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RESUMO

O nitrogénio é um elemento essencial para todos os organismos. As plantas
sdo incapazes de assimilar o nitrogénio atmosférico mas podem metabolizar
amoénia. Azospirillum brasilense € uma bactéria fixadora de nitrogénio encontrada
em associagdo com a raiz de diversas plantas de interesse agricola como milho,
trigo, sorgo e arroz. O processo da fixagdo bioldégica do nitrogénio, caracterizado
pela reducdo do dinitrogénio atmosférico a aménia, é altamente regulado tanto a
nivel da sintese quanto da atividade do complexo enzimatico. Uma das proteinas
envolvidas na cascata de regulagdo da fixagdo de nitrogénio é a PIl ou GInB,
produto do gene g/nB. A proteina GInZ ou PZ, produto do gene ginZ, é uma
paraloga de PII; Pll e GInZ possuem alta similaridade (66% identidade e 92%
similaridade) porém fung¢des celulares distintas. A fim de caracterizar a proteina
PZ, o gene g/nZ foi amplificado por PCR a partir do DNA genémico de Azospirillum
brasilense e oligonucleotideos sintetizados a partir da sequéncia do gene
depositada no banco de dados GenBank. O fragmento amplificado foi clonado no
vetor de expressdo pT7-7, resultando no plasmideo recombinante pMSA-L1, e no
vetor pTZ19R, originando o plasmideo recombinante pMSA-2. O inserto presente
nos dois vetores foi sequenciado e apresentou 100% de identidade com o gene
ginZ de A. brasilense depositado no banco de dados. Testes de solubilidade foram
realizados com a proteina GInZ que encontrou-se tanto na fragdo soluvel quanto
na insoluvel do extrato celular das bactérias transformadas com o plasmideo
pMSA-L1. Apéds indugado com lactose ou IPTG, a proteina GInZ de A. brasilense foi
superexpressa na sua forma nativa em E. coli estirpes BL21(DE3)pLysS e
RB9Y065(DE3).



1. INTRODUGAO

1.1. Azospirillum brasilense

O nitrogénio € um nutriente essencial para o crescimento e sobrevivéncia de
todos os organismos. As plantas sdo incapazes de metabolizar o nitrogénio atmosférico
(N2), mas podem assimilar aménia. Varias espécies de microrganismos (diazotrofos)
sdo capazes de metabolizar o dinitrogénio atmosférico, através de sua redugado a
amobnia, num processo denominado fixagao biologica de nitrogénio.

Dentre os microrganismos capazes de fixar o nitrogénio atmosférico encontra-se
o Azospirillum brasilense que € uma bactéria Gram-negativa, curva, mével, com um
unico flagelo polar e que fixa nitrogénio em condi¢cdes microaerébias. Estas bactérias
sao de vida livre ou podem associar-se com diversas plantas de interesse agricola
como milho, trigo, sorgo e arroz (Débereiner e Day, 1976; Débereiner e Pedrosa, 1987,
Débereiner, 1991). Azospirillum faz parte da subclasse o das Proteobactérias (Young,
1992).

Varios estudos indicam que a inoculagdo destas bactérias em plantas pode ter
efeitos benéficos sobre sua fisiologia e produtividade. Azospirillum brasilense é capaz
de estimular o aumento do nimero e do tamanho dos pélos absorventes das raizes, o
aparecimento das raizes laterais e 0 aumento do volume de toda a superficie radicular
(Pedrosa, 1988). Como consequéncia, as plantas inoculadas tém maior capacidade de

absorgao de agua e nutrientes o que leva a um crescimento vegetal mais rapido.

1.2.Fixag¢ao Biologica do Nitrogénio

A Fixagdo Biolégica do Nitrogénio corresponde ‘a reacdo de reducdo do
dinitrogénio atmosférico (N2) a aménia (NH3) catalisada pelo complexo enzimatico da
nitrogenase. Este complexo enzimatico é formado por duas metaloproteinas: a

dinitrogenase redutase ou proteina-Fe e a dinitrogenase ou proteina-MoFe. Separadas



elas nao sao capazes de reduzir o dinitrogénio, mas juntas, na presenca de ATP,

molibdénio e baixas tensdes de oxigénio, catalisam a reagcéo (Postgate, 1982):

No+ 8¢ + 8H' + 16 MgATP ——® 2NH; + 16MgADP + 16Pi + H,

Devido ao elevado gasto energético desta reagdo, os diazotrofos regulam tanto a
sintese da nitrogenase quanto a sua atividade em resposta a varios fatores ambientais,
dentre eles, a tensao de oxigénio e a disponibilidade de nitrogénio.

O controle da expressdao dos genes estruturais do complexo enzimatico da
nitrogenase é feita de maneira intrincada, envolvendo cascatas de genes regulatérios.
De maneira simplificada, a atividade ou sintese do complexo enzimatico nitrogenase s6

ocorre em baixos niveis de oxigénio e na auséncia de amdnia.

1.3. Genes nif

Apesar do complexo da nitrogenase possuir apenas as proteinas dinitrogenase e
dinitrogenase redutase codificadas pelos genes nifHDK, para que o complexo seja ativo
sa0 necessarios os produtos de muitos outros genes.

Em Klebsiella pneumoniae, o diazotrofo melhor estudado, existem 20 genes nif,
genes envolvidos no processo da fixagao biolégica do nitrogénio, organizados em 8
operons. Destes 20 genes identificados, 14 sdo essenciais para a produgdo da
nitrogenase ativa (Merrick, 1992). Neste microrganismo, o produto dos genes nifLA sao
responsaveis pela regulacéo da transcricdo de todos os outros genes nif. A proteina
NifA é a ativadora de transcricdo enquanto que a NifL bloqueia a ativagdo dos genes nif
por NifA (Merrick, 1993).

Em Azospirillum brasilense, o gene nifA faz parte do operon monocistrénico nifA.

Nao ha evidéncia para existéncia de um gene homélogo ao nifL neste microrganismo.



1.4. Assimilagao de Nitrogénio

A aménia que é obtida pelo processo da fixagdo do nitrogénio ou é captada do
meio extracelular é assimilada na forma de glutamina e glutamato. Estes dois
compostos servirdo de doadores na biossintese de outros compostos nitrogenados.

A via de assimilagdo de aménia mais importante em procariotos é aquela
catalisada pelas enzimas GS (glutamina sintetase) e GOGAT (glutamato sintase)
(Merrick e Edwards, 1992). Em baixas concentragées de nitrogénio, a amébnia é

assimilada na forma de glutamina que em seguida origina glutamato:

GS
NH; + glutamato + ATP ——® giutamina + ADP + Pi

GOGAT
glutamina + 2-cetoglurato + NADPH —» 2 glutamato + NADP*

Esta via é regulada através da atividade da GS e esta enzima & controlada a
nivel da transcricdo do seu gene (g/inA), por regulacdo alostérica (através da
concentragao de alguns metabolitos) ou covalentemente por adenililagdo. A adenililagao
da GS, catalisada pela proteina GInE ou Atase, provoca sua inatividade e ocorre
quando os niveis de nitrogénio fixado aumentam.

Existe ainda uma outra via de assimilagdo de amdnia em procariotos. E uma via
catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GDH) e s6 ocorre quando as células

crescem em uma alta concentragao de nitrogénio fixado (Merrick e Edwards, 1992).

1.5. Sistema Ntr

O sistema Ntr compreende um grupo de genes cujos produtos estdo envolvidos
em cascatas regulatérias que controlam a expressdo de genes do metabolismo
nitrogenado em enterobacteriaceas. Fazem parte deste sistema o genes glnA, nitrB,
ntrC, ginD, gInE e ginB.



Recentemente foi descoberto um gene similar a glnB, denominado g/inK (van
Heeswijk et al., 1996), porém seu papel no sistema ntr nao esta totalmente esclarecido.
Em Klebsiela pneumoniae e em E. coli , estudos mostram que a proteina GInK pode
estar agindo no complexo NifA-NifL, responsavel pelo controle da atividade da fixagéao
de nitrogénio.

O produto do gene ntrB (NtrB) controla a atividade do produto do gene ntrC
(NtrC) que é um ativador de transcricdo. Em condi¢des de limitagao de nitrogénio, NtrB
catalisa a fosforilagdo da proteina NtrC, enquanto que em presenga de excesso de
nitrogénio, NtrB catalisa a desfosforilacdo de NtrC. Embora a fosforilagdo ou
desfosforilagdo de NtrC seja executada por NtrB, o produto do gene ginB (proteina PII
ou GInB) influencia esta regulacgéo.

Em condi¢des de nitrogénio limitante, a proteina PII € uridililada (no seu residuo
de tirosina 51) pelo produto do gene ginD (uridiliitransferase/ enzima removedora de
uridilil ou UTase) (Son e Rhee, 1987). A proteina PII uridililada (Pll-UMP) nao afeta o
estado de fosforilagdo da NtrB ou da NtrC (Atkinson et al., 1994), nem se liga a NtrB. A
proteina NtrB em sua forma livre catalisa a fosforilagdo de NtrC, que, fosforilada (NtrC-
P), ativa a transcricado do operon nifLA em K. pneumoniae e A. vinelandii e de outros
operons dependentes de NtrC.

Em condig¢des de excesso de nitrogénio, entretanto, PlI-UMP é desuridililado pela
UTase (Bueno et al., 1985; Merrick, 1987). A proteina PIl desuridillada complexa NtrB
que entdo catalisa a remogao do grupamento fosfato da proteina NtrC-P, inativando-a
(Ninfa e Magasanik, 1986).

A proteina Pll é também responsavel pela modulagdo da atividade da
adenililtransferase (produto do gene gInE). Em niveis baixos de aménia a proteina PII-
UMP se liga a adenililtransferase estimulando a desadenilacdo da glutamina sintetase
(GS), ativando-a. Em condigdes de alta aménia, a proteina PIl ndo modificada estimula
a atividade de adenililtransferase da proteina GInE, levando a adenililagdo da GS e sua
progressiva inativacao (Stadtman et al., 1970).

A relagao glutamina/2-cetoglutarato sinaliza a disponibilidade de nitrogénio
(NH4") para a UTase (que liga glutamina) e para a proteina PIl (que liga 2-cetoglutarato
e ATP) (Kamberov et al., 1994). Em condi¢bes limitantes de nitrogénio, os niveis de

glutamina sao baixos em relagdo aos de 2-cetoglutarato. Nestas condi¢des, a proteina



Pll esta ligada a 2-cetoglutarato, apresentando uma conformacgéo favoravel a aceitar o
grupamento UMP sob acdo da UTase (Kamberov et al., 1994). Quando os niveis de
nitrogénio fixado aumentam (nivel de glutamina mais elevado), a UTase se liga a
glutamina e desuridilila a proteina Pll (de Mel et al., 1994). A UTase tem, portanto, um
papel fundamental na definicdo da resposta celular a flutuagdes da concentragdo de
amonia.

Em Azospirillum brasilense a proteina Pll parece estar envolvida na modulagéo
da atividade da proteina NifA que é inibida tanto por oxigénio quanto por aménia
(Arsene et al, 1996) (Figura 1). Mutantes de A. brasilense, contendo o gene ginB
interrompido, apresentam fenétipo Nif negativo mesmo quando a proteina NifA é
expressa constitutivamente (de Zamaroczy et al., 1996). Quando o dominio N-terminal
da proteina NifA (responsavel pelo sensoreamento dos niveis de aménia) & deletado, a
regulagao por aménia e o requerimento da proteina Pll desaparecem (Arsene et al.,
1996).

Em Escherichia coli, assim como nas outras enterobactérias, existe um gene
similar a ginB, o gene gIinK. Neste microrganismo tanto a Pll quanto a GInK atuam
sobre a proteina NtrB necessaria na regulagao dos promotores Ntr e, portanto, no
controle do estado de fosforilagdo do ativador NtrC. Além disso tanto GInK quanto PII
interagem com ATase controlando a adenililagdo da GS (Atkinson e Ninfa, 1998). O
residuo de tirosina 51 é conservado em GInK e esta proteina também pode ser
uridililada assim como a PIl. O gene gInK esta localizado a jusante ao gene amtB que
codifica para um transportador de amoénio (van Heeswijk et al., 1996). Estes dois genes
formam um operon.

O gene similar ao ginK em Azospirillum brasilense € denominado ginZ (de
Zamaroczy et al., 1996). Pouco se sabe sobre a proteina GInZ ou PZ participando na
regulacdo do metabolismo nitrogenado em Azospirillum brasilense. Mutantes ginZ sao
Nif positivos e exibem uma taxa de transporte de aménia maior em relagdo a estirpe
selvagem, enquanto que a superexpressdo deste gene resulta na queda da taxa de
transporte de NH," (de Zamaroczy e Elmerich, 1997), sugerindo que ginZ seja um
regulador negativo do transporte de aménio ou que esteja interferindo com a produgéao
ou com o desencadeamento de sinais intracelulares para um dos sistemas de

regulagao da nitrogenase.



Estes resultados sdo distintos do mutante g/inB, sugerindo que embora
apresentem alta similaridade a nivel de aminoacidos, a fungcédo de ginZ é diferente de
ginB.



ginB ginA ntrB ntrC
e m=D s> sm—p

nifHDK

ATIVA

Figura 1: Controle do metabolismo geral de nitrogénio pelo sistema ntr em A.

brasilense



2. OBJETIVOS

Considerando o possivel papel da proteina GInB na regulagdo da atividade da
proteina NifA em A. brasilense e a similaridade estrutural entre g/inB e ginZ com
indicacdo de diferentes fungbes para seus produtos, e ainda, seus diferentes
mecanismos de regulacao da expressao de seus genes, € de grande interesse estudar
a proteina GInZ de A. brasilense e compara-la as proteina Pll do mesmo organismo e
também a de Herbaspirillum seropedicae cuja caracterizagdo bioguimica e estrutural foi
determinada (Benelli, et al. 1997).

Em vista do apresentado, os objetivos deste trabalho sdo a clonagem e a

expressao do gene ginZ de A. brasilense em Escherichia coll.



3. METODOLOGIA
3.1. Bactérias e Plasmideos
a) Azospirillum brasilense
FP2 (estirpe selvagem, Sp7 Nif* Nal® SmF)
b) Escherichia coli

BL21 (DE3) pLysS — produtora da RNA polimerase do fago T7, New England
Biolabs (Sambrook et al., 1989).

RB9065 (DE3) = RB9065 produtora de T7 RNA polimerase, ginD" , ginB™ (Benelli,
1997).

XL1-Blue — Sambrook et al., 1989.
c¢) Plasmideos
pT7-7 = vetor de expressao; New England Biolabs.
PTZ19R = Mead et al., 1986.
pMSA-L1 = vetor pT7-7 contendo o gene ginZ de A. brasilense; este trabalho.

pMSA-2 — vetor pTZ19R contendo o gene g/inZ de A. brasilense; este trabalho.
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3.2. Meios de Cultura

Para o crescimento de E. coli foram utilizados os meios de cultura Luria-Broth

(LB) e Terrific-Broth (TB). O meio LB apresenta a seguinte composi¢ao:

gramasl/litro

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

A partir da adicdo de agar a este meio liquido, na concentragdo de 15g/L, o meio
de cultura sélido foi obtido e denominado LA.
O meio Terrific-Broth, TB, apresenta a seguinte composi¢ao:

gramasl/litro

Extrato de levedura 24,0
Glicerol 4.0
KH2PO4 2,31
KzHPO4 12,54

A. brasilense foi cultivado em meio NFbHP (Pedrosa e Yates, 1984) que

apresenta a seguinte composi¢ao:

gramasl/litro

KHoPO4 40
KoHPO4 6,0
MgS04.7H,0 2,0.10"
NaCl 1,0.10"
CaCl, 2,0.10"
Acido Nitrilo-triacético 56.107

FeS0,4.7 H,0 2,0.107%



11

Lactato de sodio 50

Biotina 1,0.10*
Na;Mo04.2 H,0 2,0.10°
MnSO4. H,0 2,35.10°
HsBO; 2,8.10°
CuS0.4.5 H,0 8,0.10°
ZnS04.7 H0 2,4.10*

Solugdes de fosfato e de cloreto de amédnio (20mM) suplementaram este meio
gue, quando completo, apresentou pH 6,8 e foi chamado NFbHPN.
O meio NFbHP solido possui a mesma composi¢cao porém, acrescido de 1,5%

(m/v) de agar.

3.3. Condig¢oes de Cuitivo e Estoque Bacteriano

A estirpe FP2 de A. brasilense e as estirpes de E coli foram cultivadas a
temperatura de 30 e 37°C, respectivamente.

No caso de culturas em meio liquido houve agitacéo (130 rpm) e a relagéo de 1/5
do volume da cultura para o volume total do frasco foi preservada a fim de manter uma
boa aeragéo durante o crescimento.

Estoques de bactérias foram mantidos em glicerol 50% e conservados a -20° C.

3.4. Antibiéticos

Os antibidticos utilizados foram:

Solugéo estoque (mg/mL)  Concentragéo final (ug/mL)

Acido nalidixo (Nal) 10 10
Ampicilina (Amp) 100 200
Estreptomicina (Sm) 50 50

Canamicina (Km) 100 100
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As solucdes de antibidticos foram preparadas em &gua destilada autoclavada e
esterilizadas por filtragdo (Millipore HAWP 0,23 um). Todos os antibioticos foram

mantidos -20° C.

3.5. Purificacdao do DNA total de Azospirillum brasilense

Cinquenta mililitros de cultura de A. brasilense (D.O.e00 = 2,0), crescidos em meio
NFbHPN contendo os antibidticos Sm e Nal, foram centrifugados. As células
sedimentadas foram lavadas uma vez com 30 mL do tamp&o TES (Tris-HCI 50mmol/L
pH 8,0; EDTA 20mmol/L pH 8,0; NaCl 200 mmol/L) e ressuspensas em 20 mL do
mesmo.

Para romper as paredes celulares foi adicionada lisozima na concentragéo de
100 pug/mL e a misture} foi incubada a 30°C por 30 minutos. SDS (dodecilsufato de
s6dio) foi adicionado 1% m/v para provocar a lise das células e a mistura voltou a ser
incubada por 10 minutos a 55'C. Apds esta incubagdo adicionou-se pronase E (200
ug/mL), e a mistura foi submetida a 50°C por 3 horas. Para a purificacdo final do DNA
foram procedidas duas extragbes com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e
precipitacdo com 2 volumes de etanol absoluto. O precipitado obtido foi lavado com
etanol 80%, seco a vacuo e dissolvido em 300 uL de TE (Tris.HCI 10 mmol/L pH 8,0;
EDTA 1mmol/L pH 8,0). Apdés a purificagdo, o DNA foi submetido a anélise
espectrofotométrica, em comprimento de onda de 260nm e 280nm, para que sua
concentracdo e pureza fossem determinadas. Para a concentracéo, foi considerada 1
unidade de absorbancia em A= 260nm como equivalente a 50ug/mL, e para um bom
grau de pureza a relagdo de absorbancia 260nm/280nm superior a 1,8 (Sambrook et al,
1989).

3.6 Sintese de oligonucleotideos e amplificagdo do DNA por PCR

A amplificagdo do gene g/nZ foi realizada utilizando o sistema de reagdo em

cadeia da polimerase (PCR).
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Os “primers” utilizados nesta reagdo foram oligonucleotideos sintetizados
quimicamente (Gene Assembler da Pharmacia) a partir da sequéncia do gene
depositada no banco de dados GenBank. Os “primers” apresentaram substituicdes de
nucleotideos visando a introducéo de sitios de restricdo na sequéncia desejada para
facilitar a subclonagem no vetor de interesse.

Para a reacdo de amplificagdo foram utilizados tampéo Gibco PCR (Tris-HCI
20mmol/L pH84 e KCI 50mmol/L), 0,2mmol/L de dNTPs, 10pmol de cada
oligonucleotideo, 1,5mmol/L de MgCl,, 20ng de DNA de A. brasilense e 1U de Taq
polimerase (Gibco) em um volume final de 50 plL. Os parametros utilizados no
termociclador para a reac&o de amplificagdo do DNA foram: 1 ciclo de 5 minutos a 96°C
e 30 ciclos de 1 minuto a 96°C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto a 72°C.

Apds a amplificagéo a reagéo foi extraida com 1 volume de cloroférmio e o DNA
precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, lavado com etanol 80% e ressuspenso
em 50uL de H,0. Para a verificagdo da amplificagcao foram realizadas eletroforeses em
gel de agarose 1,5% utilizando tampdo TAE 1x (Tris-acetato 0,04mol/L e EDTA
0,001mol/L pH8,0).

3.7. Clivagem do DNA amplificado por PCR com enzimas de restrigcdo

Os fragmentos de DNA obtidos por PCR foram digeridos com as enzimas BamH|
e Ndel utilizando 2x OPA da Pharmacia (Tris-acetato 20mmol/L pH7,5, acetato de
magnésio 20mmol/L, acetato de potassio 100mmol/L) como tamp&o de restricdo. Em
um sistema de 60uL foram utilizados 45uL de fragmento de DNA amplificado, 12uL do
tampao de restricdo concentrado 10x e 0,5uL (5U) de cada enzima. Esta reacéo foi
incubada por 4 horas a 37°C.

Apds a incubagdo o DNA foi extraido com 1 volume de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1), sendo entdo precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, lavado

com etanol 80% e seco a vacuo. O precipitado foi dissolvido em 25uL de H,0.
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3.8. Preparo dos vetores para clonagem do produto de PCR

3.8.1. Extracdo dos vetores

A extracdo dos vetores (pT7-7 e pTZ19R) de E.coli foi feita pelo método de lise
alcalina (Sambrook et al.,1989). Trinta mililitros das culturas crescidas em meio Luria
Broth (LB) durante a noite foram centrifugados. Os sedimentos de células foram
ressuspensos em 2,5mL de GET (glicose 50mmol/L, Tris-HCI 25mmol/L pH 8,0 e EDTA
10mmol/L pH 8,0) e a lise celular efetuada com a adigéo vagarosa de 2mL de SDS 1%
e NaOH 0,2 mol/L. DNA cromossomal e proteinas foram precipitados pela adicéo de
3mL de acetato de potassio 3 mols/L pH 4,8 e incubag&o por 10 minutos no gelo. Apds
a incubag&o, as amostras foram centrifugadas. O sobrenadante foi separado e os DNA
plasmidiais precipitados com adigdo de 5mL de isopropanol e incubag¢édo por 10 minutos
a -20°C. Apos esse periodo as misturas foram centrifugadas, os precipitados foram
secos a vacuo e ressuspensos em 400 ul de agua. RNase (10ug) foi adicionada e as
amostras foram incubadas a 37°C por 50 minutos. As solugdes sofreram uma extragdo
com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e outra somente com cloroférmio.
Apos as extragdes os DNA plasmidiais foram precipitados com 1mL de etanol absoluto
a -20°C durante a noite. Apos centrifugacao, os precipitados foram lavados duas vezes

com etanol 70%, secos a vacuo e ressuspensos em 200uL de agua.

3.8.2 Clivagem dos vetores com enzimas de restrigao

A digestdo dos vetores foi feita segundo protocolo sugerido pelo fabricante.
Foram utilizados 50uL de DNA plasmidial, em tamp&o 2x OPA da Pharmacia (Tris-
acetato 20mmol/L pH7,5, acetato de magnésio 20mmol/L, acetato de potassio
100mmol/L), e 10U de cada enzima. As reagdes foram incubadas durante 3 horas a

37°C. As enzimas foram inativadas posteriormente a 85°C por 20 minutos.
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Para clonagem do gene g/inZ no vetor pT7-7 foram utilizadas as enzimas de
restricdo Ndel e BamH! e para a clonagem no vetor pTZ19R utilizou-se somente a

enzima Xbal.

3.8.3. Desfosforilagdo dos vetores

As desfosforilagbes (Sambrook et al.,1989) foram feitas utilizando 0,7U da
enzima fosfatase alcalina de bezerro (CAP), 100uL de DNA plasmidial digerido com as
enzimas correspondentes, 35uL de agua e 15uL de tamp&o 10x OPA da Pharmacia
(Tris-acetato 100mmol/L pH7,5, acetato de magnésio 100mmol/L e de acetato de
potassio 500mmol/L). As misturas foram incubadas a 37°C durante 2 horas. Apos
incubacdo foram adicionados 15uL de SDS10%, 3uL de EDTA 0,5mol/L e 1uL de
proteinase K (20mg/mL). Essas reagdes foram entdo incubadas a 50°C por 30 minutos.
Em seguida foram feitas extracées com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1)
(1x) e com cloroférmio:alcool isoamilico (1x). Os DNAs foram precipitados com 3
volumes de etanol absoluto, lavados com etanol 70%, secos a vacuo e dissolvidos em

50ulL de agua.

3.9. Ligagao vetor- fragmento de DNA

Os vetores (pT7-7 e pTZ19R) e o inserto (gene ginZ), previamente preparados,
foram reunidos em reagbes separadas numa proporgdo molar de 1:5 vetor:inserto.
Adicionou-se aos sistemas o tamp&o da T4 DNA ligase 1x ( 50 mmol/L Tris-HCI pH 7,6;
10mmol/L MgClz; 1 mmol/L DTT; 0,5 mmol/L ATP e 5% PEG 8000) e 0,8 U de T4 DNA

ligase. Em seguida as reagdes foram incubadas a 16°C durante a noite.



16

3.10. Transformacao bacteriana por eletroporagao

3.10.1. Preparo de bactérias E. coli eletrocompetentes para eletroporagao

Quinhentos mililitros de meio liquido LB foram inoculados com 5mL de uma
cultura saturada de E. coli (XLl Blue, BL21(DE3) ou RB9065(DE3)). A cultura foi
incubada sob agitac&o a 37°C até atingir uma D.Oggo entre 0,5 e 1.0. Apos crescimento,
a cultura foi mantida no gelo durante 15 minutos e centrifugada. As células foram
lavadas com 500mL (1x) e 250mL (1x) de HO estéril gelada, e com 10 mL de glicerol
10%. O sedimento de células foi finalmente ressuspenso em 1 mL de glicerol 10% e
fracionado em amostras de 40uL. As aliquotas foram armazenadas a
-70°C.

3.10.2. Transformagao bacteriana

Para transformac&o bacteriana 1 uL da mistura da ligagdo inserto-vetor foi
adicionado a 40 uL da suspenséo de células eletrocompetentes e mantido no gelo por 1
minuto. Essas células foram transferidas para uma cubeta de eletroporacédo (BRL) e
submetidas a um campo elétrico (4QK 330uF) a fim de permitir a entrada do plasmideo
na célula. Apds a eletroporagdo as células foram ressuspensas em 1mL de meio LB e
incubadas a 37°C, sob agitagdo, por 1 hora. Ao término da incubacéo, aliquotas da
suspensao foram plaqueadas em meio LA contendo o antibiético adequado a fim de
selecionar os transformantes.

A primeira estirpe escolhida para a transformagédo foi a XL1-Blue, pois esta
estirpe € recA” e néo expressa a RNA polimerase do fago T7. As bactérias BL21 (DE3)
plysS e RB9065(DE3) foram utilizadas para expressdo da proteina de interesse uma
vez que expressam a enzima RNA polimerase do fago T7 e vetores de expressdo

utilizados possuem o promotor desta enzima.



17

3.11. Purificagao e analise dos plasmideos recombinantes

A extracdo dos plasmideos de E. coli das diferentes estirpes foi feita segundo o

método de lise alcalina (Sambrook et al., 1989), conforme o item 3.8.1.

3.12. Sequenciamento de DNA

3.12.1 Purificagdo dos plasmideos para sequenciamento

As bactérias contendo o plasmideo de interesse foram crescidas em 3 mL de
meio Terrific-broth com o antibidtico correspondente até uma D.O.g0 = 2,0, coletadas
por centrifugacdo e ressuspensas em 100 uL de GET. As células foram lisadas com
uma solucdo de SDS 1% e NaOH 0,1 mol/L. Proteinas, DNA cromosomal e restos
celulares foram precipitadas com 180 ulL de acetato de potassio 3mol/L, pH 4,8. Apds
centrifugacdo a solugdo aquosa foi extraida com 100 uL de fenol:cloroférmio:alcool-
isoamilico (25:24:1). O DNA foi precipitado com 1 mL de etanol absoluto, lavado com 1
mL de etanol 70%, seco a vacuo e dissolvido em 140 uL de agua. Este DNA foi
incubado com RNAse (concentragao final de 1ug/mL) por 3 horas a 37°C. Foram feitas
mais duas extragbes com 100 uL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico. O DNA foi
precipitado (450 uL de etanol absoluto), lavado, seco e dissolvido em aproximadamente

8 ulL de agua.

3.12.2. Reagao de sequenciamento

Nesta reacdo foram utilizados aproximadamente 0,5 ug do DNA purificado, 2,6
uL de tampéo TACS (Tris 106 mmol/L, MgCl, 2,6 mmol/L e (NH4),S0O4), 15 pmol do
“‘primer” apropriado e 6,0 uL de mistura para sequenciamento Terminator Ready Rxn
Mix (Perkin-Elmer). O volume final da reagao foi de 20 uL. A reacéo foi feita utilizando-

se um termociclador (Perkin-Elmer) e os parametros utilizados foram: 1 ciclo de 5



18

minutos a 95°C e 35 ciclos de 30 segundos a 96°C, 30 segundos a 40°C e 6

minutos a 60°C.

3.12.3. Tratamento da amostra apos reag¢ao de sequenciamento

Ap0s a reacgdo de sequenciamento, o DNA foi precipitado com 7uL de acetato de
amédnio 7,5 mol/L e 100 plL de etanol absoluto, lavado com etanol 70%, dissolvido em
15 uL de TSR (Template Suppression Reagent), desnaturado (96°C por 5 minutos) e
submetido a eletroforese no Sequenciador Automatico de DNA da Applied Biosystems
ABI-PRIZM 310 (Perkin-Elmer).

3.12.4.Analise da sequéncia de DNA

A andlise de comparagdo das sequéncias obtidas apds o sequenciamento foi
feita utilizando o programa BLAST Search (GenBank/NCBI) (Altschul et al ., 1990).

3.13. Eletroforese de DNA em gel de agarose

As eletroforeses de DNA foram realizadas em gel de agarose horizontal
conforme descrito por Sambrook (1989). O tampé&o utilizado foi TAE 1X (Tris-acetato
40mM e EDTA 1mM pH 8,0) e a concentracido de agarose variou de 0,7 a 1,5%
dependendo do tamanho do DNA a ser analisado. O DNA foi visualizado em um
transiluminador de luz ultravioleta apos tratamento com solugdo de brometo de etidio
(0,5 mg/mL). O perfil eletroforético foi registrado fotograficamente (Sambrook et al.,
1989) ou utilizando um sistema de video-imagem acoplado a equipamento de

impressao a seco (GDS 5000).
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3.14. Eletroforese de proteinas sob condigdes desnaturantes

As condigbes de eletroforese desnaturante foram aquelas descritas por Laemmli
(1970). As amostras foram diluidas em tampao de amostra (Tris-HCI 12mmol/L pH 6,8;
5% dglicerol; 0,4% de SDS; 2mmol/L de 2-mercaptoetanol e 0,02% de azul de
bromofenol) e aquecidas a 95°C por 3 minutos. Aliquotas de volumes variados foram
aplicadas em gel de acrilamida. A concentracdo do gel separador foi de 15% (30% de
acrilamida e 0,8% de bis-acrilamida) que foi polimerizado em tamp&o contendo 2,5 mL
de Tris-HCI 1,5 mol/L pH 8,8, 10% SDS; 50uL de persulfato de aménio 10% e 5ulL de
TEMED. O gel empilhador continha 4,0% de acrilamida (30% de acrilamida e 0,8% de
bis-acrilamida), 3,0 mL Tris-HCI 0,5 mol/L pH 6,8; 10% SDS, 25uL de persulfato de
aménio e 5ul de TEMED. As eletroforeses foram a 160V em tampéo Tris 25 mmol/L pH
8,3; glicina 192 mmol/L e SDS 0,1%.

3.15. Expressao da proteina GInZ em E. coli

Dez mililitros de meio LB foram inoculados com uma cultura de E. coli BL21
(DE3) pLysS ou RB9065(DE3) contendo o plasmideo pMSA-L1, crescida durante a
noite. As células foram crescidas a 37°C sob agitacdo constante até DOgno
aproximadamente igual a 0.5. Neste ponto foi adicionado IPTG (0,5mmol/L) ou lactose
(0,5% plv), seguido de nova incubagdo por cerca de 4 horas. Apds esse periodo as
células foram recuperadas por centrifugacéo.

Para a analise das proteinas, o sedimento de células foi ressuspenso em 400ul
de tampéao (100mmol/L KCI, 50mmol/L Tris-HCI pH 8,0, Tmmol/L DTT e 10% glicerol e
20mg/mL de lisozima) e as células lisadas através de sonicagdo utilizando um
sonicador (Heat System) equipado com uma microponta em 6 ciclos de 20 segundos
sobre o gelo. Apés a lise, a mistura foi centrifugada e as fragbes soluvel e insoluvel

separadas.
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As proteinas foram analisadas nas eletroforeses em géis de poliacrilamida/SDS
(SDS-PAGE) segundo procedimento descrito por Laemmli (1970).

3.16. Dosagem de proteina pelo método de Bradford

Esse método colorimétrico € baseado na ligagdo do Coomassie Brilliant Blue G-
250 com as proteinas (Bradford,1976). A reacdo se completa em aproximadamente 2
minutos e permanece estavel durante 1 hora. O sistema de reagdo continha 1mL do
corante (solugéo de Bradford-Coomassie Brilliant Blue G-250 (100mg/L), etanol 95% e
acido fosférico 85%) e 100ul da amostra. Essa mistura foi homogeneizada e a
absorbancia a 595nm determinada. A curva padrdo foi feita utilizando a soro albumina
bovina (BSA) como referéncia, preparada no mesmo tampao das proteinas a serem

quantificadas. A sensibilidade desse método é de 1 a 10 ug de proteina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese de oligonucleotideos especificos para o gene g/nZ de Azospirillum

brasilense

O gene g/nZ de A. brasilense foi isolado e sequenciado primeiramente por de
Zamaroczy e colaboradores (1996). A sequéncia do gene, que possui 339pb, foi
depositada no banco de dados GenBank (numero de acesso X92496) e através dela
oligonucleotideos (“primers”) puderam ser construidos quimicamente (Gene Assembler
da Pharmacia) (ver item 3.6). Na regido 5 dos “primers” foram inseridos sitios de
restricdo para as enzimas (Ndel e BamHl|) a fim de, posteriormente, facilitar adonagem
do gene mantendo sua sequéncia certa de leitura (“frame” de leitura), nos vetores de
interesse.

A sequéncia dos “primers” utilizados foi a seguinte:

“primer” AbginZ3’

5 TATATAGGATCCTCAGAGAGCTTCGGT 3
BamHI
“primer” Abg/nZ5M

5 ATCTCGCATATGAAACTGGTTATGGCC 3
Ndel
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4.2. Amplificagdo do fragmento via PCR

A partir do DNA gendmico de A. brasilense, um fragmento foi amplificado apds a
reacdo de PCR com os oligonucleotideos especificos para o gene g/nZ sintetizados
quimicamente. Este fragmento de aproximadamente 340 pares de base possui 0

tamanho esperado para o gene ginZ de A . brasilense (Figura 2).

4.3. Construcdo de plasmideos recombinantes com o gene g/nZ de A. brasilense
4.3.1. Construgao do plasmideo recombinante pMSA-L1

O fragmento amplificado por PCR foi devidamente digerido com as enzimas de
restricdo e clonado no vetor de expressdo pT7-7 (Figura 3) entre os sitios Ndel e
BamH|. Em seguida a bactéria E. coli estirpe XL1Blue foi transformada com a reagéo de
ligacdo e os transformantes selecionados através da resisténcia ao antibidtico
ampicilina (o vetor pT7-7 apresenta resisténcia a este antibiético) em meio LA
Cresceram neste meio apenas as bactérias resistentes, ou seja, aquelas que
receberam o vetor. Algumas coldnias foram crescidas em meio LB + ampicilina e foi
feita extracdo de seus plasmideos conforme descrito em materiais e métodos, item
3.8.1.

Para verificar se a clonagem do gene g/inZ realmente ocorreu, foram realizadas
reacdes de PCR utilizando-se "primers" especificos do vetor pT7-7 e como DNA molde
o vetor pT7-7 e os plasmideos purificados a partir das bactérias resistentes. Estas
reagbes foram analisadas em gel de agarose 1,5% TAE 1X (Figura 4).

E possivel observar diferenca de migracéo dos produtos amplificados a partir do
vetor pT7-7, de aproximadamente 100pb, e do plasmideo recombinante, com cerca de
450 pb, comprovando a presenga do inserto neste ultimo que foi denominado pMSA-L1.
A analise por digestdo deste plasmideo com as enzima Xbal e HindlIll também forneceu
resultados que comprovaram a presenca do inserto amplificado no vetor pT7-7 (dados

nao apresentados).
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4.3.2. Construgdo do plasmideo recombinante pMSA-2

O gene ginZ de A. brasilense foi também clonado no vetor pTZ19R (Figura 5)
entre os sitios de restricdo Xbal. Bactérias E. coli estirpe XL1Blue foram transformadas
com a ligacéo e selecionadas através da resisténcia ao antibidtico ampicilina, a marca
de resisténcia do vetor, em meio LA. Algumas das bactérias resistentes, ou seja,
aquelas que receberam o vetor, foram crescidas em meio LB + ampicilina e foi feita
extragcdo de seus plasmideos.

Para verificar se a clonagem do gene g/nZ no vetor pTZ19R realmente ocorreu,
reagbes de PCR, utilizando-se os "primers" universal e reverso especificos do vetor
pTZ19R, foram realizadas utilizando como “template” o vetor pTZ19R e um plasmideo
purificado a partir das bactérias resistentes. Estas reagcées foram analisadas em gel de
agarose 1,5% TAE 1X. (Figura 6).

Uma diferenga de migracdo entre os produtos amplificados a partir dos diferentes
moldes pode ser observada. Na linha 1, o produto amplificado apresenta cerca de
100bp, tamanho correspondente ao sitio de policlonagem do vetor pTZ19R. Ja na linha
2 temos a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 450bp que corresponde
ao gene ginZ de Azospirillum brasilense juntamente com algumas bases do sitio de
policlonagem do vetor. Este resultado indicou a clonagem do gene g/inZ de A.
brasilense no vetor pTZ19R originando o plasmideo recombinante pMSA-2.

O plasmideo recombinante pMSA-2 foi entdo submetido a reagbes de restricdo
com as enzimas EcoRl e Sall. A analise dos fragmentos obtidos através da digestéo
com estas duas enzimas indicou novamente a clonagem do gene g/nZ no vetor pTZ19R

(dados nao apresentados).

4.4. Sequenciamento dos insertos dos plasmideos recombinantes pMSA-L1 e
pMSA-2

O plasmideo pMSA-L1 foi primeiramente sequenciado utilizando-se o "primer"
AbginZ3'. A sequéncia obtida foi submetida a comparacbées com o banco de dados
(GenBank) utilizando-se o programa BLAST (Altschul ef al., 1997). Este programa
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traduz a sequéncia de nucleotideos nas seis sequéncias de leitura possiveis e as
compara com sequéncias depositadas no banco de dados. A analise desta comparacao
demonstrou que a sequéncia submetida era idéntica a sequéncia do gene ginZ ja
depositada no banco de dados por de Zamaroczy et al. (1996).

O sequenciamento deste mesmo plasmideo utilizando o “primer’ Abg/inZ5'M foi
realizado e a sequéncia obtida também apresentou 100% de identidade com a
sequéncia do GenBank.

O plasmideo recombinante pMSA-2 também foi sequenciado com os “primers”
universal e reverso. As duas sequéncias apresentaram 100% de identidade com a
sequéncia do gene g/inZ depositada no banco de dados por de Zamaroczy et al. (1996).

A sequéncia do inserto presente nos dois plasmideos recombinantes e sua
comparagéo com a sequéncia do gene g/nZ de Azospirillum brasilense depositada no

banco de dados esta representada na figura 7.

4.5. Expressao da proteina GInZ de A. brasilense em E.coli

O plasmideo pMSA-L1 e o vetor de expressao pT7-7 foram transformados em E.
coli estirpes BL21(DE3)pLysS e em RB9065 (DE3).

Em cada estirpe transformada, o plasmideo pMSA-L1 foi submetido a vérios
testes para que as condi¢bes 6timas de expressdo da proteina GInZ fossem obtidas.
Nestes testes foi variado o agente indutor (IPTG ou lactose) e também a densidade
optica inicial de indugdo (D.Ospo 0,2, 0,3 e 0,5). Apds o crescimento, indugdo e lise

celular as proteinas foram analisadas em gel de poliacrilamida (Laemmli, 1970).

4.5.1. Expresséo da proteina GInZ de A. brasilense em E. coli BL21(DE3)pLysS

A proteina GInZ de A. brasilense foi superexpressa primeiramente na estirpe
BL21(DE3)pLysS de E. coli que é uma bactéria com boa taxa de indugdo uma vez que
possui a RNA polimerase do fago T7.

Antes de iniciar os experimentos para obter as condigbes étimas de expresséo

da proteina GInZ, resolvemos testar sua solubilidade. A partir de resultados do nosso
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proéprio laboratério (Monteiro et al., 2000), expressamos a proteina GInZ utilizando como
agente indutor a lactose e induzindo por 4 horas a partir das bactérias BL21(DE3)pLysS
transformadas com o plasmideo recombinante pMSA-L1. Logo apds a indugéo,
analisamos os extratos protéicos soluvel e insoluvel destas células e o extrato protéico
total das bactérias BL21(DE3)pLysS transformadas com o vetor pT7-7, como controle,
também induzido nas mesmas condi¢des. A figura 8 mostra o perfil eletroforético do
extrato bruto das células BL21(DE3)pLysS transformadas com o vetor pT7-7 (linha 1) e
o perfil protéico dos extratos celulares insoluvel (linha 2) e soluvel (linha 3) das
bactérias BL21(DE3)pLysS transformadas com o plasmideo pMSA-L1. Pode-se notar a
presenca de uma banda de aproximadamente 11kDa presente nas linhas 2 e 3 que néao
é visivel na linha 1. Esta banda corresponde a superexpressao da proteina GInZ de A.
brasilense presente tanto na fragdo soluvel quanto na insoluvel do extrato celular.
Tendo em vista a maior concentragdo da proteina GInZ na fragdo soluvel do extrato
celular, os resultados seguintes referem-se somente a este tipo de extrato.

Apos a analise da solubilidade da proteina GInZ, iniciamos os testes para obter
suas condi¢des 6timas de superexpressao nesta mesma estirpe de E. coli.

A proteina GInZ foi superexpressa a partir do plasmideo pMSA-L1 em
BL21(DE3)pLysS com uma taxa de migragdo em gel de poliacrilamida 15% de
aproximadamente 11kDa variando apenas a sua taxa de expressdo uma vez que as
condi¢des de indugao estavam sendo modificadas.

Na figura 9, podemos observar que a proteina GInZ tem uma taxa de expresséo
bastante variada relacionada com o agente indutor e com a densidade éptica da cultura
no momento inicial da indug&o. Todas as células foram induzidas por 4 horas. Quando
induzida com IPTG (0,5mM), a proteina GInZ apresenta uma superexpressdo bastante
similar tanto em D.0O.eg0 inicial de 0,3 (linha 1) quanto em 0,5 (linha 2). Entretanto, ha
uma quantidade maior de proteinas contaminantes em D.O.g inicial de 0,5. Com o
agente indutor lactose, utilizado na concentragdo de 0,5% pl/v, ocorre diferenca de
inducao entre as bactérias induzidas com uma D.O . inicial de 0,3 ou 0,5. A taxa de
superexpressao da proteina GInZ é visivelmente maior em D.O.gqo inicial de 0,5 (linhas
5 e 6) que quando a indugdo é iniciada em D.0O.g00 0,3 (linha 4). A concentracdo de
contaminantes, da mesma forma que na inducdo com IPTG, é mais elevada na
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densidade optica de 0,5. Na linha 3, observamos o extrato protéico das células
BL21(DE3)pLysS transformadas com o vetor pT7-7 que n&o possui a proteina GInZ.

A partir destes resultados podemos concluir que a proteina GInZ é
superexpressa em E. coli BL21(DE3)pLysS tanto com lactose quanto com IPTG com
boas taxas de induc¢ao.

Tendo estabelecido as melhores condi¢cdes de superexpressao da proteina GInZ,
os protocolos para sua purificacdo poderdo ser iniciados. Com a proteina GInZ
purificada, varios ensaios de interacdo com outras proteinas do metabolismo

nitrogenado, assim como a produg¢éo de anticorpos policlonais, poderao ser realizados.

4.5.2. Expressao da proteina GInZ de A. brasilense em E. coli RB9065 (DE3)

A estirpe de E. coli RB9065(DE3) é ginB e ginD. A proteina GInZ expressa
nestas bactérias ndo pode ser uridililada pelo produto do gene g/nD (a proteina GInD ou
uridiliitransferase/enzima removedora de uridilil) e a ocorréncia de hibridos com a
proteina GInB destes microrganismos é também bastante diminuida. A expressdo de
g/nZ nestes microrganismos tem como principal objetivo obter a proteina GInZ na maior
homogeneidade possivel, fator necessario para determinados ensaios, como por
exemplo a cristalizacao.

Com esta estirpe foram realizados alguns testes apenas variando a D.O.ep0 da
culturas para iniciar a indugdo, uma vez que utilizou-se apenas IPTG 0,5mM como
agente indutor durante 4 horas.

Na figura 10 pode-se observar que a proteina GInZ teve uma maior taxa de
expressdo com uma D.O.gq inicial de 0,2 (linha 1) se comparada com a superexpressao
desta proteina iniciando-se a indugdo em D.O .00 de 0,5.

Estes resultados indicam que a proteina GInZ pode ser expressa na linhagem de
E. coli RB9065(DE3) e que seu nivel de expressdo é alto suficiente para permitir uma

possivel purificacdo da proteina.
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MW(pb) 1 2

340pb

Figura 2: Produto de amplificagdo obtido do DNA genémico de A. brasilense.

Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5%, TAE 1X.

MW indica o padrao de massa molecular (100pb ladder).

As bandas indicadas nas linhas 1 e 2 apresentam cerca de 340 pb e
correspondem ao fragmento amplificado a partir do DNA genémico de A. brasilense por

PCR, o gene ginZ.
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T7 promotor

CGATTCGAACTTCTCGATTTCGAACTTCTGATAGACTTCGAAATTAATACGACTCACTATA

GGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAC
Xbal

ATATGGCTAGAATTCGCGCCCGGGGATCCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAAGCTTATC

Ndel BamH|  Xbal g

T7 terminador

Sitio de Policlonagem

Origem de Replicagao

Figura 3: Esquema do vetor de expressao pT7-7
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MW(pb) 1 2

Figura 4: Analise do plasmideo recombinante pMSA-L1

Eletroforese em gel de agarose 1,5%, TAE 1X.

MW indica o padrao de massa molecular (100pb ladder).

A existéncia do plasmideo recombinante pMSA-L1 pode ser comprovada na
medida em que foi possivel observar diferengca de migracdo das amplificagbes
resultantes das reacées de PCR que utilizaram como DNA molde o vetor pT7-7 (linha 1)
e o plasmideo purificado a partir das bactérias selecionadas no meio LA com ampicilina
(linha 2). Os fragmentos provindos do plasmideo recombinante possuem o tamanho

correspondente ao esperado para o gene ginZ.
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TTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGA

Xbal

Sitio de policlonagem

Primer universal

T7 promoter

Figura 5: Esquema do vetor pTZ19R

Primer reverso

Ori pBR322
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MW(pb) 1 2

pMSA-2

Figura 6: Analise do plasmideo recombinante pMSA-2

Eletroforese em gel de agarose 1,5%, TAE 1X.

MW indica o padrao de massa molecular (100pb ladder).

A partir de reagdes de PCR foi possivel confirmar a clonagem do gene ginZ de A.
brasilense. O produto amplificado a partir do vetor pTZ19R (linha 1) apresenta
aproximadamente 100pb, tamanho correspondente ao sitio de policlonagem deste
vetor. Ja o produto amplificado a partir do plasmideo recombinante pMSA-2 possui
cerca de 450 pb que € o tamanho esperado para a amplificagdo do gene g/inZ mais

algumas bases do sitio de policlonagem do vetor.
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Query: 1 1t gaaactggttatggccatcatcaagccgttcaagetegacgaagtgegegaggegetg 60
Frrrreeerrrrreerrrreerrrrrerrrrrrerrrrreerrrrrrrrrrrrrrrrred
Sbjct: 1057 atgaaactggttatggccatcatcaagccgttcaagctcgacgaagtgegegaggegetg 1116

Query: 61 acgtcgctcgggattcagggecctgacggtgagegaggtgaagggetteggacgeccagaag 120
SR N 1 1 T O T 1 T 1 T 0 I T IO
Sbjct: 1117 acgtcgctcgggattcagggcctgacggtgagcgaggtgaagggctteggacgeccagaag 1176

Query: 121 ggtcagaccgagatctaccgcggcgceccgagtattececgtgagettectgeccaaggtgaag 180
Frerrererrererrererrrrerrerererrererrrrerrrrrrerrrrererrrred
Sbjct: 1177 ggtcagaccgagatctaccgcggcgeccgagtattececgtgagettecctgeccaaggtgaag 1236

Query: 181 gtcgaggtcgcggtgtccgacgaccagtacgagcaggtggtcgaggecgatccagaaggee 240
B L 0 0 10 1 0 I 1 G U
Sbjct: 1237 gtcgaggtcgcggtgtccgacgaccagtacgagcaggtggtecgaggegatccagaaggee 1296

Query: 241 gccaacaccggccgcatcggcgacggcaagatcttegttetggacategeccaggecgtg 300

PEERCRG SRR RN DR T LD VR0t ) SR C RV LR oL B vy g
Sbjct: 1297 gccaacaccggccgcatcggcgacggcaagatcttegttetggacategeccaggeegtg 1356

Query: 301 cgcatccgcaccggcgagaccaacaccgaagctctctga 339

FEerrrrrrrerrrrerer e e rer el
Sbjct: 1357 cgcatccgcaccggcgagaccaacaccgaagctctcectga 1395

Figura 7: Comparacao entre a sequéncia obtida do inserto presente nos
plasmideos recombinantes com a sequéncia do gene g/nZ depositada no banco
de dados GenBank

Apos sequenciamento do inserto presente nos plasmideos recombinantes pMSA-
L1 e pMSA-2 com os “primers” de interesse, a analise de comparagado da sequéncia
obtida foi feita utilizando o programa BLAST Search (GenBank/NCBI) (Altschul et al .,
1990). “query” corresponde a sequéncia do inserto presente no pMSA-L1 e pMSA-2 e
“sbjct” & sequéncia do gene ginZ depositada no banco de dados.

E possivel observar 100% de identidade entre as sequéncias.
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MW(kDa) 1 2 3

o

30

14
GInZ

Figura 8: Teste de solubilidade da proteina GInZ de A. brasilense em E. coli
BL21(DE3)pLysS

Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida-SDS 15% utilizando padrao de
massa molecular (MW).

Extratos de células BL21(DE3)pLysS transformadas com o vetor pT7-7 € com o
plasmideo pMSA-L1 foram analisados apos indugao com lactose, por 4 horas, segundo
dados do proprio laboratério (Monteiro et al, 2000). A linha 1 mostra a fragao total do
lisado celular das células transformadas com o vetor pT7-7 e as linhas 2 e 3 mostram,
respectivamente, a fracao insoluvel e soluvel do lisado celular das células
transformadas com o plasmideo recombinante pMSA-L1.

As proteinas foram coradas com Coomassie-Blue.
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GInZ

Figura 9: Expressao da proteina GInZ de A.brasilense em E. coli BL21(DE3)pLysS

a partir do plasmideo recombinante pMSA-L1 — condicoes de inducao

Gel de poliacrilamida-SDS 15%

Extratos protéicos das células BL21(DE3)pLysS transformadas com o vetor pT7-
7 e com o plasmideo pMSA-L1 foram analisados. Nas linhas 1 e 2 tém-se,
respectivamente, o extrato protéico sollvel das células transformadas com o plasmideo
pMSA-L1, induzidas com IPTG na concentra¢gao de 0,5mM por 4 horas, com uma D.
O.600 inicial de 0,3 (linha 1) ou 0,5 (linha 2).

Na linha 3 esta mostrado o extrato protéico total das células transformadas com
o vetor pT7-7. As linhas 4 e 5 mostram, respectivamente, o extrato protéico soltuvel das
células transformadas com o plasmideo pMSA-L1 e induzidas com lactose por 4 horas
partindo de uma D. O.gqg inicial da cultura bacteriana de 0,3 e 0,5.

As proteinas foram coradas com Coomassie Blue.
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Figura 10: Expressao da proteina GInZ de A. brasilense em E. coli RB9065 (DE3) a
partir do plasmideo recombinante pMSA-L1

Eletroforese SDS-PAGE 15%.

MW indica o padrao de massa molecular (em kDa).

As linhas 1 e 2 correspondem ao extrato protéico soluvel das células E. coli
RB9065 (DE3) transformadas com o plasmideo pMSA-L1 e induzidas com 0,5mM de
IPTG por quatro horas variando a densidade oéptica inicial de indugao das culturas em
0,2 (linha 1) e 0,5 (linha 2).

As proteinas foram coradas com Coomassie Blue.
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5. CONCLUSOES

e O gene ginZ de Azospirillum brasilense foi amplificado por PCR a partir do DNA

gendmico do microrganismo e oligonucleotideos sintetizados quimicamente;

e O gene gInZ de Azospirillum brasilense foi clonado no vetor de expressao pT7-7,
dando origem ao plasmideo recombinante pMSA-L1, e no vetor pTZ19R originando
o plasmideo pMSA-2;

¢ O inserto presente nos plasmideos recombinantes foi sequenciado e as sequéncias
obtidas apresentaram 100% de identidade com a sequéncia do gene ginZ

depositada no banco de dados GenBank;

e A proteina GInZ de Azospirillum brasilense foi superexpressa a partir do plasmideo
recombinante pMSA-L1 em E. coli estirpes BL21(DE3)pLysS e RB9065 (DE3) e

encontrava-se tanto na fragao sollvel quanto na insollavel dos extratos celulares;

e A proteina GInZ superexpressa nestas duas estirpes apresentou uma taxa de
migracdo em gel de poliacrilamida inferior a 14kDa, préximo portanto do teérico
11kDa;

e A proteina GInZ de A brasilense foi superexpressa tanto na estirpe
BL21(DE3)pLysS quanto na RB9065 (DE3) de Escherichia coli.
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