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RESUMO

A regulacéo da expressdo génica ocorre principalmente a nivel transcricional.
O principal alvo deste controle, em bactérias, € a RNA polimerase DNA-
dependente em resposta a fatores intrinsecos e extrinsecos. A regulagdo da
transcricédo esta mais bem caracterizada em E. coli. A RNA polimerase de E.
coli € uma enzima oligomérica que possui duas subunidades «, uma B, uma p’
e uma o. A subunidade 3’ € responsavel pela ligacdo ao DNA molde e pela
interacdo com os fatores ¢. A regido C-terminal da subunidade B’ ndo esta
envolvida com a atividade catalitica ou com a montagem da holoenzima.
Poucos estudos sobre a RNA polimerase de outros organismos foram feitos.
Neste trabalho, o gene rpoC de Herbaspirillum seropedicae, que codifica para a
subunidade B’ da RNA polimerase, foi identificada no Banco de Dados do
Programa GENOPAR. Este gene foi amplificado por PCR usando
oligonucleotideos iniciadores complementares a seqiéncia das regibes que
codificam para a extremidade N-terminal e C-terminal da subunidade 8’ da RNA
polimerase de H. seropedicae. As condigbes otimas de amplificacdo foram
determinadas. O fragmento obtido possui 4242pb e esta sendo clonado no
vetor pET29a. O clone resultante devera expressar a subunidade B’ ligada a
uma cauda de histidina.



1 INTRODUCAO

1.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae sao microrganismos diazotrofos endofiticos,
pertencentes a subclasse B das Proteobactérias (Young,1992), isolados dos
6rgéos vegetativos de gramineas como cana de acucar e arroz (Baldani ef al.,
1986, 1995). Sé&o bactérias Gram-negativas, vibridides, algumas vezes
helicoidais e muito moéveis, capazes de fixar nitrogénio em condigdes de
microaerofilia (Baldani ef al., 1986).

A capacidade de Herbaspirillum formar uma associagdo com gramineas
de interesse econdémico como milho, sorgo e canél—de-agacar (Doébereiner,
1992), sem provocar doencga, tem despertado interesse para o seu estudo.
Vérios trabalhos demonstram que a interagcdo Herbaspirillum-planta pbde trazer
beneficios a planta. Baldani et al (1995) observaram que a estirpe Z94 de H.
seropedicae contribui com até 54% do nitrogénio total acumulado por plantas
de arroz inoculadas. O mecanismo de colonizagdo dos tecidos vegetais por
essas bactérias ainda ndo esta completamente esclarecido. Varios trabalhos
sugerem que ocorra a ligagdo a superficie da planta e proliferagdo das
bactérias, seguida de penetracdo na planta e ocupagdo de espagos
intracelulares e feixes vasculares com posterior colonizagéo e estabelecimento
nas partes aéreas e vasos do xilema (Olivares et a/,1995, Roncato-Maccari ef
al, 2003)

Tendo em vista o potencial biofertilizante de H. seropedicae torna-se
importante o estudo dos mecanismos celulares destes microrganismos. O
estudo da RNA polimerase desse organismo, bem como dos mecanismos de
transcricdo podem contribuir para esclarecer a regulagéo da expressao génica
neste organismo, em especial da regulagdo do metabolismo e mecanismo de

invaséo e colonizagdo de plantas.

1.2 RNA polimerase DNA-dependente

As RNA polimerases DNA-dependentes foram descobertas em 1959
(Von Hippel et al, 1984) e catalisa a sintese de RNA utilizando DNA como



molde, processo denominado transcricdo, tanto em procariotos como em
eucariotos (Yura e Ishihama, 1979). As semelhangas estruturais existentes
entre as RNA polimerases de procariotos com as de organismos superiores
indica que a sua funcéo e mecanismo séo bastante conservados (Darst, 2001).

1.2.1 Estrutura

As RNA polimerases presentes em procariotos podem ser divididas em
duas classes: enzimas oligoméricas, que possuem multiplas subunidades; e
enzimas monomericas, que sao induzidas em células bacterianas hospedeiras
por alguns tipos de bacteriéfagos. As RNA polimerases oligoméricas sao
constituidas por pelo menos 5 subunidades e podem ser isoladas em duas
formas: a holoenzima que possui as subunidades o2 ‘o, capaz de transcrever
moldes de DNA nativo; e o nucleo da enzima que possui todas a subunidades
exceto a subunidade (ou fator) o que ndo é capaz de iniciar a sintese de RNA a
partir de moldes nativos (Kumar, 1981). A subunidade o, ou fator sigma, &
responsavel pelo reconhecimento e ligacédo a sequéncias especificas do DNA,
denominadas promotores (Wosten, 1998). As RNA polimerases de alguns
organismos possuem ainda a subunidade o ligada as subunidades ', embora
a auséncia desta subunidade n&o afeta a fungdo da RNA polimerase (Kumar,
1981; Ghosh et al, 2003). A figura 1 mostra o modelo estrutural da holoenzima

de Thermus aquaticus.

Figura 1. RNA polimerase de T. aquaticus. As
cores de cada subunidade no esquema a
esquerda correspondem as cores do modelo

estrutural. Modificado de Cramer, 2002.

O nucleo da RNA polimerase de T. aquaticus possui a forma de uma

garra de caranguejo com 150 A de comprimento, 115 A altura e 110 A de
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espessura e com um canal central de 27 A, (Murakami & Darst, 2003). O canal
possui um sitio para ions Mg** que corresponde ao sitio catalitico da enzima.
Uma das partes da garra corresponde a subunidade B’ e a outra a subunidade
B. As subunidades o encontram-se fora do canal, no outro lado da garra e
mantém as subunidades f e B unidas (Burukov & Severinov, 2002).

A holoenzima possui dois atomos de Zn?* ligados por molécula de
enzima, esses atomos s&o quelados por quatro residuos de cisteina da
subunidade B’; a dissociacdo das subunidades faz com que esses atomos se
desliguem (Kumar, 1981, Von Hippel et al, 1984; Burukhov & Nudler, 2003).

A enzima isolada de E. coli € a RNA polimerase DNA-dependente
melhor estudada e possui uma subunidade B’(155.613 Da), uma  (150.618
Da), uma o (70.263 Da) e duas a (30.512 Da) (Mc Clure, 1985). A massa
molecular total do nucleo da RNA polimerase de E. coli é de aproximadamente
400kDa (Darst, 2001) e as subunidades 3 e " contribuem com 60% da massa
total da enzima (Burukov & Severinov, 2002). Além das subunidades o, 8 e B’
que compde o nucleo, a RNA polimerase de E. coli pode se associar com um
dos multiplos tipos de fator ¢ existentes (Ishihama, 1990) ou ainda possuir uma
peguena subunidade adicional denominada o (10 KDa) (Gosh et al ,2003). Os
fatores o de bactérias podem ser divididos em duas familias: familia ¢ e
familia o°*. Proteinas destas duas familias possuem pouca ou nenhuma
identidade de sequéncia entre si. E. coli possui 6 tipos de fatores sigma
pertencentes a familia 6'% ¢, 6%, 6%, 6°°, cF e &
c>* (Wosten, 1998).

A montagem do nucleo acontece de acordo com a seguinte sequéncia
de reacdes (Yura & Ishihama, 1979; Kumar, 1981; Ishihama, 1988):

Fecl ¢ apenas um fator tipo

p p’ . ©
o+o —» a2 k-wOLZB - a2 L a2BB'c

O primeiro complexo opBB” formado corresponde ao nucleo prematuro
(Yura & Ishihama, 1979), que in vitro depende da incorporacdo do fator sigma e
incubacédo em altas temperaturas para que ocorra ativacao (lshihama, 1990).

As interacbes que ocorrem entre as subunidades 3 € B~ do nucleo com o fator o



provocam as mudangas conformacionais necessdrias para a formacdo da
holoenzima ativa (Burukhov & Nudler, 2003). A subunidade o esta envolvida no
processo de rearranjo conformacional do nucleo em holoenzima (Gosh et al,
2003).

Delegcbes na por¢ado C-terminal da subunidade f interferem na
montagem do nucleo, indicando que esta regido estd envolvida na interacao
entre as subunidades, além disso somente o complexo a,p é capaz de interagir
com B demonstrando que a interag&do entre § e as duas subunidades o €
necessaria para a ligagdo de p° (Ishihama, 1990). A por¢do N-terminal das
subunidades « interage com as outras subunidades (Ilshihama, 1990), ja a

subunidade o interage com B° pela sua regido C-terminal (Gosh et al, 2003).

1.2.2 Fung¢des e Genética

A RNA polimerase é responsavel pela sintese de todos os tipos de RNA
in vivo. nRNA, RNA e (RNA (Mc Clure, 1985). Dworkin & Losick (2002)
demonstraram que além dessas fungdes a RNA polimerase de E. coli possui
um papel importante na segregac;éo( dos cromossomos bacterianos durante a
replicagéo, principalmente durante a separagéo inicial da regido das origens de
replicacéo.

Cada uma das subunidades da RNA polimerase possui uma fungéo
especifica e modifica o processo de transcricdo. As fungdes caracteristicas de
cada subunidade e dos fatores associados a RNA polimerase de E. coli estdo

descritos na tabela 1.



Tabela 1. Subunidades e Fatores Associados a2 RNA polimerase de

E. coli.

Subunidade
ou fator
associado

Gene

N° residuos
de
aminoacidos

Massa
molecular
(Da)

Funcgao e caracteristicas

relevantes

a

rpoA

329

36.512

Associacdo das subunidades e B

rpoB

1342

150.618

da sintese de RNA

(iniciag&o e alongamento),

Catalise

de
ligagdo do substrato ribonucleosideo
do RNA

produzido, controle da estringéncia,

reconhecimento terminador,

trifosfato, ligacao

regulacdo autdégena da sintese de B
e B,

estreptovaricina.

ligacdo a rifamicina e

rpoC

1407

156.163

Ligacdo ao DNA molde e a
subunidade c. Ligac&o de polianions

como heparina.

O

rpoS

91

10.000

Associa-se a subunidade B e atua
na renaturagdo do nucleo da RNA
polimerase. Mutantes rpoS
apresentam reducdo modesta na

taxa de crescimento.

70

rpoD

613

70.263

do

reconhecimento de promotores de

Maturacao nucleo e

expressdo regular. Indispensavel

para a iniciagao da transcrigao.

20

rpoE

191

20.000

Reconhecimento de promotores de
genes ligados ao choque térmico

(heat-shock) extremo.

28

rpofF

239

28.000

Reconhecimento de promotores de

genes flagelares e de quimiotaxia.
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o] rpoN 477 54.000 |Reconhecimento de promotores de
| genes ligados ao metabolismo de

nitrogénio.
o rpoH 284 32.381 |Reconhecimento de promotores de

genes ligados ao choque térmico

(heat-shock).

Tabela 1 - Referéncias: Kumar, 1981; Ishihama, 1988; ishihama, 1990 , Wosten, 1998 e Gosh
et al, 2003

Os genes que codificam para o nucleo da RNA polimerase sdo rpoA (o),
rpoB (B) e rpoC (B). O gene rpoB foi isolado de mutantes que ndo possuiam
sensibilidade a rifamicinas e estreptovaricinas (Yura e Ishihama, 1979). Os
genes rpoB e rpoC estédo localizados em um mesmo operon, enquanto rpoA
encontra-se em outro operon; esses trés genes sao co-transcritos com genes
gue codificam para proteinas ribossomais (Yura e Ishihama, 1979).

O gene rpoA faz parte do operon rpsMrpsKrpsDrpoArplQ onde rpsM,
rpsK, rpsD e rplQ, codificam para as proteinas ribossomais S13, S11, S4 e L17,
respectivamente. O gene rpoA parece estar sob o mesmo controle que os
genes que codificam para as proteinas ribossomais adjacentes (lshihama,
1990). Por outro lado os genes rpoBC estdo no operon
rplKrplArpldrplLrpoBrpoC, onde rplK, rplA, rpld e rpiL codificam para as
proteinas ribossomais L11, L1, L10 e L12, respectivamente (Ishihama, 1990) .
A expresséo de rp/K e rplA é regulada pela gconcentragao de proteina L1 livre
na célula enquanto a expresséo de rplJ e rplL é controlada pela quantidade do
complexo L10-L7/12 livre na célula (Ralling & Linn, 1984). Existe um promotor
bastante forte a montante a rp/lJ e 70% dos transcritos deste promotor param
em rplL devido a presenca de um atenuador entre rpiL e rpoB (Ralling & Linn,
1984).

Embora os genes que codificam para as subunidades a, § e B° estejam
em operons diferentes sua sintese é estruturalmente coordenada, resultando
em concentracdes celulares com estequiometria de 2:1:1 (Ishihama, 1990). A
transcricdo dos genes rpoBC sofre uma regulacdo autdgena pela concentragéo
celular de B e B’, complexo azp e holoenzima (Yura & Ishihama, 1979;
Ishihama, 1990). Existem trés formas de controle da expressédo dos genes
rpoBC, a frequéncia de iniciagdo nos promotores e de terminagao de




transcricdo no atenuador, a clivagem do RNAm pela RNAselll e a frequéncia
de tradugdo do RNAm (Passador & Linn, 1989). O aumento da concentracéo
celular das subunidades B e B~ estimula a transcricdo de rpoA (Ishihama,
1990). Em E. coli 0 excesso de subunidade 8 na célula faz com que a sintese
de B’ seja reduzida em 60% e o excesso de ° provoca uma reducéo de 40%
na sintese de B. Essa regulagdo ocorre principalmente a nivel traducional,
sendo a reducdo da transcricdo menos afetada. A superexpressdo das
subunidades f e B° provocam um atraso no ciclo celular bacteriano,
aumentando o tempo necessario para a duplicagdo. Niveis elevados de e B’
reprimem a tradugdo do transcrito rpoBC, enquanto niveis elevados de
holoenzima reprimem a transcri¢ao de rpoBC (Dykxhoorn, Pierre & Linn, 1996).
A terminacdo da transcricdo no atenuador a montante a rpoB nado é
dependente das proteinas Nus e ocorre pela interagdo direta de
terminador/anti-terminador no RNAm (Steward, Pierre & Linn, 1997). Uma
regiao 29pb a montante do inicio de tradugdo de rpoB contém um sitio de
regulacao pos-transcricional, onde as subunidades 3, B~ e a holoenzima ligam
impedindo a tradugéo do RNAm (Passador & Linn, 1992).

O gene rpoD , que codifica para o fator sigma 70, encontra-se em outra
regido do cromossomo (Yura & Ishihama, 1979), formando o operon
rpsUdnaGrpoD; rpsU codifica para a proteina ribossomal S21 e dnaG codifica
para a primase (Ishihama, 1990).

1.2.3 Transcricdo em procariotos

A sintese do RNA é catalisada pelo nucleo da RNA polimerase, mas o
reconhecimento de promotores e inicio da transcricdo dependem da presenca
da subunidade ¢. Somente a holoenzima & capaz de provocar as mudangas
conformacionais na regido do promotor necessarias para separar as duas fitas
de DNA e iniciar a transcricdo (Ishihama, 1990). O mecanismo basico de
catadlise da RNA polimerase € a transferéncia de um ribonucleosideo
monofosfato para a ponta OH 3’de RNA nascente utilizando como substrato
ribonucleosideos trifosfato (Von Hippel, 1984).

O processo de transcricdo pode ser dividido em quatro etapas (Kumar,
1981; Von Hippel, 1984): reconhecimento do DNA molde, iniciacao,



alongamento e terminagéo (Figura 2).

R+P

[

Ligacdo a regido promotora RE-

Produtos \1P NTP

abortivos
Iniciacédo

Alongamento Complexo de Transcrigéo

Figura 2. Trés primeiras fases da transcricdo em procariotos. A RNA polimerase (R) interage
com a regido promotora no DNA (P) formando o complexo fechado (RP¢). As linhas tracejadas
verdes indicam as regides promotoras do DNA onde se liga a holoenzima. A dupla fita de DNA
esta desenrolada na regido de transcricdo (Bolha de transcricdo) formando o complexo aberto
(RPg). O complexo de iniciagdo é formado (RPnr) € a sintese de RNA (representado por linhas
tracejadas vermelhas) é iniciada com formacdo da ligacdo fosfodiéster entre o nucleotideo
inicial e um NTP. O alongamento € a ultima fase demonstrada, onde o tamanho da cadeia de
RNA aumenta (demonstrado com uma linha vermelha continua). Modificado de Browning &
Busby, 2004.



O reconhecimento do molde inicia-se com a ligagdo da holoenzima ao
DNA dupla fita na regido do promotor, dando origem ao complexo binario
fechado. Entéo as fitas de DNA s&o separadas para permitir o pareamento de
bases da fita molde com os ribonucleotideos. A bolha de transcricdo é formada
pela desnaturagéo da fita de DNA que se inicia na regido onde a RNA
polimerase esta ligada, formando o complexo binario aberto (Von Hippel, 1984
e Lewin, 2000).

A iniciag@o corresponde a ligacéo dos primeiros nucleotideos do RNA. A
enzima permanece ligada ao promotor durante a incorporagdo dos primeiros
nucleotideos. A formacédo da primeira ligacdo fosfodiéster entre os dois
primeiros ribonucleotideos origina o complexo ternario (Lewin, 2000). A
iniciacdo € prolongada pela ocorréncia de inicios abortivos, onde a enzima
produz transcritos curtos que s&o liberados e entdo ela inicia novamente a
sintese do RNA, desde a primeira base (Hsu et al, 2003). Durante o ciclo de
iniciag&o abortiva a fita de DNA molde se acumula no sitio catalitico enquanto o
DNA dupla fita da regido promotora continua ligado a RNA polimerase
(Cheetham, Jeruzalmi & Steitz, 1999). O acumulo de DNA molde no sitio
catalitico da enzima provoca um aumento da bolha de transcrigdo. Essa
distorcdo nos complexos de transcricdo iniciais provoca o retorno da RNA
polimerase e a liberacdo da fita de RNA nascente, caracterizando os inicios
abortivos. Entretanto, quando uma quantidade suficiente de DNA molde entra
no sitio ativo da enzima, o movimento das fitas pode forgar o re-enrolamento do
DNA molde a montante, permitindo que a enzima se desloque para a regido a
jusante liberando a regiao promotora e iniciando a transcrig&o produtiva (Vo et
al, 2003b).

Existem duas grandes classes de complexos de iniciagédo, os produtivos,
que apds algumas iniciagdes abortivas passam a transcrigdo completa do DNA
molde e os improdutivos, onde a RNA polimerase esta presa a regido
promotora e promove a transcricdo de apenas dois ou trés nucleotideos (Vo et
al,2003a). Uma terceira classe é constituida pelos chamados complexos de
iniciacdo morinbundos, geralmente inativados na forma de complexo binario.
Estes complexos podem ser reativados, ou seja, tornarem-se
transcricionalmente produtivos, na presenga dos fatores GreA e GreB.

Entretanto, os complexos de iniciagdo improdutivos ndo se tornam produtivos
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na presenca dos fatores Gre. A proporcdo de formacgdo de complexos
produtivos e improdutivos esta relacionada a concentracdo de NTPs. Se a
concentracdo de NTPs for alta a formacdo de complexos improdutivos é
reduzida (Vo et a/, 2003a).

Os inicios abortivos sdo ferramentas essenciais para a iniciacdo da
cadeia de RNA e provavelmente sdo decorrentes de blogqueios no estagio de
iniciac&o de transcri¢cdo (Hsu et al, 2003). Um dos dominios do fator sigma, que
penetra no sitio catalitico do nucleo, é provavelmente o responsavel pelos
inicios abortivos. Este dominio choca-se inevitavelmente com a cadeia de RNA
nascente e pode causar a expulséo de transcritos curtos do complexo. O ciclo
de iniciagbes abortivas &€ um preco que as RNA polimerases DNA-dependentes
pagam por serem capazes de iniciar uma sintese dependente de molde
oligonucleotideo iniciador (Burukov & Severinov, 2002).

A forca de um promotor €& determinada pela sua similaridade a
sequéncia consenso, quanto maior a similaridade mais estavel sera o complexo
aberto formado, entretanto uma grande similaridade confere uma ligagdo muito
forte entre a RNA polimerase e a fita de DNA molde dificultando o movimento
da enzima e saida da regido promotora (Vo et al, 2003 a,b). O tamanho dos
transcritos abortivos, a posicdo em que o transcrito sera liberado e a posigéo
em que o fator sigma é liberado sdo determinados por cada tipo de promotor.
Existem promotores que possuem taxas de iniciagdo produtiva extremamente
baixas, realizando apenas uma sintese produtiva para cada 165 inicios de
transcricdo (Hsu et al, 2003).

A fase seguinte corresponde ao alongamento. Durante esta fase o
nucleo da RNA polimerase move-se pela fita de DNA e estende a cadeia de
RNA nascente. A fita de DNA a jusante é desenrolada enquanto a enzima se
move para expor um novo segmento molde. Os nucleotideos s&o
covalentemente ligados a extremidade 3'do RNA nascente e formam um
hibrido RNA-DNA na regido desenrolada. A fita de DNA retoma a forma de
dupla hélice na regido a montante a enzima. O RNA fica livre na forma de
simples fita (Lewin, 2000). A estabilizagdo do complexo ternario é dada
principalmente pelas interagbes proteina-DNA e proteina-RNA (Nudler et al,
1996). Pareamentos de base incorretos na fita hibrida de DNA-RNA provocam

desestabilizagdo do complexo de alongamento e fazem com que a RNA
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polimerase retroceda, clive a fita de RNA que esta sendo transcrito e recomece
a transcricao (Nudler et al 1997).

Existem dois modelos para a estrutura do hibrido DNA-RNA na bolha de
transcricdo. O modelo classico propée um heteroduplex de cerca de 12pb que
tem papel fundamental na manutencéo da estabilidade da bolha de transcri¢&o.
O modelo alternativo propde que o heteroduplex estenda-se apenas por 2 ou
3pb e sua funcdo principal € formar a ponta 3'- OH. Entretanto, estudos
recentes fornecem um modelo onde o hibrido RNA-DNA possui de 8 a 9pb e a
sua funcdo é a de manter a fidelidade da sequéncia transcrita (Nudler et a/
1997).

A terminagdo € a ultima etapa e envolve o reconhecimento do ponto
onde deve haver a parada da adi¢do de bases a cadeia de RNA nascente. O
fim da transcricdo s6 ocorre se a formagdo de novas ligagbes fosfodiéster
cessar e o complexo de transcricdo for separado (Lewin, 2000). Uma
sequéncia denominada terminadora € necessaria para que a bolha de
transcricdo se desmonte. Esta sequéncia desestabiliza o hibrido de RNA-DNA
permitindo que o DNA retorne a forma de dupla fita e a cadeia de RNA e a RNA
polimerase sejam liberadas (Platt & Richardson, 1992).

Existem dois mecanismos de terminagdo conhecidos em E. coli a
liberacdo do RNA transcrito e da RNA polimerase pela formagéo de grampos
no RNA nascente provocando a interrupcao transitéria da RNA polimerase, e
pela agdo de um fator protéico conhecido como Rho. A proteina Rho atua
ligando-se a0 RNA nascente, em regides ricas em residuos de citosina,
seguido de deslocamento pelo RNA acoplado a hidrélise de ATP em diregéo a
RNA polimerase. Quando a proteina Rho alcan¢a a bolha de transcri¢do ocorre
o desenrolamento do heteroduplex de RNA-DNA, a liberacdo da fita de RNA e
a dissociagdo do complexo de transcricdo (Richardson, 1990 e Platt &
Richardson, 1992).

A RNA polimerase possui uma plasticidade muito grande, entretanto néo
realiza movimentos mede-palmo durante a transcricdo. Nas primeiras etapas
da transcricdo ocorre uma mudanga conformacional do sitio ativo da RNA
polimerase para acomodar a cadeia de RNA nascente (8 a 9 nucleotideos),
essa conformacdo é mantida durante todo o processo de elongagéo, inclusive

quando existe retrocesso. A enzima retorna a conformacéo inicial quando a
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transcricdo termina e o complexo de alongamento se desfaz (Nudler et al
1997).

A RNA polimerase pode ainda interagir com diversos fatores durante o
processo de transcricdo. Esta interacdo pode ocorrer em qualquer uma das
fases de transcricdo podendo provocar aumento ou diminuicéo da produgéo de
transcrito. Proteinas acessoérias como NusA, NusG, GreA e GreB podem atuar
em diferentes momentos no processo de alongamento (Erie, 2002). NusA
parece estar primariamente envolvida na terminacdo Rho-dependente; ela
diminui a taxa de alongamento durante a transcricdo aumentando as pausas da
RNA polimerase e inibe ou estimula a terminagcdo Rho-dependente
(Carlomagno & Nappo, 2003). NusG atua como inibidora de pausa e as
proteinas GreA e GreB estimulam a clivagem do RNA nascente (Erie, 2002).
Cramer (2002) sugere que a RNA polimerase seja capaz de detectar a
incorporagdo de um nucleotideo incorreto ao RNA nascente e retornar
corrigindo o erro quando associada as proteinas acessorias GreA e GreB.

A transcricdo pode ser inibida por diversos mecanismos, tais como:
repressores, inibicdo da ligagdo da RNA polimerase ao promotor, inibicdo da
desnaturagdo do promotor e inibicdo do desligamento do promotor. Todos
estes mecanismos s&o bastante eficientes e dependem do tipo de regulagao do
promotor. Os repressores de transcricdo n&o possuem somente a capacidade
de ligar DNA, mas também de modificar a estrutura do DNA e interagir com a
RNA polimerase (Rojo, 2001)
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2 OBJETIVOS

e |dentificar o gene rpoC de H. seropedicae no banco de dados de
sequéncias;

e ldentificar modulos regulatorios do gene rpoC de H. seropedicae;

e Amplificar o gene rpoC (codifica para a subunidade B° da RNA
polimerase) de H. seropedicae por PCR utilizando oligonucleotideos

especificos.
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Bactérias e Plasmidios

3 MATERIAIS E METODOS
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A estirpes de bactérias e plasmidios utilizados neste trabalho estdo listados

na tabela 2.

Tabela 2 — Estirpes e Plasmidios

Estirpe ou Plasmidio

Genétipo ou Caracteristicas

Referéncias

relevantes

Herbaspirillum derivada da estirpe 278, Sm", Nif* Souza et al,
seropedicae - SmR1 1995
Escherichia  coli —|F mcrAA(mrr-hsdRMS-merBC) | Invitrogen
TOP10 ®80/acZAM15 AlacX74 recA1

araD139 A(ara-leu) 7697 gall galK

rpsL (Str®) endA1 nupG
pET-29a vetor de expressdo, gera proteina de | Novagen

fusdo com segmento His-Tag,

promotor T7, Km~?

3.2 Meios de Cultura e Condi¢des de Cultivo

H. seropedicae foi crescido em meio NFb-Malato (Klassen et al, 1997), a

30°C.

A composi¢do do meio de cultura Nfb é a seguinte:

Concentracéo (g/L)

MgSQ04.7H.0 2x107

NaCl 1x107
CaCl, 2x10%
Acido nitrilo-triacético 56 x 107
FeSO4. 7H0 2x107
Malato de sédio 5

Biotina 1x10*




Na,Mo04.2 H,0 2x10°
MnSO4. H,0 2,35x 107
H3BO3 28x10°
CuS04.5 H,0 8x10°
ZnS04.7 H,0 24x10"
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O meio Nfb sdlido foi obtido com a adigao de 15 g/L de agar a mistura de

meio liquido. O meio completo & denominado NfbHPN (Nfb com adicdo de
NH4CI 20 mmol/L e 50 mmol/L de solugéo de Fosfatos - 159,4 g/L de KH,PO4 e
17,8 g/L de K;HPOy).

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB (Luria — Bertani
Broth), TB (Terrific Broth), SOB ou SOC (Sambrook et. al., 1989) a 37°C. As

culturas em meio liquido foram mantidas sob agitagdo de 130 rpm.

A composi¢cdo do meio de cultura Luria-Bertani Broth (LB) e Luria-Bertani

Agar (LA) é:

O pH foi corrigido para 7,0 com NaOH 1 mol/L. O meio sdlido (LA) foi

Concentragéo (g/L)
Triptona 10
Extrato de levedura 5
NaCl 10

obtido com a adigdo de 15 g/L de agar a mistura de meio liquido.

A composicéo do meio de cultura Terrific Broth é:

Concentragéo (g/L)
Bacto-triptona 12
Extrato de levedura 24
KH,PO, 23
KoHPO4 12,54
Glicerol 4




A composicdo do meio de cultura SOB é:

Concentragéo (g/L)
Bacto-triptona 20
Extrato de levedura 5
NaCl 0,584
KClI 0,186

A composicado do meio de cultura SOC é:

Concentragdo (g/L)

Bacto-triptona 20

Extrato de levedura 5

NaCl 0,6

KCI 0,19

MgCl, 0,94
MgSO4 1,2
Glucose 3,6
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Os meios de cultura foram esterilizados por autoclavagéo (120°C por 20

minutos).

3.3 Antibidticos

As solugbes de antibidticos foram preparadas em agua milli-Q estéril e
esterilizadas por filtracdo em filtro Millipore HAWP 0,45 um e estocadas a —
20°C. As concentracdes de antibidticos no meio de cultura foram:

estreptomicina (Sm) 80 ug/mL e canamicina (Km) 50 ug/mL.

3.4 Preparo de Solugéo de RNAse

A solucdo estoque de RNAse (10 mg/ml) foi preparada em Tris-HCI
10mmol/L pH 7,5 contendo 15 mmol/L de NaCl e fervida durante 20 minutos
para inativagdo de desoxiribonucleases contaminantes.
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3.5 Purificagcdo de DNA

3.5.1 DNA gendmico de H. seropedicae

A purificacgdo de DNA gendmico para utilizagdo nas reagbes de
amplificagéo de DNA (PCR) foi realizada segundo um protocolo modificado de
Souza (1990). Uma cultura de células (1500 uL) foi centrifugada em
microcentrifuga Eppendorf minispin a 13000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado de células foi ressuspenso com a pipeta em 500
uL de tampéo GET (glucose 50 mmol/L, Tris-HCI 25 mmol/L pH 8,0 e EDTA 10
mmol/L pH 8,0). A essa mistura adicionou-se 50 uL de SDS 10% e a mistura foi
incubada a 60°C por 20 minutos para que houvesse lise celular. Ao lisado
celular foram adicionados 200 ug/mL de Pronase E (solugédo estoque 20 mg/mL
pré-tratada com incubag@o a 37°C por 1 hora) seguido de incubacdo a 37°C
por 24 horas. A mistura foi tratada com 100 uL de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1), homogeneizada por inversdo, cerca de 100 vezes, e
posteriormente centrifugado a 13000 rpm por 15 minutos. A fase aquosa foi
transferida para outro tubo e o DNA precipitado com 2,5 volumes de etanol
absoluto e recuperado por centrifugagéo por 20 minutos a 13000 rpm. O “peliet”
de DNA foi lavado duas vezes com etanol 80%, seco a vacuo e dissolvido em
200 pL de agua milli-Q autoclavada. A solugdo de DNA foi conservada em
geladeira.

Apbés a purificagdo, a concentragdo e pureza do DNA foram
determinadas. O DNA purificado foi diluido (50 vezes) em agua milli-Q
autoclavada. A relagdo D.O. 26 / D.O. 250 indicativa do grau de pureza do DNA,
apresentou o valor de 1,93. Valores entre 1,8 e 2,0 indicam DNA com alto grau
de pureza. A absorbancia a 260 nm permite a determinagéo da concentragdo
de DNA através da relacdo: absorbancia 1 corresponde a 50 ug/mL de DNA

dupla fita.

3.5.2 DNA plasmidial

A purificagdo de plasmideos foi realizada pela técnica de lise alcalina
conforme descrito em SAMBROOK et a/(1989). A extracdo rapida de
plasmideos para selegdo de recombinantes foi realizada em placa pelo método
modificado de Monteiro ef a/ (2001). Culturas de células (200 pL) foram
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colocadas em placas de fundo em V e contrifugadas a 4000 rpm por 7 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o “pellet” de células foi resuspenso em 30 uL
de solucéo RL (glicerol 10%, RNAse 5 ug/mL e azul de bromofenol 0,05%) com
ajuda do agitador vértex. Adicionou-se entdo 10 puL de SDS 10% e manteve-se
a placa em agua fervente por 1 minuto. Foram adicionados a mistura 5 pL de
KCI 3 mol/L, para precipitagéo das proteinas, e a placa foi incubada em gelo
por 10 minutos. A placa foi entdo submetida a uma nova centrifugacéo
(4000rpm/7minutos) e 15 pL da fragdo sobrenadante foram submetidos a
eletroforese em gel de agar 1%, utilizando-se o plasmideo pET29a integro para

comparagao.

3.6 Construcdo de Oligonucleotideos iniciadores

Foram planejados 2 oligonucleotideos iniciadores a partir da sequéncia
do gene rpoC de Herbaspirillum seropedicae depositada no banco de dados do
Programa de Sequénciamento Gendmico GENOPAR. O oligonucleotideo
rpoCN é complementar a sequéncia de nucleotideos que codifica para a regido
amino terminal da proteina RpoC e possui a insercéao do sitio de restricdo para
a enzima Ndel e o oligonucleotideo rpoCC é complementar a sequéncia de
nucleotideos que codifica para a regido carboxi-terminal da proteina RpoC,
possuindo o sitio de restricdo para a enzima Hindlil. Esses iniciadores
encontram-se listados abaixo, os sitios de restricdo estdo destacados em
vermelho.
rpoCN — 5" CCTGGAGTGACATATGAAAGCA 37
rpoCC — 5" GCGAAAGCTTCGCTTCGCCTTC 37

A posicéo dos iniciadores e as alteragdes de sequéncia inseridas estéo
mostradas na figura 3.

Figura 3. Sequéncia do gene rpoC de H. seropedicae

TCGAGCGECACCACTARGCAGAGGCTTCGCTGGLTCTCCCGUCEAT S CEARCAGGGT TARGCAGGGTGAACCUGGCCACAL j36]

M K & L L D I K OQ vV g 0 N
GTARATTTAGTTTTTTCACGICARACCTGEGAGTGATACATGARAGCACTGCTCGATCTATTCAAGTAAGTCCAGCARRACG 169

rpocN - CCTGCGAGTGACATATGAAAGCA—
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T E 3 I G G & E G E A

TR OO BT T M oy
'"CGACC 2T=

€« CTTCCGITTCGOTTCGAAAGCSE - rpolC

ACACGGCAGARGCTAACAGUTGCAAGASAAGCGSCETCGEARGTCATTCCGS 452
Legenda: A primeira linha corresponde a seqiiéncia de aminoacidos codificada pela segiiéncia
de nucleotideos indicada na segunda linha. Estdo indicados os iniciadores rpocN e rpoCC. Em
azul estdo indicadas as bases que foram modificadas para que fossem inseridos os sitios de
restricdo. O asterisco (*) representa o cédon de parada de traducio.

3.7 Amplificagao do gene rpoC

A amplificacdo do DNA foi realizada pela técnica da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) como descrito por Kocher e Wilson (1991).

3.7.1 Gradiente de temperatura de anelamento

O sistema de amplificagdo possuia 63 ng/uL de DNA gendmico de
Herbaspirillum seropedicae, tampao de PCR (Tris-HCI 20 mmol/L pH 8,4 e KCl
50 mmol/L), 1,5 mmol/L de MgCl,, 0,2 mmol/L de dNTPs, 0,5 pmol/ uL de cada
oligonucleotideo iniciador e 2,5 U de Tag DNA polimerase em um volume final
de 10 pL. Doze tubos de reacdo foram submetidos a um gradiente de
temperatura de anelamento de 38°C a 58,7°C. Os parametros utilizados para
amplificacdo foram: um ciclo de 95°C por 2 minutos, trinta ciclos de 95°C por 15
segundos, 38°C-58°C por 30 segundos e 72°C por 6 minutos e um ciclo de
72°C por 10 minutos.

3.7.2 Amplificagéo do fragmento correspondente ao gene rpoC

O sistema de amplificacao possuia 63 ng/ uL de DNA gendmico
de Herbaspirillum seropedicae, tampéo de PCR (Tris-HCI 20 mmol/L pH 8,4 e
KCI 50 mmol/L), 1,5 mmol/L de MgCl, , 0,2 mmol/L de dNTPs, 0,4 pmol/ uL de
cada oligonucleotideo iniciador, 4 U de Tag DNA polimerase e 0,5 U de Pfx
DNA polimerase em um volume final de 25 uyL. A enzima Pfx DNA polimerase
foi adicionada ao sistema para minimizar a taxa de erros na copia do DNA
molde durante a amplificacdo (Cheng et al, 1994). Os parémetros utilizados

para amplificacdo foram: um ciclo de 95°C por 2 minutos, trinta e cinco ciclos

GRATCCATCGGTGGCEECEAAGGCERAAGCETAAGCCTCEIATCECCCGGETGGTUCGCT TGTATCGSOCASICSE 4400
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de 95°C por 15 segundos, 58,7°C por 30 segundos e 72°C por 6 minutos e um
ciclo de 72°C por 10 minutos.

3.8 Eletroforese de DNA em gel de agar

As eletroforeses foram realizadas em gel de agar conforme descrito por
SAMBROOK et a/.(1989) e a visualizagdo do DNA foi realizada sob luz UV (302

nm) apods tratamento com brometo de etideo (0,5 ug/mL).

3.9 Clivagem do DNA com enzimas de restrigao

O DNA plasmidial, vetor pET29a, e o produto de PCR foram clivados em
tampao M (Tris-HCI 10 mmol/L, MgCl, 10 mmol/L, NaCl 50 mmol/L e
Ditioeritritol — DTE 1 mmol/L; pH 7,5) com 10 U de cada enzima (Ndel e
Hindlll), o sistema de restricdo do DNA plamidial possuia ainda 2,5 pg/mL de
RNAse. A incubacgédo do sistema de clivagem do vetor foi de 4 horas. O produto
de PCR foi tratado com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), precipitado
com etanol absoluto e ressuspensoc em agua milli-Q autoclavada, antes de
sofrer clivagem, para que houvesse completa inativacdo da DNA polimerase.
Ao produto de PCR foi adicionado 5 U de cada enzima a cada 12 horas
incubado por 36 horas. Esse tempo prolongado de incubacdo é o recomendado
para que as enzimas clivassem completamente o produto de PCR.

3.10 Reacgéo de ligacdo de DNA

Vetor e produto de PCR foram tratados com fenol:cloroférmio:élcool
isoamilico (25:24:1), precipitados e ressuspensos em agua milli-Q autoclavada,
antes de realizar-se o sistema de ligagéo. O sistema de ligagdo foi montado
com uma proporgé&o molar de vetor.inserto de 1:5. Foram utilizados tampéo de
T4 DNA ligase (50 mmol/L Tris-HCI pH 7,6; 10 mmol/L MgCly; 1 mmol/L DTT;
0,5 mmol/L ATP e 5% PEG 8000) e 0,5 U de T4 DNA ligase em um sistema de
volume final 20 uL. A reagdo foi incubada a 37°C por 1 hora e precipitada com
2,5 volumes de etanol absoluto, 0 DNA foi seco a vacuo e ressuspenso em 5

pL de agua milli-Q autoclavada.



3.11 Preparo de Células Eletrocompetentes

Uma cultura com 40mL de E. coli crescida por 3 a 5 horas (DO 0,8) foi
centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos, em centrifuga gelada (4°C). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 40 mL de agua
milli-Q estéril gelada. Essa suspenséo foi centrifugada novamente a 5000 rpm
por &5 minutos (4°C), e o sedimento ressuspenso, repetindo-se o procedimento
anterior. Apds descartar o sobrenadante as células foram lavadas em solugéo
de glicerol 15% estéril e gelado. Finalmente, apds centrifugagio de 5000 rpm
por 5 minutos, as células foram ressuspensas em 300 uL de glicerol 15% estéril

e gelado, aliquotadas (20 ulL) e conservadas a -70°C.

3.12 Transformagao Bacteriana por Eletroporagéo

Aliquotas de células eletrocompetentes de E. coli foram descongeladas
em banho de gelo e a elas adicionados de 0,2-1 uL de solugdo de DNA ou
reacdo de ligacdo. Essa mistura foi homogeneizada, transferida para camaras
de eletroporacdo e submetida a um pulso elétrico de 4 kV, 200 Q, 330 pF. A
seguir, as células foram incubadas com 1 mL de meio SOC, sem antibioticos, a
37°C - 130 rpm por 40 minutos para permitir sua recuperacgao. Aliquotas de 50-
250 pL de células foram plaqueadas em meio LA com antibidticos adequados a
selecdo das células recombinantes e as placas incubadas de 16-24horas a
37°C.

3.13 Ferramentas de Biolnformatica

O gene rpoC foi localizado da sequéncia gendmica de H.seropedicae no
Banco de Dados do programa Genopar (http://www.genopar.org); utilizando o
programa GAAT (Genomic Assembly and Analysis Tool) (Favetti et a/, 2003).

Os alinhamentos das segléncias de aminoacidos das proteinas foram
realizados com a utilizagdo do programa ClustalW (Higgins, et al 1994). Este
programa realiza alinhamentos entre sequéncias de proteinas, identificando
similaridades.

Os operons rpsMKDrpoArplQ e rp/KAJrpoBC foram analisados utilizando
o programa FramePlot 2.3.2 (Ishikawa & Hotta, 1999), que localiza as
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provaveis regiées codificadoras de proteina de acordo com o conteudo GC da
regido. A sequéncias selecionadas no gréafico gerado pelo FramePlot foram
traduzidas e comparadas com o banco de dados de sequéncias de proteinas
GenBank utilizando o aplicativo BlastP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). As
mudancas de fase e erros de sequenciamento foram corrigidos pela analise
dos eletroferogramas visualizados no programa Consed (Gordon, Abajian &
Green, 1998).

Os dominios estruturais da subunidade f° da RNA polimerase de H.
seropedicae foram identificados pelo programa SMART (Simple Modular
Architecture Research Tool) (Schultz et al, 1998 e Letunic et al, 2002) e Pfam
(Protein families database) (http://www.sanger.ac.uk). O ponto isoelétrico e a
massa molecular tedrica da proteina nativa e com cauda de residuos de
histidina foram calculados utilizando-se o aplicativo Compute pl/MW Tool
(http://us.expasy.org) (Bjellqvist et al, 1993; Bjellqvist et al, 1994 e Wilkins et a/,
1998) .
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQO

4.1 Andlise dos operons que possuem 0s genes que codificam para as
subunidades da RNApolimerase de H. seropedicae

4.1.1 Operon rp/KAJLrpoBC

A sequéncia de nucleotideos da posi¢cdo 7500 até 19900 do contig 194
(montagem de 18/08/2003) foi obtida no banco de dados do programa Genopar
e analisada pelo programa FramePlot 2.3.2. A analise demonstrou que a
organizagao do operon rplKAJLrpoBC em H. seropedicae também € idéntica a
organizacdo encontrada em E. coli (Figura 4).

Trés provaveis promotores tipo sigma 70 foram identificados, dois deles na
regido a montante ao inicio de tradugdo do primeiro gene do operon
(TCGAACTCGAATTCGGCCAACTGGAAAAAG e TCAACGCCCGCTGGAGCGTA
CCGGACAAG) e um na regido intergénica a montante ao inicio de tradugao do
gene rplJ (TIGCCCTATGCTGCAGTGAACTCCTAAACG). O primeiro gene do
operon € o gene rplK (429pb) que codifica para a proteina ribossomal L11 (142aa),

5 pares de base a montante ao cddon de inicio de tradugdo encontra-se um
provavel sitio de ligacdo de ribossoma, AGGAG. O gene seguinte € denominado
rplA  (693pb) que codifica para a proteina ribossomal L1(230aa) e possui um
provavel sitio de ligacdo de ribossoma, GGAGG, 7pb a montante ao cddon de
inicio de traducdo. N&o existe regido intergénica entre esses genes, o codon de
parada coincide com o cédon de inicio de tradugdo do préoximo gene. O terceiro
gene que compde este operon é o gene rplJ (534pb) que codifica para a proteina
ribossomal L10 (177aa) e possui uma provavel sitio de ligagdo de ribossoma,
AGGCAAG, 6pb a montante ao cddon de inicio de tradugdo. O préximo gene deste
operon € o gene rpil. (369pb) que codifica para a proteina ribossomal L12 (122aa)
e também possui um provavel sitio de ligacdo de ribossoma, GGAG, 6pb a
montante ao cddon de inicio de tradugédo. O pendultimo gene deste operon é o gene
rpoB (4101pb), que codifica para a subunidade 3 da RNA polimerase (1366aa) e
possui um sitio de ligacdo de ribossoma, GGAG, 5pb a montante ao cédon de
inicio de tradugéo. O Ultimo gene deste operon é o gene rpoC (4242pb), que
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codifica para a subunidade 3 da RNA polimerase (1413aa) e possui um sitio de
ligacao de ribossoma, GGAG, 6pb a montante ao coédon de inicio de traducéo.
Provaveis regides formadoras de grampos, que podem atuar como terminadores,
foram encontradas ap6s o cédon de final de tradugdo do ultimo gene do operon
(AGCGCAGCGCAGGCATTGCCAACGAAGA, TTCATGGCGGCCTGCGTATGCA
e TGGCGCTGCAGCAGTGGCTATGCGT). Também foi identificado um provavel
grampo na regido intergénica entre rp/L e rpoB, que pode funcionar como um
atenuador de transcricdo (TTGAGTGCCGATGGCCCGGACT).

Figura 4. Organizacgéo e Sequéncia do operon rp/lKAJLrpoBC

1 GoGCTGACCGAGCGTATCARCCSC

CARGARCAGT TCGGCTAGATCCTEGTGCCGACTGARAAGRAGTCGTTGA
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11441

11521

11601

11681

11761

11841

M921 csoracan GCGACSAGEARATCT  TCOACTGRATCCATCS GECEARGECGAAGLGTARGICTCGCATCG

12001 oceaeTaETECECTTeT ATCEECCACCUGACACEGCAGAAG T AACAGETGORAGAGARGCGGUGTCGGAAGT AT TS
12081 GeesoceTTTTTITTCSTOCCERNARGTCECTTGTCCT TGO TAGECETAGGAGERGOBT

12161 recoaaTcToCTATCATOT T CARATART AR GAT TCTCATCTETGOGEGROATGOGTGAGTGARAGACAGTAT TOATS
12241 GecoroceTATECAGETCETTTOTT T TCCAAGAGBTAGCCAGCAL ACR.

12321 GrorerocATaCRARTCGAGETETGOAGCAGCOETATTOCT G ICHCOTATGOGCA

12401 Acca6ATCAGECGOARTCCGTTOARTZCAGT TCAT AGATCCT TCCATCGTGCTGECOTAGECOAGIGECAAGAAGCTES
Legenda: rp/K (429pb) laranja; rpiA (693pb) verde; rplJ (534pb) rosa; rplL (396pb) roxo; rpoB
(4101) azul e rpoC (4242) vermetho. Os provaveis sitios de ligagéo de ribossoma, seqiiéncias

de Shine-Dalagarno, estdo em negrito. As provaveis regides promotoras estdo em amarelo e
sublinhado, o atenuador esta em rosa escuro e os terminadores em azul escuro. Asteriscos (%)

indicam o c6don de parada de traducéo.
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4.1.2 Operon rpsMKDrpoArplQ

Parte da sequéncia do contig 282 (posigéo 5670 até 9200, montagem de
18/08/2003) obtida no banco de dados do programa Genopar foi analisada pelo
programa FramePlot 2.3.2. Os resultados revelaram a organizagédo do operon
operon rpsMKDrpoArplQ em H. seropedicae que é idéntica a organizacédo
encontrada em E. coli (figura 5).

Dois provaveis promotores do tipo sigma 70
(GTGTTCCGAACCAAGTAACAGTGAAACATT e GTCAAGCGGATCTGCCGC
AACTGCAAAAT) foram identificados na regido a montante ao inicio de

traducéo do primeiro gene do operon. O primeiro gene do operon € o gene
rpsM (363pb) que codifica para a proteina ribossomal S13 (120aa), 7 pares de
base a montante ao cédon de inicio de tradug&o encontra-se um provavel sitio
de ligagéo de ribossoma, AGGA. O gene seguinte € denominado rpsK (542pb)
gue codifica para a proteina ribossomal S11 (184aa) e possui um provavel sitio
de ligacdo de ribossoma, AGGA, 7pb a montante ao coédon de inicio de
traducao. O terceiro gene que compde este operon € o gene rpsD (621pb) que
codifica para a proteina ribossomal S4 (120aa) e possui um provavel sitio de
ligacao de ribossoma, AGGA, 6pb a montante ao cédon de inicio de tradugao,
gue neste caso € o codon alternativo GTG. O penultimo gene deste operon € o
gene rpoA (978pb) que codifica para a subunidade o da RNA polimerase
(325aa) e também possui um provavel sitio de ligagéo de ribossoma, AGGA,
Bpb a montante ao cédon de inicio de traducéo. O ultimo gene deste operon € o
gene rp/Q (396pb), que codifica para a proteina ribossomal L17 (131aa) e
possui um sitio de ligacéo de ribossoma 7pb a montante ao cdédon de inicio de
traducdo. Foi identificado um provavel terminador independente da proteina
Rho (AAAAAGCCAGGCCTTGCCTGGCTTTTT) 24pb apos o coédon de final de
traducéo do ultimo gene do operon.

Figura 5. Organizacéo e sequéncia do operon rpsMKDrpoArplK
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1121 CACCCAGATCCAGGACHTGACTCCGETTCCCGUACAACGGUTRCLUGTCOGCCGAASCGOUGTCECATCTARGT TG TAGTA 1200

1201 TRATCTTGCGCTTTCGC T STTCSTCAGGCAARAGCGCAGGUARAT CACTCICCAATCALCTTEGLEGGTTTTGTTSTTA 1280

1281 AGACCACTETCTGECOGCATGTASHTCAGRCTAGGT COGGCARCATGEGACGTCATTGATAARGEARATACCETEGCAL 1360

1361 GTTATATCGGACCORARGCAAAACTCTCOCGICGCGARGSUACCGACCTET TCCTGARGAGCGCANGCCECTOGCTGEAT 1440

1441 TCCAAGTGURAGTEOATTCCARGCCEGET AGCACEEUCHEALCTH G A00RCICRCACOT AN GECTACGGCARCAGHT 1520

1591 SCGCHAARAGCAGRAGET AGCGOATATACGECET OTCAAGIGICAG T TCOROAGC TACTT MSCTGARGC ATCGET 1600

1601 “OAAIGICAATACCHECEARACCET GETGARECT GO GRANT G G CT G ARCGTOS TCTACHECAT SECOTTNS 1680

1881 TCGACLCGCEUTGAAGCECETCAGCTGGTETCOrATARGGCCUTACCETEAACGGTCARGTCRTGARCAT CECTTCCTE 1760

1761 CTCOGTCARGGOAGGLGACGTCATCGCHTGOGTGRARAGEOCARGARGCAAGTGETATCECCGARGCCCTATCGCTEE 1840

1841 ‘CGA TCGAACGET PCES RGT HaT OGTGEATTOGA S RRGTCTOGARAGGCACOTT ARCGTCCTCLGCTGEEATIGT 1920

1921 AGCEAPATTGCTECCGACGTCARTGAATC G TEATCATOGAACTGTACTCGCGTTAATTCGTAGTACCECCETACCCCTS 2000

2001 TGCCCACCTZATGGTGGECATTTTTCCEAACTGUCATCAGUCT TATCGGTGTAATGAGCTGAGGETATTGAAAAGGATAR 2080

2081 TTCATGCAREACAGTTTGTTGAAGCUCTGCATCATCGAAGT SSAARICC TG ICTCCIGTCAUGCAARGGTCGT AT GER 2160

2161 GCCGTTCSAGCETGHTTATGETCACACCCTGEGUARCHOGCT SCGTCGOGTGOTECTCTOBACCATSAGCGETTACGUTT 2240
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2320

2400

2480

2560

2640

2720

3040

3280
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3281

3361

3441

3521

3601 TCTCACGGACGT TGCATCACCARGAAAAAGCCAGGC
3681 CTITGCCTGGCTTTTTTATTTGGCECGECAGTTTTCGCTGATSTCCTGASCTTGTATGECGACGCCGTAGCTCASCATGTS

3761 SGTTGAATRCGG
Legenda: rpsM (363pb) vermelho; rpsK (542pb) azul claro; rpsD (621pb) laranja; rpoA (978pb)
verde e o rplQ (396pb) rosa. O provavel promotor esta destacado em amarelo e sublinhado.Os
provaveis sitios de ligagdo de ribossoma, seqiiéncias de Shine-Dalagarno, estdo em negrito.
Um provavel terminador ndo dependente de Rho esta destacado em azul escuro. Acima da
sequéncia de nucleotideos encontra-se o produto de traducéo, onde os asteriscos representam
0 codon de término de tradugéo.

Os genes que codificam para as subunidades do nucleo da RNA
polimerase estdo organizados em dois operons em E. coli o0 operon
rpsMKDrpoArpiQ e o operon rplKAJLrpoBC (Yura & Ishihama, 1979). Squires
et al (1981) identificaram a regiao terminadora deste operon e um atenuador de
transcricdo foi identificado entre os genes rpll e rpoB (Morgan, Kellet &
Hayward). Dois promotores tipo sigma 70 bastante fortes foram identificados
neste operon, uma a montante a rp/K e outro a montante a rp/J (Ralling & Linn,
1984). A organizacéo destes operons encontrada em H. seropedicae € muito
semelhante aquela descrita para E. coli. Essa semelhanga indica que
provavelmente a regulac@o transcricional e poés-transcricional dos genes que
codificam para as subunidades do nucleo da RNA polimerase de H.

seropedicae sejam parecidas com a descrita para E. coli.

3360

3440

3520

3600

3680

3760

3772
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Esses resultados sugerem que a super-expressao da subunidade B” a
partir do promotor tac poderia reduzir a propor¢édo de transcrigdo e traducéo
das outras subunidades, principalmente B. Essa redugdo na transcricdo
acarretaria um decréscimo da concentracdo celular de nucleo e holoenzima
(Dykxhoorn, Pierre & Linn, 1996), dificultando a purificagdo da RNA polimerase.
A insergdo da cauda de histidinas diretamente no genoma de H. seropedicae
foi a opgéo escolhida para contornar esse problemas, pois assim a subunidade

B'-His seria transcrita a partir de seu promotor nativo.

4.2 Comparagdo da seqUéncia de aminodcidos da subunidade B° de H.

seropedicae

A sequéncia de aminoacidos da subunidade 3° da RNA polimerase de H.
seropedicae apresenta grande similaridade com a seqUéncia de aminoacidos
da subunidade " de Proteobactérias, incluindo R. solanacearum, E. coli e B.
japonicum (Figura 6). Os valores de identidade calculados foram 84,2% (R.
solanacearum), 64,8% (E. coli) e 57,8% (B. japonicum). Esse alinhamento
revelou que a sequéncia da proteina & bastante conservada. Pode-se observar
também que a regido C-terminal apresenta o menor grau de conservagéo,
indicando que provavelmente ndo seja essencial para a atividade bioldgica da

proteina.

Figura 6. Alinhamento da sequéncia da subunidade ° da RNA polimerase de

H. seropedicae, E. coli, R. solanacearum e B. japonicum.
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Hs TRDITGGLPR VAELFEARSP KDAGMLAEVT GTVAFGHKETK GHQRLEITDM EG--TKHEFL
Ec - DGS-DEYEEM
Rs ThL DG-~NAHEEFL
B DRTDEPREYL

Hs
Ee
Ra BNRE DEOVYNKGEM

DEDVVERGDRE T

Consenso FoFotrso o gt vk, koo Fok w M Vikok gk kdEavE e
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e DEHIEVIVRY MLRKA AN RELEANGKYG ATYERDLLGT

Al
WIABGKREP ATYE

[VRQ MLRRYGIVIY

Rs DRHIEY

= DEHIEVIVRY MLOWYEYVTDC

Ha
Ec ELRGLKE
Rs ; FVDRDLRGL

T RVLTEAAVNG KVDPLEGLKE

e W xck . R w ok d ko

Legenda: Aminoacidos idénticos em todas as cinco seqiiéncias estao indicados por asteriscos
(*), substituicbes conservativas estdo indicadas por dois pontos (:) e substituicdes semi-
conservativas sdo indicadas por um ponto (). As falhas estao indicadas por (-).

A RNA polimerase de E. coli foi purificada e manteve-se ativa apos a
purificagdo utilizando como estratégia a insercado de 6 residuos de histidina na
regido C-terminal da subunidade B~ (Kashlev et al, 1993). A andlise da
sequéncia de aminoacidos da subunidade " de E. coli e H. seropedicae
demonstrou uma alta identidade entre essas proteinas (64,8%), indicando que
a insergéo dos 6 residuos de histidina na regido C-terminal provavelmente ndo
ira provocar alteragées na montagem da RNA polimerase e em sua atividade.

Essa estratégia devera permitir a recuperagdo de proteinas que
interagem com a subunidade ’, tais como as subunidades B, o € ® da RNA

polimerase, fatores ¢ e outros fatores de transcrigdo. Essa metodologia podera
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ser aplicada para identificar interagdo proteina-proteina em H. seropedicae,
substituindo a utilizacdo de plasmidios.

4.3 l|dentificagdo dos dominios da subunidade B° da RNA polimerase de H.
seropedicae

Para confirmar que o gene rpoC de H. seropedicae identificado neste
trabalho codifica para a subunidade 'da RNA polimerase uma analise de
dominios estruturais foi realizada in silico. A combinagao dos resultados obtidos
pelo programa SMART e pelo programa Pfam permitiram identificar os 5
dominios caracteristicos da subunidade 3°'da RNA polimerase (Severinov et al,
1996) e o motivo de coordenacao de ions Zn*" (figura 7). A organizacdo
observada é idéntica aquela descrita para T. aquaticus (codigo de entrada
SwissPfam Q8RQES).

Figura 7. Dominios estruturais da subunidade 3" da RNA polimerase de H.

seropedicae.

LL,egenda: Dominio 1, representa uma estrutura em bracadeira (laranjado); Dominio 2, parte do
sitio catalitico (verde); Dominio 3, forma um poro (amarelo); Dominio 4, forma um funil (azul) e
Dominio 5, parte da fenda onde se encaixa a dupla fita de DNA (vermelho). O motivo para
coordenacéo de ions zinco encontra-se no dominio 1 (roxo).

O dominio 1, residuo de aminoacido 14 ao 342, apresenta uma estrutura
em forma de bragadeira. Esse dominio € uma regiao mdvel da proteina
envolvido no posicionamento do DNA, na manutencgéo da estabilidade da bolha
de transcrigdo e no posicionamento da cadeia de RNA nascente. Este dominio
contém ainda o motivo de coordenagdo de ions Zn**, que possui a seqiéncia
consenso C-X(1-6)-H-X-C-X3-C(H/C)-X(3-4)-(H/C)-X(1-10)-C.
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O dominio 2, residuo de aminoacido 344 ao 486, corresponde ao
dominio que contém o sitio ativo, apresenta o motivo invariavel NADFDGD, que
é o sitio de coordenagéo do fon Mg®. O dominio 3 (residuo 489 a 645) é
denominado dominio poro. E por este poro que os NTPs entram no sitio
catalitico da enzima e €& por onde a extremidade 3'do RNA nascente é
colocada para fora durante o retorno da RNA polimerase na transcrigao.

O dominio 4 (residuo 670 a 765), forma uma estrutura em funil onde
encontram-se sitios de ligagdo para fatores de alongamento de transcricdo.
Finalmente, o dominio 5 (residuo 767 a 1323) forma uma fenda descontinua
que faz parte do canal central do oligbmero onde se liga a fita de DNA molde.

Estes resultados mostraram a extremidade C-terminal da subunidade §~
da RNA polimerase de H. seropedicae que provavelmente ndo contém um
dominio importante para a manutencéo de sua estrutura e/ou fungdo. Isto
reforca a premissa deste projeto de que a insergédo de 6 residuos de histidina
nesta regido nao ira afetar a montagem do oligdmero ou a atividade da RNA

polimerase de H. seropedicae.

4.4 Amplificagdo do gene rpoC

441 Determinacdo da temperatura de anelamento ideal para amplificacao do

fragmento de interesse.

Para determinar a temperatura ativa de anelamento dos iniciadores ao
DNA molde um experimento de PCR foi realizado. Neste ensaio 12 tubos
idénticos foram preparados, de acordo com o descrito em Materiais e Métodos,
e carregados em termociclador Eppendorf Motorcycle. Este equipamento
permite uma variagédo de temperatura entre as 12 colunas do bloco de tubos. A
menor temperatura de anelamento utilizada foi de 38°C e a maior temperatura
de anelamento foi de 58,7°C. A temperatura de fusdo calculada (Tm) para os
iniciadores foi de 54°C para o iniciador rpoCN e 50°C para o iniciador rpoCC.
Dois produtos de amplificacdo, 1800pb e 4200pb, foram obtidos nas
temperaturas entre 39,3°C e 51,5°C. A partir de 54°C apenas o produto de
4200pb foi obtido (figura 8)
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Figura 8. Eletroforese em gel de agar 1% dos produtos de Amplificagéo dos
iniciadores rpoCN e rpoCC.

58,7°C

Legenda: Linha 1, marcador de massa molecular 1Kb ladder; linhas 2 a4 13 produtos de
amplificacdo com gradiente de temperatura de anelamento; o volume todo de reagéo foi
aplicado.

442 Amplificagao do gene rpoC de H. seropedicae para clonagem

Para amplificar o gene rpoC de H. seropedicae foi utlizada a
temperatura de anelamento de 58,7°C. Uma unica banda de interesse, 4200pb,
foi obtida (Figura 9). Nesta reacdo foram utilizadas duas DNA polimerase, Tag
DNA polimerase e Pfx DNA polimerase na propor¢céo de 10:1 (Cheng et al,
1994).
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificagédo com
os iniciadores rpoCN e rpoCC, temperatura de anelamento de 58,7°C, Pfx DNA
polimerase e Tag DNA polimerase.

4Kb

Legenda: Linha 1, marcador de massa molecular 1Kb ladder; linha 2 produtos de amplificagéo
com os iniciadores rpoCN e rpoCC e temperatura de anelamento de 58,7°C; foram aplicados

2ul da mistura de reacéo.

A Pfx € uma DNA polimerase extraida de Pirococcus sp. e possui
atividade corretora de erros (exonuclease 3'- 57) portanto, a taxa de erro de
incorporacdo de base no DNA produzido é menor (10®) do que a da Tag DNA
polimerase, ndo possui atividade corretora. Uma baixa taxa de erro € essencial
para produtos de amplificacéo longos como o gene rpoC de H. seropedicae.
Além disso, a Pfx remove o nucleotideo A adicionado independente de molde
pela Tag DNA polimerase. O produto de amplificagcdo obtido com a mistura das
duas DNA polimerases possui pontas cegas.

O fragmento obtido, 4,2Kb, foi digerido com as enzimas Ndel e Hindlll,
cujos sitios foram introduzidos nos oligonucleotideos iniciadores e sera clonado
no vetor pET29a.

4.5 Estratégias de clonagem do gene rpoC de H. seropedicae.

O produto de amplificagdo (4200pb) obtido com os iniciadores rpoCN e
rpoCC foi digerido com as enzimas Ndel e Hindlll para clonagem no vetor
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pET29a, digerido com as mesmas enzimas. O fragmento Xbal/Smal do
plasmidio recombinante obtido (gene rpoC com fusdo de uma cauda que
codifica para 6 residuos de histidina na regido C-terminal) devera ser
subuclonado no vetor pDK6 digerido com a enzima Hindlll, tratado com T4
DNA polimerase e digerido com a enzima Xbal. O vetor pDK6 foi escolhido por
possuir o promotor fac, que € funcional em H. seropedicae. O esquema de

clonagem esta mostrado na figura 10.

Figura 10. Esquema de clonagem do gene rpoC de H. seropedicae

DNA genémico
H. seropedicae

Amplificagio por PCR Nde | Hind 1l
I A
Nde | Hind 1l
e <=
rpoCN mpoCC
4

_ Digestdo com Xbal e Smal
“"¢ ligagao no pDK6

lacy

rpoC-Histag

snﬁ‘/
5.

4.6 Estratégia de expresséo do gene rpoC em H. seropedicae.

O plasmideo contendo o gene rpoC-Histag sob a influéncia do promotor
tac (pDK6 — rpoC-Histag) devera ser transformado em H. seropedicae afim de
se obter recombinacdo homdloga do tipo simples permuta (“crossing-over”
simples). Os recombinantes deverdo ser selecionados pela resisténcia ao
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antibiético canamicina e analisados por hibridizagdo. O mutante desejado sera
aquele que possuir o gene rpoC fundido com cauda de 6 residuos de histidina
expresso a partir do promotor do operon rp/KAJLrpoBC nativo de H
seropedicae. A superexpressado da subunidade B° da RNA polimerase nédo é
interessante, pois poderia inibir a express&o das outras subunidades, portanto,
produziria uma estirpe inviavel. O esquema de transformacéo e recombinagao

esta indicado na figura 11.

Figura 11. Esquema de recombinagdo do gene rpoC de H. seropedicae.

pDK6
rpoC-Hlstag

2 possibilidades de permuta simples:

§

O

rpIK  rplA [ rpld [ rplL rpoB

Possibilidade 1 — possibilidade desejada

<

(o)
£
£

mlK  plA  plJ pll rpoB

Possibilidade 2 — possibilidade indesejada
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5 CONCLUSOES

Os genes que codificam para as subunidades do nucleo da RNA
polimerase de H. seropedicae estdo organizados em dois operons, 0 operon
rpsMKDrpoArplQ e o operon rplKAJLrpoBC. Foram identificadas as provaveis
regides regulatérias desses operons; promotores, atenuadores e terminadores
de transcrig&o.

As analises da sequéncia de aminoacidos da subunidade B'da RNA
polimerase revelaram uma grande similaridade das seqliéncias de proteinas
homologas de outros organismos, indicando que essa proteina & bastante
conservada.

A analise de dominios permitiu a identificagdo de todos os dominios
caracteristicos da subunidade p’da RNA polimerase, reforcando que o gene
rpoC identificado neste trabalho codifica para esta proteina de H. seropedicae.

Um fragmento de PCR de 4200pb, correspondente ao gene rpoC de H.
seropedicae foi obtido e esta sendo clonado no vetor pET29a. As condi¢des
otimas para amplificagao deste fragmento foram determinadas. O gene rpoC de
H. seropedicae foi amplificado com uma mistura de duas DNA polimerase, uma
com atividade corretora de erros (Pfx DNA polimerase) e outra sem essa
atividade (Tag DNA polimerase) para minimizar a taxa de erros e permitir a

producéo de pontas cegas no fragmento amplificado.
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