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DETERMINACAO DA ATIVIDADE PROMOTORA DO OPERON nifENXorf3 DE Azospirillum brasilense.
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A fixacdo biolégica do nitrogénio é catalisada pela nitrogenase, um complexo metaloenzima composto por duas proteinas. A
complexidade bioquimica do sistema nitrogenase é refletido em um grande nimero de genes necessarios para tornar o complexo
ativo. Os genes responsaveis pela fixacdo biologica do nitrogénio sdo denominados nif. Os promotores nif especificos séo
caracterizados por apresentarem uma seqiiéncia consenso nas posicdes -24 (GG) e -12 (GC), evidenciando o local de ligacéo para
a RNA polimerae dependente do fator sigma alternativo ( 5%). A ativagdo destes promotores é em geral, dependente da presenca
da proteina NIFA, que se liga ao DNA numa regido ativadora denominada UAS. A expressdo in vivo da atividade das regides
promotoras tem sido realizada pela fusdo entre entre a regido promotora e diferentes genes "reporter”, sendo um exemplo o gene
LacZ. Em Azospirillum brasilense fusdes na regido promotora dos operons nifHDKorflY e orf2nifUSVorf4 com o gene lacZ
foram obtidas. Neste trabalho demonstramos a fusdo da regido promotora do operon nifENXorf3 com o gene reporter lacZ. Para
isto, a regido promotora foi isolada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), gerando um fragmento de DNA de 590 pares de

bases e clonada no vetor pMC1403. Para testar a necessidade da proteina NIFA na ativacdo da transcricdo, o plasmidio
denominado pMC590 foi transformado em linhagens de Escherichia coli MC1061 contendo o plasmidio pCK3, o qual expressa a

proteina NIFA constitutivamente. Foi usado como controle negativo a mesma linhagem bacteriana sem o plasmidio pCK3 na
transformacg&o. Apoio Financeiro: FAPERGS e CNPQ-PIBIC/UFRGS
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