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RESUMO

O gene recA de H. seropedicae, contido em um fragmento de 4,5 kb EcoRl,
no plasmideo pBMRS5, hibridizou com o gene recA de E. coli K12. Dois fragmentos,
3,6 kb Hindlll e 0,7 kb EcoRI/Hindlll, contidos no fragmento de 4,5 kb EcoRI, foram
subclonados separadamente nos vetores pTZ18R e pTZ19R, originando os
plasmideos pBMR503 e pBMR19, respectivamente. O sequenciamento total do DNA
inserto do pBMR19 e o parcial do pBMR503 produziu uma sequéncia continua de
bases, que, quando submetida a comparagbes no banco de dados, revelou
homologia com a proteina RecX de diversos organismos. A seqiéncia do gene recX
de H. seropedicae esta depositada no Genbank sob o numero de acesso
AFQ084045. No intuito de expressar a proteina RecX, foram construidos primers,
que, além de conterem bases complementares a regido 5 e 3 do gene,
apresentavam sitios de restricdo adequados para posterior clonagem em vetor de
expressdo. O plasmideo pBMRS foi utilizado como DNA molde na reagdo de
amplificacdo que originou fragmentos com tamanhos variados. Os fragmentos foram
utilizados como DNA-inserto na ligagdo com o vetor pTZ19R. Ap6és varias analises
dos clones resultantes da ligacdo, dois plasmideos, pCWG3 e pCWG10, por
apresentaram insertos com o tamanho esperado, 0,5kb, foram isolados e serao
submetidos ao sequenciamento. Os resultados obtidos confirmam a presenca do
gene recX, organizado de forma contigua ao gene recA, e indicam a possivel

clonagem do gene recX de H. seropedicae no vetor pTZ19R.

Xl



1 INTRODUGAO

A variabilidade genética desenvolvida ao longo da evolugéo e originada pelas
mutagdes tem na recombinagdo génica um fendmeno capaz de amplifica-la. As
mutacgdes introduzem novas informagdes no genoma, através de lentas e sucessivas
modificagdes do cadigo genético. As recombinacdes, desde o evento relativamente
simples de quebra e reunido, até mecanismos altamente especializados de mitose e
meiose, envolvem a permuta de material genético para formar novas combinagbes
génicas. Através da recombinagao a variabilidade genética de uma espécie aumenta
e pode ser transmitida sem necessidade de novas mutagbes. A recombinagéo
envolvendo a reagdo em que sequéncias homdélogas de DNA sé&o trocadas entre
dois cromossomos é denominada de recombinagdo homéloga (COX & LEHMAN,
1987). As moléculas resultantes dessa permuta s&o ditas recombinantes e contém
informagbes genéticas originalmente presentes em cada uma das moléculas
parentais (COX & LEHMAN, 1987; SMITH, 1988).

O isolamento de estirpes de Escherichia coli deficientes em promover a

recombinagdo (Rec’) deu origem a uma série de estudos bioldgicos, genéticos,
fisicos e fisiolégicos das etapas do mecanismo de recombinacdo homdloga.
Inicialmente foram descritos os loci recA, recB e recC (CLARK & MARGUILES,
1965; WILLETS et al,, 1969) e subseqientemente os loci recD (AMUNDSEN et
al.,1986; BIEK e COHEN, 1986), recE, recF, recG, recJ, recK, recL, recN (COX &
LEHMAM, 1987; CLARK, 1991), recO, recQ, (WEST, 1988) e recR (UMEZU et
al.,1990). Recentemente, outro loci envolvido na recombinagéo, inicialmente
denominado como orf3 em Mycobacterium smegmatis, foi caracterizado como gene
recX em diferentes bactérias (PAPAVINASASUNDARAM et al., 1997).
A proteina RecA é ubiqua em eubactéria e pode ser considerada como uma das
proteinas mais conservadas nestes microrganismos. KARLIN e colaboradores
(1995) propuseram um sistema de classificagdo baseado na comparagdo de
seqliéncias da proteina RecA de 62 espécies de bactérias isoladas de diferentes
habitats.

Em E. coli, a proteina RecA desempenha um papel fundamental no processo
de recombinagdo homoéloga e no reparo SOS do DNA (WALKER, 1984). Durante a
recombinagdo, ela atua como uma ATPase DNA-dependente e promove, gracas a

sua grande capacidade de complexagdo com o DNA, o pareamento das moléculas
de DNA homdlogas e a consequente troca de segmentos entre elas (COX &
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LEHMAN, 1987). Na resposta SOS, em presenga de DNA lesado ou de segmentos

‘de DNA unifilamentar, os quais agem como sinal indutor, a proteina RecA é ativada
e promove a autoclivagem da proteina repressora LexA e de proteinas repressoras
do fago Lambda (LITTLE, 1984). Além disso, a proteina RecA atua indiretamente no
processo de mutagénese do DNA (reparo propenso a erro) (DUTREIX et al., 1989)
regulando a indugéo da resposta SOS e a clivagem da proteina UmuD (NOHMI et
al., 1988). Estudos realizados em Rhizobium meliloti mostraram que a auséncia do
gene recA leva a aumento do tempo de formag&o dos nédulos e a uma diminuigéao
de sua habilidade competitiva pelos ndédulos em culturas axénicas de alfafa. Fato
este que justifica o interesse voltado para a utilizagdo de estirpes RecA” como
organismos geneticamente modificados (HERRERACERVERA et al., 1997) (Figura
1).

Proteinas com fungdo analoga a da proteina RecA de E. coli (RecA-like)
foram descritas em diferentes espécies de microrganismos: Rhizobium meliloti
(BETTER & HELINSKI, 1983); Pseudomonas aeruginosa (KOKJOHN & MILLER,
1985); Agrobacterium tumefasciens (MILES et al., 1986), Azospirillum brasilense
(CROES et al., 1990) e, recentemente, em Rhodopseudomonas viridis (CHEN &
MICHEL, 1998), entre outros.

Os genes recB, recC e recD codificam as trés subunidades da proteina
RecBCD envolvida na recombinagdo homéloga, no reparo do DNA, na degradacgéo
de DNA exdgeno ou danificado e na manutengéo da viabilidade celular (CAPALDO-
KIMBALL, 1971; CLARK, 1973; MARSIC et al., 1993). A proteina RecE é uma
exonuclease (GILLEN et al., 1981). HALL et al. (1993) identificaram a proteina RecT,
cuja fungdo é promover a renaturagdo de sequéncias de DNA de fita simples. Essa
proteina é codificada por uma regido do gene recE (HALL et al.,1993). A proteina
RecF liga-se ao DNA de fita simples e/ou dupla e participa da recombinagédo e do
reparo do DNA (BLANAR et al, 1984, MADIRAJU & CLARK, 1992). RecJ é uma
exonuclease 5' — 3' especifica para DNA de fita simples (LOVETT e CLARK, 1984;
LOVETT e KOLODNER, 1989). A proteina RecO promove a renaturacdo de
segmentos de DNA de fita simples complementares (UMEZU et al., 1993). RecQ é
uma helicase (UMEZU et al., 1990). UMEZU et al. (1993) sugeriram que o produto
do gene recR participa juntamente com RecF e RecO de um mesmo passo durante
a recombinagdo, e que essas trés proteinas interagem com a proteina RecA. A
proteina RecG é a Unica helicase juncional especifica envolvida no reparo do DNA e
na recombinacéo (MAHDI et al., 1997). A RecN.parece estar envolvida no reparo
(BRENA-VALLE & SERMENT-GUERRERO, 1998), mas juntamente com o produto
do gene recK, ainda constituem objeto de investigacgéo.
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Em P. aeruginosa, a proteina RecX parece participar da regulagdo da

proteina RecA (provavelmente pela interagdo entre elas) ja que, quando o gene recA
esta sendo superexpresso, a presenca da proteina RecX se mostra essencial para a
sobrevivéncia bacteriana (SANO, 1993; DE MOT et al.,1994). J& em Mycobacterium
smegmatis e M. tuberculosis, PAPAVINASASUNDARAM et al. (1998) sugerem, a
partir de ensaios de exposicao a luz ultravioleta e de recombinacdo homébloga, que o
gene recX, em situagbes de superexpressado do gene recA, ndo € necessario para a
sobrevivéncia bacteriana. Enquanto ensaios de transformagdo com M. smegmatis
mostraram que 0 gene recX € necessario quando o gene recA esta sendo
superexpresso. A presenca do gene recD mostrou-se também imprescindivel
durante a transformagéo, ja que mutantes recD foram incapazes de realizar
transformagéo e a frequéncia de formag&o do “pilin” conjugativo apresentou-se
reduzida em relagéo ao controle (rec’) em Neisseria gonorrhoeae MS11 (CHAUSSE
et al., 1999).

Sequéncias homélogas ao gene recX foram identificadas em varias espécies
de bactérias, e em trés dos diversos casos (Leggionella pneumophila, Thiobacillus
ferrooxidans e M. smegmatis) o gene também se encontra parcialmente sobreposto
ao gene recA. Analises de RNA feitas por RT-PCR (reverse
transcriptional/polimerase chain reaction) em M. smegmatis demonstraram que os
genes recA e recX sao cotranscritos como parte de um mesmo operon
(PAPAVINASASUNDARAM et al., 1997).

Dentre todos estes loci, 0 recA é considerado 0 mais importante, uma vez que
mutagdes nesse gene chegam a reduzir o potencial de recombinacéo de E. coli em
mais de mil vezes (COX & LEHMAN, 1987).

1.1 Herbaspirillum seropedicae

A importancia conferida ao microrganismo H. seropedicae se deve ao seu
potencial como bactéria fixadora de nitrogénio - diazotréfica — e como fornecedor de
fitohormobnios para varias poaceas de interesse econdmico. Sua ocorréncia foi
documentada em raizes de arroz, milho, sorgo, cana-de-agicar e em plantas
prejudiciais que acompanham a cultura de cana, como também em folhas e caules
de cana-de-agucar e de arroz (BALDANI et al., 1986, 1991).

H. seropedicae ¢é classificado como membro do subgrupo B das
Proteobactéria, com base na analise de sequéncias de rRNA (YONG, 1992). O
carater endofitico obrigatério deste organismo foi recentemente evidenciado pela
ndo sobrevivéncia do mesmo em solos mantidos sem cultivo e livres de raizes
(BODDEY et al., 1995).
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As células de H. seropedicae séo vibridides, apresentam de um a trés flagelos
que lhes permitem a mobilidade. Na auséncia de nitrogénio fixado e sob condi¢des
microaerdbicas, demonstram atividade de um complexo enzimatico denominado
nitrogenase, o qual catalisa a reagdo de redugdo do N, em amodnia (BALDANI et
al.,1986). Em H. seropedicae ha uma ampla faixa de tolerancia ao pH (5,0-8,0),
sendo aparentemente menos sensivel ao oxigénio do que em outras espécies de
bactérias, como por exemplo Azospirillum brasilense (BALDANI et al.,1986; FU &
BURRIS, 1989; KLASSEN, 1994).

A clonagem e sequenciamento de um gene nifA-like de H. seropedicae
(SOUZA et al., 1991a e 1991b) deu inicio aos estudos de genética e manipulagéo
génica deste microrganismo no Laboratério de Fixacdo de Nitrogénio (Depto de
Bioquimica - UFPR). Até o momento foram sequenciados varios genes envolvidos
na cascata da fixagdo de nitrogénio, como nifHD e parte do nifK (MACHADO et al.,
1996), ginB (BENELLI et al, 1997), ginAntrBC (PERSUHN et al., submetido),
nifENXorf1orf2 (KLASSEN et al., 1999), nifQmodABCfixXC (KLASSEN et al.,) e nifB
(REGO, 1997), além do gene nifA. Com a inten¢do de se proceder novas analises
genéticas de H. seropedicae iniciou-se o estudo do seu sistema de recombinacéo.

Apds o isolamento e caracterizacdo do gene recA de H. seropedicae
(STEFFENS, 1994), buscando analisar genética e fisiologicamente outros genes
envolvidos na recombinagéo génica, este trabalho tem como objetivos:

e Sequenciar o gene recX de H. seropedicae;

e Clonar o gene recX de H. seropedicae em vetor de expressao;

e Induzir, purificar e caracterizar da proteina RecX de H. seropedicae.



2 MATERIAIS E METODO

2.1 Bactérias e plasmideos

As estirpes de bactérias e os plasmideos utilizados neste trabalho estdo
listados na TABELA 1.

E. coli

S$17.1 RP4-2 Tc::Mu Km::Tn7 Tra® Sm' Simon et al., 1983
71-18 A(lac-pro) F' lacl® Z M15 pro” Messing et al., 1977
XL1Blue Tc" recA1 endA1 gyrA96 hsdR17 Bullock et al., 1987
DH10B Nal" F* endA1 recAt Grant et al., 1990
Plasmideos
pTZ18R Amp' JacZ f1 IG Mead et al., 1986
pTZ19R Amp' JacZ f1 IG Mead et al., 1986
pLAFR3 Icos facZ TcInc.P1 Tc" Mob+ Staskavicz et al., 1987
pT7-7 Amp' (vetor de expressao/promotor T7) Biolabs |
pET28a Km' (vetor de expressdo/promotor T7 - gera uma Novagen
pro{eina de fusdo com cauda His-Tag)
pBMR5 pLAFR3: : frag. EcoRI / Hindlll de 25,7 kb do DNA de H. Steffens ef al., 1993
seropedicae
pBMR503 pTZ18R: : frag. Hindlll de 3,65 kb do pBMR5 (MMS") Steffens, 1994
pBMR506 pTZ19R: : frag. EcoRlI de 4,5 kb do pBMR5 Steffens, ndo publicado
pBMR18 pTZ18R: : frag. EcoRI/ Hindlll de 0,7 kb Steffens, ndo publicado
pBMR19 pTZ19R: : frag. Hindlll / EcoRI de 0,7 kb Steffens, ndo publicado
pRAM3 pET28a::frag. Ndel / BamHI de 0,5 kb Monteiro, 1998
pRAM4 pT7-7:.frag. Ndel / BamHI de 0,5 kb Monteiro, 1998
pCWG3 pTZ19R:: frag. Ndel / BamHI de 0,5 kb Este trabalho

pCWG10 pTZ19R:: frag. Ndel / BamHI de 0,5 kb Este trabalho




2.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados no cultivo das estirpes de E. coli foram: Luria-
Both (LB) (SAMBROOK et al.,1989), Terrific-Broth (SAMBROOK et a/.,1989) e Mc

Conkey (MILLER, 1982).

¢ O meio LB apresenta a seguinte composi¢do em gramas por litro:

Extrato de levedura
NaCl
Triptona

50
10,0
10,0

O pH foi corrigido para 7,0 com NaOH 1mol/L. O meio sélido foi obtido a partir

da adi¢do de agar na concentragio de 12g/L ao meio liquido.

¢ O meio Terrific Broth apresenta a seguinte composigao:

Extrato de levedura
Glicerol

Triptona

KH2 PO4

KoHPO4

24,0 g/L
4,0 mL/L
12,0 glL
2,31g/L

12,54g/L

¢ O meio Mc Conkey apresenta a seguinte composi¢do em gramas por litro:

Peptona
Polipeptona
Lactose

Sais biliares
NaCl

Agar

Vermelho neutro
Cristal violeta

17,0
3,0
10,0
1,5
50
13,5
0,03
0,001



2.3 Antibiéticos

As concentragbes finais dos antibiéticos utilizados nos meios de cultivo para
E. coli foram: estreptomicina (Sm) 80uL/mL; tetraciclina (Tc) 10uL/mL; &cido
 nalidixico (Nal) 10uL/mL; ampicilina (Amp) 250uL/mL e canamicina (Km) 50uL/mL.

A solugéo estoque de tetraciclina (10mg/mL) foi preparada em etanol 50%. As
solugbes estoque de estreptomicina (80mg/mL), ampicilina (250mg/mL) e
canamicina (50mg/mL) foram preparadas em agua Milliq e esterilizadas por filtragdo
em filtro Millipore 0,45um. A solucdo de acido nalidixico (10mg/mL) foi preparada em
agua Millig , neutralizada com NaOH 1mol/L para completa solubilizagéo e
esterilizada por filtragdo. As solugdes estoque dos antibidticos foram mantidas a 0°C.

2.4 Preparo da solugdao de RNAse

A solucdo estoque de RNAse (10mg/mL) foi preparada em Tris.HCI
10 mmol/L pH 7,5, contendo 15 mmol/L de NaCl e fervida durante 20 minutos para
inativacdo de DNAses e de outras nucleases contaminantes.

2.5 Preparo das solugdes de cloroférmio:alcool isoamilico e de fenol:
cloroférmio:alcool isoamilico
A solucéo de cloroférmio:alcool isoamilico foi preparada misturando 24 partes
de cloroférmio e 1 parte de alcool isoamilico. A solugdo de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico foi preparada misturando 1 parte de fenol tamponado e 1 parte de
cloroférmio:alcool isoamilico.

2.6 Condig¢des de cultivo dos microrganismos

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB ou Terrific Broth a 37°C,
sob agitagdo constante de 130 rpm, num periodo de até 18 horas. Em todas as
culturas foi mantida a relagdo de 1/5 entre o volume do meio e o volume total do
frasco empregado, visando assim garantir uma aerac¢ao ideal durante o crescimento
dos microrganismos

2.7 Manutencgao das estirpes bacterianas e preparo dos pré-inéculos

As estirpes bacterianas utilizadas foram mantidas a temperatura de -20°C em
suspenséo de glicerol 50%. Para o preparo dos pré-inéculos, aliquotas de 50-100uL
destas suspensdes foram transferidas para o meio liquido adequado e incubadas a
37°C durante 10-15 horas.



2.8 Minipreparacgao de plasmideos

O isolamento de plasmidios de E. coli em pequena escala baseou-se no
método de lise alcalina (SAMBROOK et al.,1989) ou utilizando-se o KIT Flexiprep,
da Pharmacia Biotech, segundo especificagdes do fabricante. O procedimento de
lise alcalina foi feito da seguinte forma: células de uma cultura recente de E. coli
(D.O.s50 ~1,5) foram coletadas em tubos plasticos de 1,5mL por centrifugacdo em
microcentrifuga Sanyo (13.000 rpm), durante 1 minuto. O precipitado foi
ressuspenso em 100uL de solugdo GET (50 mmol/L de Glucose, 25 mmol/L de Tris
HCI pH 8; 10 mmol/L de EDTA pH 8,0). As células foram lisadas pela adigdo de
200uL de NaOH 0,2mol/L contendo 1% de SDS e homogenizadas por inversdo
durante 5 minutos a temperatura ambiente. A neutralizagdo da solugio foi feita pela
adicdo de 200uL de acetato de amédnio (7,5 mol/L), em substituicdo aos 180uL de
Kacf (3,0 mol/L de acetato de potassio e 1,8 mol/L de acido férmico) recomendado
no protocolo original. Em seguida, as amostras foram incubadas em banho de gelo
por no minimo 15 minutos. Nesta etapa ha a precipitagdo de DNA cromossomal,
proteinas e restos celulares. Apés os 15 minutos, foram adicionados 100uL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e o sistema foi submetido a breve agitacdo em
agitador de tubos tipo "vortex". O sobrenadante contendo o DNA plasmidial foi
coletado, ap6s centrifugagéo (13.000 rpm por 5 minutos), e transferido para um novo
tubo. A precipitagdo do DNA foi feita pela adigdo de 2 volumes de etanol 95%, em
banho de gelo por no minimo 30 minutos. Passado esse periodo, foi feita uma nova
centrifugacéo a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 1mL de etanol 80%. Em seguida o material foi
centrifugado a 13000 rpm por 7 minutos. O etanol foi retirado por sucgéo e o material
foi seco em bomba de vacuo. O precipitado foi ressuspenso em &agua Milliq
suficiente para solubilizagdo (normalmente em 150uL para posterior tratamento com
RNAse).
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2.9 Tratamento com RNAse e P6s-RNAse

A amostra de DNA plasmidial ressuspensa em 150uL de agua Milliq, foram
acrescentados 10uL de RNAse (10mg/mL). A incubacéo foi feita a 37°C por 3 horas.
Apls esse periodo, foram adicionados 53,3uL de acetato de amonio (7,5mol/L) —
visando promover a precipitagdo de proteinas - obtendo-se uma concentragéo final
de 2,5mol/L. O tubo foi mantido em banho de gelo durante 10 minutos. A
desproteizagéo foi feita pela adicdo de 100uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e
breve agitacdo seguida de centrifugacdo (13.000 rpm por 5 minutos). O
sobrenadante foi coletado e submetido a novo tratamento com fenol/cloroférmio. A
precipitacdo do DNA foi feita pela adi¢do de 3 volumes de etanol 95%. A fim de
proporcionar uma maior eficiéncia na precipitacdo do DNA, os tubos foram mantidos
em banho de gelo por no minimo 30 minutos. Apds este periodo, o sistema foi
novamente centrifugado (13.000 rpm por 15 minutos). O sobrenadante foi retirado,
ao precipitado foi adicionado 1mL de etanol 80%, e em seguida o material foi
centrifugado (13000 rpm por 7 minutos). O excesso de etanol foi retirado por sucgéao
e o DNA secado na bomba de vacuo. O precipitado foi ressuspenso em agua Milliq
suficiente para a sua solubilizagédo ( em média 20uL).

2.10 Eletroforese

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

Os géis de agarose foram preparados fundindo agarose dissolvida em
solugdo tampéao Tris base 89 mmol/L contendo acido bérico 89 mmol/L e EDTA 2
mmol/L pH 8,0 (TBE). O gel fundido foi transferido para placas suporte (5,7—8,3cm)
contendo pente para eletroforese analitica ou preparativa. A concentracéo de
agarose variou de 0,7 a 1,0%, de acordo com o tamanho dos fragmentos a serem
separados. O tampao de preparacdo do gel foi utilizado também na corrida
eletroforética. As amostras foram misturadas com corante FSUDS (azul de
bromofenol 0,2%, SDS 0,1%, Ficoll 20% em ToE4), na propor¢éo de uma parte de
corante para quatro partes de amostra (SAMBROOK et al., 1989) e aplicadas nos
pocos formados ap0s a retirada do pente.

As corridas eletroforéticas foram desenvolvidas a 20 volts por 3-4 horas ou 8-
10 volts durante 12-16 horas. Para a visualizagdo das bandas de DNA, o gel foi
corado em solucdo de brometo de etidio (0,5ug/mL) durante 20-40 minutos e o
excesso de corante foi retirado com agua destilada. A visualizagdo das bandas de
DNA foi feita em transiluminador ultravioleta. O registro das imagens foi feito em
papel térmico Sony (Video printer Grafic UP860CE) ou por fotografia em filme
KODAK ISO/ASA 400.
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2.11 Amplificagdo do DNA para reagao de seqiienciamento

Ao DNA de fita dupla purificado (0,5-1,0ug) (2.8) foram adicionados 2,62 uL
de tampao TACS (Tris 106 mmol/L, MgCl, 2,6 mmol/L e (NH4)2SO4); 1,0 uL de
oligonucleotideo (10 pmol) e 6,0 ul de mistura para sequenciamento Terminator
Ready Rxn Mix (Perkin-Elmer). Esta solugdo entao foi submetida a uma reagéo de
amplificacdo (PCR de sequenciamento), que consistia dos seguintes passos: um
ciclo de 95°C-5 min e trinta ciclos: 96°C-30 seg, 40°C-30 seg e 65°C-6 min.

212 Preparo do DNA para o seqlienciamento

O produto da reagéo de amplificagdo de DNA para sequenciamento (2.11) foi
transferido para um tubo de 1,5mL e a ele foram adicionados 6,67ulL de acetato de
amonia, na concentracdo final de 2,5mol/L, e 80uL de etanol 95%. A fim de
proporcionar uma maior eficiéncia da precipitagdo, os tubos foram mantidos em
banho de gelo por no minimo 15 minutos. Apds este periodo, foi feita a centrifugagéo
(13.000 rpm durante 15 minutos). O sobrenadante foi retirado cuidadosamente e ao
precipitado foi adicionado 1mL de etanol 80% e em seguida o material foi
centrifugado (13000rpm por 5 minutos). O etanol foi retirado por suc¢do e o material
foi seco em bomba de vacuo. O precipitado foi ressuspenso em 15uL de tampéo
TSR (Template Supression Reagent — Perkin Elmer Inc.). A amostra foi entdo
transferida para um tubo de 900ul, desnaturada por 2 minutos a uma temperatura

de 96°C e submetida a eletroforese em sequienciador automatico.

213 Seqlienciamento

As amostras de DNA foram seqlienciadas pelo método de terminagdo de
cadeia por didesoxiribonucleotideos (SANGER et al., 1977). O sequenciamento foi
feito utilizando quatro croméforos fluorescentes como terminadores de cadeia e
deteccdo a Laser, em Sequenciador Automatico de DNA Modelo AFS310 da Perkin-
Elmer Inc, apds corrida eletroforética em coluna capilar. As sequéncia obtidas foram
transferidas eletronicamente ao microcomputador e analisadas nos programas
DNAsis, Clustal V, Genbank, Auto Assembler e Staden.
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2.14 Transformagao bacteriana por eletroporagao

2.14.1 Preparo de células eletrocompetentes

Uma coldnia de células de E. coli foi inoculada em 50mL de meio LB, contidos
em um frasco de 500mL. Este pré-inculo foi incubado a 37°C sob agitagéo de 130
rom até a saturacdo da cultura. Apés o crescimento, quinhentos microlitros do pré-
in6éculo foram utilizados como inéculo em 500mL de meio LB, contidos em frasco de
2000mL. Este indculo foi incubado a 37°C sob agitagdo até atingir a D.O. g0 de
aproximadamente 0,5. Em seguida, esta cultura foi transferida para tubos plasticos
de 50mL e centrifugada a 5.000 rpm na temperatura de 4°C por 5 minutos em rotor
Hitachi n® 30. As células foram lavadas trés vezes, as duas primeiras utilizando-se
250mL de agua Milliq e a ultima utilizando-se 150mL de glicerol 10%. Ao retirar o
sobrenadante, o sedimento de células foi ressuspenso no glicerol restante no tubo e
fracionadas em amostras de 20 uL. As aliquotas foram armazenadas a -70°C.

2.14.2 Eletroporacgéo

Aliquotas de 20uL de células eletrocompetentes foram descongeladas
lentamente em banho de gelo e utilizadas durante o processo de eletroporagéo. A
cada tubo foi acrescentado 1ul. de DNA plasmidial e o conjunto foi levemente
homogenizado. O volume célula/ DNA de cada tubo foi transferido para uma camara
de eletroporacdo devidamente identificada. A camara de eletroporacdo foi ajustada
na camara de seguranga e submetida a corrente elétrica sob as seguintes
condigbes: 4 kV, 400Q e 300uF. A seguir, as células foram transferidas para frascos
de 25mL contendo 1mL de meio LB e incubadas a 37°C a 130rpm, por 1 hora. Apés
incubagéo, aliquotas de 50-100ul de células de E. coli foram plagueadas em meio
LA ou Mc Conkey. Ao meio de cultura, foram acrescidos os antibidticos apropriados
para a selegéo tanto das células bacterianas como dos plasmideos inseridos nas
mesmas. As placas foram incubadas a 37°C durante 16-24horas. As coldnias de E.
coli crescidas nas placas, foram coletadas e analisadas para a presenca dos
plasmideos (2.8).

2.15 Clivagem do DNA por enzimas de restricdo

Amostras de DNA foram usualmente clivadas com 1-2 unidades de enzima
de restricdo em um volume final de reagdo de 10-20uL, por 2-3 h a 37°C e utilizando
o tampao mais adequado para a atividade da enzima conforme indicado pelo
fabricante. Basicamente, as enzimas de restricdo e os tampdes utilizados foram
adquiridos da Pharmacia LKB, GIBCO BRL ou USB - Amershan.
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2.16 Ligagao

Os fragmentos de DNA a serem ligados apresentavam pontas coesivas, ja
que o vetor e o inserto haviam sido previamente digeridos com a mesma enzima de
restricdo (2.17). A mistura de ligagéo foi feita na proporgéo de 1:5 (vetor:inserto) em
um volume final variavel (10-30ulL). Essa mistura acrescida de tampao para a
enzima ligase (50 mmol/LTris.HCI pH 7,6; 10 mmol/L de MgCl;; 1 mmol/L de DTT,;
0,5 mmol/L de ATP e 5% de PEG) foi aguecida durante 10 minutos a 65°C e
resfriada rapidamente em gelo. A seguir, foi adicionada a enzima T4-DNA ligase (0,5
a 1U) e a mistura completa foi, entdo, incubada a 16-22°C por 24-48 h. Para verificar
0 sucesso da ligagdo, uma aliquota do sistema foi transformado por eletroporagao

em células de E. coli competentes (2.14).

2.17 Purificagao de DNA em gel de agarose de baixo ponto de fusdo (Low

Melting Point-LMP)

A concentragdo do gel utilizada na corrida eletroforética variou entre 0,7 e
1,0%. Apds uma corrida de 12 a 16 h, o gel foi corado com brometo de etidio e, sob
o transiluminador, a banda desejada foi localizada, cortada e transferida para um
tubo tipo eppendorf de 1,5mL. Ao tubo, foram adicionados 0,25mol/L de NacCl, 1
mmol/L de EDTA e 10 mmol/L de Tris.HCI pH 8,0. Posteriormente, o gel foi fundido
a 65°C por 5 minutos. A extragio do DNA presente no gel foi feita através da adicdo
de 1 volume de fenol e agitagéo (no vortex) durante 1 minuto. O sistema foi mantido
em repouso por 10 minutos e logo apés centrifugado 5 minutos a 13.000 rpm. A fase
aquosa foi coletada e ao fenol restante foram acrescentados 300uL de TioE1. ApGs
agitacdo e centrifugagéo, o sobrenadante foi reunido ao anterior, ja coletado. A fase
aquosa foi submetida a outras extragdes com fenol:cloroférmio:élcool isoamilico, a
fim de retirar toda a agarose presente. A precipitagdo do DNA foi feita pela adigéo de
2,5 volumes de etanol 95% e acetato de amonio 2,5mmol/L, em banho de gelo
durante 15-30 min. Passado esse periodo, o material foi centrifugado a 13.000 rpm
por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 1mL
de etanol 80%. Em seguida, o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 8 min. O
etanol foi retirado por sucgéo e o DNA foi seco em bomba de vacuo. O precipitado

foi ressuspenso em 10ul de agua destilada.
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2.18 PCR

O gene que codifica para a proteina RecX foi amplificado utilizando-se o
sistema de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (ERLICH.& ARNHEIM, 1992). Os
oligonucleotideos utilizados foram polinucleotideos sintetizados quimicamente
utilizando-se fosforamidite em Gene Assembler (Pharmacia). O plasmideo pBMR5
foi utilizado como DNA-molde e os dois oligonucleotideos utilizados foram: o recX1 e
o recX2. O sistema de reagao consistiu de 0,5ug de DNA; 2uL de dNTP (5 mmol/L);
1uL dos oligonucléots’deos recX1 e recX2 (10pmol cada); 5uL de tamp&o de PCR 10
vezes concentrado (200 mmol/L de Tris HCI pH 8,4 e 500 mmol/L de KCI), 1,5uL de
MgCl, (50 mmol/L); 36,5uL de agua (qg.s.p. 100uL) e 2,0uL de enzima Taq
polimerase (purificada no proprio Laboratério de Fixagdo de Nitrogénio por
Chubatsu, L. S.). A reagdo de PCR foi realizada utilizando um programa de "Touch
Down", o qual consiste de um ciclo de 95°C por 5 min e vinte e trés ciclos de 95°C -
30seg, 50°C - 1min, 72°C - 3 min. A cada ciclo ha o decaimento de 1°C na
temperatura de anelamento, logo esta varia de 50°C a 17°C.

2.19 Preparo dos vetores para clonagem do produto de PCR

2.19.1 Escolha dos vetores

Os vetores escolhidos foram o pTZ19R, pET28a e o pT7-7. A clonagem inicial
do fragmento de PCR foi feita no vetor pTZ19R, ja que este apresenta um sitio de
policlonagem com sitios de restricio adequados para o objetivo, além de apresentar
um tamanho reduzido e um alto numero de cépias por célula. Para a expressao da
proteina, o fragmento de PCR contendo o gene recX devera ser clonado nos vetores
pT7-7 e pET28a. O plasmideo pT7.7 apresenta uma sequéncia promotora do fago
T7, assim como o plasmideo pET28a. Além disso, este ultimo contém uma
sequéncia de nucleotideos que codifica para um polipeptideo de 24 aminoéacidos
contendo 6 residuos de histidina, a seqUéncia His-Tag, que pode ser fundida a
sequéncia genética de interesse. A expressdo desta construgdo produz uma
proteina de fusdo com um His-Tag ligado ao N-terminal da proteina de interesse, no
caso a proteina RecX.

2.19.2 Extragéo dos vetores
A extracao dos vetores pTZ19R, pT7-7 e pET28a foi feita pelo método de lise
alcalina, descrita no item 2.8.
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2.20 Purificagdo de plasmideos pelo método rapido (Rapid prep)

O procedimento utilizado para verificagdo rapida da presenga de plasmideos
foi feito da seguinte forma: células de uma cultura recente de E. coli (D.O.ss0 ~1,5)
foram coletadas em tubos plasticos de 1,5mL por centrifugagcdo em microcentrifuga
Sanyo (13.000 rpm), durante 1 minuto. O precipitado foi ressuspenso em 40ulL de
corante FSUDS (azul de bromofenol 0,2%, SDS 0,1%, Ficoll 20% em TioE1) e 15uL
de fenol:cloroformio no vortex. O DNA foi separado dos restos celulares apés 5
minutos de centrifuga¢cdo em microcentrifuga Sanyo (13.000 rpm). Dez microlitros do
sobrenadante foram aplicados em gel de agarose 0,7%, para analise eletroforética.

2.21 Purificagao de fragmentos de PCR utilizando o Kit Quiaqick
A purificagao dos fragmentos de PCR foi feita segundo protocolo do fabricante
(Qiagen).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Segqiienciamento do gene recX

O gene recA de H. seropedicae foi isolado ap6s complementagdo genética da
estirpe mutante E. coli HB101 (recA’), pelo plasmideo recombinante pBMRS5. O
fragmento de 3,6 kb Hindlll, do plasmideo pBMRS5, hibridizou com a sonda contendo
0 gene recA de E. coli K12, confirmando a presenca neste plasmideo de um gene
estruturalmente semelhante ao gene recA em H. seropedicae (STEFFENS, 1994).
Com o objetivo inicial de localizar e sequenciar o gene recX de H. seropedicae e
sabendo-se que este gene encontra-se contiguo ao gene recA em todos os
microorganismos onde foi identificado (PAPAVINASASUNDARAM et al., 1997), o
fragmento de 0,7kb EcoRI/Hindlll presente, segundo o mapa de restricdo a montante
do fragmento de 3,6 kb Hindlll, foi subclonado no vetor pTZ19R dando origem ao
plasmideo pBMR19 (Figura 2) (STEFFENS, nao publicado).

Visando o sequenciamento do fragmento EcoRI/Hindlll, foi estabelecido o
protocolo mais adequado para preparagdo dos plasmideos. Para isto, foram
testadas diversas variantes, dentre elas: 0 meio requerido para cultivo das bactérias,
a concentragcdo de RNAse, assim como a solugao utilizada para resuspenséo das
células. Pode-se verificar que a utilizagdo do meio Terrific Broth proporcionou o
aumento do crescimento bacteriano no mesmo periodo de tempo e
consequentemente a quantidade de DNA purificado; que a ressuspensao das
células em agua+RNAse, no lugar da solugdo de GET, nédo surtiu efeito
consideravel. Verificou-se ainda que a concentracdo de RNAse mais adequada foi a
de 1mg/mL. Com base nos resultados obtidos, a metodologia empregada na
minipreparagéo de plasmideos para sequenciamento foi aquela descrita no item 2.8
dos Materiais e Método. A otimizagdo da técnica de purificacdo e um maior dominio
da mesma, possibilitaram a obtengcdo de plasmideos com graus de pureza e de
concentragdo adequados para o sequenciamento.

ApOs esta etapa, a dificuldade passou a ser a determinagdo das temperaturas
ideais utilizadas nas fases de complexagdo do DNA com a enzima DNA polimerase
e extensdo do DNA durante os ciclos da reacdo de amplificacdo para
sequenciamento. ApoOs varias tentativas, o programa utilizado foi aquele descrito no
item 2.11 dos materiais e método. O sequenciamento foi feito utilizando os
oligonucleotideos complementares ao vetor utilizado (universal, reverso e T7). Nao
houve a necessidade de se obter delegGes, ja que o fragmento em questdo nao
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apresentava uma grande sequéncia de nucleotideos. O sequenciamento utilizando

cada um dos oligonucleotideos foi repetido, em média, 4 vezes e os
eletroforetogramas resultantes foram analisados e comparados entre si, até haver a
confirmagéo da posi¢ao correta de cada nucleotideo. O alinhamento das sequéncias
foi realizado através do programa Auto Assembler (Perkin Elmer Inc.), onde foi
possivel reunir todas as sequéncias obtidas e verificar a presenga de regides de
sobreposicdo que indicavam uma continuidade entre elas, ou seja, a existéncia de
uma sobreposi¢do. A determinacdo da posi¢do dos sitios EcoRI e Hindlll, permitiu
a correta delimitagdo da sequéncia correspondente ao fragmento clonado.

A sequéncia de nucleotideos obtida para o fragmento de 0,7 kb foi submetida
ao banco de dados, onde foi encontrada homologia com a regido C-terminal da
proteina RecX de diferentes bactérias.

Baseando-se no mapa de restricdo do plasmideo pBMRS e sabendo-se o

sentido de transcri¢do do gene, Hindlll—-EcoRI, pode-se inferir que o inicio do gene
- recX estava contido no fragmento de 3,6kb Hindlll, jA mencionado (Figura 2). O
plasmideo pBMR503, foi ent&o purificado e submetido ao seqienciamento utilizando
os oligonucleotideos T7 e universal. A sequéncia obtida com o oligonucleotideo T7,
quando submetida ao banco de dados, ndo apresentou homologia com nenhuma
proteina de interesse, ja a sequéncia obtida com o oligonucleotideo universal
apresentou homologia com a regido N-terminal da proteina RecX.
' As sequéncias obtidas dos fragmentos de 0,7kb Hindlll/EcoRI e 3,6kb Hindlll
foram conectadas pelo sitio Hindlll e novamente submetidas ao banco de dados
onde foi encontrada homologia com a proteina recX de P. fluorescens (identidade
40%, similaridade 53%), P. aeruginosa (identidade 37%, similaridade 54%), V.
cholerae (identidade 34%, similaridade 54%), P. putida (identidade 33%, similaridade
49%) e E. coli (identidade 31%, similaridade 45%). As regides de consenso entre a
sequéncia de aminoéacidos da proteina RecX de H. seropedicae e de outros
organismos foi visualizada também, ap6s alinhamento das mesmas no programa
ClustalV (Figura 4).

A andlise da sequéncia de nucleotideos obtida permitiu a identificacdo do
cédon de iniciacdo (ATG), cédon de terminacdo (TGA) e das sequéncias
palindromicas (ATTGCCCC.GGGGCAAT) juntamente com o oligodesoxi T
sinalizando o término da transcricdo (Figura 3). Além disso, foi possivel verificar a
posicdo a jusante e ndo sobreposta do gene recX em relagdo ao gene recA.
Caracteristica essa bastante comum dentre as bactérias ja descritas, como espécies
de Pseudomonas, M. tuberculosis e M. leprae (PAPAVINASASUNDARAM et al.,
1997).
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A provavel regido codificadora do produto do gene recX contém 465

nucleotideos (154 aminoacidos) com o cédon de inicio de tradugédo presente 3pb a
jusante de um provavel sitio de ligagdo ao ribossomo (..GAAC...). A baixa
especificidade na sequéncia de ligagdo ao ribossomo também esta presente no
gene recX de M. smegmatis (PAPAVINASASUNDARAM et al., 1997), sugerindo um
baixo indice de expressdo deste gene dentro da célula. Além disso, a partir da
verificacdo de que nao ha a presenca de nenhuma regido promotora a montante do
sitio de ligagdo ao ribossomo, pode-se supor que os genes recA e recX sao
cotranscritos e estdo sob controle de um mesmo promotor, presente a montante ao
gene recA. A sequéncia completa do gene recX de H. seropedicae esta depositada
no banco de dados, Genbank, sob 0 numero de acesso AF084045.

A proteina RecX de H. seropedicae apresenta um numero similar de
aminoacidos, um total de 154 aminoacidos (aa), se comparada com a mesma em
outras espécies bacterianas, como P. aeruginosa (153aa), P. fluorescens (155aa), P.
putida (142aa). Esta proximidade no numero de aminoacidos constituintes poderia
ser um indicativo da alta conservagao desta proteiha, assim como a encontrada na
proteina RecA (Karlin et al., 1995), exceto pelo fato de que em M. smegmatis, a
proteina RecX é constituida por 198aa, um numero bastante acima do encontrado
nas demais.

O sinal de terminagéo da transcri¢cdo identificado parece pertencer a classe
independente da proteina p. Esta classificacdo pdde ser feita baseando-se em duas
caracteristicas apresentadas pelo terminador de transcri¢éo. A primeira € a presenca
de uma regido com sequéncias autocomplementares, palindromicas, que permite a
formagdo do grampo (estrutura em cruz formada pelas duas fitas de DNA). A
segunda caracteristica € a presenga de uma sequéncia de timidilatos na fita
complementar que provavelmente é transcrita em uridilatos na extremidade do RNA.
A formagdo do grampo (rompe parte do hibrido DNA-RNA), juntamente com as
ligagdes oligoribo U - oligodesoxi A (combinagdes de bases instaveis), levam ao
rompimento do complexo de transcrigao.

Outra analise feita a partir da sequéncia de DNA correspondente ao gene
recX, foi aquela pelo método de preferéncia de cddons (programa Analyseq),
utilizando uma tabela de uso preferencial de codons obtida dos produtos de tradugéo
dos genes nifA e nifB de H. seropedicae (ANEXO1). Como resultado dessa analise,
foi obtido o grafico representado na Figura 5. Os picos presentes na fase 1 de
leitura, que praticamente se mantém todo acima da linha dos 50%, até o codon de
parada, corresponde a regiéo codificadora do gene recX.
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3.2 Expresséao da proteina RecX

3.2.1 Sintese dos oligonucleotideos

A sequéncia de nucleotideos obtida do gene recX e das regides a montante e
a jusante a ele foi submetida a analise no programa Strider, para a avaliacdo dos
sitios de restricdo presentes e das suas respectivas localizagbes. Além disso, a
sequéncia de bases permitiu que fossem escolhidas as melhores regides para o
alinhamento dos oligonucleotideos.

Baseando-se nos sitios de restricdo presentes no sitio de policlonagem dos
vetores pTZ19R, pT7-7 e pET28a (Figuras 6, 7 e 8), e naqueles ausentes no gene
recX, foram escolhidas as sequéncias de bases reconhecidas pelas enzimas Ndel e
Kpnl, para serem incluidas na sequéncia do oligonucleotideo 5 —3’, além das bases
complementares ao inicio do gene recX. O oligonucleotideo 3'—-»5', da mesma forma,
além de conter as bases complementares ao fim do gene recX, apresentava um sitio
de restricdo reconhecido pela enzima BamHI. Os oligonucleotideos 5—3 e 3'>%
foram denominados recX1 e recX2, respectivamente. A sequéncia de bases de
ambos o0s oligonucleotideos encontra-se a seguir, sendo que apresentam-se
destacados em azul, o sitio de restricdo para a enzima Kpnl; em rosa, o sitio de
restricdo para a enzima Ndel; em amarelo, o sitio de ligacdo do ribossomo e em

verde, o sitio de restricdo para a enzima BamHl:

recX1 5TTGGTACCAAGGAGATATA -~ 2 .CCCAGACCGZ
recX2 5CAAGGGATCCTCAGCTCGGATCGTC®

3.2.2 Determinacéo das condigdes ideais de PCR

Tendo conhecimento do numero de bases correspondentes ao gene recX
(465 pb) e do numero de bases acrescentadas pelos oligonucleotideos (32 pb),
devido a insercéo dos sitios de restricdo, foi possivel estimar que o tamanho do
fragmento amplificado seria de aproximadamente 0,5 kb.

Inicialmente, para o estabelecimento de um sistema ideal de amplificagédo,
varias variantes foram testadas, dentre elas: a concentragéo de cloreto de magnésio,
as temperaturas e os tempos dos ciclos do PCR, o DNA utilizado como molde
(“template”) e finalmente a concentragdo desse template.

Utilizando o plasmideo pBMR506 como template e o programa (descrito no
item 2.18), as concentragbes de cloreto de magnésio (MgCl) escolhidas para os
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testes variaram entre 0,2 e 0,75 mmol/L. Apdés a reagdo de amplificagdo, as

amostras foram submetidas a corrida eletroforética, em gel de agarose 1% (Figura
9). Desta forma foi possivel verificar que utilizando-se 0,2 mmol/L de MgCI (linha 2),
nao ha amplificagéo, que utilizando-se 0,25 mmol/L de MgClI (linha3), o fragmento
amplificado apresenta um tamanho inferior ao esperado, e que nas demais
concentragbes de MgCI (linhas 4 a 7), as amplificagcbes ocorrem de maneira
inespecifica, j4 que ha o aparecimento de diversas bandas. Frente a esses
resultados a concentracdo de MgCl que passou a ser usado foi a padréo, indicada
pelo fabricante - 0,75 mmol/L (3uL em 100uL de sistema).

Apesar da inespecificidade da amplificagéo, as amostras correspondentes as
linhas 4 a 7 foram agrupadas e submetidas a corrida eletroforética em gel de baixo
ponto de fusdo (2.17). As duas bandas que apresentavam o tamanho mais
aproximado do esperado foram isoladas, purificadas e utilizadas como template
numa nova reagdo de PCR. Apds corrida eletroforética, ambas as amostras
apresentaram uma banda na altura de 0,5 kb. Estes fragmentos foram entdo
submetidos a clivagem com as enzimas Ndel e BamHI para posterior clonagem no
vetor pET28a, previamente cortado com as mesmas enzimas. Apds a restricdo, as
enzimas foram inativadas a 65°C por 15 minutos, o sistema foi desproteinizado por
tratamento com fenol e o DNA foi precipitado com etanol 95%. O vetor pET28a e o
inserto de 0,5 kb foram ligados (2.16) e transformados por eletroporagéo (2.14) nas
estirpes S17.1 e 7118 de E. coli. As células, apés eletroporagdo, foram plaqueadas
em meio Mc Conckey e Ampicilina (250ug/mL). Apés incubagéo de 24h a 30°C, néo
houve o crescimento de coldnias.

Com o objetivo de obter-se uma reagao de amplificagdo mais especifica, o
Touch Down foi substituido por temperaturas fixas de anelamento e extenséo.
Nestas condi¢ées nenhum fragmento foi amplificado. Assim sendo, o programa de
Touch Down continuou a ser usado, mas frente a outros templates, dentre eles o
DNA cromossomal de H. seropedicae, o plasmideo pBMRS e o préprio pPBMR506, sé
que agora cortado com a enzima EcoRlI.

As reacdes feitas utilizando o DNA cromossomal de H. seropedicae e o
plasmideo pBMR506 cortado com EcoRI amplificaram fragmentos maiores do que o
esperado, logo nao foi feita nenhuma tentativa de clonagem dos mesmos.

Apesar das amplificagbes onde utilizava-se o plasmideo pBMR5 como DNA
molde ocorrer de maneira inespecifica (tamanhos variados de fragmentos eram

detectados), este foi o plasmideo escolhido para as reagbées de PCR.
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3.2.3 Amplificagéo e clonagem no vetor pTZ19R

Uma das amostras, resultante da amplificacdo do plasmideo pBMRS, foi
submetida a purificagdo com o KIT para PCR Qiaquick (2.21). Apds a purificagdo, os
diversos fragmentos, obtidos a partir da reagéo de amplificagdo, foram submetidos a
restricdo com as enzimas Kpnl e BamHI (sitios estes, inseridos nos primers), para
posterior clonagem no vetor pTZ19R, previamente cortado com as mesmas enzimas.
A escolha deste vetor foi feita ja que a clonagem nos vetores pT7.7 e pET28a
envolve a clivagem com uma enzima de baixa eficiéncia como a Ndel, fator esse que
restringe a quantidade de clones obtidos, diminuindo a possibilidade do gene recX
encontrar-se em um deles. Apés a ligagéo do vetor e do inserto, a mistura de ligagéo
foi transformada por eletroporacdo (2.14.2) em E. coli DH10B. As células, apds
eletroporagdo, foram plaqueadas em meio Mc Conckey contendo Ampicilina®™®
(marca do plasmideo). Apés incubagéo de 24h a 37°C, houve o crescimento de
muitas coldnias, dentre elas, brancas e vermelhas. A principio foram escolhidas 50
colbnias brancas (denotando inatividade da enzima B-galactosidase), para analise de
seus plasmideos por rapid prep (2.20). Baseando-se no perfil eletroforético dos
plasmideos em gel de agar 1% (Figura 10), os clones que apresentavam a mesma
migracéo foram agrupados. Um exemplar de cada grupo foi inoculado em meio LB
contendo Amp®®, o seu plasmideo isolado apés miniprep (2.8) e restrito com as
enzimas Kpnl e BamHl. O tamanho dos fragmentos resultantes da clivagem foi
analisado apds corrida eletroforética em gel de agar 1% (Figura 11). Aquelas
amostras que apresentaram um fragmento de aproximadamente 0,5 kb, além do de
2,9 kb correspondente ao vetor pTZ19R foram analisadas. As amostras de numero
2, 3, 10, 12 e 42 foram aplicadas num gel de agarose 1% para a visualizagdo mais
exata do peso molecular dos fragmentos clonados (Figura 12). Os sub-clones 3 e
10, denominados pCWG3 e pCWG10, respectivamente, foram os que apresentaram
o inserto com migracdo mais proxima de 0,5 kb. Logo, estes foram selecionados
inicialmente para o sequenciamento, a fim de se verificar a total identidade da
sequéncia de nucleotideos do inserto com a do gene recX de H. seropedicae.

3.2.3 Preparacgao dos vetores de expressao

Os vetores pT7-7 e pET28a foram isolados da estirpe E. coli XL1Blue através
do método da Iiée alcalina (2.8). As restricdes com as enzimas Ndel e BamHI foram
feitas isoladamente, para que pudesse ser confirmado, apds corrida eletroforética
das amostras, se ambas as enzimas haviam clivado o vetor. Como a digestéao
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apresentou-se de forma sempre parcial, independente do tamanho do sistema de

restricdo, da quantidade de enzima adicionada ou do tempo de incubagéo, optou-se
por extrair os vetores pT7-7 e pET28a, dos plasmideos pRAM4 e pRAMS,
respectivamente. Esta nova estratégia exigiu a separacdo de um fragmento de 0,5
kb clonado nos vetores de interesse. Para isto, apds a clivagem dos plasmideos com
as enzimas Ndel e BamHI, as amostras foram aplicadas em um gel de baixo ponto
de fusédo e a banda correspondente a do vetor pT7-7 e pET28a foi isolada e
purificada (2. 17) para posterior ligagdo com o DNA inserto contendo o gene recX de
H. seropedicae
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Figura 1 Modelo de Regulagao do Sistema SOS.

(A)Célula nédo induzida
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l l T Al - ”T’e' de express&o
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recA lexA 20 genes nao ligados
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(B)Célula induzida
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Sinal o®
\ / Reparo do DNA e outras
ik > = I I funcdes SOS
v
v T ativada
recA lexA 20 genes n&o ligados

Modelo proposto por LITTLE e MOUNT (1982) para regulagdo do Sistema
SOS em E. coli. (A) Em estado ndo induzido as células expressam as proteinas
RecA e LexA em niveis basais. (B) No estado induzido, a RecA é ativada, ocorre a
clivagem de LexA e a desrepressao dos genes do sistema SOS. Frente a queda no
nivel do sinal, ha o retorno ao estado ndo induzido (A).
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Figura 2 Mapa de restrigdao do pBMRS
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O fragmento Hindlll de 3,6 kb do plasmideo pBMRS5 foi subclonado no vetor pTZ18R dando origem ao plasmideo
pBMR503.
O fragmento EcoRI / Hindlll de 0,7kb do plasmideo pBMRS5 foi subclonado no vetor pTZ19R dando origem ao

plasmideo pBMR19.
As enzimas de restricdo indicadas s&o: E — EcoRl, H - Hindlll, B — BamHlI, Bgl — Bgill.



Figura 3

1 GTT
46 TGT
91 TGT
136 CAT
181 TTG
226 TCA
271 CCG
5 Pro
316 GAG
20 Glu
361 CAA
35 Gln
406 TCC
50 Ser
451 CGC
65 Arg
496 CAT
80 His
541 GAT
95 Asp
586 CGT
110 Arg
631 CAG
125 Gln
676 CGG
140 Arg
721 TGA
155 *

766 TGC
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Seqiiéncia de nucleotideos do gene recX de Herbaspirillum

seropedicae e de sua respectiva proteina resultante.

CTG
TCC
TTT
CGT
CGA
TCT
ATC
Ile

CAT
His

GAG
Glu

CGC
Arg

CGC
Arg

GGC
Gly

CTG
Leu

AAA
Lys

ATG
Met

GAG
Glu

CCG

TGG

GCG
GCG
GCC
CIC
TGC
GCT
AGC
Ser

AGT
Ser

GGC
Gly

TTC
Phe

GCT
Ala

CAC
His

GCC
Ala

TTC
Phe

CGC
Arg

GCC
Ala

CGC

GGC

GGC
TTG
GCA
ACT
CCT
cCcT
CTG
Leu

CGT
Arg

GAC
Asp

CTE
Leu

GCG
Ala

GGC
Gly

GCT
Ala

ACT
Thr

TTC
Phe

TTC
Phe

CTT

GAT
CGG
TTA
GCA
GAA

TCG

Lys

CTG
Leu

GAC
Asp

TCC
Ser

CGC
Arg

ATC
Ile

TGG
Trp

GCC
Ala

CTG
Leu

CAG
Gln

GTA

TCG

GGG
GCA
CTG
TCA
TGG
TCC
GCA
Ala

GAA
Glu

ATC
Ile

CAG
Gln

TAT
Tyr

GAA
Glu

CGA
Arg

CCG
Pro

CAG
Gln

ACC
Thr

TCA

GCA

GTG
GGC
CAT
ccc
TTT
GTG
CGG
Arg

CTT
Leu

GAA
Glu

GAA
Glu

GGC
Gly

GGC
Gly

AGC
Ser

CCG
Pro

CAG
Gln

GCC
Ala

CTG

GGC

CTG
AGG
CAT
TITT
TTA
TAA
GCG
Ala

GCG
Ala

GCG
Ala

CGT
Arg

AAC
Asn

GAG
Glu

GAG
Glu

GCC
Ala

CGC
Arg

TGG
Trp

TCG

CGT

TCG
GTA
TGC
CAT
CTG
TCG
CTC
Leu

CGT
Arg

CTG
Leu

TILT
Phe

CAG
Gln

GCC
Ala

CGG
Arg

GAC
Asp

GGC
Gly

CTG
Leu

GCG

TTT

TAG
TGG
ATC
TGC
CAT

AAC

Lys

AAG
Lys

CTC
Leu

TCC
Ser

CGC
Arg

ATC
Ile

GCC
Ala

GCC
Ala

p gl
Phe

GAC
Asp

TCA

T

TCG
GTA
ACC
ATC
CAG
GTC
TAT
Tyr

CTT
Leu

CAG
Gln

GAA
Glu

ATC
Ile

GCC
Ala

GCC
Ala

GAG
Glu

TEC
Ser

GAA
Glu

TTG

793

CCA
CCG
GCT
CTT
CTT

ATG
Met

CTC
Leu

GCC
Ala

TGG
Trp

TCG
Ser

CIC
Leu

GAC
Asp

CAG
Gln

ACC
Thr

CAT
His

GAC
Asp

CCC

TAT

TCA
GCC
CCC

CEC
Pro

TCT
Ser

CCT
Pro

CTG
Leu

CTG
Leu

TCC
Ser

CTG
Leu

GTG
Val

CGC
Arg

CGC
Arg

GAT
Asp

CGA

CTT
TGC
TTG
TCA
GTG

AGA
Arg

TCA
Ser

TAC
Tyr

GAG
Glu

GTG
Val

GAA
Glu

Lys

CTG
Leu

GCA
Ala

AGC
Ser

CCG
Pro

GGT

GTT
GCT
CAT
CCG
TAT

CCG
Pro

CGT
Arg

GCG
Ala

CAG
Gln

CAT
His

TTG
Leu

GCG
Ala

CGC
Arg

AAG
Lys

ATC
Ile

AGC
Ser

AAT

45

90

135

180

225

270

315

19

360
34

405
49

450
64

495
79

540
94

585
109

630
124

675
139

720
154

765

O cbédon de inicio de traducdo esta destacado em vermelho e o céden de

parada esta indicado (*). O sitio provavel para ligagdo do ribossomo esta destacado

em azul. Uma sequéncia terminadora de transcricdo esta indicada por tipicas

repeticdes invertidas de nucleotideos (verde).
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Figura4 Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos de proteinas analogas

ao RecX de Herbaspirillum seropedicae.

P. aeruginosa MAIVLDTPVAVRRAAMDLLARREHGRAELSRKLRQRGASAELIDPALDRL
P. fluorescens MTVVLDTLVAVRRTAMDLLARREHGRVELTRKLRQRGAEPEMIETALDRL
H. seropedicae ~ MP~~~RPPISLKARALKYLSSREHSRLELGRKLAPYAQEGDDIEALLOWL
* ce.. Kk, k_ kkk Kk kk kkk . R S SR
P. aeruginosa AEEGLLDESRYLESFIASRARSGHGPLRIREELAQRGLPRADIERALGAC
P. fluorescens TEEGLLSEARYLESFVSYRARSGYGPARIREELSQRGLQORADIDLALREC
H. seropedicae EQSRFLSQERFSESLVHRRAAR-YGNQRILSELHGHGIEGEATA-DLKAD
R Lk ok kx| * & * k% Kk L* * *
P. aeruginosa EVDWSAQ-LREVWRRKFA-RLPQDAREKAQQOARVLAYRGY SMES IMRLLN
P. fluorescens GISWQSQ-LEDTWRRKFAGHLPIDARERAKQGRFLSYRGFSMDMISRLLS
H. seropedicae LAAWRSERAAQVLRRKFTAP-PADAE TRAKOMRFLQQORGFSHRSIREAFQ
* . kkkk * kk  _k_ Kk *k *k  kk_*k *
P. aeruginosa GRS-DD----

P. fluorescens GRDMDD——--

H. seropedicae TAWLDEDDPS
* -

As sequéncias de aminoacidos das proteinas traduzidas foram alinhadas com
o auxilio do programa ClustalV (Higgins e Sharp, 1989). Aminoacidos idénticos estéo

indicados por asteriscos e substituicdes conservadas por pontos.
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Figura 5 Identificagdo de possiveis regides codificadoras de proteinas pelo

método de preferéncia posicional de bases.
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Os numeros 1, 2 e 3 representam as 3 fases de leitura possiveis. Onde os
picos ultrapassam continuamente ao nivel de 50% de probabilidade (linha tracejada),
ha a delimitagcao de regides significativas (codificadoras de proteinas) e suas fases
de leitura da proteina. Nesse nivel também é assinalado por meio de barras
verticais, a presenga de coddons de terminacdo. Na abscissa de cada fase de leitura,

0 programa assinala o cédon de iniciagdo com pequenas barras verticais.
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Figura 6 Desenho esquematico do plasmideo pTZ19R.

URIVERSAL
SEQUENCING PRINER

T? PROMOTER 1 »d sp Ps ! ! Ec ¢—TCACCGGCAGCAARATS
PTILSU AACAGCIATGACTATCATTACGCTAAGCTCTAATACCASTCACTATAGLGAAAGETY cur..'c::c.accrcumuc rcccc Acccxc.crccnﬂcncrcc.cccrc TTTTAC
PTILIR TTCTCOATACTCGTACTAATGCGOTTCCACATIATCLTCAG TGATATCCCT T TCGAACLTALLCACETCCACCTOAGATC TCCTACGEGCCOATGOCTCCAGE TTAAG "G ACCCGCAGCAAAATG
AACACCTATCACCATG —P
RIVERSE
SECUTWCING PRIALZE

- —

pTZ 18/19 R/U
(2860 dp}

Os sitios de restricdo para as enzimas destacadas por um retangulo azul, foram aqueles utilizados para a
clonagem de fragmentos neste vetor (MEAD et al., 1986).

As enzimas de restricdo indicadas s&o: Hd - Hindlll, Sp - Sphl, Ps - Pstl, SI - Sall, Xb - Xbal, Ba - BamHl,
Sm - Smal, Kp - Kpnl, Sc - Scal e Ec - EcoRl.
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Figura 7 Desenho esquematico do plasmideo pT7-7.

bla

Hinc I

Clal
HindI11

Pst I
Sal |
Xbal
Col E) Bamil
Smal
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T7 promoter
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Os sitios de restricdo para as enzimas destacadas por um retangulo azul,
serao aqueles utilizados para a clonagem do gene recX (Biolabs).
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Figura 8 Desenho esquematico do plasmideo pET28a.

Xhol(158)
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Os sitios de restricdo para as enzimas destacadas em azul, serdo aqueles

utilizados para a clonagem do gene recX (Novagem).
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Figura 9 Perfil eletroforético das reacdes de PCR testadas com diferentes

concentragdes de Cloreto de Magnésio.

1. 2 3 4 5 6 7

kb

As amostras resultantes da reagdo de PCR utilizando diferentes

concentracdes de cloreto de magnésio foram aplicadas em gel de agarose 1%.

Colunas:

01 - 1 kb ladder

02 — Amostra PCR — 0,2 mmol/L de MgCl
03 — Amostra PCR — 0,25 mmol/L de MgCl
04 - Amostra PCR — 0,38 mmol/L de MgCl
05 - Amostra PCR — 0,5 mmol/L de MgCl
06 - Amostra PCR —0,63 mmol/L de MgCl
07 - Amostra PCR — 0,75 mmol/L de MgCl



Figura 10

Perfil eletroforético dos provaveis clones apés "Rapid Prep".
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As células de E. coli DH10B foram crescidas em meio LB + Amp®®. O perfil

eletroforético dos plasmideos recombinantes foi determinado em gel de agar 1%

apos o isolamento pelo método de lise alcalina (2.8)

Colunas:

01 - pTZ19R (controle)

02 - clone 1
03 - clone 2
04 - clone 3
05 - clone 4
06 - clone 5
07 - clone 6
08 - clone 7
09 - clone 8
10 - clone 9
11 - clone 10
12 - clone 11
13 - clone 12
14 - pTZ19R
15 - clone 13

16 - clone 14
17 - clone 15
18 - clone 16
19 - clone 17
20 - clone 18
21 - clone 19
22 - clone 20
23 - clone 21
24 - clone 22
25 - clone 23
26 - clone 24
27 - clone 25
28 - clone 26
29 - clone 27
30 - pTZ19R
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Figura 11  Perfil eletroforético dos provaveis clones (pTZ19R::recX) restritos

com as enzimas BamHI e Kpnl em gel de agar 1%.

12345678 91011121314151617181920212223

As células de E. coli DH10B foram crescidas em meio LB + Amp®®. O perfil
eletroforético dos plasmideos recombinantes foi determinado em gel de agar 1%
apds o isolamento pelo método de lise alcalina (2.8) e clivagem com as enzimas de
restricdo BamHI e Kpnl.

Colunas:

01 - 1 kb ladder 16 - clone 35
02 - pTZ19R (controle) 17 - clone 36
03 - clone 1 18 - clone 37
04 - clone 2 19 - clone 40
05 - clone 3 20 - clone 41
06 - clone 4 21 - clone 42
07 - clone 6 22 - clone 46
08 - clone 10 23 - 1kb ladder
09 - clone 12

10 - clone 28

11 - clone 29

12 - clone 30

13 - clone 31

14 - clone 33

15 - clone 34
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Figura12 Perfil eletroforético dos provaveis clones (pTZ19R::recX) restritos
com as enzimas BamHI e Kpnl em gel de agarose 1%.

As células de E. coli DH10B foram crescidas em meio LB Amp®®. O perfil
eletroforético dos plasmideos recombinantes foi determinado em gel de agarose 1%
ap6s o isolamento pelo método de lise alcalina (2.8) e clivagem com as enzimas de
restricdo BamHI e Kpnl.

Colunas:

01 - 1 kb ladder

02 - 100pb ladder

03 — pTZ19R (controle)
04 - clone 2

05 - clone 3 (pCWG3)
06 - clone 10 (pCWG10)
07 - clone 12

08 - clone 42
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4 CONCLUSOES

e Ha um gene tipo recX em Herbaspirillum seropedicae;

o Em H. seropedicae, o gene recX encontra-se a jusante e ndo sobreposto ao gene
recA,;

e N&o ha aparentemente a presencga de nenhuma regido promotora a montante do

- gene recX;

e A proteina RecX de H. seropedicae apresentou homologia com a proteina RecX
de diferentes organismos;

e Um possivel clone contendo o gene recX em pTZ19R esta sendo analisado.

(3]

PERSPECTIVAS

~ Apdés sequenciar 0 gene recX, e analisad-lo quanto a sua estrutura e
homologia, pretende-se:

e _confirmar_a clonagem do gene recX de H. seropedicae no vetor pTZ19R, através
de reacdes de sequenciamento;

e clonar o gene recX nos vetores de expressdo, pT7-7 e pET28a, para posterior
indugéo, purificagdo e caracterizagéo da proteina RecX.
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ANEXO 1 - Comparagéo do uso de cédons de Herbaspirillum seropedicae,
Azospirillum brasilense e Escherichia coli (Souza, 1990)

% detso | Residuo %

Hs Ec

17 44

83 56

2 6

22 8
Leu CTT 2 2 9 His CAT 47 9 39
Leu CTC 17 26 7 His CAC 53 91 61
Leu CTA 3 0 2 Gln CAA 32 3 27
Leu CTG 55 71 69 Gln CAG 68 97 73
Ile ATT 25 3 37 Asn AAT 35 9 24
Ile ATG 69 97 62 Asn AAC 65 91 76
Ile ATA 6 0 1 Lys AAA 21 2 77
Met ATG | 100 100 100 Lys ARG 79 98 23
Val GTT 4 6 38 Asp GAT 42 4 51
Val GTC 37 54 13 Asp GAC 58 96 49
Val GTA 14 0 23 Glu GAA 55 28 73
Val GTG 46 40 27 Glu GAG 45 72 27
Ser TCT 0 2 27 Cys TGT 40 0 42
Ser TCC 25 31 26 Cys TGT 60 100 58
Ser TCA 6 0 8 * 100 75 8
Ser TCG 33 47 11 Trp TGG 100 100 0
Pro CCT 6 0 9 Arg CGT 26 6 58
Pro CCC 36 16 6 Arg CGC 51 81 35
Pro CCA 9 0 20 Arg CGA 0 0 2
Pro CCG 48 84 65 Arg CGG 21 11 3
Thr ACT 13 2 24 Ser AGT 17 0 6
Thr ACC 69 76 51 Ser AGC 19 20 22
Thr ACA 3 .2 6 Arg AGA 2 0 1
Thr ACG 16 20 20 Arg AGG 0 2 <1
Ala GCT 5 5 28 Gly GGT 18 15 48
Ala GCC 67 70 19 Gly GGC 66 82 41
Ala GCA 5 0 23 Gly GGA 6 0 5
Ala GCG 23 25 30 Gly GGG 10 3 7






