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Resumo

orfatrAb - Caracterizacao molecular do gene que codifica um ativador de transcrigao
da familia LysR em Azospirillum brasilense

O nitrogénio, elemento-chave na composicao de diversas biomoléculas como
aminoacidos e acidos nucléicos, é abundante na atmosfera, onde, sob forma de N,, nédo
esta disponivel para a maioria dos seres vivos. Entretanto, existem microrganismos,
chamados de diazotréficos, que sao capazes de converter o nitrogénio atmosférico em
formas assimilaveis para os outros organismos, através do processo de Fixacao Bioldgi-
ca do Nitrogénio. Bactérias do género Azospirillum sao microrganismos diazotréficos de
vida livre ou endofiticos, que se associam com gramineas como trigo, arroz, cana-de-
agUcar, entre outras. Uma das ferramentas mais utilizadas na identificacao de genes
envolvidos na fixagao de nitrogénio em Azospirillum foi a mutagénese sitio-dirigida
com o transposon Tn5. Essa metodologia possibilitou o isolamento de um
transconjugante de A. brasilense, cuja capacidade de fixagao de nitrogénio in vitro foi
bastante elevada em relacao a da linhagem de tipo selvagem. No local de insercao do
transposon no DNA desse transconjugante foram encontradas duas fases abertas de
leitura, orfartAb e orf281, tendo sido, essa Ultima, interrompida pelo Tn5. O objetivo
deste trabalho foi determinar a seqiiéncia de nucleotideos de orfatrAb, e, a partir desta,
a seqliéncia de aminodacidos, a qual apresentou grande similaridade, principalmente
em sua regiao amino-terminal, com proteinas da familia de ativadores de transcricao
LysR. ORFatrAb possui 297 residuos, peso molecular de 33.581,6 kDa, ponto isoelétrico
de 7,26 e indice de instabilidade de 33,29. Na regiao reguladora de orfatrAb foram iden-
tificados elementos de seqiiéncia consensuais para a ligagao de proteinas ativadoras de
genes envolvidos no metabolismo e na fixagao biol6gica do nitrogénio.
Palavras-chave: fixagao bioldgica do nitrogénio, organismos diazotréficos, genes atr,
Azospirillum brasilense.

Abstract

orfatrAb - Molecular characterization of one transcription activator coding gene of the LysR
SJamily in Azospirillum brasilense
Nitrogen, which is a component of several biomolecules such as nucleic acids and amino acids, is
abundant in the atmosphere where, in its gaseous form (N ), it is unavailable for most organisms.
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However, there are microorganisms, called diazotrophs that are able to convert the atmospheric
nitrogen into an assimilable form to other organisms through a process called biological nitrogen
fixation. Bacteria of the genus Azospirillum are diazotrophs, free-living or endophytic that are able
to associate with grasses like wheat, rice, sugar cane, etc. One of the most used tools for the
identification of genes involved in the nitrogen fixation in Azospirillum was the site-direct
mutagenesis using the Tn5 transposon. This methodology allowed the isolation of one A. brasilense
transconjugant with a capacity of biological nitrogen fixation in vitro that was higher than that of
the wild type strain. In the place of transposon insertion into the DNA of this mutant two open
reading frames were identified, orfatrAb and orf281, which was interrupted by Tn5. The aim of
this work was to determinate the orfatrAb complete nucleotide sequence and the corresponding
amino acid sequence which showed great similarity, especially in the amino-terminus, with proteins
of the LysR family of transcriptional activators. ORFAtrAb has 297 residues, molecular weight of
33,581.6 kD, isoeletric point of 7.26 and instability index of 33.29. Sequence consensus elements of
gene activator proteins involved in the metabolism and in the biological nitrogen fixation were
identified in the orfatrAb promoter region.

Keywords: biological nitrogen fixation, diazotroph organisms, atr genes, Azospirillum

brasilense.

Introdugao

Fixagao Bioldgica
do Nitrogénio (FBN)

O nitrogénio ¢ um eclemento-chave na
composicao de diversas biomoléculas, como
proteinas, aminoacidos e acidos nucléicos. Este
nitrogénio é abundante na atmosfera, onde,
sob forma de N, (com uma ligagao tripla entre
os dois atomos de N), é muito resistente ao
ataque quimico, e, portanto, nao esta disponi-
vel para a maior parte dos seres vivos. Porém,
existem microrganismos, como bactérias e al-
gas azuis, que sao capazes de converter este
N, em formas que possam ser assimiladas por
outros organismos, como a amonia. Estes mi-
crorganismos, chamados de diazotroéficos, sao
responsaveis por aproximadamente 60% do
nitrogénio fixado e disponivel no ambiente. O
processo de conversao do nitrogénio atmosfé-
rico em compostos organicos assimilaveis re-
cebe a denominacao de Fixacao Bioldgica do
Nitrogénio (FBN) (Stryer 1994).

A alternativa industrial para a conversao
do nitrogénio molecular em compostos orga-
nicos reativos foi estabelecida, em 1910, por
Fritz Haber. Embora utilizada na fabricacao
de fertilizantes, a condicao de quebra da li-
gacao s6 é obtida a uma temperatura de 500°C
e uma pressao de 300 atmosferas (Stryer
1994), o que torna o processo bastante caro e
praticamente inviavel.

O processo de FBN por microrganismos
diazotréficos é catalisado pelo complexo
enzimatico nitrogenase. Um dos produtos da
reacao catalisada pela nitrogenase ¢ a amonia
(NH,) que a bactéria diazotroéfica fornece
como fonte assimilavel de nitrogénio para
0s outros organismos ou diretamente para o
solo. A relevancia deste processo se da, além
da redugao dos custos com adubos nitroge-
nados, pela importancia do nitrogénio como
um elemento vital, aumentando a produti-
vidade das plantas (Peters ef al. 1995).

O complexo enzimatico nitrogenase pos-
sui duas sub-unidades: a Fe-proteina e a
MoFe-proteina. Durante a reagao ocorre o
transporte de elétrons da Fe-proteina para
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uma das sub-unidades da MoFe-proteina.
Este processo utiliza uma grande quantida-
de de energia: pelo menos 16 moléculas de
ATP sao necessarias para cada molécula de
N, reduzida a amoénia. Devido a isso, exis-
tem diferentes niveis de controle na expres-
sao dos genes envolvidos, e, também, meca-

nismos de controle em nivel posterior a
transcrigao (Fu ef al. 1989).

Os genes envolvidos no processo de FBN
sao chamados nif (de nitrogen fixation) e fo-
ram primeiramente caracterizados na bac-
téria diazotréfica de vida livre Klebsiella
pneumoniae. A maioria destes genes esta en-
volvida na montagem e estabilizacao do
complexo enzimatico da nitrogenase. Exis-
te uma grande similaridade em estrutura, or-
ganizacao e funcao dos genes nif de diversos
organismos diazotréficos, com estes identi-
ficados em K. pneumoniae. Os genes nif desta
bactéria estao localizados em uma regiao de
DNA de aproximadamente 24.000 pares de
bases, préoximos 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
operon (nifHDK), onde o gene nifH codifica
a subunidade da Fe-proteina e os genes nifDK
codificam a MoFe-proteina. Muitos dos ou-
tros genes estao envolvidos na sintese do
cofator da enzima, o MoFeco, entre eles nifE,
nifN, nifV, nifB, nifQ. Existem, também, genes
envolvidos no transporte de elétrons especi-
ficos para o sistema de FBN, como os genes
nifJ e nifF (Dixon 1984; Arnold ef al. 1988).

Entre os genes nif de K. pneumoniae exis-
tem dois cujos produtos apresentam fungoes
reguladoras, que sao os genes #ifL e nifA. Nes-
sa bactéria, o produto do gene nifL apresenta
a fungao de reprimir a atividade do produto
do gene nifA, quando as condicoes para a sin-
tese da nitrogenase nao sao adequadas. A
proteina reguladora NifA, produto do gene
nifA, reconhece seqiiéncias UAS (seqiiéncias
ativadoras a montante, do inglés upstream
activator sequences) no DNA, aproximadamen-
te 100 nucleotideos a montante do sitio de
ligacao da RNA-polimerase, ativando a trans-

cricao dos genes nif. As seqiiéncias UAS, que
possuem a seqiiéncia consensual TGT-N -
ACA, estao presentes em todas regioes pro-
motoras dos genes #nif ja caracterizadas, evi-
denciando, portanto, que estes genes estao
sujeitos a ativacao da transcricao através li-
gacao da proteina NifA (Dixon 1984; Arnold
etal. 1988).

Além deste sistema de regulacao com os
genes nifLA, existem, em K. pneumoniae, outros
genes cujos produtos apresentam fungdes re-
guladoras gerais e que também regulam os
genes nif, como os genes nitrB e ntrC. Os produ-
tos dos genes ntrBC podem estar envolvidos na
regulagao do metabolismo de nitratos,
regulacao posterior a traducao da nitrogenase
e podem também ativar a transcricao do gene
nifA (Arnold ef al. 1988; Fu et al. 1989; Merrick
& Edwards 1995). Um outro mecanismo de
controle, que nao ¢ encontrado em Klebsiella
pneumoniae, ocorre em diversos diazotréficos
através dos produtos dos genes draT e draG. Os
produtos desses genes possuem fungdes de
regulacao posterior a traducao da nitrogenase,
agindo diretamente sobre a enzima, inativando-
a quando o nivel de oxigénio celular esta muito
elevado (Fu et al. 1989; Zhang et al. 1997).

A regiao promotora dos genes envolvidos
no metabolismo e na fixacao bioldgica do ni-
trogénio possui uma seqiiéncia de reconhe-
cimento para a RNA-polimerase, que difere
daquelas presentes em genes que desempe-
nham outras fungdes. O fator sigma (0) da
RNA-polimerase de procariotes é o responsa-
vel pelo reconhecimento da regiao promoto-
ra ¢ se liga a ela para promover o inicio da
transcrigao. A regidao promotora dos genes
envolvidos no processo de fixacao do nitro-
génio ¢ constituida por uma seqiiéncia
consensual rica nos nucleotideos C e G, loca-
lizada nas posicoes -24/-12, que é reconheci-
da pelo fator sigma alternativo da RNA-
polimerase, 6°* (Schrank 2003). A RNA-
polimerase em complexo com o fator 6>*ne-
cessita da presenga de proteinas acessodrias
para a transcricao dos genes, que, no caso dos
genes envolvidos na fixacao do nitrogénio de
bactérias diazotréficas, é a proteina ativadora
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NifA, juntamente com a proteina IHF (fator
de integracao do hospedeiro) (Barrios ef al.
1999). Com a ligacao da proteina ativadora
NifA na regiao UAS e o reconhecimento e li-
gacao da RNA-polimerase-6*, a proteina IHF
promove uma curvatura no DNA, aproximan-
do essas duas proteinas. A interacao da pro-
tefna NifA com o complexo da RNA-polimera-
se promove o inicio da transcrigao.

Género Azospirillum

O género Azospirillum compreende bacté-
rias diazotrdéficas, de vida livre ou endofiticas,
que pertencem a um grupo de bactérias que
promove o crescimento vegetal. Triagens em
campo demonstraram que, sob certas condi-
¢oes ambientais, a inoculacao de Azospirillum
tinha efeitos benéficos nas plantagdes. Porém,
apesar de todos os estudos realizados, o modo
de agao pelo qual Azospirillum aumenta o cres-
cimento das plantas ainda nao foi completa-
mente elucidado (Steenhoudt & Vanderley-
den 2000; Vande-Broek & Vander-leyden
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, preferen-
cialmente, com gramineas (Martin-Didonet
et al. 1999; Potrich ef al. 2001).

As culturas de Azospirillum produzem
fitormonios, como auxinas, principalmente
IAA (Vande-Broek & Vanderleyden 1995;
Zimmer et al. 1998; Vande-Broek ef al. 1999),
citocinas e giberelinas (Vande-Broek &
Vanderleyden 1995). Dos fitormonios produ-
zidos, a auxina ¢ tida como a de maior inte-
resse, pois é ela que promove o crescimento
das plantas associadas com a bactéria (Vande-
Broek & Vanderleyden 1995).

As bactérias do género Azospirillum fixam
nitrogénio atmosférico sob condicoes de bai-
xa tensao de oxigénio e falta de amdnia
(Vande-Broek & Vanderleyden 1995). O con-
trole do processo ocorre tanto em nivel de sin-
tese da nitrogenase (Vande-Broek & Vander-
leyden 1995), quanto em nivel da sua ativi-

dade (Fu et al. 1989; Vande-Broek & Vander-
leyden 1995). O ion amonio (NH,") possui
agao inibitéria rdapida, porém reversivel, da
atividade da nitrogenase em uma grande
quantidade de microrganismos diazotréficos,
inclusive nas bactérias do género Azospirillum,
que diminuem a atividade da nitrogenase
quando inoculadas com NH,CI no meio de
cultura. O provavel modo de acao do fon se-
ria uma modificacao covalente em uma das
sub-unidades da Fe-proteina (Fu ef al. 1989).

O género Azospirillum apresenta uma es-
trutura gendémica complexa, com multiplos
replicons, e estruturas parecidas com cromos-
somos (chromosome-like), no qual o genoma
se divide. O operon nifHDK, aparentemente,
esta localizado em um tinico e grande replicon
(Martin-Didonet ef al. 1999).

Testes com oligonucleotideos especificos
em isolados de bactérias fixadoras de nitro-
génio de diversas plantas verificaram que as
diversas espécies do género Azospirillum apre-
sentam associagdes com gramineas de impor-
tancia agrondmica e econdmica como trigo,
arroz, cana-de-agtcar, palmeiras, aveia, en-
tre outras (Kirchhof et al. 1997).

Mutacdo sitio-dirigida com
transposon Tn5

A técnica de mutacao sitio-dirigida por
transposon foi muito importante na identifi-
cacao e no estudo do funcionamento de
genes, principalmente no inicio dos anos 80.
O transposon Tn5 e seus derivados se mos-
traram como boas ferramentas de biologia
molecular, pois possuem uma alta estabilida-
de de transposicao, baixa freqiiéncia de
rearranjos e um gene de resisténcia a um an-
tibidtico, nptIl, que confere resisténcia a
canamicina, tornando mais facil a identifica-
¢ao dos mutantes (Aradjo 1988; Lewin 2001).

O transposon Tn5 possui 5,7kb de tama-
nho, com duas seqiiéncias de insercoes 1S50
nas suas extremidades e o gene nptIl na re-
giao central (Lewin 2001).

Aratjo, em 1988, induziu diversas inser-
¢oes do Tn5 na linhagem selvagem Sp7 de
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Azospirillum brasilense com o objetivo de iden-
tificar e isolar o operon da nitrogenase,
nifHDK, dessa bactéria. Os mutantes obtidos
foram isolados a partir da resisténcia ao anti-
bidtico canamicina e da manifestacao do
fendtipo Nif™. A maior parte dos mutantes
com fenétipo Nif™ apresentou a inser¢ao do
transposon em um fragmento de aproxima-
damente 6,5kb de tamanho, resultado da
clivagem do DNA total da bactéria com a
enzima de restrigao EcoRI, e que continha os
genes nifHDK. Alguns dos mutantes, no en-
tanto, apresentaram fenoétipo Nif*. Em um
desses, denominado Sp7::Tn5-81, a insercao
do transposon foi posicionada em um frag-
mento de aproximadamente 2,4kb, resulta-
do da clivagem do DNA total de Azospirillum
com as enzimas de restricao EcoRI e HindIll,
adjacente ao fragmento de EcoRI de 6,5Kb.
Esse resultado ocorreu, provavelmente, de-
vido a um evento de recombinacao
homologa. Em outro mutante com o fenétipo
Nif* analisado, denominado de Sp7:Tn5-33,
acredita-se que tenha ocorrido um evento de
recombinacao nao-homologa, pois, apesar do
fragmento gerado ter apresentado o tama-
nho esperado, de aproximadamente 12,3kb
(5,7 kb do transposon ¢ 6,5kb do genoma de
Azospirillum), a seqiiéncia interrompida nao
correspondeu ao operon nifHDK (Aratjo
1988; Revers 1996; Blah a 2001).

O seqlienciamento da regiao correspon-

dente a insercao do Tn5 no genoma do

mutante Sp7::Tn5-33 identificou duas fases
abertas de leitura (ORE do inglés open reading
frame), as quais foram denominadas de
orf281 e orfatrAb, respectivamente, conforme
mostrado na Figura 1. Estas duas ORFs apre-
sentam sentidos contrdrios de transcrigao.
A primeira delas, orf281, apresentou simila-
ridade 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 aminoécidos, deduzida a partir da seqtién-
cia de nucleotideos, da outra ORF, orfatrAb,
apresentou grande similaridade de seqiién-
cia com membros da familia de proteinas
ativadoras de transcricao em procariotos
LysR (Revers 1996; Blaha 2001).

LysR: ativadores de transcricio em
procariotos

A familia de ativadores de transcricao de
procariotos LysR (autoregulatory transcriptional
requlators — ATR) possui o motivo hélice-vol-
ta-hélice em seu dominio de ligagao ao DNA
na extremidade amino-terminal, a qual apre-
senta, devido a isso, uma grande conserva-
¢ao entre os membros da familia. A extremi-
dade carboxi-terminal nao apresenta grande
conservagao, podendo ser bem variada entre
as diferentes ATRs (Henikoff et al. 1988; Schell
1993). Em um estudo comparativo com di-
versos membros da familia LysR, Henikoff

Tn5
EcoRI HindIIl Sall Accl Sall EcoRI
L 4
orfatrAB orf281
1 kb

Figura 1- Mapa fisico do fragmento de DNA contendo a ORF281 e ORFatrAb isolado de Azospirillum brasilense
Sp7, mostrando o local de insercdo do transposon Tns5 e os sentidos de transcricdo das ORFs, os quais estdo
indicados pelas setas que acompanham os genes.
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etal. (1988) propuseram que uma homologia
de 20% na seqiiéncia de aminoéacidos com
outros membros da familia LysR e/ou a pre-
senca do motivo hélice-volta-hélice em uma
regiao amino-terminal com alto grau de con-
servacao caracterizariam essa seqiiéncia
como correspondente a de uma ATR.

Outra caracteristica desta familia é o
contetudo dos aminoacidos 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 ef al. 1991).

Em resposta a diferentes co-indutores, as
ATRs ativam a transcrigao de genes ou
regulons com sentidos divergentes ao seu e
com as mais diversas funcoes na célula (Schell
1993). Esta familia possui mais de cinqiienta
membros conhecidos com tamanhos simila-
res (em torno de 300 aminoacidos) e, que,
aparentemente, evoluiram de um ancestral
distante para subfamilias, que sao encontra-
das em diversos géneros de procariotos, pos-
suindo representantes em diversos microrga-
nismos (Schell 1993). Muitos genes, cujos
produtos sao 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), os genes nac e
cysB em Klebsiella aerogenes (Bender 1991;
Schwacha ef al. 1993; Pompsiello & Bender
1995; Tyrrell et al. 1997), o gene nodD em bac-
térias simbidticas como Rhizobium, Bradyrhizo-
bium, Azorhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizo-
bium (Loh & 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 se-
qliéncias de nucleotideos e de aminoacidos,
diversas caracteristicas que a posicionam
como pertencente a familia LysR, como a
conservagao da regidao amino-terminal, com
a presenca do motivo de ligacao ao DNA, hé-
lice-volta-hélice, e o contetido anormal da pro-

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

Objetivo

Este trabalho teve como objetivo a obten-
¢ao da seqliéncia completa de nucleotideos do
gene orfatrAb e da seqliéncia de amino-acidos
da proteina (ORFAtrAb) correspondente, para
uma analise comparativa mais abran-gente com
as sequiéncias protéicas de outros membros da
familia LysR ja caracterizadas.

Material e métodos

Reagoes de Seqiienciamento

O plasmideo pKS6,0 (Revers 1996, com.
pessoal), o qual possui um fragmento de 6,0 kb
de EcoRI contendo uma parte do gene orf281 ¢ a
seqliéncia completa do gene orfatrAb de A.
brasilense, foi utilizado como DNA-molde nas
reacoes de seqiienciamento deste mesmo gene.

As reagdes de seqlienciamento manual fo-
ram realizadas com o kit Thermo Sequenase
Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing da
Amersham Pharmacia Biotech. A estratégia ado-
tada foi a utilizacao de oligonucleotideos inter-
nos, que foram sintetizados a medida que a se-
qtiéncia do gene orfartAb foi sendo obtida (con-
forme demonstrado na Figura 2). O
seqliienciamento automatico foi realizado no
MegaBACE DNA Analysis System (Amersham
Biosciences) e utilizado para a finalizacao da se-
qiiéncia do gene, com o oligonucleotideo: Atrseq:

5" TTC CTG GTG GAC GGC AGC AA 3'.

Andlise das seqiiéncias de
nucleotideos e aminodcidos obtidas

As seqliéncias obtidas foram analisadas
utilizando-se os programas BLASTN (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov), ExPASy (Expert
Protein Analysis System — http://us.expasy.org;
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Gasteiger ef al. 2003), ClustalX versao 1.81  Os parametros utilizados nas diferentes ana-
(Thompson ef al. 1997) e BioEdit versao 5.0.6  lises em todos os programas foram sempre
(ftp://iubio.bio.indiana.edu/molbio/seqpup).  os do modo “default” de cada programa.

ttc caggaa gcc gga caa ccg gggncn aag gaa gaa tgn tgggtec 47

gcc cte cce caa tgt att cgt cgg cgn cgg gtn caa ctg cgg cct 92

cca tca att cgg caa ggc gtt gcg ccc gtg cca atgatgctgcga 137
tgc nca tgt cgt cca ggc gcc cgc aga tgt cga tca cct gat cge 182
ggg gag cgc cgg ctn atg ctg atc ggg cat tcg gaa ccc cct cct 227
tcc aaa ttc cgec atc ccc acg att age gge ccg tct ccecggg cecg 272
gcg caa cgg cgc aag ggt gga agc ccc gcc gca aca agg ggg atg 317
ctc tct ccc gag tcece cct ggt ccc gca ccg gee ctec gat tgt cct 362
ccg agc aaa tcc agc gecggeg acg teg tee tte ggt tgegaa ata 407
ggc aaa aat ccc aca atg cgg gat aag caa atg tgc gct ctt cge 452
agc aca acg gaa aat tct tac caa gct tgg cte ttt ttcgtgcgg 497

tga gcc ttt ggt tgg ggg tge gtt cgec ege geg ttc ccggta taa 542

atg agc atg gcg gct atg cgc cgt ctt cag aat aaa cgggaggct 587

ccc cgc cag ggc gcg ggc age aag aca ggc atg atggac tgggac 632
M D W D . 3
aag ctt cgg gtc ttc cac gcc gtg gecc gag gct gga agt ttcacg 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 age cag tcg gecg gtc age cge 722
H A* G E* T L* N*¥ L* S* Q* S* A* V* g R 33
cag atc agc gcg ctg gag gag agc ctc ggc gtg ccg ctg ttt cac 767

Q* I* S A L* E* E* S L* G* P L* F * H 48

cgg cac gcg cgc ggc ctg atc cte cgg atc ctg acc gag cag gge 812
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Continuacao...

R* H A R G L* I L R I L T E Q G 63

gag ctt ctg cac cgc acc gcc cge gat gtc ttc gecc aag ctgtcg 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 ccgaagggt 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 gge tcg ace tgg ctg 947
p L R \ T T T \ A F G S T W L 108
acc ccg cge gtc aac gag tte ctg tca atc tac ccg gac atc cag 992
T P R \ N E F L S I Y P D I Q 123
ctc acc ctg ctg atc gat gac aat gaa ctggat ctggcg atg cgc 1037
L T L L I D D N E L D L A M R 138
gag gcg gac atc gcc atc cgc atg aac acg ccg cgc cag ccc gac 1082
E A D I A I R M N T P R Q P D 153
ctg atc cag cgc cac ctg atg tcggtg cat ttc cat ctc tac gcc 1127
L I Q R H L M S \% H F H L Y A 168
cac cag gag tat ctg aag aag cgc ggc gcc ccg aag atc ccc gec 1172
H Q E Y L K K R G A P K I P A 183
gac ctg gac ggg cac gac atc gtc gecc tat ccg cecg gac gtc cgce 1217
D L D G H D I \% A Y P P D \ R 198
gcg ccc atc gec aac gtc aac tgg atc aac gag gtg ggc gac ccg 1262
A P I A N \ N W I N E \ G D P 213
gca ccg ggc gtg cgc aag ccg att ctg cag gtc aac agc atc tat 1307
A P G \ R K P I L Q \ N S I Y 228
gcc atg tac cgc gcc gtg aga gcg gct ggg cat cgc cgc ctg ccc 1352
A M Y R A \ R A A G H R R L P 243

gac ttc ctggtggac ggc agc aag gag ctg acg cge gtc ctgcecg 1397

D F L v D G S K E L T R A\ L P 258
gac gtg gac ggc ctc aag gtc gac gcc tac ttec gte tat gcc gag 1442

D \% D G L K \ D A Y F \% Y A E 273
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Continuacao...

E L R H S K R I

V K K V A E S A F

gag ttg cgt cat tcc aag cgc atc gcg gtg ttc cgec gat tte cte

A

gtg aag aag gtg gcg gag tcg gec tte tga cca agce tca gec ttt

_ggc nca gac atg atg ttn gcc tcg ttt tna tnc acn gcc gtn

1487

A% F R D F L 288

1532

297

1574

Figura 2 — Seqiiéncia completa do gene orfatrAb. Em letras maiusculas estd a seqiiéncia de aminoéacidos, deduzida
a partir da seqiiéncia de nucleotideos, em codigo de uma letra. Em negrito estdo mostrados o codon de iniciagédo
da traducéo (ATG) e o cdédon de Terminagdo (TGA); sublinhados e em negrito estdo a seqiiéncia do possivel
promotor 0 da RNA-polimerase (GG-N -GC), o sitio de ligago ao ribossomo (RBS: AGC AAG A) e a possivel
sequiéncia da regido de terminagdo da transcrigdo (GGC NCA GAC ATG ATG TTN GCC). respectivamente. Sublinha-
dos e em italico estdo demonstrados os oligonucleotideos utilizados para o seqiienciamento dessa regido de DNA.
Os asteriscos (*) indicam os residuos que apresentam similaridade com a porgdo N-terminal das proteinas ATRs da
familia LysR, onde se localiza o motivo hélice-volta-hélice (Schell 1993).

Resultados e discussao

Seqiiéncia do gene orfatrAb

A Figura 2 mostra a seqiiéncia completa
do gene orfatrAb, que, da regiao promotora até
o cédon de terminacao da proteina correspon-
dente, apresenta em torno de 1.500 pares de
base. A seqiiéncia de aminoacidos, deduzida
a partir da seqiiéncia de nucleotideos corres-
ponde a uma proteina de 297 aminoacidos, a
qual foi denominada ORFatrAb.

Através da andlise computacional da se-
qiiéncia de aminoacidos de ORFatrAb foram
deduzidos o peso molecular desta proteina,
33.581,6 kDa, o ponto isoelétrico (pI) de 7,26
e oindice de instabilidade (II) de 33,29, o que
classifica essa proteina como sendo estavel
(de acordo com o programa ExPASy).

Na regiao promotora (5’) do gene orfatrAb
foi encontrada uma regiao de ligacao para o
fator sigma alternativo da RNA-polimerase
G*, o cddon de iniciacao da tradugao (ATG)
da ORFatrAb e o sitio de ligacao ao ribossomo
(RBS) (Figura 2). O fato de apenas uma re-
gido com a seqiiéncia de reconhecimento para
o fator 6> ter sido identificada nessa seqiién-

cia sugere que este gene seja transcrito sob o
controle do promotor reconhecido por G>*
(Barrios ef al. 1999). Os genes que estao sob o
controle de G**, em Azospirillum brasilense, ge-
ralmente estao envolvidos no processo de fi-
xagao bioldgica do nitrogénio, embora outros
grupos de genes ja tenham sido descritos
como sendo regulados por este mesmo pro-
motor, como alguns dos genes envolvidos na
sintese do flagelo, por exemplo, o gene /afl
(revisado em Revers 1996). Além das regioes
anteriormente descritas também foram en-
contradas, na regiao 5 do gene orfatrAb, se-
quiéncias para a ligacao de uma outra protei-
na reguladora, NtrC, que faz parte do siste-
ma global de regulacdo do nitrogénio, cuja
seqliéncia de reconhecimento consensual é:
GCAC-N_-TGGTGCA (Merrick & Edwards
1995; Steenhoudt & Vanderleyden 2000;
Pedrosa ef al. 2001). Nesse sistema, a protei-
na NtrC ¢ fosforilada por um outro compo-
nente do sistema (NtrB) em um de seus do-
minios, ligando-se ao DNA e ativando a trans-
cricao de diversos genes, como, por exemplo,
reguladores da fixacao do nitrogénio, nifLA,
em Klebsiella pneumoniae, e o gene de regulacao
do nitrogénio, nac, em K. aerogenes (Merrick
& Edwards 1995).

Na seqiéncia de aminoacidos da
ORFatrAb podem ser encontradas algumas
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das caracteristicas comuns aos membros da fa-
milia de ativadores de transcrigao LysR, como
a proporgao desigual dos aminoécidos lisina
(K) e arginina (R) (Viale ef al. 1991), que pos-
sivelmente ¢é resultante do alto contetido de
G+C da seqiiéncia nucleotidica dos genes.
Uma vez que os codons de lisina sao compos-
tos apenas de A+T e os de arginina de G+C,
isso gera a desproporcao na seqiiéncia de
aminoacidos (Henikoff et al. 1988; Schell
1993).

Outra caracteristica comum aos membros
da familia LysR ¢ a capacidade de regular a
expressao de genes com sentidos de transcri-
¢ao contrarios ao seu (Henikoff ef al. 1988;
Schell 1993). Como pode ser visto na Figura
1, esta caracteristica também é encontrada na
ORFatrAb, onde o possivel alvo da regulacao
dessa proteina ¢ o gene 0rf281 (Revers 1996;
Revers et al. 2000; Blaha 2001). A analise da
regiao promotora do gene 01281 demonstrou
a presenca de sitios para ligacao de diversas
proteinas reguladoras, incluindo um possivel
sitio para a ligacao da proteina Nac, membro
da familia LysR (Bender 1991; Schwacha &
Bender 1993; Pompsiello & Bender 1995), as-
sim como a seqiiéncia consensual para a liga-
cao de outras proteinas da familia LysR (Schell

1993).

Comparagao da seqiiéncia de
aminoacidos da ORFatrAb com
outras proteinas da familia LysR

A comparacao da seqiiéncia de
aminoacidos deduzida do gene orfatrAb com
as sequiiéncias de aminodacidos de proteinas
pertencentes a familia LysR de outros micror-
ganismos revelou uma grande similaridade
entre as seqiiéncias, principalmente na regiao
amino-terminal, onde, nos membros desta fa-
milia, a conservacao é maior (Henikoff ef al.
1988; Viale et al. 1991; Schell 1993), conforme
esta demonstrado na Figura 3. E nesta regiao,
altamente conservada, que se encontra 0 mo-
tivo de ligacao ao DNA, hélice-volta-hélice
(Henikoff ef al. 1988; Viale et al. 1991; Schell
1993).

Na regiao carboxi-terminal, aproximada-
mente entre os residuos 236-246, que é mui-
to variavel entre os membros dessa familia,
existe apenas uma regiao que demonstra al-
guma similaridade de seqiiéncia, onde pro-
vavelmente ocorre a ligacdo da molécula
indutora (co-indutor). Foi demonstrado que
mutacoes nessa regiao levam a perda de fun-
cao em diversas ATRs (Schell 1993).

As diferentes ATRs, nos mais diversos mi-
crorganismos regulam diferentes tipos de
genes (Henikoff ef al. 1988; Schell 1993). Es-
sas proteinas podem regular genes envolvi-
dos na biossintese de aminoacidos, como no
caso de metR, ilvY, cysB, em Escherichia coli
(Schell 1993) e cysB em Klebsiella aerogenes
(Tyrrell ef al. 1997), na nodulagao de bacté-
rias simbiodticas, como nodD em Rhizobium
Sinorhizobium, Mesorhizobium e Bradyrhizobium
(Loh & Stacey 2002), ou, ainda, podem regu-
lar genes responsivos ao estresse oxidativo,
como oxyR em Escherichia coli (Schell 1993) e
oxyS em Mycobacterium tuberculosis (Domenech
et al. 2001).

Com base na estrutura de raios-X da pro-
teina CysB de K. aerogenes, determinada por
Tyrrell ef al. (1997), a qual foi cristalizada a
partir de seus residuos 88 a 324, com uma re-
solucao de 1,8 &, foi possivel predizer a estru-
tura tridimensional da proteina ORFartAb,
onde foi identificado o dominio de ligagao ao
DNA, hélice-volta-hélice, caracteristico de pro-
teinas reguladoras da transcricao (Figura 4).

Apesar da estrutura descrita acima, ne-
nhum trabalho, até o momento, descreve
uma caracterizacdo mais detalhada da se-
quiéncia reguladora de um gene correspon-
dente a uma ATR, apresentando os sitios de
proteinas ativadoras e outras seqiiéncias de
consenso. O que se encontra na literatura sao
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 res-
ponde também ao fator G>* (Bender 1991;
Schwacha & Bender 1993; Pomposiello &
Bender 1995).
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Figura 3 — Comparagao da seqtiéncia
membros da familia LysR de outros microrganismos, disponiveis no

Genbank. A. t: Agrobacterium tumefaciens (n°®

de acesso: NP 355147); S. m: Sinorhizobium meliloti (n°® de acesso NP 385672); B. m: Brucella melitensis (n° de

10387_0), Os blocos de aminoacidos em preto

significam 100% de similaridade; blocos cinza apresentam 80% de similaridade.

acesso NP 539430); M. I: Mesorhisobium loti (n°® de acesso NP
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Figura 4 —Predicao da estrutura tridimensional da proteina ORFatrAb utilizando o programa Swiss-Model (de
acordo com o programa ExPASy). Como molde foi utilizada a proteina CysB de Alebsiella acrogenes ja
cristalografada (P45600). A seta indica a regido do dominio de ligacdo ao DNA, hélice-volta-hélice.

Conclusoes

A seqiiéncia nucleotidica completa do gene
orfatrAb foi obtida. Essa seqiiéncia corresponde
a aproximadamente 1.500 nucleotideos e apre-
senta na regiao promotora um Unico sitio de
reconhecimento para o fator 6>* da RNA-
polimerase. Além desse sitio foram também
encontradas seqliéncias consensuais para a li-
gacao de proteinas ativadoras de genes envol-
vidos no metabolismo e fixacao bioldgica do
nitrogénio (NtrC e NifA).

A seqiiéncia de aminodacidos deduzida da
seqliéncia de nucleotideos apresentou 297
residuos. A analise desta seqiiéncia demons-
trou que a proteina correspondente possui um
peso molecular de 33.581,6KDa, ponto
isoelétrico de 7,26 e indice de instabilidade
de 33,29, o que classifica essa proteina como
sendo estavel.

Na seqliéncia de aminodacidos foi encon-
trado o motivo de ligacao ao DNA, hélice-vol-
ta-hélice, caracteristico de proteinas que re-
gulam a transcricao de determinados genes.
Este motivo localiza-se na porcao amino-ter-

minal da proteina, justamente onde ocorre a
maior homologia com outros membros da
familia de ativadores de transcricao LysR. A
estrutura tridimensional predita apresenta a
localizacao desse dominio em ORFartAb.

A proteina ORFatrAb possivelmente ati-
va a transcricao de uma outra ORE ORF281,
que no mutante Sp7::Tn5-33, encontra-se
interrompida pelo transposon Tn5. A ORF281
ja foi caracterizada como uma proteina
responsiva a estresse, da familia USP (do in-
glés universal stress protein).
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