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1. INTRODUGAO:

1.1. Fixagdo Biologica do Nitrogénio (FBN):

O nitrogénio é um elemento-chave na composicdo de diversas
biomoléculas, como proteinas, aminoacidos e acidos nucléicos. Este nitrogénio é
proveniente da atmosfera, onde ele esta sob forma de N2 (com uma ligagao tripla
entre os dois atomos de N), se tornando muito resistente ao ataque quimico, e,
portanto, ndo estando disponivel para a maior parte dos organismos. Porém,
existem microrganismos, como bactérias e algas azuis, que sao capazes de
converter este N, em formas que possam ser assimiladas por outros organismos,
como a aménia. Estes microrganismos, chamados de diazotréficos, séo
responséveis por aproximadamente 60% do nitrogénio fixado disponivel. O
processo de conversdo do nitrogénio atmosférico em compostos organicos
assimilaveis recebe a denominagéo de fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN)
(Stryer, 1994).

A alternativa industrial para a conversdo do nitrogénio molecular em
compostos organicos reativos foi estabelecida, em 1910, por Fritz Haber. Embora
utilizada na fabricacdo de fertilizantes, a condicdo de quebra da ligagdo s &
obtida a uma temperatura de 500° C e uma pressdo de 300 atmosferas (Stryer,

1994), o que torna o processo bastante caro e praticamente inviavel.



O processo de FBN por microrganismos diazotréficos € catalisado pelo
complexo enzimatico nitrogenase. Um dos produtos da reacéo catalisada pela
nitrogenase é a amonia (NH3;) que a bactéria diazotréfica fornece como fonte
assimilavel de nitrogénio para os outros organismos ou diretamente para o solo. A
relevancia deste processo se da, além da reducdo dos custos com adubos
nitrogenados, pela importdncia do nitrogénio como um elemento vital,
aumentando a produtividade das plantas (Peters et al., 1995).

O complexo enzimatico nitrogenase possui duas subunidades: a Fe-
proteina e a MoFe-proteina. Durante a reagédo ocorre o transporte de elétrons da
Fe-proteina para uma das subunidades da MoFe-proteina. Este processo utiliza
uma grande quantidade de energia: pelo menos 16 moléculas de ATP sdo
necessarias para cada molécula de N> reduzida. Devido a isso, existem diferentes
niveis de controle na expressdo dos genes envolvidos, e, também, mecanismos
de controle em nivel posterior a transcri¢cdo (Fu et al., 1989).

Os genes envolvidos no processo de FBN s&o chamados nif (de nitrogen
fixation) e foram primeiramente caracterizados na bactéria diazotréfica de vida
livre Klebsiella pneumoniae (figura 1). A maioria destes genes esta envolvida na
montagem e estabilizagdo do complexo enzimatico da nitrogenase. Existe uma
grande similaridade em estrutura, organizag@o e fungéo dos genes nif de diversos
organismos diazotréficos, com estes identificados em K. pneumoniae. Os genes
nif desta bactéria estdo localizados em uma regido gendmica de
aproximadamente 24.000 pares de base, proximos aos genes da biossintese de
histidina, e organizados em oito operons (Arnold et al, 1988). Os genes
estruturais da nitrogenase estao situados em um mesmo c‘>peron (nifHDK), onde o

gene nifH codifica a subunidade da Fe-proteina e os genes nifDK codificam a



MoFe-proteina. Muitos dos outros genes estéo envolvidos na sintese do cofator
da enzima, o MoFeco, entre eles nifE, nifN, nifV, nifB, nifQ. Existem, ainda, genes
envolvidos no transporte de elétrons, como os genes nifJ e nifF (Armnold et al.,
1988; Dixon, 1984).

Entre os genes nif de K. pneumoniae existem dois cujos produtos
apresentam fungdes reguladoras, que s&o os genes nifL. e nifA. Nessa bactéria, o
produto do gene nifL apresenta a fungdo de reprimir a atividade do produto do
gene nifA, quando as condicdes para a sintese da nitrogenase ndo sdo
adequadas. A proteina reguladora NifA, produto do gene nifA, reconhece
sequéncias UAS (seqiiéncias ativadoras a montante, do inglés upstream activator
sequences) no DNA, aproximadamente 100 nucleotideos a montante do sitio de
ligagdo da RNA-polimerase, ativando a transcrigdo dos genes nif. As seqléncias
UAS, que possuem a seqiiéncia consenso TGT-Njo- ACA, estdio presentes em
todag regides promotoras dos genes nif ja caracterizadas, evidenciando, portanto,
que estes genes estéo sujeitos a ativagiio da transcrigdo através ligagdo da

proteina NifA (Amold ef al., 1988; Dixon, 1984).
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Figura 1: Organizac@o dos genes nifem Klebsiella pneumoniae seus respectivos produtos
génicos (Figura cedida pela Dra. Irene Schrank).




Além deste sistema de regulagdo com os genes nifLA, existem, em K.
pneumoniae, outros genes cujos produtos apresentam fungdes reguladoras gerais
e que também regulam os genes nif, como os genes nirB e ntrC. Os produtos dos
genes ntrBC podem estar envolvidos na regulagédo do metabolismo de nitratos,
regulacdo posterior a fraducdo da nitrogenase e podem também ativar a
transcricdo do gene nifA (Amold et al., 1988, Fu et al., 1989; Merrick et al., 1995).
Um outro mecanismo de controle, que ndo € encontrado em Klebsiella
pneumoniae, ocorre em diversos diazotroficos através dos produtos dos genes
draT e draG. Os produtos desss genes possuem fungdes de regulagao posterior a
tradugdo da nitrogenase, agindo diretamente sobre a enzima, inativando-a
quando o nivel de oxigénio celular estda muito elevado (Fu et al., 1989; Zhang et
al., 1997).

A regido promotora dos genes envolvidos no metabolismo e na fixagédo
biolégica do nitrogénio possui uma seqiéncia de reconhecimento para a RNA-
polimerase, que difere daquelas presentes em genes que desempenham outras
funcdes. O fator sigma (o) da RNA-polimerase de procariotos € o responsavel
pelo reconhecimento da regido promotora e se liga a ela para promover o inicio
da transcrigio. A regido promotora dos genes envolvidos no processo de fixagéo
do nitrogénio é constituida por uma seqiiéncia consenso rica de nucleotideos C e
G, localizada nas posicoes -24/-12, que €& reconhecida pelo fator sigma
alternativo da RNA-polimerase, ¢°* (Zaha, 1996). A RNA-polimerase complexada
com o fator o™ necessita da presenca de proteinas acessérias para a transcrigdo
dos genes, que, no caso dos genes envolvidos na ﬁ)gacéo do nitrogénio de
bactérias diazotréficas, € a proteina ativadora NifA, juntamente com a proteina

IHF (fator de integracdo do hospedeiro) (Barrios et al., 1999). Com a ligagdo da



proteina ativadora NifA na regido UAS e o reconhecimento e ligagdo da RNA-
polimerase complexada com fator o>, a proteina IHF promove uma curvatura no
DNA, aproximando essas duas proteinas. A interagéo da proteina NifA com o
complexo da RNA-polimerase promove o inicio da transcricdo, como demonstrado

na figura 2 (Zhang et al., 1997).
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Figura 2: Regulacdo dos genes nif na bactéria Azospirnllum brasilense, mostrando
a regido promotora de um gene nif, com a sequéncia reconhecida pela proteina
NifA (UAS) aproximadamente 100 nuclecotideos a montante do inicio da
transcricdo; a seqiiéncia de reconhecimento do fator sigma alternativo da RNA-
polimerase (c°*) na posicdo -24/-12, e a ativacdio da transcriio através da
interagdo da proteina NifA com o complexo da RNA-polimerase, devido a
curvatura no DNA promovida pelo fator IHF. (Figura cedida pela Dra. Irene
Schrank.)
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1.2. Género Azospirillum:

O género Azospirillum compreende bactérias de vida livre, fixadoras de
nitrogénio, que se localizam na rizosfera e pertencem a um grupo de bactérias
que promove o crescimento vegetal. Triagens em campo demonstraram que, sob
certas condigbes ambientais, a inoculagéo de Azospirillum tinha efeitos benéficos
nas plantagdes. Porém, apesar de todos os estudos realizados, 0 modo de acao
pelo qual Azospirillum aumenta o crescimento das plantas ainda n&o foi
completamente elucidado (Steenhoudt et al., 2000; Vande-Broek et al., 1995).

O género possui sete espécies: Azospirillum brasilense, A. lipoferum, A.
amazonense, A. irakense, A. halopraeferens, A. largimobile e A. doebereinerae as
quais se associam, preferencialmente, com gramineas. (Martin-Didonet et al,
2000; Potrich et al., 2001).

As culturas de Azospirllum produzem fitorménios, como: auxinas,
principalmente IAA (Vande-Broek ef al., 1995; Vande-Broek ef al, 1999; Zimmer
et al., 1998), citocinas e giberelinas (Vande-Broek et al., 1995). Dos fitormonios
produzidos, a auxina é tida como a de maior interesse, pois € ela que promove 0
crescimento das plantas associadas com a bactéria (Vande-Broek et al., 1995).
Alguns dos genes envolvidos na rota da biossintese de fitorménios ja foram
isolados e identificados em Azospirillum brasilense, como o gene ipdC, que
codifica a enzima indol-3-piruvato descarboxilase, a qual é a segunda enzima na
rota da biossintese de acido indol-3- acético (IAA) (Zimmer et al., 1998; Vande-

Broek et al., 1999).
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As bactérias do género Azospirillum fixam nitrogénio atmosférico sob
condigdes de baixa tenséo de oxigénio e falta de aménia (Vande-Broek ef al,
1995). O controle do processo ocorre tanto em nivel de sintese da nitrogenase
(Vande-Broek et al. 1995), quanto em nivel da sua atividade (Vande-Broek et al.,
1995; Fu et al, 1989). O ion aménio (NH4") possui agéo inibitéria rapida, porém
reversivel, da atividade da nitrogenase em uma grande quantidade de
microrganismos diazotréficos, inclusive nas bactérias do género Azospirnllum, que
diminuem a atividade da nitrogenase quando inoculadas com NH4Cl no meio de
cultura. O provavel modo de agdo do ion seria uma modificacdo covalente em
uma das subunidades da Fe-proteina (Fu et al.,1989).

O género Azospirillum apresenta uma estrutura gendémica complexa, com
mltiplos replicons, e estruturas parecidas com cromossomos (chromosome-like),
no qual o genoma se divide. O operon nifHDK, aparentemente, esta localizado em
um (nico e grande replicon (Martin-Didonet et al., 2000).

| Testes com oligonucleotideos especificos em isolados de bactérias
fixadoras de nitrogénio de diversas plantas verificaram que as diversas espécies
do género Azospirillum apresentam associagdes com gramineas de importancia
agronémica e econdémica, como trigo, arroz, cana-de-aglcar, palmeiras, aveia,

entre outras (Kirchhof et al., 1996).

1.3. Mutagio sitio-dirigida com transposon Tn&:
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A técnica de mutagéo sitio-dirigida por transposon foi muito importante na
identificagdo e no estudo do funcionamento de genes, principaimente no inicio
dos anos 80. O transposon Tn5 e seus derivados se mostraram como boas
ferramentas de biologia molecular, pois possuem uma alta estabilidade de
transposicéo, baixa freqiiéncia de rearranjos € um gene de resisténcia a um
antibiético, nptl/l, que confere resisténcia a canamicina, tornando mais facil a
identificagdo dos mutantes (Araujo, 1988; Lewin, 2001).

O transposon Tn& possui 5,7 kb tamanho, com duas seqiéncias de
insergdes 1S50 nas suas extremidades e o gene npt/l na regido central (Lewin,
2001).

Aratjo, em 1988, induziu diversas insergdes do Tn5 na linhagem selvagem
Sp7 de Azospirillum brasilense com o objetivo de identificar e isolar o operon da

nitrogenase, nifHDK, dessa bactéria. Os mutantes obtidos foram isolados a partir

da resisténcia ao antibiético canamicina e da manifestagdo do fenétipo Nif. A

maior parte dos mutantes com fenétipo Nif apresentou a insergdo do transposon

em um fragmento de aproximadamente 6,5 kb de tamanho, resultado da clivagem
do DNA total da bactéria com a enzima de restrigdo EcoRI, e que continha os
genes nifHDK. Alguns dos mutantes, no entanto, apresentaram fenotipo Nif. Em
um desses, denominado Sp7:Tn5-81, a insergdo do transposon foi posicionada
em um fragmento de aproximadamente 2,4 kb, resultado da clivagem do DNA
total de Azospirillum com as enzimas de restrigdo EcoRI e Hindlll, adjacente ao
fragmento de EcoRlI de 6,5 Kb. Esse resultado ocorreu, provavelmente, devido a
um evento de recombinacdo homodloga. Em outro mutanie com o fenétipo Nif

analisado, denominado de Sp7:Tn5-33, acredita-se que tenha ocorrido um evento
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de recombinagdo n&o-homodloga, pois, apesar do fragmento gerado ter
apresentado o tamanho esperado, de aproximadamente 12,3 kb (5,7 kb do
transposon e 6,5 kb do genoma de Azospirillum), a sequéncia interrompida ndo
correspondeu ao operon nifHDK (Araujo, 1988; Revers, 1996; Blaha, 2001).

O seqlienciamento da regido correspondente a insercdo do Tn§ no genoma
do mutante Sp7::Tn5-33 identificou duas fases de leitura aberta (ORF, do inglés:
open reading frame), as quais foram denominadas de orf287 e orfatrAb,
respectivamente, conforme mostrado na figura 3. Estas duas ORFs apresentam
sentidos contrarios de transcricido. A primeira delas, orf281, apresentou
similaridade de seqiiéncia de aminoacidos com uma familia de proteinas
responsivas a estresse, USP (universal stress proteins) (Revers et al, 2000,
Blaha, 2001). A seqiiéncia parcial de aminoacidos, deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos, da outra ORF, orfatrAb, apresentou grande similaridade de
seqliéncia com membros da familia de proteinas ativadoras de transcricdo em

procariotos LysR (Revers, 1996; Blaha, 2001).

1.4. LysR: Ativadores de transcricao em procariotos:

Um completo entendimento da expresséo dos genes s6 pode ser obtido
através do conhecimento dos mecanismos nos quais diferentes proteinas
reguladoras interagem com seqiiéncias especificas no DNA. A descoberta de
motivos peptidicos em diversas proteinas que interagen'; com o DNA facilitou o

entendimento das proteinas reguladoras e seu modo de agdo (Henikoff et al.,
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1988). Os principais motivos de ligagdo ao DNA s&o os dominios de dedos de
zinco (zinc fingers), que utilizam uma ou mais moléculas de zinco como um de
seus componentes estruturais € os motivos hélice-volta-hélice (Alberts, et al.,
1997), que foram originalmente encontrados na proteina Cro do fago A e em
muitas outras proteinas que se ligam ao DNA (Henikoff et al., 1988).

A familia de ativadores de transcricdo de procariotos LysR
(autoregulatory transcriptional regulators — ATR) possui 0 motivo hélice-volta-
hélice em seu dominio de ligacdo ao DNA na extremidade amino-terminal, a
qual apresenta, devido a isso, uma grande conservagéo entre os membros da
familia. A extremidade carboxi-terminal ndo apresenta grande conservagéo,
podendo ser bem variada entra as diferentes ATRs (Henikoff et al., 1988;
Schell, 1993). Em um estudo comparativo com diversos membros da familia
LysR, Henikoff e colaboradores (1988) propuseram que uma homologia de
20% na seqiiéncia de aminoéacidos com outros membros da familia LysR e/ou
a presenca do motivo hélice-volta-hélice em uma regido amino-terminal com
ato grau de conservagdo caracterizariam essa sequéncia como
correspondente a uma ATR.

Outra caracteristica desta familia é o conteido dos aminoéacidos lisina e
arginina. A maioria dos membros da familia LysR apresenta uma quantidade
reduzida do aminoacido lisina (Lys) e um aumento na quantidade do
aminoacido arginina (Arg), quando comparado com outras proteinas
procariéticas (Viale et al., 1991).

Em resposta a diferentes co-indutores, as ATRs ativam a transcrigdo de
genes ou regulons com sentidos divergentes ao seu é com as mais diversas

fungdes na célula (Schell, 1993). Esta familia possui mais de cinquenta
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membros conhecidos com tamanhos similares (em tomo de 300 aminoécidos)
€, que, aparentemente, evoluiram de um ancestral distante para subfamilias,
que sdo encontradas em diversos géneros de procariolos, possuindo
representantes em diversos microrganismos (Schell, 1993). Muitos genes,
cujos produtos sdo ATRs, ja foram identificados, como, por exemplo: o gene
rbcR em Chromatium vinosum (Viale et al., 1991) e em Anabaena sp. (Mori et
al., 2002), o gene nac em Klebsiella aerogenes (Bender, 1991; Schwacha ef
al., 1993; Pompsiello et al., 1995), o gene nodD em bactérias simbiéticas como
Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium
(Loh e Stacey, 2002), o gene syrM em Rhizobium meliloti (Schell, 1993) e o
gene oxyR em Escherichia coli (revisado em Blaha, 2001).

A ORF encontrada no mutante Sp7::Tn5-33 (orfatrAb) demonstrou,
através de suas seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos, diversas
caracteristicas que a posicionam como pertencente a familia LysR, como a
conservacdo da regido amino-terminal, com a presenca do motivo de ligagéo
ao DNA, hélice-volta-hélice, e o conteido anormal da propor¢do dos

aminoacidos Lys/Arg (Revers, 1996; Blaha, 2001).

Tns

EcoRI Hindlll  Sall Accl Sal N EcoRI
atrAb orf281
1 kb

Figura 3: Mapa fisico do fragmento de DNA contendo a ORF281 e ORFatrAb isolado de
Azospirillum brasilense Sp7, mostrando o local de insergdo do transposon TnS e o sentido de
transcrico das ORFs.
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1.5. OBJETIVOS:

Um dos objetivos desse trabalho foi a obtencéo da seqiiéncia completa de
nucleotideos do gene orfatrAb e da seqiiéncia de aminoacidos, derivada da
sequéncia nucleotidica obtida, da proteina (ORFAtrAb) correspondente para uma
andlise comparativa mais abrangente com as sequéncias protéicas de outros
membros da familia LysR ja caracterizadas.

Além desse, o outro objetivo foi isolar e caracterizar a regido promotora do
gene orfatrAb para a realizacdo de experimentos para a verificagdo da atividade

de sua sequéncia reguladora.
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2. MATERIAIS E METODOS:

2.1. Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados:

As linhagens bacterianas utilizadas foram: Azospirillum brasilense Sp7
selvagem (ATCC29145), Azospirillum brasilense Sp7::Tn5-33, que contém a
mutagdo com o transposon Tn5 (Aragjo, 1988) e a linhagem XL1-Blue de
Escherichia coli, hospedeira dos plasmideos utilizados.

O plasmideo pUC18 (Stratagene) foi utilizado como vetor nas tentativas de
clonagem do fragmento correspondente a regido reguladora do gene orfatrAb.

O plasmideo pKS6,0 (Revers, 1996, com. pessoal), 0 qual possui um
fragmento de 6,0 kb de EcoRlI contendo uma parte do gene orf281 e a seqiiéncia
completa do gene orfatrAb de A. brasilense, foi utilizado como DNA-molde nas
reagdes de amplificagéo da regido promotora do gene orfatrAb e nas reagbes de

sequenciamento deste mesmo gene.

2.2. Manipulacoes de DNA:



2.2.1: Reagbes de clivagem:

Foram utilizadas enzimas de restricdo e modificagdo dos seguintes
fornecedores: Biogen; CENBIOT enzimas; Gibco e Amersham Pharmacia Biotech.
As reagdes foram realizadas com concentragdes diferentes de DNA, utilizando de
uma a 5 unidades da enzima de restrigdo por ug de DNA. Tampéo de reagéo,
temperatura e tempo de incubagéo foram utilizados conforme as especificagcGes

dos fabricantes.

2.2.2. Ligacdo de fragmentos:

Os fragmentos de DNA de interesse foram purificados em colunas de
purificagdo (Amersham Pharmacia Biotech), conforme especificagdes do
fabricante e tiveram suas extremidades preenchidas. Esses fragmentos foram
ligados no vetor pUC18, clivado com a enzima Smal, utilizando o kit comercial

Sure Clone Ligation (Amersham Pharmacia Biotech).

2.2.3: Transformagédo bacteriana:

O produto da reagéo de ligagédo descrita no item 2.2.2 foi transformado em
Escherichia coli XL1-Blue pelo método de choque térmico (Sambrook e Russel,
2001). As colénias foram selecionadas em placas de Petri contendo meio de

cultura LB sélido suplementado com o antibiético ampicilina, na concentragéo de
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100 pg/ml, 0,1 mM de IPTG (acido isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e
0,02mg/ml de X-Gal (acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo) (Sambrook
e Russel., 2001).

2.3. Extragoes de DNA:

2.3.1.: Extracdo de DNA total de Azospirillum brasilense:

As coldnias de Azospirillum brasilense Sp7 foram inoculadas em meio LB
com ampicilina (100 ug/ml) e o DNA total foi extraido conforme método descrito

em Passaglia, 1992.

2.3.2.: Extragdo de DNA plasmidial:

As coldnias brancas de E. coli selecionadas da transformagado bacteriana
foram inoculadas em meio LB, suplementado com ampicilina, e tiveram seus
DNAs plamidiais extraidos pelo método de lise alcalina, descrito em Sambrook e

Russel, 2001.
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2.4. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR):

2.4.1.: Oligonucleotideos:

As reacgbes de amplificagdo foram realizadas utilizando o plasmideo
pKS6,0 e o0 DNA total de A. brasilense como DNA-moldes. Os oligonucleotideos
especificos para amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 800 pares
de base (figura 4), correspondente a regido reguladora do gene orfatrAb,
possuem as sequéncias:

*  Promatrup: 5 CAGGAAGCCGGACAACCGGGG 3

= Atrup: 5 TAGCTGTCGAACCGCTTCT 3

2.4.2.: Condigbes de amplificacado:

As condigbes de amplificagdo foram estabelecidas por Blaha (2001), e
cohtaram com um volume final de reagdo de 25 pl. Os reagentes foram utilizados
nas seguintes concentragoes: 100 ng de DNA-molde, tampé&o de reagao contendo
2mM de MgCl;, dNTPs (1mM), 1U de Taq DNA Pol (CENBIOT), 20 pmol de cada
oligonucleotideo. O volume foi completado com agua milli-Q.

O programa de amplificacdo da regiao promotora do gene orfatrAb
consistiu de ciclos térmicos de: |

- 1° ciclo: 94°C por 5 min
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- 2: 35 ciclos de: 42°C por 1 min, 72°C por 1 min. e 94°C por 30 seg.

- 3: 42°C por 3 min.

- 4: 72°C por 5 min.

- 5: 4°C por 2 min.

Esta reagdo foi realizada em termocicladores automaticos do tipo PTC-100

e PTC-200, MJ Research™.

2.5. Reagoes de Seqiienciamento:

As reagOes de seqilenciamento manual foram realizadas utilizando o kit
Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing da Amersham
Pharmacia Biotech. Para sequenciar o plasmideo pKS6,0 foram utilizados os
oligonucleotideos utilizados nas reagbes de amplificagdo. No seqiienciamento dos
fragmentos clonados em pUC18 foi utilizado o oligonucleotideo interno do pUC,
fornecido pelo kit.

O seqiienciamento automatico foi utilizado para a finalizagdo da sequéncia
do gene orfatrab. Para isto foi projetado o oligonucleotideo:

= Atrseq: 5 TTC CTG GTG GAC GGC AGC AA 3’

Esse oligonuclectideo anela na posicdo 1356 da sequéncia de
nucleotideos deste gene, conforme esta demonstrado na figura 4. O seqienciador
automatico utilizado foi o MegaBACE DNA Analygis System (Amersham

Biosciences).
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Figura 4. Mapa representando a seqiéncia nucleotidica parcial do gene orfatrAb,
mostrando as posi¢des de anelamento dos oligonucleotios utilizados na amplificacéo
da regi&o promotora e no sequenciamento.

2.6. Anélise das seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos

obtidas:

 As seqiiéncias obtidas foram analisadas utilizando o programa BLASTN,
disponivel na pagina do National Centre for Biotechnolgy Information
(hitp:/iwww.ncbi.nim.nih.gov), o programa Expasy (htip://us.expasy.org), o

programa Vector NTI v4.0 InforMax® e o programa GeneDoc.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3. 1. Seqiiéncia do gene orfatrAb:

Com a finalidade de completar a sequéncia nucleotidica do gene orfatrAb
um oligonucleotideo foi sintetizado (figura 4). Este oligonucleotideo, cujo local de
anelamento é na posicdo 1356 da sequéncia nucleotidica parcial e ja conhecida
desse gene foi utilizado em uma reagdo de sequenciamento que resultou na
leitura de aproximadamente 300 nucleotideos, suficiente para atingir o final do
gene, incluindo as possiveis regides de terminacéo da transcrig&o.

A figura 5 demonstra a seqiiéncia completa do gene orfatrAb, que, da
regido promotora a.té o codon de terminagdo da proteina correspondente,
apresenta em torno de 1500 pares de base. A seqUéncia de aminoacidos,
deduzida a partir da seqiiéncia nucleotidica corresponde a uma proteina de 297
aminoécidos, a qual foi denominada ORFatrAb.

Através da andlise computacional da segléncia de aminoacidos da
ORFatrAb foram deduzidos o peso molecular desta proteina, 33.581,6 KDa; o pl
(ponto isoelétrico) de 7,26 e uma meia vida de aproximadamente 10 horas em
Escherichia coli (http://us.expasy.org).

Na regido promotora (5)) do gene orfatrAb foi encontrada uma regido de
ligagdo para o fator sigma alternativo da RNA-polimerase ¢, o codon de

iniciagdo da tradugéo (ATG) da ORFatrAb e o sitio de ligagio ao ribossomo (RBS)
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(figura 5). O fato de apenas uma regido com a sequéncia de reconhecimento para
o fator ¢>* ter sido identificada nessa seqiéncia sugere que este gene seja
transcrito sob o controle do promotor reconhecido por ™ (Barrios et al., 1999). Os
genes que estdo sob o controle de o™, em Azospirillum brasilense, geralmente
estdo envolvidos no processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio, embora outros
grupos de genes ja tenham sido descritos como sendo regulados por este mesmo
promotor, como alguns dos genes envolvidos na sintese do flagelo, por exemplo,
0 gene /afi (revisado em Revers, 1996). Além das regides anteriormente descritas
também foram encontradas, na regido 5’ do gene orfatrAb, seqiiéncias para a
ligagdo de uma outra proteina reguladora, NtrC, que faz parte do sistema global
de regulacdo do nitrogénio, cuja seqiiéncia de reconhecimento consensual é:
GCAC-Ns-TGGTGCA (Merrick et al; 1995; revisado em Wassem, 1999
Steenhoudt ef al,2000; Pedrosa et al, 2001). Nesse sistema, a proteina NtrC é
fosforilada por um outro componente do sistema (NtrB) em um de seus dominios,
ligando-se ao DNA e ativando a transcricdo de diversos genes, como, por
exemplo, reguladores da fixagdo do nitrogénio, nifLA, em Klebsiella pneumoniae,
e o gene de regulagéo do nitrogénio, nac, em K. aerogenes (Merrick ef al., 1995).
Na seqiéncia de aminoacidos da ORFatrAb podem ser encontradas
algumas das caracteristicas comuns aos membros da familia de ativadores de
transcricdo LysR, como a proporgdo desigual dos aminoacidos lisina (K) e
arginina (R) (Viale ef al., 1991), que possivelmente é resultante do alto contetido
de G+C da seqiiéncia nucleotidica dos genes. Uma vez que os cédons de lisina
sd@o compostos apenas de A+T e os de arginina de G+C, isso gera a

desproporgdo na seqiiéncia de aminoacidos (Henikoff ef al., 1988; Schell, 1993).
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Outra caracteristica comum aos membros da familia LysR & a capacidade
de regular a expressdo de genes com sentidos de transcricédo contrarios ao seu
(Henikoff et al., 1988; Schell, 1993) Como pode ser visto na figura 3, esta
caracteristica também é encontrada na ORFatrAb, onde o possivel alvo da
regulacio dessa proteina é o gene orf281 (Revers, 1996; Revers et al., 2000;
Blaha, 2001). A andlise da regido promotora do gene orf287 demonstrou a
presenca de sitios para ligagdo de diversas proteinas reguladoras, incluindo um
possivel sitio para a ligagdo da proteina NAC, membro da familia LysR (Bender,
1991; Schwacha et al., 1993; Pompsiello et al, 1995), assim como a seqiéncia

consenso para a ligacéo de outras proteinas da familia LysR (Schell, 1993).

ttc cag gaa gce gga caa ccg ggg ncn aag gaa gaa tgn tgg gtc 47
gcc ctc ccc caa tgt att cgt cgg cgn cgg gtn caa ctg cgg cct 92
cca tca att cgg caa ggc gtt gcg ccc gtg cca atg atg ctg cga 137
tge nca tgt cgt cca gge gee cge aga tgt cga tca cct gat cge 182
ggg gag cgc cgg ctn atg ctg atc ggg cat teg gaa ccc cct cct 227
tcc aaa tte cgc atc ccc acg att age ggc ccg tet ccc ggg ccg 272
gcg caa cgg cgc aag ggt gga agc ccc gcc geca aca agg gg9g9 atg 3L
cte tet ccec gag tcc cct ggt ccc geca ccg gee ctc gat tgt cct 362
ccg agc aaa tcc agc gcg geg acg tcg tce tte ggt tge gaa ata 407
ggc aaa aat ccc aca atg cgg gat aag caa atg tgc get ctt cgc 452
agc aca acg gaa aat tct tac caa get tgg cte ttt ttc gtg cgg 497
tga gcc ttt ggt tgg g tgc gtt cgc ¢ gcg ttc ccg gta taa 542
atg agc atg gcg gct atg cgc cgt ctt cag aat aaa cgg gag gct 587
ccc cgc cag ggc gcg ggc age aag aca ggc atg atg gac tgg gac 632
M D W D 3
aég ctt cgg gte ttc cac gec gtg gec gag get gga agt ttc acg 677
K¥ L*¥ R¥ V F* H A V& A E* A G s F T 18
cac gcc ggc gag acg ctg aac ctc agc cag tcg geg gtc agc cgce 722
H &A% G E¥ T I#* N* L% 8% Q% 8% A% V¥ g% R 33
cag atc agc gcg ctg gag gag agc ctc ggc gtg ccg ctg ttt cac 767
Qr I* § A Lt E* E* § L+ G* V P L+ F* H 48
cgg cac gcg cgce ggce ctg atc ctec cgg atc ctg acc gag cag ggc 812
R* H A R G IL* I L R I L T E Q G 63
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gag ctt ctg cac cgc acc gcc cgc gat gtec tte geoc aag ctg teg 857
E L L H R T A R D v F A K L S 78
atg acc gaa gcg atg ctg acc gaa agc cgg gag cat ccg aag ggt 902
M T E A M L T E S R E H P K G 93
ccg ctg cge gtg acc acc acg gtg gcc ttc ggc tecg acc tgg ctg 947
P B R ¥ T ¥ 9 ¥ A F G B8 T W L 108
acc ccg cge gte aac gag ttc ctg tca atc tac ccg gac atc cag 9392
T P R v N E F L 5 I x P D I Q 123
ctec acc ctg ctg atc gat gac aat gaa ctg gat ctg gecg atg cge 1037
L T L L I D D N E L D L A M R 138
gag gcg gac atc gcec atc cgc atg aac acg ccg cgc cag ccc gac 1082
E A D I A I R ¥ N T P R © P D 153
ctg atc cag cgc cac ctg atg tcg gtg cat ttc cat ctc tac gce 1127
L I Q R H L M S v H F H L Y A 168
cac cag gag tat ctg aag aag cgc ggc gcc ccg aag atc ccc gce LL72
H 0] E X L K K R G A P K i P A i83
gac ctg gac ggg cac gac atc gtc gecec tat cecg ccg gac gtc cgc 1217
D L D G H D I v A P F P D v R 198
gcg ccc atc gecc aac gtc aac tgg atc aac gag gtg gge gac ccg 1262
A P I A N v N W 2 N E \' G D B 213
gca ccg ggc gtg cgc aag ccg att ctg cag gtec aac age atc tat 1307
A P G V R K P I L ¢ VvV N s I Y 228
gce atg tac cgc gcc gtg aga gcg gct ggg cat cgc cge ctg ccc 1352
A M Y R A V R A A G H R R L B 243
gac ttc ctg gtg gac ggc age aag gag ctg acg cgc gtc ctg ccg 1397
D F L ¥V D 66 S8 K E L T R V L P 258
gac gtg gac ggc ctc aag gte gac gce tac tte gtc tat gec gag 1442
P v p &6 L K VvV P A ¥ ¥ Vv ¥ A B 273
gag ttg cgt cat tcc aag cgc atc geg gtg tte cge gat tte cte 1487
E L R H 8 K R I A VvV F R D F L 288
gtg aag aag gtg gcg gag tcg gecc ttc tga cca age tca gec ttt 1532
vV K K v A E S A F 297
gge nea gac atg atg tin gee tecg ttt tna tne acn gec gtn 1574

Figura 5: Sequéncia completa do gene orfairAb. Em letras mailsculas esta a proteina hipotética
deduzida a partir da seqiéncia de nuclectideos, em codigo de uma letra. Em azul estéd
demonstrado o local de anelamento dos oligonucleotideos utilizados nesse trabalho. Em preto o
cddon de iniciagdo da tradugéo (ATG); em vermelho, os sitios para enzimas de restricdo (Hindlll &
Sall); em , @ sequéneia do possivel promotor o™ da RNA-polimerase; em roxo, o sitio de
ligacéo ao ribossomo (RBS); em verde, o cédon de parada (sfop codon) e em &gua, a possivel
seqiéncia da regifio de terminagio da transcricdo. A regiio de aminoacidos mostrando
similaridade com a porgdo N-terminal das proteinas ATRs da familia LysR, onde se localiza o
motivo hélice-volta-hélice, estd em negrito. Os asteriscos (*) indicam os residuos idénticos dessa
regiéo com a seqléncia consenso da familia LysR (Schell, 1993).
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3.2. Comparacéao da seqiiéncia de aminoacidos da ORFatrAb com

outras proteinas da familia LysR:

A comparagdo da seqiiéncia de aminoacidos deduzida do gene orfafrAb
com as seqiéncias de aminoacidos de proteinas pertencentes a familia LysR de
outros microrganismos, revelou uma grande similaridade entre as sequéncias,
principalmente na regido amino-terminal, onde, nos membros desta familia, a
conservagdo € maior (Henikoff et al., 1988; Viale et al, 1991, Schell, 1993),
conforme esta demonstrado na figura 6. E nesta regido, altamente conservada,
que se encontra o motivo de ligagdo ao DNA, hélice-volta-hélice (Henikoff et al,
1988; Viale et al., 1991; Schell, 1993).

Na regido carboxi-terminal, aproximadamente entre os residuos 236-246,
que é .muito variavel entre 0s membros dessa familia, existe apenas uma regi&o
que demonstra alguma similaridade de sequiéncia, onde provavelmente ocorra a
ligacdo da molécula indutora (co-indutor). Foi demonstrado que mutagdes nessa
regido levam a perda de fungéo em diversas ATRs (Schell, 1993).

As diferentes ATRs, dentre 0os mais diversos microrganismos regulam
diferentes tipos de genes (Henikoff et al., 1988; Schell, 1993). Essas proteinas
podem regular genes envolvidos na biossintese de aminoacidos, como no caso
de metR, ilvY, cysB, em Escherichia coli (Schell, 1993), na nodulagdo de bactérias
simbidticas, como nodD em Rhizobium Sinorhizobium, Mesorhizobium e

Bradyrhizobium (Loh et al., 2002), ou, ainda, podem regular genes responsivos ao
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estresse oxidativo, como oxyR em Escherichia coli (Schell, 1993) e oxyS em
Mycobacterium tuberculosis (Domenech et al., 2001).

Nenhum trabalho até o momento descreve uma caracterizacdo mais
detalhada da seqiiéncia reguladora de um gene correspondente a uma ATR,
apresentando os sitios de proteinas ativadoras e outras seqiiéncias de consenso.
O que se encontra na literatura sdo os tipos de promotores aos quais as ATRs
respondem, como, por exemplo, os estudos realizados com o gene nac de
Klebsiella aerogenes, onde se verificou que este gene responde também ao fator

o> (Bender, 1991; Schwacha et al., 1993; Pomposiello et al., 1995).
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* 280 * 300
A.t i1 f - 300
S.m 302
B.m 301
M.1 1 298
atrib 1 297

83
85
83
81
82

171
173
171
169
170

258
260
259
257
257
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Figura 6: Comparagéo da seqliéncia de aminoacidos da ORFatrAb com sequéncias de aminoacidos de outros membros da familia LysR
de outros microrganismos, disponiveis no GeneBank. A, t: Agrobacterium tumefaciens (n° de acesso: NP_ 355147); S. m: Sinorhizobium meliloti

(n° de acesso NP_ 385672); B. m: Brucella melitensis (n° de acesso NP_ 539430);

significam 60% de similaridade.

M. I: Mesorhisobium loti (n° de acesso NP_ 103870). Os
blocos de aminoacidos em preto significam 100% de similaridade; blocos cinza escuro apreseniam 80% de similaridade; blocos cinza claro



3.3. Amplificagdo e clonagem da regido promotora do gene

orfatrAb:

Os oligonucleotideos descritos na se¢do 2. 4. 1 (figuras 4 e 5) foram
utilizados em uma reagdo de amplificacdo, tendo como DNA-molde o plasmideo
pKS 6,0, o qual contém todo o gene orfatrAb. Um fragmento de 814 pares de
base, correspondente a regido promotora deste gene era esperado (figura 7). O
programa de amplificagdo utilizou 35 ciclos de amplificagdo, com a temperatura
de anelamento de 42°C (Blaha, 2001).

O fragmento amplificado obtido foi diretamente seqiienciado, utilizando-se
os mesmos oligonucleotideos da reagdo de amplificagdo. Apés diversas tentativas
fracassadas de seqienciamento manual, optou-se pela estratégia de clonagem
desse fragmento em pUC18, uma vez que, na amplificagdo, esse fragmento
sempre demonstrou ser uma banda Unica de amplificagdo e corresponder ao
tamanho esperado.

O fragmento amplificado foi purificado e utilizado em uma reacdo de
ligagdo com o vetor de clonagem pUC18, clivado com a enzima Smal. O produto
desta ligagéo foi transformado em Escherichia coli XL1-Blue. Coldnias brancas
foram selecionadas e inoculadas em meio LB liquido, suplementado com
ampicilina, e tiveram seus DNAs plasmidiais extraidos.

Para a certificagdo do tamanho do fragmento clonado nos possiveis
recombinantes foram realizadas clivagens do DNA plasmidial com as enzimas

EcoRl e Pstl, para a liberagdo dos fragmentos clonados do DNA correspondente
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ao vetor (figura 8). Os clones 13 e 14 foram os Unicos que apresentaram um
fragmento de aproximadamente 800 pares de base apds a clivagem (figura 8).
Esses dois recombinantes foram sequenciados utilizando-se os primers
internos do vetor pUC 18. No entanto, a comparacdo das seqiiéncias de
nucleotideos obtidas com a seqiéncia conhecida da regido correspondente a
regiao promotora do gene orfatrAb nao revelou nenhuma homologia significativa.
Caso o fragmento clonado, em um dos clones obtidos, fosse o correto, a proxima
etapa seria a subclonagem desse fragmento no vetor pMC 1403, o qual contém o
operon da lactose sem a regido promotora, para a realizacdo de experimentos
que possibilitassem a analise comparativa dessa regiao reguladora com outras
regides reguladoras de outros genes de A. brasilense isoladas e caracterizadas

em nosso laboratério, como, por exemplo, nifHDK (Passaglia, 1992).
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MM CN pKS6,0

43kb —
20kb —

~0,8 Kb

0.5 kb

Figura 7: Gel de agarose 1,5%, mostrando o resultado da reagao de
amplificacdo. MM: DNA de fago A clivado com a enzima de restrigdo Hindlll; CN:
controle negativo da reagao; pKS 6,0: plasmideo contendo o gene orfatrAb. A seta
indica o fragmento de 800 pb obtido na reagao de amplificacao.
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4,3kb
2,0kb

0,5kb

Figura 8: Gel de agarose 1,2%, mostrando a clivagem dos DNAs

plasmidiais com as enzimas de restricdo EcoRI e Pstl. MM: marcador de peso
molecular (DNA de fago A clivado com Hindlll). Os nameros representam 0s

diferentes plasmideos recombinantes obtidos.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS:

A seqiéncia nucleotidica completa do gene orfatrAb foi obtida. Essa
sequéncia corresponde a aproximadamente 1500 nucleotideos e apresenta na
regido promotora um Unico sitio de reconhecimento para o fator o>° da RNA-
polimerase. Além desse sitio foram também encontradas seqiiéncias consensuais
para a ligagao de proteinas ativadoras de genes envolvidos no metabolismo e
fixacdo biologica do nitrogénio (NtrC e NifA).

A sequéncia de aminoacidos deduzida da sequéncia de nucleotideos
apresentou 297 residuos. A analise desta seqiiéncia demonstrou que a proteina
correspondente possui um peso molecular de 33.581,6 KDa, ponto isoelétrico de
7,26 e meia-vida estimada de 10 horas, em Escherichia coli.

Na seqiiéncia de aminoéacidos foi encontrado o motivo de ligagdo ao DNA,
hélice-volta-hélice, caracteristico de proteinas que regulam a transcricdo de
determinados genes. Este motivo localiza-se na por¢do amino-terminal da
proteina, justamente onde ocorre a maior homologia com outros membros da
familia de ativadores de transcrigdo LysR.

A proteina ORFatrAb possivelmente ativa a transcrigdo de uma outra ORF,
ORF280, que no mutante Sp7::Tn5-33, encontra-se interrompida pelo transposon
Tn5. A ORF280 ja foi caracterizada como uma proteina responsiva a estresse, da
familia USP (do inglés: universal stress protein).

A regidao promotora do gene orfatrAb foi amplificada em uma PCR,

utilizando-se oligonucleotideos especificos. Para a continuidade deste trabalho o
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fragmento amplificado, seré4 seqilenciado e clonado no vetor pMC1403 para

verificagdo da sua possivel atividade promotora.
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