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obstinagio ¢ que n3o dia a menor importancia a tais
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absolutamente sagrada: - a lei em si mesma, ao sentido
(der Sinn) de seu préprio ser (das Eigenend. "

Hermann Hesse
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RESUMO

A partir de um banco gendmico de Herbaspirillum
seropedicae estirpe Z78, construido no cosmideo vetor pLAFR3,
foi isolado um gene andlogo ao recA por complementagio
interespecifica da estirpe mutante Escherichia coli?i HB101
CrecA . Seis plasmideos recombinantes “pLAFR3::DNA de H.
seropedicae Z78" foram isolados e passaram a constituir a série
pBMR1 a pBMRG. O plasmideo pBMRS foi escolhido para estudos
mais detalhados. Resultados quantitativos de sobrevivéncia
mostraram que este plasmideo foli capaz de conferir resisténcia
A radiag¢io ultravioleta e ao metanosulfonato de metila (MMS) a
estirpe E. colt HB101. Além disto, o plasmideo pBMRS5 restaurou
a proficiéncia de recombinagfo homéloga apéds conjugagio de £E.
colt HB101. Estudos de hibridizagio DNA/DNA revelaram a
existéncia de homologia estrutural entre o gene recd de E. colt
Ki2 e o gene recdA de H. seropedicae Z78 contido no plasmideo
pBMRS. O DNA inserto deste plasmideo apresentou sitios de
restrig3o para as enzimas BamHI, BglIl, EcoRI e HindIII. O
fragmento HindlII de 3,685 kb que continha o gene recd de H.
seropedicae Z78 foli subclonado no vetor pTZ18R dando origem ao
plasmideo pBMRS03. Este plasmideo conferiu a E. coli HB101
niveis de complementagio fisioldgica iguais aqueles obtidos
para pBMRS. Um derivado recd do plasmideo pBMRS foi obtido por
inser¢3o do transposon 5. Este plasmideo, denomi nado
pBMR2EE. 2, foi incapaz de restaurar a proficiéncia de
recombinagico ou de conferir resisténcia a radiagfo ultravioleta
ou ao MMS as estirpes HB10l1 e DHS de E. coli. Os dados obtidos
neste trabalho sugerem fortemente a existéncia de um gene tipo
recA em H. seropedicae Z78, bem como a funciocnalidade de um
sistema de reparo e recombinagio andlogo ac Sistema SOS de E.

colt.



1 INTRODUGZO

A variabilidade genética desenvolvida ao longo da evolugio
e originada pelas mutag@es tem na recombinagiZo génica um
fendmeno capaz de amplificd-la. As muta¢gSes introduzem novas
informag@®es no genoma, através de lentas e sucessivas
modificagBes do cddigo genético. As recombinagBes, desde o
evento relativamente simples de quebra e reunifo até mecanismos
altamente especializados de mitose e meiose, envolvem a permuta
de material genético para formar novas combinag@es génicas.
Através da recombinagio a variabilidade genética de uma espécie
aumenta e pode ser transmitida sem necessidade de novas
mutagBes. A recombinagio envolvendo a reagio onde sequéncias
homélogas de DNA s3o trocadas entre dois cromossomos, &
denominada recombinagio homdloga C(COX e LEHMAN, 1887D. As
moléculas resultantes desta permuta s3io ditas recombinantes e
contém informa¢gBes genéticas originalmente presentes em cada
uma das moléculas parentais C(COX e LEHMAM, 1987; SMITH, 1988).

ROBIN HOLLIDAY (19640 foi o primeiro a formular um modelo
molecular envolvendo trocas de seqiiéncias nucleotidicas entre
moléculas de DNA duplex para explicar os padr8es de conversdo
génica observados durante a meiose no processo de reprodugdo do
fungo Ustilago maydis C(Figura 13. HOLLIDAY chamou de convers3o
génica a segregagio desigual de um par de alelos entre os
quatro produtos da meiose, ocasido em que um dos alelos
aparentemente ''se converte' no outro. Esta "convers3o" resulta
do reparo do pareamento incorreto de alelos situados muito

préximos, ou mesmo dentro, de uma regifo de permuta do DNA. A
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segregagdo 3:1 ou 6:2 sé € possivel quando ocorre reparo em
ambas as cromatides. Quando © reparo ocorre em uma so,
observava-se a segregagio pés-meidtica ou 3:5 e se nenhuma das
cromatides € reparada, resulta em segregagdo pés-meidtica dupla
ou 4:4 a qual &€ considerada aberrante C(HOLLIDAY, 1S874D.

A caracteristica mais importante do Modelo de Holliday ¢ a
associagdo entre duas moléculas de DNA duplex através de uma
Jung3o heteroduplex, conhecida como Estrutura de Holliday
Cetapa 6 da Fig. 1> e que, em virtude de sua capacidade de
migragio esponténea, pode gerar longas regides de DNA
heteroduplex. Estas regifes podem explicar a heterozigose que &
frequentemente observada nos Cromossomos recombinantes
C(SODERGREN e FOX, 19739). Devido a sua simetria, a estrutura de
Holliday pode ser processada ao longo de seu eixo horizontal ou
vertical para produzir moléculas recombinantes nas quais os
alelos parentais que margeiam as regides potencialmente
heterozigotas s3io conservados em sua posig3io original ou s3o
trocados reciprocamente Cetapas 7a e 7b da Fig. 1D.

Uma modificag¢3io do modelo de Holliday para a recombinag¢3o
homéloga foi apresentada em 1975 por MESELSON e RADDING CFigura
2). Segundo estes pesquisadores, ¢ suficiente que apenas uma
das fitas da molécula de DNA contenha um ponto de quebra para
dar inicio a formagio da estrutura de Holliday. Neste modelo,
n3o & considerada a participag3io das duas fitas de DNA, uma vez
que a fita simples permutada torna-se uma fita dupla permutada
por isomerizagZo eliminando a necessidade do ponto de quebra
nas duas fitas de DNA envolvidas. Esta consideragdo foi
importante para o desenvolvimento dos estudos do mecanismo da

recombinagZo homéloga porque & experimentalmente demonstravel
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Dois segmentos homélogos de DNA cromossomal, I e II, est3io
pareados. A,B,C,D,E,F,G representam sete genes distintos e
a,b,c,d,e,f,g seus alelos.

Uma nuclease corta uma das fitas de cada DNA duplex. Os
sitios de restrigdo s3o homélogos e as fitas de mesma
polaridade.

e (4> As extremidades das duas fitas cortadas s3o trocadas
e religadas

Migragio da jung3d3o e formagido de uma regiio de DNA
heterodupl ex

A parte inferior do complexo sofre rotagio de 180-.

C(6ad Forma-se a Estrutura de Holliday (8bD.

Duas alternativas de resolugdo da Estrutura de Holliday:
C7a> Um corte ao longo do eixo horizontal seguido de
ligagd3o n3o produz recombinagdo mas devido a migrag3o,
forma-se uma regiio heteroduplex ao nivel do gene D.

C(7b> Um corte ac longo do eixo vertical seguido de ligag3o,
produz recombina¢fo reciproca para A, B, C, E, F, € G & uma

regido heteroduplex em D.
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MODELO DE HOLLIDAY (18643 PARA A RECOMBINAGAO
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Dois segmentos homélogos de DNA cromossomal, I e II, estio
pareados.

Reinicio da sintese do DNA a partir de uma extremidade 3’
gerada pelo corte de uma de suas fitas. A expansio da nova
fita promove o deslocamento da extremidade 5’ pré-existente.

A extremidade 5’ deslocada invade o© cromossomo I. A
hibridizagdo entre esta extremidade do cromossomo II com
uma regido do cromossomo I provoca a formagao de um
segmento nio pareado neste dltimo Calg¢a D).

A alga D & clivada e removida. Os dois cromossomos
tornam—-se unidos por um segmento de DNA unifilamentar.
Rotag3io dos cromossomos sobre o ponto de crossover.

As fitas de mesma polaridade se intercruzam.

A migragio da jung3do forma a regido heteroduplex.

A resolugio da Estrutura de Holliday para a formagio dos
recombinantes se processa de acordo com Os passos 6 e 7 da

figura 1.
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que uma fita simples de DNA pode ser utilizada in vitro" para
dar inicio ao processo da recombinagio CCUNNINGHAN et al.,
1980, DAS GUPTA et al., 1980, COX e LEHMAM, 198lb, FLORY e
RADDING, 1982, WU et al., 1982, TAKAHASHI et al., 18988>. O
modelo proposto por Holliday e posteriormente o modificado por
MESELSON e RADDING, tém formado a estrutura conceitual nas
investiga¢gBSes dos mecani smos molecul ares da recombinagio
homél oga.

Paralelamente as investigagBes realizadas por HOLLIDAY
(19645, CLARK e MARGUILES (1965) e HOWARD-FLANDERS e THERIOT
(1966), relataram o isolamento de estirpes de Escherichia coll
deficientes em promover recombinagio. As estirpes isoladas
foram classificadas fenotipicamente como Rec . Estes fatos
deram origem a uma série de estudos bioquimicos, genéticos,
fisicos e fisioldgicos das etapas do mecanismo da recombinagdo
homéloga. Inicialmente foram descritos os loci recd, recB e
recC CCLARK e MARGUILES, 1965; WILLETS et al., 19689 e
subsequentemente os loci recD CAMUNDSEN et al., 1986; BIEK e
COHEN, 1988), recE, recF, recG, reclt, recK, recl, recN (COX e
LEHMAM, 1987; CLARK, 1991>, recO, rec@Q C(WEST, 1888) e recR
CUMEZU et al., 1980>. O gene recl foi identificado como sendo o
gene wuvrD cujo produto ¢ a enzima DNA helicase II (MAPLES e
KUSHNER, 1982; OSSAMA e MOUNT, 1889).

A maioria das proteinas codificadas por estes genes em E.
coli, foram identificadas e caracterizadas. A proteina RecA
estid envolvida na recombinagio homédloga, no reparo do DNA, na
indu¢Zoc da fase litica do fago lambda (ROCA e COX, 18803 e na
replicagio estiavel do DNA de mutantes rnrh CKOGOMA et al., 1985;

SKARSTAD e BOYE, 1988; CAO e KOGOMA, 1993). Os genes recB, recC
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e recD codificam as trés subunidades da proteina RecBCD
envolvida na recombinagdo homéloga, no reparo do DNA, na
degradag3do de DNA exégeno ou danificado e na manutengXZo da
viabilidade celular CCAPALDO-KIMBALL, 1971; CLARK, 1973; MARSIC
et al., 1993). A proteina RecE ¢ uma exonuclease C(GILLEN et
al., 19815. Recentemente HALL et «al. (1993) identificaram a
proteina RecT cuja fungiZo ¢ promover a renaturagdo de
sequéncias de DNA de fita simples. Esta proteina ¢ codificada
por uma regido do gene recEK C(HALL et al., 1993). A proteina
RecF liga-se ao DNA de fita simples esou dupla e participa da
recombinagio e do reparo do DNA (BLANAR et al., 1984; MADIRAJU
e CLARK, 1982). RecJ é uma exonuclease 5’ — 3’ especifica para
DNA de fita simples CLOVETT e CLARK, 1984; LOVETT e KOLODNER,
19839). A proteina RecO promove a renaturagio de segmentos de
DNA de fita simples complementares CUMEZU et al., 19383). RecQ &
uma helicase C(UMEZU et al., 1990D. UMEZU et al. (1993
sugeriram que o produto do gene recR participa juntamente com
RecF e RecO de um mesmo passo durante a recombinagdo, e que
estas trés proteinas interagem com a proteina RecA. Embora
identificados, os produtos dos genes recG, recK e recN ainda
constituem objeto de investigagio. Dentre todos estes loci o
recA é considerado o mais importante uma vez que mutagdes neste
gene chegam a reduzir o potencial de recombinagdo de E. colt em
mais de mil vezes C(COX e LEHMAM, 1887).

Estudos genéticos do processo de recombinagdo homdloga em
E. coli, demonstraram a existéncia de diferentes vias pelas
quais pode ocorrer a recombinagio CCLARK, 1971, CLARK, 1973;
CLARK, 1991). Analises preliminares identificaram as proteinas

RecA, RecB e RecC como componentes da principal via de
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recombinagio em estirpes selvagens de E. coli. Inicialmente
designada Via RecBC CCLARK, 1973) esta via ficou conhecida como
Via RecBCD apés a identificagio do gene recD por AMUNDSEN e
colaboradores (1986). Através desta via ocorre a recombinag3o
durante a conjugag3o ou a transdugZo CSMITH, 1981a). As enzimas
Polimerase I, DNA ligase, DNA girase e a Proteina que se liga
ao DNA de fita simples (Proteina SSB ou Single Strand Binding
Proteind, também fazem parte desta via (SMITH, 1987). MutagSes
em RecBCD reduzem a eficiéncia de recombina¢fo para 0,3-2% do
valor normal CHORII e CLARK, 1973).

Duas outras vias de recombinag¢3o, consideradas
alternativas em E. coli, foram subsequentemente identificadas
através do isoclamento e anidlise de mutantes que revertiam o
efeito de mutagBes nos genes recB e recC C(CLARK, 1873>. Os
genes responsiveis por estas revers@es s3do sbcd, sdbcB e sbclC.
Historicamente, a via de recombinag¢io verificada em mutantes
recB recC e contendo a mutagio supressora sbcAd foi chamada Via
RecE CQUILLARDET et al., 1882). A via de recombinagio observada
em mutantes recB recC contendo mutagBes supressoras sbecB e sbcl
foi chamada de Via RecF (HORII e CLARK, 1873>. De maneira
geral, a via RecF promove a recombinagfo entre plasmideos em
células selvagens enquanto que a via RecE & responsavel por
este evento em mutantes recBCD sbcA (KORNBERG, 1982>.
Entretanto, diversos pesquisadores consideram esta divis3o de
vias e fun¢Ses muito simplificada e argumentam que os produtos

génicos necessarios para a recombinagdo parecem depender da
estrutura secundiaria das moléculas de DNA envolvidas bem como
de sua disponibilidade na célula C(FISHEL et al., 1981; GILLEN

et al., 1981, LABAN e COHEN, 1981; JAMES et c«l., 1982; COHEN e



LABAN, 1883; SYMINGTON et al., 1985; KOLODNER et al., 1985).

A recombinagio homéloga em estirpes mutantes recB recC
scbd tem-se mostrado particularmente complexa. SYMINGTON et al.
(1985) referem-se a esta via como Sistema RecE dado os
mialtiplos efeitos causados pela mutagio sbcAd no processo de
recombinagdo. A mutagio deste gene permite a indugio da sintese
da enzima exonuclease VIII, produto do gene recE e uma nuclease
S—> 3 especifica para DNA duplex C(GILLEN et al., 1981;
SYMINGTON et al., 1985). Esta exonuclease atua em pontos de
quebra do DNA duplex, gerando segmentos de DNA de fita simples
potencialmente recombinantes. Estudos enzimoldgicos detalhados
demonstraram que a exonuclease VIII € similar a exonuclease A,
embora as duas enzimas difiram significativamente no peso
molecular (JOSEPH e KOLODNER; 1983a; JOSEPH e KOLODNER, 1983bD).
A via RecE ¢ considerada mecanisticamente semelhante a via A
Red, um sistema de recombinag¢io homéloga verificado entre o DNA
cromossomal de células de E. colt e o DNA do fago lambda
CMUNIYAPA e RADDING, 1986; BERGER, 1989; SMITH, 1989).

A anilise genética de estirpes de E£. coli com mutagdes em
recB recC sbecB sbcC, revelou que as mutagBes em sbecB e sbcC tém
efeito supressor sobre mutagles em recB esou recC CCLARK,
1971>. Esta supress3o foi interpretada como o© resultado da
ativagfo indireta da via RecF. MutagBes no gene sbcB inativam
seu produto, a enzima exonuclese I C(uma nuclease 3’ — G5’D
CPHILLIPS e KUSHNER, 1987), permitindo que moléculas com
segmentos de DNA de fita simples e extremidades 3’ livres
possam persistir tempo suficiente para serem utilizadas em
recombinac¥o C(CLARK, 1991). Os efeitos diretos das mutagdes no

gene sbcC permanecem indefinidos (LLOYD e BUCKMAN, 1885). Esta



via funciona normalmente em niveis baixos em E. coll,
aparentemente devido a ag3io da exonuclease I a qual, degradaria
um de seus compostos intermediirios CHORII e CLARK, 1873; JAMES
et al., 1982D>.

GILLEN et al. C13881) sugeriram o produto do gene recd como
um ponto comum entre as trés vias embora o interrelacionamento
mais intenso se dé& entre as vias RecE e RecF, uma vez que ambas
envolvem em primeira andlise, os produtos dos genes recd, recF,
recJ, recN, recQO, recQ, ruvA, ruvB e ruvC CLLOYD et a., 1987;
SMITH, 1889). As proteinas RuvA e RuvB, da mesma forma que
RecA, promovem a migrag3io da jung3io de Holliday enquanto que a
proteina RuvC est4d envolvida na clivagem desta  jungdo
CDUNDERDALE et al., 19981). Com exce¢io da proteina RecA, as
protefinas codificadas pelos demais genes n3o participam da via
RecBCD C(SMITH, 1988). Devido ao fato da proteina RecA ter sido
identificada como um componente presente nas trés vias citadas,
n3o foi definida a via de recombinagZo RecA (CLARK, 1871)5.

Segundo SMITH (1988>, a sobreposigfo das vias através do
envolvimento da proteina RecA representa um agente interferente
mas n¥o invalida o conceito de trés vias independentes. Como a
via RecBCD n3o envolve produtos génicos das outras vias além da
proteina RecA, a maior controvérsia limita-se as vias RecE e
RecF onde quanto maior a sobreposigio de elementos menor a
disting3®o entre elas. Além disso, quando se analisa a
recombinag¢fo por conjugagio, transdugdo e transformagdo ou
ainda, a recombinagZo intermolecular ou intramolecular de
plasmideos (recombinagdo inter ou intraplasmidial), devem ser

observados os seguintes fatos:

1. a via RecBCD ¢ considerada a principal via de recombinag3o
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nos eventos de conjugagdo, mas experimentos recentes apontam
para o envolvimento da via RecF neste processo (UMEZU et «l.,
19383D.

2. na auséncia da fungZo RecBCD, a via RecF torna-se a
principal via por onde correm os eventos de recombinagfo
homéloga em E. coli (SMITH, 1988; SMITH, 1989).

3. a recombinagio por transdugio ocorre pela via RecBCD como na
conjugagdo C(SMITH, 1988).

4. quando se considera a recombinagio inter ou intraplasmidial,
ampliam-se a complexidade dos mecanismos e as possibilidades de
envolvimento de uma ou de outra via. Utilizando plasmideos
portadores de sequéncias repetidas do gene de resisténcia para
tetraciclina (tetA>, separadas por sequéncias intermediarias,
LABAN e COHEN (19812 demonstraram que tanto a recombinag3o
interplasmidial como a intraplasmidial independem da via RecBCD
e ocorrem pela via RecF. Além disso, segundo KOLODNER et al.
(1985) somente os genes recJ, recO e ssb da via RecF s3o
necessirios na recombinagio interplasmidial e que este processo
estd regulado, em parte, pelo regulon recd/lexA.

Quando a via ativa é a RecE, a recombinag3io
intraplasmidial torna-se independente da fung3do da proteina
RecA enquanto que a interplasmidial permanece RecA-dependente
CLABAN e COHEN, 1981). A recombinagio do fago lambda pela via
RecE ou pela via ARed também ¢ RecA-independente quando a
replicagfo do DNA n3o esti bloqueada C(LABAN e COHEN, 1981).

Ao reconsiderarem a participag3o da via RecF na
recombinagfo plasmidial, COHEN e LABAN (1883 observaram que a
atividade do gene recF favorece a recombinagdo interplasmidial

e nZo depende da inativagZo da enzima RecBCD. Quando presente,
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esta enzima ¢ envolvida somente na recombinagio intraplasmidial
pela via RecF. Buscando novas informag@es sobre a recombinagfo
intraplasmidial, BI e LIU (1994 estudaram a regeneragio do
fendtipo de resisténcia para tetraciclina em reagBes com
plasmideos contendo sequéncias duplicadas dentro do gene tetA.
Neste caso, ao contrario do método empregado por LABAN e COEHN
(1983, as sequéncias n3o estavam separadas e sim alinhadas. Os
resultados obtidos mostraram que a recombina¢do intraplasmidial
pode ocorrer tanto por um mecanismo RecA-independente como por
um RecA-dependente. Os fatores que determinam o mecanismo a ser
seguido dependem segundo BI e LIU (18943, do nUmero de pares de
bases que comp@em as sequéncias homdélogas e da disténcia que as
separa.

Estas contradi¢@es suportam a sugestio de que a
dependéncia ou n3o da proteina RecA, bem como a via de
recombinag¢io utilizada, refletem as diferengas entre os
substratos presentes em cada reagioc bem como a disponibilidade

dos produtos génicos envolvidos.

1.1 O GENE recAd DE Escherichia coli E SEU PRODUTO

O gene recd de L. coli foi clonado e sequenciado
simultaneamente por HORII et al. (18800 e SANCAR et al. (13880D.
O cédon que marca o inicio da transcrigfdo encontra-se a seis
pares de bases acima da sequéncia Pribnow TATAATT C-13--7>. A
extremidade 5 desta sequéncia sobrepfSe-se a sequéncia
palindrémica ATACTGTATGA. GCATACAGTAT (-32--11) que corresponde

ao sitio operador onde se liga a proteina repressora LexA
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CLITTLE et al., 1981). A regiZo codificadora do produto do gene
recA contém 1059 nucleotideos com o cédon de inicio da tradugio
na posigdo +48 e o sinal de término na posigio +1108 (TAAd. O
céddon AUG estd situado seis nucleotideos abaixo da sequéncia
AGGAG predita como sitio de ligagZo ao ribossomo C(SHINE e
DELGARNO, 1975).

A caracterizagdo bioquimica e a posterior purificagfo do
produto do gene recd contribuiram efetivamente para explicar
sua participagdo no processo de recombinagio homéloga. Em
estudos independentes, a proteina RecA foli purificada a partir
de extratos celulares de E. coli por MCENTEE (19772, GUDAS e
MOUNT (1977> e LITTLE e KLEID (1977). Estes pesquisadores
demonstraram que mutag@es no gene recd alteravam a mobilidade
eletroforética e o ponto isocelétrico de uma proteina com massa
molecular de cerca de 40 kDa conhecida previamente como
proteina X. Esta proteina havia sido identificada como um
polipeptideoc cuja sintese era fortemente estimulada por um
grupo de agentes inibidores da sintese do DNA ou causadores de
alterag®es em sua estrutura C(GUDAS e PARDEE, 1978; WITKIN,
1976). O término prematuro da sintese, bem como a degradagdo do
DNA sZo verificados quando células de E. colil s3o submetidas a
radiag¢io ionizante ou tratadas com 4cido nalidixico, bleomicina
ou mitomicina C (GUDAS e PARDEE, 1976; WITKIN, 19768). Na fase
exponencial de crescimento uma célula de E. coli AB1157 pode
conter de 1.000 a 1.500 moléculas de proteina RecA que
correspondem a 0,02% do total de proteinas soluUveis (SALLES e
PAOLETTI, 1983>. Em células induzidas por radiag3o ultravioleta
o numero de moléculas de proteina RecA por célula pode chegar a

30.000-50.000 C(SALES e PAOLETTI, 1883). A descoberta da
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participagdo da proteina RecA na regulagio de um dos sistemas
de reparo do DNA, a Resposta SOS, em E. coli (WITKIN, 1976) e,
em particular, na auto-regulagido do gene recA possibilitou a
integragio de conhecimentos adquiridos isoladamente CBRENT,
1882; LITTLE, 1983; WITKIN e KOGOMA, 1984). Além disso, a
determinagio da via de regula¢fio de transcrigio do gene recd
permitiu a obtengdo de estirpes de E. coli nas quais este gene
era expresso constitutivamente C(HORII et «al., 1980; UHLIN e
CLARK, 1981; HICKSON et al., 1981; ROBERTS e ROBERTS, 1981;
SEDGWICK e YARRANTON, 1982). A sintese constitutiva da proteina
e sua purificagdo em larga escala C(UHLIN e CLARK, 1S81D,
facilitada pela clonagem do gene recA em plasmideos de alto
ndmero de cédpias CSANCAR e RUPP, 1979, contribuiu

significativamente para a andlise de sua estrutura e fung3o.

1.1.1 Estrutura e Estados de Agregag3o da Proteina RecA de

Escherichia coltl

A proteina RecA de E. coli & composta por 352 residuos de
aminocicidos e tem massa molecular de 37.842 daltons C(HORII et
al., 1980; SANCAR et al., 1980>. Quanto ao seu conteudo de
aminoAcidos, sua porgio carboxi terminal contém cerca de 75%
dos aminoAcidos basicos e 80% dos aminoidcidos aromaticos
totais. A porgfo amino terminal contém os trés uUnicos residuocs
de cisteina (Cys90, CysllB6 e Cysl29) e os dois uUnicos residuos
histidina C(HisS7 e HislB83), aminocacidos que fazem parte do
sitio ativo de +varias proteinas com atividade proteoclitica

C(SANCAR et al., 1980). Com a inteng3o de associar a analise da
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sequéncia de aminocdcidos a uma das fungBes da proteina RecA,
isto &, clivagem da proteina repressora LexA, SANCAR et al.
C1880) ressaltaram a homologia das sequéncias Asp-Ile-Ala-Leu,
Ala-Glu-His-Ala e Gly-Asp-Ser com sequéncias de sitios ativos
de diversas serina-proteases (KRAUT, 1877; KOSSIAKOFF eSPENCER,
1881>. A importéncia desta homologia foi revista por LITTLE
(18840 ao demonstrar, em experimentos "in vitro", que a
proteina RecA apenas favorece a autoclivagem da proteina LexA e
da proteina repressora do fago lambda. Posteriormente, SLILATY
e LITTLE (19872 propuseram que o mecanismo de clivagem de LexA
¢ semelhante aquele das serina-proteases. Devido aos estudos
destes e de outros pesquisadores, RecA passou a ser considerada
uma proteina que participa de forma indireta na clivagem da
proteina LexA C(LITTLE, 1991)>, da proteina UmuD que esta
envolvida na mutagénese SOS (BUCKHARDT et «al.,1988) e da
proteina repressora do fago lambda es/ocu de outros fagos C(EGUCHI
et al., 1988; GIMBLE e SAUER, 188%D.

Com referéncia a organizag3do tridimensional da proteina
RecA, a anilise de imagens obtidas em ultramicrografias
possibilita apenas a observagdo de estruturas de baixa
resolug¢io onde filamentos da proteina podem ou n3o estar
ligados a moléculas de DNA de fita simples ou dupla CCUNNINGHAM
et al., 1980; DAS GUPTA et al., 1880; FLORY e RADDING, 1982;
WILLIANS e SPENGLER, 1986; AMREIN et al., 1988; EGELMAN e YU,
1989). Visando um melhor entendimento da fungfdo através do
estudo detalhado da estrutura, STORY et al. 1882
estabeleceram e aperfeigoaram a resolugfo de 2,3 angstrons a
estrutura da proteina RecA por cristalografia de raios X. A

estrutura desta proteina, segundo estes pesquisadores, esta
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representada na figura 3 e assim descrita:

A proteina RecA consiste de um dominio central maior,
delimitado por dois dominios menores, © amino terminal e o
porgdo carboxi terminal. O dominio central esti formado por um
conjunto de oito sequéncias em [3-conformagilo dispostas
paralelamente entre si e intercaladas por sequéncias em
a~hélice. A regido amino terminal da molécula, incluindeo os
residuocs 1 a aproximadamente 30, forma a oa-hélice A e a
sequéncia em f3-conformag3io zero (0). Esta wunidade o3 ¢
importante na formagZo do polimero RecA. O dominio carboxi
terminal, que inclui os residuos 270 a 328, consiste de trés
sequéncias em o-hélice e duas sequéncias em [3-conformag3o.
Estes dois dominios projetam-se da molécula estabilizando a
formagio dos polimeros e contribuindo para a estabilidade do
cristal. Devido a auséncia de densidade eletrénica
correspondente aos residuos 157-164 Calga Li1d e 185-2038 (Calga
L2), no mapa de densidade eletrdénica, eles foram considerados
"presumivelmente desordenados'". STORY et al. (1982) sugeriram
que as algas Lz e Li contém os sitios primiario e secundario de
ligagio do DNA dentro do filamento RecA. A alga contendo os
residuos 232-236 também situa—-se em uma Area de pouca densidade
eletrédnica e ainda estid pouco definida. Os ultimos vinte e
cinco residuos de aminocidcidos n3o s3o visiveis no mapa de
densidade eletrénica estando também, presumi vel mente
desordenados. Como em outras proteinas que se ligam a mono ou
dinucleotideos, © nucleotideo liga-se a uma regifo préxima a
porgio carboxi terminal da sequéncia em f3-conformagdo, com seus
fosfatos ligados a uma regifo préxima da porgdo amino terminal

da sequéncia limitrofe em a-hélice.
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FIGURA 3 - ESTRUTURA DE UM MONOMERO DA PROTEfNA RecA

N
]
]
)

SONQINING &

Representagdo esquematica da estrutura tridimensional da
proteina RecA obtida por cristalografia de raios x C(Story et
al. ,1992>. As estruturas em o hélice estio identificadas por
letras CA-J> e as em {3 conformagdoc estio representadas por
setas numeradas (O a 100 de acordo com sua posig3o a partir da
extremidade amino terminal da molécula (NJ. A numerag3do de 3 a
328 indica a sequéncia dos residuos de aminoadcidos na cadeia
protéica. Uma molécula de ADP est4d ligada a o hélice C. As
seqti®ncias correspondentes a algas L1 e Lz est3o representadas

por linha interrompida.
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Quanto ao estado de agregagfo do polipeptideo em solug3o,
a proteina RecA pode assumir diversas formas oligoméricas,
sendo que o equilibrio entre as espécies é determinado pela
concentragdo protéica, pelo pH e forga idnica do meio e também
pela temperatura C(BRENNER et al., 1888; WILLSON e BENIGHT,
1880>. BRENNER et al. (1988) observaram quatro estados de
agregagdo da proteina RecA na auséncia de DNA e uma
concentragdo protéica de 0,5-2mg- ml, : ad monémeros, bd
particulas esféricas com 12 nm de di&metro, c¢) bastonetes com
10 nm de diametro e 50-200 nm de comprimento e, finalmente, dd
feixes de bastonetes. A formagio de feixes & favorecida por
niveis milimolares de cloreto de magnésio e inibida por cloreto
de sdédio, ATP, ADP ou altas concentrag@es do tamp3o. Segundo
MORRICAL e COX (1985), o processo de formag3oc dos feixes de
proteina RecA compete com a ligagio do DNA, indicando que estes

feixes n3Io ligam DNA. Em estudos utilizando gradiente de

ultracentrifugag3o, BRENNER et al. detectaram mondmeros,
trimeros, hex&meros, dodecimeros e oligémeros de RecA em
equilibrio, com a distribuig¢3o determinada pelas

caracteristicas da solugiZo C(ROCA e COX, 1890>. As formas
predominantes para a permuta de sequéncias de DNA s3o as
particulas de 12 nm e os bastonetes pequenos sendo que, as
primeiras constituem a espécie que melhor representa a unidade
fundamental a partir da qual forma-se o© nucleofilamento
RecA-DNA C(BRENNER et al., 1988). HEUSER e OCRIFFITH (13889
obser varam por andlise de eletromicrografias, que estas
particulas de 12 nmm s3o de fato anéis fechados e compostos por
8 a 8 monémeros. WILSON e BENIGH (18902 observaram em ensaios

"in vitro'que a associagdo de formas oligoméricas =3
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entrépicamente orientada e que a cinética de agregaglo ¢é
bifasica. Na primeira fase ocorre simples associagio de
filamentos protéicos e na segunda fase, devido a interag3o
lateral dos filamentos, formam-se os feixes. A formag3o de
filamentos Cou bastonetesd involve a captagio de um préton e
uma molécula de cloreto de magnésio do meio de reagdo & a
liberagdo de 5 ou 6 moléculas de cloreto de sédio. A
associagdo, neste caso, ¢ orientada pela liberag¢fo de cerca de

70 moléculas de Aagua.

1.2 FUNGAO DA PROTEINA RecA NA RECOMBINAGAO HOMOLOGA

Embora as células bacterianas sejam, em geral,
genéticamente hapléides, a formagio de pares heterozigotos
necessaria para se detectar recombinagio homéloga pode ocorrer
em uma célula em varias circunstancias. A célula pode ser
transitériamente dipldéide devido & introdugd@o de DNA exdgeno
por conjugagio, transdugio ou transformagdo. As moléculas de
DNA introduzidas e viaveis para participar da recombinagio
podem ser circulares ou linares, de fita simples ou dupla ou,
ainda, uma mistura destas e definirdo o mecanismo molecular de
recombinag®o CRADDING, 1988). Estudos genéticos tém demonstrado
que, em £E. coli, o processo de recombinagdo homdloga &
dependente de diversas proteinas dentre as quais destacam-se a
proteina RecBCD, a proteina RecA e a proteina SSB (ROMAN e
KOWALCZYKOWSKI, 1886; WEST, 1888; SMITH, 1988; ROMAN e
KOWALCZYKOWSKI, 1989¢c). As primeiras sugestBes de que o produto

do gene recA poderia desempenhar fungio direta durante a
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recombinagioc resultaram de experimentos c¢om mutantes rec4d
sensiveis a radiagio ultravioleta ((WILLETS, 1868 e da
descoberta que a proteina RecA apresenta atividade ATPasica
dependente da presenga de DNA de fita simples e de ions
magnésio C(WEST et al., 1980D>.

“"In vitro” ou "in vivo", a proteina RecA ¢ capaz de
promover troca reciproca de segmentos de nucleotideos entre
duas moléculas de DNA. Esta troca ou permuta se processa
através da formagio de uma estrutura em X ou em cruz, a
estrutura de Holliday (Figura 1>. As regid®es onde se verificam
estas trocas s3o ditas heteroduplex, uma vez que estio formadas
por uma fita de cada molécula de DNA parental.

A capacidade de wuma cadeia polipeptidica de tamanho
relativamente pequeno, como o da proteina RecA, em executar o
complexo processo de permuta de segmentos entre duas moléculas
de DNA, pode ser atribuida a rcapacidade de complexagdo desta
proteina ao DNA para formar filamentos nucleoprotéicos
helicoidais e sinérgicamente orientados que favorecem o
pareamento e a troca de segmentos (FLORY et al., 1984; BRYANT
et al., 1985; MULLER et al., 1980>. "In vitro" a proteina RecA
promove o pareamento de duas fitas simples de DNA
complementares em uma reagfo de renaturagdo ATP-independente
CBRYANT e LEHMAM, 1985; RAMDAS et «l.,1988); de uma fita
simples de DNA com uma molécula de DNA duplex ou ainda, de duas
moléculas de DNA duplex CCUNNINGHAM et al.,1980; DAS GUPTA et
al., 1980>. Nos dois ultimos casos, o pareamento ¢ seguido de

troca de segmentos que resulta em recombinagdo.
A reagZo que tem servido de modelo para a descrigdo das

fases da recombinagfo promovida pela proteina RecA "in vitro",
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¢ aquela que descreve a formagdo de um DNA heteroduplex a
partir de um segmento de DNA duplex linear e uma molécula de
DNA de fita simples circular, ambos derivados de bacteridéfago
(COX e LEHMAN, 1881a, COX e LEHMAN, 1981b) (Figura 4. Pelo
fato de esta reagio nio envolver permuta propriamente dita, ela
¢ conhecida como reagdo de troca assimétrica Casymetric
exchange) C(RADDING, 1988). Da reagioc de troca assimétrica
resultam moléculas DNA heteroduplex circulares e segmentos de
DNA de fita simples lineares. Em presenga da proteina SSB
CMEYER e LAINE, 18903, moléculas da proteina RecA ligam-se ao
DNA de fita simples circular promovendo seu pareamento com
moléculas de DNA duplex. Como conseqiiéncia deste pareamento de
bases tem-se a transferéncia de segmentos homélogos de uma
molécula para outra. Devido ao avango das pesquisas esta reag3io
esta atualmente dividida em trés fases distintas, a
pré-sinapse, a sinapse e a migragdo que completa a troca das
fitas C(FLORY et al., 1984; KAHN e RADDING, 1884; JULIN et al.,
1986> CFigura 5.

Na pré-sinapse moléculas de proteina RecA polimerizam-se
envolvendo o DNA de fita simples circular na diregdo 5’ — 3’
C(REGISTER 111 e GRIFFITH, 1985, KONFORTI e DAVIS, 1880), dando
origem aos complexos nucleoprotéicos "RecA-DNA de fita simples™
chamados complexos de iniciag3o. A ligag3io das moléculas
protéicas ao DNA ¢ cooperativa e ATP-dependente (REGISTER III e
GRIFFITH, 198S; KONFORTI e DAVIS, 1990; PINSINCE et «al., 18330
e, o sentido reflete a polaridade da reagdo de migrag3do
(STASIAK et al., 1988). A complexagio da proteina RecA ao DNA
na forma B promove 40-50% de desenrolamento e extensZio da dupla

hélice (STASIAK e DI CAPUA, 1882; PUG e COX, 1887ad. O passo
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FIGURA 4 - MODELO PARA A REAGCAO DE TROCA ASSIMETRICA DE

PROMOVIDA PELA PROTEINA RecA

SOCOOOOOTOTOOO0OC

Formagéo da Alga - D
(assimilagdo da fita)

ATP
proteina recA ou
SSB ATP[,S]

Migragéo

ATP

proteina recA

SSB
ADP + P

VaaYWe W Wa e W oW

Representagdo esquemidtica da formagdao de moléculas de DNA
heteroduplex pela transferéncia de uma fita simples de um DNA
duplex para um DNA de fita simples circular (Cox e Lehman,

1981aD.
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FIGURA S - FASES DA RECOMBINAGAO HOMOSLOGA PROMOVIDA PELA

PROTEINA RecA
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o ATP
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Polimenzacio
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Coagregagdo
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l (Migras;io e Troca de Fita)

Lo0poe0ogoeonme

Fita Deslocada

(SSB)

Jungio Plectonémica ADP + Pi DNA Heteroduplex

Esquema da divis3o do processo de recombinagio homdéloga em
trés fases: pré-sindapse, sinapse e migragdo seguida de troca

completa das fitas de DNA (Raoc et al., 18930D.
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por par de base eleva-se de 3,4 A para 5,1 A& enquanto que o
passo por volta da hélice reduz-se de 34,3 &R para 19,4 &
CEGELMAN e STASIAK, 1986>. A formagio destes complexos,
inicialmente dificultada pela estrutura secundiria do DNA de
fita simples, ¢ favorecida pela presenga da proteina SSB que se
liga em alguns pontos do mesmo DNA estabilizando-o em fita
simples n3Fo pareada C(MUNIYAPPA et al., 1984; MORRICAL e COX,
1990>. BRYANT et al. (1985) observaram através de titulagio da
ligagdo do DNA de fita simples do fago @¢X174 com a proteina
RecA e em presenga de ATP, que a estequiometria de ligagHo
RecA/DNA & de 1 monSmero de RecA para 3,7 nucleotideos de DNA.
Este wvalor foi muito préximo ao valor de 1 monémero de RecA
para 4 nucleotideos relatado por MORRICAL e COX (1885 apds
investigarem a liga¢3oc RecA/DNA pela técnica de dispersIo da
luz. Depois de formados, os complexos de iniciagio pareiam
aleatdriamente com as moléculas de DNA duplex para formar a
rede nucleoprotéica da sinipse. Neste momento ocorrem maltiplas
interag@es entre os complexos de iniciagdo e as moléculas de
DNA duplex a proteina RecA apresenta capacidade unica de parear
moléculas de DNA homdélogas por pequenos periodos de tempo
CHONIGBERG et al., 1986; RADDING, 19838>. Esta propriedade
permite a um DNA-sonda identificar seu fragmento de DNA duplex
homélogo mesmo que este esteja disperso entre milhares de
moléculas de DNA heterdélogo C(HONIGBERG et al., 1986).
Procurando explicar o mecanismo de reconhecimento das
seqiiéncias homélogas durante o pareamento, RADDING (1978)
sugeriu que a formagio das pontes de hidrogénio entre as
seqiiéncias complementares das duas moléculas de DNA € precedida

pela separag3o das duas fitas de DNA duplex. Em contraposigio,
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HOWARD-FLANDERS et al. (1884) sugeriram que o pareamento
homélogo estabelece-se antes da separa¢fo das fitas e através
da formagido de novas pontes de hidrogénio entre as bases
complememtares. Em ambos os casos a proteina RecA envolve
totalmente o DNA de fita simples enquanto o DNA duplex
permanece livre. Ensaios realizados por RAO et al. (1980, 1891,
19935, UMLAUF et al. (1990 e por CHIU et al. C1893D
confirmaram gque a proteina RecA promove, como parte do
mecanismo de recombinag¢io, a formag3o de estruturas
intermediarias compostas pelas trés fitas de DNA.
Eletromicrografias de moléculas recombinantes mostraram que o
DNA duplex homdlogo ¢ captado para o interior do complexo
nucleoprotéico em uma estequiometria de um par de bases para um
nucleotideo C(MULLER et «l., 1990). A medida que o filamento
nucleoprotéico e o DNA interagem, o DNA duplex também assume
uma configuragfio estendida Cem média 37% em relagio a sua forma
B) que permite a busca da segiiéncia homéloga (PUG e COX, 1888).
Quando as regiBSes homélogas s3Zo finalmente alinhadas, cessa-se
a busca e forma-se um complexo pareado estiavel CHOWARD-FLANDERS
et al., 1984).

No pareamento sinaptico podem ser distinguidas duas
estruturas distintas com base em suas caracteriticas
topoldgicas e de estabilidade, as jung@es paranémicas e as
jung®es plectonémicas CRIDDLES e LEHMAN, 1985a; RIDDLES e
LEHMAN, 1985b; ZLOTNICK et al., 1890>. Nas jungBes paranémicas
ocorre pareamento entre as moléculas de DNA de fita simples e a
de DNA duplex sem, no entanto, ocorrer ligag3do entre as bases.
A formag3o deste complexo de contato € acompanhada de pequeno

desenrolamento da molécula de DNA duplex e n3o requer hidrdélise
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de ATP C(FLORY et al., 1884). Este tipo de jung¢io pode ocorrer
na auséncia de extremidades livres na molécula de DNA duplex e
¢ instivel em temperaturas elevadas CLEWIN, 18980). As jun¢Bes
paraménicas formam-se muito rapidamente e sXo presumivelmente
precursoras das jungdes plectonémicas CJULIN et al., 1986). Nas
Jjung®es plectonémicas, a fita de DNA circular invade a
molécula de DNA duplex através de sua extremidade 3° e
enrola-se com seu segmento de DNA complementar C(KONFORTI e
DAVIS, 1987; KONFORTI e DAVIS, 1990>. Este tipo de jungZo
ocorre somente se a molécula de DNA duplex possuir a
extremidade 3’ livre e complementar a fita simples de DNA
circular CKONFORTI e DAVIS, 1987; KONFORTI e DAVIS, 138S0>. A
formagdao das jungBes plectonémicas requer hidrélise de ATP C(COX
e LEHMAM, 1987) e depois de formadas, estas jungdes s3o
estaveis em temperaturas elevadas (RIDDLES e LEHMAN, 1885b). O
produto da sinipse € portanto um complexo ternario que contém o
complexo RecA-DNA de fita simples e o DNA duplex.

A migragcio da fita simples de DNA inicia-se logo apéds a
formagZo do complexo ternario. Durante a migragdo, a jungdo
heterodupl ex nascente & estendida até que ocorra a
transferéncia total da fita de DNA complementar. Esta fase n3o
foi considerada por RIDDLES e LEHMAN (1885b) um passo
independente na troca assimétrica e sim uma etapa de
continuagio da jungio plectonémica. Entretanto, KOWALCZKOWSKI
19870 contrargumenta que estas duas fases podem ser

distinguidas experimentalmente uma vez que para a formag3o da

jung¥o plectonémica s3o necessarios aproximadamente trezentos
pares de bases homélogas enquanto que o© processo de migrag3io

envolve em torno de seis mil pares de bases homélogas.
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Observag®es de que a migrag3o da fita de DNA linear ao longo do
complexo RecA-DNA de fita simples circular requer a hidrdélise
de ATP e se processa no sentido dYnico indicaram o envolvimento
da proteina RecA como catalisadora da reag3io de migragio (COX e
LEHMAM, 18987). A reag3o de migrag3io entre a fita simples do DNA
circular e a fita simples do DNA linear se processa na direg3o
3 — 5’ em relag3o a fita negativa do DNA duplex a qual serve
de aceptora durante a formag3io do heteroduplex (COX e LEHMAN,
1981b; JAMES et al., 1982> (Figura 3). KONFORTI e DAVIS (1890 e
19915 demonstraram que n3o ocorre reagio de migragido gquando
somente a extremidade 5’ da fita positiva do DNA duplex esta
disponivel para parear com © DNA circular de fita simples.

A proteina RecA contribui com duas importantes
propriedades para a migrag3o de um dos ramos da molécula de DNA
duplex. Ao promover uma orientagdo uUnica de migragdo ela
garante que moléculas de DNA heteroduplex contendo milhares de
pares de bases sejam formadas eficientemente. Enquanto que
novecentos e cinquenta pares de bases migram em dez minutos num
processo de migragi3o esponténea, na reagiZo de migrag3o
catalisada pela proteina RecA trés mil pares de bases migram no
mesmo periodo de tempo (COX e LEHMAM, 1887). Ao contrario do
processo espont&neo, a migragio da fita de DNA favorecida pela
proteina RecA pode prosseguir eficientemente na presenga de
pequenos segmentos com bases n3o pareadas ou nha presenga de
lesBes contendo bases n3o codificadoras como os dimeros de
pirimidina CLIVNEH e LEHMAN, 1982; DAS GUPTA e RADDING, 1982;

CHOW et al., 1886).

Estudos de sistemas de proteglo das trés fitas de DNA

envolvidas na troca assimétrica contra a ag¢g3o de nucleases,
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mostraram que a proteina RecA permanece ligada a fita simples
circular originalmente presente no complexo pré-sinaptico CCHOW
et al., 1986>. Além disso, a fita simples linear C(positivad) que
vai sendo liberada torna-se progressivamente protegida pela
proteina RecA a partir de sua extremidade 5* C(CHOW et al.,

1986; PUGH e COX, 1987v).

1.3 FORMACAO DE MOLECULAS DE DNA HETERODUPLEX PROMOVIDA PELAS

PELAS PROTEINAS RecA E RecBCD

Como mencionado anteriormente, a complexagio da proteina
RecA ao DNA durante a catidlise da recombinagfo homéloga requer
a presenga de segmentos de DNA de fita simples. No modelo
descrito (Figuras 4 e 5, o DNA de fita simples foi
representado na forma de uma molécula de DNA de fita simples
circular ao qual a proteina RecA se liga, dando inicio ao
processo de incorporagioco de um segmento DNA homélogo.
Entretanto, a formag3o de DNA heteroduplex durante a
recombina¢iZc nZo est4 restrita a substratos em que uma das
moléculas envolvidas seja previamente um DNA de fita simples.
Un novo modelo para a recombinagdoc homéloga baseado nas
propriedades das proteinas RecA e RecBCD e na divisZo das vias
da recombinag®o sugerida por CLARK (13973>, foi proposto por
Smith e colaboradores em 1985. Este modelo focaliza o processo
da recombinagfio do fago lambda e descreve a participag3oc da
proteina RecBCD (Figura B). A presenga de um segmento de DNA de
fita simples iniciador do processo, est4d condicionada a

existéncia de uma molécula de DNA duplex contendoc uma



extremidade livre a qual a proteina RecBCD possa ligar-se.

A proteina RecBCD, ou exonuclease V, ¢ um complexo
enzimdtico heterotrimérico com atividade de nuclease (MacKAY e
LINN, 1974; MacKAY e LINN, 1978), adenosinatrifosfatase (ROMAN
e KOWALCZYKOWSKI, 1889a) e helicase (ROMAN e KOWALCZYKOWSKI,
1989b). Os polipeptideos RecB, RecC e RecD apresentam,
respectivamente, massa molecular de 134 kDa, 129 kDa e 67 kDa
CEGGLESTON e KOWALCZYKOWSKI, 1993).

A holoenzima RecBCD degrada, de forma exonucleolitica,
segmentos de DNA de fita dupla e de fita simples. Cliva de
forma endonucleolitica segmentos de DNA de fita simples.
Apresenta atividade nucleasica especifica para determinada
seqiiéncia de nucleotideos presente no DNA de E. colil, o sitio x
CChi). Promove desenroclamento de segmentos DNA duplex associado
as atividades de helicase e ATPase, produzindo regi@es de DNA
de fita simples acessiveis as proteinas SSB e RecA. Todas as
atividades da enzima RecBCD dependem da hidrdélise de ATP,
exceto a atividade de endonuclease sobre o DNA de fita simples,
que utiliza o©o ATP como um efetor positivo CEGGLESTON e
KOWALCZYKOWSKI, 1993). Sua atividade nucleidsica € inibida por
altas concentragBes de ATP (MENETESKI e KOWALCZYKOWSKI, 1889,
pela proteina SSB e por i{ions calcio (ROMAN e KOWALCZYKOWSKI,
1988a), fatos que auxiliaram na caracterizag¢gio de sua atividade
de helicase (ROMAN e KOWALCZYKOWSKI, 1989b e 1888c).

InformagB®es sobre as fungSes de cada subunidade na
catilise pela holoenzima foram obtidas em diversas analises,
incluindo o© estudo das unidades individuais C(BOEHMER e
EMERSON, 1992; MASTERSON et al., 19920, de combinagBes C(PALAS e

KUSHNER, 1990; MASTERSON et al., 1992) e de mutagBes C(KORANCGY e
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JULIN, 19S2a; 1992b; 1992c¢c) das subunidades, e comparagdes
entre seqiéncias de aminocidcidos CGORBALENYA et al., 1988).
Embora diante de resultados e conclus@es contraditérios, & de
consenso atribuir-se atividade de ATPase DNA-dependente e
DNA-helicase ao par RecBC. Sugere-se ainda, que a subunidade
RecD apresente atividade de nuclease (PALAS e KUSHNER, 1980;
KORANGY e JULIN, 1983) sem no entanto, desconsiderar que esta
subunidade liga-se ao ATP CJULIN e LEHMAN, 1987) e compartilha
homologia de aminoidcidos com outras helicases C(GORBALENYA et
al., 1988).

Células em crescimento ativo apresentam regi@es de DNA de
fita simples durante a replicagio e a transcrig¢®o, nas falhas
pés-replicagio e também por digest3o exonucleolitica ao nivel
de um ponto de corte em uma fita simples ou de um ponto de
quebra em uma fita dupla CWEST, 1988; MAGGE e KOGOMA, 1S8S0).
Formam-se ent3io nestes locais condigBes ideais para o inicio da
recombinag3io. Além disso, encontram-se distribuidos no genoma
do fago lambda e de E. coli sitios preferenciais para
recombinag¢io (WEST, 1988). Um destes sitios chamado sitio Chi
Cx) foi identificado em E. coll e no bacteridéfago lambda por
Stahl et «al. (STAHL, 1979). A anilise das seqiéncias de
nucleotideos demonstrou que os sitios Chi consistem de uma
sequéncia de oito nucleotideocs, 5’-G-C-T-G-G-T-G-G-3’, que ¢
reconhecida pela enzima RecBCD. A andlise de fragmentos EcoRI
do DNA de E. coli clonados no fago lambda, revelou a existéncia
de sf{itios Chi a cada 5 kb em média (MALONE et a., 1978; FAULDS
et al., 1979). A presenga destes sitios no cromossomo do fago
lambda estimula a recombinag3o pela via RecBCD mas n3o pelas

vias ARed, RecE ou RecF CCHENG e SMITH, 1984).



30

No modelo representado na Figura B, a enzima RecBCD entra
por uma extremidade do DNA duplex linear e move-se rapidamente
através dele desenrolando—-o a partir da direita para a esquerda
(passos A e B). Uma deselicoidizag¢®o eficiente inicia-se a
partir de pontas retas, n3o coesivas, ou que tenham pequenos
segmentos de fita unifilamentar contendo até 20-30 nucleotideos
CTAYLOR et al., 1985a; HEITMAN et al., 19839). Moléculas de DNA
duplex circulares, seja superenroladas, cortadas ou contendo
falhas de 10 a 774 nucleotideos ou ainda moléculas lineares com
extremidades de DNA de fita simples com mais de 30 nucleotideos
nio s3o desenroladas pela enzima RecBCD CTAYLOR e SMITH,
1985a). Ao encontrar uma seqiéncia Chi a enzima RecBCD cliva a
fita de DNA ao nivel de trés a seis nucleotideos abaixo da
ponta 3° do octamero C(TAYLOR et al., 1985a; CHENG e SMITH,
1987). Esta clivagem produz um segmento de DNA unifilamentar
que serviri como regiZo de complexagio para a proteina RecA. A
presenga da proteina SSB, previne o reenrolamento imediato das
fitas garantindo um segmento de DNA de fita simples apto a se
complexar com a proteina RecA para formar o complexc RecA-DNA
de fita simples (MEYER e LAINE, 18903. O complexo RecA-DNA-SSB
invade o segmento de DNA duplex homélogo produzindo uma
estrutura em forma de alga, a alg¢a D (passo G). A fita
unifilamentar deslocada durante a invasdo une-se a extremidade
livre da primeira molécula para formar a jungd3o de Holliday
(passo F). A migrag3o e posterior resolugdo desta jungdo dara
origem as moléculas recombinantes (passo ID. Lacunas existentes
apés a clivagem da jungio de Holliday ser3o preenchidas pela
enzima DNA polimerase e seladas pela enzima DNA ligase C(SMITH,

1988>.



FIGURA & - MODELO PARA A RECOMBINACAO HOMOLOGA PROMOVIDA
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Representagio esquemidtica do reconhecimento dos sitios
“Chi" pela enzima RecBCD. A clivagem do DNA nestes pontos
produz uma extremidade unifilamentar por onde se iniciara o
processo de recombinagdo. Este modelo foi proposto por Smith e
colaboradores para explicar a recombinagdoc do fago lambda pela

Via RecBCD (Smith, 1988).
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TAYLOR e SMITH (18803 investigaram a possibilidade da
enzima RecBCD ser capaz de resolver intermediarios de
recombinag¢do contendo jungBes de Holliday. Para esta anilise
foi utilizada como substrato uma jung3o sintética de DNA em
forma de X. Como resultado, estes pesquisadores observaram que
a enzima RecBCD purificada pode clivar o substrato para formar
produtos de recombinagio mas somente se a mesma puder acessar a
jungdo através de duas extremidades lineares livres. Esta
condigdo mostrou-se contraria a formagio de DNA recombinante em
cruzamentos do fago lambda pela via RecBCD. Nestes cruzamentos
a enzima tem acesso somente a uma ponta livre e oposta ao sitio
cos apds este ter sido clivado pela enzima terminase (STAHL et
al., 1983). Esta permuta simples garante contudo, em presenga
de moléculas parentais completas, recombinantes viaveis. Assim,
TAYLOR e SMITH (13880 concluiram que a enzima RecBCD
intracelular n3io pode clivar jun¢gBSes de Holliday pré-existentes
embora possa clivar aquelas cuja formagdo participou. Em
investigag®es posteriores MULLER et «al. (19912 relataram
resul tados complementares aos de TAYLOR e SMITH (18902 sobre a
participagdo da enzima RecBCD na resolugdo das jungdes de
Holliday. Nestes ensaios foram utilizadas como substrato
jungBes geradas pela proteina RecA "in vitro", uma reagdo que
mimetiza a reagfZo "in vivo". As conclusBes apresentadas
ratificaram aquelas de que a enzima RecBCD ¢ incapaz de
promover a resolugio especifica da estrutura de Holliday e
indicaram uma possivel participagido da proteina RuvC neste
processo. Evidéncias de que esta proteina & capaz de resolver
intermediirios da recombinagio promovida pela proteina RecA

foram apresentadas posteriormente, por DUNDERDALE e
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colaboradores (1881).

Uma extenszZio do modelo de Smith a ambas as extremidades de
um fragmento Hfr esti representada na Figura 7. Duas moléculas
da enzima RecBCD, uma em cada extremidade, catalisam o processo
de recombinagfo. Segundo ROMAN e KOWALCZYKOWISKI (198Sa),
devido a alta afinidade da enzima RecBCD por pontas livres de
DNA duplex, ambas as pontas do fragmento Hfr s%o rapidamente
envolvidas em recombinag3o. TAYLOR, citado por SMITH (1991),
sugere que a enzima RecBCD purificada ¢ capaz de reconhecer
apenas um sitio Chi e clivar o DNA apenas em um ponto apds o
que, torna-se inativa. Isto indica que uma molécula de RecBCD
promoveria exatamente uma permuta de segmentos ao clivar a fita
de DNA ao nivel do sitio Chi mais préximo da extremidade livre
da molécula de DNA. Assim, as duas pontas do segmento Hfr
garantiriam duas permutas necessarias para a formag3oc de um
recombinante. Quando o segmento Hfr estivesse dividido em duas
partes, quatro permutas poderiam ser produzidas.

O modelo que envolve a proteina RecBCD difere daquele
proposto  por COX e LEHMAN (198la; 1981bD CFigura 4>
principalmente no que se refere a origem da fita dnica de DNA.
Este modelo nZo invalida aquele anteriormente descrito uma vez
que, "in vitro'", a proteina RecA & capaz de usar a fita simples
de DNA criada pela atividade de helicase da proteina RecBCD
sobre o DNA duplex, bem como a fita simples obtida por
desnaturagio do DNA duplex apés aquecimento C(ROMAN et «al.,
19810,

Aos modelos descritos seguiram-se dois novos modelos
propostos por ROMAM e KOWALCZYKOWISKI (19839c> e ROMAM et al.

C1991). Ambos enfocam o pareamento homélogo dependente da
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FIGURA 7 - MODELO PROPOSTO PARA A INTEGRAGAO DE UM FRAGMENTO

DE DNA Hfr ATRAVES DA VIA DE RECOMBINAGAO RecBCD
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atividade de helicase da proteina RecBCD. O primeiro modelo &
uma reagdo entre um DNA de fita simples circular e um DNA
duplex linear, dependente da capacidade da proteina RecA
promover renaturagdo. O segundo ¢ uma reag¢gio entre um DNA
duplex linear e um DNA duplex circular superenrol ado,
dependente da capacidade da proteina RecA em invadir o DNA
duplex linear por uma de suas extremidades. Em ambas as
reagBes, o desenrolamento do DNA duplex linear pela enzima
RecBCD & considerado essencial. ROMAM et al. (19910 sugerem que
a segunda reagdo pode ser representativa de uma situagio
presente na via de recombinagio RecBCD "in vivo'". Além disso, a
formagio de DNA heteroduplex através da renaturagio promovida
por RecA pode representar um mecanismo alternativo para o
reparo de lesBes causadas pela radiagdo ultravioleta. Assim,
tanto a capacidade de renaturagio do DNA bem como a de invadir
moléculas de DNA duplex conferidas a proteina RecA, podem ser

significativas "in vivo" e dependentes da condig3o celular.

1.4 FUNGCAO AUXILIAR DA PROTEfNA SSB NA RECOMBINAGAO HOMSLOGA

Embora a proteina RecA promova uma variedade de reagfes de
permuta de segmentos entre moléculas de DNA, o processo da
recombinagio homéloga como um todo n3do pode ser creditado
unicamente a esta proteina. Como citado anteriormente, a
ligagZc da proteina RecA ao DNA da fita simples circular
acontece na presenga da proteina SSB (FLORY e RADDING, 19825,
uma proteina que se liga unicamente a4 segmentos de DNA fita

simples pelos quais tem alta afinidade C(DRESSLER e POTTER,
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18982; MEYER e LAINE, 1990).

A proteina SSB tem massa molecular de 18.500 Daltons e
liga-se ao DNA de fita simples na forma de um tetramero C(MEYER
e LAINE, 1890). Através desta ligag3o, a proteina SSB favorece
o desenrolamento do DNA duplex e, sob certas condig@es, pode
promover a reassociagdo da fita simples a fita duplex (SMITH,
1988).

Durante a replicagdo do DNA, a proteina SSB desempenha
importantes e variadas fung@es (MEYER e LAINE, 1890): ad
acentua a desestabilizagido da dupla hélice de DNA pelas
helicases, bd) previne ¢ reanelamento de filamentos simples e
protege-os contra digestZo por nucleases, <¢) auxilia na
organizagio e estabilizag¢3o das origens de replicag3o,
ddcontribui para a associagio dos polissomos, e) intensifica a
fidelidade da enzima DNA polimerase III podendo promover sua
ligagd3o ao DNA molde e, 2 favorece o© deslocamento da
polimerase através da desestabilizagdo da estrutura secundaria
do DNA a qual, pode causar interrup¢do temporaria da replicagdo
ou mesmo dissociagfo da enzima.

Sua participagio nas reagdes de troca de segmentos entre
moléculas de DNA ¢ considerda importante por afetar a ligag3o
da proteina RecA ao DNA de fita simples favorecendo, o processo
de permuta ou de transferéncia de segmentos. A proteina SSB
facilita as rea¢®es promovidas pela proteina RecA provavelmente
através de sua ligag3o ao excesso de regies de DNA de fita
Unica permitindo A proteina RecA concentrar-se nas regides de
permuta propriamente ditas C(KOWALCZYKOWSKI et al., 1987;
KOWALCZYKOWSKI e KRUPP, 1987). Além disso, sua presenga

continua estabiliza os filamentos pré-sinapticos através da
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remogdo da estrutura secundaria da fita simples de DNA
C(MORRICAL et al., 1986; KOWALCZYKOWSKI et al., 1987; MORRICAL e
COX, 1980>. Esta propriedade estid de acordo com o© papel de
proteina SSB como uma proteina que promove a desestabilizacgfo
da hélice de DNA e com a observagZo de que outras protefnas
desestabilizadoras da hélice podem substitui-la nas reag¢Bes de
troca de segmentos de DNA "in vitro'" C(KOWALCZYKOWSKI, 1987).
CHOW et al. (1988) demonstram que a proteina SSB impede a
reversdo da rea¢g3io de recombinagio devida & invas3io do DNA
heteroduplex pela fita de DNA descolada. Desta forma, a
proteina SSB garante a estabilidade das moléculas heteroduplex
formadas. Esta invas3o foi considerada responsavel pela
lentid3do e possivel n3o conclus3io da troca de segmentos em
reagBes onde somente a proteina RecA estid presente C(CHOW et
al., 1988). Pela supressio da reversio, a proteina SSB
contribui para a diminuig3o das barreiras topoldgicas que podem
interferir na propagagio da troca de segmentos.

A interag3o da proteina SSB com a enzima RecBCD, reflete
as diversas fungBes deste complexo protéico (MEYER e LAINE,
1990). Estudos de ligagio indicaram que a proteina RecBCD
prefere seygmentos de DNA de fita simples como substratos para
sua atividade de helicase C(TAYLOR e SMITH, 1885b). Ao contrario
da especificidade observada no desenrolamento da dupla hélice
de DNA, ensaios "in vitro" indicaram uma ampla interagdo com o
substrato durante a fungfo nucleisica. Esta interag3o torna-se
mais evidente na auséncia da proteina SSB quando o DNA de fita
simples nZo esta protegido da digestdo. Em presenga da proteina
SSB, o DNA de fita simples torna-se resistente as atividades de

endo e exonuclease de RecBCD (MacKAY e LINN, 1874>. Segmentos
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de DNA duplex lineares continuam sendo desenrolados. DNA duplex
circular contendo pequenas segmentos de fita simples também s3o
resitentes a hidrdélise em presenga da SSB (MacKAY e LINN,
1976>. Assim, a proteina SSB favorece a atividade de helicase
de RecBCD enquanto, inibe sua atividade de exonuclease.

Com relag3io a recombinagio pela via RecBCD, estudos "in
vitro" suportam a necessidade de ambas as proteinas na gerag3o
de segmentos de DNA de fita simples, os substratos da reag3o de
recombinagdo. Neste caso, SSB estid envolvida novamente na
desestabilizagdo da hélice de DNA, na protegio contra ataques
nucleocliticos e na preveng3do da renaturagio. Em conclus3o,
embora n3ao esteja envolvida diretamente na formag3do dos

produtos de recombinagio, a proteina SSB €& essencial para

nanuteng3o da disponibilidade e estabilidade dos substratos.

1.5 FUNGAO DA PROTEINA RecA NA RESPOSTA SOS EM Escherichia colt

Os seres vivos est3io continuamente expostos a uma
variedade de agentes naturais ou sintéticos que podem danificar
seu DNA. LesS®es no DNA representam um sério desafio para a
célula bacteriana uma vez gque favorecem o© aparecimento de
mutacBes diversas ou causam sua morte. A possibilidade destas
células sobreviverem em um meio hostil ao seu DNA pode ser
diretamente relacionada a sua capacidade de reparar de alguma
forma, eventuais danos introduzidos. Estudos envolvendo L.
coli, permitiram dividir as les@es indutoras de mutagio em dois
grupos de acordo com efeito do agente causador e o meio de

reparo da lesZo C(WALKER, 1984>. O primeiro grupo inclui lesBes
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que conduzem a mutagdes por erros no pareamento de bases
durante a replicagio do DNA. Dentre os agentes causadores
destas mutagBSes estZo N-metil N-nitrosouréia C(MNUD, N’-metil
N’ -nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) e metanosulfonato de etila
CEMS) os quais produzem uma proporgio relativamente alta de
Os—alquilguanina e 04—alquiltimina CBRAKIER e VERLEY, 13870;
SCHENDAL et al., 1978; SCHENDAL e DEFAIS, 1980; ECKERT e
DRINKWATER, 1987; GORDON et al., 1988; HORSFALL et al., 19380D.
As bases modificadas podem produzir pares incorretos durante a
replicagio, dando origem as mutag¢gBSes por transigio G-C— A-T
ou A-T—> G-C CSINGER, 13986; COUTO et al., 1883). Estas lesSes
podem  ser corrigidas pela enzima o° metil ~guanina DNA
transferase (M), produto do gene ada, a qual reconhece a base
alquilada no DNA duplex e remove o grupo alquil para para um
residuoc de aminocicido da prépria cadeia protéica C(WALKER, 13985;
VERICAT et al., 19888). Quando ocorre ligagdo de um radiacal
alquil ao N da adenina, forma-se uma base modificada, a
Na—metiladenina, que bloqueia a forquilha de replicagdo e pode,
se n3o houver corre¢fo, causar a morte da célula (KARRAN e
LINDAHL, 1880). Nestes caso, verifica-se a atividade da enzima
3-metil —guanina DNA glicosilase II (TAGII>, produto do gene
alk4d, que remove purinas alquiladas na posigdo Na ou N° e
pirimidinas alquiladas na posig3o 0° CKARRAN et al., 1982;
EVENSEN e SEEBERG, 1982; WALKER, 1885). Os sitios apurinicos e

apirimidinicos resultantes sZo reparados por um processo "livre
de erro" que envolve endonucleases especificas para estes
sitios Cendonucleases AP), DNA polimerase I e DNA ligase
(FOSTER e EISENSTADT, 1985). Estes dois tipos de reparo

caracterizam o processo conhecido como Resposta Adaptativa
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CJEGGO et al., 1977; TEO et al., 1986D.

O segundo grupo inclui lesBes causadas pela radiag¢3o
ultravioleta (UVD, metanosulfonato de metila C(MMS), éxido de
4-nitroquinolina C4NQOD, aflotoxina Bi, bleomicina C e
dimetilfosfato de 2,2 diclorovinil (DDVP ou diclorvos) C(KONDO
et al. ,1970; BRIDGES et al., 1973; DRAKE e BALTZ, 1976; POVIRK
e HOULGRAVE, 1888; BECKER e WANG, 13889; HORSFALL et al., 1930D.
A radiagio ultravioleta causa a incorpora¢gfo incorreta de
nucleotideos durante a replicagio. Este erro se deve a presenga
de fotoprodutos de radiagio no DNA molde CLOVETT Jr. et «al.,
198S8b; BECKER e WANG, 1989). Os principais fotoprodutos
produzidos pela luz ultravioleta s3o dimeros de pirimidina
ciclobutano e, menos frequentemente, as lesSes dipimidicas 6-4
CROSENBERG e ECHOLS, 1990>. Os agentes quimicos por sua vez,
promovem pela alquilagdo ou oxidagio de bases a substituig3o
das mesmas durante a replicacio do DNA. Desta forma, ocorrem
mutagBes pontuais por transi¢gio G-C —> A-T e por transvers3o
G-C — T-A. A proporgi3o de transversSes em relagdo as
transig®es ¢ consideravelmente mais elevada C(KONDO et al.,
1870; SHINURA et al., 1983). O reparo das les8es causadas por
este grupo de agentes depende da indugdo de um sistema celular
especial que pode levar ao aparecimento de novas mutagdes
CWITKIN, 1976; WALKER, 1984). Este sistema ¢ conhecido como
Resposta SOS (SOS response), Reparo SOS (SOS repair), Sistema
SOS (SOS systemd, Fungdo SOS (SOS functiond ((WALKER, 18845
ouainda, Reparo propenso a erro (error-prone repair) C(SEDGWICK,
1978). Esta ultima designagio deve-se ao fato da sobrevivéncia
celular estar intrinsicamente relacionada a ocorréncia de

mutagao.
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O limite entre estes dois grupos confunde-se em
determinados momentos uma vez que em certos casos torna-se
dificil determinar se um agente lesivo ao DNA pertence ao
primeiro ou ao segundo grupo. Como exemplo, FOSTER e EINSENSTADT
(1885) relataram que a indugio de transversBes em E. coli por
NTG € um processo SOS-dependente enquanto que as transicgBes
(citadas acimad) permanecem SOS-independentes e relacionadas a
resposta adaptativa CCOUTO et al., 1989). Além disso, existem
les@es causadas por agentes como os 4cidos nalidixico e
oxolinico que manifestam seu cariter SOS-dependente de forma
indireta C(McPARTLAND et al., 1980>. Estes antibacterianos
interrompem a replicagdo do DNA pela inibig¢3do da subunidade A
da enzima DNA girase C(GELLERT et «l., 1977; SUGINO et «al.,
1977> podendo também induzir a formagio de um complexo
DNA-enzima que leva a clivagem do DNA duplex C(GELLERT et al.,
1977; SNYDER e DRLICA, 1979). As pontas de DNA de fita simples
expostas durante estas clivagens constituem provavelmente os
verdadeiros substratos para o© reparo SOS-dependente (Mc
PARTLAND et «al., 1980; SASSANFAR e ROBERTS, 18S0D.

Em 1971, DEFAIS et al. propuseram a "hipétese SOS" a qual
foi posteriormente, desenvolvida por Radmam C(WITKIN, 19786D.
Segundo esta hipétese, os genes recd e lex4d de L. colt regulam
um grupo de fungBes passiveis de desrepressio coordenada em
resposta a lesBes no DNA (WITKIN, 1978). A resposta SOS foi
caracterizada a nivel molecular como sendo o© resultado da
desrepressio de diversos genes nio ligados mas regulados por
recA e lexAd CCOHEN et al., 1981; GUDAS e PARDEE, 1875; GUDAS e
MOUNT, 1977; ROBERTS e ROBRETS, 1981; BLANCO et al., 1982). A

proteina LexA reprime a transcrig3o dos genes envolvidos na
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resposta SOS, inclusive o recd e o préprio lexd C(LITTLE, et
al., 13881D.

A designagdo SOS estid relacionada com a existéncia de
les3o no DNA e com a origem de um sinal regulador que causa a
desrepressio simultinea de vVvarias fungdes, provavelmente
envolvidas no processo de sobrevivéncia célular CWITKIN, 1976D).
A natureza do "sinal indutor" e o© processo que conduz a
ativagdo da proteina RecA apds a lesio do DNA permanecem
controversos, refletindo a ampla variedade de tratamentos que
levam a Resposta SOS (SMITH, 1985>. Entretanto, os eventos
bioquimicos que ocorrem no inicio e no final deste processo s3o
conhecidos. A indug3io comega quando o DNA bacteriano passa a
apresentar variadas formas de lesBes, como por exemplo dimeros
de pirimidina causados por luz ultravioleta CLOVETT Jr. et al.,
1988b; BECKER e WANG, 1983) ou bases metiladas produzidas pelo
agente alquilante MMS (MARGISON e O’CONNOR, 1973). O evento
final, clivagem de repressores e de outras proteinas foi bem
caracterizado em experimentos bioquimicos realizados por CRAIG
e ROBERTS (1880>; PHIZICKY e ROBERTS (18803; SHINAGAWA et al.
(1988); BURCKHARDT et al. (1888) e NOHMI et al. (1988). COM
cobjetivo de detectar quantitativamente o produto imediato do
sinal indutor, a proteina RecA ativada, SASSANFAR e ROBERTS
C1990> utilizaram sistemas experimentais onde poderiam medir a
velocidade de desaparecimento do repressor LexA intacto.
Segundo estes pesquisadores, a clivagem do repressor LexA
inicia-se logo apdés o dano no DNA e persiste até o
desaparecimento do sinal indutor. Por este método foi
demonstrado que o sinal indutor, apés exposigio das células a

radiag¥o ultravioleta, consiste de lesSes que interrompem a
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forquilha de replicagZo. Dimeros de pirimidina formados apdés
irradiag3o, bloqueiam o© progresso da replicagiZo mas n3o
previnem a separagfo das fitas, permitindo que replicag3o
possa ser reiniciada abaixo do ponto lesado. Ao contréario,
lesBes como as causadas pela mitomicina C, previnem a separac3o
das fitas de DNA blogueando de forma definitiva a replicagio e
a transcrigio C(SASSANFAR e ROBERTS, 189380D. Neste caso, a
formagiZo do sinal indutor requer um processo celular
independente da replicag3o descontinua do DNA. O reparo destas
lesBes depende da enzima exonuclase UvrABC a qual, introduz
cortes em ambos os lados da les3o produzindo regiBes de DNA de
fita simples onde se inicia © reparo por recombinagio (WALKER,
1985; SANCAR e SANCAR, 1988). Baseados nos resultados obtidos,
SASSANFAR e ROBERTS (1383802 imterpretaram a ativagio de RecA
apds exposigio das células a luz ultaravioleta, como uma
consequéncia da criagio um segmento de DNA unifilamentar por
sintese descontinua e n3Fo da interrupgdo da forquillha de
replicag3o. Empregando a mesma metodologia, estes dois
pesquisadores demonstraram que o produto do gene recF também
est4d envolvido na ativagio de RecA em células irradiadas com
luz ultravioleta, sugerindo que a proteina RecF participa, de
alguma forma, no progresso da forquilha de replicagdo do DNA
(SASSANFAR e ROBERTS, 1891D.

A necessidade de uma forquilha de replicagdo ativa para a
indugZo do sistema SOS apds irradiagdo com luz ultravioleta, &
contraria ao modelo apresentado por Lu e Echols para o© reparo
das mesmas lesBes (LU e ECHOLS, 1987). Estes pesquisadores
atribuem aocs dimeros de pirimidina esou outras les@es causadas

pela radiag¥o ultravioleta no DNA duplex, a ativagdo direta da
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proteina RecA. SASSANFAR e ROBERTS (19900 contrargumentam que a
pouca ativagio da proteina RecA "in vitro" (LU e ECHOLS, 1987),
n3o seria suficiente para promover a autoclivagem de LexA "in
vivo.

Em uma nova abordagem e empregandoe metodologia que
dispensa a agfo de um agente causador de lesZo, HIGASHITANI et
al. (19920 demonstraram que a simples presenga de um segmento
de DNA de fita simples ¢ capaz de induzir o Sistema SOS em E.
coli. Estes pesquisadores observaram que cé&€lulas bacterianas
infectadas pelo fago filamentoso mutante R377, deficiente na
iniciagdo da sintese de <sua fita simples complementar,
manifestam a resposta SOS nos mesmos moldes daquelas expostas a
agentes danosos. Ao contrario do selvagem, o fago mutante R377
¢ incapaz de converter seu DNA de fita simples circular para a
forma DNA duplex circular replicativa FR (FR = forma
replicativad. A indugdo da resposta SOS foi monitorada pela
indug3o da f3-galactosidase em uma estirpe contendo o gene lacZ
sob ©o controle do gene SOS dinD e também pela indu¢do da
sintese da proteina RecA. Resultados de indug3o positivos foram
observados somente apds infecgio das células com o mutante
R377. Uma vez que o DNA de fita simples do mutante R377 n3o
serve como molde para a sintese do primer de RNA, HIGASHITANI
et al. (1982) propuseram que esta fita de DNA sem uma forquilha
de replicagio € reconhecida provavelmente como um sinal pela
proteina RecA. As observagBes destes pesquisadores complementam
aquelas de SASSANFAR e ROBERTS (19802 e reforgam as indicagSes
de que o sinal indutor da Resposta SOS € o préprio DNA de fita

simples.
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1.5.1 Regulagio e Desenvolvimento da Resposta SOS

O sistema de reparo SOS ¢ responsavel pela resposta das
células bacterianas a uma variedade de danos impostos aoc seu
DNA. Quanto a sua regulagio, este sistema apresenta-se em dois
estados, o estado de repressio em que a célula encontra-se em
fase normal de crescimento e o estado de ativagZo, induzido
pela exposigido da célula a condigBes adversas que podem
comprometer sua sobrevivéncia. Estudos genéticos e bioquimicos
do mecanismo de indug¢io deste sistema em E. colil, sustentam a
fung3io central da proteina RecA em sua regulagio CLITTLE, 19883;
LARMINAT e DEFAIS, 1989). Esta proteina € ativada "in vivo" por
um estimulo ou sinal indutor produzido apés a lesio do DNA
CWITKIN e KOGOMA, 1984; SASSANFAR e ROBERTS, 1890; HIGASHI TANI
et al., 1992). Nesta condigdo ela promove a autdlise de
repressores especificos e também contribui para a mutagénese
decorrente da introdug3io de erros durante o reparo do DNA
Cmutagénese SO0S). "In vitro", RecA ¢ ativada por ligagdo
estequiométrica ao DNA de fita simples, em presenga de
nuclesideo trifosfato CATP ou dATPD> ou de seu anidlogo n3o
hidrolisavel CATPyS) (CRAIG e ROBERTS, 1980; CRAIG e ROBERTS,
1981; TAKAHASHI e SCHNARR, 1989). Sua forma ativada ¢ comumente
representada como ReCA* CWITKIN e KOGOMA, 1S84D.

A participagio da proteina RecA na resposta SOS e sua
fung¥o na regulagio deste processso foi sendo elucidada ao
longo dos anos através da anadlise de diversos mutantes rec4d
CMcPARTLAND, 18980; ROBERTS e ROBERTS, 1981; LITILE, 13983;
KAWASHIMA et al., 1984; TESSMAN e PETERSON, 18886; LARMINAT

eDEFAIS, 1989). Entre as principais classes de mutagBes que



486

produzem proteinas deficientes em participar da resposta SOS
es/ou da recombinagdo homdloga, estio os alelos recAdf (mutantes
Defeituosos ou Defd, recdA730 e recA44f C(mutantes '"Protease"
Constitutivos ou Prt<> e recA430 Cmutantes "Protease"
Deficientes). Os mutantes Def s3o extremamente sensiveis aos
varios agentes mutagénicos e s3o incapazes de promover
recombinagio homéloga CWALKER, 1984). Quando células destas
estirpes s3o expostas a estes agentes, sua proteina RecA ¢é
incapaz de promover a clivagem do repressor LexA e de
repressores de fagos prevenindo assim, © reparo do DNA e o
crescimento litico dos fagos. A estirpe recAd411 CPrtc) expressa
constitutivamente a resposta SOS a 42°C, sendo capaz de sofrer
mutagénese SOS (KAWASHIMA et al., 1984). A proteina RecA4ll
promove a clivagem de repressores de certos fagos temperados
bem como a clivagem da proteina LexA em temperaturas elevadas e
na auséncia de tratamento com agentes danosos ao DNA (TESSMAN e
PETERSON, 1985; LAVERY e KOWALCZYKOWSKI, 1988>. A estirpe
RecA730 que também pertence a classe Prt apresenta
caracteristicas similares as da estirpe RecAd44l, exceto que a
express3io da resposta S0S corre a 30-C CLAVERY e
KOWALCZYKOWSKI, 1992>. Os mutantes RecA430 s3o capazes de
promover recombinagio homéloga mas s3o deficientes na indugdo
das fun¢®es de reparo e mutagénese SOS (KWASHIMA et al., 1884D.

Outra proteina de importéancia fundamental na regulag3do do
sistema SOS em E. coli é& o repressor LexA (LITITLE e HARPER,
1979; LITTLE e MOUNT, 1982>. Produto do gene lexA, a proteina
LexA ¢ um mondmero de 24 kDa composto por 202 residuos de
aminodcidos distribuidos entre um dominio amino terminal, um

dominio carboxi terminal e uma regiio central que conecta os
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dois dominios C(BRENT e PTASHNE, 1980«; LITTLE e HARPER, 1979;
THLIVERIS e MOUNT, 18892>. O dominio amino terminal reconhece as
sequéncias para a ligag3io do repressor no DNA alvo e o carboxi
terminal & responsiavel pela formagio e manutengio dos dimeros
de LexA (HURSTEL et al., 1988; THLIVERIS e MOUNT, 19382; KIM e
LITTLE, 1982>. Em sua forma dimérica o repressor LexA inibe
pleiotrépicamente a expressio de cerca de 20 genes ao ligar-se
aocs sitios de seus operadores (BRENT e PTASHNE, 1981bv; LITTLE
et al., 1981; BRENT, 1982; SCHNARR et al., 1985; KIM e LITTLE,
1992>. Dentre os genes reprimidos estio o suld, wmdDC, Ahimd,
dind, dinB, dinC, dinF, wuvrd, wwrB, wvrD, ruvd, recd e o
préprio lexA (BRENT e PTASHNE, 19880a; WALKER, 1884; BACKMAN,
1990>. Juntos eles compSem o© '"Regulon SOS" e s3Zo também
conhecidos como genes induzidos por dano ("din genes" onde din
= damage—-inducible). A comparagdo das sequéncias de DNA
situadas acima dos genes SOS revelou a sequéncia consenso
TA[CTGT ] ATATA-A-A[CAG|TA, que foi denominada "SOS box" CWALKER,
1984>. A anilise de mutantes recd es/ou lexd associada ao fato
dos operadores SOS apresentarem a sequéncia consenso 5"-CTGT,
confirmaram a sequéncia CTGT—NB—ACAG como © principal sitio de
reconhecimento para LexA C(WERTMAN e MOUNT, 13885, HURSTEL et
al., 1988). Recentemente KUAN et al. (18991ad propuseram gque
LexA também ¢ capaz de ligar-se ao promotor do gene tnp e
reprimir sua expressio. Este gene codifica uma transposase e
esti localizado no componente ISSOR do transposon Tn5. Esta

proposi¢io baseou-se em resultados de experimentos “in vitro"

onde certas mutagBes em LexA causam aumento da frequéncia de

transposigio deste transposon. Ao realizarem experimentos in

vivo" KUAN e TESSMAN (1991b) verificaram gque oS novos
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resultados de inibigido da atividade génica de tnp coincidiam
com os obtidos "in vitro"” e confirmavam gue este gene ¢
reprimido por LexA. Apds outras investigagdes envolvendo
proteinas RecA ativadas contitutivamente, KUAN e TESSMAN (13992D
relataram novas evidéncias do envolvimento de RecA no
incremento da transposigdo de Tn5.

A auto-regulagio de LexA favorece a manutengio de um nivel
constante deste repressor em células em crescimento exponencial
permitindo—-lhe também, atingir rapidamente o© estado de
equilibrio (steady state) durante o retorno da célula ao seu
estado normal CLITTLE e MOUNT, 1982; BRENT, 1982>. Além disso,
possibilita ao Sistema SOS responder mais rapidamente a
variagdo do nivel de proteina RecA e previnir sua indug3io
desnecessaria CLITTLE, 19883; SMITH, 1985). Os genes reprimidos
por LexA s3Fo coordenadamente induzidos apds a exposig¢io das
células de L. coli a agentes lesivos ao DNA esou durante sua
replicagio descontinua CENNIS et al., 1989; SASSANFAR e
ROBERTS, 1990). Esta desrepressio incrementa o reparo do DNA
por excisfio, a mutagénese SO0OS, o© reinicio da replicag3o
continua do DNA e inibe a divis3o celular. Se a célula contém
profago, apdés clivagem de seu repressor, observa-se a indug3o
da fase litica CLITTLE, 1883; SANCAR e SANCAR, 1988; PETERSON,
19880 .

A desrepressio do regulon SOS depende da inativagdo do
repressor LexA através de autoclivagem estimulada por RecA
CLITTLE et al., 1980). A capacidade de promover a prépria
protedlise foi atribuida a proteina LexA apdés LITILE (189840
demonstrar, em experimentos "in vitro'", que tanto LexA quanto

os repressores de fagos sofrem autdlise RecA-independente em pH
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alcalino. Baseado em suas observa¢BSes Little sugeriu que a
proteina RecA n3io desempenha fungdo real de protease e propds a
express3io "proteina RecA em forma ativada" para indicar sua
participag3o indireta, mas essencial, no processo de inativag3o
"in vivo'". Os termos ‘'"protease" e "atividade proteolitica'
ainda encontrados na literatura refletem a tendéncia em
conservar vocabulos ja4 consagrados mesmo dJque com  novo
significado. Atualmente, & consenso mencionar que "em condig¢gSes
fisiolégicas, a proteina RecA ativada CRecA*) estimula a
clivagem de repressores'” sem, no entanto, submeté-la a uma
definigdo classica de protease. Pela leitura de bibliografia
recente C(LITLLE, 1991; KIM e LITILE, 19393) pode-se constatar
também, gque o termo coprotease vem sendo empregado com a
finalidade de conferir carater ‘"parcialmente enzimatico" a
proteina RecA.

Em condigSes fisiolégicas e tanto "in vivo" como "in
vitro", a autodigest3io de LexA & consequéncia de sua interag3o
com RecA e requer como cofatores, nucleosideo trifosfato e DNA
de fita simples ou DNA duplex lesado por radiagio ultravioleta
CLITTLE et al., 1980; LIN e LITTLE, 1889; FREITAG e MCENTEE,
1989; TAKAHASHI e SCHNARR, 1989; DI CAPUA et al.,1882>. Quando
o DNA duplex esti4 totalmente integro, o nivel de ativagdo de
RecA reduz-se em 80% reduzindo-se consequentemente a interagdo
e clivagem de LexA (DICAPUA et al., 1992). Ao investigarem, por
cromatografia de afinidade, as interag@es estabelecidas por
RecA* com outros componentes da resposta SOS, FREITAG e MCENTEE
(1989) observaram que LexA niFo reconhece RecA isoladamente, mas
liga—-se fortemente ao complexo RecA-DNA de fita simples-ATP.

Estudos genéticos e bioquimicos da inativagdo de LexA
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CLITTLE,1984; SLILATY et al ,1986), resultaram na proposi¢io de
um modelo para o mecanismo de autodigest3io baseado no mecanismo
de hidrélise das proteases serina e tiol dependentes (SLILATY e
LITTLE, 1987> (figura 8). Estes uUltimos envolvem transferéncia
de prétons e formagio de um intermediiario covalente C(KRAUT,
1977>.

De acordo com o esquema, a estrutura dobrada da cadeia
protéica provoca a aproximagido do aminocdcido serina 119
(Ser-119> com o aminocidcido lisina 165 (Lys-156> e de ambos com
© par alaninasa-glicinass (Alas4a-Glyes). A clivagem de LexA &
consequéncia de um ataque nucleofilico da hidroxila da Ser-119
sobre a carbonila da ligagio Alas4-Glyss. A forma desprotonada
do grupo e£-amino da Lys-156 responde pela ativagio da hidroxila
da Ser-119 e pela transferéncia de um préton para o grupo NH2
incipiente.

A importancia dos aminocadcidos Ser-119 e Lys-156 foi
confirmada pela substituig¢io de um ou de outro aminoidcido por
um residuco de alanina CAlad) CLIN e LITTLE, 1988). Proteinas
contendo Ala-119 ou Ala-156 mantém sua atividade repressora mas
s3o totalmente deficientes em sofrer autodigestio ou clivagem
RecA-dependente. Esta caracteristica também foi considerada uma
prova de que o mecanismo proposto € adequado para ambas as
reacBes de clivagem. Quanto a sua similaridade com o mecanismo
das serina proteases, ROLAND e LITTLE (1990) apresentaram
evidéncias desta analogia em reagBes de autodigest3do conduzidas
na presenga e na auséncia de fluorfosfato de diisopropila
C(DFP>, um inibidor de serina proteases. Por este estudo foi
demonstrado que a autodigestZo de LexA €& inibida por altas

concentrag@es de DFP e que este composto reage seletivamente
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FIGURA 8 - MODELO PROPOSTO PARA O MECANISMO DE CLIVAGEM
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O dobramento da cadeia de LexA provoca a aproximagiZo dos
aminoacidos Ser-118 e Lys-156 entre si e de ambos com © par
Alas4-Glyss. O grupo hidroxila da serina € o nucledfilo que
ataca a carbonila da ligag3doc peptidica Ala-Gly. A forma

desprotonada do grupo £-amino da lisina serve como ativador do
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com o resfiduo de Ser-118 formando Ser-DFP que ¢ inativo na
reag3do de protedlise.

Em outra abordagem do estudo do mecanismo de inativagZo,
LIN e LITTLE (19890 purificaram proteinas LexA mutantes e
analisaram suas propriedades em reagdes de autodigestio e
clivagem RecA-dependente. Sobre os resultados observados estes
pesquisadores concluiram que, ao invés de promover um ataque
proteclitico direto sobre LexA, RecA liga-se ao repressor
estabilizando-o na conformagio ideal para a autoclivagem.
Baseados na analise de mutag@es no gene recd que afetam a
autdlise de LexA, STORY et al. (18992D sugeriram gque os
residucs 229 e 243 de RecA est3io envolvidos na interagio
LexA-RecA e que, durante este processo ocorre mudanga
conformacional na estrutura de ambas as proteinas o que levaria
LexA a ligar-se ao encaixe formado pela unifio de duas moléculas
RecA adjacentes. As sugestBes de mudanga conformacional foram
confirmadas por YU e EGELMAN (19930 aoc examinarem a ligag3o de
LexA ao complexo '"RecA-DNA-nucleosideo trifosfato”™ através de
microscopia eletrédnica de transmiss3o. Entretanto, foi
demonstrado pelo mesmo método que ao contrario do sugerido por
STORY et al. (19920, o repressor LexA liga-se ao sulco
helicoidal profundo do filamento RecA, em duas regifes de
contato que emparelham duas unidades RecA adjacentes. Um dos
contatos, o sitio A, contém os amincidcidos 229 e 243 e ¢&
consistente com sitio de ligagio de LexA proposto por STORY et
al (1992> para a estrutura em cristal. O segundo ponto de
contato, o sitio B, contém os aminocidcidos 156 e 165 Calga L1 na

figura 3) e corresponde a regifo que foli considerada o segundo

sitio de ligagZio para o DNA. YU e EGELMAN (19932 consideram que
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a superposigfio do sitio B e alga L1 poderia explicar a inibig3o
total da clivagem de LexA por altas concentrac®es de DNA de
fita simples, observada por TAKAHASHI e SCHNAR (13889 e
porDi CAPUA e colaboradores (18382). O excesso de DNA ligar-se-ia
ao segundo sitio de ligag3iFo impedindo assim, a ligag¢Zo e a
clivagem de LexA.

Un esquema basico que resume o mecanismo da regulagio do
sistema SOS a nivel molecular, estid representado na Figura 9.
Em uma célula nZo induzida (Figura 9-A), a proteina LexA atua
como repressora dos genes SOS ao ligar-se a sequéncias
operadoras similares a frente de cada gene. Alguns loci como ©
recA, tem um Unico sitio operador que & reconhecido por Lex,
enquanto outros como o umuDC e o préprio lexd tem dois sitios
operadores. Muitos dos genes SOS, entre eles recd e lexA4, s3o
transcritos em niveis significantes mesmo quando o sistema SOS
estad em estado de repressio. A quantidade de proteina RecA
presente na célula deve ser suficiente para sua fungio no
processo de recombinagdo homéloga e para que possa responder
rapidamente ao sinal indutor. A partir do instante que a célula
bacteriana passa a manisfestar o efeito de sua exposigdo a
agentes lesivos quimicos ou fisicos, o sinal indutor da
resposta SOS ¢ gerado (Figura 8-B). Este sinal ativa a proteina
RecA que seri envolvida na reagdo de inativagdo de LexA. Nesta
fase, mondémeros de LexA que interagem com RecA* tém sua cadeia
protéica clivada ao nivel da ligagdo peptidica Alas4-Glyss
CLITTLE, 1984; KIM e LITTLE, 1992>. Como o dois fragmentos
resultantes s3o ineficientes em manter a repressdo, inicia-se a
transcri¢f¥o dos diversos genes SOS. Assim, a resposta SOS que

corresponde A& somatéria das fungBes desempenhadas pelos



FIGURA 8 - MODELO DE REGULAGCAO DO SISTEMA SOS
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produtos destes genes pode ser observada.

A proporgd3o de moléculas de LexA inativadas depende
diretamente da intensidade da lesZFo e consequente nivel de
ativagio de RecA C(LITTLE, 1983; SMITH, 1985). Genes com
operadores onde a proteina LexA liga-se fracamente s30 os
primeiros a serem expressados C(LITTLE e MOUNT, 1882; BRENT,
1982). Se o tratamento for suficientemente intenso (Figura
9-C>, um numero maior de proteinas RecA serid sintetisado e
ativado estimulando a clivagem de mais moléculas de LexA.
Quando a concentragio do repressor atinge niveis muito baixos,
aqueles genes com operadores onde ele se liga com maior
afinidade vao sendo desreprimidos e expressados em seu nivel
maximo CBRENT, 1982). A diferenga de afinidade apresentada por
LexA esti4 provavelmente associada as pequenas variagdes
observadas na parte central dos diferentes operons SOS. A
medida que as lesBes s3o reparadas e restaura-se a capacidade
de sobrevivéncia da célula, o sinal indutor da resposta SOS vai
sendo eliminado e as moléculas da proteina RecA retornam ao
estado "inativado" favorecendo a estabilidade das moléculas do
repressor. Desta forma, LexA volta a ocupar os sitios
operadores para restabelecer a condigdo inicial de repress3o do

Sistema de Reparo SOS (Figura 8, C— AD.

1.6 FUNGAO DA PROTEfNA RecA NA MUTAGENESE SOS EM Escherichia

colt

As mut agBes causadas por radiagdo ultravioleta ou

ionizante, éxido de 4-nitroquinolina e metanosulfonato de
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metila entre outros, n3do resultam de um processo passivo. Ao
contrario, resultam da indugio da Resposta SOS que ocorre
quando o DNA lesado ¢ processado com o objetivo de reparar
les@es existentes e garantir a viabilidade celular. Este
processamento foi inicialmente reconhecido como um ‘'reparo
propenso a erro" Cerror-prone repair) (SEDGWICK, 1975; WITKIN,
1976; VILANI, 1978), expressio proposta com base em observagdes
que sugeriam que os eventos celulares envolvidos na indugZo da
muta¢gSes a partir do DNA lesado estio intimamente associados
com eventos que conferem resisténcia aos efeitos letais do DNA
danificado. Com o© avango das pesquisas ficou estabelecida a
participagdo da holoenzima DNA polimerase III C(DNA pol III> e
das proteinas RecA, UmuD e UmuC no reparo propenso a erro que
sugeriam que os eventos celulares envolvidos na indug3io da
mutag@es a partir do DNA lesado est3io intimamente associados
com eventos que conferem resisténcia aos efeitos letais do DNA
danificado. Com © avango das pesquisas ficou estabelecida a
participagio da holoenzima DNA polimerase III (DNA pol IIID> e
das proteinas RecA, UmuD e UmuC no reparo propensc a erro
induzido pela radiagZo ultravioleta CSCHENDEL e DEFAIS, 1S880;
BLANCO et «al., 1982; ELLEDGE e WALKER, 1883; SHINOURA et al.,
1983; HAGENSEE et al., 1987). Como estas trés proteinas fazem
parte do Regulon SOS, a expressio "mutagénese SOS" foi adotada
em substituigio ao anterior com a intengdo de indicar a
necessidade de desrepressio deste regulon e o caminho pelo qual
s¥o introduzidas as muta¢g®es. Referindo-se a mutagénese SOS,
PETERSON et al. (1988) propuseram que mutagBes decorrentes da
indugZio da resposta SOS podem representar uma forma de

tolerincia da célula as lesBes apresentadas por seu DNA e n3o
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uma forma de reparo do mesmo DNA.

A respeito das proteinas consideradas essenciais para este
tipo de mutagénese, a holoenzima DNA pol III catalisa a
replicagio do DNA e se caracteriza por sua precis3o durante a
adigdo das bases e seu cariter de continuidade C(ECHOLS e
GOODMAN, 1891)>. A forma ativada da proteina RecA tem a fungZo
de mediar a clivagem de LexA C(LITTLE, 19842 e UmuD (SHINAGAWA
et al., 1988). Pela inativagio do repressor LexA ocorre a
desrepressdo do regulon SOS e a consequente transcrigfZo do
operon unuDC e pela clivagem de UnmuD forma-se o fragmento ativo
na mutagénese SOS. Além disso, foi atribuida & proteina RecA a
capacidade de ligar-se aos fotoprodutos da radiag3o
ultravioleta no DNA e inibir a atividade exonucledsica 3> — 5°
da subunidade £ da DNA pol III CFERSHT e KNILL-JONES, 1983).

As proteinas UmuD (15 kDad e UmuC (45 kDad constituem os
produtos das transcrigio do operon wumuDC C(ELLEDGE e WALKER,
1983; KITAGAWA et al., 1985; WALKER, 1985). Quando os genes
deste operon apresentam muta¢gSes, © processo de mutagénese
SOS-dependente ¢ eliminado sem afetar no entanto, a fung3do de
reparo por recombinagdo (SEDGWICK e GOODWIN, 1985). BRIDGES e
WOODGATE (1985) sugeriram gque a fungdo das proteinas UmuD e
UnuC ¢ de permitir a elongagio da fita de DNA apds a insergdo
de bases corretas ou n3o em sitios opostos aos pontos de les3o
no DNA-molde, por um processo que envolveria outras proteinas.
Ao investigarem a inibi¢Zo da subunidade £ da DNA pol III pela
proteina RecA, LU et al.C18860 propuseram trés fungdes
bioquimicas para as proteinas UmuD e UmuC. Elas facilitariam a
ligagio da proteina RecA ao DNA na presenga de pequenas

distor¢Ses introduzidas pela les3o e também, a ligagZo da DNA
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pol III & regi3do deformada do DNA previnindo a dissociagZo e
permitindo multiplas tentativas de dar continuidade a
replicagio. Finalmente, elas promoveriam desobstrugio do sitio
lesado através do desligamento da enzima DNA pol III da
proteina RecA ou do desligamento da proteina RecA do DNA.
Evidéncias da interag3o fisica esou funcional entre RecA e
UnuD-C foram demonstradas pela combinagio entre alelos mutantes
de recd e umuDC C(WITKIN et al., 1987>. Além disso, a possivel
interag3o proteina-proteina foi confirmada pela descoberta de
que UmuD sofre clivagem RecA-dependente C(BUCKHARDT et al.,,
1988; SHINAGAWA, 1988; NOHMI et al., 1988).

A proteina UmuD apresenta sequéncia de aminoicidos
homéloga a sequéncia de LexA, incluindo a regido correspondente
ao sitio de clivagem do repressor (PERRY et al., 1985).
Entretanto, o par Alas4-Glyss que define o sitio de protedlise
de LexA e de outros repressores estid substituido por um par
Cysz24-Gly2zs mais préximo portanto, da por¢3o aminoterminal da
molécula C(SEDGWICK e GOODWIN, 1985; PERRY et «al., 1985). A
hipétese de que a homologia entre LexA e UnmuD poderia indicar a
existéncia de um sitio de interagio entre RecA e UmuD CPERRY et
al., 1985 foi confirmada em experimentos onde a proteina EecA*

¢ capaz de estimul ér a clivagem da proteina UmuD tanto in
vitro'" C(BUCKHARDT et al., 1988> como "in vivo" C(SHINAGAWA et
al., 1988). Desta clivagem origina-se um fragmento
carboxi-terminal de 12 kDa conhecido como UmuD’ o© qual foi
demonstrado mais tarde, ser o fragmento ativo na mutagénese SOS
CNOHMI et al., 1988). Por outro lado, moléculas intactas de

UnmuD podem desempenhar a fungZo de moduladoras da mutagénese

UmuD’ ~dependente. Ao analisarem o efeito de mutagBes no gene
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umuD. BATTISTA et «al. (19900 observaram gque a dominincia
decertos alelos wumuD favorece a formagZo de heterodimeros
UnuD-UmuD’” inibindo assim, sua clivagem RecA-dependente e a
atividade de UmuD’. Diante destes resultados, BATTISTA et al.
19900 atribuiram um carater de regulor negativo a proteina
UmuD.

Devido a sua complexidade, ainda nZo foi determinado um
mecanismo molecular para a mutagénese SOS comum as diferentes
lesBes causadas pelos diferentes agentes (FERSHT e KNILL-JONES,
1883; LU et al., 1986; SLATER e MAURER, 1891)>. As varias
tentativas de se propor um modelo adequado, ficaram restritas
as mutagBes causadas pela radiag¢g3io ultravioleta e se basearam
na hipétese de que a inibigio da subunidade &£ da DNA pol III
deve ser o passo critico na progressiao desta enzima através do
sitio lesado. Estes modelos consideram que o evento mutagénico
envolve a replicagi3o por caminho alternativo C('replication
bypass" ou "translesion replication'>. As diversas proposig¢gdes
fundamentaram-se em resultados de pesquisas desenvolvidas ao
longo dos anos e listadas a seguir:

1. A replicagfo do DNA & interrompida "in vivo" e "in vitro"
pelos fotoprodutos da radiagdo ultravioleta CVILANI et al.,
1978; ECHOLS e GOODMAN, 13991>. A DNA pol III provavelmente
interrompe a replicagfo diante de uma distorgio do DNA-molde
que n3o permite o reconhecimento efetivo dos pares de bases do
DNA-molde.

2. A propriedade de editora conferida & subunidade £ da DNA pol
ITII C(FERHST e KNILL-JONES, 1983; LU et al., 19856; HAGENSEE et
alt., 1987; SLATER e MAURER, 18815. Esta holoenzima pode

dissociar-se da fita nascente e reiniciar a sintese além da
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les3o bloqueadora ou pode extender a fita nascente através da
mesma les3o. Na primeira alternativa as falhas introduzidas
ser3o reparadas por recombinag3io em um processo
predominantemente livre de erro. Na segunda, a sintese por
caminho alternativo é mutagénica devido a deformidade
introduzida pela les3io no DNA-molde.

3. A necessidade da desrepressio do regulon SOS através da
clivagem do repressor LexA estimulada pela proteina RecA
ativada CWALKER, 1984D.

4. A transcrigio do operon wruDC que leva a sintese das
proteinas UnmuD e UmuC C(KITAGAWA et al., 1885D.

5. Estirpes umuC  s& exibem mutagio por exposigio a radiagio
ultravioleta apdés remogio das lesBes que bloqueiam a forquilha
de replicagdo através da fotoreativagio C(BRIDGES e WOODGATE,
1985).

6. O processamento pés-traducional de UmuD em uma reagio de
clivagem similar aquela sofrida por LexA e que dA& origem ao
fragmento ativo UmuD’ C(BUCKHARDT et al., 1988; SHINAGAWA et
al., 1988). Fragmentos UmuD’ obtidos por modificagdo do gene
unud "in  vitro", complementam a deficiéncia de sofrer
mutagénese SOS de células onde a proteina RecA mutante &
incapaz de induzir a clivagem de UmuD C(NOHMI et al., 1988).

7. Muitas linhas de evidéncias apontam para um terceiro papel
da proteina RecA na mutagénese SOS cuja natureza ainda n3o foi
definida CENNIS et al., 19839; DUTREIX et al., 1983; SWEASY et
al., 1890D. Esta fungZo seria indireta e diferente das
anteriores onde RecA atuaria como reguladora da indugdo da

resposta SOS e da clivagem de UmuD.

8. O excesso da subunidade &£ inibe a mutagénese por 1luz
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ultravioleta "in vitro", provavelmente pela inibi¢3Zo do desvio
da lesZo CJONCZYK et al., 1988).

9. Fragmentos UmuD’ obtidos por modificagio do gene wunuD,
complementam a deficiéncia de promover mutagénese SO0S em
células onde a proteina RecA mutante ¢ incapaz de induzir a
clivagem de UmuD CBATTISTA et al., 18930D.

10. UmuC associa-se com UmuD’ em extratos celulares e quando
purificada, forma complexos com UmuD’ em solugio (WOODGATE et
al., 19838; RAJAGOPALAN et «al., 1992). Em ambos os casos, a
proporgdo & de uma molécula de UnuC para duas de UmuD’ e esta
associagdo €& mais forte que aquela entre UmuC e UmuD. Woodgate
et al. (1988) propuseram gque o complexo UmuC-UmuD’ é
provavelmente o complexo ativo durante a mutagénese.

11. A atividade replicadora da DNA pol III através de sitios
apurinicos ou apirimidinicos ¢ muito eficiente em presenga das
proteinas RecA e UmuD/C. Presume-se que a mutagénese SOS
envolva 'replig¢io além da les3o'" catalisada pela DNA pol III e
dependente de sua baixa fidelidade C(HEVRONI e LIVNEH, 1989;
RAJAGOPALAN et al., 1982>.

Segundo um dos modelos propostos para a mutagénese SOS
(Woodgate et al., 1983), ao nivel da lesio forma-se um agregado
protéico que inclui a holoenzima DNA pol III e as proteinas
RecA, UmuD e UmuC. Este agregado foi chamado de mutassomo. Na
mesma linha de investigagZio, FRANK et al. (193830 relataram que
RecA interage fisicamente tanto com UmuD como UmuD’. O
significado desta interag¢Zo foi demonstrado através da analise
da alteragfo do padr3o de migragdo do DNA em gel de agarose. Em
presenga de DNA e da proteina RecA, as proteinas UmuD e UmuD’

que usualmente n3o apresentam afinidade pelo DNA C(WOODGATE et
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al. 1889) migram na mesma posigd3o de migragdo do complexo
RecA-DNA. Em face destes resultados, FRANK et «al. (13893
sugeriram gue o© primeiro passo no processo mutagénico € a

ligagdo de UmuD’ a proteina RecA seguida da adig¢Zo de UmuC.

1.7 PRESENGA DE PROTEINAS ANALOGAS A PROTEINA RecA DE

Escherichia colt EM ORGANISMOS PROCARIOTOS E EUCARIOTOS

Nos Ultimos anos est3io sendo acumuladas evidéncias
consideridveis que sistemas de reparo e mutagénese anilogos ao
regulon SOS s3o funcionais em organismos procaridticos e
eucaridéticos. Genes homdlogos ao gene recd de E.colil foram
descritos em diversas espécies bacterianas (Tabela 1I). Em
geral, bancos genémicos dos organismos de interesse s3o
introduzidos em células de E. colil contendo muta¢gBes no gene
recA, e os clones onde um ou mais dos efeitos pleiotrdédpicos da
mutagdo s3o complementados s3o isolados e caracterizados. Esta
complementag3io interespecifica do fendtipo RecA foi verificada
em células E. colil, pelo aumento de sua resisténcia a radiagdo
ultravioleta e ao metanosulfonato de metila, pela restaurag3io
de sua capacidade de recombinagio, pela mutagénese UV-induzida
e através da indugio do estado litico de fagos apds exposigdo a
luz wultravioleta. Alternativamente, genes anadlogos aoc recAd
podem ser isolados através de complemeptagﬁo do fendétipo Fec
do fago lambda EMBL3 em estirpes recA de E. coli CBARCAK et
al., 1989; MARTINEZ-SALAZAR et al., 1991; DE MOT et «al., 189393D
ou ainda pela técnica de “PCR" com © emprego de ‘“primers"

degenerados C(DYBVIG et al., 1892; RAYMOND-DENISE e GUILLEN,
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TABELA I - EXEMPLOS DE ORGANISMOS PPROCARIOTOS PORTADORES DE
GENES ANALOGOS AO GENE recAd DE Escherichia coll

ORGANI SMO GENE PROTEINA REFERENCI AS

CLON/SEQ REC-/S0OS

Proteus mirabilis +/+ +/+ 88, 346
Rhizobium melilotl +/ +/+ 18

Proteus vulgaris +/+ +/+ 154, 160
Erwinia carotovora +/+ +/+ 154,160, 361
Shigella flexneri +/+ +/+ 154, 160
Pseudomonas aeruginosa +/+ +/+ 162, 228, 286
Erwvinita chrysanthemi +/ +/+ a2
Agrobacterium tumefasciens +/+ +/+ S84, 226
Methylophilus methylotrophus +/ +/+ 100

Vibrio cholerae +/ +/+ 113
Synechococcus sp +/+ +/+ 238
Pseudomonas syringae +/ +/ 128
Anabaena variabilis +/ +/ - 242, 243
Neisseria gonorrhoeae +/ +/ 108, 169
Aeromonas caviae +/ +/ 270
Aguaspirillium magnetotacticum +/+ +/+ 16

Vibrio angularium +/ +/+ 303
Serratia marcescens +/+ +/+ 08, 346
Azospirillum brasilense +/ +/+ 64
Mycobacterium tuberculosts +/+ +/+ 69, 2339
Rhizobium phaseolt +/+ +/+ 217
Leptospira biflexa +/ +/+ 319
Lactococcus lactis +/+ 80

Bacilus subtilis +/+ +/+ 47,203,267
Thermus thermophilus +/+ s+ 152
Haemophtilus influenzae +/+ +/+ 10, 363
Streptococcus gordonii +/ +/ 344
Pseudomonas fluorescens +/+ +/+ 71

clon.= clonado, seq.= sequenciado, rec.= atividade recombinante

so0s= induz resposta SOS.
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1992; DUWAT et al., 1992; KATO e KURAMITSU, 1993>. Este ultimo
método baseia-se na amplificagdo de um segmento interno do gene
recA CrecAint) e permite a recuperagio do segmento gendmico
total sem o©o passo da complementagio interespecifica e foi
desenvolvido para suprir a dificuldade da expressio de
sequéncias génicas de bactérias Gram positivas em células de E.
coli CRAYMOND-DENISE e GUILLEN, 19S2D.

Em muitos estudos, os genes recA-andlogos foram isolados e
mutagenisados pela insergdo de transposons e os clones recAd
reintroduzidos nas espécies originais com a finalidade de se
construir estirpes mutantes para o gene recAd C(FAELEN et al.,
1985; GOLDBERB e MEKALANOS, 1986; KOOMEY e FALKOW, 18987,
RESNICK e NELSON, 1988; CROES et al., 1990). Estes mutantes sZo
Uteis no estudo dos sistemas de recombinagio e mecanismos de
reparo e mutagénese dos diferentes microrganismos.

A anilise de sequéncias completas de genes recd clonados e
sua comparag3o com a sequéncia do gene recd de E. colil, revelou
casos de extensa homologia, como em Serratia marcescens C(BALL
et al., 1990; VRIES e WACKRNAGEL, 193823, onde as sequéncias de
nucleotideos s3o 85% idénticas. O mesmo foi observado para
Proteus mirabilis com 73% C(EITNER et «al., 1982; VRIES e
WACKERNAGEL, 193820 e £Erwinila carotovora com 78% de homologia
CKEENER et al., 1984>. Um alto nivel de conservagdo da
sequéncia de nucleotideos estende-se também a regiio
regulatéria situada a frente dos genes recd, os provaveis "SOS
box'" ou seja, possiveis sitios de ligagdo para um regulador
negativo. Como exemplo, a sequéncia "SOS box" de S. marcescens
cujo gene ¢ induzido por mitomicina C, difere da sequéncia

consenso de £E£. coli em apenas uma base C(MILLER e KOKJOHN,
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1990>. Esta caracteristica ¢ atribuida a presenga de um
mecanismo de regula¢gdo dos genes recd-anadlogos similar ou até
mesmo  igual, aquele apresentado por E. coli CFERNANDEZ
pEHENESTROSA et al., 1891; LOVETT Jr. et al., 1993D.

A comparagdo entre as sequéncias de aminoicidos das
proteinas RecA-analogas e da proteina RecA de E. coli também
indicou um grau de homologia significativo. Em sua maioria, os
céddons que orientam a tradugfo sFo sindmimos, pois diferem
apenas na terceira base. A sequéncia de nucleotideos de S.
flexneri & 99% idéntica A sequéncia de E. coli Ki2 e as
sequéncias de aminocdcidos de ambas as proteinas s3o 100%
idénticas C(KEENER et «al., 1884; MILLER e KOKHJOHN, 19S0).
Comparando a sequéncia de aminocidcidos da proteina RecA de
Pseudomonas fluorescens OEZ28.3 com as sequéncias de proteinas
RecA de outras bactérias, De Mot at «al. (193823 elaboraram um
dendrograma indicando © percentual de homologia entre elas.
Neste trabalho, os pesquisadores ressaltam a similaridade entre
proteinas de bactérias filogenéticamente relacionadas: P.
fluorescens tem 87,8% de seus aminocacidos idénticos aos de P.
aeruginosa, enquanto que somente 69,5% s3o idénticos aos de £.
coli e B9,3% aos de Anabaena variabilis. Similaridade
filogenética evidente foi observada também por Dybvig et al.
c1892> ao compararem as sequéncias de nucleotideos e
aminocidcidos de genecs recd e seus produtos, isolados de
bactérias Gram positivas, com as sequéncias correspondentes de
E. coltl. Streptococcus mutans e Streplococcus pyogenes
apresentam 84% de seus nucleotideos e 100% de seus aminoacidos
idénticos. Quando comparadas com as sequéncias de £. coli, a

homologia de nucl eotideos e aminoacidos reduz-se
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respectivamente para B1% e 70% em S. mutans e para B2% e 70% em
s, pvogenes. Dentre as demais bactérias Gram positivas, B.
subtilis €& a melhor estudada C(LOVETT Jr. et al., 1989a; DYBVIG
et al., 1982; RAYMOND-DENISE e GUILLEN, 1992; CHEO, 1993)>. Este
microorganismo apresenta 67% de seus nucleotideos e 75% de seus
aminoacidos idénticos aos de E. coli (DYBVIG et al., 1992).

Com relagdo as fungBes das proteinas RecA-anilogas
isoladas dos diversos géneros de procariotos, resultados de
complementagio interespecifica demonstraram sua capacidade de
induzir a resposta SOS e restaurar a capacidade de recombinag3o
em estirpes recA mutantes de E. coli. Embora os niveis de
complementagdo n3o tenham, na totalidade dos casos, atingido
aqueles apresentados pelas estirpes de E. colt controles,
pesquisadores envolvidos nestes estudos foram unidnimes em
concluir que os resultados observados apontam para a existéncia
de sistemas de recombinagio e de indugio da resposta SOS comuns
aos diferentes microrganismos. Além disso, foi demonstrado que
algumas das proteinas RecA—analogas desempenham fungdes
distintas daquelas j& descritas para E. colt C(ZINK et al.,
1885; LOVETT Jr. et al., 1983a; BALL et al., 19390;
MARTINEZ-SALAZAR et al., 1990>. Esta caracteristica foi
interpretada como uma adaptagdo as caracteriticas individuais
de cada microrganismo C(MILLER e KOKJOHN, 18S0D. Em 3.
marcescens, a inativagio de seu gene recd por transposon impede
a expressio do gene nuc cujo produto & uma nuclease
extracelular (BALL et al., 1990>. "In vivo" e em condigdes
normais de crescimento, este gene ¢ induzido por mitomicina C e
radiacXo ultravioleta (BALL et al., 1880). Em E. carotovora, a

produgZo de pectina liase C(uma enzima pectinoliticad e
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carotovoricina Cuma bacteriocina) induzida por mitomicina C,
4cido nalidixico e radiagio ultravioleta depende da ativagio de
sua proteina RecA (ZINK et al., 1985). "In vivo", o aumento da
sintese destas duas proteinas estid relacionado ao aumento da
viruléncia de E. carotovora. Em B. subtilis, a proteina RecA ¢
induzida por agentes causadores de danos ao DNA e também
durante o© desenvolvimento da competéncia para transformagzo
CLOVETT Jr. et al., 1983a; CHEO et al., 1993>. Em Rhizobium
phaseolil a anadlise da instabilidade simbiética que compromete a
habilidade de nodulagio revelou que a dele¢io de parte do
plasmideo simbidético pSym é um evento RecA-dependente
CMARTINEZ-SALAZAR et al., 1991).

Relatos sobre o© isolamento de proteinas analogas a
proteina RecA de L. colil em células de organismos eucariotos
s3o ainda raros. O conhecimento dos aspectos da recombinagio
homéloga em eucariotos advém, em grande parte, de estudos com
fungos. Uma proteina com propriedades similares aquelas da
proteina RecA e com capacidade de reanelar fitas simples de
moléculas de DNA complementares "in vitro", foi purificada de
células mitéticas de Ustilago maydis (MILLER E KOKJOHN, 18S0).
Proteinas com atividade recombinante foram purificadas de
células da levedura Saccharomyces cerevisiae por trés grupos de
pesquisas distintos C(KOLODNER et al., 1987; SUGINO et al.,
1988; HALBROOK e McENTEE, 1989). A proteina purificada por
KOLODNER et «al. (1987) a partir de células vegetativas da
levedura, promove uma reagio de troca entre moléculas de DNA
duplex linear e DNA de fita simples circular no sentido 3’—
5. O polipeptideo descrito por SUGINO e colaboradores (189883

foi obtido a partir de células meidticas de S. cerevisiae e a
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transferase de HALBROOK e McENTEE (1988) purificada de células
mitdéticas, catalisa o pareamento homélogo de sequéncias de DNA
de fita simples.

Pesquisas recentes levaram a identificag¢3Zo de outras trés
proteinas envolvidas na recombinagfZo e no reparo do DNA em S.
cerevisiae: DMC1l, RADS1 e RADS7 (BISHOP et al., 1992; SHINOCHARA
et al., 1982). DMCl & necessaria para a recombinagfo meidtica,
para a formagido do complexo sinaptonémico e para © progresso
das divisBes meidticas (BISHOP et al., 1982). RADS1 e RADS7
participam do reparo de quebras no DNA duplex mitético e também
da recombingio meidtica C(SHINOHARA et al., 1982). As proteinas
RADS1 e DMC1 apresentam 45% de identidade entre si e 20-30% de
identidade com as proteinas RecA de procariotos CBISHOP et «l.,
1992; SHINOHARA et al., 1882> enquanto que RADS7 apresenta 50%
de identidade com RADS1 e 27% com a proteina RecA (BASILE et
al., 1992>. Buscando evidéncias da existéncia de relag3o
estrutural entre proteinas envolvidas em recombinagdo, STORY et
al. (19830 comparam as sequéncias primarias de proteinas RecA
bacterianas, da proteina DMC1l e da proteina UvsX entre si e com
relagio a estrutura tridimensional da proteina RecA de E. coll
(STORY et al., 1992). UvsX & derivada do bacteridéfago T4 e & a
proteina de recombinagio que apresenta menor indice de
identidade com RecA (x>~ 20% (ROCA e COX, 19380). Esta analise
comparativa confirmou a existéncia de homologia estrutural
entre as proteinas sugerindo que elas pertencem a uma Unica
familia originada de um ancestral comum (STORY et al., 1883D.

Investigando a existéncia de um possivel gene recd em
vegetais superiores, CERUTTI et «al. (019820 detectaram uma

proteina imunologicamente relacionada & RecA de £E. colt na
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fragdo estromal de <cloroplastos de ervilha e Arabidopsis
thaliana. Resul tados obser vados apés o tratamento dos
cloroplastos de ervilha com mitomicina C sugeriram o
envolvimento desta proteina no reparo e recombinagZo do DNA.
Utilizando como prova o gene recé da cianobactéria
Synechococcus sp. CMURPH et al., 1987) estes mesmos
pesquisadores clonaram de um banco gendémico de A. thaliana um
gene altamente homélogo ac recd de eubactérias. Através de
ensaios de complementagio PANG et al. 1992 isolaram do mesmo
banco genémico de A. thaliana um gene cujo produto, a proteina
DRT100, complementa parcialmente o fendétipo RecA de E. coll.
Baseados nos resultados obtidos CERUTTI et al (1982) e PANG et
al. 1982 concluiram que as plantas também apresentam
mecanismos de reparo e recombinagdo e que estes sistemas est3o
de alguma forma relacionados com aqueles descritos para os
procariotos.

Estudando células fibroblasticas FR 3T3 de rato ANGULO et
al. (1989) identificaram um polipeptideo nuclear de 120 kDa,
capaz de reagir com o anticorpo anti-RecA de L. coli. A
concentragio desta proteina, chamada KIN, varia de acordo com a
fase do crescimento celular e sua sintese ¢ induzida por
mitomicina C ou radiag¢fo ultravioleta. Frag¢d®es protéicas com a
mesma mobilidade eletroforética da proteina KIN foram também
obtidas a partir de extratos de células 3T3 de camundongos,
cé¢lulas de macacos, fibroblastos humanos e de células

embrionarias de ratos e camundongos CANGULO et al. 13883). Uma
proteina com peso molecular igual ao da proteina Kin foi
purificada de «células T imaturas e obtidas de linhagem

leucémica C(MOORE e FISHEL, 1890). Este polipetideo humano
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conhecido como HPP-1 Chomologous pairing protein) catalisa uma
reagdo de transferéncia de segmentos de DNA complementares de
um substrato duplex para um substrato de fita unica e circular.
Ao contrario da proteina RecA esta reagio ocorre na direg3o
5" — 3’ e n3o envolve hidrélise de ATP. Por outro lado, da
mesma forma que RecA, HPP-1 €& capaz de reconhecer sequéncias de
DNA homélogas e dispersas entre um excesso de sequéncias n3o
homélogas. Segundo Moore e Fishel (1990), proteinas como KIN e
HPP-1 devem fazer parte de um complexo protéico envolvido no
processo de recombinagioc e que em eucariotos apresenta um nivel
de compl exidade significativamente superior aquele dos

procariotos.

1.8 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae ¢ uma bactéria diazotréfica
isto ¢, capaz de utilizar N2 como Unica fonte de nitrogénio,
originalmente isolada da rizosfera e da superficie de rafizes de
arroz, milho e sorgo e classificada como um membro da familia
Spirillaceae CBALDANI et al. 1984; BALDANI et al., 18986D.

Este microrganismo foi inicialmente descrito como uma nova
espécie do género Azospirillum C(BALDANI et al 18840 cujas
outras espécies também ocorrem em associagdo raizes de
gramineas C(TARRAND et al., 1978; MAGALHAES et al. 18983;
REINHOLD et al., 1985; KHAMAS et al., 1989). Entretanto,
resultados de hibridizag¢3o rRNA/DNA revelaram apenas S-22% de
homologia entre H. seropedicae e as espécies de Adzospirillum

CFALK et al. 1988). Por este método foi também observado que H.
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seropedicae estid muito mais préximo de Rhodospirillum tenue com
o qual apresenta 47% de homologia de rRNA. Novos estudos de
hibridizag3o rRNA/DNA e DNA/DNA C(GILLIS et al., 19380) apontaram
para a existéncia de um alto grau de homologia entre H.
seropedicae e Pseudomonas rubrisubalbicans um fitopatdgeno que
também & capaz de fixar nitrogénio C(PIMENTEL et <al., 1891). Com
© avango dos estudos de taxonomia, P. rubrisubalbicans foi
incluida no género Herbaspirillum sob a designag¢io de
Herbaspirillum rubrisubalbicans C(BALDANI et «al., comunicagio
pessoald. Devido a estas informagBes, a distribui¢io ecoldgica
de H. seropedicae também foi revisada (BALDANI et al., 1982>,
sendo observado que este microrganismo pode ser encontrado em
colmos e folhas de arroz e de cana-de-aglcar e também em raizes
de plantas daninhas que acompanham a cultura da cana. Além
disso, bactérias do género Herdbaspirillum foram isoladas da
rizosfera e da superficie de raizes de gramineas forrageiras e
de sorgo, confirmando os resultados prévios sobre sua
ocorréncia em associag¢io com cereais C(BALDANI et al., 1986).
Por outro lado, foi observado também que Herbaspirillum n3o
sobrevive em solos mantidos sem cultivo e livre de raizes
CBALDANI et al., 1992). Estes resultados revelaram um carater
endofitico para H. seropedicae CDOBEREINER, 19S2a).
Morfoldégicamente células desta bactéria s3o vibridides e
apresentam um, dois ou trés flagelos em um dos polos ou
divididos entre ambos C(BALDANI et «l., 19886). S3Fo mdveis e
crescem com formagio de pelicula em meio semi-sélido isento de
nitrogénio fixado, demonstrando atividade de nitrogenase. Esta
enzima suporta varia¢g®es de pH na faixa de 5,0-8,0 e, € menos

sensivel ao oxigénio que aquela de A. amazonense, A. lipoferum
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ou A. brasilense C(BALDANI et al., 1986).

A importéncia conferida ao género Herbaspirillum se deve
ao seu potencial como bactéria fixadora de nitrogénio e a sua
associagd@o com gramineas de interesse econdémico C(DOBEREINER e
PEDROSA, 1987; DOBEREI NER, 1992b). Devido a estas
caracteristicas e as perspectivas de uma possivel utilizag¢Zo na
agricultura varios estudos sobre a fisiologia e genética da
fixagdo de nitrogénio, em H. seropedicae tém sido desenvolvidos
CPEREIRA et al., 1989; FU e BURRIS, 138839; SOUZA et al., 1991;
KLASSEN et al., 1984; SOUZA et al., 1994). Recentemente os
genes nifA e nifB (SOUZA, 193803, nifHDK C(MACHADO et a., 1994) e
os genes do operon gnlAntrBC CTEIXEIRA, 19820 de H. seropedicae
estirpe 2Z78 foram clonados e caracterizados revelando a
existéncia de um sistema de regulag¢io da fixa¢3io de nitrogénio
semelhante aquele de Klebsiela pneumoniae e outros diazotrofos.

Buscando aprofundar a andlise genética de Nerbaspirillum
seropedicae 2Z78 iniciamos este projeto de pesquisa com o
objetivo de:

1 - Identificar e isolar um gene de recombinagdo e reparo do
DNA tipo-recAd, em H. seropedicae estirpe Z78.

2 - Caracterizar fisiologicamente o gene recA de H. seropedicae
278 através de sua capacidade de complementar estirpes
recA de E. colt.

3 - Caracterizar fisicamente o recA de H. seropedicae Z78.

4 - Mutagenizar o gene recAd de H. seropedicae Z78 através de
mutagénese sitio dirigida, visando a futura obteng3o de

derivados recAd desta estirpe.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 BACTERIAS, PLASMIDEOS E BACTERI OFAGOS

As estirpes de bactérias, os plasmideos e o bacteridéfago

utilizados neste trabalho est3o listados na Tabela II.

2.2 REAGENTES

Metanosulfonato de metila foi adquirido de Aldrich

Chemical Company. Carbenicilina foi adquirida de Boheringer

Mannheim Biochemica. Fenol e etanol foram adquiridos de E.

Merck. Tetraciclina, adcido nalidixico, estreptomicina,
canamicina, Tris-base, 8-hidroxiquinoleina, L-prolina,
L-leucina, L-metionina, albumina bovina, Ficoll, formamida,

polivilpirrolidona, DNA de esperma de salm3o foram adquiridos
de Sigma Chemical Company. As enzimas de restrigdo e as enzimas
T4-DNA ligase, fosfatase alcalina, pronase e RNAse foram
adquiridas de Pharmacia LKB Biotechnology, Bethesda Resarch
Laboratories Inc.CBRLD), Boheringer Mannheim Biochemica e de
Sigma Chemical Company. Fragmento Klenow (fragmento maior da
DNA polimerase IJ foi adquirido de Pharmacia LKB Biotechnology.

Os desoxinucleotideos CdATP, dGTP, dTTPD e
hexadesoxinucl eoctideos foram adquiridos de Boehringer e
Mannheim Biochemica. O desoxinucleotideo marcado com fdésforo
radicative [a-"2P1dCTP (>3000 Ci-mmold foi adquirido de

Amershan International Corporation. Padr3do de tamanho molecular
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TABELA II - ESTIRPES DE BACTERIAS, PLASMIDEOS E BACTERIOFAGO

BACTERI AS/ GENGTI POFENGTI PO REFERENCIA OU
PLASM! DEOS/
B ACTERT GFAGO RELEVANTE FONTE
H. eseropedicae
Z78 Nif' BALDANI et al., 1986
E. coll
RR1 F~ hsdS20 prod2 Sm' BOLIVAR et al., 1977
+
recAd
HB101 F~ hsdS20 prod2 Sm' BOYER e ROULLAND-
recAt3 DUSSOIX, 1969
DHS endA recA! hsdR17 Nal' HANAHAN, 1983
JC14773 F proA2 recA56 A. J. CLARK
HfrC HfrC M. MERRICK
€600 supE AcIts857 Sam? FUND. OSWALDO CRUZ
S17.1 RP4-2 Tc::Mu Km:: Tn7 SIMON et al., 1983
+ r +
Tra Sm recd
71-18 AClac—-prod F’lacl9 z MESSING et al.,
MIS pro’ Sm’ 1977
MC1 0861 hsdR merB  Sm' CASADABAN e COHEN,
1980
1230 pro met recA A.W.B. JOHNSTON

(Continuad
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TABELA II - ESTIRPES DE BACTERIAS, PLASMIDEOS E BACTERIOFAGO

CContinuagZo)d

PLASM{ DEOCS

pLAFR3

RE8. 45

pJC859

pSUP202

pTZ1 8R

pBMR1 -6

pBMRS01

pBMRS502

pBMRS03

pBMR2S6. 2

BACTERI SFAGO

Lambda: : Tn5

sitio cos do fago lambda
IncP-1  Tc'

tra+ mob+ IncP-1 Km" Tc©
gene recAd de E. colt

Ki2  Ap

ap" Tt cm” Mob”
Ap.  lacZz f1 1IG
pLAFR3: : DNA Herbaspi-
rillum seropedicae
pSUP202: : frag. HindIII
de 4,90 kb do pBMRS
pSUPZ202: : frag. BamHI de
3,45 kb do pBMRS
pTZ18R: : frag. HindIIlI

de 3,65 kb do pBMRS

pBMRS recAd: : Tnb

rex: :Inb c<c1I857 Kmr

STASKAWICZ et
al. ,1987
HAAS e HOLLOWAY, 1978

A. J. CLARK

SIMON et al., 1983

MEAD et al., 1986

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

BRUIJN e LUPSKI, 1384
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"1 kb ladder*" foi adgquirido de BRL. DNA do fago lambda clivado
com enzima HindlIII foi adquirido de Sigma Chemical Company ou
preparado no préprio laboratério. Os demais reagentes foram
provenientes das mais diversas fontes, pré-anidlise e de alto

grau de pureza.

2.3 MEIOS DE CULTURA

O meio de cultura utilizado para o cultivo de
Herbaspirillum seropedicae 2Z78 foi o meio NFbHP C(PEDROSA e
YATES, 19840 que apresenta a seguinte composigio:

gramas-/litro

KH_PO, 4,0
K HPO, 6,0
-1
MgSO4.7HaO 2 x 10
NaCl 1 x 10t
CacCl 2 x 108
2
Acido nitrilo triacético 5,6 x 107
-2
FeSO, . 7H,0, 2 x 10
Lactato de sdédio 5,0
. -4
Biotina 1 x 10
-3
2,0 x 10
NaaMoO4.8HaO ,O %
-3
5 x 10
MnSO4.HaO 2,35 x
-3
2,8 x 10
H3803 x
-5
Cuso, . BH,0 8 x 10
4

ZnSO, . 7H,0 2,4 x 10
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Como fonte de nitrogénio foi utilizado NH4CI 20 mM. As
solugBes de fosfatos e de cloreto de aménio foram autoclavados
separadamente e adicionadas frias ao meio no momento de uso.
Quando completo, © meio apresentou pH 6,8 e passou a ser
denominado NFbHPN. O meio NFbHPN sélido foi obtido pela adigZFo
de agar (12g-15 ao meio liquido.

Os meios de cultura utilizados no cultivo das estirpes de
Escherichia coli foram: Luria-Broth C(LB) C(MANIATIS et al.,
1982>, Triptona-Broth CTB> C(MANIATIS et al., 1882), SOB e SOC
CBETHESDA RESEARCH TECH., INC.> e Minimal-Mediun Agar C(MMAD

C(MILLER, 19745.

O meio LB apresenta a seguinte composig3o:

gramas-/litro

Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sédio 10,0
Triptona 10,0

O pH foi corrigido para 7,0 com NaOH IN. Os meios sélido e
semi -sélido foram obtidos pela adigdo de Agar nas concentragles

de 12g-1 e Bgrsl ao meio liquido, respectivamente.

O meio TB apresenta os seguintes componentes:
gramas-litro
Cloreto de Sdédio 8,0

Triptona 10,0
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Como suplemento foram utilizados maltose e tiamina nas
concentra¢g@es finais de 0,2% e 5 mgrsl, respectivamente. As
solugBes estoque de maltose (20%) e tiamina C(10mg- ml) foram
preparadas e esterilizadas separadamente por filtragioc em
filtro Millipore 0,45 um. O meio TB acrescido de agar (12g-1D) &

denominado Triptona-Agar CTAD.

O meio SOB apresenta os seguintes componentes:

gramas-/litro

Triptona 20,0
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de Sédio 0,5

Estes componentes foram dissolvidos em Agua destilada e a
seguir foram acrescentados 10 ml de uma solugio de cloreto de
potadssio 250 mM para se obter uma concentragfo final de 2,5 mM.
O pH final da solugdo foi ent3o ajustado para 7,0 e o volume
para 1 1litro. Antes do uso foram acrescentados cloreto de
magnésio 2 M e sulfato de magnésio 2 M em quantidades
suficientes para se obter concentragdes finais de 10 mM. Tanto
o meio de cultura quanto as solugBes estoque de cloreto e
sulfato de magnésio foram esterilizadas por autoclavagdo a 1
atmosfera por 20 minutos.

O meio SOC apresentou a mesma composigdo do meio SOB,
exceto que continha 20 mM de glucose. Uma solugdo estoque de

glucose 1M foi preparada, esterilizada por filtragZo em filtro

Millipore 0,45 um e acrescentada ac meio SOB no momento de uso.
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O meio MMA apresenta a seguinte composig¢3o:

gramas-litro

KEHPO4 10,5
KHaPO4 4,58
CNH4DBSO4 1,0
Citrato trissddico dihidratado 0,5
Agar 12,0

Os sais foram dissolvidos em 200 ml de Agua destilada para
se obter uma solugdo 5 vezes concentrada. O Agar foi dissolvido
em 800 ml de A4gua destilada. Agar e solugi3oc salina foram
autoclavados separadamente. No momento de uso o meio MMA foi
obtido pela adig¢Zio da solugio salina (1 parted) ao agar recém
fundido (5 partes). O pH final deste meioc foi 7,0.

Este meio foi suplementado com:

concentragdo final-litro

MgSO4.7HaO 0,2 g
Tiamina 5,0 mg
Glucose 0,2%

Leucina 40 ug
Metionina 40 ug
Prolina 40 ug

Solug®es estoque de sulfato de magnésio (20% e glucose
(20%) foram preparadas e esterilizadas em separado por
autoclavagio. As solugBes de tiamina (10 mg-mlD e de
amincidcidos (4 mg-mld foram esterilizadas por filtragd3o em
filtro Millipore 0,45 um. Estas solug@es foram mantidas sob

refrigeragfo (4°C) sendo adicionadas ao meio no momento de uso
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A esterilizagdo por autoclavagio dos meios de cultura ou
de seus componentes isolados foi feita a 1 atmosfera (120°C

durante 20 minutos.

2.4 TAMPAO PARA DILUICAO E ESTOCAGEM DE FAGOS

A solugdo wutilizada no preparo de suspensdes do
bacteriéfago lambda: : 7Tnb5 para estocagem ou para diluig®es foi a
solugdo tampio SM (MANIATIS et al., 1982D. Esta solugio
apresenta a seguinte composig3o:

em 1 litro de solugio

NaCl 5,8g
MgSO4 7.H80 2,0 g
Tris.HCl 1M CpH 7,5 50 ml
Gelatina 2% 5 ml

Esta solugio foi preparada em Agua destilada e autoclavada

a 1 atm durante 20 minutos e estocada a 4-°C.

2.8 ANTIBIOTICOS

As concentrag@es finais dos antibidéticos utilizados nos
meios de cultivo para E. colil foram: estreptomicina (Smd> 5O
ugs/ml; cloranfenicol CCmd 30 ugs/ml; tetraciclina (Ted 10 ug/ml;
carbenicilina CCb)> 100 pugsml; Acido nalidixico (Nald> 10 ug- ml;
ampicilina CAp) 100 ugs/ml e canamicina C(Kmd> S5O0 pugs/ml. As

solugcBes estoque de tetraciclina (10 mg/ml) e cloranfenicol (30
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mg-ml> foram preparadas em etanol 50% e 95%, respectivamente.
As soluglBes estoque de estreptomicina (20 mg-/mld, ampicilina
(100 mg/ml>, canamicina (20 mg/ml) e carbenicilina (100 mg- mlD
foram preparadas em 4Agua destilada e esterilizadas por
filtragdo em filtro Millipore 0,45 um. A solug¢lio de A4Acido
nalidixico 10 mg-/ml> foi preparada em Agua destilada,
neutralizada com NaOH 1N para completa solubilizagio e
esterilizada por filtrag3o. As solugSes estoque de antibidticos

foram mantidas a 0O-°C.

2.6 PREPARO DE SOLUGQZES DE RNAse, PRONASE E DENHARDT

A solugio estoque de RNAse (10 mg/ml)> foi preparada em
tamp3o Tris.HCl 10mM pH 7,5 contendo 15 mM de NaCl e fervida
durante 10 minutos para inativagio de DNAses e outras nucleases
contaminantes.

A solugio estoque de pronase (20 mg/ml) foi preparada em
dgua bidestilada estéril e autodigerida por 2 horas a 37°C.

A solu¢io de Denhardt (100 vezes concentrada) apresentou a
seguinte composigio: 2% de albumina bovina, 2% de Ficcol e 2%
de polivilpirrolidona. Esta solugdo foi preparada em agua
bidestilada, filtrada em filtro Millipore 0,45 um e estocada a
-20-°C.

As demais solugBes foram preparadas em agua destilada ou
bidestilada e esterilizadas por autoclavagido ou por filtragdo

em filtro Millipore 0,45 um.
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2.7 PREPARO DAS SOLUGZES DE FENOL, CLOROFORNI O: ALCOOL

ISOAMILICO E FENOL-CLOROFORMIO: ALCOOL ISOAMILICO

O fenol foi equilibrado com tampZFo Tris.HCl seguindo
procedimento descrito por MANIATIS et al., 1982. Fenol
cristalino foi fundido a 85°C, acrescido de 8-hidroxiquinoleina
(0,10 e 1 volume de Tris base 0,5 M. A fase aquosa foi
removida apdés decantagio e a fase fendlica foi extraida com
tampdo Tris.HCl 0,1 M pH 8,0 contendo 0,2% de 3—mercaptoetanol,
até que o pH da fase aquosa fosse igual ou superior a 7,5. A
solugio de cloroférmio: Alcool isocamilico foi preparada
misturando 24 partes de cloroférmio e 1 parte de 4lcool
iscamilico. A solugido de fenol-clorofdérmio:dlcool isocamilico
foi preparada misturando 1 parte de fenol tamponado e 1 parte

de cloroférmio: Alcool iscamilico.

2.8 CONDIGBES DE CULTIVO DOS MICRORGANISMOS

Herbaspirillum seropedicae 2Z78 foi cultivado em meio
liquido NFbHPN a 30°C, sob agitagdo de 130 rpm durante 20-30
horas. As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB a
37°C, sob agitagio constante de 130 rpm, até atingirem a fase
estacioniria, salvo indica¢Bes ao contrario. Em todas as
culturas foi mantida a relagio de 15 entre o volume de meio e
o volume total do frasco empregado, visando com isso, garantir
a mesma aeragio durante o crescimento dos microrganismos. As

bactérias foram estocadas em suspensio de glicerol 50% a -20-°C.
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2.9 MANUTENGCAO DAS ESTIRPES BACTERIANAS E PREPARO DOS

PRE-INOGCULOS

As estirpes bacterianas wutilizadas foram mantidas a
temperatura de -20°C em suspensio de glicerol 50%. Para o
preparo dos pré-indéculos, aliquotas de B50-150 ul destas
suspens@es foram transferidas para o meio liquido adequado e

incubadas a 30-37°C durante 12-24 horas.

2.10 PURIFICAGAO DO DNA TOTAL DE Herbaspirillum seropedicae 2Z78

Células de cem mililitros de uma cultura recente CD'O'SSO
~ 1,8 de H. seropedicae Z78 em meio NFbHPN foram coletadas por
centrifugagido (1860 x g, 4°C por 10 minutosd, lavadas com
solug3o tamp3io Tris.HC1 S0 mM pH 8,0 contendo EDTA 20 mM
CTSOEEO) e ressupensas em 15 ml de TSOEBO contendo 100 mM de
NaCl. Apds completa ressuspensio das células, foram adicionadas
solugBes de SDS (10%) até a concentragdo de 1%, pronase (20
mg-mlD> até a concentragio de 500 ugs/ml, seguido de incubagdo a
37°%¢ durante 3-4 horas. O lisado bruto foi ent3o
desproteinizado varias vezes com 1 volume de clorofdérmio-alcool
iscamilico (24:1), até que nio houvesse precipitado de proteina
na interface. A seguir a solug3io de DNA foi dialisada por 72
horas, com pelo menos 3 trocas de tampdo, contra 1.000 volumes
de uma solugXZo tampi0 Tris.HClL 10 mM pH 8,0 contendo EDTA 1 mM
CTlOEi)’ em saco de dialise previamente tratado. Depois de

dialisada, a solugio de DNA foi tratada <com RNAse na

concentra¢fo final de 100 ug/ml durante 3 horas a 37°C, seguida
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de novas desproteinizagBes e didlises. A concentragcfo de DNA
bem como sua pureza foram estimados espectrofotometricamente
(2.12) e seu tamanho foi determinado por eletroforese em gel de
agarose (0,6 %), utilizando como referéncia o DNA do fago

Acl ts857 Sam7? intacto (48,5 kbd.

2.11 PURIFICAGAO DE PLASMIDEOS

2.11.1 Purificag¢3o de plasmideos em gradiente de cloreto de
césio

A purificag3o de plasmideos de E. colt em larga escala,
foi feita em gradiente de cloreto de césiosbrometo de etidio
segundo método descrito por MANIATIS et al., 1982. Células de
cem mililitros de uma cultura saturada de E. colt CD.O.SSOE
2,00 contendo o plasmideo de interesse foram coletadas por
centrifugagio a 2.800 x g e a B5°C por 15 minutos. o)
sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspensas em 8
ml de solugXo tampX2o Tris.HCl 25 mM pH 8,0 contendo glucose
S0mM e EDTA 10 mM (solug3o de lise ID e incubadas a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos. Apés a incubag3io foram
adicionados 16 ml de NaOH 0,2 N contendo 1% de SDS (solug3do de
lise I1I>. Esta preparag3io foi cuidadosamente homogeneizada por
invers3io e incubada em banho de gelo por 10 minutos. O lisado
de ceélulas foi precipitado pelo acréscimo de 12 ml de uma
solug¥o constituida por acetato de potassio 3,0 M e 4cido
férmico 1,8 M e incubagioco em banho de gelo por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado apés centrifugagfo (11.600 g, 4°C por

20 minutos) e o DNA foi precipitado pela adig3oc de 0,6 volumes
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de isopropanol e nova centrifugagio por 15 minutos a 17.800 x g
e 15°C. O precipitado foi lavado com 8 ml de etanol absoluto e
dissolvido em 5 ml de solugdo tamp3o TlOEl' Em seguida, 5,25
gramas de cloreto de césio foram lentamente adicionados a
preparagio. Apdés a completa dissolugio do cloreto de césio,
foram acrescentados 262,585 ul de uma solugio de brometo de
etidio (10 mg/mld> e o indice de refragio final da soluglo foi
ajustado para 1,39. Esta preparag¢io foi mantida em repouso por
12 horas e depois centrifugada em ultracentrifuga Beckman LBSB
Crotor Ti B0) a 45.000 rpm durante 48 horas e a 20°C. As bandas
de DNA formadas no gradiente foram visualizadas sob 1luz
ultravioleta e coletadas com o auxilio de agulha acoplada a
seringa estéril. Ao volume total de fragdBes coletadas (>~ 2 mld
foram adicionados 2 volumes de Agua bidestilada e 6 volumes de
etanol absoluto. Esta solugio foi centrifugada a 705 x g
durante 20 minutos a 15°C. Apds cuidadosa eliminag3do do
sobrenadante, o precipitado foi secado sob fluxo de argdnio e

dissolvido em 500 ul de Agua bidestilada estéril contendo S5O

ug-ml de RNAse.

2.11.2 Minipreparag¢gio de plasmideos

O isolamento de plasmideos de E. coli em pequena escala
basecu-se no método de lise alcalina C(MANIATIS et al., 19820,
no qual foi omitido o uso de lisozima na solugdo de lise I e a
solu¢Fo de lise II foi substituida por uma solug3do de NaOH 0,2
N contendo 1% de SDS. Células de 1 mililitro de cultura recente

de E. coli CD.O. ~ 2,0) foram coletadas em tubos plasticos

550
de 1,8 ml por centrifugagfo em microcentrifuga Spin I (12.000

rpmd, durante 2 minutos, a S°C. O precipitado foi ressuspenso



86

em 100 ul de solugdo de lise I (2.11.1) e mantido em repouso
por © minutos a temperatura ambiente. As células foram lisadas
pela adi¢io de 200 ul de NaOH 0,2 N contendo 1% de SDS e
incubagdo por 5 minutos a temperatura ambiente. O DNA
cromossomal desnaturado, proteinas, SDS e restos celulares
foram precipitados pela adig3o de 158 ul de solug3o de lise 11
(2.11.15 e incubag¢io em banho de gelo por 15 minutos. Apds este
periodo, foi feita a desproteizagZo através da adigio de 450 wul
de fenol-clorofdérmio (1:1), agitagiZo e centrifugagio 12.000
rpm, S5°C por 10 minutos). O sobrenadante contendo o DNA
plasmidial foi coletado, transferido para novo tubo e
precipitado pela adigdo de 2 volumes de etanol. O DNA
precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 80%, secado sob fluxo
de argdnio e ressuspenso em 20-30 ul de Agua bidestilada

estéril contendo 10 ug-ml de RNAse.

2.12 QUANTIFICAGQCAO DO DNA POR ESPECTROFOTOMETRI A

A concentragZo de DNA de fita dupla foi determinada por
método espectrofotométrico C(BERGER, 1987). A absorbéncia da
solugio de DNA foi determinada em 260 nm e 280 nm e para o
cdlculo foi empregada a seguinte relag3do: D'O'BSO = 1,0
corresponde a uma concentragfo de S50 ugs/ml de DNA de fita
dupla. As preparagBes de DNA eram consideradas puras gquando

apresentavam uma relagao D'OBBO/D'O'BSO entre 1,8 e 2,0.
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£2.13 ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

As eletroforeses de DNA em gel de agarose foram realizadas
como descrito por MANIATIS et al., 198=2.

Os gé¢is de agarose foram preparados fundindo agarose
dissolvida em solugZo tampio Tris base 83 mM contendo 4Acido
bérico 88 mM e EDTA 2 mM pH 8,0 (TBED ou Tris base 40 mM
contendo acetato de sédio 5 mM e EDTA 1 mM pH 8,0 (TAED, a
quente. O gel fundido foi transferido para placas suporte (40
em® ou 143 em®D contendo pentes para eletroforese analitica ou
preparativa. A concentragio de agarose variou de 0,3 a 1,0%, de
acordo com o tamanho dos fragmentos de DNA a serem separados. O
tamp3o de preparo do gel foi utilizado também na corrida
eletroforética. Amostras contendo aproximadamente 10-200 ng de
DNA, foram aplicadas com tampZo GSUDS Cazul de bromofenol
0,25%, SDS 0,1%, glicerol 50% em T, E. D0 ou FSUDS Cazul de

1071

bromofencl 0,2%, SDS 0,1%, Ficoll 20% em TloElb, na proporg¢io

de uma parte de tamp3ZFo para quatro partes de amostra (MANIATIS
et al. ,1982>.

As eletroforeses foram desenvolvidas a 5 voltss/cm por 3-4
horas ou 1,0-1,5 volts/cm durante 12-186  horas. Para a
vizualizag¢io das bandas de DNA o gel foi corado em solugdo de
brometo de etidio (0,5 ug/mld durante 30 minutos a 1 hora e o
excesso de corante fol retirado com Agua destilada. A
visualizag¢lic das bandas DNA-brometc de etidio foi feita em
transiluminador ultravioleta. Os géis foram fotografados com
camara fotografica equi pada com filtros ultravioleta e
vermelho. Foram utilizados filmes preto e branco da marca Kodak

ISO/ASA 100. A abertura focal foi de 1.8 e os tempos de
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exposi¢io variaram de 12 a 115 de segundo.

2.14 CONDIGZES DE CLIVAGEM DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRICAO

As condigBes utilizadas para a clivagem de DNA com enzimas
de restrig¢io foram aquelas especificadas pelo fabricante ou por
MANIATIS et al. , 1982. Sol ugBes tampao com diferentes
concentrag@es de NaCl foram utilizadas de acordo com o tipo de
enzima de restri¢io. As fdérmulas destas solugBes tampio s3o as

seguintes (BOHERINGER MANNHEIM BIOCHIMICA, 1987):

Tamp3ao de restrigdao A:

Tris—-Acetato 33 mM pH 7,9 a 37°C
Acetato de Mg 10 mM

acetato de K 66 mM

DTT 0,5 mM

Tamp3Zo de restrigdo B:

Tris. HC1 10 mM pH 8,0 a 37°C
NacCl 100 mM
5 mM
MgCl8
2-Mercaptoetanol 1 mM

Tampio de restrigdo H:

Tris. HCl1 50 mM pH 7,5 a 37°C
NaCl 100 mM

mM
MgCl2 10

DTE 1 mM
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Usualmente 1-5 unidades de enzima de restrigiZo foram
utilizadas para digest3io de 0,2-1 ug de DNA em um volume de 20

p#l durante 1-4 horas na presenga do tampZo adequado e a 37°C.

2.15 DETERMINAGAO DAS CONDIGZES DE HIDROLISE PARCIAL PARA O

DNA DE Herbaspirillum seropedicae Z78

A nove tubos plasticos de 1,5 ml foram adicionados cerca
de 2 pug de DNA cromossomal de H. seropedicae Z78 dissolvido em
20 ul de tamp3o de restrigio A (2.14D>. Ao primeiro tubo foram
adicionados 20 ul de tamp3do A contendo 1 unidade de enzima
Sau3A. Apds breve homogeinizagio, 20 ul desta soluglo foram
transferidos para o segundo tubo. Este procedimento foi
repetido até o ultimo tubo do qual foram descartados 20 ul.
Apés incubagZo de 1 hora a 37°C amostras das misturas foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,4%. Os padrSes
de tamanho molecular foram: DNA do fago lambda intacto (= 48,5
kbd>, DNA do fago lambda clivado com a enzima Sall (3
fragmentos: 32,7 kb; 15,2 kb e 0,5 kb)d e DNA do fago lambda
clivado com a enzima HindIIl (8 fragmentos: 23,1 kb; 9,4 kb;
6,8 kb; 4,4 kb; 2,3 kb; 2,0 kb; 0,56 kb e 0,12 kb> (BOEHRINGER
MANNHEIM BIOCHIMICA, 1987). A diluig3o da enzima que produziu
maior quantidade de fragmentos com tamanho molecular entre 15,2
kb a 32,7 kb foi determinada por comparagdo com os padrdes de

tamanho molecular.
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£2.16 CLIVAGEM DO DNA DE Herbaspirillum seropedicae 2Z78 EM

LARGA ESCALA

DNA total de H. seropedicae Z78 (= 100 ugd fol clivado nas
mesmas condig8Ses empregadas para a reagio descrita no item
2.15, mas com a metade da concentragio de enzima Sau3A
necessaria para produzir a maior quantidade de fragmentos na
faixa de 15,2 kb a 32,7 kb CMANIATIS et al., 1982). Uma
aliquota desta reagio foi analisada por eletroforese em gel de

agarose 0,B8% para verificar a extensio da clivagem.

2.17 SELEGAO DE FRAGMENTOS DE DNA DE Herbaspirillum

seropedicae Z78 APOS CLIVAGEM EM LARGA ESCALA

Os fragmentos resultantes da hidrélise parcial do DNA de
H. seropedicae Z78 (2.16) foram precipitados e ressuspensos em
100 pl de Agua bidestilada. Fragmentos com tamanho molecular
variando entre 15,2 kb e 32,7 kb foram purificados por
eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fus3do O0,7%
(2.29>. O DNA purificado foi dissolvidoe em 20 ul de Agua
bidestilada. A concentragio de DNA foi estimada por método

espectrofotométrico (2.12D.

2.18 CLIVAGEM DO PLASMIDEO pLAFR3

A dois tubos plasticos de 1,5 ml foram adicionados cerca

de 4 pg do plasmideo pLAFR3 (STASKAWICZ et al., 1887
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purificado segundo o item 2.11.1. O DNA do primeiro tubo foi
clivado com a enzima HindlIl e o do segundo tubo com a enzima
EFcoRI, nas condig@es descritas no item 2.14, por 1 hora. A
seguir, 1 wnl da enzima fosfatase alcalina (1 U-uld foi
adicionado a cada tubo e estes foram novamente incubados por 1
hora a 37°C. Apds desfosfatizagio, as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fus3o 0,7% e
os plasmideos linearizados foram purificados ((2.29). Os
plasmideos clivados com HindIII e EcoRI e desfosfatizados foram
entdo clivados separadamente com a enzima BamHI por 1 hora a
37°C, obtendo-se os bragos HindIII/BamHI e EcoRI/BamHI que
foram desproteinizados com fenol-cloroférmio, precipitados com

etanol e dissolvidos em 20 ul de Agua bidestilada estéril.

2.19 CONSTRUGAO DO BANCO DE CGENES DE Nerbaspirillum

seropedicae Z78

O banco de genes de H. seropedicae 2Z78 foi construido
segundo o método descrito por STASKAWICZ et al., 1987.

Fragmentos Sau3A de DNA de H. seropedicae 278 (= 4,0 ugd,
com tamanho molecular entre 15,2 e 32,7 kb, foram misturados
com os fragmentos HindIII/ BamHI (= 2,0 ugd e EcoRI/BamHI (= 2,0
ugd) €2.18) do vetor pLAFR3 em um tubo plastico de 1,5 ml. O
tubo foi aquecido durante 5-10 minutos a 65°C e rapidamente
resfriado em banho de gelo. Em seguida foram adicionados 2 wul
da enzima T-4 DNA ligase (= 2 unidades), 2 ul de tampdo de

ligag3o 10 vezes concentrado (Tris.HCl 660 mM, MgCl_ SO mM, DTT

2
50 mM, ATP 10 mM; pH 7,5 - MANIATIS et al., 19820 e Aagua
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bidestilada estéril suficiente para um volume final de 20 ul.
Esta mistura de ligag3do foi incubada a 16°C por 24 horas. A
reagdo de ligag3o ocorre entre as pontas Sau3A e BamHI dos
fragmentos uma vez que as extremidades coesivas produzidas por
Sau3A contém uma sequéncia de tetranucleotideos igual aquela
das extremidades coesivas produzidas por BamHI C(GATC). Dois
microlitros da reagio de ligagio foram empacotados em
particulas de fago lambda (2.19.1) e 20-40 ul da mistura de
empacotamento foram utilizados para infectar 100 ul de
suspensio de células de £E£. colil HB101 (2.198.8). As células
infectadas foram plaqueadas em meio LA contendo 50 ugsml de
estreptomicina e 185 pug/ml de tetraciclina. Coldnias resistentes
a estes dois antibidticos foram coletadas, estocadas em
suspensBes de glicerol B0% a -20°C e constituem o banco de
genes de M. seropedicae Z78.

Os tépicos seguintes detalham a metodologia empregada nas

diferentes etapas da construgdo do banco de genes.

2.19.1 Empacotamento do DNA recombinante em particulas de
fago lambda "in wvitro"

Para o empacotamento do DNA recombinante foi utilizado o
conjunto de empacotamento de DNA (DNA Packaging Kitd, adquirido
de Anglian Biotechnol ogy Ltd, conforme instrugfes do
fornecedor. Este sistema de empacotamento "in vitro" consiste
de extrato sonicado CSED e extrato lisado por
congel amento-/descongelamento (FTL) obtidos de duas estirpes
lisogénicas de E. coli. Estas duas estirpes, BHB26SO e BHB268S8,
apresentam mutag@es distintas embora complementares, em genes

envolvidos no processo de maturagfioco do fago lambda <(Hohn,
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19795.

Os extratos de empacotamento mantidos a -70°C, foram
descongel ados em banho de gelo. Em um tubo plastico de 1,5 ml
foram misturados 2 pl de mistura de ligagfo (= 0,8 ug de DNA
recombinantel, 10 ul de extrato SE e 10 ul de extrato FTL e
homogeneizados levemente. Este sistema de empacotamento foi
incubado a 28°C por 80 minutos. A reag3o foi interrompida pela
adigdo de 500 ul de tampZoc SM e finalmente, as misturas de

empacotamento foram estocadas a 4-°C.

2.18.2 Infecg3o de E.coll HB101 com particulas de fago
lambda contendo DNA recombinante

Uma colénia de E. coli?i HB101 foi inoculada em meio TB
contendo 50 pug-/ml de estreptomicina e incubada sob agitag¢io de
130 rpm a 37°C por 12 horas. Duzentos microlitros desta cultura
saturada foram utilizados como pré—-inéculo para 20 ml de meio
TB isento de antibidticos. Esta cultura foi incubada sob
agitagio de 180 rpm a 37°C por 6 horas CD.O.550 = 1,0>. Apds
incubag3o as células foram coletadas por centrifugagdo (1.980 x
&, 4°C por S minutos) e ressuspensas em 6 ml de MgSO4 10 mM.
Aliquotas de 20-40 ul de mistura de empacotamento (2.138.1)
foram distribuidas em tubos plasticos de 1,5 ml, acrescidas de
100 pl de suspens3io de células tratadas com MgSO4 e levemente
homogeneizadas. Estas misturas de foram incubadas a 37°C por 45
minutos sem agitagXo, apds o que foram completadas com 1 ml de
meio LB e incubadas por mais 1 hora a 37°C. Apds 2 minutos de
centrifugagfo em microcentrifuga Spin I (12.000 rpm e 5°C3, 1

ml do sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas no

meio residual foram espalhadas em placas de meio LA contendo os
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antibidéticos adequados. As culturas foram incubadas a 37°C por
24-36 horas e as colédénias coletadas foram estocadas em

suspensdes de glicerol 50% a -20-C.

2.18.3 Avaliagio da eficiéncia de ligag3o entre o
DNA-inserto e o vetor

O plasmideoc pLAFR3 apresenta um fragmento Haell com 454
pares de bases onde esti contido o gene lacZ que codifica para
a enzima f3—galactosidase. Neste fragmento existem ainda, sitios
Unicos de restrigio e clonagem para seis diferentes enzimas:
HindIII, Pstl, Sall, BamHI, Smal e EcoRI (STASKAWICZ et al.,
1987). Quando intacto, o plasmideo PpLAFR3 & capaz de
complementar mutantes lacZ de E. coli Ca complementagio)d
crescidos em meio contendo substéncias indutoras do gene lacZ
como o isopropil-—-f3-D-tio—-galactopiranosideo C(IPTG). A inserg¢g3o
de um fragmento de DNA em qualquer dos sitios de restrig3io
acima causa inativag3io do gene da f3—galactosidase, que perde a
capacidade de promover o complementagdo.

Durante a avaliag3o da eficiéncia das ligagSes entre
fragmentos de DNA de H. seropedicae Z78 e o plasmideo pLAFR3
clivado pelas enzimas HindIII, EcoRI e BamHI (2.140>, foi
utilizada a bactéria E. colil 71.18 que &€ uma estirpe mutante
para o gene lacZ capaz de ser o-complementada pelo gene lacZ’
(MESSING, 1977). Este teste foi feito pelo método descrito por
MANIATIS et al., 1982. Uma aliquota de 2 ul da mistura de
empacotamento foi utilizada para infectar células de E. coli
71.18 como descrito no item 2.18.2. Coldnias resistentes a
tetraciclina foram isoladas e transferidas para uma placa

contendo 25 ml de meio LA, 20 ul de IPTG 10 mM e 25 ul de
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S5-bromo-4-cloro-3-indolil -f3-galactosideo CX-gal> 2%. As
solugBes de IPTG e X—-gal foram preparadas imediatamente antes
do uso. Apds incubagdo a 37°C por 12-14 horas a placa foi
analisada para o aparecimento de coldénias azuis es/ou brancas.
Coldnias azuis indicam atividade da enzima [3-galactosidase
sobre o substrato cromogénico X-gal e consequentemente a
presenga de um gene lacZ ativo isto é,isento de DNA-inserto.
Coldnias brancas indicam auséncia de atividade f3—galactosidica
e portanto um gene lacZ inativado pela presenga de um fragmento

de DNA-inserto.

2.19.4 CAalculo da representatividade do banco de genes

A representalividade do banco gendémico foi calculada pela

seguinte férmula CCLARKE e CARBON, 19786):

1nCl - PD
InCl - fo

N =

calculando para P,

_ N-1nCl-9

onde P é a probabilidade, f ¢ fragZo do genoma em um uUnico

recombinante e N é o numero necessario de recombinantes.

2.20 CONTAGEM DE CELULAS BACTERIANAS VIAVEIS

O numero de células viaveis presentes em uma cultura

bacteriana foi determinado conforme método descrito por MILLER,

. -2
1974. Aliquotas de 100 pl obtidas de diluig®es seriadas (10 a
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1O~8) da cultura foram espalhadas sobre placas com meio sdélido
contendo antibidéticos adequados esou suplementado com os
nutrientes requeridos. Apds incubag¢gio por 12-16 horas a 37°C, o
numero de coldnias formadas foi registrado e considerado
correspondente aoc numero de células vidveis existente, uma vez
que cada célula viavel origina uma coldnia (Pelczar et al.,
1980>. Uma célula viidvel isolada foi ent3o considerada uma
"unidade formadora de colénia” CUFC). Para obtengiZo do numero
de células vidveis por mililitro de cultura, o numero de
coldénias crescidas em cada placa foi multiplicado pelo fator de

dilui¢Fo correspondente.

2.21 SELEGCAO DE CLONES DO BANCO DE GENES RESISTENTES AO

METANOSULFONATO DE METILA

A selegio de coldnias resistentes ao agente alquilante
metanosulfonato de metila (MMS), foi feita como descrito por
BETTER e HELINSKI, 1983. Células de E. coli HB101 contendo
plasmideos recombinantes e representando o banco de genes de H.
seropedicae 2Z78 foram inoculadas em 10 ml de meio LB e
incubadas a 37°C por 16 horas. Uma amostra da cultura saturada
CD.O.550 = 2,8 foi diluida, em solugdo estéril de NaCl 0,85%,
4 concentragio final de = 6 x 1O5 células por mililitro. Cada
célula foi considerada como uma unidade formadora de coldnia
CUFCD. Uma aliquota de 120 ul contendo cerca 6,5 x 104 células
foi plagqueada em meio seletivo que consistiu de LA acrescido de

metanosulfonato de metila 0,01%. Apds 15 horas de incubag3o a

37°C, as coldnias foram contadas. A frequéncia de aparecimento
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de coldnias resistentes ao MMS foi calculada pela relagio entre
© numero de coldnias que cresceram no meio seletivo e o numero
de UFC inicial. As colénias resistentes foram coletadas e

estocadas em suspensio de glicerol B50% a ~-20-°C.

2.22 TRANSFORMACAO BACTERIANA POR TRATAMENTO DAS CELULAS COM

CLORETO DE CALCIO

A transformagio de diferentes estirpes de E. coli com DNA
plasmidial foi conduzida pelo método classico descrito por
MANIATIS et al. 1982, ou pelo método réapido descrito por SOUZA,
1990. Estes dois métodos diferem quanto ao tempo de cultivo das
células e quanto ao volume de cultura empregado na obtengio das

células competentes.

2.22.1 Transformag3io cléassica
Vinte mililitros de meio LB pré-aquecido a 37°C foram
inoculados com 80 ul de uma cultura recente e saturada de £.

coli CD.O.ESOO inicial de 0,02 e incubados a 37°C sob forte

agitagio ¢ 200 rpmd por 2 a 3 horas (D.O. final de 0,3-0,5>.

800
A cultura foi ent3o resfriada em banho de gelo durante 10
minutos e as células coletadas por centrifugagio (2.800 x g,
BeC por 5 minutos). O precipitado foi ressuspenso em 10 ml de
solugio estéril Tris.HCl 10 mM pH 8,0 contendo CaCla SO0 mM
CtampZc de transformagio), incubado em gelo durante 30-40
minutos e novamente centrifugado. No preparo de células
competentes de E. colil estirpe MC1061 foi utilizada uma solugdo

contendo apenas CaCl 100 mM em substitui¢io do tampdo de

2
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transformagio descrito acima (SOUZA, 1990>. Estas células,
tornadas competentes por tratamento com CaCla, foram coletadas
po centrifugagdo (2.800 x g , 4°C por 5§ minutos) e ressuspensas
em 1,2 ml de tampdoc de transformag¢gio. Aliquotas desta suspens3o
0,2 ml> foram transferidas para tubos plasticos de 1,5 ml
previamente gelados.

Para a transformagiZo, foram adicionados 1-5 ul de solugio
de DNA plasmidial ou de uma mistura de ligag3o (2.30.3> a cada
aliquota de 0,2 ml de suspensio de células de E. colt
competentes. Esta preparagio foi levemente homogeneizada e
incubada em banho de gelo durante 30-40 minutos. Em seguida, a
suspensao de células/DNA plasmidial foi submetida a um choque
térmico em banho-maria a 42°C por 3 minutos e imediatamente
resfriada em banho de gelo por 5-10 minutos. Oitocentos
microlitros de meio LB foram ent3io adicionados a cada tubo e os
sistemas foram incubados a 37°C por 3 horas sem agitag3o. Esta
etapa permite a expressio dos genes de resisténcia aos
antibidticos. Aliquotas de 100 ul de cada tubo foram ent3o
plagueadas em meio LA contendo os antibiéticos adequados e
foram incubadas a 37°C por i16-22 horas. As coldnias
transformantes foram coletadas e estocadas em suspensio de
glicerol BS0% a -20°C. Alternativamente, as colédnias eram
isoladas, repicadas em novas placas contendo LA e antibidéticos

especificos, reincubadas e finalmente estocadas em glicerol S50%

a —20-°C.

2.22.2 Transformagdo rapida
Un mililitro de cultura recente de E. colti CD'O'SOO =

1,0-2,0) foi transferido para um tubo pléastico de 1,5 ml e as



99

células foram coletadas por centrifugagdo (7.245 x g, 4°C por
30 segundos). Apds descarte do sobrenadante as células foram
ressuspensas em 0,2 ml de tamp3o de transformagfio (2.22.1) e
incubadas em banho de gelo por 30-40 minutos. Uma aliquota da
solugZio de DNA plasmidial (1-5 uld) foli adicionada e a suspens3o
novamente incubada em gelo por 30 minutos. O sistema foi ent3o
submetido a um choque térmico a 42°C por 3 minutos e reincubado
em banho de gelo por mais 5 minutos. Apds a adigZo de 800 ul de
meio LB, as células foram incubadas a 37°C por 1-2 horas e
plaqueadas em meio LA contendo os antibiéticos apropriados. As
coldnias resistentes ao antibidético presente no meio seletivo

foram coletadas e testadas para a presenga de plasmideos.

2.23 TRANSFORMAGAO BACTERIANA POR ELETROPORAGAO

No método de preparo e na transformagio de células de E.
colil por eletropora¢fo foram seguidas as instrugfes descritas
no manual do Cell-Porator Electroporation System C(BETHESDA

RESEARCH TECH, INC.D>.

2.23.1 Preparo de células competentes

Uma colénia de células de E. coli HB101 foi foi utilizada
para inocular S50 ml meio SOB (sem magnésio) contidos em um
frasco de BS00 ml. Este pré-inéculo foi incubado a 37°C, sob
agitagZo vigorosa (200 rpmd, durante 14 horas. Quinhentos
nicrolitros do pré-inéculo foram utilizados para inocular SO0
ml de meio SOB contidos em um frasco de 2000 ml. Este indculo

foi incubado a 37°C , sob forte agitagZo (200 rpm) por 3 horas
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CD.O.SSO= 0,8). A cultura foi ent3io resfriada em banho de gelo
durante 10 minutos e as células coletadas por centrifugagfo a
2.800 x g, a 5°C por 5 minutos. A seguir precipitado foi lavado
duas vezes por ressuspensio em 500 ml de uma solugfo de
glicerol 10% gelada. Apds cada lavagem as células foram
coletadas por centrifugagio a 2.800 x g, a 5°C por 15 minutos.
Apés lavadas, as células foram em 2 ml de solug¢io de glicerol
10% gelada e distribuidas em aliquotas de 200 ul em tubos

plasticos de 1,5 ml. As células aliquotadas foram mantidas

congeladas a -70°C até o momento de uso.

2.283.2 Eletroporagio

Uma aliquota de 200 ul de células de E. coli HB101,
preparadas conforme o item 2.23.1, foi descongelada lentamente
em banho de gelo e utilizada durante o© processo de
eletroporag3o. Oitenta microlitros desta amostra foram
distribuidos em aliquotas de 20 ul entre quatro tubos plasticos
de 1,5 ml © mantidos em gelo. A cada tubo foi acrescentado 1 ul
de solugiZo de DNA plasmidial e o conjunto foi levemente
homogeinizado. O wvolume célula DNA de cada tubo foi ent3o
transferido para uma cimara de eletroporagio devidamente
identificada. As quatro camaras foram ajustadas na camara de
seguranga e as células submetidas a uma corrente elétrica de
2.400 Volts. A seguir, as células foram transferidas para
frascos de 25 ml contendo 2 ml de meio SOC e incubadas a 37°C e
130 rpm, por 1 hora. Apés incubagio, aliquotas de 50 ou 100 ul
de células foram plagqueadas em meio LA contendo os antibidéticos
apropriados para seleg3ao das receptoras. As placas foram

incubadas a 37°C durante 18-24 horas. As coldénias obtidas foram
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coletas e analisadas para a presenga de plasmideos (2.12.2D.

2.24 EFEITO DA RADIACAO ULTRAVIOLETA SOBRE CELULAS

BACTERI ANAS

O efeito da radiagio ultravioleta sobre células
bacterianas foi determinado seguindo © método descrito por
MILES et al., 1986. Células de diferentes estirpes de E colt
cultivadas em meio LB até densidade de 1-3 x 108 células/ml
CD'O'SSO = 0,5) foram coletadas por centrifugagio (1.3980 x g,
4°C por 10 minutosd e ressuspensas em igual volume de solug3o
estéril de NaCl 0,85%. Un mililitro desta suspenszo foi
espalhado no fundo de uma placa de Petri estéril e exposto a
radiagio ultravileta emitida por uma lampada germicida General
Electric modelo G15T8 15W. A disténcia entre a placa contendo a
amostra e a lampada foi mantida em 60 cm. Os tempos de
exposig¢3io variaram de zero a 30 segundos e entre cada tempo foi
colhida uma aliquota de 100 ul a qual foi diluida Clo—la 10—6)
com a solugZo de NaCl 0,85%. Em seguida 100 ul de cada dilugZo
foram plaqueados em meio LA e as placas foram incubadas a 37°C
por 12-14 horas, no escuro para prevenir fotorreativagdo. Apds

incubagfo, o© numero de células sobreviventes foi determinado

pela contagem do numero de UFC por placa.
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.85 EFEITO DO METANOSULFONATO DE METILA SOBRE CELULAS

BACTERI ANAS

O efeito do MMS sobre o crescimento bacteriano foi
determinado conforme o método descrito por RESNICK e NELSON,
1988. Células de diferentes estirpes de E. colt foram
cultivadas em meio LB até densidade de 1-3 x 108 células/ml
CD.O.S,50 = 0,5 e coletadas por centrifugagdo a 1.3860 x g, 5°C

por 10 minutos. A massa celular foi ent3o ressupensa em igual

12 1075

volume de solug3o estéril de NaCl 0,85%, diluidas c10~
e plagqueadas em meio LA contendo concentragSes seriadas de MMS
Czero a 5 mM>. Apds 16 horas de incubagio a 37°C as coldnias

formadas foram contadas e a porcentagem de sobrevivéncia foi

determinada.

2.26 TESTE DE ESTABILIDADE PARA ESTIRPES Hfr

O teste de estabilidade para o carater Hfr foi feito
conforme método descrito por MILLER, 1974. Estirpes bacterianas
que contém o fator F integrado em seu cromossomo s3o ditas
estirpes Hfr Chigh frequency recombination = alta frequéncia de
recombinagfo) (MILLER, 13974>. Entretanto, algumas estirpes s3o
instaveis na preservagio deste carater e podem acumular uma
proporgio substancial de revertentes F+ apdés longos periodos de
estocagem (MILLER, 1874>. Portanto, quando se realizam ensaios
que envolvem estirpes Hfr & necessario testia-las para a

estabilidade deste carater.

Coldnias isoladas de E. coli? HfrC foram obtidas por
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plaqueamento de 100 ul de cultura recente CD.O.550=1) e diluida
CiO—BD, em meio LA apds incubagiZo por 14 horas a 37<C. Estas
coldnias foram repicadas em uma placa mestra e reincubadas a
37°C por 6-8 horas. A seguir, as colédénias da placa mestra foram
transferidas por 'replica plating” (MANIATIS et al., 19820 para
placa seletiva contendo o meio MMA onde haviam sido previamente

espalhados 200 ul de uma cultura recente CD.O.SSO=1D de E colti

F , auxotréfica para prolina, como recipiente. Apés 14 horas de
incubagdo a 37°C a placa seletiva foli comparada com a placa
mestra. Coldnias recombinantes Pro+ cresceram somente nas &areas
da placa seletiva onde as coldnias doadoras eram HfrC pois
estas transferem eficientemente o gene pro para as estirpes F .
Desta forma, apéds comparagio das placas mestra e teste foi
possivel identificar e isolar da placa mestra as coldnias que

mantiveram o carater HfrcC.

2.27 TESTE DE PROFICIENCIA DE RECOMBINAGAO

Escherichia coli HfrC foi conjugada com E. coli RR1 e ou
E. coli HB101 de acordo com o método descrito por KOKJOHN e
MILLER, 1985. Esta metodologia permitiu determinar a
proficiéncia de recombinagdo das estirpes de L. coli. Uma
coldnia de E. coli HfrC foi inoculada em meio LB e incubada a

37°C e 130 rpm por 4-8 horas (D.O > 0,55 equivalente a 2-3 x

550
108 células/mlD. Cem microlitros desta cultura foram ent3o
misturados com 1 ml de uma cultura recente de L. coli RRl1 ou

HB101, esta ultima contendo ou nZFo plasmideo recombinante,

CD. 0550 >~ 0,85-0,65 equivalente a 2-3 X 108 células/mld>. A
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mistura de conjugacdo foi, em seguida, incubada durante 2 horas
a 37°C sem agitagio. A conjugagio foi interrompida por forte
agitagdo da mistura em agitador de tubos e as células foram
coletadas por centrifugag3o em'microcentrifuga Spin I a 12.000
rpm por 1 minuto. A seguir as células foram ressuspensas em 1,1
ml de meio MM contendo glucose 0,2% e diluidas em meio MM C:LO_1
a 10—6). Cem microlitros de cada sistema de diluig¢io foram
plaqueados em meio MMA suplementado com os aminocdcidos e

antibidéticos adequados. As placas foram incubadas a 37°C

durante 48-72 horas e as coldnias foram finalmente contadas.

2.28 CONJUGAGAO

A transferéncia de plasmideos por conjugagio foi feita
conforme descri¢io abaixo. As estirpes doadoras foram E. colt
S17.1 que possul os genes tra do plasmideo RK4 integrados no
cromossomo (SIMON et al., 19830, e E. coli 1230C(R6845>. O
plasmideo R6845 contém os genes tra sendo portanto um plasmideo
auto-transferivel C(HAAS e HOLLOWAY, 1978>. A formagio do
"pillus" conjugativo e a transferéncia de plasmideos de uma
estirpe para outra depende da expressio coordenada dos dJgenes
tra CHARDY, 1981). ConjugagBes envolvendo E. coli S17.1 tinham
por fim a transferéncia de plasmideos recombinantes de uma
estirpe para outra e conjugagdBes envolvendo E. coli 1230CRE845D
tinham por fim a eliminagdo do plasmideo recombinante e
presente na estirpe receptora, pelo plasmideo RE6845.

Células de E. coli estirpes doadora e receptora, ambas em

fase exponencial de crescimento, foram lavadas com meio LB,
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ressuspensas em 1 ml do mesmo meio e misturadas na proporg¢io de
1:10 (100 wul da estirpe doadora para 1000 ul da estirpe
receptorad. A mistura foi incubada durante 2 horas a 37°C sem
agitagdo. A conjugag¢do foi interrompida por forte agitagfo da
mistura em agitador de tubos. A seguir a mistura foi diluida

! a 10_63 e aliquotas de 100 ul de cada volume

em meio LB C10
de diluig¢io foram plaqueados em meio LA contendo os
antibidticos necessarios a selegio das colénias
transconjugantes. As placas foram incubadas por 15-20 horas a

37°C e os transconjugantes contados, coletados, analisados e

estocados em suspens3o de glicerol B50% a -20°C.

2.29 PURIFICAGCAO DE FRAGMENTOS DE DNA EM GEL DE AGAROSE DE

BAIXO PONTO DE FUSAO

A purificagido de fragmentos de DNA plasmidial em gel de
agarose de baixo ponto de fusio foi feita conforme descrito por
BANKIER et al., 1987. O plasmideo fo purificado em larga escala
por gradiente de cloreto de césio (2.11.13 ou como descrito
para miniprepara¢fo (2.11.2>. Neste ultimo caso, os volumes dos
reagentes foram ajustados proporcionalmente ao volume inicial
da cultura. O DNA plasmidial foi, ent3do, submetido a clivagem
pela enzima de restrigido adequada e os fragmentos foram
separados em eletroforese preparativa em gel de agarose
€0,6-1,0% de baixo ponto de fusdo, e utilizando tampaoc TAE.
Apés a corrida, o gel foli corado com brometo de etidio e
visualizado em transiluminador ultraviocleta. Em seguida, a

fragcZo do gel contendo a banda de interesse foi cortada,
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transferida para um tubo pléastico de 1,5 ml e fundida a 865°C
por 5 minutos. Apds a fus3o foram adicionadas solugBes de
Tris.HC1l <{iM pH 8,05, EDTA (0,5 M) e NaCl (5 M> até as
concentra¢gBes finais de 10 mM, 1 mM e 0,285 mM respectivamente.
Um volume de fenol tamponado foi acrescentado ao gel fundido, a
mistura foi agitada vigorosamente, em agitador de tubos,
durante 1 minuto e depois mantida em repouso por 10 minutos. O
sistema foi ent3io centrifugado em microcentrifuga Spin I
(12. 000 rpm, 5°C por 3 minutos), a fase aquosa foi coletada e a
fase fendlica extraida com um volume de TlOEl' As fases aquosas
contendo o DNA foram reunidas (= S00 ul), extraidas novamente
com 1 volume de fenol e fenol-cloroférmioc. A solugio de DNA foi
concentrada por extragio com N-butanol ao volume final de 100
pl e posteriormente, o DNA foi precipitado com 2 volumes de
etanol e 1,4 volumes de acetato de aménio 5 M. O DNA foi
centrifugado, lavado com 500 ul de etanol 80%, secado sob fluxo

de argdnio e finalmente dissolvido em 10-15 wul de Agua

bidestilada estéril.

2.30 SUBCLONAGEM DE FRAGMENTOS DE DNA

Na subclonagem de fragmentos de DNA foram utilizados como
vetores o plasmideo pSUP202 (SIMON et al., 198681 ou o plasmideo
pTZ18R C(MEAD et al., 1986). O plasmideo pSUP202 apresenta
sitios Unicos de restrigio para as enzimas HindIII, EcoRI e
BamHI, e confere resisténcia aos antibidéticos tetraciclina,

cloranfenicol e ampicilina. O plasmideo pTZ18R contém o© gene
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lacZ’ derivado do plasmideo pUCI8 com multiplos sitios de

restrigdo. Este plasmideo confere resisténcia a ampicilina.

2.30.1 Preparo do vetor

Quatro microlitros (= 200 ngd de uma solu¢gio do vetor de
interesse foram submetidos a clivagem pelas enzimas HindIII,
Bglll ou BamHlI separadamente, nas condi¢@es de restriglo
citadas no item 2.14. Os fragmentos lineares de DNA obtidos
foram defosfatizados pela enzima fosfatase alcalina para
prevenir religag@es intra esou intermoleculares 0,5-1,0
unidade-s/ug de plasmideo por 1-2 horas a 40°C). A reagio foi
interrompida pela adig3do de EGTA C(concentragio final de 50 mMD
e o sistema foi incubado durante 30 minutos a B65-70°C para
initivar a fosfatase alcalina. Em seguida o sistema foi
desproteinizado com 1 volume de fenol tamponado e incubagdo a
65-70C por 30 minutos. A solugio aquosa foi coletada apéds
centrifugagio em microcentrifuga Spin I (12.000 rpm, 5°C por 5
minutos) e tratada com 1 volume de fenol-clorofdérmio. O DNA foi
entZo precipitado com 0,1 volume de acetato de sédio 3 M e 2,5
volumes de etanol por 1 hora a -20°C, centrifugado C(12.000 rpm,
SeC por 15 minutos), lavado com 200 ul de etanocl 80% e secado
sob fluxo de argdnio. O DNA precipitado foi finalmente

dissolvido em 5 ul de aAgua bidestilada.

2.30.2 Preparo do DNA-inserto

A obtencZo de fragmentos de DNA-inserto para subclonagem
foi feita através de clivagem enzimatica do DNA plasmidial com
posterior purificagZo dos fragmentos de interesse em gel de

agarose de baixo ponto de fus3o (2.29).
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No preparo do DNA-inserto n3o foram empregados EGTA e a

enzima fosfatase alcalina.

2.30.3 Ligag3o

As liga¢@es para obtengido de subclones consistiram na
reunido do fragmento de DNA-inserto purificado e do vetor
linearizado, na proporg3io de 4:1 (= 20 ng inserto: 5 ng vetorD.
O conjunto insertos/vetor foi incubado em banho-maria a 65°C por
5-10 minutos e imediatamente resfriado em banho de gelo. A
seguir foram adicionados 2 ul de enzima T4 DNA ligase C1U-uld,
4 pl de tampdo ligase 5 vezes concentrado e agua bidestilada
estéril suficiente para um volume final de reagido de 20 ul. A
mistura de ligagio foi homogeinizada levemente e incubada por
18-20 horas a temperatura de 18-20°C. A eficiéncia da ligag3o
foi monitorada por eletroforese em gel de agarose (2.13D.

As misturas de ligag3io foram empregadas na transformagio
de diferentes estirpes de E. colil, por tratamento das células

com cloreto de cilcio (2.22) ou por eletroporagio (2.283D.

2.31 MARCAGCAO DE FRAGMENTOS DE DNA POR SINTESE E UTILIZANDO
HEXADESOXINUCLEOTIDEOS COMO "PRIMER"

0O método de marcagio de fragmentos de DNA com 32P
empregado foi o descrito por FEINBERG e VOGELSTEIN (18983 e
1984). Os oligonucleotideos e o tampZoc de reagio compunham o
sitema "Random Primed DNA Labeling Kit" C(Boehringer Mannheim

Biochimicad.

O DNA (= 25 ngd) a ser marcado foi ressuspenso em &agua
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bidestilada estéril (11,5 upld, desnaturado em banho de Aagua
fervente (385-100°C) durante 8 minutos e imediatamente resfriado
em banho de gelo (0°C). Ao tubo contendo © DNA desnaturado
foram adicionados 3 ul de uma mistura de desoxinucleotideos
CdATP, dGTP, dTTP, 1:1:1>, 2 ul de tampZo de reagio 10 vezes
concentrado e contendo uma mistura de hexadesoxinucleotideos, 3
pl de [o-"?P1dCTP (30uCid> e 2 pl de enzima Klenow C1 U~ uld.
Estes componentes foram misturados suavemente, a mistura foi
centrifugada momentaneamente e incubada a temperatura ambiente

durante 16 horas.

2.32 DETERMINAGCAO DA RADI OATI VIDADE INCORPORADA AO

DNA-SONDA

A extensio da radiocatividade incorporada ao DNA-sonda
durante sua sintese foi determinada através do método descrito
por MANIATIS et al., 1982.

Uma amostra da mistura de reag¢fio para sintese do DNA-sonda
foi utilizada na obtengioc de sistemas de diluigdo a partir de
1:80 até 1:100. Aliquotas de 4 ul de cada um destes sitemas
foram depositadas sobre dois pedagos de papel de DEAE-celulose
C4 em®d. Um dos pedagos C(papel-controled nZo foi submetido a
nenhum tipo de tratamento. O outro pedago (papel-tested foi
lavado em fosfato dibisico de sédio (0,5 M) por 5 minutos (6
vezes), em Agua bidestilada por 2 minutos (2 vezes) e em etanol
(95%> por 2 minutos (2 vezes). Os dois pedagos de papel
contendo DNA adsorvido foram secos a temperatura ambiente e a

radicatividade de cada um foi determinada em contador de
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cintila¢®es liquidas empregando liquido de Bray C(Bray, 13860)

como liquido cintilador. A relagido entre o numero de
cintil agdes por minuto detectadas no papel -teste
Cradiocatividade incorporadad e no papel —controle

(radiocatividade total) forneceu um valor que multipilicado por
100 correspondeu a percentagem de incorporagiZo de nucleotideos

marcados com 32P ao DNA-sonda.

2.33 TRANSFERENCIA DE FRAGMENTOS DE DNA DO GEL DE AGAROSE PARA

MEMBRANA DE NYLON

A transferéncia de DNA do gel de agarose para uma membrana
de nylon C(Hybond-N, Amersham) foli feita como descrito por
Maniatis et «al.,1982. O DNA plasmidial foi purificado (2.11.1D,
clivado (2.145, submetido a eletroforese em gel de agarose 1%,
visualizado em transiluminador com luz ultravioleta e
fotografado (2.13). Uma régua milimetrada foi fotografada ao
lado do gel servindo como referéncia para as disténcias de
migrag3io dos fragmentos. Os pogos de aplicagio foram removidos
e o gel tratado por 10 minutos com uma solugdo de HCl 0,25 M.
Apds ligeira lavagem em Agua bidestilada, o gel foi tratado por
S50 minutos com 20 ml de solugio de NaOH 0,5 M contendo NaCl 1,5
M (solugZo desnaturanted, lavado novamente em agua bidestilada
e tratado com 20 ml de solugio tampio Tris.HCl 1,0 M pH 8,0
contendo NaCl 1,5 M (solugio neutralizante) em dois periodos de
20 minutos. Apds estes tratamentos, o gel foi cuidadosamente
colocado sobre uma tira de papel 3MM (Whatmand com a face

superior voltada para o lado do papel. Esta tira era da mesma
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largura do gel (10 cm) e comprida o suficiente (26 cmd para
formar uma ponte entre o gel e a solugZo tampZo presente na
cuba de transferéncia. O conjunto foi ent3io montado na cuba de
transferéncia equipada com uma plataforma central, em forma de
T, dividindo-a em dois compartimentos. Cada um destes
compartimentos foi preenchido com 300 ml de solugio tamplo
citrato de sédio 0,3 M pH 7,0 contendo NaCl 3 M (SSC 20x). O
nivel da solugfo tamp3do ficou abaixo do nivel da plataforma e
as pontas do papel 3MM formaram a ponte entre a solugZo tampZ3o
e as bordas do gel. Sobre o gel foli colocada uma membrana de
nylon seca, cortada do tamanho do gel e marcada com um sinal
que permitiu identificar a face na qual fixou-se o DNA. As
bolhas de ar existentes entre a ponte, o gel e a membrana foram
cuidadosamente removidas. Sobre a membrana foram colocadas 3
folhas de papel 3MM cortadas exatamente do tamanho do gel,
sobre estas foram colocadas 4 camadas de papel absorvente e
finalmente um peso de 1,2 kg. As bordas do papel 3MM superior
foram isoladas, no sentido da largura, com uma tira de plastico
para evitar o contato entre as bordas do papel absorvente e a
solugio tampio. A transferéncia dos fragmentos de DNA do gel
para a membrana de nylon ocorreu por capilaridade, num periodo
de 19-21 horas. Durante o tempo de transferéncia, o nivel da
solugBo tampZo SSC 20x foi mantido constante e as camadas de
papel absorvente Umidas foram substituidas por outras secas. A
membrana foi entfZo removida, lavada com solugio tampdo citrato
de sédio 0,78 M pH 7,0 contendo NaCl 75 mM (SSC 5x0 por 5
minutos e secada a 37°C durante 6-8 minutos. O DNA transferido
foi fixado a membr ana por irradiagdo ultravioleta em

transiluminador, durante 4 minutos.
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2.34 HIBRIDIZAGAO

A hibridizagdo utilizando como prova fragmentos de DNA
marcados com °°P foi conduzida sob condi¢g@es de baixa
estringéncia e conforme técnica descrita em MANIATIS et al.,
1982.

A membrana de nylon com o DNA foi acondicionada em um saco
plastico contendo 7 ml de uma soluglo composta de SSC BX,
solugio de Denhardt 585X, SDS 0,5%, 20 ug-/ml de DNA de esperma de
salm3o e 35% de formamida (solug¢gio de hibridizag¢iod. O conjunto
foi incubado sob agitag3o rotatéria (0,5-1 rpmd em banho—maria
a 42°C durante 15 horas. O DNA-marcado foi desnaturado por
aquecimento (85°C por 10 minutosd, imediatamente resfriado em
banho de gelo e adicionado ao saco plastico contendo a membrana
pré-hibridizada. A mistura de hibridizag¢do foi incubada durante
20 horas a 42°C, com agitag¢io rotatéria (0,5-1 rpmd. A membrana
foi entZo lavada duas vez durante 15 minutos com solugio tamp3o
citrato de sédio 0,3 M pH 7,0 contendo NaCl 30 mM (SSC 2x) a
20°C e duas vezes durante 15 minutos com o mesmo tampZo a S50-°C.

Em cada lavagem foram utilizados 200 ml de tamp3o.

2.35 DETECGCAO DOS FRAGMENTOS DE DNA HIBRIDI ZADOS

A detecg3o dos fragmentos de DNA hibridizados com a prova
marcada com fdésforo radiocativo foi feita de através
autoradiografia da membrana submetida a  hibridizag3o. A
membrana contendo DNA hibridizado foi lavada segundo descrigdo

no item 2.33, secada a temperatura ambiente e autoradiografada
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com filme Kodak X-Omat XK-1 durante 7 dias a -20°C. O filme foi
revelado com revelador a base de metol ~hidroquinona C(Hodgman et

al., 19601.

2.36 CONSTRUGAO DE MAPAS DE RESTRIGAO DE PLASMIDEOS

O plasmideo a ser mapeado foi purificado em larga escala
(2.11.1>. O DNA foi submetido & clivagem com 4 enzimas de
restri¢do empregadas separadamente ou combinadas duas a duas e
os produtos das clivagens foram eletroforisados em gel de
agarose 1% (2.13>. A partir das fotografias obtidas foram
determinadas as dista&ncias de migragZo dos fragmentos em
relagio a uma linha de base que unia os pogos de aplicagio no
sentido da largura Corigem). Como padr3o de tamanho molecular
foram utilizados o DNA do fago lambda clivado com HindIII e a
mistura de DNA "1kb ladder'. Os valores das dist&ncias de
migragio foram utilizados na construgdo de graficos onde o
logaritimo do peso molecular do padr3o & expresso em fungdo da
dist&ncia de migragio dos fragmentos de DNA. Estes graficos
permitiram determinar os tamanhos moleculares dos diversos
fragmentos de DNA produzidos nas clivagens simples ou duplas. A
analise comparativa dos resultados possibilitou a dedug3io do
mapa de restrigio do plasmideo de interesse. Além deste
procedimento foram analisados perfis de restrigd3o de alguns
fragmentos purificados em gel de agarose de baixo ponto de

fusio (2.29).
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2.37 PREPARO E TITULAGAO DE ESTOQUE DE FAGO LAMBDA: :Tn5

2.37.1 Preparo de células de E. coli para infec¢gio por fago
1 ambda

Una coldnia de E. colil CB00 isolada de placa com meio LA
foi inoculada em 10 ml meio TB suplementado com maltose 0,2% e
incubada. A proteina bacteriana a qual o fago lambda::Tn5
adsorve ¢ codificada pelo operon mal que ¢ induzido por
maltose. Assim, células crescidas na presenga de maltose
adsorvem o fago mais facilmente (DAVIS et al., 13880). Apés 14
horas, as células foram coletadas (2.800 x g, 5S°C por 10
minutos) e ressuspensas em 1.3 do volume inicial de solugio de

MgSO4 10 mM.

2.37.2 Infecg3o de E. coli com fago lambda::Tnb5

Aliquotas de células de E. coli CB00 (100 uld> tratadas com
MgSO4 foram distribuidas em tubos pléasticos de 1,5 ml. A
estoque do fago lambda::Tn5 fol diluido seriadamente até 10—gem
tampZo SM e aliquotas (€100 uld de cada diluigdo foram
misturadas as suspensBes célulares (volume final dos sistemas =
200 wld>. Apds breve homogeinizagdo as células foram incubadas
por 20-30 minutos a 37°C sem agitagdo para permitir a adsorgdo
do fago. Em seguida, cada diluigdo foi misturado com S5 ml de
meio TA semi-sdlido (45°C), espalhado em placa com meio TA,

incubado a 37°C por 12-14 horas e as particulas de fago

liberadas durante a lise das células foram coletadas
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2.37.3 Coleta e acondicionamento de particulas do fago
lambda: : Tn5

As particulas de fago lambda::Tn5 foram coletadas
banhando-se as placas de lise com tampd3o SM (5-6 ml) por 3-4
horas com agitagfio manual intermitente, a BS5°C. A seguir, a
suspensdo de particulas foi transferida para um frasco de vidro
estéril. A coleta foi feita por duas vezes e ao volume final
foram adicionadas duas gotas de cloroférmio. A suspensio de

fago lambda: :Tn5 foi ent3Zo estocada a 5°C e titulada.

2.37.4 Titulag3o de estoque do fago lambda::Tn5

Células de E. colt CB0O0O foram tratadas com MgSO4 e
infectadas com suspens8es diluidas (100 uld do fago lambda::Tn5
(itens 2.37.2 e 2.37.3). O titulo do estoque foi determinado
pelo produto: numero de placas de lise x fator diluig¢io. Cada
placa de lise formada foi considerada uma '"unidade formadora de
placa de lise” CUFP>. O titulo do fago corresponde aoc numero de

UFPs presentes em um mililitro de suspens3do deste fago em

estoque.

2.38 MUTAGENESE DE PLASMIDEOS POR INSERGCAO DO TRANSPOSON Tn5

A mutagénese de plasmideos utilizando elementos
transponiveis como o transposon Tn5, foi feita segundo método
descrito por BRUIJN e LUPSKI, 1984. O plasmideo a ser
mutagenizado foi introduzido na estirpe E£. coli S17.1 CSm' > por
transformagfo (2.22). Sua presenga no fisica no transformante

foi confirmada por visualizagdo em eletroforese em gel de
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agarose (2.13>. O tratamento e a infecgio das células de FE.
coli S17.1 transformantes foram feitos como descrito nos itens
2.37.1 e 2.37.2. As células infectadas foram plaqueadas
diretamente em meio LA contendo os antibidéticos especificos
para a estirpe hospedeira (Sm), o plasmideo (Tc) e o transposon
CKmd respectivamente. As coldnias de células infectadas
crescidas nas placas de meio seletivo (LA, Sm, Tec, Kmd foram
coletadas e reunidas. Esta suspensio de células constituiu um

banco de células mutagenizadas por lambda::7Tn5.

2.39 TESTE PARA SELEGCAO DE COLONIAS CONTENDO PLASMIDEOS

RECOMBINANTES recd: : Tnb5

Escherichia coli DHS5 €& uma bactéria mutante para o gene
recA C(HANAHAN, 19830 e portanto incapaz de reparar danos
causados em seu DNA por determinados agentes fisicos (radiag3o
ultravioletad ou quimicos (MMS). Esta estirpe recd foi
utilizada na sele¢3oc de plasmideos recombinantes recAd::7Tn5 por
apresentar marca de resisténcia ao antibidtico Acido
nalidixico. Este carater foili considerado importante porque
permitiria a selegdo dos transconjugantes E. coli DHS
Cplasmideo: : Tnb5 Nal® Tc© Km' D apds conjugagio de E. coli DHS
CNalr) com E. coli 17.1 (Cplasmideo::Tn5 Sm' > j& que a estirpe
E. coli HB10l1 n3o poderia ser empregada nesta fase por ser
resistente a estreptomicina como E. coli S17.1.

Células de E. coli DHE contendo plasmideos recombinantes
mutagenizados com o transposon Tn5, foram isoladas em meio LA

contendo Nal, Tc e Km. Aproximadamente cem colénias foram
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transferidas para duas placas numeradas contendo meio LA. Estas
placas também continham duas colénias de E.coli DHS (controle
negativod e duas de E. col?i DHS5 contendo o plasmideo
recombinante Ccontrole positivo). Em seguida uma das placas foi
irradiada com luz ultravioleta, nas condig¢gBes descritas no item
2.24, por 10-15 segundos. As duas placas foram incubadas no
escuro a 37°C por 12-14 horas e finalmente comparadas. As
colénias que n3o cresceram na placa irradiada foram
identificadas e as coldnias correspondentes foram coletadas da
placa n3io irradiada. Estas coldnias foram consideradas
provaveis hospedeiras de plasmideos contendo o transposon Tnb
inserido na regifo do gene recAd. Para confirma¢io destes dados,
as coldnias foram testadas para crescimento em meio LA contendo
MMS 2 mM. Apds 16 horas de incubagio a 37°C, as coldnias que
n3o cresceram nas placas seletivas foram identificadas como
recA::Tn5 e coletadas da placa controle. A seguir, foram
realizados novos testes de sensibilidade a radiag3o
ultravioleta (2.24> e ao MMS (2.258>. O ponto de insergfo do
transposon ITn5 no fragmento clonado foi determinado pela
anadlise dos perfis eletroforéticos dos plasmideos isoclados. Os
tamanhos moleculares dos fragmentos foram determinados pelo

método descrito no item 2. 36.



3 RESULTADOS

3.1 CONSTRUGQAO DO BANCO DE GENES DE Herbaspirillum

seropedicae Z78

Um banco de genes foi construido utilizando o plasmideo
vetor pLAFR3 C(STASKAWICZ et al., 19870 como descrito em
Materiais e Métodos (2.19). O esquema de construgio do banco de
genes esti representado na Figura 10. A eficiéncia da ligag¢3o
entre os fragmentos de DNA-inserto e o vetor foi avaliada
através da infecgfo de células de E. coli 71.18 com uma amostra
do DNA empacotado em particulas do fago lambda (item 2.19.3D.
Quarenta coldnias de E. coli 71.18 Te' foram testadas para
crescimento em meio LA contendo IPTG e X-gal. Todas as colénias
formadas foram brancas indicando auséncia de atividade da
enzima f3—galactosidase sobre o substrato X—-gal. Esta auséncia
pode ser creditada a inativag3o do gene lacZ’ pela inser¢io de
fragmentos de DNA no sitio BamHl do cosmideo vetor. Apds
infecgio de células de E. coli HB101 com a mistura de
empacotamento, cerca de cinco mil coldnias independentes e
duplo-resistentes a estreptomicina e tetraciclina, foram
coletadas, agrupadas em sub-coleg@es com cerca de trezentas
coldnias cada e estocadas em glicerol 50% a temperatura de
-20°C. O conjunto destas sub-coleg8es constitui o banco de
genes de H. seropedicae estirpe Z78.

Plasmideos recombinantes isclados de células de algumas
colénias escolhidas ao acaso, foram clivados com a enzima Sall

e eletroforisados em gel de agarocse. O perfil de restrigao
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FIGURA 10 - ESQUEMA DE CONSTRUGAO DO BANCO DE GENES DE

Herbaspirillum seropedicae Z78

HPSBWME
~plac
Hind 1l e EcoR | e
Fostfatase Fosfatase
H £ BH EBH 3
Los L1 L1l 08 |
l Clivado com BamH | I
Mistura de bragos e fragmentos
de DNA de H seropedicae
parcialmente digeridos com Sau3A
T4-DNA ligase
W cos EBS inserto de DNA B8H  os i
S

s empacotamento in vitro ————

Transfectado em E. cofi HB101 e selecionado para resisténcia & tetraciclina

Fragmentos de DNA cromossomal de H.seropedicae Z78 foram
obtidos por digest3io parcial com a enzima Sau3A. Bragos
HindIII/BamHI e EcoRI /BamHI do vetor pLAFR3 foram obtidos em
digestBes individuais seguidas de +tratamento com fosfatase
alcalina. Os fragmentos Sau3A defosfatizados foram ligados aos
bragos pela enzima T4 DNA ligase. Esta mistura de ligagfo foi
empacotada em particulas de fago lambda, transfectada em E.
coli HB101l, e as colédnias foram selecionadas em meio LA
contendo tetraciclina.

Simbolos: B, BamHI; B, Bglll; E, EcoRI; HII, Haell; H,
HindIII; P, Pstl; s, Sall; s3, Sau3A; Sm, Smal ; Tc,
tetraciclina; cos, sitio cos do fago lambda.
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mostrou que todos eles continham um fragmento do DNA de H.
seropedicae 278 ligado ao vetor pLAFR3 C(Figura 11>. A clivagem
deste vetor pela enzima Sall produz dois fragmentos, um com
17,6 kb e outro com 4,4 kb. O tamanho médio dos fragmentos de
DNA-inserto dos plasmideos recombinantes foi de 25 kb.
Assumindo-se que o tamanho do genoma de H seropedicae seja
semelhante ao de E. coli, cerca de 4.750 pares de bases
CBACKMAM, 193903, a aplicagio da férmula de Clark e Carbon
(19785 indicou que esta colegio de plasmideos recombinantes
representa cerca de 100% do genoma de HN. seropedicae Z78. O
banco gendmico esti portanto, constituido por aproximadamente
cinco mil coldnias de E. coli HB101 contendo plasmideos
recombinantes derivados do cosmideo pLAFR3 e contendo insertos

de DNA de H. seropedicae Z78.

3.2 ISOLAMENTO DE PLASMIDEOS RECOMBINANTES CONTENDO O GENE

recA DE Herbaspirillum seropedicae Z78

Estudos com espécies bacterianas apresentando mutagSes no
gene recA demonstraram que elas s3o incapazes de reparar danos
no DNA causados pelo metanosulfonato de metila (MMSD CMILES et
al.., 1986; KOKJOHN e MILLER, 1985). A estirpe HB10l1 de L.
coli, mutante para o gene recd, ¢ incapaz de crescer na
presenga deste agente alquilante C(BETTER e HELINSKI, 18983).
Assim, para isolar clones contendo o gene recd de HN.
seropedicae Z78, o banco gendémico mantido nesta estirpe de L.
coli, foi testado para crescimento em meio de cultura contendo

MMS. A frequéncia de aparecimento de coldnias resistentes ao
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FIGURA 11 - PERFIL ELETROFORETICO DE CLONES DO BANCO DE GENES

DE Herbaspirillum seropedicae Z78 CLIVADOS COM Sall
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_ 231

66

Os plasmideos de alguns clones do banco de genes (1-102
foram isolados, clivados com Sall e eletroforisados em gel de
agarose 0,7%. O padr3ao de tamanho molecular (11> foi o DNA do

fago lambda digerido com a enzima HindIII.
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MMS foi de 8,8 x 10_4 CTabela IIID>. Células de E. coli HB101
que n3o continham plasmideos foram incapazes de crescer nas
mesmas condig8es (Tabela III>. Seis coldénias de E. colt
HB101CpLAFR3: : DNA H. seropedicae Z78) Sm' Tc' MMS entre as 226
obtidas, foram escolhidas ao acaso, seus plasmideo foram
isolados, <c¢livados com a enzima de restrigio HindIII e
eltroforizados (Figura 12D. Estes plasmideos recombinantes
foram designados pBMR1, pBMR2, pBMR3, pBMR4, pBMRS e pBMRG6 e
considerados provaveis portadores de um gene semelhante ao gene
recA de E. coli. A andlise dos perfis eletroforéticos mostrou
que o padr3io de restrigido do plasmideo pBMRE & igual ao do
plasmideo pBMR2, enquanto que os padr8es de restrigio do demais
plasmideos diferem entre si, embora todos contenham um
fragmento HindIIl de 3.6 kb. Os plasmideos pBMR1, pBMR2, pBMR3,
pBMR4 e pBMRS foram reintroduzidos, por transformagio, na
estirpe HB101 de E. coli. Uma colénia transformante derivada de
cada plasmideo foi isolada e testada para crescimento em meio
contendo MMS. Todas as colénias testadas foram capazes de
crescer em presenga de MMS 0,01%. Estes resultados mostraram
que os plasmideos da série pBMR de fato complementavam o
fendtipo RecA da estirpe HB101 indicando que todos continham
um gene de H. seropedicae Z78 funcinalmente homélogo aoc gene
recA de L. colt. O plasmideo pBMRS foi escolhido para

caracterizagio em detalhe.
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TABELA III - FREQUENCIA DE APARECIMENTO DE COLONIAS DE

Escherichia coli HB101 RESISTENTES A0 MMS

ESTIRPE DE COLONI AS FREQUENCI A
E. coll RESISTENTES
HB101 00 0]0)
HB1 01 ¢ pLAFR3: : H. s. DNAD 57 8,8x10 4

Células de E. coli?i HB101 e E. coli HB1O1(pLAFR3::DNA H.
seropedicae Z78) (= 6,5 x 1O4 UFCeD foram espalhadas sobre meio
LA contendo 0,01% de MMS. A freqiéncia representa a razdo entre
o numero de coldnias resistentes e o numero de UFCes inicial. Os

resultados expressam a média entre quatro experimentos.



FIGURA 12 - PERFIL ELETROFORETICO DE SEIS CLONES DO BANCO DE

>

GENES DE Herbaspirillum seropedicae Z78 CLIVADOS

COM HindIII

Os plasmideos de seis clones do banco de genes foram
isolados c2.11>, clivados com HindIII 2.14> e
eletroforisados em gel de agarose 1% (2.13D.

1 e 8 - DNA do fago lambda digerido com HindIII
2 - 7 - plasmideos pBMR1 a pBMRE clivados com
HindIII
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3.3 CARACTERIZAGCAO DA COMPLEMENTAGAO DO FENGTIPO RecA DE

Escherichia coli HB101 PELO PLASMIDEO pBMRES

O pl asmideo pBMRE foi utilizado nos estudos de
complementagio do fendtipo RecA de E. coli HB1OL com a
finalidade de avaliar a capacidade do produto do gene recd de
H. seropedicae 2Z78 em desempenhar fungSes anidlogas as da
proteina RecA de E. coli, ou seja, conferir resisténcia a
radiagioc ultravioleta e ao MMS e promover recombinagio
homéloga. Com este objetivo, células de E. coli HB101(pBMRSD
foram expostas a doses crescentes de radiagZo ultravioleta e
diferentes concentra¢Bes de MMS, testes indicativos da indug3o
da resposta SOS (BETTER e HELINSKI, 1983). Além disso, esta
estirpe foi testada quanto a sua capacidade de promover
recombinagfo homéloga durante a conjugagfio com uma estirpe HfrC
de E. colt.

Nestes experimentos foram empregadas como controles
positivo e negativo as bactérias E. colt RRl e E. coli HB10O1
respectivamente. Estas estirpes s3o isogénicas, diferindo
apenas no que se refere ao gene recAd, enquanto RR1 ¢é& recA,+
HB101 & recAi3 C(BOYER e ROULLAND-DUSSIOX, 1969; BOLIVAR et al,

1977,

3.3.1 Efeito da RadiagZo Ultravioleta na Indug@o da Resposta

SOS em Escherichia coli HB1O1(pBMRSD

O efeito da radiagfo ultravicoleta socbre as diferentes

estirpes de E. coli, RR1, HB101 e HB1O1(pBMRS5), foi determinado
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apds exposigdo a radiagdo por periodos de tempo variaveis
CFigura 13)>. Apdés 10 segundos de exposig¢io, a porcentagem de
sobreviventes da estirpe HB1O1(pBMRS> foi 4,0 x 104 vezes maior
que da estirpe HB101l. Em tempos de exposi¢3io superiores a 10
segundos sobreviveram somente células de E. coli HB1O1(pBMRS) e
E. coli?i RR1. Apés 30 segundos de irradiagio foram obtidos cerca
de 0,03% de sobreviventes para E. coli HB1O1CpBMR5) e 11,3%
para RR1.

Estes resultados indicaram que o plasmideo pBMRS foi capaz
de complementar parcialmente o fendétipo RecA do mutante HB10O1,
contribuindo significativamente para a redugio do efeito da

radiagdo ultravioleta sobre as células desta estirpe.

3.3.2 Efeito do Metanosulfonato de Metila na Indug3c da

Resposta SOS em Escherichia coli HB10Ol(pBMRSD

O efeito do MMS sobre as diferentes estirpes RR1, HB10O1 e
HB10O1C(pBMRS> de £E. coli, foi determinado apédés exposigdo a
concentrag®es crescentes do agente alquilante. Em virtude de
ser altamente sensivel ao MMS, a estirpe de E. colit HB10l1 teve
seu aparecimento diminuido em 1,5 x 1O5 vezes em presenga de 1
mM de MMS CFigura 145. Entretanto, os transfectantes
HB1 01 C pBMRSD apresentaram 90% de sobrevivéncia nesta
concentragio de MMS (Figura 143. Quando a concentragio de
metanossulfonato de metila foi elevada de 1mM para 2 mM e
posteriormente para S mM, © numerc de sobreviventes de E. colt
HB101(pBMRS) reduziu de 80% para 33% e finalmente para = 18X%.

Estes valores correspondem a aproximadamente 86,5%; 374X e 16%
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FIGURA 13 - EFEITO DO TEMPO DE IRRADI AGAO ULTRAVIOLETA NA

INDUGCAOC DA RESPOSTA SOS EM Escherichia colt

HB1 01 ¢ pBMRS)
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Células das diferentes estirpes de E. coll foram
cultivadas em meio LB até densidade de 10° células/ml ¢D.O. em
550 nm>, coletadas por centrifugagdo, ressuspensas em solug3o
salina 0.85%, expostas a periodos crescentes de radiag3o
ultravioleta, plaqueadas em meio LA e incubadas a 37°C por
12-14 horas no escuro.

Simbolos: ®m E. coli RR1, & E. coli HB101, e E. colt
HB1 01 C pBMRSD
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FIGURA 14 - EFEITO DA CONCENTRAGAO DE MMS NA INDUGCAO DA

RESPOSTA SOS EM Escherichia coli HB101(pBMRSD
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Células das diferentes estirpes de E. colt foram

cultivadas em meio LB até densidade de 108 células/ml (D.O. em
550 nm>, coletadas por centrifugagio, ressuspensas =m solug¢3o
salina 0,85%, diluidas e plaqueadas em meio LA contendo MMS nas
concentragdes indicadas.

Simbolos: m £ colt RR1, a L. col? HB101, e L. coli
HB1 01 ¢ pBMRSD
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de sobreviventes de E. coli HB10O1(pBMRS) em relagfio ao controle

RR1, nas concentragBes de 1 mM, 2 mM e © mM, respectivamente.
Os resultados obtidos indicaram que o plasmideo pBMRS

contém um gene capaz de complementar o fendtipo RecA do

mutante HB10O1.

3.3.3 Proficiéncia de RecombinagiZo de Escherichia coll

HB1 01 C pBMRSD

As estixjpes HB101 e RR1 de E. coll sZo auxotréficas para
prolina (CproAdd e incapazes de doarem marcas cromossomais
durante a conjugag¢io CF >. A eficiéncia do plasmideo pBMRS em
complementar E. coli HB10l no sentido de promover recombinagio
homéloga foi verificada apds conjugagio desta estirpe com E£.
colt HfrC. Esta dltima & prototréfica para prolina e tem o
fator sexual F integrado em seu cromossomo C(MILLER, 18972).
Durante a conjuga¢gio, o DNA cromossomal da estirpe doadora
CHfrC ¢ transferido para a estirpe receptora sendo o gene pro
o primeiro a ser transferido C(MILLER, 1872). Se a estirpe
receptora for capaz de promover recombinagdo homéloga, ela
passa a crescer em auséncia de prolina. Os resultados
apresentados na Tabela IV, mostram que E. coli HB10l1 n3o foi
capaz de promover recombinagdo. No entanto, a estirpe E. coll
HB1O01(pBMRS> foi 2,0 x 1O3 vezes mais eficiente em promover
recombinagfo homéloga em relagdo a E. coli HB101 (Tabela IVD.
Este aumento correspondeu a 37% da eficiéncia verificada para
E. coli RR1 nos cruzamentos com a mesma estirpe HfrC (Tabela

IVD.
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TABELA IV - PROFICIENCIA DE RECOMBINAGAO DE Escherichia colt

HB1 01 ¢ pBMRS)
ESTIRPE DE PROFICIENCIA DE RECOMBINACZO
E. colt CRECOMBINANTES prod" ~100 DOADORESD
HB1 01 pBMRS) 8, 2350
RR1 21,7700
HB1 01 0, 0042

E. colit HfrC foi utilizada c¢como estirpe doadora. A
conjugagido foi conduzida conforme descrito em Materiais e
Métodos (2.28). Os resultados expressam a média entre dois

experimentos.
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Para confirmar que a capacidade de promover recombinagio
apresentada pela estirpe HB1O1(pBMRS) era devida ao gene recd
de H. seropedicae Z78 carregado pelo plasmideo pBMRS e nZo ao
gene recA de HfrC eventualmente recebido durante a conjugagio,
foi promovida a cura de um transconjugante usando o plasmideo
R.68.45 que pertence ao mesmo grupo de incompatibilidade IncPl
do plasmideo pLAFR3 (HASS e HOLLIDAY, 1978; STASKAWICZ et «al.,
1887>.

A colbdnia transconjugante E. colt HBlOlpro+CpBMRS)T7,
obtida da conjugag3io HBlinro-CpBMRBD x HfrC, foi selecionada
ao acaso. Esta estirpe pro+ recombinante foi utilizada como
receptora em um novo ensaio de conjugagido onde a estirpe
doadora foi E. colt 1230CR68. 45) . Dentre os novos
transconjugantes foi escolhida ao acaso uma coldénia denominada
HBlOlpro+C268.45)T7.29. Paralelamente, foi realizada uma
conjugagio entre as estirpes HBiOlpro_CpBMRSD e 1230CR68. 45>,
visando neste caso, eliminar o plasmideo pBMRE da estirpe
auxotréfica original. Um dos transconjugante obtidos,
HBlOlpro-CR68.45)OR.T85, serviu como controle nos ensaios
subsequentes. Os perfis eletroforéticos dos plasmideos
isolados das diferentes estirpes transconjugantes est3o
mostrados na Figura 15 e comprovam a cura do plasmideo pBMRS.

Células das estirpes transconjugantes HBlOlpro+CpBMR5)T7 e
HBlOlpro+CR68.45)T7.29, bem como das estirpes controles
HB1Ol pro , HB101pro C(pBMRSIOR, HBL1Olpro C(RE8.45)OR.T25 e HfrC

foram testadas quanto a sua capacidade de crescer em meio

minimo CMMD suplementado ou n¥o com prolina (Tabela V). Pode-se
+

observar que as estirpes HB10Olpro recombinantes mantiveram a

prototrofia para prolina, independente de hospedarem ou n3o o
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FIGURA 15 - PERFIL ELETROFORETICO DOS PLASMfDEOS ISOLADOS DOS

TRANSCONJUGANTES E. colt HBlOlpro+CpBMR5)T7 E

E. coli HB101pro CRE8.45>T7.29
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Células das diferentes estirpes de E. colil foram
cultivadas em meio LB até saturagdo. Os plasmideos foram
isolados pelo método de lise alcalina ca.11.2> e
eletroforisados em gel de agarose 0,7% (2.13D.

1-E. coli HB1Olpro S-E. coli 1230CRE8. 45D

2-E. coli HB10lpro CpBMRSD B-E. coli HB10lpro CRB8.45)0R. T2S
3-E. coll HBlOlpro—CpBMRSDOR 7-E. colt HBlOlpro+CR68.45)T7.29
4-E. coli HBL1Olpro CpBMRSIT? 8-E. coli HfrC
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TABELA V - CRESCIMENTO DOS TRANSCONJUGANTES E. coli
HB101 pro CpBMREXT7 E E. coli HBLO1pro CRE8.45)T729

EM MEIO MINIMO

ESTIRPE DE CRESCIMENTO EM MMA
E. colt + PROLINA - PROLINA
HBlOlpro_ + -
HFRC pro+ + +
HB1 01 pro " ¢ pBMRS) T7 + +
HB101 pro” CRE8. 45> T7. 29 4 +
HB101 pro C pBMRS)OR + -
HB101 pro CRBS8. 45)0R. T25 + -
Células das diferentes estirpes de L. coll foram

cultivadas em meio LB até 1-2 x 108 células/ml (D.O. em 550
nmd), coletadas por centrifugagio, lavadas em solugdo salina
0,85 %, diluidas e plaqueadas em meio mimimo suplementado ou
n¥o com prolina. Apds incubag¢3do as placas foram analisadas para

o crescimento C(+) ou a auséncia (-) de coldnias.
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plasmideoc pBMRS. Entretando, quando testadas para resisténcia
ao MMS (Tabela VID, a estirpe HB101 pro+C R68. 450 T7. 29 perdeu
completamente a capacidade de crescer em presenga deste agente,
passando a apresentar comportamento igual ao da estirpe
controle HBlOlpro_CR88.45)OR.T25 CTabela VID; indicando a
auséncia do gene recAd da estirpe HfrC em seu genoma.

Os resultados obtidos para a estirpe E. coli HB10O1(pBMRSD
durante os testes de indugio da resposta SOS e apds conjugagio
com a estirpe HfrC, indicaram que o plasmideo pBMRS contém um
gene de HN. seropedicae Z78 funcionalmente homélogo ao gene recd

de E. colt.

3.4 MAPA DE RESTRIGAO DO PLASMIDEO pBMRS

O mapa de restrigio do plasmideo pBMRS foi construido a
partir da andlise dos perfis eletroforéticos resultantes da
clivagem daquele plasmideo com as enzimas HindIII, BamHI, BglII
e EcoRI em sistemas de restrigio simples e duplos (Figura 16D.
Nos sistemas duplos foram consideradas todas as combinagBes
possiveis para as quatro enzimas. Os padr8es de tamanhos
moleculares utilizados foram "1 kb ladder”™ e DNA A digerido com
HindIII. Os valores dos tamanhos dos fragmentos produzidos
nestas clivagens estZo apresentados na Tabela VII e est3o
expressos em quilobase (kb3 onde, 1 kb contém mil pares de
bases. O fragmento de 22 kb produzido pela clivagem dupla
HindIII /EcoRI (Tabela VIID corresponde ao vetor pLAFR3. Com o
objetivo de facilitar a interpretagdo dos dados, os fragmentos

de 28,80 kb; 8,35 kb e 7,0 kb produzidos pela clivagem com a
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TABELA VI - SOBREVIVENCIA DOS TRANSCONJUGANTES £. colt
HB10O1 pro CpBMRSIT? E E. coli HBLOlpro CRES.45)T7.29

EM PRESENCA DE MMS

ESTIRPE DE CONCENTRAGAOC DE MMS

E. coll

SOBREVIVENCIA (%D

0 mM 0,5 mM 2,0 mM
RR1pro 100 90 89
HB101 pro 100 o) o)
HB101 pro ¢ pBMRS)OR 100 85 63
+
HB101 pro (pBMRS>T7 100 94 68
HBlOlpro+C268.45)T7.29 100 0 0
HBiinro—CR68.45)OR.T25 100 o) 0
Células das diferentes estirpes de E. colti foram

cultivadas em meio LB até densidade de 108 células/ml (D.O. em
S50 nm), coletadas por centrifugagfo, ressuspensas em solugdo
salina 0,85%, diluidas e plaqueadas em meio LA contendo MMS nas

concentragBes 0,5 e 2 Mm.
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16 - EXEMPLO DE ELETROFORESE ANALISADA DURANTE A

ELABORAGAC DO MAPA DE RESTRIGAO DO PLASMIDEO pBMRS
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digerido com enzimas de

e eletroforisado em gel de agarose 1% (2.13D.

Padr3o de tamanho molecular 1 kb ladder

pBMRS digerido com EcoRI

pBMRS digerido
pBMRS digerido
pBMRS digerido
pBMRS digerido
pBMRS digerido
pBMRS digerido
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com

com

com

com

com

EcoRI/7Hi{ndIII
HindIII

EcoRI /BamHI
BamHI

EcoRI /Bglll
BgllIl

Padr3io de tamanho molecular A/HindIII

restrig3o
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TABELA VII - TAMANHOS DOS FRAGMENTOS PRODUZIDOS APOS CLIVAGEM
DO PLASMIDEO pBMRE COM DIFERENTES ENZIMAS E

RESTRIGAO

FRAGMENTOS DE RESTRIGAO Ckbd
Ne| H H/B |H/Bg | H/E B |B/Bg | B/E E Bg |E/Bg
1 |23,45|23,45|20,35|22,00" |28,60|21,60|23, 40 |25,85 |21 ,60 |18, 85
2 |14,28| 8,38| 7,28| 4,80 | 8,35| B,20| 4,50| 4,80| 9,00| 4,20
3 | 4,90 4,45| 4,35| 3,90 | 7,00| 4,08| 3,80| 4,55 &,70| 3,80
4 | 3,88 3,88 4,35| 3,65 | 3,45| 3,45| 3,40| 3,80| 4,38| 2,75
5 | 0,70| 3,45| 2,38| 3,80 2,80| 2,80 2,80| 2,48| 2,50
6 | 0,45| 1,45]| 1,80| 2,80 2,45| 2,48 2,00| 1,80| 2,45
7 1,35 1,50]| 2,00 2,45| 1,90| 1,80| 1,50| 2,08
8 0,70| 1,30| 1,05 1,80 1,80 1,05 2,00
9 0,48 1,30| 0,75 1,50| 1,20| 0,75 1,80
10 0,10| 1,15| 0,75 0,80| 1,08| 0,25 1,80
11 0,70| 0,70 0,30| 0,75| 0,15 1,80
12 0,58| 0,50 0,25 1,085
13 0,45| 0,45 0,15 0,90
14 0,25 0,10 0,75
15 0,18 0,08 0,40
16 0,15 0,40
17 0,10 0,25
18 0,15

Aliquotas do plasmideo pBMRS foram submetidas a clivagem
pelas enzimas HindIII CHD>, BamHI (B>, BglII (Bgd e EcoRI C(ED.
As enzimas de restrigio foram empregadas separadamente ou
combinadas duas a duas. Os fragmentos produzidos foram
vizualizados em eletroforese em gel de agarose 1%.

* - vetor pLAFR3
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enzima BamHI, foram purificados em gel de agarose de baixo
ponto de fus3o e clivados separadamente com as enzimas BgllI,
EFcoRI ou HindIII. Os valores dos tamanhos destes fragmentos
est3o apresentados na Tabela VIII. A andlise comparativa dos
dados apresentados nas Tabelas VII e VIII possibilitou a
construgdo do mapa de restrig3o do plasmideo pBMRS (Figura 17D
e permitiu também a determinag3o do tamanho do DNA inserto que

foi de 25,40 kb.

3.5 DETECGCAO DE UM GENE ESTRUTURALMENTE HOMOLOGO AO GENE rec4

DE Escherichia coli NO PLASMIDEO pBMRS

A presenga de um gene de H. seropedicae 278
estruturalmente homélogo ao gene recd de L. colil, foi detectada
por hibridiza¢g3o do plasmideo pBMRS com uma sonda especifica
para © gene recA de E. coli Ki2. O plasmideo pBMRS foi
submetido a digest3o com as enzimas HindIII, EcoRI, e BamHI,
EcoRI/7Hindl1I, EcoRI-/BamHl e EcoRI/Bglll; eletroforisado em gel
de agarose, transferido para uma membrana de nylon e
hibridizado com o DNA-sonda. Como DNA-sonda foi utilizado um
fragmento BamHI de 3,3 kb do plasmideo pJC858 que continha o
gene recA de E. colt Ki2 C(KOKJOHN e MILLER, 18985). Este
fragmento foi purificado e marcado com [o®?P1dCTP como descrito
em Materiais e Métodos (C2.313. A hibridizag3do e as lavagens
foram conduzidas em condi¢Bes de baixa estringéncia e o DNA
hibridizado foi detectado por autoradiografia.

Na figura 18 estZo mostrados os perfis de restrigio do

plasmideo pBMRS, bem como os sinais de hibridizagdo. O DNA
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TABELA VIII - TAMANHOS DOS FRAGMENTOS PRODUZIDOS PELA CLIVAGEM

DOS FRAGMENTOS BamHI COM ENZIMAS DE RESTRIGAO

FRAGMENTOS DE RESTRIGAO Ckbd
I II III

Ne| B9 E H Bg E H Bg E H

1 | 21,80| 23,40| 23,45 4,08| 2,80/ 8,38| 6,20| 3,80| 5,00 P
2 2,45| 4,50| 3,88| 2,80 2,45 0,80| 1,80]| 4,45
3 2,45| 0,75| 1,40| 1,50| 1,90 1,20| 2,08 P
4 1,80 1,05 0,25| 1,35
5 0,10| 0,70
S 0,45

Os fragmentos BamHI BamHI de 28,80 kb (I>, 8,35 kb (II> e
7,00 kb (III> foram purificados em gel de agarose de baixo
ponto de fusio e clivados separadamente com as enzimas BglII
CBgd, EcoRI (E> e HindIII C(H>. Os produtos destas clivagens
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1%. O

simbolo p indica fragmentos produzidos por clivagem parcial.
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FIGURA 17 - MAPA DE RESTRIGAO DO PLASMIDEO pBMRS

ffor [ [ H B BgE R vetor
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O mapa de restrigio do plasmideo pBMRS foi elaborado
como descrito em Materiais e Métodos (2.386).
As enzimas de restri¢Zo indicadas s3o: E, EcoRI; B,

BamHI; B, BglII; H HindIII.
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sonda hibridiza com os seguintes fragmentos: 4,55 kb EcoRI;
3,65 kb HindIII; 28,80 kb BamHI; 4,50 kb EcoRI BamHI; 3,65 kb
EFcoRI/HindIII e 2,0 kb EcoRI/Bglll. Com excegio do sinal do
fragmento BamHI de 28,60 kb que inclui o vetor, todos os demais
sinais obser vados correspondem a fragmentos derivados
exclusivamente do DNA inserto (Figura 18). O fragmento HindIII
de 3,65 kb & o dUnico fragmento comum a todos os plasmideos da
série pBMR isolados originalmente por conferir resisténcia ao
MMS (Figura 12>. Nas condi¢8Ses de experimentais empregadas, n3o
foram observados sinais de hibridizagio cruzada entre o
DNA-sonda e o vetor pLAFR3.

Estes resultados indicaram que H. seropedicae Z78 possui

um gene estruturalmente homélogo aoc gene recAd de E£. coli Klz2.

3.6 SUBCLONAGEM DE FRAGMENTOS DE DNA DERIVADOS DO PLASMIDEO

pBMRS

Com objetivo de se isolar o menor fragmento de DNA capaz
de complementar o fendtipo RecA de E. colt HB10l1, o plasmideo
pBMRS foi clivado separadamente com as enzimas de restrigdo
HindIII ou BamHI. Os fragmentos BamHI de 3,45 kb e HindIII de
4,90 kb foram isolados e subclonados no vetor pSUP202 enquanto
que o HindIII de 3,65 kb no pTZ18R, produzindo os recombinantes
denominados pBMRS01 e pBMRSOZ2 e pBMRSO03 respectivamente.

O plasmideo pBMRS501 contém o fragmento HindIII de 4,80 kb
C(Tabela IX e Figura 190 e tem sitios de restrigdo para as
enzimas Bglll, BamHI e EcoRI. Resultados de clivagem parcial

permitiram determinar a orientagio dos fragmentos de 1,45 kb e
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FIGURA 18 - HIBRIDIZAGAO DO PLASMIDEO pBMRS COM O FRAGMENTO

BamHI ISOLADO DO PLASMIDEO pJC85S
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O plamideo pBMRS foi clivado com enzimas de restrig3io e
eletroforizado em gel de agarose 17%. Os fragmentos foram
transferidos para membrana de nylon (2.33) e hibridizados em
condi¢Bes de baixa estringéncia com o fragmento BamHI isolado
do plasmideo pJC859 e marcado com P C2.31, 2.34).

1 - marcador de tamanho molecular 1 kb ladder

2, 4, 6, 8, 10, 12 - perfis de restrigiao do pBMRS5 digerido

com EcoRI, HindIII, BamHI, EcoRI/HindIII, EcoRI /BamHI,

EcoRI/Bglll respectivamente.

2, 5, 7, 9, 11, e 13 - indicam o©o sinal de hibridizag3o

correspondente
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3,45 kb produzidos pela clivagem com BamHI (Tabela IX>. O
fragmento de 1,75 kb produzido por clivagem parcial indicou a
ligag3o entre o fragmento de 0,30 kb do vetor e o fragmento de
1,45 kb derivado do fragmento subclonado.

O plasmideo pBMRS0OZ2 contém o fragmento BamHI de 3,45 kb
C(Tabela X e Figura 20). Este fragmento apresentou um uUnico
sitio de restrig3o, préximo de uma das extremidades para a
enzima EcoRI. A clivagem do plasmideo pBMRS0Z2 por esta enzima
produziu um fragmento EcoRI/BamHI de 3,40 kb. A orientag3o
deste fragmento foi determinada pela observagio de uma banda de
7,80 kb resultante de clivagem parcial e correspondente a soma
do fragmento EcoRI/BamHI de 4,1 kb do pSUP202 com o fragmento
EcoRI/7BamHI de 3,40 kb derivado do DNA inserto. O fragmento
BamHI do plasmideo pBMR50Z2 n2Zo possul sitios para as enzimas
HindIII e BglII (Tabela X3.

O plasmideo pBMRS0O3 contém o fragmento X¥indIII de 3,85 kb
inserido no gene tacZ do vetor pTZ18R (Tabela XI e Figura &1).
O fragmento suclonado apresenta um unico sitio de restrigdo
para a enzima BglII.

Os subclones pBMRS501, pBMRSOZ e pBMRS03 foram purificados,
transformados em E. coli HB101 e os transconjugantes testados
quanto a capacidade de complementar o fendtipo RecA em
presenga de MMS 0,5 e 1,0 mM (Tabela XII>. Somente E. colt
HB101(pBMRS03> foi capaz de crescer em presenga deste agente
mutagénico. As porcentagens de sobreviventes obser vadas para
esta estirpe foram muito préximas daquelas observadas para E.

coli HB10O1(pBMRS) (Tabela XIID.
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TABELA IX - TAMANHOS DOS FRAGMENTOS PRODUZIDOS APSS CLIVAGEM

DO PLASMIDEO pBMRS01 COM ENZIMAS DE RESTRIGAO

FRAGMENTOS DE RESTRICAO Ckbd
N© H H/B H/E H/Bg
1 7,40 % | 7,10° 4,80 7,40
*
2 4,90 3,45 4,40 4,35
3 1,75 P 3,00 0,55
4 1,45 0,15
5 0,30 0,15

Aliquotas do plasmideo pBMRS50O1 foram clivadas pelas
enzimas HindIII CHD>, BamHI (B>, EcoRI CE> ou Bglll CBg>. Um dos
sistemas de restri¢io continha somente a enzima HindIIl e os
demais continham XindIIl combinada com uma das outras trés
enzimas. Os tamanhos dos fragmentos foram determinados conforme
descrito no item 2.36 de Materiais e Métodos.

Simbolos: % = vetor pSUP202 intacto
3 = fragmento produzido pela clivagem do vetor
pSupPz02

p = fragmento produzido por clivagem parcial
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FIGURA 18 - MAPA DE RESTRIGCAO DO PLASMI{DEO pBMREO1
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O fragmento HindIII de 4,90 kb do plasmideo pBMRS foi
subclonado no plasmideo vetor pSUP202 como descrito no item
2.31 de Materiais e Métodos. O mapa de restrigfo do subclone,
designado pBMRS0O1, foi elaborado conforme descrito no item
2.36. A orientagio do fragmento foi deduzida a partir da
anilise do padr3o de restrigio do subclone apds clivagem com as

enzimas HindIII CHD, BamHI (B>, Bglll (Bg) e EcoRI (ED.
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TABELA X - TAMANHOS DOS FRAGMENTOS PRODUZIDOS APOS
CLIVAGEM DO PLASMIDEO pBMRS0O2 COM ENZIMAS DE

RESTRI GCAO

FRAGMENTOS DE RESTRICAO Ckbd

NQ H H/B H/E H/B

1 7,40 0% 7,50 P 7,107 7,407¢
2 3,45 4,107 3,45 3,45

3 3,40 0,30

4 3,30

5 0,05

Aliquotas do plasmideo pBMRSOZ2 foram clivadas pelas
enzimas BamHI (B>, EcoRI (E>, HindIII CH> e Bglll C(Bg>. Um dos
sistemas de restrigido continha somente a enzima BamHl e os
demais continham BamHl combinada com uma das outras trés
enzimas. Os tamanhos molecul ares dos fragmentos foram
determinados conforme descrito no item 2.36 de Materiais e

Métodos.

Simbolos: %% vetor pSUP202 intacto
* = fragmento produzido pela clivagem do vetor
pSupP202

fragmento produzido por clivagem parcial

o]
1
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FIGURA 20 - MAPA DE RESTRIGAO DO PLASMI{DEO pBMRS02
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O fragmento BamHlI de 3,45 kb do plasmideo pBMRS foi
subclonado no plasmideo vetor pSUP202 como descrito no item
2.31 de Materiais e Métodos. O mapa de restrigio do subclone,
designado pBMRS0O2, foi elaborado conforme descrito no item 2.36
de Materiais e Métodos. A orientagioc do fragmento foi deduzida
a partir da analise do padr3doc de restrigdo do subclone apds

clivagem com as enzimas BamHI (B>, EcoRI (E> e HindIII CHD.
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TABELA XI - TAMANHOS DOS FRAGMENTOS PRODUZIDOS APOS
CLIVAGEM DO PLASMIDEO pBMRS03 COM ENZIMAS DE

RESTRIGAO

FRAGMENTOS DE RESTRIGCAO Ckbd

NQ H H.Bg
1 1,9 1,9
2 3,65 2,35
3 1,30

Aliquotas do plasmideo pBMRS50O3 foram clivadas pelas
enzimas HindIII CH> e BglII (Bg>. Os tamanhos moleculares dos
fragmentos foram determinados conforme descrito no item 2. 36 de

Materiais e Métodos.
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FIGURA 21 - MAPA DE RESTRIGAO DO PLASMIDEO pBMRS03
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O fragmento HindIIl de 3,85 kb do plasmideo pBMRS foi
subclonado no plasmideo vetor pTZ218R (2.31D. O mapa de
restrigio do subclone, designado pBMRS03, foi el aborado
conforme descrito no item 2.36 de Materiais e Métodos.

As enzimas de restrigio indicadas s3o: E, EcoRI; B, BamHI;

Bglll; HindIII; N, Nael.
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TABELA XII - COMPLEMENTACAO DE Escherichia coli HB101 PELOS

SUBCLONES DERIVADOS DO PLASMIDEO pBMRS

ESTIRPES DE CONCENTRAGCAO DE MMS
E. colt SOBREVIVENCIA (%D
O mM 0,5 mM 1,0 mM
RR1 100 100 100
HB1 01 100 o) 0
HB1 01 C pBMR5) 100 90 86,5
HB1 01 CpBMRS01> 100 0 0
HB1 01 ¢ pBMRS0O2> 100 0 0
HB1 01 C pBMRS03D 100 86 82
Células das diferentes estirpes de E. colt foram

cultivadas em meio LB até densidade de 108 células/ml C(D.O. em
550 nm), coletadas por centrifugagfo, ressuspensas em solugdo
salina 0,85%, diluidas e plaqueadas em meic LA contendo MMS nas

concentragBes 0,5 e 1 mM.
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£. colt HB1O1(pBMRS03> foi entio testada quanto sua
resisténcia a radiag3io  wultravioleta (Figura 220 e sua
proficiéncia em promover recombinagio homéloga (Tabela XIIID.

Quando exposta a niveis crescentes de radiag¢3io, E. colt
HB101(pBMRS03> apresentou perfil de resisténcia semelhante
aquele obtido anteriormente para HB1O1(pBMRS> (Figura 22D.
Quando conjugada com a estirpe HfrC, o numeroc de coldnias de E.
col?i HB10O1(pBMRS50O3> recombinantes foi muito préximo daquele
observado para E. coli HB1O1CpBMRS> (Tabela XIIID.

Os resultados obtidos indicaram que, dentre os fragmentos
subclonados, o© menor fragmento do plasmideo pBMRS, capaz de
complementar o fendétipo RecA de E. coli HB101, foi o fragmento

HindIII de 3,65 kb.

3.7 MUTAGENESE DO PLASMIDEO pBMRS POR INSERGAO DO TRANSPOSON Tn5

O plasmideo pBMRS foi mutagenizado por inserg¢3io do
transposon Tn5 carregado pelo fago lambda (X::Tn5>. Cerca de
oitocentas coldnias de £E. coli DHS resistentes a Km e
presumivelmente contendo inser¢3o do Tn5, foram analisadas para
o fendtipo RecA através da exposi¢io a radiagio ultravioleta.
Esta estratégia foi usada para selecionar aquelas coldnias que
poderiam conter o© transposon inserido no plasmideo pBMRS.
Somente cinco colénias de E. coli DHS Nal® Te"Kkm" apresentaram
fenétipo presumivelmente RecA e seus plasmideos pBMRS::Tn5
foram denominados pBMR13. 3, pBMRZ26. 2, pBMR38. 5, pBMRES6. 4,
pBMR107.5 (Tabela XIV)>. Esta denominag3o foi empregada apenas

como critério de identifica¢iio dos plasmideos e obedeceu a
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FIGURA 22 - EFEITO DO TEMPO DE IRRADIAGAO ULTRAVIOLETA NA

INDUGAO DA RESPOSTA SOS EM Escherichia coli
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Células de E. coli HB10O1CpBMRS0O3)> e E. coli HB101(pBMRS)
foram cultivadas em meio LB até densidade de 108 células/ml
(D.O. em 550 nmd, coletadas por centrifugagio, ressuspensas em
solugio salina 0.85%, expostas a periodos crescentes de
radiag¢3io ultravioleta, plaqueadas em meio LA e incubadas a 37°C
por 12-14 horas no escuro.

Simbolos: ¢ E. coli HB1O1C(pBMRSO3>, @ E. coli HB101(pBEMRSD
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TABELA XIII - PROFICIENCIA DE RECOMBINAGAO DE Escherichia

coli HB101(pBMRSO3D

ESTIRPE DE PROFICIENCIA DE RECOMBINAGAO
E. coll CRECOMBINANTES proA+/1OO DOADORESD
HB1 01 ¢ pBMRS03D 8, 6800
HB1 01 CpBMRSD 8,2360
HB101 0, 0042
E. coli HfrC foi wutilizada como estirpe doadora. A

conjugagio foi conduzida conforme descrito em Materiais e
Métodos (2.28). Os resultados expressam a média entre dois
experimentos. E. coli HB1O1(pBMRE> e E. <coli HB101 est3o

representadas para fins de comparag3o.
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TABELA XIV - ISOLAMENTO DE PLASMIDEOS pBMRS: : Tn5

ESTIRPE DE CRESCIMENTO EM LA

E. colt - MMS + MMS

DHS + _

DHS (pBMRSD + +

DHS C(pBMR13. 3 + +
DHS (pBMR26. 2) + -
DHS (pBMR38. 5D + +

DHS (pBMRSE. 4D + -

DHS (pBMR107. 5D + +

Células das diferentes estirpes de L. colt foram

cultivadas em meio LB até densidade de 108 células/ml CD.O. em
550 nm), coletadas por centrifugagio, ressuspensas em solugio
salina 0,85%, diluidas e plaqueadas em meio LA contendo MMS 2,5
mM. Apdés a incubagio as placas foram analisadas para o
crescimento (42 ou a auséncia (-) de coldnias resistentes ao

MMS.
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ordem de isolamento das coldnias de E. coli DHS hospedeiras. As
cinco colénias consideradas provaveis hospedeiras de plasmideos
contendo o transposon n5 inserido no gene reci de
H. seropedicae 278, foram testadas em meio LA contendo 2,5 mM de
MMS. Como apresentado na Tabel a XIv apenas E. coll
DHSCpBMR26.2) e E. colit DHSC(pBMRS6E. 43 n3o cresceram em presenga
de MMS. Plasmideos destas duas estirpes foram isolados e
clivados com as enzimas EcoRI, HindIII. A andlise do padr3o de
restrigdo dos plasmideos pBMR26.2 e pBMR5S6.4 mostrou que ambos
continham o transposon 7Tn5 inserido na mesma regiic do gene
recA de H. seropedicae Z78. O plasmideo pBMRz26.2 foi entio
selecionado para os ensalos subsequentes.

Os perfis elestroforéticos dos plasmideos pBMR26.2 e pBMRE
est3io apresentados na Figura 23. O transposon Tn5 (5,7 kbd
contém dois sitios de restrigio para a enzima HindIII e para a
enzima Bglll, localizados nas regiBes de repeti¢@es invertidas
(IR> C(BRUIJN e LUPSKI, 1984>. Os valores dos tamanhos dos
fragmentos resultantes da clivagem do plasmideo pBMRE6.2 pelas
enzimas EcoRI, HindlIl e Bglll est3io apesentados na Tabela XV.
Quando digerido com EcoRI o plasmideo pBMR26.2 apresenta um
fragmento de 10,25 kb resultante da inserg3o do transposon no
fragmento de 4,55 kb o qual formava uma banda dupla com o
fragmento de 4,60 kb. Isto se deve ao fato de o transposon Tn5
n3oc conter sitios de restrig¢fo para EcoRI. Ao ser digerido com
HindIII, o fragmento de 3,85 kb desaparece e trés novos
fragmentos sXo observados: 3,40 kb, 3,30 kb e 2,80 kb. Os
fragmentos de 3,40 kb e 3,30 kb apresentam um perfil de
migrag3Zo muito préximo formando uma banda dupla e mais intensa

que as bandas simples. O fragmento de 3,30 kb corresponde ao
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FIGURA 23 - DETERMINAGAO DO PONTO DE INSERGAO DO TRANSPOSON Tn5
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Os plasmideos pBMR2E. 2 e pBMRS foram isoclados,
clivados com enzimas de restrigdo e eletroforizados em gel
de agarose 1% .

- padr3oc de tamanho molecular 1 kb ladder
- pBMR26.2 clivado com HindIII

- pBMRS clivado com HindIII

- pBMR2B6. 2 clivado com EcoRI

pBMRS clivado com EcoRI
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