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RESUMO

Azospirillum brasilense €& um microrganismo, diazotrofo, endofitico
facultativo, encontrado em associagcdo com inumeras plantas de importancia
agricola. O processo de fixagdo do nitrogénio envolve um alto gasto energético,
sendo altamente regulado tanto a nivel da sintese do complexo enzimatico
nitrogenase, quanto a nivel de sua atividade. A proteina Pll (GInB), produto do
gene gInB, é uma das proteinas envolvidas na cascata de regulacéo da fixagao de
nitrogénio. Esta proteina €& responsavel pelo sensoriamento dos niveis de
nitrogénio intracelular. O gene ginB de Azospirillum brasilense foi clonado a partir
da amplificagdo por PCR utilizando como molde o DNA gendmico deste organismo
e oligonucleotideos sintetizados quimicamente. A sequéncia de bases desses
oligonucleotideos foi baseada naquela depositada no banco de dados GENBANK.
O fragmento amplificado de 369 pb foi clonado e sequenciado nos vetores de
expressao pET28a e pT7-7 entre os sitios Ndel e BamHI e no vetor pTZ19R entre
os sitios Xbal e Hindlll, originando os plasmideos pLMA-MLV1 pLMA-4 e pLMA-2,
respectivamente. Apds crescimento e indugdo com IPTG ou lactose, a proteina P!
foi superexpressa. O plasmideo pLMA-MLV1 expressou a proteina Pll como uma
fusdo a uma sequéncia contendo 6 histidinas (His-Tag) enquanto o plasmideo
pLMA-4 expressou a proteina Pll nativa. A taxa de migragao das proteinas em gel
de poliacrilamida-SDS foi do tamanho esperado, 15 kDa para a proteina Pll-His e
13 kDa para a proteina Pll nativa. Ambas as proteinas, Pll nativa e Pll-His, foram

superexpressas e encontradas soluveis.



1. INTRODUGAO

1.1. Azospirillum

O género Azospir)'/lum € constituido por bactérias diazotréficas (capazes de fixar
nitrogénio), Gram negativas, microaerofilas, endofiticas facultativas. Estas bactérias s&o
encontradas no solo e associadas com raizes de varias plantas como o milho, trigo,
sorgo, arroz, banana e abacaxi, em regiées temperadas e tropicais (DOBEREINER &
DAY, 1976; DOBEREINER, 1991; CRUZ et al., 1999). Azospirillum sp foi originalmente
isolado a partir de raizes de gramineas (BALDANI et al., 1986).

Este género faz parte das o Proteobactérias e contém 7 espécies, A. brasilense,
A. lipoferum, A. halopraeferens, A.amazonense, A.irakense, A.largimobile e A.
doebereinerae (HOLT et al., 1993; FANI et al., 1995; DEKHIL et al., 1997, ECKERT et
al., 1999; MADIGAN et al., 2000).

1.1.1. Importancia do Azospirillum para agricultura

As bactérias do género Azospirillum séao potencialmente benéficas para a
agricultura, sendo encontradas na rizosfera onde proliferam utilizando exsuadatos da
raiz. Em experimentos de inoculagdo em campo, Azospirillum foi capaz de aumentar o
rendimento de varias gramineas economicamente importantes como trigo, sorgo e
milho, em solos e regides climaticas diferentes (PATRIQUIN et al, 1983; OKON &
VANDERLEYDEN, 1997). Varios estudos indicam que a inoculagdo de plantas com
esta bactéria provoca a proliferacdo das raizes e aumenta a captacdo de agua e sais
minerais devido a agado provavel de fitohormonios (MORGENSTERN & OKON, 1987).
Entretanto, apesar dos dados experimentais relativos ao estimulo do crescimento de
plantas promovido por Azospiriflum, o modo exato de agdo pelo qual esta bactéria
promove 0 aumento do crescimento da planta ainda n&o é totalmente compreendido
(HOLGUIN, 1999).



1.2. Fixagao biolégica de nitrogénio

O nitrogénio é um elemento essencial para a sintese de iniUmeras biomoléculas
como proteinas e acidos nucleicos e, consequentemente, fundamental para a
manutengao da vida na terra. O gas dinitrogénio, N, € a forma mais abundante deste
elemento e constitui quase 80% da atmosfera da Terra, entretanto nenhum eucarioto é
capaz de utiliza-lo diretamente (POSTGATE, 1982; TORTORA et al., 1995) e somente
algumas bactérias, conhecidas como diazotrofos, conseguem metaboliza-lo.

Embora a amonia, NH3, seja o composto nitrogenado de mais facil utilizagdo em
procariotos e que ele proporciona uma maior velocidade de crescimento se comparado
a outras fontes nitrogenadas, em varias situagdes, a bactéria & obrigada a utilizar outras
fontes de nitrogénio e para isso, esses organismos sdo capazes de sintetizar proteinas
visando a captacdo e metabolizagdo destas fontes alternativas de nitrogénio.
Normalmente a sintese e, em alguns casos, a atividade dessas proteinas é altamente
regulada em relacdo a disponibilidade desses compostos (MERRICK & EDWARDS,
1995).

Fixacdo bioldgica de nitrogénio € o processo de redugdo do dinitrogénio gasoso
a amonia, catalisado pela complexo enzimatico denominado nitrogenase. Esse
processo ocorre exclusivamente em alguns procariotos denominados diazotrofos e
requer condicdes ambientais favoraveis. Dentre estas incluem-se auséncia de
nitrogénio fixado, baixas tensdes de oxigénio, presenga de molibdénio e temperatura
adequada (POSTGATE, 1982). Nitrogénio fixado e oxigénio afetam a expresséo e
atividade das proteinas envolvidas na fixagdo de nitrogénio nos diversos organismos
diazotrofos estudados (EADY, 1986; POSTGATE, 1982).

1.2.1. Nitrogenase

A nitrogenase, enzima responsavel pela fixagdo bioldégica do nitrogénio, € uma
metaloenzima constituida por duas proteinas distintas, a dinitrogenase redutase ou
proteina Fe, e a dinitrogenase ou proteina FeMo. Separadas, nenhuma destas é capaz

de reduzir o N2, mas reunidas na presenca de ATP e de uma fonte de baixo potencial
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de redugdo sédo responsavel pela catalise da seguinte reacdo (POSTGATE, 1982;
EADY, 1986):

N,ase

N>+ 8e +8H" + 16 MgATP  —» 2NH; + 16MgADP + 16Pi + H.

Como a transferéncia de elétrons nesta reagdo € dependente da hidrélise de
ATP, a redugéo do nitrogénio envolve um alto custo energético para a célula (YATES,
1992; DEAN et al., 1993)

Em vista do alto gasto energético envolvido na redugéo do dinitrogénio gasoso a
amonia, o processo de fixacdo de nitrogénio € altamente regulado, tanto na atividade da
nitrogenase como na expressido dos seus genes. O controle da expressao dos genes
estruturais do complexo enzimatico nitrogenase € feito de maneira estritamente
coordenada, envolvendo cascatas de genes regulatérios. De maneira simplificada, a
atividade ou sintese do complexo enzimatico nitrogenase sé ocorre em baixos niveis de

oxigénio e na auséncia de amonia.

1.21.1. Regulag¢ao pés-traducional da nitrogenase

Em um grande numero de diazotrofos, a atividade da nitrogenase pode ser
regulada por ADP-ribosilagcdo reversivel da proteina Fe. Essa regulagdo ocorre em
resposta a adicdo de amonio ao meio, condigdes anaerdbicas, ou, devido a queda da
luminosidade (em bactérias fotossintetizantes) (MERRICK & EDWARDS, 1995). Este
mecanismo envolve as enzimas DraT (dinitrogenase ADP-ribosil transferase), que ADP
ribosila a proteina Fe inativando o complexo, e DraG (dinitrogenase redutase ativando
glicohidrolase) que remove o grupo ADP-ribose ativando a nitrogenase (ZHANG et al.,
1997). O controle por ADP-ribosilacdo da nitrogenase foi demostrado em Azospirillum
brasilense, A. lipoferum (HARTMANN et al, 1986), Rhodospirillum rubrum, R.
sphaeroides, Rhodobacter capsulatus e Azotobacter chroococum (citado em MERRICK
& EDWARDS, 1995). Entretanto, o sinal metabdlico que controla a atividade das
proteinas DraT/DraG desencadeando o mecanismo de ADP-ribositagdo permanece
desconhecido (ZHANG et al., 1997).



1.3. Genes nif

Os genes nif (genes envolvidos com a fixagdo do nitrogénio) codificam
proteinas essenciais para a biossintese das proteinas do complexo nitrogenase
(MERRICK et al., 1982). No microorganismo Klebsiella pneumoniae, aonde a fixagéo de
nitrogénio foi melhor estudada, foram identificados 20 genes nif agrupados em um unico
regulon e distribuidos em 8 operons (MERRICK, 1988). Desses 20 genes, pelo menos
14 s&o essenciais para a biossintese das proteinas do complexo nitrogenase (nifH, nifD,
nifK, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifW, nifZ, nifM, nifB e nifQ) (MERRICK, 1988). Sendo
que, os genes nifHDK sao os genes estruturais da nitrogenase.

As proteinas codificadas pelos genes nifLA, séo responsaveis pelo controle da
transcricdo dos demais genes nif, sendo a proteina NifA ativadora de transcricédo e a
NifL anti-ativadora em Klebsiella pneumoniae, Enterobacter agglomerans e Azotobacter
vinelandii (MERRICK, 1983).

1.3.1 Genes nif em Azospirillum brasilense

Em A. brasilense os genes nif apresentam localizagdo cromossomal mas nao se
encontram agrupados como em K. pneumoniae, e sim espalhados em regides distintas
do genoma (PLAZINSKI et al., 1983; SINGH et al., 1989; GALIMAND et al., 1989;
PASSAGLIA et al., 1991). Distintamente do que ocorre em K. pneumoniae onde o gene
nifA faz parte do operon nifLA, em A. brasilense este gene faz parte do operon
monocistronico nifA. Nao ha evidéncia para a existéncia de gene homoélogo ao nifL em
A. brasilense.

Em A. brasilense foram isolados e sequenciados os genes nifHDKTorf1Y que
fazem parte de um Unico operon (QUIVIGER et al., 1982; DE ZAMAROCZY et al., 1989;
SCHRANK et al., 1987; PASSAGLIA et al., 1991). Aproximadamente a 3 kb a jusante
do operon nifHDKTY foram localizados os operons nifENXorf3 e orf2nifUSV
(GALIMAND et al., 1988).



1.4. Assimilagao de nitrogénio

A ambnia formada no processo de redugdo do N, atmosférico ou captada do
meio externo € utilizada para a sintese de glutamina e glutamato. Na maioria das
células, esses compostos servem como doadores de nitrogénio para reagdes
biossintéticas. Em procariotos a assimilagédo de amonia pode ocorrer por duas vias: na
primeira, a glutamina sintetase (GS) catalisa a conversdo de glutamato e amonia em
glutamina (REACAO 1) e a glutamato sintase (GOGAT) catalisa a transferéncia do
grupo amida da glutamina para o a-cetoglutarato produzindo 2 moléculas de glutamato,
uma reagdo dependente de NAD(P)H, (REACAO 2). Na Segunda via, a glutamato
desidrogenase (GDH) catalisa a conversdo de amonia e a-cetoglutarato em glutamato,
uma reacdo também dependente de NAD(P)H, (REACAO 3) (MERRICK & EDWARDS,
1995).

REACAO 1

GS
NH; + glutamato + ATP ——> glutamina + ADP + P;

REACAO 2

GOGAT
Glutamina + a-cetoglutarato + NAD(P)H ——— 2 glutamato + NADP*

REACAO 3

NH;" + o-cetoglutarato + NAD(P)H GDH s glutamato + NADP*

A via da GDH é utilizada quando as células crescem na presenga de excesso de
nitrogénio fixado, enquanto a via GS/GOGAT em condigdes limitantes (MERRICK &



EDWARDS, 1995).

1.5. Controle do metabolismo geral de nitrogénio pelo sistema ntr

O sistema ntr compreende um conjunto de genes cujos produtos estdo
envolvidos numa cascata regulatdéria que controla a expressdo dos genes do
metabolismo nitrogenado. Este controle do metabolismo de nitrogénio envolve a
regulacédo da biossintese de enzimas das vias de utilizagdo de fontes alternativas de
nitrogénio como nitrato e aminoacidos (MERRICK & EDWARDS, 1995).

Em enterobactérias este sistema é composto por sete proteinas: NtrB (produto
do gene nirB), NtrC (produto do gene ntrC), GInD (produto do gene g/nD), proteina PII
ou GInB (produto do gene g/nB), GInE (produto do gene g/nE) e glutamina sintetase
(produto do gene ginA). Essas proteinas interagem em um complexo mecanismo em
cascata esquematicamente apresentado na figura 1(MERRICK & EDWARDS, 1995).

A atividade das proteinas NtrB, NtrC e glutamina sintetase, € dependente da
relacéo a-cetoglutarato/glutamina (BUENO et al., 1985). Em baixas concentragdes
ambientais de ions amonio, quando a relacdo a-cetoglutarato/glutamina é alta, Pl liga
o~cetoglutarato induzindo uma mudanca conformacional favorecendo uma conformagéo
6tima para sua uridililagdo pela proteina GInD. O produto do gene g/nD possui duas
atividades cataliticas dependendo do nivel intracelular de nitrogénio fixado: em
condicdes limitantes de NH4" a proteina GInD possui atividade de uridililtransferase e
catalisa a adigao do grupamento UMP a proteina Pl ligada a a-cetoglutarato, enquanto
que em condi¢des de excesso de NH4', GInD adquire atividade de enzima removedora
de UMP (DE MEL et al.,1994). A proteina PII-UMP n&o interage com NtrB que, na sua
forma livre, catalisa a fosforilagdo da proteina NtrC, ativando-a. A proteina NtrC
fosforilada (NtrC-P) é um ativador de transcricdo de promotor " dependente. NtrC-P
ativa a transcricdo de genes envolvidos na utilizagcdo de fonte de nitrogénio. Em K.
pneumoniae, entre estes genes estdo o gene nifA, cujo produto é ativador de
transcricdo dos genes da fixacdo do nitrogénio, e o operon ginAntrCB, que responde
pelo aumento de sintese de glutamina sintetase (GS) e NtrC (MERRICK, 1983;
REITZER & MAGASANIK,1985 e MAGASANIK, 1989). PII-UMP interage com a
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adenililtransferase (ATase, produto do gene g/nE) que catalisa a desadenilagdo da
glutamina sintetase (BROWN et al,, 1971; KAMBEROQOV et al, 1995 e MERRICK &
EDWARDS, 1995). A glutamina sintetase desadenilada passa entdo a produzir
glutamina (KEENER & KUSTU, 1988). Assim em baixos niveis de nitrogénio fixado, a
atividade de GS & maxima e sua sintese aumentada para a captagéo de amdnia.

Em condigbes de excesso de nitrogénio fixado a proteina GInD liga glutamina, o
que inibe sua atividade de uridililtransferase e ativa a de enzima removedora de UMP,
desuridililando PlII-UMP (DE MEL et al,,1994). A proteina PIll desuridililada estimula a
atividade de fosfatase da proteina NtrB, desfosforilando NtrC-P e inativando-a. Ao
mesmo tempo a PIl desuridilada age sobre a ATase, que passa a catalisar a adenilagao
da glutamina sintetase. A glutamina sintetase adenilada é inativa (HAWKES et al., 1985;
MERRICK & EDWARDS, 1995).

A proteina NtrC faz parte do grupo de proteinas ativadoras de promotores oV
dependentes. Somente NtrC-P é capaz de ativar a transcrigdo (WEISS ef al., 1992 e
WYMAN et al., 1997). Em condigbes limitantes de nitrogénio fixado a proteina NirC
fosforilada ativa a transcricdo dos genes g/nAntrBC, dos genes nifLA e de outros
sistemas alternativos de assimilagédo de fonte nitrogénio (MERRICK & EDWARDS,
1995) (FIGURA 2).



NtrB + Py
NtrC-P > NtrC (inativo)
ATase + Py
GS GS-/\MP (inativo)
|
N
T A [GIn/aKG] uridililtransferase [GIn/aKG] o
| |
f w
1
' GS (ativo) ATase + Py-unp GS-/\MP *
| <
| N ¢
NtrC-P (ativo) NtrB NtrC
<

Figura 1: Regulacdo das atividades de NtrC e glutamina sintetase em resposta
aos niveis de nitrogénio intracelular (adaptado de HOTEL & MERRICK, 1989 por
MACHADO et al., 1995).



Figura 2: Controle do metabolismo geral de nitrogénio pelo sistema ntr em k.
pneumoniae (FISCHER,1994).
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1.6. Regulagao da fixagao de nitrogénio em Azospirillum brasilense

A expressdo dos genes do controle do metabolismo de nitrogénio em A.
brasilense, como em outros diazotrofos, esta sob o controle de fatores ambientais como
fonte de nitrogénio e concentragédo de oxigénio (DOBEREINER & PEDROSA, 1987).

Andlise da regiao promotora do gene nifA de A. brasilense sugerem que a sua
transcricdo, embora estimulada na auséncia de amonia, é independente de NtrC (DE
ZAMAROCZY et al,, 1993; LIANG et al., 1991, 1993). E possivel que a proteina NtrX,
uma ahéloga da NtrC, participe na regulagéo da expressédo do gene nifA, como ocorre
em A. caulinodans (PAWLOWSKI et al., 1991; STIGTER et al., 1993) Além disso, outros
mecanismos de regulacédo do promotor nifA de A. brasilense podem estar envolvidos. A
caracterizacao da regido promotora do gene nifA de A. brasilense por FADEL-PICHETH
(1999) indicam um promotor do tipo c'° como provavel promotor do gene nifA e que a
repressado maxima deste gene depende do efeito combinado entre amonio e oxigénio.

Em A. brasilense nao foi identificado gene homoélogo a nifL, semelhante ao que
ocorre com H. seropedicae e rizobia. Nestes organismos, NifA apresenta-se sensivel a
oxigénio, aparentemente, devido a um motivo que contem cisteinas. Nas proteinas NifA
de A. brasilense e H. seropedicae, o sensoriamento dos niveis de amobnia parece
envolver o dominio N-terminal. Em 1996, ARSENE et al sugeriram que a proteina PII
talvez esteja envolvida neste processo. Em A. brasilense, a proteina Pll é requerida
para modulacdo da atividade de NifA em respostas a mudangas nos niveis de
nitrogénio intracelular (DE ZAMAROCZY et al., 1993, 1996) e né&o € essencial no
processo de adenililagio reversivel da GS (DE ZAMAROCZY et al., 1996).

Enquanto os genes ginB e rpoN sdo essenciais para a fixagdo do nitrogénio em
A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1993; MILCAMPS et al., 1996), mutantes ntrB, e
ntrC possuem um fendtipo Nif', indicativo de outra diferenga na regulacéo da fixagdo

neste microrganismo (LIANG et al., 1993).
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ginB gIinA ntrB  ntrC
TR

nifHDK \/
) < P A—

ATIVA

Figura 3: Controle do metabolismo geral de nitrogénio pelo sistema ntr em A.

brasilense
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1.7. Proteinas Pll

O gene estrutural da proteina PIl, g/inB, foi clonado e sequénciado inicialmente
em E. coli (SON & RHEE, 1987) e K. pneumoniae (HOLTEL & MERRICK, 1988) e
previsto codificar um polipeptideo de 12,4 kDa. Este gene € bem conservado entre os
organismos, sendo que, um total de 33 genes provaveis codificadores de membros da
familia PIl foram sequénciados (citado em NINFA et al., 2000). Estes genes codificam
para peptideos que possuem um residuo de tirosina conservado no sitio de uridililagéo
(residuo de tirosina 51 — Tyr-51) e alguns parecem ser funcionalmente homodlogos as
proteinas Pll de enterobactérias (MERRICK & EDWARDS, 1995).

Um dos genes expressos a nivel secundario na cascata de regulagdo do
metabolismo de nitrogénio em E. coli € o gene g/nK, que codifica para a proteina GInK
(VAN HEESWIJK et al., 1996), uma paraloga de PIl. GInK parece estar especificamente
designada em funcionar sob condi¢des limitantes de nitrogénio e pode interagir com as
proteinas NtrB e ATase (ATIKINSON & NINFA, 1998; ATIKINSON & NINFA, 1999). Em
K. pneumoniae a proteina GInK regula a atividade das proteinas NifA ou NifL (HE et al,,
1998; JACK et al., 1999)

A proteina PIll de Azospirillum brasilense é sintetizada em altos niveis sob
condicdes limitantes de nitrogénio e em baixos niveis sob condi¢cdes de excesso de
nitrogénio. Esta proteina difere em fungcdo das proteinas PIl classicas de
enterobactérias.

Embora apresente alta similaridade, estudos fisiologicos indicam que a proteina

GInZ (PZ), uma paréaloga de GInB em A. brasilense, apresenta fungdes diferentes desta
(DE ZAMAROCZY et al., 1996). Mutantes ginB apresentam fendtipo nif = enquanto

mutantes g/nZ apresenta um aumento no transporte de amonia em relagdo a bactéria
selvagem (DE ZAMAROCZY, 1998).
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2. OBJETIVOS

Considerando o fato da proteina Pll (GInB) exercer um papel fundamental na
regulacdo da fixagédo biolégica do nitrogénio e sabendo-se que a proteina Pll de A.
brasilense aparentemente apresenta caracteristicas diferente das demais proteinas PlI,
o seu estudo permitiria a obtencdo de maiores informagdes sobre a regulacdo da
fixacdo de nitrogénio neste microrganismo.

Desta forma os seguintes objetivos foram propostos.

e Subclonagem do gene g/nB de A. brasilense,

e Expressédo da proteina GInB (PIl) de A. brasilense em E. coli.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias e plasmideos

As estirpes de bactérias e plasmideos utilizadas neste trabalho estdo nas tabelas 01

e 02.

Tabela 01: Estirpes de bactérias.

Escherichia coli

Gendétipo/ fenétipo Referéncia

BL21 (ADE3) pLysS

hsdS gal (\clts 857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7
gene 7) produtora da RNA polimerase do fago T7, SAMBROOK et al., (1989)
New England Biolads.

RB9065 ginB2306 ginD99::Tn10, TcF;. BUENO et al., (1985)
RB9065 (ADE?3) RB9065 produtora de T7 RNA polimerase. BENELLI, (1997)
SupE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac
XL1-Blue SAMBROOK et al., (1989)

F’ [traD36 proAB’ lacliq lacZA M15Tn 10(tetR)].

A. brasilense Gendétipo/ fenétipo Referéncia
FP2 Sp7 (ATCC 29145) Nif Nal Sm" PEDROSA e YATES (1984)
Tabela 02: Plasmideos.
Plasmideos Gendtipo/ fenétipo Referéncia
pET28a Gera proteina de fusdo com ume sequéncia His- Novagen
Tag. vetor de expressao/ promotor T7. Km®
pT7-7 vetor de expressao/ promotor T7. AmpR Biolabs
pTZ19R vetor de expressao/ promotor /ac. AmpR Pharmacia
pLMA-MLV1 Contém o gene ginB clonado no vetor pET28a Este trabalho
pLMA-2 Contém o gene ginB clonado no vetor pTZ19R Este trabalho
pLMA-4 Contém o gene ginB clonado no vetor pT7-7 Este trabalho
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3.2 Meios de Cultura

Os meios de cultura liquidos utilizados no cultivo das estirpes de E. coli foram:
Luria-Both (LB) e Terrific-Broth (MANIATIS et al., 1982).

O meio LB apresenta a seguinte composigao:

gramas/litro

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

O meio soélido LA foi obtido a partir da adicdo de agar na concentragéo de 15g/L

ao meio liquido LB.
O meio Terrific-Broth apresenta a seguinte composigao:

gramas/litro

Extrato de levedura 240
Triptona 12,0
Glicerol 40
KH2PO4 2,31
KoHPO4 12,54

Para detecc¢éo de atividade de B-galactosidase em estirpes de E. coli foi utilizado

meio soélido MacConkey. Este meio apresenta a seguinte composic}éo:

gramasl/litro

Peptona 17,0
Polipeptona 3,0
Lactose 10,0

Sais biliares 1,5
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NaCl 5,0

Agar 13,5
Vermelho neutro 0,03
Cristal violeta 0,001

O meio NFbHP foi utilizado para cultivo de A. brasilense (PEDROSA & YATES,

1984) e apresenta a seguinte composi¢ao:

gramas/litro

KH2PO4 4,0
KoHPO, 6,0
MgS04.7H20 2,0.10™
NaCl 1,0.10™
CaCly 2,0.10"
Acido Nitrilo triacético 5,6.102
FeSO4. 7 H0 2,0.10%
Lactato de sddio 50
Biotina 1,0.10*
Na;Mo04.2 H20 2,0.10°
MnSO,. H.0 2,35.10°
HsBOs 2,8.10°
CuS04.5 H,0 8,0.10°
ZnS04.7 H.0 2,4.10*

Como fonte de nitrogénio foi utilizado NH4Cl 20 mmol/L. As solugdes de fosfato e
de cloreto de amdnio foram autoclavadas separadamente e adicionadas ao meio frio no
momento do uso. Quando completo o meio de cultura apresentou pH 6,8 e foi
denominado NFbHPN.
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3.3 Condigodes de Cultivo

A estirpe de Azospirillum brasilense FP2 foi cultivada em meio liquido (NFbHPN),
a temperatura de 30° C sob agitacdo (130 rpm).

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio liquido (LB) ou Terrific-Broth a
temperatura de 37° C e agitacéo (130 rpm).

Para cultivo de bactérias em meio liquido foi sempre mantida a relagéo de 1/5 de
volume de meio para o volume total do frasco. Esta relagdo foi utilizada para
manuten¢ao da aeracao durante o crescimento

Estoques das estirpes de E. coli e A. brasilense foram preparados centrifugando-
se 1 mL da cultura saturada por 1 minuto a 13.000 rpm. O sedimento de células obtido

foi ressuspenso em 1ml de glicerol 50% e conservado a -20° C.

3.4 Antibioticos

Os antibidticos utilizados, as concentragbes das solugdes estoque e suas

concentragdes de uso estao na tabela 3.

Tabela 3: Concentragdes de antibiéticos e concentragoes utilizadas.

Antibiéticos Solucgéo estoque (mg/mL) Concentragao final (ng/mL)
Acido nalidixo (Nal) 20 5
Ampicilina (Amp) 100 200
Canamicina (Km) 50 50
Estreptomicina (Sm) 80 100
Tetraciclina (Tc) 10 10

As solugdes estoques dos antibidticos foram preparadas em agua destilada
autoclavada, esterilizadas por filtragdo (Millipore HAWP 0,22 um)e mantidas a -20° C,
exceto a solugéo estoque de tetraciclina que foi preparada em etanol e armazenada na

auséncia de luz a—20° C.
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3.5 Extragao do DNA total de Azospirillum brasilense

Cinquenta mililitros de uma cultura saturada de A. brasilense em NFbHPN foi
transferida para tubos de centrifugas e centrifugadas a 6.000 rpm, 4° C por 10 minutos.
O sedimento de células foi lavado uma vez com 30 ml do tampao TES (Tris-HCI pH 8,0
50 mmol/L, NaCl 200 mmol/L) e ressuspenso em 20 mL de TES. A solugédo foi
adicionado lisozima (100 pug/mL) e a suspensdo incubada a 30° C por 30 minutos. Em
seguida, SDS (dodecilsulfato de sdédio) foi adicionado [para concentracédo final 1%
(m/v)], a mistura incubada a temperatura ambiente por mais 5 minutos.

Apods lise celular Pronase E (200 ug/mL) foi adicionada e o sistema
homogeneizado por inversdo seguida de incubagdo a 50° C por 3 horas.

Para a purificagdo do DNA foram procedidas quatro extragbées com um volume
de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e o DNA génomico de A. brasilense foi
precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, lavado com etanol 80%, seco a vacuo e
dissolvido em 300 pL de TE (Tris.HCI pH 8,0 10 mM, EDTA 1 mM).

3.6 Separacao eletroforética de DNA

As eletroforeses de DNA foram realizadas em gel de agarose horizontal
conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989).

Os géis de agarose foram preparados em tampéao TAE (Tris-acetato 40 mmol/L e
EDTA 1mmol/L pH 8,3). A concentracdo de agarose variou de 0,7 a 1,5% (m/v),

dependendo do tamanho do DNA a ser analisado.

O DNA foi visualizado em um transluminador de luz ultravioleta apos tratamento
com solugcdo de brometo de etidio (0,5 mg/mL). O perfil eletroforético foi registrado
fotograficamente (SAMBROOK et al., 1989) ou utlizando um sistema de video-
documentacéo (GDS 5000).
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3.7 Purificacdo de DNA em gel de agarose de baixo ponto de fusao

A eletroforese para purificagdo de fragmentos de DNA foi conduzida em gel de
agarose de baixo ponto de fusdo em tamp&o TAE. As bandas de interesse foram
cortadas, colocadas em tubos eppendorf de 1,5 mL e incubadas a 65° C por 5 minutos
para a fusdo da agarose. Apos fusdo da agarose foram adicionados Tris.HCI pH 8,0,
(10 mmol/L), EDTA (1 mmol/L), NaCl (200 mmol/L) e 1 volume de fenol pH 8,0. Esta
mistura foi agitada intensamente e incubada por 15 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi
separada e o DNA precipitado pela adigéo de 0,6 volume de isopropanol a -20° C por
30 minutos. Apds esse periodo a mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos
e em seguida o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 80%, seco a vacuo e

dissolvido em agua.

3.8 Amplificagao do DNA por PCR

A amplificacdo da gene g/nB foi feita utilizando sistema de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (ERLICH, 1992). Os “primers” utilizados foram oligonucleotideos
sintetizados quimicamente em um Gene Assembler da Pharmacia. Estes “primers”
alinham com a extremidade 5’ (incluindo coédon de inicio ATG) e com a extremidade 3’
(incluindo cédon de término TGA) do gene ginB de A. brasilense

Para reacdo de amplificagcdo foram utilizados tampao Gibco PCR (Tris.HCI pH
8,4 20 mmol/L e KCI 50 mmol/L), dNTPs 0,2 mmol/L, 10 pmol de cada oligonucleotidio,
1,5 mmol/L de MgCl,, 20 ng de DNA total de Azospirillum brasilense e 1U de Taq DNA
polimerase (Gibco) em um volume final de reagdo de 50 plL. Foram testados varios
parametros para os ciclos de amplificacdo. O melhor resultado de amplificacao foi
obtido com o seguinte programa em um termociclador da Perkin Elmer 2400: 1 ciclo de
5 minutos a 95°C: 25 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 30° C e 1 minuto a 72° C; 20
ciclos de 30 segundos a 95° C, a 30° C e a 72° C; 1 ciclo de 30 segundos a 95° C, 1
minuto a 30° C e 10 minutos a 72° C.
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Para a reacdo de amplificagdo do gene g/nB clonado no vetor pET28a foram
usadas as mesmas condi¢des, apenas substituindo o DNA total de A. brasilense pelo
DNA do plasmideo. Nestas condigbes, o melhor resultado de amplificacéo foi obtido
com o seguinte programa: 1 ciclo de 5 minutos a 95°C; 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 2

minutos a 40° C e 1 minutos a 72° C.

3.9 Clivagem do DNA amplificado por PCR com enzimas de restrigcdao

Os fragmentos de DNA obtidos por PCR foram digeridos com as enzimas BamHI
e Ndel utilizando como tampao de restricdo 2xOPA (20 mmol/L Tris-acetato pH 7,5, 20
mmol/L acetato de magnésio, 100 mmol/L acetato de potassio). Em um sistema de
reacdo de 50 uL foram utilizados o fragmento do DNA amplificado por PCR a partir do
DNA gendmico e 1uL das enzimas BamHI| e Ndel. A reagéo foi incubada a 37° C por 5
horas.

Apods incubagdo o DNA foi extraido com 1 volume de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) e entéo precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, lavado com

etanol 80% e seco a vacuo. O precipitado foi dissolvido em 20 uL de agua estéril.

3.10 Preparacéo do vetor de expressao para clonagem do produto de PCR

3.10.1 Extragdo do plasmideo

A extracdo de vetores da bactéria E. coli estirpe XL1-Blue foi feita segundo o
método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Quinze mililitros de cultura, crescidas
em meio LB contendo os antibiéticos adequados foram centrifugados a 13.000 rpm por
1 minuto a temperatura ambiente. O sedimento de células foi ressuspenso em 1mL de
GET (glucose 50 mmol/L, Tris.HCI 25 mmol/L pH 8,0 e EDTA 10 mmol/L) e a célula
lisada pela adicdo de 1 mL de uma solugéo de SDS 1% e NaOH 0,2 mol/L. DNA

cromossomal e proteinas foram precipitados com a adicdo de 2 mL de acetato de
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potassio 3 mol/L pH 4,8 e incubagado por 10 minutos no gelo. Apds esse peridédo, as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
separado e o DNA plasmidial precipitado com a adi¢éo de 0,6 volume de isopropanol. A
mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos, o precipitado foi lavado com 2 mL
de etanol 80%, seco a vacuo e ressuspenso em 200 uL de agua. Foram adicionados 2
uL de RNase (10mg/mL) e a amostra foi incubada 37° C por 50 minutos. Foram feitas
extracées seguidas com fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1), e o DNA
plasmidial foi precipitado com 500 pL de etanol absoluto. O precipitado foi lavado com

etanol 80%, seco a vacuo e dissolvido em 200 uL de agua.

3.10.2 Clivagem do plasmideo com enzimas de restrigao.

A digestdo de vetores foi feita segundo protocolo descrito pelo fabricante da
enzima. O sistema continha 50 uL de DNA, em tampdo One-Phor-All (OPA) 2x da
Pharmacia (tris-acetato pH 7,5, 20 mmol/L, acetato de magnésio 20 mmol/L, acetato de
potassio 10mmol/L). As endonucleases utilizadas foram 5 U de BamHI, Ndel, Xbal e
Hindlll. Para o sistema com a enzima Hindlll foi utilizado tampao One-Phor-All 1x. A
reacao foi incubada durante 3 horas a 37° C. As enzimas foram inativas a 85° C por 20

minutos.

3.11 Ligagao do vetor ao fragmento de DNA amplificado.

O fragmento de DNA amplificado e digerido com enzimas de restrigéo foi ligado
aos vetores pET28a, pT7-7 ou pTZ19R numa proporgao molar de 5:1 (fragmento:vetor),
na presenca de tampao T4 DNA ligase 1x - Gibco (50 mmol/L Tris.HCI pH 7,6, 10
mmol/L MgCl,, 1mmol/L DTT, 0,5 mmol/L ATP e 5% de PEG 8000) e 0,5 U da enzima
T4 DNA ligase. A reacéo foi incubada a 18° C durante a noite.
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3.12 Transformacgao bacteriana por eletroporagao

3.12.1 Preparo de bactérias eletrocompetentes para eletroporacao

Duzentos e cinquenta mililitros de meio liquido LB foram inoculados com 2,5 mL
de uma cultura saturada de E. coli. A cultura foi crescida a 37° C sob agitacdo até
atingir uma D.Oeop entre 0,5 e 1,0. Apds o crescimento, a cultura foi mantida no gelo
durante 15 a 20 minutos e em seguida transferida para tubos estéreis e centrifugada a
5.000 rpm por 10 minutos. As células foram entdo lavadas uma vez com 250 mL e outra
com 125 mL de agua estéril, sendo em seguida lavadas com 5 mL de glicerol 10% (v/v).
Apos centrifugacdo o sedimento de células foi ressuspenso em 0,5 mL de glicerol 10%
e a suspensao aliquotada em tubos eppendorf (40 plL) e armazenada a -70° C por até 6

meses.

3.12.2 Transformacao bacteriana

Para transformacado bacteriana 1 puL da mistura da ligagdo vetor/DNA inserto foi
adicionado a 40 uL da suspensao de células eletrocompetentes e incubado no gelo por
1 minuto. Essas células foram transferidas para uma cubeta de eletroporacéo (BRL) e
submetidas a um campo elétrico (4KQ, 330uF) a fim de permitir a entrada do plasmideo
na célula. Apos a eletroporagdo as células foram ressuspensas em 1mL de meio LB e
incubadas a 37° C, sob agitacdo por 1 hora. Ao término da incubacgao, aliquotas da

suspenséo foram plagueadas em meio LA contendo antibiotico adequado.

3.13 Purificagao e analise dos plasmideos recombinantes

A extracdo dos plasmideos foi feita segundo -0 método de lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989) da mesma maneira como descrito no item 3.10.1.
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Os plasmideos foram analisados por eletroforese em gel de agarose ap6s
digestdo com enzimas de restricdo. Alternativamente, o plasmideo foi utilizado como
molde numa reagéo de PCR utilizando “primers” que flanqueiam o inserto como descrito

no item 3.8.

3.14 Sequenciamento do DNA

A reacgéo de sequenciamento € baseada no método de Sanger (SANGER et al,,
1977), onde dideoxinucleotideos s&o utilizados como terminadores de cadeia.

Foi utilizado um Sequenciador Automatico de DNA (Perkin-Elmer) modelo ABI
310 que utiliza quatro cromoforos fluorescentes como terminadores de cadeia,
eletroforese em coluna capilar e detec¢ao a laser.

3.14.1 Preparo do material para sequenciamento

Um mililitro e meio de cultura, crescida durante a noite em meio TB, foram
centrifugados a 13.000 rpm por 1 minuto. O sedimento de células foi ressuspenso em
100 uL de GET (50 mmol/L glicose, 25 mmol/L Tris.HCI pH 8,0, 10 mmol/L EDTA pH
8,0). A lise foi efetuada com 200 uL de SDS 1% e NaOH 0,2 mol/L adicionados
lentamente. 200 uL de solug&o de acetato de potassio 3 mol/L pH 4,8 e acido formico
1,8 mol/L foram acrescentados. Apds homogeneizacdo a mistura foi mantida por 10
minutos no gelo e em seguida foram acrescentados 100 plL de feﬁol:clorofc’)rmio:élcool
isoamilico (25:24:1) e as amostras centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi separado e o DNA plasmidial foi precipitado com 2 volumes de etanol

absoluto. O DNA precipitado foi lavado 2 vezes com etanol 80%, centrifugado a 13.000
rom por 5 minutos, seco a vacuo e ressuspenso em 100 puL de agua. RNase
(100ug/mL) foi acrescentada e a mistura incubada a 37° C por 1 horas. Terminado o
tempo, foram feitas 2 extragdes com 100 uL de fenol: cloroformio: alcool isoamilico
(25:24:1). Em seguida o DNA foi precipitado com 3 volumes de etanol absoluto por 30
minutos no gelo, centrifugado, e o precipitado lavado com etanol 80%, seco a vacuo e
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ressuspenso em 8 ulL de H,O estéril. A qualidade do DNA foi verificada através de
eletroforese em agarose 0,7%, a pureza e a concentracdo do DNA foi verificada pela

determinagao na absorbancia a 260 e 280 nm.

3.14.2 Reagao de sequenciamento

A reacéo de sequenciamento continha 1 uL do DNA (1-5ug) purificado, 2,6 ulL de
tampéo TACS (Perkin Elmer-Tris-Cl 106 mmol/L, MgCl> 2,6 mol/L e (NH4).SO4 26,6
mol/L), 6 uL de mistura para 'sequenciamento (Terminator Ready Rxn Mix-Perkin
Elmer), 10 pmol do “primer” reverso e H,O estéril para o volume final de 20 uL. A
solucéo foi submetida a uma reagéo no termociclador com o seguinte programa: 1 ciclo

de 95° C por 5 minutos; 30 ciclos de 96° C por 30 segundos, 40° C por 30 segundos,
65° C por 6 minutos.

O produto da reagcdo de sequenciamento foi transferido para um tubo tipo
eppendorf de 1,5 mL sendo entdo acrescentadds 2,5 mol/L de acetato de amodnio e 80
uL de etanol absoluto, e a mistura mantida no gelo por 15 minutos. Apds centrifugacao
por 15 minutos a 13.000 rpm o precipitado foi lavado com etanol 80%, seco a vacuo e
ressuspenso em 15 uL de tampéo TSR (Perkin Elmer). Esse material foi transferido
para um tubo eppendorf de 200 uL e o DNA desnaturado (96° C por 3 minutos) e
imediatamente transferido para o gelo, sendo entdo colocado no sequenciador
automatico de DNA Applied biosystems Modelo ABI 310.
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3.14.3 Analise da sequéncia de DNA

A andlise de comparagédo das sequéncias obtidas apds o sequenciamento foi
feita utilizando o programa BLAST (GenBank/NCBI) (ALTSCHUL et al., 1997) ou Clustal
(THOMPSON et al., 1994).

3.15 Expressdo da proteina GInB em E. coli

Dez mililitros de meio LB foram inoculados com 0,1 mL de uma cultura crescida
durante a noite. As células foram crescidas a 37° C sob agitacdo constante até
atingirem uma D.Oeoo de aproximadamente 0,2, 0,4 ou 1,0. Neste ponto foi adicionado
IPTG nas concentragdes final de 0,1 ou 0,5 mmol/L ou lactose 0,5% (p/v). As culturas
foram incubadas sob agitagcdo constante a 37° C por um periodo de 1 a 4 horas. Apos
inducéo as células foram coletadas por centrifugacdo (13.000 rpm por 1 minuto a 4° C).
Para andlise das proteinas o sedimento de células foi ressuspenso em 400 plL de
tampéao (50 mmol/L Tris.HCI pH 7,5, 100 mmol/L KCI) e as células lisadas por sonicagao
por 2 minutos em ciclos de 20 segundos seguidos de 15 segundos de intervalo no gelo
utilizando um sonicador (Heat System) equipado com uma microponta. Apos a lise, a
mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos a 4° C. As fracGes soluveis e
insoluveis foram separadas e analisadas através de separagao eletroforética em géis
de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) segundo LAEMMLI (1970).
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3.16 Dosagem de proteina pelo método de Bradford

Esse método é baseado na ligagdo do Coomassie Blue G-250 com proteina
(BRADFORD, 1976). A reacdo se completa em cerca de 2 minutos e permanece
estavel durante 1 hora. O sistema de reacdo continha 1 mL do corante (solugdo de
Bradford- comassie Brilliant Blue G250 (100mg/L), etanol 95% e acido fosférico 85%) e
100 pL de amostra. Essa mistura foi homogeneizada e a absorbancia determinada a
595nm. A curva padréo foi feita utilizando albumina de soro bovino (BSA) como
referéncia (padrao), preparada no mesmo tempo que as amostras. A sensibilidade

deste método é de 1 a 10 ug de proteina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amplificagdao do gene g/nB A. brasilense por PCR a partir do seu DNA
gendémico.

Para a clonagem do gene g/inB de A. brasilense, o DNA total deste
microrganismo foi purificado e utilizado como molde numa reagédo de amplificacdo de
DNA por PCR. Péra isso, oligonucleotideos foram sintetizados baseando-se na
sequéncia do gene g/inB depositada no banco de dados (acesso n° X51499). Esses
oligonucleotideos tiveram parte de sua sequéncia modificada para a introdugido de
sitios de restricdo na posigcdo 5 (Figura 4). O objetivo da introdugdo dos sitios de
restricdo foi facilitar a clonagem do produto de amplificagdo nos vetores de clonagem e
expressao. A figura 5 mostra a sequéncia completa do gene ginB de A. brasilense de
acordo com DE ZAMARACZY et al (1993), sendo indicada a regido de alinhamento dos
“primers” AbginB5’ e AbginB3'.

Apo6s amplificagdo, um produto de aproximadamente 350 pb foi obtido (Figura 6).
O tamanho deste fragmento € comparavel com o do gene g/nB (369 pb) sugerindo

amplificagao do fragmento correto.
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Ncol Ndel
5 CTC GTA CCC ATG GGA'CAT ATG AAG AAG ATC GAA 3’

BamHI
5 TGG TCG GGA TCC'CGG GAC GCG ATC AGA 3

Figura 4: “Primers” construidos para as regides 5 e 3’ do gene g/inB de A.

brasilense, com seus respectivos sitios de restrigoes.

atgaagaagatcg .i-.::Eccatcatta agccgttcaaactcgacgaagtga
aggaagcccttcacgaagtcggcatcaagggcatcaccgtcaccgaggce
caagggcttcggccgtcagaaggggcacaccgagctgtaccgcggcgcg
gagtatgtggtcgacttcctgccgaaggtgaagatcgaggtggtgatggag
gactccctggtggagcgggcgatcgaggcgatccagcaggccgcccaca
ccggccgcatcggcgacggcaagatcttcgtcacccccgtggaagaagtt
gtccgcatccggaccggcgagaagggag gcgacgcgatctgaicgcglic
ccgagaacc <

Figura 05: Alinhamento dos “primers” AbginB5’ e AbginB3'com o gene ginB de A.
brasilense, mostrando a regido que foi amplificada por PCR. ATG corresponde ao
codon de inicio e TGA o de término de tradugdo. As setas indicam o sentido de

extensdo a partir do anelamento dos “primers”
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Figura 6: Eletroforese do produto de amplificagio de DNA gendémico de A.
brasilense utilizando os “primers” especificos Abg/nB 3’e 5.

Linha 1 — Marcador de massa molecular 100 pb ladder (Pharmacia).; linha 2 — 5 pulL da
reacdo de PCR.

A eletroforese foi feita em gel de agarose 1,5%, utilizando tampao TAE 1X. O DNA foi
corado com brometo de etidio.
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4.2 Construgdao de plasmideos recombinantes contendo o gene g/nB de A.

brasilense.

O fragmento obtido na reacdo de PCR foi digerido com Ndel e BamHI, ligado no
vetor pET-28a (Apéndice 2) e o produto de ligagéo transformado em E. coli XL1-Blue.
Apds selecao das bactérias transformantes, plasmideos foram isolados e analisados
para presenca do inserto. Para tanto foram utilizadas reagées de PCR a fim de
amplificar a regido inserida no vetor. Os “primers” utilizados foram T7 promoter e T7
terminator (Pharmacia) que anelam com as regiées do vetor que flanqueiam o sitio de
policlonagem. A figura 7 mostra que com o plasmideo recombinante houve a
amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 550 pb indicando que o produto de
PCR, g/nB, foi introduzido no vetor pET-28a. O controle utilizando o vetor pET-28a
amplificou a regido de policlonagem, correspondendo a cerca de 200 pb. O plasmideo
recombinante foi denominado pLMA-MLV1. Na figura 8 é possivel visualizar um
esquema da clonagem do inserto no vetor pET-28a. O plasmideo pLMA-MLV1 foi
utilizado para expressédo da proteina GInB ligado a uma sequéncia contendo histidina
(Histag)

Para facilitar o sequenciamento o inserto do pLMA-MLV1 foi subclonado no vetor
pTZ19R (Apéndice 1) como um fragmento Xbal-Hindlll produzindo o plasmideo pLMA-
2. |

O mesmo fragmento obtido na reacédo de PCR, também foi clonado no vetor pT7-
7 (Apéndice 3) como um fragmento Ndel e BamHI. Esta construcdo foi denominada
pLMA-4. A figura 9 mostra o perfil de restricdo apos digestdo com as enzimas Ndel e
BamHl. Como ¢é possivel notar o plasmideo pLMA-4 possui um inserto de
aproximadamente 350 pb indicando que o produto de PCR foi introduzido no vetor pT7-
7. Este fragmento esta ausente no vetor pT7-7 cortado com as mesmas enzimas de
restricdo. O vetor pLMA-4 foi utilizado para expressédo da proteina Pll na sua forma

nativa.
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800 pb -

Figura 7: Reacao de amplificagao do plasmideo pLMA-MLV1 por PCR da regiao de
policlonagem do clone e do controle pET-28a, a partir de “Primers” 3’ e 5’ do
vetor pET-28a.

Linha 1 — Marcador de massa molecular 100 bp Ladder (Pharmacia); linha 2 — produto
de amplificagcdo do vetor pET-28a; linha 3 — produto de amplificacdo do plasmideo
pLMA-MLV1.

Eletroforese em gel de agarose 1,5% utilizando tampao TAE 1X. O DNA foi corado com
brometo de etidio.
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Origem f1
\\
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| §axdT ) A. brasilense
KmR [ pET-28a lacl
5,4 kb
@—» Gene de interesse
(ginB)
Ori Tratamento com as Y Yy — Amplificagio do gene
enzimas de restricdo Ndel N “ ginB por PCR
e BamHlI
Origem f1 \ Tratamento com as
‘ enzimas de restricao
Ndel e BamHI
KR pET-28a lacl Gene ginB (inserto)
5,4 kb

Ligacado vetor inserto
( tratamento com DNAligase )

Ori

ginB
Origem f1

P | pLMA-MLV1 lacl
5,7 kb

\\

Ori
Figura 8: Esquema do plasmideo pLMA-MLV1

O plasmideo pLMA-MLV1 corresponde ao vetor pET-28a (apéndice 1) contendo
um fragmento de aproximadamente 350 pb correspondente ao gene ginB de A.
brasilense. Esse fragmento esta clonado entre os sitios das enzimas de restricao Ndel

e BamHI do vetor.
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123

0,5 kb -

Figura 9: Perfil de reagao de restricao do plasmideo pLMA-4 e do controle pT7-7
cortados com as enzimas Ndel BamHI

Linha 1 — Marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Pharmacia); linha 2 — padrao
eletroforético da reacédo de restricao do vetor pT7-7 com as enzimas Ndel e BamHl;
linha 3 — padrao eletroforético da reagao de restricao do plasmideo pLMA-4 com as
enzimas Ndel e BamHlI.

Eletroforese em gel de agarose 1,0% utilizando tampao TAE 1X. O DNA foi corado com
brometo de etidio.
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4.3 Sequenciamento do gene g/nB de A. brasilense a partir do produto de PCR

clonado nos vetores de expressao e sua comparagao com banco de dados.

O inserto do plasmideo pLMA-2 (vetor pTZ19R) foi sequenciado e a sequéncia
obtida foi comparada com o banco de dados GENBANK (Figura 10). A reacdo de
sequenciamento foi realizada utilizando-se “primer” Reverso que anela especificamente
ao vetor pTZ19R (Apéndice 1). A sequéncia obtida foi idéntica aquela depositada no
banco de dados, confirmando que o produto clonado no vetor pTZ19R corresponde ao
gene g/nB de A brasilense.

O inserto dos plasmideos pLMA-MLV1 e pLMA-4 também foi sequenciado
utilizando para tanto, oligonucleotideos para cada vetor de expressdo. Os plasmideos

recombinantes nao apresentaram modificagées quanto ao gene g/nB clonado.

Query: 1 tca ols tceccttcectegecggteccggatgeggacaacttectteccacgggggt 60

010 T 1 U A O 1 U O 0 1Y A
Sbjct:704 gatcgcgtcgectcceccttectegecggteccggatgeggacaacttctteccacgggggt 645

Query: 61 gacgaagatcttgccgtcgccgatgcggcecggtgtgggcggectgetggatecgectecgat 120
Lrrrrrrererrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrr et e et rrrr e e e
Sbjct:644 gacgaagatcttgccgtcgeccgatgecggeccggtgtgggeggectgetggategectegat 585

2

Query:121 cgcccgctccaccagggagtcectccatcaccacctcgatcttcacctteggcaggaagte 18
CLrrrrrererrerrrrrrrrrerrrrrrrrerreeerrrrrrrrrrrrrrrrrrreend
Sbjct:584 cgccecgectccaccagggagtcctccatcaccacctecgatcttcaccttecggcaggaagte 525

Query:181 gaccacatactccgcgecgcggtacageteggtgtgeccettectgacggecgaagecctt 240

Prrerrrrrreerrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e e rrrr e e
Sbjct:524 gaccacatactccgcgccgeggtacagectecggtgtgececttctgacggecgaageecectt 465

Query:241 ggcctcggtgacggtgatgcccttgatgeccgacttecgtgaagggecttecttcacttegte 299

FERRLONE BL R MR ER R L R LY AR DA Y Tt LT Ry g
Sbjct:464 ggcctcggtgacggtgatgcccttgatgccgacttcecgtgaagggcttcecttcacttcegte

1=
o
wn



Query:300 gagtttgaacggcttaatgatggcttcgatcttctt 339

FLETETREECETTEEETER P ARL DLL LT R LT LOT ks
Sbjct:404 gagtttgaacggcttaatgatggc ‘ 366

Figura 10: Resultado da comparagao da seqiiéncia obtida do produto de PCR com
banco de dados a nivel de nucleotideos, utilizando o programa BLAST Search
(GenBank/NCBI) (ALTSCHUL et al., 1997).

“‘Query’, refere-se a sequéncia submetida ao banco de dados e “Sbjct”, refere-se a
sequéncia depositada no banco de dados (DE ZAMAROCZY et al., 1996).

A sequéncia apresentada corresponde a fita complementar.

Representados em azul estdo os cdédons de inicio (cat, na fita complementar) e término

(tca, na fita complementar) de tradugao.
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4.4 Superexpressao da proteina Pll-His.

O plasmideo pLMA-MLV1 contendo o gene g/nB de A. brasilense clonado no
vetor pET-28a foi utilizado para superexpressar a proteina GInB (Pll) ligada a sua
porcdo N-terminal um oligopeptideo que inclui seis residuos de histidina. Esta
proteina sera indicada neste trabalho como Pll-His. A presenga dos residuos de
histidina facilita a purificagdo da proteina de fus@o pela utilizagdo de cromatografia

de afinidade numa coluna contendo metal de transig&o.

A expressdo da proteina Pll-His a partir do vetor pET-28a ocorre via promotor
do fago T7. Desse forma, para que ocorra a expressao, € necessario que a bactéria
hospedeira produza a RNA polimerase do fago T7. A linhagem de E. coli BL21
(ADE3) pLysS na presenga de um indutor, como IPTG ou lactose, é capaz de
expressar esta enzima. Assim na presenca de indutor a T7 RNA polimerase é
sintetizada e transcreve com alta eficiéncia a partir do promotor T7 presente no

vetor pET-28a e situacdo semelhante também ocorre para o vetor pT7-7.

Inicialmente vérios ensaios foram realizados para determinar as condigdes
6timas de indugdo para a proteina Pll-His. Entre os parametros analisados estao
indutor, IPTG ou lactose, concentragéo do indutor e tempo de indugéo. A figura 11
mostra que E. coli BL21 (ADE3) pLysS contendo o plasmideo pLMA-MLV1
superexpressa um proteina de aproximadamente 15 kDa, que n&o esta presente no
extrato celular dos transformantes contendo somente o vetor pET-28a. Esta
proteina superexpressa corresponde a proteina de fusdo PlI-His (14,5 kDa) e
apresenta-se predominantemente na fragdo soluvel do extrato de células. Estes
resultados mostram que o clone obtido é capaz de superexpressar a proteina Pl

fundida a cauda de histidinas.
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FIGURA 11: Padrao eletroforético da proteina Pll-His de A. brasilense a partir do
vetor pET-28a em gel de poliacrilamida desnaturante.

Linha 1 — Marcadores de massa molecular em kDa; linha 2 — extrato celular total de
bactérias BL21 (ADE3) pLysS transformadas com plasmideo pET-28a e induzidas por 4
horas com IPTG 0,5 mmol/L; linha 3 — extrato celular total de bactérias BL21 (ADE3)
pLysS transformadas com o plasmideo pLMA-MLV1 e induzidas por 4 horas com IPTG
0,5 mmol/L; linha 4 — igual a linha 3 porém a fragao solavel do extrato celular; linha 5 —
igual a linha 3 porém fragao insoluvel do extrato celular.

Eletroforese em gel 15% de poliacriiamida na presenca de SDS. A seta indica a
proteina superexpressa. As proteinas foram coradas com Coomassie-blue.
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4.5 Superexpressao da proteina Pll nativa.

O gene gInB foi clonado no vetor pT7-7 gerando o plasmideo pLMA-4 com a
finalidade de expressar a proteina Pll na sua forma nativa ou seja, sem a presenca do
oligopeptideo contendo histidina. Este vetor, assim como o vetor pET-28a, também

expressa proteina a partir do promotor do fago T7.

Para andlise da expressao da proteina PII, estirpes de E. coli BL21 (ADE3) pLysS
e RB9065 (DE3) (g/inD” e glnB’) foram transformadas com os plasmideos pLMA-4 e
pT7-7 e induzidas em diferentes condi¢des. As estirpes de E. coli RB9065 (DE3) foram
utilizadas com a finalidade de expressar somente o gene ginB de A. brasilense clonado
no vetor de expressdo. Considerando que esta estirpe € g/inD e ginB’, a proteina
superexpressa nao podera ser modificada via GInD ou formar heterotrimeros com GInB
de E. coli. Entre os parametros analisados para inducdo de GInB estio indutor (IPTG ou
lactose), concentracéo do indutor e tempo de inducgdo (Figura 12 e 13). Amostras das
fracdes sollveis e insoluveis do extrato celular foram analisadas. A proteina PII
encontrava-se principalmente na fragcao soluvel do extrato celular e apresentou um perfil
de migracdo esperado, com uma taxa de migracdo de aproximadamente 13 Kda,

correspondente ao tamanho da proteina Pll nativa (12,5 kDa).

Nossos resultados mostram que o plasmideo pLMA-MLV1 e pLMA-4 séo
capazes de expressar a proteina Pll de A. brasilense em E. coli. Comparativamente a
presenca do oligonucleotideo contendo a sequéncia HisTag torna a proteina Pll-His
maior que a proteina PII. A diferenca de massa molecular pode ser visualisada na figura
14.

A clonagem do gene g/inB de A. brasilense permitiu a expressao da proteina Pl|
em E. coli. O nivel de expressao obtido foi adequado comparando a outras proteinas
utilizando os mesmos vetores (MONTEIRO et al., 1999). Outro aspecto importante é
que em ambas formas, nativa ou como proteina de fus&o, PIl foi superexpressa numa

forma soluvel, o que facilitara a sua purificagéo e caracterizagao.
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Figura 12: Padrao eletroforético da proteina Pll de A. brasilense a partir do vetor
pT7-7 em gel de poliacrilamida desnaturante.

Linha 1 — Marcadores de massa molecular em kDa; linha 2 —extrato celular total de
bactérias BL21 (ADE3) pLysS transformadas com vetor pT7-7 e induzidas por 1 hora
com IPTG 0,5 mmol/L; linha 3 — extrato celular total de bactérias BL21 (ADE3) pLysS
transformadas com o plasmideo pLMA-4 e induzidas por 1 hora com IPTG 0,5 mmol/L;
linha 4 —igual a linha 2, porém induzido por 4 horas com IPTG; linha 5 — igual a linha
3, porém induzido por 4 horas com IPTG; linha 6 — Bactérias transformadas com
plasmideo pT7-7 e induzidas por 4 horas com lactose 0,5%; linha 7 — Bactérias
transformadas com plasmideo pLMA-4 e induzidas por 4 horas com lactose.

Eletroforese em gel 15% de poliacrilamida na presenga de SDS. A seta indica a
proteina superexpressa. As proteinas foram coradas com Coomassie-blue.
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Figura 13: Padrao eletroforético da proteina Pll nativa de A. brasilense a partir do
vetor pT7-7 na estirpe de E. coli, ginB" e ginD,, RB9065 (DE3) em gel de
poliacrilamida desnaturante.

Linha 1 — Marcadores de massa molecular em kDa; linha 2 —extrato celular da fragao
soluvel de bactérias RB9065 (DE3) transformadas com plasmideo pLMA-4 e induzidas
por 4 horas com IPTG 0,5 mmol/L a partir de uma D.Ogg igual a 0,2; linha 3 —extrato
celular da fragao soluvel de bactérias RB9065 (DE3) transformadas com o plasmideo
pLMA-4 e induzidas por 4 horas com IPTG 0,5 mmol/L a partir de uma D.Ogq igual a
0,4.

Eletroforese em gel 15% de poliacrilamida na presenca de SDS. As proteinas foram
coradas com Coomassie-blue.
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Figura14: Comparacgao do padrao eletroforético das proteinas PIl nativa e Pll-His
de A. brasilense a partir dos vetores pET28a e pT7-7, respectivamente

Linha 1 — Marcadores de massa molecular em kDa; linha 2 —extrato celular total de
bactérias BL21 (ADE3) pLysS transformadas com o vetor pT7-7; linha 3 —extratos
celular total de bactérias BL21 (ADE3) pLysS transformadas com o plasmideo pLMA-
MLV1; linha 4 —extrato celular total de bactérias BL21 (ADE3) pLysS transformadas
com o plasmideo pLMA-4.

Eletroforese em gel 15% de poliacrilamida na presenca de SDS As setas indicam a

proteina superexpressa. As proteinas foram coradas com Coomassie-blue.
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5. CONCLUSOES

O gene ginB de A. brasilense foi amplificado por PCR a partir do genoma do,

microrganismo e subclonado em vetores de expressao.

e Plasmideo pLMA-4 expressa uma proteina com taxa de migragdo de
aproximadamente 13 kDa como determinado por SDS-PAGE, que corresponde a

massa molecular calculada do mondmero da proteina PIl de A. brasilense.

¢ Plasmideo pLMA-MLV1 expressa uma proteina com taxa de migragdo de 15 kDa
determinado por SDS-PAGE, que corresponde a massa molecular calculada do

mondmero da proteina Pll de A. brasilense ligado a sequéncia HisTag (Pl His-Tag).

e Ambas as formas da proteina Pll de A. brasilense foram superexpressas e

encontradas na frag&o soluvel dos extratos protéicos.
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APENDICE 1 - Esquema do vetor pTZ19R (MEAD et al., 1986)
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Sitio de
policlonagem

Origem £1

i pET-28a(+) lacl
Km® 5,369 kb
\ \‘\
ori
promotor T7 Operador lac

>
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGQATTGTGAGCG
rbs

GATAACAATTCCCCTCTAGAIQ{AST% gI ITTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATAT
Nco

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCAT%I/-\TQFATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGC
ag BamHI
GCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATC
Ndel
CGAATTGCAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAG

APENDICE 2 - Vetor de expresséo pET28a (Novagen).
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T7 promotor

i

CGATTCGAACTTCTCGATTTCGAACTTCTGATAGACTTCGAAATTAATACGACTCACTATA
GGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAC

ATATGGCTAGAATTCGCGCCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAAGCTTATC

Ndel BamH | _

T7 terminador

Sitio de Policlonagem

A

Amp

Origem de transcricao

APENDICE 3 - Vetor de expressao pT7-7 (BIOLABS).





