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CARACTERIZAS:AO DE UM GENE RELACIONADO COM A FAMILIA DE ATIVADORES
363 DE TRANCRICAO LysR NA BACTERIA DIAZOTROFICA Azospirillum brasilense. Samanta
Bolzan de Campos, Carlos Blaha, Irene S. Schrank, Luciane M. P. Passaglia. (Deptos de Genética e

Biologia Molecular e Centro de Biotecnolgia, UFRGS)

O nitrogénio é um fator limitante na producgdo agricola, representando um grande custo no uso de adubos. Uma
solucdo para este problema € a utilizacdo de microrganismos diazotroficos, que fornecem, naturalmente, o nitrogénio
as plantas, através do processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio. Este processo é catalisado pelo complexo
enzimatico Nitrogenase. As bactérias do género Azospirillum sdo diazotréficas e de grande interesse, pois sdo
encontradas em associacdo com gramineas de importancia econdémica, no solo brasileiro. Uma regido genémica de
12,3 Kb foi isolada através de mutacéo induzida pela insercéo do transposon Tn5 na linhagem Sp7 de A. brasilense,
e, neste fragmento, foram encontradas duas fases abertas de leitura (ORF): ORF281Ab e ORFATRAD. As ORFs
apresentaram sentidos contrérios de transcricdo e a sequéncia deduzida de aminoécidos de uma delas (ORFATRAD)
compartilhou similaridade com a familia de ativadores de transcricdo LysR. Com a finalidade de isolar a regido
reguladora desta ORF foi realizada uma reacdo de amplificacdo (PCR) com oligonucleotideos especificos para a
regido reguladora. O produto de amplificacdo, de aproximadamente 800 pb, foi purificado e ligado ao vetor pUC18,
clivado com Smal e transformado em Escherichia coli XL1. as colbnias contendo possiveis plasmideos
recombinantes tiveram seus DNAs plasmidiais extraidos e clivados para a liberacdo do fragmento clonado. Os
plasmideos que apresentarem fragmentos com o tamanho esperado quando clivados com as enzimas de restricdo
EcoRl e Pstl, foram hibridizados, utilizando como sonda o fragmento purificado da amplificagdo por PCR. Os clones
com sinal de hibridizacdo positiva serdo sequenciados para certificar a orientacdo da clonagem. Os fragmentos que
apresentarem a orientacdo desejada serdo clonados no vetor pMC1403 para posterior verificagdo da atividade
reguladora dessa regido. (CNPq, PIBIC/UFRGS)
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