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RESUMO

O gene modE codifica para um potencial repressor de transcricao dos genes modABC,
envolvidos com o transporte de molibdénio. Em Herbaspirillum seropedicae o gene modE foi
identificado a cerca de 1,8kb a montante do gene nifA por Voigt (2000). Este gene foi
seqlienciado e caracterizado estruturalmente. Neste trabalho o gene modE, contido no
plasmideo pELV2B, foi mutagenizado por insercdo do transposon Tn5B20 originando o
plasmideo pARS8. Este plasmideo foi transferido para H. seropedicae e mutantes
cromossdmicos foram obtidos por simples recombinacdo. Estes mutantes apresentaram
atividade de nitrogenase semelhante a da estirpe controle H. seropedicae SmRI, indicando
gue ndo houve comprometimento no processo de fixacdo de nitrogénio. O plasmideo
PELV2B continha também, a montante do gene modE, parte de uma ORF denominada orf4 e
que foi subclonada no plasmideo pELV22B (VOIGT,2000). Neste trabalho foi concluido o
sequenciamento do DNA-inserto do plasmideo pELV22B e a sequiéncia inicial da orf4 que era
de 449 nucleotideos aumentou para 687 nucleotideos. Esta seqiiéncia parcial somada a uma
seqliéncia contendo 498 nucleotideos, situada em outro fragmento a montante, produziu uma
seqiiéncia completa que foi identificada como o gene /uxA, através de comparagbes com
sequéncias de aminoacidos do banco de dados. O gene luxA codifica para a subunidade o
da luciferase, enzima que catalisa reagdes de emissao de luz em bactérias luminescentes. O
gene /uxA de H. seropedicae possui 1032 nucleotideos e foi localizado a montante do gene
modE e a aproximadamente 1,2 kb a montante do gene nifA. Ele € transcrito na mesma
direcdo do gene modE e em direcdo oposta ao gene nifA. O seu provavel cédon de término
de traducgao esta sobreposto ao cédon de inicio de traducao do gene modE. A seqliéncia de
aminoacidos deduzida da proteina LuxA apresenta um possivel dominio bac_luciferase. Para
analisar a presenca de uma possivel regido promotora para os genes modE e/ou luxA foram
realizadas fusdées no vetor de fusdo-lacZ sem promotor pMP220. Foram clonados os
fragmentos correspondentes a uma regido de 585 nucleotideos (Pstl/EcoRI) e a uma regiao
de 1266 nucleotideos (Pstl/EcoRV) ambas a montante ao gene modE. Esta ultima contendo
978 dos 1032 nucleotideos do gene /luxA mais 258 nucleotideos a montante a este gene. Os
fragmentos foram clonados e ensaiados para a atividade de -galactosidase. Os resultados

foram negativos indicando, provavelmente, a auséncia de promotor nestas regides.
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1. INTRODUGAO

1.1. Fixagao biolégica de nitrogénio

Todos os organismos vivos necessitam de nitrogénio para a biossintese de
aminoacidos e bases puricas e pirimidicas, constituintes das proteinas e dos acidos
nucléicos. O gas nitrogénio (N2) corresponde a 80% dos gases totais da atmosfera,
mas nao € assimilavel diretamente pela maioria dos seres vivos (POSTGATE, 1989).
Na maioria dos solos, a disponibilidade deste nutriente € pequena, quando
comparada com as necessidades da cobertura vegetal (EPSTEIN, 1975).

A sustentabilidade da agricultura depende de um manejo efetivo do nitrogénio
no ambiente (GRAHAM & VANCE, 2000), o que envolve o uso de fertilizantes ou a
otimizagdo do processo de fixagado biolégica de nitrogénio (POSTGATE, 1982). O N,
fixado biologicamente é usado diretamente pela planta e € menos suscetivel a
volatilizac&o, denitrificagdo e lixiviagdo. Aproximadamente 80% deste nitrogénio
fixado biologicamente vem da simbiose envolvendo plantas leguminosas e espécies
de Rhizobium, Bradyrhizobium, | Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium e
Allorhizobium. No entanto cada vez mais outros organismos tem sido estudados e
considerados como grandes contribuidores para a fixagdo de nitrogénio como
simbidticos ou associativos (GRAHAM & VANCE, 2000).

Com o alto requerimento de nitrogénio pelas plantas produtoras de grédos néo
teria sido possivel a grande produgdo alcangada nas ultimas décadas se nao fosse o
uso de fertilizantes nitrogenados, uma vez que & comum a deficiéncia de nitrogénio
no solo dos tropicos e subtrépicos (GRAHAM & VANCE, 2000). Estes fertilizantes,
além de apresentarem um alto custo, podem causar danos ecoldgicos quando
utilizados indiscriminadamente. Isto inclui produgédo de éxido nitroso, liberado pela
redugéo parcial do nitrato, que juntamente com o didxido de carbono diminuem a
perda de calor pela terra contribuindo para o chamado efeito estufa; ocorréncia das
chuvas acidas; producdo de nitrato, derivado dos fertilizantes nitrogenados que
pode causar contaminag&o dos reservatérios de agua (POSTGATE, 1982; GRAHAM
& VANCE, 2000). A utilizagdo de microrganismos fixadores de nitrogénio como

biofertilizantes € mais econémica e inofensiva ao meio quando comparada com o



uso destes fertilizantes quimicos nitrogenados (POSTGATE, 1982). Sendo assim, €
de extrema importancia o estudo dos mecanismos envolvidos no processo de
fixacdo biolégica de nitrogénio e na sua regulagdo em varios organismos,
principalmente naqueles associados a plantas de interesse econdmico.

Fixacdo bioldgica de nitrogénio € a capacidade de diferentes grupos de
procariotos de reduzir o nitrogénio atmosférico (N2) a amonia (NHsz), em reacé&o
catalisada pelo complexo enzimatico da nitrogenase (EADY, 1986, POSTGATE,
1989; YOUNG, 1992). Microrganismos denominados diazotrofos s&o os que
apresentam esta propriedade (POSTGATE, 1989; YOUNG, 1992), e contribuem com
aproximadamente 60% do nitrogénio fixado no planeta, sendo, portanto essenciais
para a manutengao do ciclo do nitrogénio .

O complexo enzimatico da nitrogenase também & capaz de reduzir outros
substratos contendo ligages triplas terminais do tipo: -C=C-, -C=N, N=N, N=O
(EADY e POSTGATE, 1974, POSTGATE, 1982) presentes por exemplo no
acetileno, cianeto, 6xido nitroso e outros compostos similares (DILWORTH, 1966;
SCHOLLORN & BURRIS, 1967; RIVERA-ORTIZ ef al., 1975; RUBINSON et al.,
1983).

A estequiometria da reacdo catalisada pela nitrogenase segundo Simpson &
Burris (1984) é :

N, + 8¢ + 8H* + 16 ATP.Mg — 2 NH; + 16 ADP.Mg + 16Pi + Hy

O complexo enzimatico da nitrogenase é composto por duas proteinas: a
dinitrogenase-redutase ou proteina ferro (proteina- Fe) e a dinitrogenase ou proteina
ferro- molibdénio (proteina-FeMo) (DEAN et al., 1993; HOWARD & REES, 1996). A
proteina Fe é um homodimero constituido de 2 subunidades y com massa molecular
de aproximadamente 57.000 a 72.000 Da, de acordo com o microrganismo da qual
foi isolada (EADY et al., 1988). Ela possui um nucleo FeS (4Fe4S) ancorado entre as
duas subunidades e é responsavel pela transferéncia de elétrons para a proteina
FeMo, sendo esta etapa acoplada a hidrélise de ATP (KIM et al., 1993; HOWARD &
REES, 1996).
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A proteina-FeMo ¢ um tetramero formado por duas subunidades o e duas
subunidades B (a2B2) de massa molecular total de cerca de 220 kDa (EADY et al,,
1972; HOWARD & REES, 1994). As massas moleculares das subunidades o e {3
sdo de cerca de 55 e 60 kDa, respectivamente (ROBERTS et al, 1978; KIM &
REES, 1994). A proteina-FeMo contém 2 atomos de Mo, 30 atomos de Fe e 32
atomos de S organizados em dois tipos de nucleos metélicos: o nucleo P (FeS) e
o cofator ferro-molibdénio (Fe-Moco). Cada dimero aff contém um nucleo P e um
cofator FeMoco (KIM & REES,1994).

Para que a fixag&o bioldgica de nitrogénio ocorra s&o requeridas condicbes .
ambientais favoraveis para os diazotrofos, tais como: disponibilidade de metais,
principalmente molibdénio e ferro, para a expresséo da nitrogenasé (CLARKE &
CARBON, 1976; PRESTON & LUDDEN, 1983); tensé&o ideal de oxigénio, uma vez
que a nitrogenase sofre oxidagdo (POSTGATE, 1982); disponibilidade de energia e
ATP; temperatura ideal ja que baixas temperaturas favorecem a evolugdo do Ha
sobre a reducdo do N, (THORNELEY & EADY, 1977) e auséncia de NHs pois os

diazotrofos ndo sintetizam nitrogenase se a amdnia estiver disponivel no meio
(POSTGATE, 1982).

1.2. Genética da fixagao biolégica de nitrogénio

Os genes envolvidos na fixagéo biolégica de nitrogénio foram identificados
primeiramente em Klebsiella pneumoniae. Nesta espécie bacteriana 20 genes estdo
envolvidos neste processo (genes nif), organizados em 8 operons (MERRICK,;1992).
Klebsiella pneumoniae é utilizada como modelo para estudo em outros
microrganismos. Os genes nif, nas diferentes espécies, estdo organizados em
diferentes padrdes de acordo com o nivel de adaptagéo ou fisiologia do organismo
(PEDROSA et al., 2001).

Estudos comparativos dos genes nif de diversos microrganismos, tais como:
Azotobacter vinelandii Azotobacter chroococcum, Rhodobacter capsulatus,
Enterobacter agglomerans e K. pneumoniae sugerem que existam pelo menos 14
genes em comum entre estes organismos, que sao nifH, nifD, nifK, nifE, nifN,nifX,



nifU, nifS, nifV, nifZ, nifW, nifM, nifB, nifQ; cujos produtos devem ser essenciais para
a biossintese da nitrogenase (MERRICK, 1992; 1995).

Em K. pneumoniae a transcricdo dos genes nif € dependente da proteina
ativadora NifA, cujo gene é co-transcrito com o gene nifL. O produto deste gene, a
proteina NifL, modula a atividade de NifA em resposta ao oxigénio e ao nitrogénio
fixado (GOVANTES ef al.,1996).

1.3. Herbaspirillum seropedicae

Herbaspiriflum seropedicae € uma bactéria gram-negativa pertencente a
divisdo Proteobacteria, subdivisdo Beta (YOUNG,1992). Apresenta geralmente
forma vibridide, as vezes helicoidal, com um a trés flagelos em um ou em ambos os
polos. O didmetro das células varia de 0,6 a 0,7 um e o comprimento, entre 1,5 e 5,0
um. E uma bactéria fixadora de nitrogénio isolada em 1986 por BALDANI et al. e tem
sido considerado um endofito obrigatério. Foi inicialmente sugerido como uma nova
espécie de Azospirillum, contudo, diferindo deste em relagdo as dimensGes das
células, nimero de flagelos e coloragéo das coldnias (BALDANI ef al. 1986). Falk et
al. (1986), com base em experimentos de hibridizagdo RNA/RNA, mostraram a
pequena relagéo entre H. seropedicae, Azospirillum e Aquaspurillum itersoni, Baldani
et al. (1986) demonstraram que a homologia DNA/DNA entre H. seropedicae e
Azospirillum spp era menor que 24%, sendo proposta a criagdo do género
Herbaspirnllum. Diferengas entre Herbaspirillum e Azospirillum também foram
confirmadas por seus padrdes protéicos em SDS-PAGE (DIANESE ef af, 1989). H.
seropedicae fixa nitrogénio atmosférico em condi¢cdes microaerdbias e assimila
nitrato a nitrito sob limitagéo de oxigénio. Cresce entre 30 e 40°C e em pH variando
de 5,3 a 8,0. O contetido de G + C do DNA é de 67 * 0,5 mol%. Pode ser encontrada
em raizes, caules, folhas e sementes de muitas gramineas, tais como: milho, sorgo,
arroz, cana-de-agucar e plantas forrageiras (BALDANI ef al., 1997), em Ananaceae
(abacaxizeiro) @ Musaceae (bananeira) (WEBER et al., 1999), plantas de interesse
econdémico, dai a importancia atribuida a} este microrganismo.

O estudo dos genes nif, fix, gin e ntr relacionados com a fixagdo, o
metabolismo de nitrogénio e a sua regulacdo (MERRICK & EDWARDS,1995) pode



auxiliar no esclarecimento destes processos em Herbaspirillum seropedicae e na
obtengdo de estirpes geneticamente modificadas que possam funcionar como
fertilizantes biologicos. J& foram identificados e realizados estudos dos genes nifA
(SOUZA et al., 1991a), nifB (SOUZA et al., 1991b; REGO et al., 1997), ginAntrBC
(TEIXE!RA, 1991; STEFFENS et al, 1997; PERSHUN et al, 2000), recA
(STEFFENS et al., 1993), nifHDK (MACHADOQO et al., 1996), ginB (BENELLI et
al.,1997), recX (GALVAO, 2001), nifENXorfforf2 (KLASSEN et al., 1999),
nifQmodABC e fixXC (KLASSEN, 2000), orfédmodEorfSorf6 (VOIGT, 2000) e
amtBginK (NOINDOREF, 2002).

O gene nifA consiste de uma unidade transcricional independente que
codifica para a proteina NifA, um ativador de transcricdo dos genes de fixagédo de
nitrogénio (genes nif) (SOUZA et al., 1991a).

O gene nifB esta sequenciado e localizado a jusante do gene nifA e é
transcrito na mesma diregdo (SOUZA et al., 1991b). Codifica para a proteina NifB,
possivelmente envolvida no processamento do cofator ferro-molibdénio da
nitrogenase. ,

O operon g/nAntrBC codifica para glutamina sintetase (GS) e as proteinas
NtrB e NtrC, respectivamente (RIGO et al.,, 1996). A enzima glutamina sintetase
catalisa a sintese de glutamina a partir de aménio e glutamato. As proteinas NtrB e
NtrC constituem um sistema regulatério de dois componentes envolvido com a
fixagcdo e 0 metabolismo de nitrogénio. NtrB atua como uma histidina quinase de
membrana, fosforilando NtrC em baixas concentragdes de aménio, enquanto NtrC
fosforilada atua como um ativador de transcricdo dos genes de fixacdo e
metabolismo de nitrogénio (PERSUHN et a/., 2000).

O operon recAX codifica para a proteina RecA, que atua na recombinagéo
homodloga e no reparo do DNA (STEFFENS et al., 1993), e para a proteina RecX,
que também deve atuar nestes processos (GALVAOQ, 2001).

O operon nifHDKENXorf1orf2 contém os genes estruturais da nitrogenase,
nifHDK, os quais codificam para a subunidade y da proteina Fe e as subunidades o
e B da proteina FeMo desta enzima, respectivamente (MACHADO et al.,1996). Os
genes nmifENX também estdo relacionados com a fixagdo de nitrogénio e suas
respectivas proteinas devem atuar na biossintese do cofator ferro-molibdénio
(FeMoco) da nitrogenase. Os genes orfforf2 tem fungdes desconhecidas. A orf1



codifica para uma proteina semelhante a ferredoxina encontrada em Rhodobacter
capsulatus e Rhizobium sp. O produto da orf2 n&o apresenta similaridade com
nenhuma proteina conhecida (KLASSEN et al., 1999; KLASSEN,2000).

O gene ginB é uma unidade transcricional independente que codifica para a
proteina Pll, relacionada com a regulacdo do metabolismo de nitrogénio conforme a
disponibilidade de aménio no ambiente (BENELLI et al., 1997).

O operon nifQmodABC esta localizado a jusante do operon
nifHDKENXorf1orf2 e esta orientado na mesma diregdo. A proteina NifQ deve estar
relacionada com a incorporagé@o de molibdénio no cofator ferro-molibdénio (FeMoco)
da nitrogenase. As proteinas ModA, ModB e ModC formam um sistema de
transporte de molibdénio de aita afinidade, pertencente a familia de transportadores
ABC (KLASSEN, 2000; GRUNDEN & SHANMUGAM, 1997).

O operon fixXC esta parcialmente seqUenciado e disposto a jusante do
operon nifQmodABC e é transcrito na direcdo oposta. Codifica para as proteinas
FixX e FixC, as quais provavelmente atuam na transferéncia de elétrons para a
nitrogenase (KLASSEN, 2000).

A potencial fungdo da orf4 ainda ndo é conhecida. A proteina ModE
codificada pelo gene modE, provavelmente, € uma proteina ligante de molibdénio
repressora de transcricdo dos genes modABC. A proteina ORF5 codificada pela orf5
apresentou identidade com a transposase Trs5 e a sequéncia de aminoacidos
deduzida da regido distal da orf6 mostrou similaridade com a regido C-terminal de
diversas proteinas da familia de citotoxinas RTX (VOIGT,2000).

Os genes amtB e ginK foram sequenciados e sdo contiguos sendo co-
transcritos. O gene amiB codifica para a proteina AmtB, um provavel transportador
de ions aménio e o gene g/nK codifica para a proteina GInK que faz parte da familia
de proteinas Py, um tipo de proteina transdutora de sinal (NOINDORF, 2002).

1.4. Genes mod

O molibdénio, embora seja requerido apenas em quantidades minimas,
exerce uma fungio critica em varias vias metabdlicas em todos os organismos.

Estas vias contribuem, por exemplo, para a producdo de energia, no caso da



respiragdo anaerdbica em bactérias, usando “aceptores de elétrons alternativos” tais
como nitrato, dimetilsulféxido (GRUNDEN & SHANMUGAM, 1997). Este elemento é
um componente essencial de um grande numero de enzimas, onde ele esta
presente na forma de dois tipos de cofatores: o cofator ferro- molibdénio, na
nitrogenase, e os cofatores molibdopterinas em todas as outras molibdoenzimas
conhecidas (IMPERIAL et al., 1998). A redugéo de nitrato a nitrito e de dinitrogénio a
amoénia requer as molibdoenzimas nitrato redutase e dinitrogenase, respectivamente
(GRUNDEN & SHANMUGAM, 1997) e a redugao de dimetilsulféxido requer outra
molibdoenzima, a dimetilsulféxido redutase (WOOTTON et al., 1991). O molibdénio &
um elemento relativamente abundante na crosta terrestre, em duas principais formas
quimicas, MoS, e MoO4%. Apenas o molibdénio na forma de molibdato esta
prontamente sollvel e estavel em solugdes aquosas, e esta &, entdo, a unica fonte
disponivel de molibdénio para os sistemas bioldgicos (IMPERIAL et a/., 1998).

Os genes mod est&o envolvidos com o transporte de molibdénio sob a forma
de ions molibdato (LUQUE et al., 1993; WANG et al., 1993; MOUNCEY et al., 1995,
MAUPIN-FURLOW et al., 1995). Em A. vinelandii (LUQUE et al., 1993, MOUNCEY
et al., 1995), E. coli (MAUPIN-FURLOW et al., 1995) e R. capsulatus (WANG et
al., 1993), os genes modABC codificam para proteinas que integram um sistema de
transporte de ions molibdato de alta afinidade, as quais fazem parte da familia de
transportadores ABC. Nestes organismos, ModA é uma proteina periplasmatica
ligante de molibdato, ModB é uma proteina transmembrana formadora de canal e
ModC é uma proteina ligante de ATP. Estes genes do sistema de transporte de
molibdato foram isolados e sequenciados a partir de E. coli (MAUPIN-FURLOW et
al., 1995), de R. capsulatus (WANG, 1993) e de A. vinelandii (LUQUE et al., 1993;
MOUNCEY et al., 1995). Para E. coli e R. capsulatus foi identificado também o gene
modD que codifica para a proteina ModD que ndo apresenta similaridade de
sequéncia com o banco de dados e cuja fungdo no transporte ndo é clara. Projetos
de sequenciamento de genomas com bactérias relacionadas tém revelado uma
grande ocorréncia do sistema mod (IMPERIAL et al., 1998).

Estudos com mutantes mod revelaram sua incapacidade para produzir
determinadas molibdoenzimas, nitrato redutase por exemplo, sem suplementacao
de molibdato. Isto sugere que quando estes mutantes s@o crescidos em meio
suplementado com molibdato, ele entra nas células através do sistema de transporte



de sulfato ou por outros transportadores aniénicos ndo especificos (ROSENTEL et
al., 1995; GRUNDEN et al., 1996).

Em A. vinelandii (LUQUE et al., 1993, MOUNCEY et al., 1995, MOUNCEY et
al., 1996) e E. coli (GRUNDEN et al., 1996), o gene modE codifica para um
repressor de transcricédo dos genes modABC. Em E. coli, a proteina ModE se liga
ao fon molibdato quando este se encontra, intracelularmente, em altas
concentragbes, formando o complexo ModE-molibdato. Este complexo forma um
dimero e se liga a um operador localizado a montante do gene modA, impedindo a
transcricdo dos genes modABC (McNICHOLAS et al,, 1998, GRUNDEN et al,,
1999). Ensaios de atividade de B-galactosidase com fusées modE- lacZ em E. coli
indicaram que o gene modE ¢é transcrito constitutivamente em nivel basal
(GRUNDEN et al., 1996), e outros ensaios para testar a regulacéo da expresséo da
proteina ModE indicaram também gue ela é sintetizada constitutivamente
(McNICHOLAS et al.,, 1996). Os genes mopA e mopB de R. capsulatus que
codificam para proteinas ligantes de molibdopterinas (WANG et al, 1993), s&o
similares ao gene modE de E. coli (GRUNDEN et al., 1996) e ao gene modE de A.
vinelandii (LUQUE et al., 1993; MOUNCEY et al., 1995).

Em E. coli (RECH et al., 1995) foram identificadas trés provaveis sequéncias
regulatérias do operon modABCD : uma regido CATAA box (nas posi¢gdes +2 a +6),
uma regido CATTAA box (nas posigdes +12 a +17) e uma regido de simetria com 16
pb (CTGGGAAAATTCCGAG) localizada nas posicoes —22 a -37. Foram
encontradas sequéncias com homologia para estas regides regulatérias (RECH et
al., 1995) em outros genes bacterianos relacionados ao molibdénio (E. coli, operon
moa) e em outros organismos, onde estdo relacionadas a captagdo de molibdénio
(A. vinelandii, operon mod) ou de sulfato (Salmonella typhimurium, operon cysP).
Estudos posteriores em E. coli (GRUNDEN et al., 1999) revelaram a presencga de
trés regibes essenciais para a ligagdo do complexo ModE-molibdato ao
operador/promotor do operon modABCD: GTTAT-ATT (posicdes -15 a -8),
GCCTACAT (posicées —4 a +4) e GTTACAT (posigbes +8 a +14). Em todas estas
regides uma sequéncia de 5 pb, TAYAT (Y=C ou T) pode ser identificada.

A proteina ModE de E. coli sofre mudanga conformacional, dependente de

molibdato, que promove mudan¢a na forma e alteragdes na sua superficie. Estas



mudancas podem fornecer o sinal para o recrutamento de outras proteinas para
construir a maquinaria transcricional (GOURLEY et al., 2001).

A expressdo do operon moa em E. coli, que codifica para enzimas requeridas
para a biossintese de molibdopterinas, requer molibdato e para isso depende
completamente de proteina ligante de molibdato, a proteina ModE (ANDERSON et
al., 2000). O complexo ModE-molibdato também é um ativador transcricional do
operon hyc (formiato- hidrogenliase) e do operon narGHJ/ (nitrato redutase
respiratoria) em E. coli (HASONA et al., 1998). Para o operon hyc, a proteina FhiA,
na presenca de formiato e molibdato, € o principal ativador transcricional e o
complexo ModE-molibdato funciona como um ativador transcricional secundario
(SELF et al., 2001).

1.4.1. Genes mod em Herbaspirillum seropedicae

Os genes mod foram descritos inicialmente para R. capsulatus (WANG et al.,
1993), A. vinelandii (LUQUE et al., 1993; MOUNCEY et al., 1995), H. influenzae
(FLEISCHMANN et al., 1995) e E. coli (MAUPIN-FURLOW et al., 1995; GRUNDEN
et al., 1996). Nestes organismos, 0os genes mod estdo organizados em operons
contiguos e orientados em diregdes opostas, ocupando um unico /ocus no genoma
(GRUNDEN et al., 1996). Em H. seropedicae, os genes modABC estéo localizados
a jusante do operon nifHDKENXorfiorf2, compondo o operon nifQmodABC
(KLASSEN, 2000) e o gene modE a jusante da orf4 e a montante do gene nifA
(cerca de 1,8 kb) sendo transcrito na diregdo oposta deste gene (VOIGT, 2000). Os
genes orf4 e modE sao transcritos na mesma diregdo, o cédon de término de
traducéo da orf4 é sobreposto ao cédon de inicio de tradug&o do gene modE e nao
foi encontrado promotor tipico a frente do gene modE, sendo sugerido que estes
genes fagam parte de um operon (VOIGT, 2000). Assim, os genes mod estariam
organizados em H. seropedicae de uma forma diferente da descrita para outras
espécies, ocupando, pelo menos, dois /loci distintos no genoma (Fig.1).

A seqiéncia de aminoacidos deduzida do gene modE  apresentou
similaridade com proteinas ligantes de molibdénio (VOIGT, 2000), principalmente
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com o repressor de transcricdo ModE de Azotobacter vinelandii (37% de identidade
e 53% de similaridade) (LUQUE et al.,1993; MOUNCEY et al., 1995), de E. coli (33%
de identidade e 57% de similaridade) (GRUNDEN et al., 1996) e de Haemophilus
influenzae (26% de identidade e de 63% de similaridade) (FLEISCHMANN et al.,
1995) e com as proteinas ligantes de molibdopterinas MopB (33% de identidade e
59% de similaridade) e MopA (31% de identidade e 63% de similaridade) de
Rhodobacter capsulatus (WANG et al., 1993).

E. coli < , - '
F E A B C D
H. influenzae . __mod .
E A B (M
A. vinelandii P mod,
G E A B ¢
R. capsulatus 1P mod, o —
B A A B C D
H. seropedicae orf_bmod & ’_i_’ mod
S E o 4 B ¢

Figura 1. Comparacdo da organizacdo estrutural dos genes mod e/ou mop de H. seropedicae
com outras espécies. As setas indicam a diregéo de transcricdo destes genes. Adaptado
de VOIGT (2000).
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A proteina ModE de H. seropedicae é formada por 269 residuos de
aminoacidos e apresenta massa molecular de cerca de 28300 Da (VOIGT, 2000).
Ela foi comparada com as proteinas ModE de A. vinelandii, de H. influenzae e de E.
coli e com as proteinas MopA e MopB de R. capsulatus. A partir desta comparagéo,
foi possivel identificar motivos e dominios caracteristicos na proteina ModE de H.
seropedicae tais como um motivo hélice- volta-hélice que pode estar envolvido com
a ligagcdo ao DNA (McNICHOLAS et al., 1998; GRUNDEN et al., 1999) e dois
motivos conservados (SARNQ), que podem estar relacionados com a dimerizagéao
da proteina ModE (McNICHOLAS et al., 1998).

Tendo em vista a semelhang;a estrutural entre a proteina ModE de H.
seropedicae e a de outros organismos foi sugerido por VOIGT (2000) que esta
proteina poderia regular a expressdo dos genes modABC, nesta espécie, em
resposta a concentragédo de ions molibdato. Contudo, estudos mais aprofundados de
fisiologia do gene modE necessitam ser realizados para confirmar esta hipdtese.

Desta forma torna-se importante o estudo fisiologico do gene modE de H.
seropedicae, tendo em vista seu possivel papel no metabolismo do molibdénio que
como foi descrito, € um elemento essencial na estrutura da nitrogenase e de outras
molibdoenzimas. Este estudo também pode contribuir para os conhecimentos sobre
a regulacdo do processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio em Herbaspirillum
seropedicae.

1.5. Genes lux

Andlises de uma regido seqlenciada do genoma de Herbaspirillum
seropedicae realizadas neste trabalho revelaram a presenca do gene /uxA que, em
outros microrganismos descritos na literatura, codifica para uma das subunidades da
enzima luciferase a qual catalisa reagées de bioluminescéncia.

Bioluminescéncia refere-se ao processo de emisséo de luz visivel em
organismos vivos mediado por catalise enzimatica. Este fendbmeno tem sido
observado em diferentes organismos incluindo bactérias, fungos, peixes, algas e
lulas. As enzimas que catalisam a reagdo de bioluminescéncia sdo chamadas
luciferases e o0s substratos sdo frequentemente referidos como luciferinas. As
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reacOes de emissdo de luz entre os diferentes organismos sé&o bastante distintas,
consequentemente a estrutura das luciferases e os seus genes correspondentes
ndo sao relacionados (MEIGHEN, 1993).

Bactérias luminescentes s&o os organismos luminescentes mais abundantes
e mais amplamente distribuidos na natureza. Muitas espécies sdo marinhas de vida
livre ou associadas com outros organismos numa relagdo de simbiose, mas algumas
sdo encontradas em habitats terrestres ou em agua doce (MEIGHEN, 1993). A
maioria destas espécies marinhas sao classificadas nos géneros Vibrio e
Photobacterium. O género Xenorhabdus contém espécies que podem infectar
organismos terrestres (SZITTNER et al.,, 1990). As espécies mais amplamente
estudadas s&o Vibrio harveyi, Vibrio fischeri, Photobacterium phosphoreum,
Photobacterium leiognathi e Xenorhabdus Iluminescens. OQutras espécies de
bactérias luminescentes sdo de interesse incluindo linhagens de Vibrio cholerae,
encontradas em agua doce e a espécie aerdbica Shewanella hanedai (MEIGHEN,
1993).

A luciferase bacteriana € uma flavina monooxigenase heterodimérica (o.f3)
responsavel por catalisar a reagdo de emissdo de luz em bactérias luminescentes
(JOHNSTON et al., 1986). A enzima catalisa a reagdo luminescente em bactérias
luminosas utilizando FMNH, (flavina mononucleotideo reduzida), um aldeido de
cadeia longa e Oy, para produzir uma luz verde—azulada em 490nm e os produtos da

reagdo, FMN e o &cido graxo correspondente como mostrado na reagao abaixo (LI et
al., 1994):

FMNH; + RCHO + O - FMN + RCOOH + H,O + luz

Apos a ligagdo de FMNH2 e a reagdo com O a luciferase forma uma
hidroxiflavina intermediaria, designada como intermediario I, 0 qual reage com o
aldeido para resultar na emisséo de luz. Este intermediario é instavel e, na auséncia
de aldeido, se decompée em FMN, H,O> e luciferase (LI et al., 1994).

A luciferase funciona in vivo com a ajuda de vdérias outras enzimas
acessbrias que fornecem os substratos FMNH, e aldeido através da interagdo com
outros componentes celulares (JOHNSTON et a/.,, 1986). Os aldeidos requeridos
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para a reacdo de emissdo de luz podem ser sintetizados in vivo, pelas bactérias
luminescentes. Esta sintese ocorre a partir de acidos graxos em reagéo catalisada
por uma enzima acido graxo redutase dependente de NADPH e ATP. Esta enzima é
co-induzida com a luciferase indicando que a fungdo da redutase é a sintese de
aldeido de cadeia longa requerida para a reagdo de luminescéncia bacteriana
(RIENDEAU & MEIGHEN, 1980).

Os genes Jux, correspondentes as subunidades da luciferase bacteriana
(luxAB) e aos polipeptideos da acido graxo redutase (luxCDE) responsavel pela
biossintese do substrato aldeido para a reagéo de luminescéncia, tém sido clonados
e sequenciados a partir de espécies marinhas do género Vibrio e Photobacterium e
também a partir de bactérias terrestres do género Xenorhabdus (SZITTNER et al,,
1990; MEIGHEN, 1993).

Os genes /uxA e juxB codificam, respectivamente, para as subunidades o e
da luciferase. Estes polipeptideos tém, aproximadamente, 30% de identidade na
seqiiéncia de aminoacidos e assim parecem ter surgido por duplicacdo génica
(SZITTNER et al., 1990). Andlises de enzimas mutantes e estudos de modificagéo
quimica indicam que o Unico centro ativo da luciferase reside primariamente, sen&o
exclusivamente, na subunidade o (COHN et al., 1985). Constru¢cdes de hibridos
para os genes /uxA e luxB de X. luminescens e V. harveyi revelaram que a
subunidade o. parece ser a responsavel primaria por controlar as propriedades
estruturais e cataliticas da luciferase (LI et al., 1993).

Os genes luxCDE tém sido encontrados nos operons /ux de todas as
bactérias luminescentes com transcrigdo na ordem /luxCDABE no género Vibrio e
luxCDABFE no género Photobacterium. O gene luxF codifica para uma flavoproteina
de funcdo desconhecida que tem homologia com as subunidades da luciferase e
parece ser encontrado apenas em espécies do género Photobacterium (SZITTNER
et al., 1990). Os genes /uxCDE codificam para os polipeptideos que catalisam a
conversdo de acidos graxos em aldeidos de cadeia longa requeridos para a reagéo
de luminescéncia. O complexo multienzimatico da acido graxo redutase & formado
pelas proteinas transferase(t), sintetase(s) e redutase(r) que foram purificadas a
partir de P. phosforeum. Este complexo canaliza acidos graxos da via biossintética
dos acidos graxos para a luciferase (MEIGHEN, 1993). Em espécies dos géneros
Vibrio e Photobacterium foi identificado, a jusante do gene /luxE, o gene /luxG. A
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proteina LuxG codificada pelo gene /uxG apresenta uma sequéncia de aminoacidos
relacionada a uma flavina redutase e a outras enzimas transportadoras de elétrons o
que sugere que ela estad envolvida na producdo do substrato para a reacdo de
luminescéncia (MEIGHEN, 1993; ANDREWS et al., 1992).

Foram identificados ainda outros genes /ux em algumas espécies de
bactérias luminescentes marinhas (MEIGHEN, 1993). os genes luxH, luxL e luxY que
parecem estar relacionados a sintese de riboflavina. Também foram clonados e
seqlenciados a partir de espécies do género Vibrio dois genes reguladores, fux/ e
luxR. O gene lux/ é necessario para a sintese de um autoindutor que controla a
expressdo da luminescéncia em V. fischeri (MEIGHEN, 1993). O produto do gene
luxR parece funcionar como um receptor para o autoindutor e para ativar a
expressdo do operon fux (MEIGHEN, 1993).

Foi demonstrado através da construgcdo de mutantes (JuxA, lux/ e luxR),
deficientes na atividade da Iuciferase e das proteinas regulatérias da
bioluminescéncia (VISICK et al., 2000), que os genes /ux de V. fischeri possuem um
importante papel na colonizagéo e desenvolvimento do 6rgéo de luz do hospedeiro.
A capacidade de bioluminescéncia é critica para as interagdes célula-célula entre
uma bactéria e o animal hospedeiro (VISICK ef al., 2000).

Estudos com mutantes JuxA, luxB e luxD de V. harveyi demonstraram que a
bioluminescéncia exerce um importante papel na estimulagdo do reparo do DNA. A
bactéria luminescente tem uma fonte interna de luz, a qual poderia ser usada no
reparo do DNA por um processo de fotorreativagdo. Esta parece ser uma das
funcdes bioldgicas da luminescéncia bacteriana (CZYZ et al., 2000).

Os genes luxA e luxB codificadores da luciferase podem ser utilizados como
genes reporter na construgdo de vetores de fusao devido ao fato que a reacdo de
emissao de luz, catalisada pela luciferase, pode ser apropriadamente quantificada.
Estes genes reporter podem ser utilizados em muitos estudos: Mao et al. (2001)
relatam a utilizagdo destes genes reporter na pesquisa do cancer de figado, por ser
um instrumento de analise sensivel e ndo-invasivo, no desenvolvimento de um
método de detecgdo de Salmonella em amostras de alimentos, utilizando um fago
recombinante que carrega estes genes (KUHN et al., 2002); em estudos sobre a
atividade metabdlica de Lactococcus lactis no trato digestivo (DROUAULT et al.,
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1999); em estudos da express&o regulada de genes envolvidos na utilizag@o de

xilose em Staphylococcus carnosus (SIZEMORE et al., 1993).
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1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo geral
Contribuir para o conhecimento do genoma de Herbaspirillum seropedicae

através da identificacdo e da analise estrutural de genes presentes a montante do
gene nifA.

1.6.2. Objetivos especificos

a) Sequenciar a regido proximal da orf4 situada a montante do gene modE;
b) Identificar regides codificadoras de proteinas e sequéncias promotoras, e
determinar a similaridade dos genes identificados a montante do gene modE em

Herbaspirillum seropedicae com genes de outros micorganismos.

¢) Mutagenizar o gene modE de Herbaspirillum seropedicae.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos, plasmideos e fagos

As estirpes utilizadas estdo listadas na tabela 1, os plasmideos e fago utilizados
estdo listados na tabela 2:

Tabela 1: Estirpes utilizadas

Estirpes Genotipo/ Fendtipo Referéncia ou fonte

H. seropedicae

SmRI Nif*, Sm' SOUZA, 1990

Escherichia coli

71-18 A(lac pro) F’[lac’Z AM15 pro* AB] supE SAMBROOK et al., 1989
DH10B Nal’; F [ proAB*lacZAM15] SAMBROOK et al., 1989
$17.1 RP4-2 Tc:: um Km:: Tn7 Tra"SmR recA SIMON et al., 1983
LE392 hsdR514( rk “mk *)supE44supF58 lacy1 STRATAGENE

DH5a. Nal® F~ p80d lacZA M15 A(lacZYA-argF) ~ SAMBROOK et al., 1989

U169 endA recA1 hsdR17 ( r my’) deoR
thi-1 supE44A gyrAS6 relA1
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Tabela 2: Plasmideos e fago utilizados

Plasmideos Genodtipo/Fendtipo Referéncia ou fonte
pELV2B pTZ19R :: fragmento de 3,5 kb BamHl/ Sa/l VOIGT, 2000

de H. seropedicae
pELV21B pTZ19R :: fragmento de 0,9 kb BamH\/ Pstl de VOIGT, 2000

H. seropedicae
pELV22B pTZ19R :: fragmento de 0,9 kb Pstl/ EcoRl de VOIGT, 2000

H. seropedicae
pMP220 TcR, contém gene /acZ sem promotor SPAINK et al., 1987
pARSS pELV2B, modE:: Tn5-B20 Este trabalho
pANG2 pMP220 :: fragmento de 0,6 Kb Pstl/ EcoRl Este trabalho

de H. seropedicae

pANG3 pMP220 :: fragmento de 0,6 Kb Pstl/EcoRl/ Este trabalho
de H. seropedicae

pSCA2 pTZ19R :: fragmento de 1,3 Kb Pstl/ EcoRV Este trabalho
de H. seropedicae

pANGPK9 pMP220 :: fragmento de 1,3 Kb Pstl/ Kpnl Este trabalho
de H. seropedicae

pANGPK10 pMP220 :: fragmento de 1,3 kb Pstl/ Kpnl de Este trabalho
H. seropedicae

Fago Genétipo/F enotipo Referéncia

Fago A :: Tn5-B20 KmR, contém gene /acZ sem promotor SIMON et al., 1989.
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2.2. Condigoes de cultivo

As estirpes de Escherichia coli foram cultivadas nos meios Luria-Bertani
Broth (LB), Luria-Bertani Agar (LA) (SAMBROOK et al,1989), Terrific Broth
(TARTOFF & HOBBS, 1987), NFDM (CANNON et al., 1974), SOB e SOC
(BETHESDA RESEARCH TECH., INC.), YENB ou Triptona- Broth (TB)
(SAMBROOK et al,, 1989) a 37 °C, sob agitagdo quando em meio liquido e na
presenga dos antibidticos adequados. Solugbes estoque de antibiéticos (tetraciclina
10 mg/mL (Tc), ampicilina 250 mg/mL (Amp), acido nalidixico 10 mg/mL (Nal),
canamicina 100 mg/mL (Km) e estreptomicina 80mg/mL (Sm)) foram preparadas de
acordo com Sambrook ef al. (1989).

Herbaspirillum seropedicae foi cultivado em meio NFbHP (MACHADOQ et al,,
1995) a 30°C, sob agitacdo, quando em meio liquido e & mesma temperatura, sem
agitagdo, quando em meio semi-sélido ou sélido.

As culturas de E. coli foram estocadas em glicerol 50% a -20°C (SAMBROOK
et al.,, 1989) e as de H. seropedicae foram estocadas em meio NFbHPN semi-sdlido.

Os meios de cultivo tém a seguinte composi¢ao:

a) Luria-Bertani Broth (LB)
gramasl/litro

Extrato de levedura 50
Cloreto de sddio 10,0
Triptona 10,0

O pH foi corrigido para 7,0 com NaOH 1 mol/L. O meio LA foi preparado pela
adicdo de 15 g/L de agar ao meio liquido.

b) Terrific Broth

gramas/litro

Bacto triptona 12,0

Extrato de levedura : 24,0

Glicerol 4.0 mL/litro
c) NFDM

gramas/litro
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K2HPO4 12,04

KH2PO4 3,4
MgSO4 0,1
NaMoQ4.H0 01
FeS04.7H0 0,2
Glucose 20,0

As solucdes de fosfatos e de glucose foram preparados em separado e
adicionados ao meio somente no momento de uso. Este meio foi suplementado com
cloreto de aménio (20 mmol/L), nitrato de potdssio (10 mmol/L) ou glutamina (10
ug/mL), como fontes de nitrogénio.

d) Triptona-Broth

gramasl/litro
Cloreto de sédio 8,0

Triptona 10,0

O meio TB acrescido de agar (12 g/L ou 6 g/L) é denominado Triptona - Agar (TA).

e) SOC
gramas!/litro
Triptona 20,0
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sddio 0,5

Estes componentes foram dissolvidos em agua destilada e a seguir adicionou-
se 10 mL de uma solucdo de cloreto de potassio 250 mmol/L. O pH final da solug&o
foi ajustado para 7,0. Antes do uso foram acrescentados cloreto de magnésio 2
mol/L e sulfato de magnésio 2 mol/L em quantidades suficientes para se obter

concentragdes finais de 10 mmol/L. A essa mistura foi acrescentado 20 mol/L de
glucose.
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f) YENB
gramas/litro

Extrato de levedura 7.5
Extrato de carne 3,0
Bacto peptona 50

A utilizacdo deste meio é apropriada para a produgdo de células

eletrocompetentes, uma vez que € um meio com baixo teor de sal.

g) NFbHP
gramas/litro

MgS0.4.7H.0 2,0 x107
NaCl 1,0 x 107
CaCl, 2,0 x 107
Acido nitrilo-triacético 56 x 1072
FeS04.7H.0 2,0 x 107
Malato de sodio 5,0
Biotina 1,0 x 10*
Na;Mo004.2H-0 2,0 x10°
MnS04.H,0 2,35x 107
H3BO3 2,8 x10°
CuS04.5H,0 8,0 x 10°
ZnS04.7H,0 2,4 x10™

Os meios NFbHP sdélido e semi-sélido foram preparados pela adi¢do ao meio
liquido de 15 e 1,75 g/L de agar, respectivamente.

Solugéo de fosfatos: gramas/litro
KH2PO4 1569,7
KoHPO4 17,8

A solucgdo de fosfatos foi autoclavada separadamente e adicionado 50 mL/L

no momento do uso.
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Foi utilizada como fonte de nitrogénio, cloreto de aménio 20 mmol/L para
crescimento de inéculos.

Para os ensaios de atividade de B-galactosidase das culturas de H.
seropedicae contendo os plasmideos pANG3, pANGPK9 e pANGPK10 foram
utilizados meios de cultivo NFbHP com concentragdes de NaMoO4. 2H,0, variando
de 0 a 3,5 mg/L com intervalos de 0,5 mg/L, acrescidos de glutamato de sddio 0,5
mmol/L.

Para os ensaios da atividade de nitrogenase foi utilizado o meio NFbHP
acrescido de glutamato de sédio 0,5 mmol/L.

2.3. Manipulagao do DNA
2.3.1. Purificagdo de piasmideos pela técnica de lise alcalina

De uma cultura bacteriana cultivada até a saturagdo foram coletados 1,5 mL e
centrifugados por 1 minuto a 13.000 rpm em centrifuga Eppendorf miniSpin. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 150 pL de solugédo GET
(glicose 50 mmol/L; EDTA 10 mmol/L e Tris-HCI 25 mmol/L pH 8,0). Acrescentou-se
150 pL de solugdo de lise (NaOH 0,2 mollL e SDS 1%). A mistura foi
homogeneizada invertendo-se o tubo de 5 a 7 vezes e incubada por 5§ minutos a
temperatura ambiente para ocorrer a lise completa. Foram adicionados 150 uL de
Kacf (acetato de potassio 3 mol/L + acido férmico 1,8 mol/L) e homogeneizado por
inversdo do tubo. O tubo foi incubado em banho de gelo pbr 5 minutos e
centrifugado também por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e a
ele foi acrescentado 100 ul de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1-v:v:
v). Em seguida a solugéo foi agitada em agitador tipo Vortex e centrifugada por 5
minutos a 13.000 rpm. A fase aquosa coletada foram adicionados 2 volumes de
etanol absoluto e incubado a temperatura ambiente por 20 minutos para a
precipitagcdo do DNA. O sistema foi centrifugado por mais 20 minutos, desprezado o
sobrenadante e o pellet lavado com 1 mL de etanol 80%. O DNA foi, entéo,

centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O peflet foi seco a vacuo
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e ressuspenso em 20 pL (para plasmideos com alto numero de copias) ou 8 pL

(para plasmideos com baixo numero de cépias) de agua ultrapura e mantido em
freezer.

2.3.2. Purificagdo de plasmideos de células de Herbaspirillum seropedicae

Para a purificagdo de plasmideos de H. seropedicae foi empregada a técnica
de Kado & Liu (KADO & LIU, 1981).

De um cultura de células de H. seropedicae cultivadas durante a noite foram
coletados 500 uL em tubo tipo Eppendorf e centrifugados por 1 minuto a 13.000
rpm. O excesso de sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 100
uL de solugdo GET (glicose 50 mmol/L; EDTA 10 mmol/L e Tris-HCI 25 mmol/L pH
8,0). Foram acrescentados 200 pL de tampéo de lise (Tris-HCL 50 mmol/L pH 8,0;
SDS 3%; NaOH 80 mmol/L) e o sistema foi incubado por 10 minutos a temperatura
ambiente para ocorrer a lise das células. Foram adicionados 800 uL de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25 : 24 :1 — v : v : v). O tubo foi invertido lentamente,
até a emulsificagdo completa (cerca de 100 vezes), em seguida centrifugado a
13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado, a ele foi adicionado 1 mL
de etanol absoluto e a mistura foi incubada por 20 minutos & temperatura ambiente
para a precipitagdo do DNA. Em seguida o tubo foi centrifugado por mais 20 minutos
a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado, ao precipitado foi adicionado 1 mL de
etanol 80% para a lavagem do DNA e centrifugado por 10 minutos a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado. O DNA seco em bomba de vacuo e ressupenso em 15

ul de agua ultrapura foi mantido em freezer.
2.3.3. Purificagd@o de plasmideos por “fast-prep”
Uma cultura de células cultivadas durante a noite foi coletada em tubos tipo

Eppendorf e centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm. O excesso de sobrenadante
foi descartado e as células ressuspensas no meio restante em agitador tipo Vortex.
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Foi acrescentado 40 uL de solucdo FSUDS (bromofenol 0,8% + ficol 10% + SDS 1%
+ EDTA 1,8 mmol/L + Tris-HCI 65 mmol/L + xileno cianol 0,4%) e 15 uL de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25 : 24 : 1 - v : v : v). Os tubos foram submetidos a
agitacdo em agitador tipo Vortex por 10 segundos e em seguida centrifugados por 5

minutos. O sobrenadante foi, entdo, aplicado em gel de eletroforese.

2.3.4. Purificagdo de plasmideos para sequenciamento.

As etapas de extragdo, purificacdo e precipitagdo do DNA foram
desenvolvidas como no item 2.3.1. O DNA foi, entédo, lavado com 1 mL de etanol
80%, centrifugado a 13.000 rpm, seco a vacuo e ressuspenso em 100 uL de agua
ultrapura. Foi acrescentado 1 pL. de RNase 10 mg/mL e o sistema foi incubado a
37°C por 2-3 h para a degradacdo do RNA. Em seguida foram adicionados 50 uL da
solugdo fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25: 24:1), agitado e centrifugado por 5
minutos. O sobrenadante foi coletado e a ele acrescentado 20-30 ul de cloroférmio
isoamilico. O tubo foi centrifugado por 5 minutos e coletado o sobrenadante. O DNA
encontrado no sobrenadante foi precipitado com 2/3 do volume de acetato de
aménio 7,5 mol/lL e 2,5 volumes de etanol absoluto deixando-se em repouso a
~ temperatura ambiente por 15 minutos. Apés centrifugacdo por 8 minutos, o
sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado 2 vezes com etanol 80% e

ressuspenso em 20 uL de agua ultrapura.

2.3.5. Purificagdo de plasmideos em larga escala (maxiprep)

Células de H. seropedicae foram cultivadas em 100 mL de meio apropriado
até a saturacdo e centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspenso em 5 mL de solugdo GET (glicose 50 mmol/L,
EDTA 10 mmol/L e Tris-HCI 25 mmol/L pH 8,0). Foram adicionados 5 mL de
solugéo de lise (NaOH 0,2 mol/L e SDS 1%) e homogeneizado cuidadosamente.
Foram acrescentados 5 mL de Kacf (acetato de potassio 3 mol/L + &cido férmico 1,8
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mol/L), homogeneizado por invers&o do tubo e centrifugou-se a 5.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado, a ele adicionado 0,6 volume de isopropanol e
incubado em banho de gelo por 10-15 minutos. O tubo foi centrifugado a 10.000 rom
por 10 minutos. O pellet foi dissolvido com 400 pL de agua ultrapura adicionados em
dois volumes de 200 plL e coletados em tubos estéreis tipo Eppendorf. Nestes tubos
o DNA foi extraido acrescentando-se 1 volume da mistura de fenol-cloroférmio-aicool
isoamilico (25 : 24 : 1) por duas vezes, e centrifugando-se a 13.000 rpm por 10
minutos. A fase aquosa foi coletada e a ela adicionado 1 volume de cloroférmio. O
tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos e coletada, novamente, a fase
aquosa. O DNA foi entéo, precipitado com etanol absoluto, lavado com etanol 80%,
seco e dissolvido em 100 uL de agua ultrapura.

2.3.6. Purificagdo de DNA cromossomico

Células de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFbHP com cloreto de
aménio 20 mmol/L até a saturacdo. Aliquotas de 2,5 mL de cultura foram
concentradas por centrifugacdo a 13.000 rpm por 1 minuto. As células foram
ressuspensas em 500 uL de TES (Tris-HCI 50 mmol/L pH 8,0; EDTA 20 mmol/L,
NaCl 200 mmol/L) e centrifugadas novamente a 13.000 rpm por 1 minuto. Mais uma
vez as células foram ressuspensas em 500 ulL de TES e incubadas com lisozima
100 ug/mL a 30°C por 1 hora. Foi acrescentado SDS 1% e o sistema foi incubado a
temperatura ambiente até a lise completa. Em seguida foi adicionado pronase E 100
ng/mL e os tubos foram incubados a 37°C durante a noite. O material foi, entao,
tratado com 500 uL de fenol equilibrado e centrifugado por 20 minutos a 13.000 rpm.
A fase aquosa foi coletada, a ela foi acrescentado 500 uL de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25 : 24 : 1), centrifugado por mais 20 min a 13.000 rpm e a fase aquosa,
novamente coletada. Ao liquido viscoso coletado foram adicionados 500 uL de
cloroférmio, centrifugado por 20 minutos a 13.000 rpm. O DNA da fase aquosa final
foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, centrifugado por 15 minutos e
lavado com 1 mL de etanol 80%. Os tubos foram secos ao ar por 30 minutos e 0
DNA foi ressuspenso num volume desejado de agua ultrapura.
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2.4. Eletroforese em gel de agar ou agarose

Agar ou agarose foram dissolvidos a quente em tampao TBE (Tris-borato 89
mmol/L, EDTA 1 mmol/L pH 8,0) em quantidade de acordo com a concentragéo
desejada (1,0-1,5% ou 0,7-1,2%, respectivamente). A solugdo dissolvida foi
transferida para a placa contendo o pente. Sobre o gel frio foram aplicadas as
amostras de DNA em solugdo FSUDS (azul de bromofenol a 0,25% (p/v), xileno
cianol a 0,25% (p/v), Ficol a 25% (p/v), SDS a 0,5% (p/v), Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0
e EDTA 1 mmol/L pH 8,0). A corrida foi conduzida em cuba de eletroforese com
tampédo TBE sob uma voltagem de 10-70 V. Apés a corrida o gel foi corado com
brometo de etidio 0,5 ug/mL e, em seguida, visualizado e fotografado sob luz ultra-
violeta.

2.5. Transformacgdo bacteriana por choque térmico

2.51. Preparo de células competentes por tratamento com TSS e
transformacgao por choque térmico

As células submetidas a transformagao por choque térmico foram preparadas
por tratamento com TSS de acordo com Chung et al. (1989).
| Para a preparagdo de células competentes das estirpes de E. coli, uma
coldnia, isolada anteriormente em placa, foi inoculada em meio LB com os
antibiéticos apropriados e cultivada a 37°C sob agitagdo durante a noite. Desta
cultura foi utilizado 1 mL para inocular 100 mL de meio LB. As células foram
cultivadas a 37°C sob agitagéo até uma D.O.e00 0,5 — 0,7. A cultura foi resfriada em
banho de gelo por 10 minutos e as células foram coletadas por centrifugagéo a
5.000 rpm, 4°C por 4 minutos. As células, entdo, foram ressuspensas em 1 mL de
TSS (meio LB 85%, Polietilenoglicol 8000 10% (p/v), DMSO 7% (v/v), cloreto de
magnésio 10 mmol/L pH 6,5) previamente esterilizado por filtragéo, distribuidas em
tubos tipo Eppendorf em aliquotas de 100 uL e mantidas a -70°C.
Para a transformagdo das estirpes de E. coli, a quantidade desejada de DNA

plasmidial ou da reacdo de ligagdo foi misturada a uma aliquota de 100 pL de
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células competentes, previamente descongeladas em banho de gelo. A mistura foi
incubada por 1 hora em banho de gelo, mergulhada em banho-maria a 42°C por 2
minutos, para o choque térmico, e incubada novamente em banho de gelo por 10
minutos. Foi acrescentado 1 mL de meio SOC a mistura e incubado em estufa a
37°C por 1 hora. Em seguida as células foram plaqueadas em meio LA com os
antibiéticos apropriados e incubadas a 37°C por 24 horas. As coldnias resultantes

foram analisadas para a presenca de plasmideos.

2.5.2. Preparo de células competentes por tratamento com cloreto de calcio e
transformagao por choque térmico

As células competentes obtidas por tratamento com cloreto de calcio foram
preparadas de acordo com Maniatis et al. (1982).

Para a preparagao das células competentes, 20 mL de meio LB pré-aquecido
a 37°C foram inoculados com 80 uL de uma cultura saturada de E. coli e incubados
a 37°C sob agitagdo por 2 a 3 horas (D.O.e00 de 0,3-0,5). A cultura foi resfriada em |
banho de gelo durante 10 minutos e as células coletadas por centrifugagéo a 4.800
rem, 4°C por 5 minutos. As células foram, entdo, ressuspensas em 10 mbL de
tampéo de transformagado (Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0 e CaCl, 50 mmol/L) estéril,
incubadas em gelo por 30-40 minutos e novamente coletadas por centrifugagéo.
Finalmente as células foram ressuspensas em 1,2 mL de tamp&o de transformag&o
e aliquotadas (0,2 mL) em tubos tipo Eppendorf previamente gelados.

Para a transformagdo a quantidade desejada de DNA plasmidial ou da
mistura de ligagdo foi adicionada a uma aliquota de 0,2 mL de células competentes.
Esta mistura foi homogeneizada, incubada em gelo por 30-40 minutos e submetida
ao choque térmico como descrito no item 2.5.1.
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2.6. Transformagao bacteriana por eletroporagao

2.6.1. Preparo de células eletrocompetentes

As células eletrocompetentes das estirpes de E. coli foram preparadas de
acordo com Robey et al. (1996).

Para esta preparacgdo, células de E. coli foram cultivadas durante a noite em
meio liquido YENB. Desta cuitura foi utilizado 0,5-1,0 mL para inocular 100 mL de
meio YENB. Este indculo foi cultivado a 37°C sob agitagdo até uma D.O.g00 de 0,5 a
0,9. As células foram resfriadas em banho de gelo por 5 minutos, e centrifugadas a
5.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado
duas vezes com 10 mL de agua ultrapura estéril gelada e uma vez com 2 mL de
glicerol 10% gelado repetindo as etapas de centrifugagdo, como ja descrito. As
células foram ressuspensas num volume final de 200 —300 ulL de glicerol 10%
gelado, aliquotadas e mantidas a -70°C.

Para a preparacdo de células eletrocompetentes de H. seropedicae, as
culturas foram cultivadas a 30°C sob agitagdo em meio NFbHP com a adigéo de 20
mmol/L de cloreto de aménio, por aproximadamente 18 h, até o estado estacionario.
Foram inoculados 50 plL desta cultura em 50 mL do mesmo meio em frasco de 250
mL e crescido a 30°C sob agitagcdo até a saturagdo. A cultura foi centrifugada a
3.000 rpm, 4°C, por 10 minutos, o sobrenadante descartado, as células lavadas com
agua ultrapura gelada e novamente centrifugadas nas mesmas condi¢gdes por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas em glicerol 10% e
centrifugadas novamente nas mesmas condi¢des por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado, as células ressuspendidas em glicerol 10% e aliquotadas.

2.6.2. Eletroporagdo

Para a eletroporacdo das estirpes de E. coli 1 uL de DNA plasmidial foi
adicionado a 20 ulL de células eletrocompetentes e a mistura foi cuidadosamente

transferida para uma cuba de eletroporagdo. As células foram submetidas a um
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choque elétrico 10 kV/icm (4 kQ de resisténcia, apés acumulo de 350-400 pF de
carga), em seguida ressuspensas em 1 mL de meio LB ou SOC e incubadas a 37 °C
por 1 h. Posteriormente, as células foram plaqueadas em meio LA seletivo contendo
os antibidticos apropriados e apés incubagdo a 37 °C durante 16-24 horas as
bactérias transformantes foram coletadas e analisadas quanto a presenga dos
plasmideos. |

Para a eletroporagéo de H. seropedicae 3-5 ul. de DNA plasmidial, obtido por
minipreparag¢do (2.3.1) ou maxipreparagdo de plasmideos (2.3.5), foi adicionado a
25-40 ulL de células eletrocompetentes. A mistura foi transferida para uma cuba de
eletroporacdo e as células submetidas a uma descarga elétrica 10 kV/cm (4 kQ2 de
resisténcia, apdés acumulo de 280-350 pF de carga)) Em seguida foram
ressuspensas em 1mL de meio NFbHP com 20 mmol/L de cloreto de aménio e
incubadas a 30 °C sob agitagdo por 6 ou 18 h para sua recuperacdo. Apos a
incubagéo as células foram plaqueadas em meio NFbHP sélido contendo aménia, o
antibiético estreptomicina (Sm, 80 ug/mL) e os antibibticos apropriados aos
plasmideos que foram inseridos nas células [canamicina (Km, 1000 pug/mL) ou
tetraciclina (Tc, 10 ug/mL)] e incubadas novamente, a 30°C por 48-72 h. As coldnias
resultantes foram coletadas e analisadas quanto a presenga de plasmideos ou

quanto a recombinac&o homdloga do plasmideo inserido com o cromossoma.

2.7. Clivagem do DNA por enzimas de restrigao

As amostras de DNA foram clivadas com 1-2 unidades de enzima de restricéo
em um volume final de reagdo de 10-20 pL, por 2-3 horas a temperatura e em
tampé&o adequados para a atividade da enzima, conforme indicado pelos fabricantes
(Life Technologies, Amersham Pharmacia Biotech ou New England Biolabs).
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2.8. Ligagdo do DNA

Para clonagem de fragmentos de DNA foram preparadas misturas de ligagao
contendo vetor e inserto numa proporgao aproximada de 1:5 (v/v), em um volume
final variavel (10-30 pL). Vetor, inserto e agua ultrapura q.s.p. foram misturados e
incubados a 65 °C por 5 minutos. Em seguida, a mistura foi incubada em banho de
gelo por 5 minutos. Foi adicionado o tampéo para a enzima ligase (Tris-HCI 50
mmol/L. pH 7,6; MgCl; 10 mmol/L, DDT 1 mmol/L, ATP 0,5 mmol/L e PEG 5%) e a
enzima T4-DNA ligase (0,5 a 1,0 U). A mistura de ligacédo completa foi incubada a
18 °C por 24-48 h e eletroporada em células competentes das estirpes E. coli 71.18,
E. coli DH5a. ou E. coli DH10B. Estas células foram plagueadas em meio LA na
presenca dos antibidticos apropriados. Para confirmar -a ocorréncia de clones,

coldnias isoladas foram coletadas e os plasmideos foram purificados e analisados
por eletroforese.

2.9. Obtencgdo das fusdes transcricionais com o gene /acZ

O fragmento EcoRI/Pstl do plasmideo pELV22B (Fig.2), que contém 585
nucleotideos da regido a montante ao gene modE de H. seropedicae, foi clonado
no vetor de fus@o-/facZ sem promotor, pMP220 (anexo I). O fragmento EcoRV/Pstl do
plasmideo pELV2B (Fig. 2), que contém 1266 nucleotideos da regi&do a montante ao
gene modE, foi clonado nos sitios Smal/Pstl do vetor pTZ19R (anexo |l). A partir do
clone obtido foi extraido um fragmento Kpnl/Pstl de 1,3 kb (contendo a mesma
regido), que foi entdo clonado no vetor pMP220. Os fragmentos para clonagem
foram obtidos através de reagdes de restricdo (2.7) do plasmideo pELVZ2B e as
clonagens foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose.
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Figura 2. Mapa de restricdo do plasmideo pELV2B e de plasmideos derivados. O plasmideo
pTZ19R é o vetor de pELV2B, pELV21B e pELV22B (VOIGT, 2000). A regido proximal do
gene nifA esta representada por um traco vermelho. O gene modE esta representado em
azul e a orf4 esta representada em verde. A setas indicam a diregdo de transcrigdo dos
genes nifA, modE e orf4. S&o indicados os sitios BamHI (B), Clal (C), EcoRlI (E), Pstl (P),
EcoRV (EV) e Sall (S).
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2.10. Amplificagdo do DNA

A amplificagdo do DNA realizada pela técnica da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), segundo Kocher & Wilson (1991), em termociclador Perkin Eimer
Gene Amp PCR System 9600. Os programas de PCR possuem trés etapas basicas
repetidas de 30 a 35 vezes: desnaturacdo do DNA molde (94-96 °C), anelamento do
primer e amplificagdo (72 °C). A temperatura de anelamento do primer é calculada
considerando que cada par AT contribui em 2 °C para a temperatura de fus&o do
DNA dupla fita, enquanto um par GC contribui em 4 °C (DIEFFENBACH &
DVEKSLER, 1995).

As reagdes de amplificacdo por PCR foram feitas num volume final de 25 uL
com os seguintes reagentes: tamp&o de PCR (1x), MgCl (1,5 mmol/L), dNTP (0,075
mmol/L), primer universal (0,2 pmol/ uL), primer reverso (0,2 pmol/ uL), Tag
polimerase (1,2 uL) e o DNA molde (1uL)(2.3.4). Em seguida foram levadas ao
termociclador e submetidas aos seguintes ciclos de temperatura: 95 °C, 4 minutos (1
ciclo de desnaturacao); 95 °C, 45 segundos, 55 °C, 45 segundos, 72 °C, 1 minuto
(30 ciclos de amplificagéo) e 72 °C, 5 minutos (1 ciclo de preenchimento de pontas).
O produto de PCR foi entdo precipitado com acetato de aménio 2,5 mol/L e dois
volumes de etanol absoluto. A mistura foi agitada, incubada em banho de gelo por
20 minutos e centrifugada a 13.000 rpm por 20 minutos O sobrenadante foi
descartado, o peflet lavado duas vezes com 200 uL de etanol 70%, seco a vacuo e

ressuspenso em 5-6 ulL de agua ultrapura.

2.11. Seqiienciamento de DNA

Para o sequenciamento foi utilizado o DNA inserto do plasmideo pELV22B
- que contém o gene orf4 e do plasmideo pARS8 que contém o gene modE
mutagenizado (tabela 2).

O DNA obtido do plasmideo pELV22B foi amplificado por PCR (2.10),
purificado e sequenciado pelo método de terminacdo de cadeia (SANGER et al.,
1977), utilizando dideoxiterminadores (ddNTPs)- fluorescentes, separagdo em
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eletroforese de placa e detecgdo do fluoréforo apds excitagdo com laser em
sequenciador automatico ABI 377 da Applied Biosystems.

O DNA obtido do plasmideo pARS8 através do método de preparacdo de
plasmideos para sequenciamento (2.3.4) foi submetido a reagdo de
sequenciamento, purificado e seqlienciado pelo mesmo método citado acima.

As reacbes de sequenciamento foram realizadas de acordo com as
recomendacdes do “kit” de sequenciamento. Em um sistema de reagéo de 20 ul,
foram empregados 1-2 uL de solugdo de DNA molde (concentragdo estimada entre
200-400 ng por comparagédo com DNA plasmidial de concentracdo conhecida), 0,5
pmol/uL de primer universal ou reverso, 4 ulL de “BigDye™ Terminator Ready
Reaction Mix” (Perkin-Elmer, Foster, EUA) ou “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit for MegaBACE” (Amersham Pharmacia Biotech) e agua ultrapura
suficiente para 20 pL. O DNA foi amplificado em termociclador, sendo submetido aos
seguintes ciclos de temperatura: 95°C, 5 min (1 ciclo); 95 °C, 30 s; 50 °C, 15 s;
60 °C, 1 min (30 ciclos). O sistema de reagéo foi purificado acrescentando-se 2 pL
de acetato de s6dio 3 mol/L pH 5,2 e 50 uL de etanol absoluto (2,5 volumes) e
incubando a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida foi transferido para
um tubo de 500 uL e centrifugado a 13.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi

descartado e o pellet lavado duas vezes com etanol 80%. Apds a centrifugagéo o
etanol foi descartado, as amostras foram secas ao ar e sequenciadas.

2.12. Preparo e titulagao de estoque de fago A::Tn5-B20

Durante a infecg@o de E. coli por fago A::Tn5-B20, a proteina bacteriana a
qual o fago adsorve é codificada pelo operon mal que € induzido por maltose (DAVIS
et al., 1980). Assim, células cultivadas na presenga de maltose adsorvem o fago
mais facilmente. Células de E. cali estirpe LE392 foram cultivadas em 10 mL de meio
TB suplementado com maltose 0,2% e tiamina 5 ug/mL. Apds atingir a saturagéo, as
células foram coletadas por centrifugagdo a 3.000 rpm por 10 minutos e
ressuspensas em 1 mL de solugdo de MgSO4 10 mmol/L.
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O estoque do fago A:Tn5-B20 foi diluido exponenciaimente (10" a 10%) em
MgS0O,4 10 mmol/L. Aliguotas de 100 uL de cada diluicdo foram misturadas a 5 pl. da
suspensédo de células preparadas como descrito acima e a 100 ulL da solugéo de
MgSQ,, constituindo sistemas de infeccdo com um volume final de 205 ul. Estes
sistemas foram incubados a 37 °C por 30 minutos para permitir a adsorgéo do fago.
Apds esta incubagdo, cada sistema de infecgdo foi misturado a 3 mL de meio TA
semi-so6lido (45 °C) e homogeneizado. Esta mistura foi espalhada sobre placas com
meio TA ou LA, preparadas anteriormente. As placas foram incubadas a 37 °C por
14 -16 h.

As particulas de fago A::Tn5-B20 liberadas durante a lise das células foram
coletadas banhando-se as placas com 5 mL de tampédo SM (NaCl 0,58%; MgSO4
7.H20 0,2%; Tris-HCI 0,05 mol/L; gelatina 0,01%), por 3-4 horas a 5 °C, com leve
agitacdo manual intermitente. A suspenséo de particulas foi transferida para um
frasco de vidro estéril. A coleta foi realizada duas vezes e ao volume final foram
adicionadas duas gotas de cloroférmio. A suspenséo foi estocada a 5 °C.

Para a titulacdo do fago A::Tn5-B20 células de E. coli LE392 foram tratadas
com MgS0O,4 10 mmol/L e infectadas com a suspensdo do fago em diluicdes de 102
a 107°. O titulo do estoque foi determinado pelo produto: nimero de placas de lise x
fator de diluigdo. Cada placa de lise formada foi considerada uma “unidade
formadora de placa de lise” (UFP). O titulo do fago corresponde ao nimero de UFPs

presentes em um mililitro de suspensédo deste fago em estoque (SAMBROOK et al,,
1989).

2.13. Mutagénese de plasmideos por insergdo do transposon

O gene modE de H. seropedicae esta contido nos plasmideos pELV2B e
pELV21B. O plasmideo a ser mutagenizado (pELV2B), por inser¢do aleatdria do
transposon Tn5-B20 (SIMON et al., 1989) a partir de infecgdo com fago A::Tn5-B20
(de BRUIJIN, 1984), foi introduzido em células de E. coli S17.1 por transformagéo
(2.6). O tratamento das células de E. coli S17.1 (pELV2B) foi feito como descrito
para as células de E. coli LE392 no item 2.12. As células infectadas foram
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plaqueadas diretamente em meio LA contendo os antibioticos especificos para a
estirpe hospedeira (Sm®), o plasmideo (Amp™®) e o transposon (Km®),
respectivamente. As coldnias de células infectadas crescidas nas placas de meio
seletivo (LA, Sm¥®, Amp?°, Km®®) foram coletadas e reunidas em uma suspens&o.
Esta suspensdo de células constituiu o banco de células mutagenizadas por A::Tn5-
B20. Neste banco existiam células com o transposon inserido no cromossomo e
células com o transposon inserido no plasmideo (pELV2B). A fim de selecionar
células que possuiam apenas o transposon inserido nos plasmideos estes foram
purificados (2.3.1), a partir das células do banco, e usados para transformar (2.6)
outras células de E. coli S17.1. Apbés a eletroporagcdo estas células foram
plagueadas em meio LA com os antibioticos Sm®*, Amp®® e Km>®. As células
crescidas nestas placas foram analisadas para a presenca dos plasmideos por
eletroforese e pela clivagem dos plasmideos com enzimas de restricdo para
localizar o ponto de inser¢éo do transposon A::Tn5-B20.

2.14. Obtengdo de mutantes cromossémicos

O plasmideo que continha o gene modE mutagenizado (pARS8) foi
selecionado e transferido por transformagao (2.6) para células de H. seropedicae
estirpe  SmR1. As coldénias resistentes a Km foram coletadas e seu DNA
cromossdmico purificado (2.3.6) e submetido a hibridizagdo (2.14) contra sonda
especifica para confirmar a recombinagdo entre o gene modE mutagenizado,
presente no plasmideo, e o cromossomo de H. seropedicae.

2.15. Hibridizacdo de DNA

0 DNA cromossOmico dos mutantes foi purificado (2.3.6), clivado com as
enzimas de restricdo BamHI e Sall e submetido a eletroforese em gel de agarose. O
DNA foi transferido para membrana de nylon e hibridizado contra sonda marcada
com *P. A sonda utilizada foi o plasmideo pARSS.
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2.15.1.Transferéncia do DNA para a membrana de nylon

Apés a eletroforese o gel contendo as amostras de DNA cromossémico de
H. seropedicae clivado com as enzimas de restrigdo foi mergulhado em &agua
destilada onde ficou por 5 minutos. A agua foi substituida por uma solugéo de HCI
0,25 mol/L onde o gel ficou incubado por 7 minutos, em seguida esta solucéo foi
descartada. Uma solugdo desnaturante (NaCl 1,5 mol/L, NaOH 0,5 mol/L) foi
adicionada sobre o gel, o sistema incubado por 10 minutos e a solugdo descartada
(esta etapa foi realizada duas vezes seguidas). A solu¢éo desnaturante foi retirada e
adicionada a solugdo neutralizante (NaCl 1,5 mol/L, Tris-HCI 0,5 mol/L pH 7,5 e
EDTA 0.001 mol/L). Apds incubacgao por 30 minutos esta solugéo foi descartada e o
gel foi mergulhado em SSC 15X (NaCl 2,25 mol/L, citrato trissddico.2H,0O 0,225
mol/L) pH 7,5 onde ficou por 10 minutos. Foi construido um sistema de transferéncia
de acordo com Ausubel et ai. (1999). O sistema foi incubado por 24 horas. Apos a
transferéncia a membrana de nylon foi seca em fluxo laminar e o DNA foi fixado a
ela por exposi¢éo a luz UV por 4 minutos.

2.15.2. Marcagao da sonda

As sondas consistem de fragmentos de DNA plasmidial obtidos por lise
alcalina e clivagem com enzimas de restricdo € marcados com [o *PJdCTP. A
marcagédo foi feita através de um sistema de reagdo (volume final de 25 ul)
constituido por 10 uL de DNA do plasmideo pARSS, clivado com as enzimas BamH|
e Sall, e 7,5 uL de agua ultrapura. O sistema foi fervido por 5 minutos, para que
ocorresse a desnaturagdo do DNA, e colocado no gelo em seguida. Foi
acrescentado 5 ul de tampao OLB que consiste numa mistura das solugbes A, B e
C na proporgéo 2 : 5 : 3 (solugdo A: Tris-HCI 1,25 mmol/L, MgCl, 0,125 mmol/L, 18
uL de 2-mercaptoetanol, 5 ulL. de cada um dos dinucleotideos dATP, dTTP e dGTP;
solugdo B: HEPES 2M ou MOPS 2M; solugédo C: hexadeoxinucleotideos 90 unidades
DO por mL), 1 uL de BSA 10 mg/mL, 0,5 uL de enzima Kienow 5 U/uL e 1 puL de [a
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¥P1dCTP. O sistema foi incubado por 18-24 h a temperatura ambiente e o volume foi
aumentado para 100 ulL.

2.15.3.Pré-hibridizacao e hibridizagao

Para realizar a pré-hibridizacdo a membrana foi mergulhada em 40 mL de
uma solugcdo composta por tampédo fosfato 0,5 mol/L pH 8,0 e SDS 5%. A este
sistema foi acrescentado 400 ng/mL de DNA de salméo previamente fervido por 5
minutos e resfriado em gelo. O sistema foi incubado por 4h a 60°C no forno de
hibridizagdo. O processo de pré-hibridizacéo foi realizado para bloquear a membrana
impedindo que a sonda marcada ligue-se inespecificamente a ela.

Em seguida, para a hibridizagdo, foi acrescentada a sonda, previamente
fervida e resfriada em gelo. O sistema foi incubado por 24 h a 60 °C no forno de
hibridizagdo. Apés a incubag¢do a membrana foi lavada por 15 minutos numa solugé&o
de SSC 0,5x (NaCl 0,075 mol/L, citrato trissodico.2H,0O 0,0075 mol/L) mais SDS
0,1% e exposta a um filme de raio X por 24-48 h.

2.16. Determinagao da atividade de -galactosidase

A atividade da enzima B-galactosidase foi determinada conforme descrito por
Miller (1992).

Para a determinagéo da atividade de B-galactosidase em H. seropedicae as
células de H. seropedicae SmRI, H. seropedicae (pM220), H. seropedicae
(PANGPK9), H. seropedicae (pANGPK10) e H. seropedicae (pANG3) foram
cultivadas em meio NFbHP, acrescido de glutamato de sédio 0,5 mmol/lL e
concentragées variadas de Na,Mo04.2H,0 (2.2) até uma D.O.s0onm de 1,0-1,5. Cem
microlitros de cada cultura foram transferidos para tubos plasticos de 2,0 mL, aos
quais adicionou-se 25 ulL de cloroférmio e 900 pul de uma mistura de tampéo Z, 8-
mercaptoetanol 0,39% e SDS 0,0027%. Apds agitagdo vigorosa os tubos foram

incubados a 30 °C em banho-maria por § minutos. Foram acrescentados 200 uL de
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ONPG 4 mg/mL que foi utilizado como substrato para a enzima B-galactosidase. A
reacéo foi interrompida com 500 uL de Na»COs apds a observac&o de coloragao
amarela. O tempo foi registrado e a absorbancia foi determinada em 420 nm. A
concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976). A
atividade de B-galactosidase em H. seropedicae foi reportada como nmol de o-
nitrofenol.min™'.mg prot ™

Para a determinacdo da atividade de B-galactosidase em E. coli as células
foram cultivadas em meio LB até uma D.O.sponm de 1,0-1,5 e procedeu-se como
descrito para H. seropedicae. Para as estirpes de E. coli, a atividade de B-

galactosidase foi reportada em Unidades Miller, calculadas da seguinte forma:

D.O.420nm - (1 ,75 X D.O.550nm)
Unidades Miller = 1000 x

Tempo(min) x vol(mL) x D.O.econm

2.17. Determinagdo da atividade de nitrogenase

A atividade de nitrogenase em H. seropedicae SmRI e H. seropedicae
(PARS8), clones 28 e 34, foi determinada pelo método de redugé&o do acetileno
(DILWORTH,1966; SCHOLLHORN & BURRIS, 1967). Para os ensaios as estirpes
foram cultivadas em meio NFbHP semi-sélido acrescido de 0,5 mmol/L de glutamato
de sodio e dos antibiéticos apropriados. A concentragédo de proteina foi determinada
pelo método de Bradford (1976).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Mutagénese do gene modE de Herbaspirillum seropedicae

Células da estirpe S17.1 de E. coli foram transformadas por eletroporacéo
(2.6) com o plasmideo pELV2B que contém o gene modE de H. seropedicae,
resultando em 188 coldnias. A transformacéo foi confirmada por purificacdo dos
plasmideos de 10 coldnias transformantes E. coli S17.1 (pELV2B), seguida de
eletroforese, na qual os plasmideos dos transformantes foram comparados com o
plasmideo controle pELV2B (dados ndo mostrados). Duas destas colbnias,
escolhidas ao acaso, foram estocadas em glicerol.

Para mutagenizar o gene modE, células da estirpe E. coli S17.1 (pELV2B)
foram transfectadas com o fago A::Tn5-B20 (2.13) tendo em vista a insergéo
aleatéria do transposon Tn5-B20 no gene modE. O titulo do fago foi 81 x 10° UFPs
(2.12). Das células resultantes da infecg@o foram extraidos os plasmideos por lise
alcalina e estes foram utilizados para transformar outras células da estirpe S$17.1
(2.6) com o objetivo de selecionar células que possuissem o transposon inserido
apenas no plasmideo. Da transformagédo resultaram 51 transformantes E. coli
S17.1(pELV2B::Tn5-B20) cuja selecdo foi realizada na presenca de antibidticos
apropriados e sua confirmag&o feita por eletroforese. Estas 51 coldnias foram
submetidas a extracdo dos plasmideos que foram clivados com as enzimas de
restricdo BamHI e Pstl e analisadas quanto a seu perfil eletroforético, para localizar o
ponto de inser¢édo do transposon. Foram utilizadas estas enzimas porque, de acordo
com o mapa de restricdo do plasmideo pELV2B (Fig. 2), o gene modE situa-se no
fragmento BamHI/Pstl de cerca de 0,9 kb. Esta analise revelou uma mudanga no
perfil eletroforético do clone n° 8 o que indicou a provavel inser¢gdo do transposon no
fragmento citado (Fig. 3). A linha 2 mostra o perfil eletroforético do plasmideo
controle pELV2B clivado com as enzimas BamHI/Pstl, no qual observa-se uma
banda de 0,9 kb correspondente ao fragmento onde situa-se o gene modE e a linha
3 mostra o perfil do transformante n° 8 onde observa-se o desaparecimento dessa
banda e o surgimento de uma outra de maior peso molecular. Para uma analise mais
minuciosa foram realizadas outras restricgdes com as enzimas Clal e EcoRl, e
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também com as mesmas enzimas isoladamente. O perfil demonstrou mais uma
vez a pravavel insercdo do transposon no gene modE. Quando o plasmideo
mutagenizado (pELV2B::Tn5-B20) foi clivado com a enzima Clal observou-se uma
mudanca no perfil eletroforético quando comparado ao plasmideo controle
(PELV2B). Quando o plasmideo controle foi clivado com as enzimas Clal e EcoRI
observou-se a presenca de uma banda de cerca de 0,4 kb, onde esta localizado
parte do gene modE. Esta banda desaparece no plasmideo mutagenizado quando
ele é clivado com as mesmas enzimas e surge uma banda de aproximadamente 5,5
kb demonstrando a provavel insergcdo do transposon Tn5-B20 no gene modE (Fig.4).
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3,5kb

1,6 kb

0,7 kb

Figura 3. Perfil eletroforético dos transformantes E. coli $17.1 {pELV2B::Tn5-B20). A linha 1
mostra o marcador de peso molecular (pCB10 e pBR322 clivados com a enzima Hindlll). A
linha 2 mostra o plasmideo controle pELV2B clivado com as enzimas BamH\/Pstl. As
linhas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 mostram seis transformantes (E. coli S17.1 (pELV2B::Tn5-B20). A

linha 3 mostra uma mudanga no perfil eletroforético do transformante n°. 8 quando
comparado ao controle.
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Figura 4. Perfil eletroforético do transformante n°8 (E. coli $17.1(pELV2B::Tn5-B20). A linha 1
mostra um marcador de peso molecular (pCB10 e pBR322 clivados com a enzima Hindill

eHinfi, respectivamente). As linhas 2 e 3 mostram, respectivamente, o plasmideo controle

(PELV2B) e o plasmideo mutagenizado (pELV2B::Tn5-B20) clivados com a enzima EcoRI.

As linhas 4 e 5 mostram o plasmideo controle e o plasmideo mutagenizado,

respectivamente, clivados com a enzima Clal. As linhas 6 e 7 mostram, respectivamente, a

clivagem parcial do plasmideo controle e do plasmideo mutagenizado com as enzimas Clal

e EcoRl.
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A insercdo do transposon Tn5-B20 também foi confirmada através do
seqlienciamento do plasmideo mutagenizado (Fig. 5) e posterior comparagéo da
sequéncia de nucleotideos obtida com o banco de dados através do programa Blast
(ALTSCHUL et al., 1997). Esta comparacé&o revelou 100% de identidade com o gene
modE de H. seropedicae e 96% de identidade com a regido IS50L do transposon
Tn5 de E. coli. O plasmideo mutagenizado foi denominado pARSS.

TACCGGGGATCCGGCACTTGACCCTGACACACTGGTGTCAGCAACCCAGA 50
ATGAAGGATGACCGCAGTAGGTAATCAATCCTGCTGCACGGCCACCATCA 100
CTGCATACGCCTTGAAGACGGCGGTAGCGGTCTGCCCGACCGCCAGCGAC 150
AGCGCATCGATGGCGTCATTGGTCAGGCTGGCGGTCATACAGGCGCCGCC 200
AGGCAAGGTCAACACCACAAGCGACGATACCGCGCCACGCTCTACGCGCG 250
AGACCGTGCCTTCAAACTGATTGCGTGCCGAGAGGGAAAAACCGGCAARAA 300
TCGGTGACCAGCACCACCGCCGAGGACTTGATCCT

Figura 5. Seqiienciamento do inserto BamHl/Sall mutagenizado do plasmideo pARSS8. A
seqiiéncia em preto indica a porgdo final do gene modE e um fragmento do transposon
Tn5-B20 inserido no gene. As regides sublinhadas indicam os sitios de restricdo para as
enzimas BamHl (GGATCC) e Clal (ATCGAT), em vermelho esta indicado o cédon de
término de traducdo para o gene modE. Em azul esta representada a seqiiéncia parcial
correspondente ao transposon.



Para verificar a orientagdo do transposon inserido no gene modE, o plasmideo
pARSS foi clivado com as enzimas BamHlI, Xhol, Bghl, BamHI/Xhol e BamHI/Bgili. A
soma dos fragmentos obtidos foi de aproximadamente 10,5 kb diferente da esperada
que seria 14,4 kb indicando que o plasmideo esta incompleto. De acordo com o
mapa de restricao do transposon Tn5-B20, inserido no gene modE (Fig. 6), a analise
do perfil eletroforético demonstrou a presenga dos fragmentos Bg/ll/Bgill de 2,0 kb e
Xhol/Xhol de aproximadamente 4,0 kb, o que indica que esta regido do transposon
esta intacta. A auséncia do fragmento BamHI/Xhol de aproximadamente 3,0 kb
indica que a regido que compreende o gene /acZ no transposon esta incompleta
(Fig. 7).

BCB e E XPHG G HPX E

" Transposon Tn3-B20 completo

Figura 6. Esquema da inser¢do do transposon Tn5-B20 no gene modE. Em azul escuro esta
indicada a regido IS50L. A seta azul claro indica a regido IS50R. Em verde esta indicado o
gene /lacZ e a seta indica o sentido de sua transcricdo. Em vermelho esté indicado o gene
modE. Estao indicados os sitios BamHI (B), Clal, EcoRl (E), Xhol (X), Psti (P), Hindiil (H),
Bghl (G).
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Figura 7. Perfil eletroforético do plasmideo pARSS. A linha 1 mostra o marcador A-Hindill, a linha
2 o marcador 1 kb DNA /adder e a linha 3 o marcador pCB10/pBR322. As linhas 4, 5, 6, 7
e 8 mostram o plasmideo pARS8 digerido com BamHI, Xhol, Bgfil, BamHI/Xhol e
BamH\l/Bglll, respectivamente.
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3.1.1. Obteng¢do de mutante cromossémico

Para a obtengdo do mutante cromossomico modE™, células de H. seropedicae
foram transformadas com o plasmideo pARS8 (2.6) e selecionadas em meio
apropriado com canamicina (1000 pg/mL) que € a marca de resisténcia do
transposon. Foram obtidas 24 col6nias das quais foi purificado o DNA gendmico
(2.3.8) e hibridizado contra sonda especifica, plasmideo pARS8 clivado com as
enzimas BamHl/Sall (2.15.2). A hibridizagdo indicou, nas 24 coldnias analisadas, a
provavel existéncia de mutantes com simples recombinag&o, ou seja, possuindo uma
copia do gene modE interrompido pela inser¢do do transposon e uma cdpia do
mesmo gene intacto. Destas 24 coldnias estdo mostrados, abaixo, os resultados da
hibridizacdo de 9 delas (Fig. 8). Os resultados demonstram a presenga do gene
modE intacto tanto na estirpe selvagem como nos clones obtidos.

3.1.2. Atividade de nitrogenase dos mutantes simpies-recombinantes

Das 24 col6nias, cuja hibridizagcdo do DNA demostrou serem provaveis
mutantes com simples recombinagao, foram escolhidas aleatoriamente duas delas.
Estas coldnias denominadas 28 e 34, juntamente com o controle H. seropedicae,
foram ensaiadas para a atividade de nitrogenase. Os resultados para as colénias
citadas foram semelhantes aos do controle indicando que n&o houve

comprometimento do processo de fixacdo de nitrogénio nestes mutantes.
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Figura 8. Hibridizacdo dos mutantes cromossémicos. As linhas 5,6,7,8 da figura A indicam,
respectivamente, os clones 5A, 5B, 11B e 39 clivados com as enzimas BamHI/Sall. As
linhas 4,5,6,7,8 da figura B indicam, respectivamente, os clones 10, 34, 36, 27 e 32,
clivados com as enzimas BamHI/Sall. As linhas 4 e 3 das figuras A e B, respectivamente,
indicam a estirpe H. seropedicae SmRI (controle) clivada com as enzimas BamHI/Sall. A
seta vermelha indica a banda correspondente ao fragmento que contém o gene modE na
estirpe H. seropedicae SmRI, que se repete para todos os clones indicados.
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3.2. Analise estrutural da regido a montante ao gene modE
3.2.1. Sequenciamento e analise da regido proximal da orf4 de H. seropedicae.

O DNA inserto do plasmideo pELV22B foi amplificado (2.10) utilizando os
primers Universal e Reverso, o produto da reagéo foi purificado e utilizado como
molde para a reacdo de sequenciamento (2.11). Foram realizadas nove reacdes de
sequenciamento, cinco utilizando o primer Universal e quatro utilizando o primer
Reverso. As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando-se o programa Auto
Assembler 1.4 (Perkin-Eimer, Foster, EUA). A sequéncia resultante foi alinhada a
sequéncia da regido distal da orf4 (450 nucleotideos) ja descrita por Voigt (2000). A
orf4 foi, entdo, estendida em 246 nucleotideos. A nova sequéncia de 696
nucleotideos se estende até o sitio de restricdo para a enzima EcoRI na extremidade
do inserto contido no plasmideo pELV22B (Fig.9). Esta sequéncia foi submetida a
comparagdo com sequéncias de aminoacidos de proteinas do banco de dados
através do programa Blast (ALTSCHUL et al.,, 1997). Esta comparacgao revelou 27%
de identidade e 44% de similaridade com a subunidade o da enzima luciferase de
Nostoc sp. e baixa similaridade com outras proteinas, com fungcdes né&o
relacionadas, de espécies filogeneticamente distantes. A sequéncia submetida
apresentou homologia com 189 dos 333 aminoacidos da subunidade o da enzima
luciferase o que corresponde a sua por¢do central mais carboxiterminal. Isto sugere

que esta sequéncia corresponde a aproximadamente 2/3 do gene que codifica para
luciferase.
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EcoRI
TCCTCAAGTGAATTCGGCGTGGCACGCGGCGGCCCGTTTCCGAGCAATAT 30
CGTCACGCCGGATTGAGCGGTGCCGATCAGGCGCGCGCACGCATGATTGA 100
AGCACTGGACGTCATCCAGCGCGCATGGCAAGGCGTGCCATTCAGTACCG 150
AGGGACGATTTTTTCACTACGACAGAGTGCAGTTGCAACCGCAGCCGCTG 200
CAACGTCCCATCCCGGTATGGCTGGCCAGCATGAGCGAAGATTCGCTTGA 250
TCTGGCCGCACGCCAGGATTACGGATTGATGGCCACACCCTCCGCCGATC 300
TTGAGCAGGTGCTCACGCGGGTGGCTGCACAGCGTGCGCAGCGCGGTCAC 350
TTCCCGTTTGCCATCGCCCGCTTTTTCCATTGCGAACCCGAGGCGCACAA 400
GGCGCTTGCCCATGGTCTGGCAGGTGTGCGTGCGTATCCGCGCATGATGC 450
AAGTGCAATTCGCGCCCGGTGGCACCCCGCCCATGTTCCAGGCCGATGCC 500
TCCGATCAAGTCATCCTGGCCAACGCCATCATCGGCGACCCGGCGCAATG 550
CGTGGCACGCATCGGCCAGCTGCAAGAAAAACTGGGGCCGCATCGCCTGC 600
TGCTCAAGCCTGCCAGCCACGATCCCCAGCAAGCGCGCGCAGCCCTGAGC 650
TTGCTGGCGGGCGCGCTGGGACTGCAGCCATCGGCAAGGACATGA 696

Pstl

Figura 9. Segiienciamento da regido proximal da orf4 contida no plasmideo pELV22B (Fig. 2).
O sitio EcoRIl (GAATTC) e o sitio Pstl (CTGCAG) apresentam-se sublinhados e a regido
seqienciada esta representada em azul.
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3.2.2. Andlise da orf4 e da regiao a montante ao gene nifA

Da sequéncia descrita no item anterior, foram tomados 687 nucleotideos do
inserto do plasmideo pELV22B, contados a partir do sitio para a enzima EcoRlI, e
498 nucleotideos do fragmento EcoRI/EcoRV do plasmideo pELV2B (SOUZA, E.M,,
comunicacgdo pessoal) também contados a partir do sitio para a enzima EcoRl. Esta
sequéncia com um total de 1185 nucleotideos (Fig. 10) foi submetida ao programa
Analyseq (STADEN, 1982). Através do método de preferéncia de coédons constatou-
se a presenca de uma ORF (regido codificadora de proteina) aparentemente
completa na fase de leitura 1, acima da linha pontilhada, a qual representa a
probabilidade de 50% de ocorréncia de uma ORF na sequéncia, conforme a
preferéncia de codons de H. seropedicae (Fig.11). Esta sequéncia foi submetida a
comparagdo com sequéncias de aminoacidos de proteinas do banco de dados
através do programa Blast (ALTSCHUL et al., 1997). O resultado desta comparacg&o
revelou 34% de identidade e 53% de similaridade com a subunidade o da enzima
luciferase de Nostoc sp.; 29% de identidade e 43%-de similaridade com a luciferase
de Xylella fastidiosae; 45% de identidade e 55% de similaridade com uma proteina
semelhante a LuxA de Bradyrhizobium japonicum, 26% de identidade e 49% de
similaridade com uma proteina homéloga a LuxA de Rhizobium sp. Em seguida esta
mesma sequéncia foi traduzida no programa BioEdit 4.8.8 (HALL, 1999) resultando
na sequéncia de aminoacidos correspondentes (Fig. 12). Desta forma, esta
seqléncia de 1185 nucleotideos provavelmente corresponde a uma orf completa.

Estes resultados indicam que a regido localizada a montante ao gene modE

de H. seropedicae, anteriormente referida e descrita por Voigt (2000) como orf4, &
0 gene uxA.
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ATGAGCTGGTACGCAGCTGGTTCCACTCGCCCGCCACCGACATGCTGCCG 50
CCGATAGCGGATCTGATCCGGCCATCGGGAAGATCCGAATCATGACCTGC 100
GCCATCCGGCATCGCATCCCCGCATCTGTTTCTTGATGCGGCCGGTCTEA 150

luxA —>

CATGTCCAACTCTTTTTCCCGTGAACCTGCCATGCCGGATTACCCGCA 200
ACGCTACGGCGTCTTCCTCAATGTCGAAAATCCCCATGGCAACGCACGCG 250
ATGCGCTGTTGCAGACCGTCGATCATGCCGTCGTGGCAGAGGCCCTGGGC 300
TATCACGATGTCTGGGTCGCCGAGCACCATTACAGCAGCTTCGCCATCGG 350
CAGCGCCTTGATGGTGCTGCTGGCCCAGATCGCCGCACGCACTTCGCGCA 400
TCCGCCTCGGTACGGGCGCTTCGTTGCTGGCGCTCAATGATCCCTTGCGG 450
GTTGCCGAGGACGTCGCCACGCTGGACCTGCTCAGCAACGGCCGGATGGA 500
ATTCGGCGTGGCACGCGGCGGCCCGTTTCCCGAGCAATATCGTCACGCCG 550
GATTGAGCGGTGCCGATCAGGCGCGCGCACGCATGATTGAAGCACTGGAC 600
GTCATCCAGCGCGCATGGCAAGGCGTGCCATTCAGTACCGAGGGACGATT 650
TTTTCACTACGACAGAGTGCAGTTGCAACCGCAGCCGCTGCAACGTCCCA 700
TCCCGGTATGGCTGGCCAGCATGAGCGAAGATTCGCTTGATCTGGCCGCA 750
CGCCAGGATTACGGATTGATGGCCACACCCTCCGCCGATCTTGAGCAGGT 800
GCTCACGCGGGTGGCTGCACAGCGTGCGCAGCGCGGTCACTTCCCGTTTG 850
CCATCGCCCGCTTTTTCCATTGCGAACCCGAGGCGCACAAGGCGCTTGCC 900
CATGGTCTGGCAGGTGTGCGTGCGTATCCGCGCATGATGCAAGTGCAATT 950
CGCGCCCGGTGGCACCCCGCCCATGTTCCAGGCCGATGCCTCCGATCAAG 1000
TCATCCTGGCCAACGCCATCATCGGCGACCCGGCGCAATGCGTGGCACGC 1050
ATCGGCCAGCTGCAAGAAAAACTGGGGCCGCATCGCCTGCTGCTCAAGCC 1100
TGCCAGCCACGATCCCCAGCAAGCGCGCGCAGCCCTGAGCTTGCTGGCGG 1150

modE —
GCGCGCTGGGACTGCAGCCATCGGCAAGGACATGAGTACCTTGCCTGCCA 1200
CCGATACCACCTTGTTGAGCAGCGAACTGAAACTGGTGCATCGCCTGGAC 1250

Figura 10. Sequéncia da regido a montante ao gene modE (gene /uxA). Em vermelho esta
indicado o provavel cédon de inicio de traducdo para o gene /uxA. Em verde esta indicado
o provavel sitio de ligagao do ribossomo. O provavel coédon de término de tradugéo para o
gene /uxA esta indicado em azul. O sitio para a enzima EcoRlI esta indicado em rosa. O
codon de inicio de tradugdo para o gene modE esta sublinhado.
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Figura 11. Identificagdo da provavel regido codificadora de proteina do gene /uxA. Cada secdo

do grafico representa uma fase de leitura (fases de leitura 1, 2 e 3, de baixo para cima).
A provavel regido correspondente ao /uxA esta representada na fase de leitura 1, acima
da linha pontilhada. O primeiro aminoacido (metionina), que corresponde ao provavel
codon de inicio de traducgdo esta indicado pela letra M, em azul. O provavel cédon de
término de traducgdo esta indicado por um traco vermelho.
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Figura 12. Seqiiéncia de nucleotideos do gene /uxA e segiiéncia de aminoacidos deduzida da
proteina LuxA de Herbaspirillum seropedicae. A primeira metionina esta indicada em
vermelho, o provavel codon de inicio de tradugdo esta indicado em azul e o provavel
codon de término de traducéo esta indicado em rosa. O sitio para ligagdo do ribossomo
esta indicado em verde.
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3.2.3. Gene luxA

O gene /uxA de H. seropedicae € composto por 1032 nucleotideos (Fig. 10).
Foi localizado a montante do gene modE e a aproximadamente 1,2 kb do gene nifA.
Ele é transcrito na direcdo oposta do gene nifA e na mesma direcdo do gene modE.
O seu provavel cddon de término de traducdo se sobrepde ao cddon de inicio de
traducao do gene modE.

Os genes lux estdo envolvidos com as reagdes de emisséo de luz em
bactérias luminescentes (MYIAMOTO et al, 1988; SZITTNER et al., 1990;
MEIGHEN, 1993; VISICK et al,, 2000). Em varias espécies dos géneros Vibrio,
Photobacterium e Xenorhabdus os genes lux foram clonados e sequenciados. Na
maioria destes organismos os genes [uxCDE flanqueiam os genes [uxAB
(SZITTNER et al., 1990; MEIGHEN, 1993) sendo transcritos na ordem /uxCDABE.
Em Photobacterium phosphoreum o gene luxF localiza-se entre os genes /uxB e
luxE, sendo transcritos na ordem luxCDABFE (MANCINI et al., 1988). Neste trabalho
0 gene /uxA de H. seropedicae foi identificado a montante dos genes modE e nifA
(Fig. 13). Entre os genes /uxA e nifA existe uma regido intergénica de 1173
nucleotideos ainda n&o caracterizada. Desta forma o gene luxA em H. seropedicae
esta disposto de forma distinta da descrita para outros organismos (Fig. 14).

O gene /luxA das bactérias luminescentes citadas codifica para a subunidade
o da enzima luciferase. Foi sugerido que a luciferase de bactérias Iuminescentes,
alternativamente, poderia catalisar a transferéncia de elétrons ao oxigénio, servindo
como uma via alternativa de transporte de elétrons em baixa pressdo de oxigénio
(MEIGHEN, 1993). Da mesma forma pode ocorrer para a proteina LuxA de H.
seropedicae uma vez que este microrganismo ndo € luminescente. A proteina LuxA
de H. seropedicae possui 343 aminoacidos e apresenta massa molecular de
aproximadamente 42888 Da, calculada pelo programa BioEdit 4.8.8 (HALL, 1999). O
ponto isoelétrico desta proteina foi calculado pelo programa “EMBL WWW Gateway
to lIsoeletric Point Service” do banco de dados EMBL e foi estimado em
aproximadamente pH 6,75.

A sequéncia de aminoacidos deduzida da proteina LuxA de H. seropedicae
foi comparada a de outras espécies pelo programa Blast (ALTSCHUL et al., 1997),
através do que constatou-se homologia com 308 dos 333 aminoacidos da
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subunidade o da luciferase de Nostoc sp.; com 240 dos 321 aminoacidos da
luciferase de X fastidiosa; com 84 dos 458 aminoacidos de uma proteina
semelhante a LuxA de B. japonicum; com 185 dos 279 aminoacidos de uma
proteina homadloga a LuxA de Rhizobium sp. e com 128 dos 321 amino&cidos da
luciferase de V. harveyi.

A proteina LuxA de H. seropedicae foi comparada e alinhada com as mesmas
proteinas das espécies citadas acima através do programa Clustal W (HIGGINS et
al., 1994) que revelou algumas regiées conservadas entre estas proteinas (Fig. 15).
A sequéncia de aminoacidos da proteina LuxA de H. seropedicae também foi
submetida ao programa SMART (SCHULTZ et al, 1998) para identificagdo de
dominios caracteristicos, o qual indicou a ocorréncia do dominio Pfam
bac_luciferase entre os aminoacidos 16 e 312 (Fig. 15). Este programa também
revelou a auséncia de peptideo sinal e de segmentos transmembrana.
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Figura 13. Organizacdo estrutural dos genes modE, luxA e nifA de Herbaspirillum seropedicae.
O plasmideo pTZ19R é o vetor. A regido proximal do gene nifA esta representada por um
traco vermelho. O gene modE esta representado em azul e o gene /uxA esta representada
em verde. A setas indicam a direcdo de transcricdo dos genes nifA, modE e luxA. Sao
indicados os sitios BamHI (B), Clal (C), EcoRl (E), Psti (P), EcoRV (EV) e Sall (S).
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Genes lux

X. luminescens T [

V .harveyi
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P. leiognathi COTE e [ e

P. phosphoreum

modE luxA nifA
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Figura 14. Organizacio dos genes /ux no genoma de diferentes microrganismos. Em azul claro esta indicado
o gene /uxC, em azul escuro o gene /uxD, em vermelho o gene /uxA4, em vinho o gene /uxB, em
verde claro o gene luxE, em verde escuro o gene /uxG, em rosa o gene JuxF e em cinza o gene
luxH. Para a espécie H. seropedicae, em amarelo esta indicado o gene modE, em vermelho o gene
luxA e em preto o gene nif4A. Uma regifio intergénica estd indicada em branco. As setas indicam o
sentido de transcrig@io destes genes. Adaptado de MEIGHEN (1993).
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continua...

SITE@DVATCRDKIK-KFQDELDLGTLALKPSS-F KNQESLQRYNQEVQONYV==—====— 333
GLIGSPETIRKKLR-RFQSSHIDQVILLNQAGKNSHEHICESLELFGREVMPEFQNDPAQ416
ITAGTPAQVTEQILLQLGRTGAANIVGFFTGHRCDPOLVRTSCDLFGEYVIPALQSASI-321
S LLRCCYASDDGAEINSYIDNARFQRRLSEALQQRRQQSKDGYMLEEMPTHQD---=279
NPVETPEKCIEIQR-DIDATGITNITLGFEANGSEEETI IASMKRFMQVAPFLKDPK----346
AITIEDPAQCVARIG-QLOEKLGPHRLLLKPAS—-HDP QARAATLSLLAGALGLQPSART--339

Figura 15. Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos das proteinas LuxA de H. seropedicae

{Herb), P. phosphoreum (Phot), B. japonicum (Brad), X. fastidiosa (Xyle),
Rhizobium sp. (Rhiz) e Nostoc sp. (Nost). Em azul estdo indicados os residuos de
aminoacidos com 100% de identidade. Em verde estdo indicados os residuos com alta
similaridade. Em rosa estao indicados os residuos com baixa similaridade. Em vermelho
esta indicado a provavel metionina que inicia a proteina LuxA em H. seropedicae. O
dominio Pfam: bac_luciferase da proteina LuxA de H. seropedicae esta sublinhado e em
negrito.
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3.3. Analise de uma possivel regido promotora para os genes [uxA elou

modE de H. seropedicae.

De acordo com as andlises descritas nos itens anteriores foi observado que o
provavel cédon de término de tradugéo para o gene /uxA esta sobreposto ao cédon
de inicio de tradugado para o gene modE o que pode indicar, como ja sugerido por
Voigt (2000), que estes dois genes facam parte de um operon.

Desta forma, para analisar a presenca de uma possivel regido promotora para
os genes /uxA e/ou modE, foram realizadas subclonagens (2.9) no vetor de fusao—
lacZ sem promotor, pMP220 (Fig.16). Foram clonados o fragmento EcoRI/Pstl do
plasmideo pELV22B (Fig.2), que contém 585 nucleotideos da regido a montante ao
gene modE de H. seropedicae, e o fragmento EcoRV/Pstl do plasmideo pELV2B
(Fig.2), que contém 1266 nucleotideos da regido a montante ao gene modE. Este
ultimobfragmento contém 978 dos 1032 nucleotideos componentes do gene [uxA
mais 258 nucleotideos acima do cdédon de inicio de traducédo deste gene. Os
fragmentos foram clonados e ensaiados para a atividade de B-galactosidase cujos

resultados estao descritos na sequéncia.

3.3.1. Subclonagem do fragmento EcoRI/Pstl de pELV22B.

A mistura de ligacdo contendo vetor (pMP220) e inserto preparados
apropriadamente (2.7 e 2.8) foi eletroporada (2.6) em células da estirpe E. coli
DH5a. Foram obtidos dois clones dos quais foram extraidos os plasmideos pANG2 e
pANG3, confirmados por andlise de restricdo e eletroforese comparados com os
controles pMP220 e pELV22B (Fig.17). As linhas 4 e 5 mostram o perfil eletroforético
dos plasmideos pANG2 e pANG3, respectivamente, clivados com as enzimas EcoRI
e Pstl, onde observa-se uma banda de aproximadamente 0,6 kb correspondente ao
inserto que contém a orf4 e outra de aproximadamente 10 kb, correspondente ao
vetor pMP220. Na linha 3 que mostra o perfil eletroforético do plasmideo controle
(pELV22B) clivado com as mesmas enzimas observa-se uma banda de 0,6 kb e

outra de aproximadamente 2,9 kb correspondentes ao inserto e ao vetor pTZ19R,
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respectivamente. Estes resultados confirmam a clonagem do fragmento no vetor
pMP220.

pELV2B

<—modE «luxA nifA=>

T bR R

b

pELV22B | | | | psca2
P E

P E P K
pANG3 pANGPKY9

Figura 16. Esquema das subclonagens dos fragmentos derivados do plasmideo pELV2B. O
vetor do plasmideo pSCA2 é pTZ19R e o vetor dos plasmideos pANG3 e pANGPK 9 é
pMP220. Em vermelho esta indicado a regido proximal do gene nifA. O gene modE esta
representado em azul e o gene /uxA em verde. As setas indicam a direcéo de transcrigédo
dos genes indicados. Estéo indicados os sitios para as enzimas: BamHI| (B), Clal (C),
EcoRI (E), Pstl (P) EcoRV (EV), Sall (S), Smal (SM) e Kpnl (K).
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Figura 17. Perfil eletroforético dos plasmideos pANG2 e pANG3. A linha 1 mostram o marcador
de peso molecular. As linhas 2 e 3 mostram o vetor pMP220 e o plasmideo pELV22B
(controle), respectivamente, ambos clivados com as enzimas EcoRl e Pstl. As linhas 4 e

5 mostram o perfil eletroforético dos plasmideos pANG2 e pANG3, respectivamente,
clivados com as enzimas EcoRl e Pstl.
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3.3.2. Subclonagem do fragmento EcoRV/Pstl de pELV2B.

Como né&o existe um sitio de reconhecimento para a enzima EcoRV no vetor
pMP220 (anexo 1), foi necessario realizar, primeiramente, a subclonagem do
fragmento EcoRV/Pstl no vetor pTZ19R (anexo il). Este vetor possui um sitio para a
enzima de restricdo Smal que produz uma extremidade compativel com aquela
produzida pela enzima EcoRV. Sendo assim, o plasmideo pELV2B foi digerido com
as enzimas £EcoRV/Pstl/Dral produzindo um fragmento EcoRV/Pstl de
aproximadamente 1,3 kb que foi ligado ao vetor previamente digerido com as
enzimas de restricido Smal/Pstl (2.7 e 2.8). A enzima Dral foi utilizada para a
digestdo do fragmento correspondente ao vetor do plasmideo pELV2B a fim de
impedir que este se ligasse ao vetor digerido e desta forma surgissem células com o
vetor sem inserto.

A mistura de ligag&o foi eletroporada (2.6) em células da estirpe E. coli 71.18.
Foi selecionado um clone, do qual foi purificado o plasmideo pSCA2 que foi
confirmado por andlise de restricdo e eletroforese comparado com o controle
pTZ19R e pELV2B (Fig. 18). As linhas 2 e 3 mostram o vetor pTZ19R e o plasmideo
pSCA2, respectivamente, clivados com a enzima Pstl. Observa-se na linha 3 uma
banda de aproximadamente 4,2 kb indicando a presen¢a do inserto ligado ao vetor.
As linhas 4 e 5 mostram o vetor e o plasmideo pSCA2, respectivamente, clivados
com a enzima EcoRI. Esta enzima foi utilizada porque existe um sitio para ela dentro
do inserto. Observa-se na linha 5 uma banda numa posi¢do acima daquela
encontrada na linha 4. Nas linhas 6 e 7 que mostram o plasmideo pSCAZ2 clivado
com as enzimas Kpnl/Pstl e Sacl/Pstl, respectivamente, observa-se uma banda de
cerca de 1,3 kb correspondente ao inserto e outra de cerca de 2,9 kb
correspondente ao vetor, confirmando a ligagdo do inserto. Nao foi possivel a
utilizac@o das enzimas EcoRV e Smal pois os seus sitios foram perdidos durante a
clonagem, assim foram utilizadas as enzimas Kpnl e Sacl cujos sitios localizam-se
na regido de policlonagem do vetor.

Para a subclonagem do fragmento citado no vetor pMP220, o plasmideo
pSCA2 foi submetido a digestdo com as endonucleases de restricdo Kpnl, Pstl e
Dral (2.7) liberando o mesmo fragmento de aproximadamente 1,3 kb contendo a
regido descrita no item 3.3. Este inserto foi ligado no vetor (2.8) e a mistura de
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ligacdo foi eletroporada em células da estirpe E. coli DH10B (2.6). Foram
selecionados dois clones dos quais foram purificados os plasmideos pANGPKS e
pANGPK10, confirmados por analise de restricdo e eletroforese comparados ao
controle pMP220 (Fig. 19). Observa-se, no perfil dos dois plasmideos, uma banda de
aproximadamente 10,5 kb, correspondente ao vetor e uma banda de cerca de 1,3 kb
correspondente ao inserto.

12 3 45 6 7

4,2kb 5 -
-
- -
2,8kb 4 - - o
1,4kb i
- e
0,7kb -

Figura 18. Perfil eletroforético do plasmideo pSCA2. A linha 1 mostra o marcador de peso
molecular. As linhas 2 e 3 mostram, respectivamente, o vetor pTZ19R e o plasmideo
pSCA2 clivados com a enzima Pstl. A linha 4 mostra o vetor pTZ19R clivado com a
enzima EcoRI. As linhas 5, 6 e 7 mostram o plasmideo pSCA2 clivado com as enzimas
EcoRl, Kpnl/Pstl e Sacl/Pstl, respectivamente.



9.4kb

2,3kb
2,0kb

1,3kb

Figura 19. Perfil eletroforético dos plasmideos pANGPK9 e pANGPK10. As linhas 1 € 2 mostram
marcadores de peso molecular. A linha 3 mostra o plasmideo pMP220 (controle) clivado
com as enzimas Pstl e Kpnl. As linhas 4 e 5 mostram o perfil eletroforético dos
plasmideos pANGPK9 e pANGPK10, respectivamente, também clivados com as
enzimas Pstl e Kpnl. A seta indica os fragmentos clonados.
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3.3.3. Ensaios da atividade de -galactosidase

Células das estirpes E. coli DH5a (pPANG3), E. coli DH10B (pPANGPKS) e E.
coli DH10B (pANGPK10) foram cultivadas em meios apropriados e delas foram
purificados os respectivos plasmideos (2.3.1). Estes plasmideos, assim como o seu
vetor (pMP220), foram eletroporados (2.6) em células da estirpe H. seropedicae
SmRI e a presenca deles foi confirmada pela sua purificagéo, seguida de
eletroforese em gel de agarose (dados n&o mostrados).

Células das estirpes H. seropedicae SmRI (pANG3), H. seropedicae SmRI
(PANGPK9), H. seropedicae SmRI (pPANGPK10) e H. seropedicae SmRI (pMP220)
foram cultivadas em meio NFbHP com concentragdes variadas de molibdato de
sédio em condicdes de baixa amdnia como descrito (2.2-g) e ensaiadas para
atividade de B-galactosidase (2.16).

Foi verificada uma atividade basal de B-galactosidase para a estirpe
H. seropedicae SmRI (pMP220) que variou entre 2 € 41 nmol de o- nitrofenol.min’
"'mg prot ~'. As estirpes H. seropedicae SmRI {pANG3), H. seropedicae SmRI
(PANGPKO9), H. seropedicae SmRI (PANGPK10) apresentaram atividade especifica
negativa de B-galactosidase em todas as concentragées de molibdato de sddio
utilizadas, que pode ser interpretada como auséncia de atividade. Ensaios com a
estirpe H. seropedicae SmRI utilizada como controle mostraram resultados
semelhantes (tabela 3). Sendo assim, as estirpes possuindo os plasmideos com as
fusdes descritas apresentaram atividade menor que do préprio vetor onde elas foram
construidas, indicando uma inibig&o da atividade basal.

Os resultados descritos indicam a auséncia de promotor nos fragmentos
analisados, correspondentes ao gene /uxA e a regido a montante a este gene.
Outras analises poderdo, ainda, ser realizadas com a regido entre os genes /uxA e

nifA para investigar a possibilidade dos genes /uxA e modE fazerem parte de um
operon.



Tabela 3: Atividade de -galactosidase
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nmol de o-nitrofenol.min™.mg prot”

| I

molibdato de sodio (mg/L) 0 1,0 2,0 3,5
H. seropedicae SmRI 0 0 0 0
H. seropedicae SmRI (pMP220) 41 2 11 19
H. seropedicae SmRI (pANG3) 0 0 0 0
H. seropedicae SmRI (pPANGPK9) 0 0 0 0
H. seropedicae SmRI (PANGPK10) 0 0 0 0
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4. CONCLUSOES

1- Mutantes cromossémicos modE:: Tn5-B20 de Herbaspirillum seropedicae foram
obtidos por simples recombinagao.

2- Uma ORF anteriormente designada orf4 foi identificada como o gene /uxA de
Herbaspirillum seropedicae. Este gene codifica para a subunidade o da enzima
luciferase.

3- Os genes mod e lux de H. seropedicae estdo organizados de forma diferente da
descrita para outras espécies.

4- Analises de fusdes transcricionais com o gene /acZ sugerem a auséncia de
promotor na regido analisada a montante do gene modE de H. seropedicae.
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Anexo | — Mapa do vetor pMP220 e pPW452 (SPAINK et al., 1987)
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Anexo Il - Mapa esquematico do vetor pTZ18/19R (MEAD et al., 1986)
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pBR322 \
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233
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ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG CAT GCC TGCAGG TCG ACT CTA GAG GAT GCC CGG GTA CCGAGC TCG AAT TCA CTG GCC
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