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Resumo

orfatrAb - Caracterização molecular do gene que codifica um ativador de transcrição
da família LysR em Azospirillum brasilense

O nitrogênio, elemento-chave na composição de diversas biomoléculas como
aminoácidos e ácidos nucléicos, é abundante na atmosfera, onde, sob forma de N

2
, não

está disponível para a maioria dos seres vivos. Entretanto, existem microrganismos,
chamados de diazotróficos, que são capazes de converter o nitrogênio atmosférico em
formas assimiláveis para os outros organismos, através do processo de Fixação Biológi-
ca do Nitrogênio. Bactérias do gênero Azospirillum são microrganismos diazotróficos de
vida livre ou endofíticos, que se associam com gramíneas como trigo, arroz, cana-de-
açúcar, entre outras. Uma das ferramentas mais utilizadas na identificação de genes
envolvidos na fixação de nitrogênio em Azospirillum foi a mutagênese sítio-dirigida
com o transposon Tn5. Essa metodologia possibilitou o isolamento de um
transconjugante de A. brasilense, cuja capacidade de fixação de nitrogênio in vitro foi
bastante elevada em relação à da linhagem de tipo selvagem. No local de inserção do
transposon no DNA desse transconjugante foram encontradas duas fases abertas de
leitura, orfartAb e orf281, tendo sido, essa última, interrompida pelo Tn5. O objetivo
deste trabalho foi determinar a seqüência de nucleotídeos de orfatrAb, e, a partir desta,
a seqüência de aminoácidos, a qual apresentou grande similaridade, principalmente
em sua região amino-terminal, com proteínas da família de ativadores de transcrição
LysR. ORFatrAb possui 297 resíduos, peso molecular de 33.581,6 kDa, ponto isoelétrico
de 7,26 e índice de instabilidade de 33,29. Na região reguladora de orfatrAb foram iden-
tificados elementos de seqüência consensuais para a ligação de proteínas ativadoras de
genes envolvidos no metabolismo e na fixação biológica do nitrogênio.
Palavras-chave: fixação biológica do nitrogênio, organismos diazotróficos, genes atr,
Azospirillum brasilense.

Abstract

orfatrAb - Molecular characterization of one transcription activator coding gene of the LysR
family 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

2
), it is unavailable for most organisms.
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do Nitrogênio (FBN)do Nitrogênio (FBN)do Nitrogênio (FBN)do Nitrogênio (FBN)do Nitrogênio (FBN)

O nitrogênio é um elemento-chave na
composição de diversas biomoléculas, como
proteínas, aminoácidos e ácidos nucléicos. Este
nitrogênio é abundante na atmosfera, onde,
sob forma de N

2 
(com uma ligação tripla entre

os dois átomos de N), é muito resistente ao
ataque químico, e, portanto, não está disponí-
vel para a maior parte dos seres vivos. Porém,
existem microrganismos, como bactérias e al-
gas azuis, que são capazes de converter este
N

2
 em formas que possam ser assimiladas por

outros organismos, como a amônia. Estes mi-
crorganismos, chamados de diazotróficos, são
responsáveis por aproximadamente 60% do
nitrogênio fixado e disponível no ambiente. O
processo de conversão do nitrogênio atmosfé-
rico em compostos orgânicos assimiláveis re-
cebe a denominação de Fixação Biológica do
Nitrogênio (FBN) (Stryer 1994).

A alternativa industrial para a conversão
do nitrogênio molecular em compostos orgâ-
nicos reativos foi estabelecida, em 1910, por
Fritz Haber. Embora utilizada na fabricação
de fertilizantes, a condição de quebra da li-
gação só é obtida a uma temperatura de 500ºC
e uma pressão de 300 atmosferas (Stryer
1994), o que torna o processo bastante caro e
praticamente inviável.

O processo de FBN por microrganismos
diazotróficos é catalisado pelo complexo
enzimático nitrogenase. Um dos produtos da
reação catalisada pela nitrogenase é a amônia
(NH

3
) que a bactéria diazotrófica fornece

como fonte assimilável de nitrogênio para
os outros organismos ou diretamente para o
solo. A relevância deste processo se dá, além
da redução dos custos com adubos nitroge-
nados, pela importância do nitrogênio como
um elemento vital, aumentando a produti-
vidade das plantas (Peters et al. 1995).

O complexo enzimático nitrogenase pos-
sui duas sub-unidades: a Fe-proteína e a
MoFe-proteína. Durante a reação ocorre o
transporte de elétrons da Fe-proteína para

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.
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uma das sub-unidades da MoFe-proteína.
Este processo utiliza uma grande quantida-
de de energia: pelo menos 16 moléculas de
ATP são necessárias para cada molécula de
N

2
 reduzida à amônia. Devido a isso, exis-

tem diferentes níveis de controle na expres-
são dos genes envolvidos, e, também, meca-
nismos de controle em nível posterior à
transcrição (Fu et al. 1989).

Os genes envolvidos no processo de FBN
são chamados nif (de nitrogen fixation) e fo-
ram primeiramente caracterizados na bac-
téria diazotrófica de vida livre Klebsiella
pneumoniae. A maioria destes genes está en-
volvida na montagem e estabilização do
complexo enzimático da nitrogenase. Exis-
te uma grande similaridade em estrutura, or-
ganização e função dos genes nif de diversos
organismos diazotróficos, com estes identi-
ficados em K. pneumoniae. Os genes nif desta
bactéria estão localizados em uma região de
DNA de aproximadamente 24.000 pares de
bases, próximos aos genes da biossíntese de
histidina, e organizados em oito operons
(Arnold et al. 1988). Os genes estruturais da
nitrogenase estão situados em um mesmo
operon (nifHDK), onde o gene nifH codifica
a subunidade da Fe-proteína e os genes nifDK
codificam a MoFe-proteína. Muitos dos ou-
tros genes estão envolvidos na síntese do
cofator da enzima, o MoFeco, entre eles nifE,
nifN, nifV, nifB, nifQ. Existem, também, genes
envolvidos no transporte de elétrons especí-
ficos para o sistema de FBN, como os genes
nifJ e nifF (Dixon 1984; Arnold et al. 1988).

Entre os genes nif de K. pneumoniae exis-
tem dois cujos produtos apresentam funções
reguladoras, que são os genes nifL e nifA. Nes-
sa bactéria, o produto do gene nifL apresenta
a função de reprimir a atividade do produto
do gene nifA, quando as condições para a sín-
tese da nitrogenase não são adequadas. A
proteína reguladora NifA, produto do gene
nifA, reconhece seqüências UAS (seqüências
ativadoras a montante, do inglês upstream
activator sequences) no DNA, aproximadamen-
te 100 nucleotídeos a montante do sítio de
ligação da RNA-polimerase, ativando a trans-

crição dos genes nif. As seqüências UAS, que
possuem a seqüência consensual TGT-N

10
-

ACA, estão presentes em todas regiões pro-
motoras dos genes nif já caracterizadas, evi-
denciando, portanto, que estes genes estão
sujeitos à ativação da transcrição através li-
gação da proteína NifA (Dixon 1984; Arnold
et al. 1988).

Além deste sistema de regulação com os
genes nifLA, existem, em K. pneumoniae, outros
genes cujos produtos apresentam funções re-
guladoras gerais e que também regulam os
genes nif, como os genes ntrB e ntrC. Os produ-
tos dos genes ntrBC podem estar envolvidos na
regulação do metabolismo de nitratos,
regulação posterior à tradução da nitrogenase
e podem também ativar a transcrição do gene
nifA (Arnold et al. 1988; Fu et al. 1989; Merrick
& Edwards 1995). Um outro mecanismo de
controle, que não é encontrado em Klebsiella
pneumoniae, ocorre em diversos diazotróficos
através dos produtos dos genes draT e draG. Os
produtos desses genes possuem funções de
regulação posterior à tradução da nitrogenase,
agindo diretamente sobre a enzima, inativando-
a quando o nível de oxigênio celular está muito
elevado (Fu et al. 1989; Zhang et al. 1997).

A região promotora dos genes envolvidos
no metabolismo e na fixação biológica do ni-
trogênio possui uma seqüência de reconhe-
cimento para a RNA-polimerase, que difere
daquelas presentes em genes que desempe-
nham outras funções. O fator sigma (σ) da
RNA-polimerase de procariotes é o responsá-
vel pelo reconhecimento da região promoto-
ra e se liga a ela para promover o início da
transcrição. A região promotora dos genes
envolvidos no processo de fixação do nitro-
gênio é constituída por uma seqüência
consensual rica nos nucleotídeos C e G, loca-
lizada nas posições -24/-12, que é reconheci-
da pelo fator sigma alternativo da RNA-
polimerase, σ54 (Schrank 2003). A RNA-
polimerase em complexo com o fator σ54 ne-
cessita da presença de proteínas acessórias
para a transcrição dos genes, que, no caso dos
genes envolvidos na fixação do nitrogênio de
bactérias diazotróficas, é a proteína ativadora
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NifA, juntamente com a proteína IHF (fator
de integração do hospedeiro) (Barrios et al.
1999). Com a ligação da proteína ativadora
NifA na região UAS e o reconhecimento e li-
gação da RNA-polimerase-σ54, a proteína IHF
promove uma curvatura no DNA, aproximan-
do essas duas proteínas. A interação da pro-
teína NifA com o complexo da RNA-polimera-
se promove o início da transcrição.

Gênero Gênero Gênero Gênero Gênero AzospirillumAzospirillumAzospirillumAzospirillumAzospirillum

O gênero Azospirillum compreende bacté-
rias diazotróficas, de vida livre ou endofíticas,
que pertencem a um grupo de bactérias que
promove o crescimento vegetal. Triagens em
campo demonstraram que, sob certas condi-
ções ambientais, a inoculação de Azospirillum
tinha efeitos benéficos nas plantações. Porém,
apesar de todos os estudos realizados, o modo
de ação pelo qual Azospirillum aumenta o cres-
cimento das plantas ainda não foi completa-
mente elucidado (Steenhoudt & Vanderley-
den 2000; Vande-Broek & Vander-leyden
1995).

O gênero 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 gramíneas (Martin-Didonet
et al. 1999; Potrich et al. 2001).

As culturas de Azospirillum produzem
fitormônios, como auxinas, principalmente
IAA (Vande-Broek & Vanderleyden 1995;
Zimmer et al. 1998; Vande-Broek et al. 1999),
citocinas e giberelinas (Vande-Broek &
Vanderleyden 1995). Dos fitormônios produ-
zidos, a auxina é 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 gênero Azospirillum fixam
nitrogênio atmosférico sob condições de bai-
xa tensão de oxigênio e falta de amônia
(Vande-Broek & Vanderleyden 1995). O con-
trole do processo ocorre tanto em nível de sín-
tese da nitrogenase (Vande-Broek & Vander-
leyden 1995), quanto em nível da sua ativi-

dade (Fu et al. 1989; Vande-Broek & Vander-
leyden 1995). O íon amônio (NH

4
+) possui

ação inibitória rápida, porém reversível, da
atividade da nitrogenase em uma grande
quantidade de microrganismos diazotróficos,
inclusive nas bactérias do gênero Azospirillum,
que diminuem a atividade da nitrogenase
quando inoculadas com NH

4
Cl no meio de

cultura. O provável modo de ação do íon se-
ria uma modificação covalente em uma das
sub-unidades da Fe-proteína (Fu et al. 1989).

O gênero Azospirillum apresenta uma es-
trutura genômica complexa, com múltiplos
replicons, e estruturas parecidas com cromos-
somos (chromosome-like), no qual o genoma
se divide. O operon nifHDK, aparentemente,
está localizado em um único e grande replicon
(Martin-Didonet et al. 1999).

Testes com oligonucleotídeos específicos
em isolados de bactérias fixadoras de nitro-
gênio de diversas plantas verificaram que as
diversas espécies do gênero Azospirillum apre-
sentam associações com gramíneas de impor-
tância agronômica e econômica como trigo,
arroz, cana-de-açúcar, palmeiras, aveia, en-
tre outras (Kirchhof et al. 1997).

Mutação sítioMutação sítioMutação sítioMutação sítioMutação sítio-dirigida com-dirigida com-dirigida com-dirigida com-dirigida com
transposon Tntransposon Tntransposon Tntransposon Tntransposon Tn55555

A técnica de mutação sítio-dirigida por
transposon foi muito importante na identifi-
cação e no estudo do funcionamento de
genes, principalmente no início 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 transposição, baixa freqüência de
rearranjos e um gene de resistência a um an-
tibiótico, nptII, que confere resistência à
canamicina, tornando mais fácil a identifica-
ção dos mutantes (Araújo 1988; Lewin 2001).

O transposon Tn5 possui 5,7kb de tama-
nho, com duas seqüências de inserções IS50
nas suas extremidades e o gene nptII na re-
gião central (Lewin 2001).

Araújo, em 1988, induziu diversas inser-
ções 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 resistência ao anti-
biótico canamicina e da manifestação do
fenótipo Nif–. A maior parte dos mutantes
com fenótipo Nif– apresentou a inserção do
transposon em um fragmento de aproxima-
damente 6,5kb de tamanho, resultado da
clivagem do DNA total da bactéria com a
enzima de restrição EcoRI, e que continha os
genes nifHDK. Alguns dos mutantes, no en-
tanto, apresentaram fenótipo Nif+. Em um
desses, denominado Sp7::Tn5-81, a inserção
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 restrição EcoRI e HindIII,
adjacente ao fragmento de EcoRI de 6,5Kb.
Esse resultado ocorreu, provavelmente, de-
vido a um evento de recombinação
homóloga. Em outro mutante com o fenótipo
Nif+ analisado, denominado de Sp7:Tn5-33,
acredita-se que tenha ocorrido um evento de
recombinação não-homóloga, pois, apesar do
fragmento gerado ter apresentado o tama-
nho esperado, de aproximadamente 12,3kb
(5,7 kb do transposon e 6,5kb do genoma de
Azospirillum), a seqüência interrompida não
correspondeu ao operon nifHDK (Araújo
1988; Revers 1996; Blah a 2001).

O seqüenciamento da região correspon-
dente à inserção do Tn5 no genoma do

mutante Sp7::Tn5-33 identificou duas fases
abertas de leitura (ORF, do inglês open reading
frame), as quais foram denominadas de
orf281 e orfatrAb, respectivamente, conforme
mostrado na Figura 1. Estas duas ORFs apre-
sentam sentidos contrários de transcrição.
A primeira delas, orf281, apresentou simila-
ridade de seqüência de aminoácidos com
uma família de proteínas responsivas a
estresse, USP (universal stress proteins) (Revers
et al. 2000; Blaha 2001). A seqüência parcial
de aminoácidos, deduzida a partir da seqüên-
cia de nucleotídeos, da outra ORF, orfatrAb,
apresentou grande similaridade de seqüên-
cia com membros da família de proteínas
ativadoras de transcrição em procariotos
LysR (Revers 1996; Blaha 2001).

LLLLLysRysRysRysRysR: ativador: ativador: ativador: ativador: ativadores de transcrição emes de transcrição emes de transcrição emes de transcrição emes de transcrição em
procariotosprocariotosprocariotosprocariotosprocariotos

A família de ativadores de transcrição de
procariotos LysR (autoregulatory transcriptional
regulators – ATR) possui o motivo hélice-vol-
ta-hélice em seu domínio de ligação ao DNA
na extremidade amino-terminal, a qual apre-
senta, devido a isso, uma grande conserva-
ção entre os membros da família. A extremi-
dade carboxi-terminal não apresenta grande
conservação, podendo ser bem variada entre
as diferentes ATRs (Henikoff et al. 1988; Schell
1993). Em um estudo comparativo com di-
versos membros da família LysR, Henikoff
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et al. (1988) propuseram que uma homologia
de 20% na seqüência de aminoácidos com
outros membros da família LysR e/ou a pre-
sença do motivo hélice-volta-hélice em uma
região amino-terminal com alto grau de con-
servação caracterizariam essa seqüência
como correspondente a de uma ATR.

Outra característica desta família é o
conteúdo dos aminoácidos lisina e arginina.
A maioria dos membros da família LysR
apresenta uma quantidade reduzida do
aminoácido lisina (Lys) e um aumento na
quantidade do aminoácido arginina (Arg),
quando comparado com outras proteínas
procarióticas (Viale et al. 1991).

Em resposta a diferentes co-indutores, as
ATRs ativam a transcrição de genes ou
regulons com sentidos divergentes ao seu e
com as mais diversas funções na célula (Schell
1993). Esta família possui mais de cinqüenta
membros conhecidos com tamanhos simila-
res (em torno de 300 aminoácidos) e, que,
aparentemente, evoluíram de um ancestral
distante para subfamílias, que são encontra-
das em diversos gêneros de procariotos, pos-
suindo representantes em diversos microrga-
nismos (Schell 1993). Muitos genes, cujos
produtos são ATRs, já 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 et al. 1993; Pompsiello & Bender
1995; Tyrrell et al. 1997), o gene nodD em bac-
térias simbióticas 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-
qüências de nucleotídeos e de aminoácidos,
diversas características que a posicionam
como pertencente à família LysR, como a
conservação da região amino-terminal, com
a presença do motivo de ligação ao DNA, hé-
lice-volta-hélice, e o conteúdo anormal da pro-

porção dos aminoácidos Lys/Arg (Revers 1996;
Blaha 2001).

ObjetivoObjetivoObjetivoObjetivoObjetivo

Este trabalho teve como objetivo a obten-
ção da seqüência completa de nucleotídeos do
gene orfatrAb e da seqüência de amino-ácidos
da proteína (ORFAtrAb) correspondente, para
uma análise comparativa mais abran-gente com
as seqüências protéicas de outros membros da
família LysR já caracterizadas.

Material e métodosMaterial e métodosMaterial e métodosMaterial e métodosMaterial e métodos

RRRRReações de Seqüenciamentoeações de Seqüenciamentoeações de Seqüenciamentoeações de Seqüenciamentoeações de Seqüenciamento

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

As reações de seqüenciamento manual fo-
ram realizadas com o kit Thermo Sequenase
Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing da
Amersham Pharmacia Biotech. A estratégia ado-
tada foi a utilização de oligonucleotídeos inter-
nos, que foram sintetizados à medida que a se-
qüência do gene orfartAb foi sendo obtida (con-
forme demonstrado na Figura 2). O
seqüenciamento automático foi realizado no
MegaBACE DNA Analysis System (Amersham
Biosciences) e utilizado para a finalização da se-
qüência do gene, com o oligonucleotídeo: Atrseq:
5’ TTC CTG GTG GAC GGC AGC AA 3’.

Análise das seqüências deAnálise das seqüências deAnálise das seqüências deAnálise das seqüências deAnálise das seqüências de
nucleotídeos e aminoácidos obtidasnucleotídeos e aminoácidos obtidasnucleotídeos e aminoácidos obtidasnucleotídeos e aminoácidos obtidasnucleotídeos e aminoácidos obtidas

As seqüências 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 et al. 2003), ClustalX versão 1.81
(Thompson et al. 1997) e BioEdit versão 5.0.6
(ftp://iubio.bio.indiana.edu/molbio/seqpup).

Os parâmetros utilizados nas diferentes aná-
lises em todos os programas foram sempre
os do modo “default” de cada programa.

ctt ggggccaacaggccgaaggac ctgggtngtaagaaggaancn 74

tccggcgtcaacntgggcngcggctgcttatgtaaccccctcccg 29

agcgtcgtagtaaccgtgcccgcgttgcggaacggcttaactacc 731

cgctagtccactagctgtagacgcccgcggacctgctgtacncgt 281

tcctcccccaaggcttacgggctagtcgtantcggccgcgagggg 722

gccgggccctctgcccggcgattagcacccctacgccttaaacct 272

gtagggggaacaacgccgccccgaaggtgggaacgcggcaacgcg 713

tcctgttagctcccggccacgccctggtcccctgagccctctctc 263

ataaagcgttggcttcctgctgcagcggcgcgacctaaacgagcc 704

cgcttctcgcgtgtaaacgaatagggcgtaacaccctaaaaacgg 254

ggcgtgctttttctcggttcgaaccattcttaaaaggcaacacga 794

gggttggtttccgagt gg cgccgcttgcgt aatatggcccttgcg 245

tcggagggcaaataagacttctgccgcgtatcggcggtacgagta 785

cgggcgcgggaccgcccc gaacga a gtacggac gta cagggtcag 236

DWDM . 3

gcactttgaaggtcggagccggtgccgcaccttctgggcttcgaa 776

TF*SGA*EA*VAH*FV*R*L*K 81

cgccgactggcggctgaccgactccaagtcgcagagcggccgcac 227

R*S*V*A*S*Q*S*L*N*LT*EG*AH 33

cactttgtcgccgtgcggctccgagaggaggtcgcgcgactagac 767

H*F*LP*G*LS*E*E*LAS*I*Q 84

cgggacgagccagtcctaggcctcctagtccggcgcgcgcacggc 218
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*R H A R G *L I L R I L T E Q G 36

tagcgcccgccacgccacgtcttcgag g ct gctgtcgaaccgctt 758

E L L H R T A R D V F A K L S 87

ta g tgggaagcctacgagggccgaaagccagtcgtagcgaagcca 209

M T E A M L T E S R E H P K G 39

gtcggtccagctcggcttccggtggcaccaccagtgcgcgtcgcc 749

P L R V T T T V A F G S T W L 801

gacctacaggcccatctaactgtccttgagcaactgcgcgcccca 299

T P R V N E F L S I Y P D I Q 321

cgcgtagcggtctaggtcaagtaacagtagctagtcgtcccactc 7301

L T L L I D D N E L D L A M R 831

cagcccgaccgcgccgcacaagtacgcctaccgctacaggcggag 2801

E A D I A I R M N T P R Q P D 351

ccgcatctctacctttacgtggctgtagtccaccgcgacctagtc 7211

L I Q R H L M S V H F H L Y A 861

ccgcccctagaagccccgcggcgcgaagaagtctatgaggaccac 2711

H Q E Y L K K R G A P K I P A 381

cgcctgcaggccgcctatccgctgctacagcacgggcaggtccag 7121

D L D G H D I V A Y P P D V R 891

gcccagcgggtggagcaactaggtcaactgcaaccgctacccgcg 2621

A P I A N V N W I N E V G D P 312

tatctacgacaactggacgtcttagccgaacgcgtgcgggccacg 7031

A P G V R K P I L Q V N S I Y 822

cccgtccgccgctacgggtcggcgagagtgccgcgccatgtaccg 2531

A M Y R A V R A A G H R R L P 342

cag cgacggcaggtggtcctt aa gccgtcctgcgcgcagtcgagg 7931

D F L V D G S K E L T R V L P 852

gagccgtatctgcttcatccgcagctggaactccggcaggtgcag 2441

D V D G L K V D A Y F V Y A E 372

���!���	+8����
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ctcctttagcgccttgtggcgctacgcgaaccttactgcgttgag 7841

E L R H S K R I A V F R D F L 882

cttccggctgaggcggtggaagaagtg t ag tttccgactcgaacc 2351

FASEAVKKV 792

ccgnttgtagtacagacncgg ntgccgncacntanttttgct 4751

RRRRResultados e discussãoesultados e discussãoesultados e discussãoesultados e discussãoesultados e discussão

Seqüência do gene Seqüência do gene Seqüência do gene Seqüência do gene Seqüência do gene orfatrAborfatrAborfatrAborfatrAborfatrAb

A Figura 2 mostra a seqüência completa
do gene orfatrAb, que, da região promotora até
o códon de terminação da proteína correspon-
dente, apresenta em torno de 1.500 pares de
base. A seqüência de aminoácidos, deduzida
a partir da seqüência de nucleotídeos corres-
ponde a uma proteína de 297 aminoácidos, a
qual foi denominada ORFatrAb.

Através da análise computacional da se-
qüência de aminoácidos de ORFatrAb foram
deduzidos o peso molecular desta proteína,
33.581,6 kDa, o ponto isoelétrico (pI) de 7,26
e o índice de instabilidade (II) de 33,29, o que
classifica essa proteína como sendo estável
(de acordo com o programa ExPASy).

Na região promotora (5’) do gene orfatrAb
foi encontrada uma região de ligação para o
fator sigma alternativo da RNA-polimerase
σ54, o códon de iniciação da tradução (ATG)
da ORFatrAb e o sítio de ligação ao ribossomo
(RBS) (Figura 2). O fato de apenas uma re-
gião com a seqüência de reconhecimento para
o fator σ54 ter sido identificada nessa seqüên-

cia sugere que este gene seja transcrito sob o
controle do promotor reconhecido por σ54

(Barrios et al. 1999). Os genes que estão sob o
controle de σ54, em Azospirillum brasilense, ge-
ralmente estão envolvidos no processo de fi-
xação biológica do nitrogênio, embora outros
grupos de genes já tenham sido descritos
como sendo regulados por este mesmo pro-
motor, como alguns dos genes envolvidos na
síntese do flagelo, por exemplo, o gene lafl
(revisado em Revers 1996). Além das regiões
anteriormente descritas também foram en-
contradas, na região 5’ do gene orfatrAb, se-
qüências para a ligação de uma outra proteí-
na reguladora, NtrC, que faz parte do siste-
ma global de regulação do nitrogênio, cuja
seqüência de reconhecimento consensual é:
GCAC-N

5
-TGGTGCA (Merrick & Edwards

1995; Steenhoudt & Vanderleyden 2000;
Pedrosa et al. 2001). Nesse sistema, a proteí-
na NtrC é fosforilada por um outro compo-
nente do sistema (NtrB) em um de seus do-
mínios, ligando-se ao DNA e ativando a trans-
crição de diversos genes, como, por exemplo,
reguladores da fixação do nitrogênio, nifLA,
em Klebsiella pneumoniae, e o gene de regulação
do nitrogênio, nac, em K. aerogenes (Merrick
& Edwards 1995).

Na seqüência de aminoácidos da
ORFatrAb podem ser encontradas algumas

���!���	+8����
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das características comuns aos membros da fa-
mília de ativadores de transcrição LysR, como
a proporção desigual dos aminoácidos lisina
(K) e arginina (R) (Viale et al. 1991), que pos-
sivelmente é resultante do alto conteúdo de
G+C da seqüência nucleotídica dos genes.
Uma vez que os códons de lisina são compos-
tos apenas de A+T e os de arginina de G+C,
isso gera a desproporção na seqüência de
aminoácidos (Henikoff et al. 1988; Schell
1993).

Outra característica comum aos membros
da família LysR é a capacidade de regular a
expressão de genes com sentidos de transcri-
ção contrários ao seu (Henikoff et al. 1988;
Schell 1993). Como pode ser visto na Figura
1, esta característica também é encontrada na
ORFatrAb, onde o possível alvo da regulação
dessa proteína é o gene orf281 (Revers 1996;
Revers et al. 2000; Blaha 2001). A análise da
região promotora do gene orf281 demonstrou
a presença de sítios para ligação de diversas
proteínas reguladoras, incluindo um possível
sítio para a ligação da proteína Nac, membro
da família LysR (Bender 1991; Schwacha &
Bender 1993; Pompsiello & Bender 1995), as-
sim como a seqüência consensual para a liga-
ção de outras proteínas da família LysR (Schell
1993).

Comparação da seqüência deComparação da seqüência deComparação da seqüência deComparação da seqüência deComparação da seqüência de
aminoácidos da ORFaminoácidos da ORFaminoácidos da ORFaminoácidos da ORFaminoácidos da ORFatrAb comatrAb comatrAb comatrAb comatrAb com
outras proteínas da família Loutras proteínas da família Loutras proteínas da família Loutras proteínas da família Loutras proteínas da família LysRysRysRysRysR

A comparação da seqüência de
aminoácidos deduzida do gene orfatrAb com
as seqüências de aminoácidos de proteínas
pertencentes à família LysR de outros micror-
ganismos revelou uma grande similaridade
entre as seqüências, principalmente na região
amino-terminal, onde, nos membros desta fa-
mília, a conservação é maior (Henikoff et al.
1988; Viale et al. 1991; Schell 1993), conforme
está demonstrado na Figura 3. É nesta região,
altamente conservada, que se encontra o mo-
tivo de ligação ao DNA, hélice-volta-hélice
(Henikoff et al. 1988; Viale et al. 1991; Schell
1993).

Na região carboxi-terminal, aproximada-
mente entre os resíduos 236-246, que é mui-
to variável entre os membros dessa família,
existe apenas uma região que demonstra al-
guma similaridade de seqüência, onde pro-
vavelmente ocorre a ligação da molécula
indutora (co-indutor). Foi demonstrado que
mutações nessa região levam à perda de fun-
ção em diversas ATRs (Schell 1993).

As diferentes ATRs, nos mais diversos mi-
crorganismos regulam diferentes tipos de
genes (Henikoff et al. 1988; Schell 1993). Es-
sas proteínas podem regular genes envolvi-
dos na biossíntese de aminoácidos, como no
caso de metR, ilvY, cysB, em Escherichia coli
(Schell 1993) e cysB em Klebsiella aerogenes
(Tyrrell et al. 1997), na nodulação de bacté-
rias simbióticas, 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-
teína CysB de K. aerogenes, determinada por
Tyrrell et al. (1997), a qual foi cristalizada a
partir de seus resíduos 88 a 324, com uma re-
solução de 1,8 Å, foi possível predizer a estru-
tura tridimensional da proteína ORFartAb,
onde foi identificado o domínio de ligação ao
DNA, hélice-volta-hélice, característico de pro-
teínas reguladoras da transcrição (Figura 4).

Apesar da estrutura descrita acima, ne-
nhum trabalho, até o momento, descreve
uma caracterização mais detalhada da se-
qüência reguladora de um gene correspon-
dente a uma ATR, apresentando os sítios de
proteínas ativadoras e outras seqüências de
consenso. O que se encontra na literatura são
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 σ54 (Bender 1991;
Schwacha & Bender 1993; Pomposiello &
Bender 1995).
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ConclusõesConclusõesConclusõesConclusõesConclusões

A seqüência nucleotídica completa do gene
orfatrAb foi obtida. Essa seqüência corresponde
a aproximadamente 1.500 nucleotídeos e apre-
senta na região promotora um único sítio de
reconhecimento para o fator σ54 da RNA-
polimerase. Além desse sítio foram também
encontradas seqüências consensuais para a li-
gação de proteínas ativadoras de genes envol-
vidos no metabolismo e fixação biológica do
nitrogênio (NtrC e NifA).

A seqüência de aminoácidos deduzida da
seqüência de nucleotídeos apresentou 297
resíduos. A análise desta seqüência demons-
trou que a proteína correspondente possui um
peso molecular de 33.581,6KDa, ponto
isoelétrico de 7,26 e índice de instabilidade
de 33,29, o que classifica essa proteína como
sendo estável.

Na seqüência de aminoácidos foi encon-
trado o motivo de ligação ao DNA, hélice-vol-
ta-hélice, característico de proteínas que re-
gulam a transcrição de determinados genes.
Este motivo localiza-se na porção amino-ter-

minal da proteína, justamente onde ocorre a
maior homologia com outros membros da
família de ativadores de transcrição LysR. A
estrutura tridimensional predita apresenta a
localização desse domínio em ORFartAb.

A proteína ORFatrAb possivelmente ati-
va a transcrição de uma outra ORF, ORF281,
que no mutante Sp7::Tn5-33, encontra-se
interrompida pelo transposon Tn5. A ORF281
já foi caracterizada como uma proteína
responsiva a estresse, da família USP (do in-
glês universal stress protein).
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