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O PAPEL DAS REGIOES PROMOTORAS NA ATIVAGAO DO OPERON QUE CONTEM 0OS
355 GENES nif USV DE Azospirillum brasilense. Friedrich D, Schrank | e Passaglia L. M. P. (Centro de
Biotecnologia, Deptos de Biologia Molecular e Biotecnologia e Genética, UFRGS.)

A bactéria diazotréfica Azospirillum brasilense encontra-se associada a raizes de gramineas de grande importancia
econdmica como, por exemplo, cana-de-acucar, milho, trigo, arroz e diversas forrageiras. Os genes envolvidos no
processo de fixacdo de Nitrogénio sdo denominados nif e estdo envolvidos na sintese e no funcionamento do
complexo enzimatico da Nitrogenase. A transcri¢do desses genes é dependente da proteina NifA, que se liga em uma
regido denominada UAS, presente na regido reguladora, em torno de 100 pares de bases do sitio de inicio da
transcricdo. Estudos anteriores da ativagdo do operon contendo o0s genes orf2nifUSVorf4 de A. brasilense
demonstraram que a funcionalidade do promotor independe da presenca da proteina NifA. Analises da seqiiéncia de
DNA desta regido identificaram sitios com caracteristicas de sequéncias promotoras dependentes da RNA-
polimerase complexada com o fator ¢”°. Assim a regio reguladora do operon em estudo possui: 2 possiveis regides
promotoras para o fator ¢’°, uma regifo ativadora UAS e uma regifio -24/-12 caracteristica de genes ativados pelo
complexo RNA-polimerase-c™, tipica de genes envolvidos no processo de fixagdo de Nitrogénio. A fim de
caracterizarmos melhor o papel dessas seqliéncias reguladoras foram desenhados primers que amplificam um
fragmento de 221 pb contendo apenas uma das regides para ', a regido UAS e a regi&o -24/-12. Esse fragmento foi
purificado em gel de agarose, teve suas extremidades preenchidas e foi ligado no vetor pUC18, clivado com Smal. A
reacdo de ligagdo foi utilizada para transformar E.coli XLI. Das col6nias transformantes obtidas foi extraido o DNA
plasmidial e aqueles plasmideos que apresentaram um padrdo de migracdo diferente do plasmideo selvagem foram
clivados com EcoRlI e Pstl. Os plasmideos recombinantes com o fragmento de 221 pb clonado serdo sequienciados
para determinacdo da orientacdo da clonagem. Os recombinantes que apresentarem a orientacdo desejada seréo
clivados com enzimas de restricdo EcoRIl e BamHI e clonados em pMC1403. A dosagem da atividade de j-
galactosidase sera, entdo, realizada para confirmar se a regido reconhecida por 6’® ainda influencia a transcricéo dos
genes desse operon. (CNPg-PIBIC/UFRGS, Fapergs)
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