR T3 c1 i vado com F c o R IE? pKR T4 c1i vado com E r o R  I
6 pKRTS cIi vado com E c o R  I
7 padrão de peso molecular \/Hind III



12,216 kpb

2.036 
1.636

FIGURA 10: PERFIL ELETRCFORÉTICO DOS PLAGMÍDEGS

R ECÜMBINANTES ISOLADOS ATRAUéS DA COMPLEMENTAÇSü 
DE MUTANTE nt^C- DE E. coli CLIVAOGS COM Bgl II

Os p 1 asm i deoç reconib i nailt cs foram isolados, através 
da cQmp1ementação de mutantes ntrC de E. coli ETG556 a 
partir do banco genômico de Herbaspiri L seropediccne 
<pLAFR3::fragmentos de ONA de K. seropedicae) mantido em 
£. coli HB101. As miripreparações dos p 1 asnt fdeos foram 
feitas a partir de transformantes de E. coli DHM e os 
sistemas de clivagens foram realizados como descrito no item
2.10. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 0,72 
por 3 horas e 20m i n a 25 V .

í pl.AFR3 c1 i vad o com Bgl II
2 pKRTl c1i vado com Bgl II
3 P K R T 2 c1 i vado com Bgl II
4 P K R T 3 c1i vado com Bgl I I
5 pKR T4 c1 i vado com Bgl II
6 p KRTS c 1 i varl o com Bgl II
7 padrão de peso mol ecular 1 kb Ladder

i>2



encontrado em todos os 5 plasmídeos r ecomb i nant es, p i< R T1 a 

pKRTS (Figura 9) e, portanto, provavelmente: contenha o gene 

ntrCu

Os padrões de clivagens do plasmídeo recombinante 

pKRTí pelas endonucleases de restrição EcoR I, Hind III, 

Bgl II, Xho I, Pst I ou EtmH I, estão apresentados nas 

Figuras íí, 12, 1.3 ou 14. Os resultados apresentados nestas 

figuras foram obtidos através de eletroforeses cm 

d i fer en t es c oncent rações d e ag ar ose, p ar a p er m i t i r uma 

melhor resolução dos tamanhos dos fragmentos.

Os fragmentos de DNA obtidos pela clivagem simultânea 

do pKRTí com EcoR I e BamH I (figura Í4) correspondem aos 

mesmos fragmentos obtidos pela clivagem simples desse 

plasmídeo com EcoR I (figura 11, 12 e 13), indicando a

provável ausência de sítios BamH I neste plasmídeo.

Os tamanhos dos fragmentos obtidos pela clivagem do 

pKRTl com as diferentes endonucleases de restrição estão 

listados nas tabelas 5 e 6. Os fragmentos EcoR I de 25,0 kpb 

e Hind III de 24,6 kpb correspondem ao vetor pl.AFR3 e a uma 

pequena porção do inserto, enquanto que a clivagem com Xho I 

produziu um fragmento de 40,0 kpb correspondente ao vetor e 

a uma porção maior que 75 % do inserto. 0 fragmento Bgl II 

de 27,6 kpb corresponde ao vetor sem o sít io Xcos e a uma 

porção do inserto, enquanto que o fragmento de 1,7 kpb 

corresponde: ao sítio Xcos do vetor. Os fragmentos restantes, 

oriundos dessas clivagens, correspondem exclusivamente ao 

DNA de H. seropedicae que: foi clonado (Tabela 5).

Nos sistemas de c1i vagem duplo, grande número de
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1 2 3 «  s 6 ? 8 9 10 11

33,498 kpb 
15,004

FIGURA i ü  PERFIL ELETROFGRéTICO DO Pl.ASMíDEG RECGMBINANTE

pKRTl CLIVADO COM ENDONUCLEASES DE RESTRIC20
0 plasmídEO recombinante pKRTi foi isolado em larga 

escala utilizando o método de m inipreparaçao, descrito no 
sub-item 2.8.1 de Materiais e Métodos, a partir do
transformante de E. eoli DH5 (pKRTl). Os sistemas de
clivagem foram realizados como descrito em Materiais e 
Métodos (2.10). 0 gel de agarose utilizado para a separação 
dos fragmentas foi de 0,5% em tampão T8E íx. A eletroforese

■eal izada a 70 V por 2, 5 horas.
1 padrãc1 de peso molecular X / X h o  I
2 pKRTi cli vada com EeoR I
3 pKRTi c1 i vada com EcoR isHinrí III
4 pKRTi c1 i vada c om EcoR I/Xho I
5 PKRTI c1 i vado c om EcoR 1/Bgl II
6 pKRTl c1 1vado com Wind III
7 PKRTi c1 i vado c om Himl III/XJV3 I
8 pKRTl c1 i vado com Xho I
9 pKRTl c1 i vado c om XfuD 1/Bgl II
0 pKRTi c 1 i vado com Bgl II
i padrãc1 de pesa molecular X Wind III

23130fcpb
9,41 e
6,557
4,361
2 322 2,027



FIGURA i2s PERFIL ELETR0F0RÉTICO DO PLASMÍDEO RECOMBINANTE 

pKRTl Cl.IUADO COM ENDONUCLEASES DE RESTRICaO

0 plasmídeo recombinante pKRTl f ai isolado em larga 
escala utilizando o método de m i n i prcpar »cão, descrito no
sub-item 2.8.1 de Materiais e Métodos, a partir do
transformante de f. eoli DH5 (pKRTl). 0s sistemas de 
clivagem foram realizados como descrito em Materiais e 
Métodos (2.10). 0 gel de agarose utilizado para a separação 
dos fragmentos foi de 0,82 em tanipao THE i>:. A eletroforese
foi realizada a 70 0 pur 3 horas-

i padrão de pesei molecular 1 kb Ladder
2 p K R T l c1i vado com EcoR I
3 P K R T l c1 i vado com FcoR I/Hind III
4 pKRTl cl i vado com Ec o R I / X h o  I
5 pKRTl c 1 i v a d o com E c a  R I/Bgl II
6 P K R T l cl i varía com Hind I I I
7 P K R T l c 1 i v a d o com H in d I I I / X h o  I

8 p K R T l c1 i vado cum Hind I I 1 / B g l  I I
9 pKRTl c1 i vario com Xho I
10 pKRTl c1 i vad □ cum Bel 11
11 padrão de pesel molecular X Wind III
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3,054

2*536
1,636

1018

1 2 ,2 1 6  k p b

0,517
0,506

FIGURA 13: PERFIL ELETR0F0RÉTICO DO PLASMiDEO RECOMBINANTE

pKRTl CLIVADO COM ENDONUCLEASES DE RESTRIÇÃO

0 plasmideo recambinan 
escala utilizando o método 
sub-»tem 2.B.1 de Materi 
transfarmante de E. coli 
clivagem foram realizados 
Métodos <2,105. D gel de ag 
cios fragmentos foi de 1,0% 
foi realizada a 70 V por 2,

1 padrão de peso mo
2 pKRTi clivado com
3 pKRTi clivada com
A pKRTi clivado com
5 pKRTi clivado com
6 pKRTi clivada com
7 pKRTí clivado com
8 pKRTí clivado com
9 pKRTl clivado com
10 pKRTí clivado com
íí pKRTl clivaria com

tE pKRTi foi isolado em larga 
de m inipreparaçao, descrito no 
ais e Métodos, a partir do 
DH5 (pKRTl). Os sistemas de 
como descrito em Materiais e 

arose utilizado para a separação 
em tampão TBE lx. A eletroforese 
5 horas.
lecular i kh Ladder 
EcoR I

lsHinti III 
I/Xho I 
1/Bgl II 
III
III/Xho I 
III/Bgi II

EcoR 
Eco R 
EcoK 
Hinti 
Hinti 
Hinô 
Xho I 
Xho 1/Bgl 
Bgl II

ir
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1 2 3  d S 6 ? 8 9 i o T 1

12,216 k p b

5,090
4,072
3,054

2,036
1.636

F I G U R A  1 4 :  P E R F I L  E L E TR  OFfJR é l  I C O  Dü P L A S M i O E O  RECOMB I N A N T E

p K R T i  C L I V A D O  COM E N D O N U C L E A S E S  DE R E S T R I Ç Ã O

0 plasmídeo recomb inante pKRTi foi isolado em larga 
escala utilizando o método do m inipreparação, descrito no 
sub-ftEtii 2 . 8 . 1  de Materiais e Métodos, a partir do
transformante de E .  c o l i  DHS (pKRTí). Os sistemas de
clivagem foram realizados tomo descrito em Materiais e
Métodos ( 2 . 1 0 ) .  0 gel de agarose utilizado para a separação
dos fragmentos foi de 0,07. em tampão TflE 1>:. A eletroforese 
foi realizada a 10  V por 16  horas tendo sido a voltagem 
aumentada para 50 V por mais 1 hora e 43 min.

1 p a d r ã o  de p e s o  m o l e c u l a r  1 kb  L a d d e r
2 p K R T l  c l i v a d o  com XAto I
3 p K R T í  c l i v a d o  com X h o  1 / E c o R  I
4 p K R T i  c l i v a d o  com X 6 e  1 / H i n d  I I I
5  p K R T l  c l i v a d o  com XKo i / P s t  I
A p K R T i  c l i v a d o  com X h o  i s B g l  I I
7 p K R T i  c l i v a d o  com Bgl I 1/EcoW I
8 pKRTi c l i v a d o  com B g l  I l / H i n d  I I I
?  p K R T l  c l i v a d o  com Éía/TiH I

Í 0  p K R T l  c l i v a d o  com PounJ-i lV E c o R  I
í i  p a d r ã o  de p e s o  m o l e c u l a r  X  W£nd I I I



TABELA 5s TAMANHO DOS FRAGMENTOS OBTIDOS PEL.A CLIVAGEM DO 

PLASMÍDEO pKRTí COM ENDONUCLEASES DE RESTRIÇÃO ÈM 

SISTEMAS SIMPLES

6 8

EcoR I Hind III Xho I Bgl II

25,00 24,60 40,00 27,60

15,60 Í5,004 2,25* 15,20

2,48 13,85 1,7 03

i ,00 3,87

0,42 1,15

0,99

£ Banda referentes a um fragmento par c: i al ment e clivado.
2 ,Banda referente a 2 fragmentos diferentes porem de tamanho

semel hant e ..
3 ,Banda refesresnte ao sitio cos do vetor pLAFR3.
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TABELA ós TAMANHO DOS FRAGMENTOS OBTIDOS PELA CLIVAGEM DO 

PLASMÍDEO pKRTi COM ENDONUCLEASES DE RESTRIÇ20 

EM SISTEMAS DUPLOS

EcoR I EcoR I EcoR I

/Hind III /Xho I / B g l  II

23,40 25,00 * 20,30
í’5 ,001 ▲ 7,40 8,80
13,85 ▲ 3,60 6,70
2,45 2,48 «■ 2 , 90*
í ,42 2 ,252 ♦ 2,48 *
i , í 5 A í,00 n * i,703 ■
0,95 0,42 # 1,00 #
0,7 i 0,42 *
0,42 *

Hind III Hind III Xho I

/Xho I / B g l  II / B g l  II

24,60 A 2Í ,60 27,60 ■
5,80 10,001 10,00
3,87 A 9 , í 0 2 ,252 •
3,60 4,80 í,703 ■
2 ,252 • 3,87 A 0,62
1,15 A í,703 ■
0,99 A 1,25

1,15 A
0,99 A

Banda referente a um fragmento parcialmente clivado.
Banda referente a 2 fragmentos diferentes porém de tamanho 
semel hant e ..3 /Banda referente ao sitio cos do vetor pLAFR3.

Si'mboloss *, fragmentos FcoR I; A, fragmentos Hind III;
■ , fragmentos Bgl II; • , fragmentos Xho I



f r a g m e n t o s f o r a in o b t idos, o m b o r a a 1 g u. ns te n h a m p e r m a n e c i d o s 

intactos, indicando a ausência de: sítio de restrição para 

uma das enzimas presentes no sistema (Tabela 6). Estes 

ciados foram analisados e utilizados para a construção cio 

mapa, a qual será discutida no item 3.9.

3.8 LOCALIZAÇÃO DOS GENES glnAr ntrB e ntrC NOS FRAGMENTOS 

DE RESTRIÇÃO DO pKRTí

Os fragmentos de restrição EcoR I, Hind III,

ÈcoR 1/Mind III, Xho I e PsL I originados do pKRTl foram 

transferidos para uma membrana de nylon e submetidos a 

hibricJização com as sondas radioativas glnArntrB, e ntrC.

Os resultados revelaram que a sonda glnA hibridizou 

fortemente com um fragmento EcoR I de 1,0 kpb e fracamente 

com um fragmento de i5 ,6 kpb. Por outro lado, as sondas ntrB 

e ntrC hibridizaram fortemente em um único fragmento EcoR I 

de 2,48 kpb e fracamente com os fragmentos EcoR I de

25,0 kpb (sonda ntrC) e, de í,0 kpb (sonda ntrB e ntrC) que 

hibridizou anteriormente com a sonda glnA (Figura Í5). A 

sonda glnA hibridizou também com os fragmentos Hind III de 

0,99 kpb e 13,85 kpb, ao passo que as sondas ntrB e ntrC 

hibridizaram com um único fragmento Hind III de 3,87 kpb e 

fracamente com os fragmentos Hind III que hibridizaram com 

anteriormente com a sonda do gene glnA. 0 padrão de

hibridização, obtido a partir dos fragmentos originados de

um sistema de clivagem duplo contendo EcoR I e Hind III,

7 0
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1 2 A B C 3 A B C 4 A B C

12,216 kph

5,090
4,072
3£S4

2,036
1,636

1,018

0.517

FIGURA IS: HIBRIÜIZACãO DOS FRAGMENTOS DO PLASMÍDEO pKRTí

COM AS SONDAS glnA, ntrB E ntrC

O plasmídeo f*KRTl f o i cl i vario com diversas 
endonucleases de restrição e os fragmentos foram separados 
por eletroforese em gel de agarose 0,9% e tampão TBE ix. A 
voltagem aplicada foi 25 U por 3 horas e 20 min. 0 gel foi 
tratado e o DNA transferido como descrita na item 2.15 de 
Materiais e Métodos. A hibridização foi realizada sob 
condicoes de baixa estringência como descrito em Materiais e 
Métodos (2.16). 0 plasmídeo pAT512, utilizado como molde 
para a síntese dos DNAs-sondas, contém os genes glnAntrBntrC 
de ^zotobaeter vine landii .

1
2
3
A

padrão de peso molecular 1 kpb Ladder 
pKRTl clivado com EcoR I
pKRTl clivado com Wtnd III
pKRTl clivado com EdOfi J/Nind III

Padrées de hibridização: A) Fragmento 
contendo o 

B > Fragmento 
contendo o 

C> Fragmento 
contendo o

de 1,5 kpb 
gene gin*. 
de 2,9 kpb
gene ntrB. 
de 1,7 kpb
gene AtrC.



revelou que a hibridização com a sonda glnA ocorreu em dois 

fragmentos presentes na região de 1,0 kpb, ao passo que a 

sonda ntrB hibridizou com um fragmento de 2,42 kpb. A sonda 

ntrC, além de hibridizar com este fragmento Hindi III 

(2,42 kpb), apresentou hibridizaçáo de mesma intensidade com 

outro fragmento Wínd III, de 1,42 kpb (figura 15).

A sonda glnA também hibridizou for t emen t e com um 

fragmento Pst I de 4,:i. kpb, enquanto que a ntrB apresentou 

três pontos de hibridização. 0 mais intenso foi observado 

para o fragmento Pst I de 0,4 kpb e os dois outros, de menor 

intensidade, correspondem aos fragmentos 0,9 kpb e 4,í kpb. 

Por outro lado, a sonda ntrC hibridizou exclusivamente com 

os fragmentos Pst I de 1,8 kpb e 0,7 kpb. As sondas glnA, 

ntrB e ntrC hibridizaram exclusivamente com o fragmento 

Xho I de 40,0 kpb (Figura 16), tendo sido o tamanho deste 

fragmento deduzido a partir da eletroforese apresentada na 

Figura 11.

3.9 MAPA DE RESTRIÇÃO DO PLASMÍDEO pKRTi

0 mapa de restrição do plasmídeo recombinante pKRTi 

(figura 17), foi construído de acordo com os resultados 

obtidos pelo padrão de clivagem desse plasmídeo com as 

endonuc1eases de restrição £coR I, Hind III, Bgl II, Xho I e 

Pst I, em sistemas simples e duplo (Figuras 12 a 14).

Os tamanhos dos fragmentos obtidos pela clivagem 

simples e dupla do pKRTi estão apresentados nas Tabelas 5 e
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1 2  a  B  C  3 A B C

S,090
4,072

3,054

2,036
1,636

12,216 kpb

1,016

0.S17

FIGURA lé: HIBRIDIZACaO DOS FRAGMENTOS Dü PLASMÍDEO pKRTi

COM AS SONDAS glnA, ntrB E ntrC

0 plasmídeo pKRTi foi clivado com d í versas 
endonuc1eases de restrição e os fragmentos foram separadas 
par eletroforese em gel de agarose 0,8% e tampão THE lx. A 
voltagem aplicada foi 25 V par 3 horas e 20 min. 0 gel foi 
tratado e o DNA transferido como descrita no item 2.15 de 
Materiais e Métodos. A hibridizaeao foi realizada sob 
condicoes de baixa estringência como descrita em Materiais e 
Métodos <2.16). 0 plasmídeo pAT5i2, utilizado como molde 
para a síntese dos DNAs-sondas, contém os gener., gl r̂ Ant rBiitrC 
de Asotobacter uíaeLandíí.

1 padrão de peso molecular i kpb Ladder
2 pKRTi clivado com Pst I
3 pKRTi clivado com Xho 1

Padrões de h i b r id izaçãoí A) Fragmento de i,5 kpb
contendo n gene glnA.

B) Fragmento de 2,8 kpb
contendo o gene ritrB.

C) Fragmento de 1,7 kpb
contendo o gene rurC.



Os fragmentos Hind III de 0,99; I,í5 e 3,87 kpb, assim 

como os fragmentos EcoR I de 0,42; 1,0 e 2,48 kpb

permaneceram intactos após clivagem com Xho I ou Bgl II como 

segunda enzima» 0 fragmento Xho I de 2,25 kpb não foi 

clivado por nenhuma das outras enzimas utilizadas para a

construção do mapa de restrição» Al tem disto a intensidade 

desse fragmento sugere que nesta região estejam contidos, 

provávelmente duas porções distintas de DNA oriundas do 

inserto contido no pKRTÍ. Por sua vez, os fragmentos EcoR I 

de 25,0, Hind III de 24,6 e Bgl II de 27,6 kpb não foram 

clivados pela endonuclease Xho I. Estes resultados sugerem a 

ausência de sítios de restrição para estas enzimas nesses 

fragmentos.

Fragmentos de 2,45 e 1,42 kpb foram obtidos após a

clivagem do pKRTÍ simultaneamente com Hind III e EcoR I,

tendo sido observado o desaparecimento do fragmento Hind III 

de 3,48 kpb. Por outro lado, a presença de dois fragmentos 

próximos à região de 1,0 kpb, após a clivagem do pKRTÍ na 

presença de EcoR I e Hind III, sugere que tanto o fragmento 

EcoR I de 1,0 kpb quanto o fragmento Hind III de 0,99 kpb 

correspondem a uma mesma região do pKRTÍ onde os sítios para 

essas enzimas estariam localizados muito próximo»

Os fragmentos Xho I de 40,0 kpb e Bgl II de 15,2 e 

27,6 kpb não aparecem em sistemas duplos dessas enzimas com 

EcoR I ou Hind III. Por sua vez, o fragmento Bgl II de 15,2 

também desapareceu após clivagem com Xho I» A permanência 

dos outros fragmentos específicos para a clivagem com Bgl II
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indica que os dois fragmentos Xho I presentes na região de 

2,25 kpb estão localizados neste fragmento Bgl II„ Esta 

an á1i se p er m i t i u a c onst r ução d o rnap a d e r est r i ç So 

a p r e s e n t a d o na F i g u r a 17.

A localização dos genes glriAy ntrB e ntrC no mapa de 

restrição, do inserto de DNA de H. serop&dicae presente no 

pKRTí, foi definida de acordo com os padrões de hibridização 

a n a1i sados an t er i or men te (F i gu r a s 15 e 16).
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VETOR pLAFR3 
 ►

EE H H B X X X  EH EH E H B B EL-t— I i -----------  1 1 i   ■ ■   ■--------iI I I I I I . ^p p p p p  p ACOS

glnAntrB ntrC

2 kpb

FIGURA 17s MAPA DE RESTRICSü DO PLASMÍDEQ pKRTi

0 mapa de restrição do plasmídeo pKRTl foi proposto de acordo com os 

resultados obtidos pela análise dos fragmentos, derivados dos sistemas de 

clivagem simples e composta, e pelo padrão de hibridisação de alguns desses 

fragmentos.

E, EeoR I 
H, Hind III 
B, Bgl II
P, Pst I (só foram apresentados os sítios correspondentes a região dos ^

genes) ..

X, Xho I



4 DISCUSSSO

Cinco plasmíderos recombinantes, pKRTí a pKRTS, foram 

isolados de um banco genomico de Herbaspirillxm seropedicae, 

através de comp 1ementação genética de um mutante ntrC de 

E. coli* A frequência der conjugação, obtida durante a 

conjugação do banco genomico de H. seropedicae com o mutante 

ntrC de E. coli ET8556, foi da ordem der 10 5 , enquanto que 

a f' r er q u ê n c: i a r e 1 a t iva, c: o r r er spon d er n t er a o s t r a n s c: o n j u.g a n t er s 

q ue fo r a m c o mp1e me n t a d os g e n e t i c amen te, foi da o r d e m d e
— 4 n7,5 . 10 « Cons i derr ando-se quer o banco genomico apresenta

uma representatividade da ordem de 100 % e que o tamanho do 

genoma de HerbaspirilIwn seropedicae foi assumido como sendo 

de 4200 kpb, o produto deste valor pela frequência relativa
/•• —4de comp 1ementação genética <7,5 . 1 0  ), deve corresponder

ao tamanho provável do operon ntrBC. Portanto, o tamanho 

provável do DNA que corresponde aos genes ntrB e ntrC em 

Herbaspiri llum. seropedicae é de 3,1 kpb. Esta conclusão se 

prende ao fato de que estes genes em K. pneumoniae e 

Azo t obac t er v i ne l and i i e s t ã o organ i z a d o s er m u m ú n i c: o o p e r o n 

<54, 170), er são transcritos à partir de um único

pr omot or ..

Além de complementar o mutante ntrC de E. coli estirpe 

ET8556, os plasmídeos recombinantes (pKRTi a pKRTS) foram 

capazes de restaurar o fenótipo Nif+ de mutantes ntrC de



A. br asi lense« Assim, estes resultados demonstram que o gene: 

ntrC de Herbaspirillwn seropedicae é capa:-: de ativar a

transcrição do operon nifA de Azospi ri l Iwn. brasilense e dos 

operons ntr--dependent es de E. coli. Dois grupos distintos de 

plasmídeos r ecomb i nant es capa::es de corrigir a mutação ntrC 

de A. brasilense foram isolados» Um grupo é representado 

pelos plasmídeos pKRTl e pKRTS, e o outro pelos plasmídeos 

PKRT2, pl<RT3 e pl<RT4 Embora distintos, estes plasmídeos 

apresentam um único fragmento EcoR I de 2,48 kpb em comum, e 

que possivelmente contém o gene nlrC„ 0 plasmídeo pKRTi foi 

escolhido para estudos mais detalhados, por conferir maiores 

níveis de atividade n i trogenás i c:a aos t r anscon jugant es de 

A. brasilense FP8 e FP9.

A eliminação do plasmídeo recombinante pKRTl 

dos transconjugantes A. brasilense PP8 (pKRTÍ) e FP9 (pKRTl) 

pelo plasmídeo R68.45 se deve ao fato deste plasmídeo 

pertencer ao mesmo grupo de incompatibilidade (IncP-i) do 

vet or p L AFR 3, n o q ua 1 foi c on st r u í d o o b an c o g en o m i c o d e 

Herbaspirillwn seropedicae (Í.ó4, 7í). Portanto, esta

eliminação é devido a competição entre o pLAFR3 e o RÓ8.45 

pelos mesmos sítios receptores essenciais para a replicação 

ou segregação (73).. A reversão do fenótipo N i f+ dos 

transconjugantes A. brasilense FP8 (pKRTí) e FP9 (pKRTÍ) 

para Nif , observado após a eliminação do pKRTi pelo 

plasmídeo R68.45, demonstra que o plasmídeo pKRTl foi o 

responsável pela compl ementação» Além disto, este 

experimento permitiu excluir a possibilidade dos mutantes 

terem sofrido uma reversão espontânea da mutação. A presença
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do gene ntrC no plasmídeo pKRTí, sugerida pela 

comp1ementação genética dos mut antes, foi confirmada pelos 

experimentos de hibridização, que revelaram também a 

presença dos genes glnA e ntrB neste plasmídeo.

Os transconjugantes FPO (pKRTí) e FP9 (pKRTÍ) 

apresentaram entre 2<ò -- 30 7. de atividade da nitrogenase em 

relação àquela observada para a estirpe selvagem FP2» Estes 

resu11ados sào seme1hantes ao obtido para a comp1ementaçào 

desses mut antes com o operon glnAntrBC de AC. pn&wnoni ae 

(133). Para interpretar esses resultados, pode-se aventar 

duas hipóteses: 1?)provávelmente o gene ntrC de

Herbaspirillum seropedicae não apresenta um grau de

h orno 1 og i a su fic:i en te p ar a c: omp 1 emen t ar ef i c: i en temente os

mutantes de A. brasilenser ou 2?) que a presença do gene

glnA e seu promotor no plasmídeo pKRTí, em excesso, titule a 

proteína NtrC, inibindo parcialmente a transcrição do gene’ 

rxifj4. Essa ação competitiva, sugerida pelos resultados das 

atividades da fixação de nitrogênio e glutamina sintetase em 

AC. pn&xim>nia& pode ser explicada pela presença de:- um maior 

número de cópias do gene glixA, contido no plasmídeo 

recombinante e no genoma do mutante n t r C  , ao passo que o 

número de cópias do gene ni/A só corresponderá ao do genoma 

da bactéria <54). Para comprovar se esta hipótese de 

competição é verdadeira, será necessário real i x a r uma

avaliação das atividades da nitrogenase e da glutamina 

sintetase <GS) dos transconjugantes F P 8 (pKRTl) e 

FP9 (pKRTí) e da estirpe selvagem (FP2).

Experimentos de hibridização revelaram que parte do
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gene nlrB e o gene ntrC estão localizados em um único 

fragmento EcoR I de 2,48 kpb, enquanto que o gene tflnd e 

parte do gene ntrB, estão localizados em um único fragmento 

Pst I de 4,1 kpb, que intercepta o fragmento EcoR I de 

2,48 kpb. Estes resultados sugerem que em H. seropedicae os 

genes glnA, ntrB e ntrC apresentam organização semelhante 

àquela de K. pneumonias (54) e Azotobacter vinelandii (170)p 

diferindo, portanto, da organização observada em

A. brasilense onde o gene glnA está distante do operon ntrBC 

(14). No caso dos fragmentos EcoR I do pKRTi, a fraca 

hibridização observada na banda referente ao gene glnA 

( fragmentos- EcoR I de 1,0 kpb e 15,6 kpb), durante a 

hibridização com a sonda do gene ntrC, é possivelmente 

devido a uma pequena contaminação da preparação dessa sonda 

com o fragmento que contém o gene glnA.

0 mapa de restrição do pKRTl foi construído baseado 

nos dados de clivagem do vetor pL_AFR3 e do pKRTl por 

diversas enzimas de restrição. A clivagem do vetor pL_AFR3 

c om Bgl II revela a presença de um fragmento de 

aproximadamente 1,7 kpb, referente ao sítio Àcos, ao passo 

que a clivagem composta com EcoR I e Bgl II gera um 

fragmento específico para de 20,3 kpb, além do fragmento de

1,7 kpb. No caso do sistema de clivagem duplo com Bgl II e 

Wín.d III, o vetor pLAFR3 apresenta dois fragmentos 

específicos, um de 1,4 kpb, e o outro de 1,7 kpb 

correspondente ao sítio Xcos (164). Com bases nestes dados e 

nos tamanhos dos fragmentos obtidos após clivagem do pKRTl, 

pode-se concluir que o tamanho do inserto de DNA d e
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H. seropedicae no p 1 asm ide-o pKRTi é de aproximadamente

22,5 kpb.

Além disso, análise do padráo de: clivagem do pKRTÍ

revelou a ausência de sítio de restrição específico para 

EornH I, considerando-se que: a presença ele: uma banda acima da 

correspondente ao pKRTÍ sugere: a presença de: um concatâmero 

e consequentemente indica que este plasmídeo não apresenta 

sequer um único sítio de clivagem para esta enzima» No caso 

cia Pst I, o grande: número de: pequenos fragmentos obtidos ela 

clivagem do pKRTÍ, tornou difícil a determinação do tamanho 

dos fragmentos e da localização destes sítios em relação

àqueles das outras enzimas de restrição, exceto em relação a 

EcoR I na re:gião elos genes.

0 modelo proposto para a regulação da transcrição dos 

genes ni/ de H&rbaspirillwn s&ropedica& sugere que estes 

genes, além da regulação específica pelo produto do gene 

ni/A, t ambém estão suje i t os a regulação pos i t i va dependent e 

do sistema ntr (ióí).

0 envolvimento dos genes do sistema ntr na regulação 

da t r an scr i ç ão d os genes ni/ do: Herbaspiri l Ixrn. serop&diccte

estirpe Z78 foi sugerido por SOUZA et al. (Ió2). 

Posteriormente, o sequenciamento da região do promotor do 

gene ni/A de H. s&rop&dica.& permitiu identificar a presença 

de sequências potencialmente relacionadas com o sítio cle 

ligação para a proteína NtrC e com o sítio de ligação para a 

proteína NifA, ambas localizadas próximas aos promotores 

-12/-24 (Í63)» Estes resultados levaram os autores (Í6Í, 

Íó3) a sugerirem que a transcrição do gene ni/A de
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H. seropedicae está sujeita a ativação pela proteína NtrC, 

além de poder ser autoativado pela proteína NifA como em 

K. pnewnoniae ( í í 3, 38).

0 isolamento der um fragmento do D NA

H&rbaspirillvm. seropedicae, capas de complementar mutantes 

ntrC~ de E. coli e A. brasilense e que apresenta os genes 

glnAntrBC, confirmam o envolvimento do sistema ritr- na 

expressão da nitrogenase desse microrganismo. Desta forma, 

os resultados apresentados indicam que o moderlo der regulação 

positiva proposto para Herbaspirillxwi serop&dicae (íól) é 

semelhante àquele der Klebsi&lla pn&wnonia& e

Azospiri l Iwn. brasi lense (54, ÍÍ4, Í33).
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5 CONCLUSÕES

í > Ö p1 asm í d eo r ec omb i nant e p K R T í contém um i n ser to de DNA 

de Nerbaspirillxim seropedicae de aproximadamente 22,5 kpb 

capas de restaurar a capacidade de fixar nitrogênio em 

mutantes NtrC de A. brasilense (FP8 e FP9) e de permitir 

crescimento dependente de L-arginina do mutante ntrC de 

E. coli ET8556.

2) Estudos de hibridização confirmaram a presença do gene 

ntrC, além de revelar a presença de genes homólogos aos 

genes glnA e nlrB.

3) A análise do perfil de hibridização dos fragmentos de 

restrição do pKRTí revelam que a organização dos genes glrxA, 

ntrB e ntrC é contígua como em Klebsiella pnewnoniae (54) e 

Azotobacter vinelandii (i70), e distinta daquela descrita 

para A. brasilense (Í4, Í5).

4) A presença do gene ntrC no genoma de 

Nerbaspirillxim. seropedicae e a comp 1 ementação de mutantes 

NtrC- de A. brasilense suportam fortemente o envolvimento do 

gene ntrC no mecanismo de regulação da transcrição do gene 

ni/A de Herbaspirillwn seropedicae como em K. pneumoniae 

(54) e A. brasilense (Í33)«
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