LILIAN NOINDORF

CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE PARA O
TRANSPORTE DE AMONIO EM Herbaspirillum seropedicae

Monografia apresentada para obtengéo
do titulo de Bacharel no Curso de
Ciéncias Biologicas, Setor de Ciéncias
Biologicas, Universidade Federal do
Parana.

Curitiba

2000



ORIENTADORA:
Dra. Leda Satie Chubatsu



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a Dra. Leda Satie Chubatsu pela sua orientagéo,
apoio e ensinamentos, fundamentais para o bom transcorrer desta monografia e
para minha formacéao.

Agradeco ao Prof. Fabio de Oliveira Pedrosa pela oportunidade de trabalho
e pela chance do desenvolvimento desta monografia.

Ao prof. Emanuel M. de Souza pelas discussdes, dicas e pelo tempo a mim
dedicado.

Aos meus amigos Rose Adele, Mariana, Luiza, Juliana Ramos e
Luciano pela amizade, carinho, risadas, ajuda e dedicagdo mostrados.

Aos amigos Elaine Benelli e Humberto pela ajuda e prestatividade e em
especial a Fabiane pela realizagao das hibridizagbes.

A minha familia, em especial a minha mae que sempre me incentivou,
ajudou, deu amor e torceu por mim.

Ao meu querido Marcus que sempre me deu for¢a, amor e alegria quando
eu precisei.

Agradeco também ao apoio financeiro do PRONEX/96.

ii



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ... vi
LISTADE TABELAS. ... vii
RESUMO. ... e viii

1. INTRODUGAO

1.1 Herbaspirillum Seropedicae. .....................ccocceeeeeioee e 1
1.2 Fixagdo bioldgica de nitrog@nio. ..o 1
1.3 08 GENES Mif.oiiiii i 2
1.4 Assimilaggo de amoOnia..................oiii i 3
1.5 Controle do metabolismo geral de nitrogénio pelo sistema ntr...................... 4
1.6 Transporte de amoONiO................c..ooi i, 5
2. OBUETIVO ... ..o 13
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Bactérias e plasmideos. ... 14
3.2 Bibliotecas GeNOMICAS. ..............ocoe e 14
3.3 CondigOes de CUMtIVO...........coooiiiiii e 14
3.4 Purificaggdo de DNA total de H. seropedicae.....................ccccciiiiiieeenn, 18
3.5 Amplificagdo de DNA POr PCR...........oooiiiiiiiee e, 18

3.5.1 Amplificacdo de parte do gene amitB a partir do DNA total de H.
SEIOPEAICAE. ... e, 19
3.5.2 Amplificacdo de parte do gene amtB a partir do plasmideo
PEMBTO0O0. ... . e 19
3.5.3 Amplificagdo do gene amtB a partir da biblioteca gendmica de

Herbaspirillum seropedicae em cosmideo pLAFR3.....................l. 19
3.6 Purificacdo de DNA plasmidial .............ccccooiiiiiiiiieeee e 20
3.7 Analise eletroforéticade DNA. ... 20

iii



3.8 Condigdes de digestdo de DNA com enzimas de restrigdo....................... 21

3.9 Preparo do DNA com pontas Cegas..............ooooiviiioiiiiiiiiiieeeeee 21
3.10 Prepar0 dOS VELOTES...... ... 21
3,41 LigagA0 08 DNA........oooooooooo oo 21
3.12 Transformacgé&o bacteriana por eletroporagdo.........................ooocooi . 22
3.12.1 Preparo de células eletrocompetentes...........................coo 22
3.12.2 Transformagao bacteriana ........................cccooiiiii e, 22
3.13 Selecéo dos plasmideos recombinantes ......................c.....cceeiiiiiii 23
3.14 Sequenciamento de DNA ... 23
3.14.1 Preparacdo de DNA simplesfita...................oooooooiii 23
3.14.2 Preparacdo de DNA duplafita.................ocoooiiiiiie 23
3.14.3 Reacdo de sequenciamentO............ocooviiiiiiiiiiiiiiie e 24
3.14.3 Tratamento da amostra apds reac&o de sequenciamento............. 24

3.15 Infecgdo da bactéria E. coli estirpe LE392 com fago A EMBL3 (biblioteca
GENOMUCA) ... 24
3.16 Transferéncia do DNA do fago A EMBL3 para membranas de nylon ou
NITOCEIUIOSE. ... 25

3.17 Transferéncia do DNA do gel de agarose para membrana de nylon ou

NIFOCEIUIOSE.......eo e 25
BAB HIbIIAIZAGAO. ... 26
3.19 Purificacdo de DNA em gel de agaroSe............ccvvviviiiiiiiiiiiiiieceeee 26

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese de oligonucleotideos para a amplificacdo de parte do gene que
codifica para o  transportador de jons ambdnio em H.
SEIOPEAICAC. ... 27
4.2 Amplificagdo do fragmento via PCR utlizando os “primers’

AEGENETATOS. .....ooiii i 32
4.3 Construcdo do plasmideo pLNT ... 33
4.4 Sequenciamento do inserto do plasmideo pLN1.................. 35
4.5 Clonagem do gene amiB de H. seropedicae.......................ccccccccieinin, 38

iv



4.5.1 Hibridizagdo do fragmento amtB de H. seropedicae contra o banco
gendmico de H. seropedicae emfago AEMBL3................................. 38
4.5.2 Hibridizacdo do fragmento do gene amtB de H. seropedicae com 0

plasmideo PEMB 100, .. ... .. 41
4.5.3 Resgate do gene amtB de uma biblioteca gendbmica de H.

seropedicae em cosmideo pLAFR3 por PCR..........coooii 42
B. CONCLUSOES. ... ..o e 47
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........o oot 48



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Controle do metabolismo geral de nitrogénio pelo sistema ntr na familia
Enterobacteriaceae.................cooo i 6
Figura 2 — Modelo de retengao ciclicade NHz/ NH4" ..o 8
Figura 3 — Modelo do transporte de aménio de Rhizobium etii para planta
associada
Figura 4 — Comparacdo das sequéncias de transportadores de aménio de
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Mycobacterium tuberculosis e localizacdo de
regides com alta homologia.............cc.oooiiiiiiii o 28
Figura 5 - Sequéncia dos oligonucleotideos degenerados derivados da

comparagéo do gene para o transporte de amonio em E. coli, M. tuberculosis e B.

SUDLITIS. .......ooii i 31

Figura 6 — Produto de amplificagdo por PCR obtido do DNA gendmico de H.
SEIOPEAICAC. ... 32
Figura 7 — Esquema do vetor pTZ19R ... 34
Figura 8 — Analise do plasmideo recombinante por PCR................cccccccciiiin. 36
Figura 9 — Esquema do plasmideo pLNT............ooiiiiiiiii 37

Figura 10 — Sequéncia obtida do fragmento amplificado a partir do genoma de H.

SEIOPEUICAE. ... 38
Figura 11 — Comparacdo da seqiéncia parcial do gene amtB de H. seropedicae
com seqiéncias dos microrganismos utilizados para a sintese dos “primers” com
0s quais o fragmento sequenciado foi ObtidOo.............coooiiii 40
Figura 12 — Sequéncia dos “primers” especificos sintetizados a partir da
sequéncia do fragmento do gene amtB clonado................ccccciiiiiiiiiiii 42
Figura 13 — Esquema do cosmideo pLAFRS............ooii, 43
Figura 14 — Produtos de amplificagdo obtidos a partir da biblioteca gendmica de

H. seropedicae em cosmideo pLAFR3, utilizando os "primers" TNH41 e

vi



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Comparacéo do uso de cédons de H. seropedicae, A. brasilense e E.

TABELA 2 - Resultado da comparagdo da sequéncia obtida do fragmento

amplificado do genoma total de H. seropedicae com sequéncias depositadas no
banco de dados (GenBank)

vii



RESUMO

7

Herbaspirillum seropedicae € um microrganismo diazotrofo e endofitico,
encontrado em associagdo com diversas gramineas de interesse agricola, como
cana-de-agucar, arroz, sorgo € milho. Em vista do alto gasto energético envolvido
na reducado do Nz a NHs, o processo de fixagéo de nitrogénio é altamente regulado
pelos niveis de oxigénio e amodnia. Existem evidéncias de que a captagdo de
ambnio para dentro da célula ocorre de forma ativa, através de carreadores
especificos presentes na membrana celular, conhecidos genericamente como
proteinas Amt. O objetivo do nosso trabalho € a identificagdo do gene relacionado
ao transporte de ions amoénio em H. seropedicae. Sequéncias de aminoacidos de
possiveis transportadores de amobnio de Escherichia coli, Mycobacterium
tuberculosis e Bacillus subtilis foram analisadas e as regides mais conservadas
foram escolhidas para o planejamento de oligonucleotideos degenerados que
foram utilizados como “primers” numa reagao de PCR utilizando o DNA gendmico
de H. seropedicae como molde. O produto obtido na reagcdo de PCR foi clonado
no vetor pTZ19R, originando o plasmideo recombinante pLN1. O inserto foi
sequenciado e submetido a comparagdo com o banco de dados, mostrando-se
bastante similar as sequéncias de transportadores de amodnio de diversos
organismos, sugerindo a presenga de um gene homélogo ao transportador de
amonio em H. seropedicae. Este fragmento esta sendo utilizado para a clonagem
do gene amt completo deste organismo.
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1. INTRODUGAO

1.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae ¢ um diazotrofo associativo isolado das raizes
de gramineas e mais recentemente do interior de folhas e caules de cana-de-
agtlcar e arroz (BALDANI et al., 1986; 1992). Eles sdo bactérias Gram-negativas,
vibridides, algumas vezes helicoidais e muito moveis, capazes de fixar nitrogénio
sob condigbes microaerdbicas (BALDANI et al, 1986). H. seropedicae fixa
nitrogénio em uma ampla faixa de pH e, aparentemente, em uma maior
concentragdo de oxigénio que as espécies de Azospirillum (BALDANI et al., 1986;
FU & BURRIS, 1989; KLASSEN, 1994).

O carater endofitico obrigatério destes organismos foi recentemente
revelado (BODDEY et al., 1995) e ele esta classificado, com base na analise de
sequéncias de rRNA, como sendo um membro do subgrupo  das Proteobactérias
(YOUNG, 1992).

BALDANI et al. (1995) inocularam diferentes estirpes de Herbaspirillum em
sementes de arroz e observaram que a estirpe Z94 contribui com até 54% do
nitrogénio total acumulado pela planta e outras estirpes também fixaram
aproximadamente 30% de nitrogénio. Este experimento confirma o potencial de
estirpes de Herbaspirillum para fixar nitrogénio associado a arroz. Além disso,

apos 30 dias de inoculagao houve um aumento no peso umido e seco das plantas.
1.2 Fixagao bioldgica de nitrogénio

A amonia € o composto nitrogenado de mais facil utilizagdo em procariotos
e que proporciona a maior velocidade de crescimento se comparado a outras
fontes nitrogenadas. Entretanto, em varias situagdes, a bactéria € obrigada a
utilizar outras fontes de nitrogénio. Neste caso, esses organismos sdo capazes de
sintetizar proteinas visando a captacdo e metabolizagdo destes compostos. A
sintese e, em alguns casos, a atividade dessas proteinas sdo altamente reguladas
em relacao a disponibilidade desses compostos (MERRICK & EDWARDS, 1995).



Fixac&o bioldgica de nitrogénio é o processo de reducdo do dinitrogénio
gasoso (N2) a amonia, catalisado pela complexo enzimatico denominado
nitrogenase. A estequeometria desta reagdo é a seguinte:

No+ 8e + 8H" + 16 MgGATP — 2NH3 + 16MgADP + 16Pi + Ha.

A expresséo da fixacdo de nitrogénio pelos diazotrofos requer condi¢cdes
ambientais favoraveis. Dentre estas incluem-se auséncia de nitrogénio fixado,
baixas tensGes de oxigénio, presenga de molibdénio e temperatura adequada
(POSTGATE, 1982). Nitrogénio fixado (NH4") e oxigénio afetam a expressdo das
proteinas envolvidas na fixagdo de nitrogénio nos diversos organismos
diazotréficos estudados (EADY, 1986; POSTGATE, 1982).

Em vista do alto gasto energético envolvido na redugdo do dinitrogénio
gasoso a amodnia, o processo de fixagdo de nitrogénio é altamente regulado, tanto
na atividade da nitrogenase como na expressdo dos seus genes. O controle da
expressdo dos genes estruturais do complexo enzimatico 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 amonia.

1.3 Os genes nif

Os genes nif codificam proteinas provavelmente essenciais para a
biossintese das proteinas do complexo nitrogenase (MERRICK et al., 1982). As
proteinas codificadas pelos genes nifLA, sdo responsaveis pelo controle da
transcricdo dos demais genes nif, sendo a proteina NifA ativadora de transcricao e
a NifL anti-ativadora em Klebsiella pneumoniae, Enterobacter agglomerans e
Azotobacter vinelandii (MERRICK, 1983).



1.4 Assimilacao de amoénia

A amdnia formada no processo de reducdo de N, atmosférico ou captada
do meio externo é utilizada para a sintese de glutamina e glutamato. Na maioria
das células, esses compostos servem de doadores de nitrogénio para as reagdes
biossintéticas. A assimilagdo da amodnia nos procariotos pode ocorrer por duas
vias: a) a glutamina sintetase (GS) (reagdo 1) e a glutamato sintase (GOGAT)

(reagdo 2) e b) glutamato desidrogenase (GDH) (reagdo 3) (MERRICK &
EDWARDS, 1995).

REAGAO 1

GS

NH;" + L-glutamatc + ATP >

L-glutamina + ADP + Pi

REAGAO 2

GOGAT .
L-glutamina + a-cetoglutarato + NADPH _____ 2 L-glutamato + NADP

REAGAO 3
GDH

NH," + a-cetoglutarato + NAD(P)H

glutamato + NADP”

A via da GDH é utilizada quando as células crescem na presenga de
excesso de nitrogénio fixado, enquanto a via GS/GOGAT em condigbes limitantes
(MERRICK & EDWARDS, 1995).



1.5 Controle do metabolismo geral de nitrogénio pelo sistema ntr.

O sistema ntr controla o metabolismo geral de nitrogénio, regulando a
utilizacdo de fontes alternativas de nitrogénio como nitrato e aminoacidos
(DRUMMOND et al.,1983).

Em enterobacteriaceas este sistema é composto por seis proteinas: NtrB
(produto do gene ntrB), NtrC (produto do gene ntrC), GInD (produto do gene ginD),
proteina Pll (produto do gene g/inB), GInE (produto do gene ginE) e glutamina
sintetase (produto do gene g/inA). Essas proteinas interagem em um complexo
mecanismo em cascata (MERRICK & EDWARDS, 1995). Recentemente, foi
descoberto um gene homadlogo ao g/nB, denominada g/nK (van HEESWIJK et al.,
1996), entretanto o seu papel no sistema ntr ainda ndo estd completamente
esclarecido.

A atividade das proteinas NtrB, NtrC e glutamina sintetase, € dependente
da relacdo «-cetoglutarato/glutamina (BUENO et al, 1985). Em baixas
concentracdes de ions amonio, quando a relagdo a-cetoglutarato/glutamina é alta,
0 a-cetoglutarato induz uma mudanga conformacional na proteina PII, que adquire
uma conformacgdo otima para a uridililagdo pela proteina GInD. O produto do gene
ginD possui duas atividades cataliticas dependendo do nivel intracelular de
nitrogénio fixado: em condicdes limitantes de NH," a proteina GInD possui
atividade de uridililtransferase e catalisa a adigdo do grupamento UMP a proteina
Pll, enquanto que em condicdes de excesso de NH4", GInD adquire atividade de
enzima removedora de UMP (de MEL et al.,1994). A proteina PII-UMP nao
interage com NtrB que, na sua forma livre, catalisa a fosforilagdo da proteina NtrC,
ativando-a. A proteina NtrC fosforilada (NtrC-P) € um ativador de transcric;,éo do
gene nifA e do operon ginAntrBC (g/nAp2) de K. pneumoniae (REITZER &
MAGASANIK,1985 e MAGASANIK, 1989). PI-UMP interage com a
adenililtransferase (ATase) que catalisa a desadenilagcdo da glutamina sintetase,
ativando-a (RROWN et 2/. 1271, KAMBEROV et al, 1995 e MERRICK &
EDWARDS, 1995). A glutamina sintetase desadenilada passa entdo a produzir
glutamina (KEENER & KUSTU, 1988).



Em condicbes de excesso de nitrogénio fixado a proteina GInD liga
glutamina, o que inibe sua atividade de uridiliitransferase e ativa a de enzima
removedora de UMP, favorecendo a desuridililacéo de PIl (de MEL et al.,1994). A
proteina PIl desuridililada estimula a atividade de fosfatase da proteina NtrB, que
desfosforila NtrC-P, inativando-a. Ao mesmo tempo a PII desuridilada age sobre a
ATase, que passa a catalisar a adenilagdo da glutamina sintetase. A glutamina
sintetase adenilada é inativa (HAWKES et al., 1985 e MERRICK & EDWARDS,
1995) (figura 2).

Em condigdes limitantes de nitrogénio fixado, a proteina NtrC fosforilada
ativa a transcricao dos genes g/nAntrBC, dos genes nifLA e de outros sistemas
alternativos de assimilacdo de fonte nitrogénio (MERRICK & EDWARDS, 1995).
Além disso a atividade da GS ¢ estimulada pela desadenilagdo. Neste caso a
assimilagdo de NH4" é maxima. Quando os niveis de NH4" sdo altos, a sintese da
glutamina sintetase € diminuida e sua atividade inibida por adenililagdo. Neste
caso a principal via de assimilagdo de NH, passa a ser a glutamato
desidrogenase (MERRICK & EDWARDS, 1995). .

1.6 Transporte de aménio

Evidéncias sobre a existéncia de transportadores ativos de ions amoénio
~ (denominados genericamente por Amt) em procariotos s&o descritas em cerca de
50 espécies. A analise das proteinas codificadas pelos genes amt ja clonados,
indicam que sdo proteinas transmembranicas e compartilham elevada homologia
(MERRICK & EDWARDS, 1995).

Segundo KLEINER (1985), o transporte de amonia através da membrana
celular pode ocorrer por duas vias: a primeira, um transporte passivo, envolveria a
difusdo da amonia em sua forma neutra através da membrana celular a favor de
um gradiente de concentragdo. A segunda, capta a forma protonada (NH4") do
meio extracelular, sendo aparentemente dependentea de engergia.

A existéncia de um gradiente de concentracdo de NH4" através da

membrana celular de muitos procariotos, contra o qual o transporte de NH4" tem



Figura 1 — Controle do metabolismo geral de nitrogénio pelo sistema ntr na
familia Enterobacteriaceae (FISCHER, 1994).



sido freqUentemente observado € uma das evidéncias da existéncia de
transportadores ativos de ions amonio. Se a permeacé&o ocorresse exclusivamente
pela difus&o inespecifica de NHs, seria impossivel o acimulo de NH4', ja que o
interior da maioria das bactérias € alcalino em relagcédo ao meio externo (KLEINER,
1985). Segundo esta teoria, o transportador de NH,4" ndo impediria a perda de NH3
por difusdo, mas estaria constantemente recuperando-a, apds sua protonagao, do
meio extracelular. Isto poderia explicar a perda constante de NHs em mutantes
Amt. Estudos em K. pneumoniae apresentaram valores de coeficiente de
permeabilidade da membrana celular bastante elevados (1.8 X 10> cm.s™ ),
similares ao coeficiente de permeabilidade da agua (KLEINER, 1985). A
diminuicdo do potencial de membrana resultante do transporte eletrogénico de
NH," seria balanceado por uma exportacdo de protons dependente de energia
(figura 2).

Recentemente, porém, SOUPENE et al. (1998) sugeriram que a proteina
Amt € responsavel pelo transporte de NH3; através da membrana plasmatica em
Escherichia coli. Evidéncias para esta conclusdo derivam dos efeitos do pH sobre
a taxa de crescimento: mesmo em baixas concentragdes de NH4" os efeitos da
disrupgao do transportador sao significativos apenas em culturas com valores de
pH abaixo de 7. Estes dados indicam que a fungdo do Amt sé € requerida para o
crescimento 6timo de E. coli quando a concentragdo de NHs externa cai para
niveis muito baixos. Além disso, a disrup¢do do Amt resulta num maior
crescimento de E. coli em uma fonte pobre de nitrogénio (arginina), levando a
hipotese de que NHz pode difundir para fora através do Amt quando sua
concentracéo interna excede aquela do meio. Em pH 7 a expressé&o constitutiva do
gene amt ndo melhorou o crescimento deficiente, em condigdes limitantes de
nitrogénio, de um mutante de Salmonella typhimurium que nao apresentava a
atividade de GS. Esta deficiéncia no crescimento parece ser causada pela
necessidade de uma alta concentracdo interna de NH4', requerida para

assimilacdo de amonia via GDH, o que indica que o0 Amt n&o concentra este jon.



— » Glutamina

Figura 2 — Modelo de retencéo ciclica de NHs/ NH4", segundo KLEINER (1985).

Mutagbdes de gene nifL em A. vinelandii resultam na excre¢do de amonia
pela bactéria (BREWIN et al., 1999). Neste organismo a expressao do operon
nifLA ndo estd sob controle do sistema ntr € o gene nifL € a unica forma de
regulacéo de regulon nif. Nenhuma evidéncia, no entanto, foi encontrada de que a
proteina NifL controla o seu sistema de transporte de amodnia. A excregcdo de
amonia parece ocorrer devido a perda passiva de NHz,a qual se acumula em altas
concentragdes dentro da célula como resultado de uma aumentada e prolongada
expressao da nitrogenase, causada pela perda da fungéo da proteina NifL ou pela
superexpressao da proteina NifA.



Medidas da concentragéo intracelular de amonia em estirpes selvagem de
A. vinelandii mostraram que esta pode ser até 20 vezes maior do que em K.
pneumoniae. Se a membrana celular é tdo permeavel a NHz como proposto por
KLEINER (1985) (1.8 X 10° cm.s™), o custo energético para manutencdo desta
concentracado de amonia atraves da retencéo ciclica seria trés a cinco vezes maior
do que aquele requerido para sua fixacdo, sendo, portanto desnecessario, visto a
alta afinidade da GS por amonia. Estimativas de coeficientes de permeabilidade
menores da NH3 através da membrana celular seriam mais realistas (BREWIN, et
al.1999).

Mutantes de A. vinelandii que excretam amonia tem uma concentracdo de
amonia intracelular apreciavelmente maior que a estirpe selvagem e estas
concentragdes invariavelmente excedem aquela do meio extracelular, sugerindo
que amodnia é perdida passivamente pela célula. Quando o meio torna-se alcalino,
a perda passiva provavelmente requer a difusdo de NH4 bem como de NHs
porque assumindo que o pH intracelular €& controlado, concentragées
extremamente altas de amonia intracelular s&o requeridas para gerar o gradiente
de concentragdo necessario para que ocorra excregdo de amonia. Assim, parece
que aménia é perdida da célula através da difuséo passiva de NH4" através de um
carreador especifico.

A expressado do gene amtB de varios organismos como E. coli, Azospirillum
brasilense e S. typhimurium (van HEESWIJK, et al., 1996; van DOMMELEN et al.,
1998; SOUPENE et al., 1998) ocorre em condigdes limitantes de amonio e parece
ser dependente da proteina NtrC. A repressdo por altos niveis de amonia
extracelular, nesses casos, pode estar relacionada a captagéo rapida e suficiente
da amonia pelo processo de difusdo que atenderia a necessidade celular por
nitrogénio.

Um modelo de regulagdo do gene amtB em R. etli foi recentemente
proposto por TATE, et al. (1999). Bactérias do género Rhizobium séo capazes de
induzir o desenvolvimento de nddulos simbidticos em raizes de plantas
leguminosas. Durante o desenvolvimento destes nodulos a bactéria se diferencia

em bacteréides capazes de fixar nitrogénio, devido a ativagdo da nitrogenase. Os
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bacteridides diferentemente das bactérias livres, sdo incapazes de assimilar o
nitrogénio fixado devido ao desaparecimento da proteina NtrC, ativador
transcricional do gene g/nA (codifica para a proteina GS). A proteina NtrC ativa
também a transcricdo do gene amtB neste organismo. Assim, a NH3 pode difundir
passivamente através da membrana bacteridide para dentro do relativamente
acido espago periobacteridide, onde é convertida para NH4" , a qual entdo, entra
no citosol da planta através de um transportador de amonio localizado na
membrana periobacteridide (Figura 3). A expressdo constitutiva do gene amtB
interfere com a a nodulagéo e com a fixagdo de nitrogénio. Isto pode ocorrer
devido a captagdo de NH, do espaco periobacteriéide para o interior do
bacteridide, o que gera um ciclo futii com consequéncias negativas para a
associagao simbidtica.

A existéncia de dois transportadores de amonio tem sido proposta em A.
vinelandii (MELETZUS et al., 1998). Mutantes amtB deste organismo apresentam
deficiéncia no transporte de metilamoénio, mas crescem eficientemente em
concentracdes limitantes de amoénia. Azoarcus sp. e Rhodobacter capsulatus
também possuem dois genes potencialmente codificando para transportadores de
amoénio, amtB e amtY (MARTIN & REINHOLD-HUREK, 1999; YAKUNIN &
HALLENBECK, 1999). Mutantes amtB ou amtY de R. capsulatus n&o apresentam
deficiéncia de crescimento e possuem taxas de transporte de amdnia semelhantes
a estirpe selvagem, mas, assim como em A. vinelandii, mutantes amtB n&o sao
capazes de transportar metilamonio. Mutantes amtB, mas ndo mutantes amtY, s&o
também totalmente incapazes de ADP-ribosilagdo da proteina Fe ou outras
modulacées da atividade da nitrogenase em resposta a adigdo de NH.", o que
sugere que a proteina AmtB funciona primariamente como um sensor de amonia
para 0s processos que regulam a atividade da nitrogenase.

O estudo da organizacdo e regulagdo dos genes envolvidos direta ou
indiretamente no processo de fixagdo de nitrogénio em H. seropedicae € de
importancia ndo sé académica, como também pratica. Supondo que ocorra o
transporte ativo de ions NH4", o isolamento de mutantes de H. seropedicae

deficientes nesse transporte, poderia permiti, num primeiro aspecto, o
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SOLO BACTERIA

MP
-
1 +
GS
H+
—» NH,” + GLU
NH,"
PLANTA PBM PBS MP BACTERIA
[7]
! Nitrogenase
GLN | NH; > NH, < N,
+
2 GS
] +
3 AmtB
GLT + NH," NH,” + GLU
NH,"
GS
GLN

Figura 3 - Modelo do transporte de aménio de Rhizobium etli para planta
associada (adaptado de TATE ef al., 1999).

1 - representacdo da bactéria antes de infecgdo, 2 - representacdo apoés
infeccdo da planta. (GLN) indica glutamina, (GLU) glutamato, (PMB) membrana
peribacteridide, (PBS) espaco peribacteridide e (GS) glutamina sintetase.
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funcionamento do sistema de fixacdo de nitrogénio em concentragcdes mais
elevadas de amodnia extracelular (na bactéria selvagem, a adicdo de amonia ao
meio de cultura leva a uma acentuada diminuicdo na atividade e sintese da
nitrogenase). Outro aspecto desses mutantes deficientes no transporte de aménia,
seria uma maior dificuldade em recaptar a amonia obtida pelo processo de fixagao
e que teria sido eliminada por difusdo. Neste ponto, vale salientar que a amonia
produzida pelo processo de fixagdo de nitrogénio e ndo captada/utilizada pelo
sistema bacteriano, poderia sofrer difusdo para o exterior deste microorganismo,
permitindo a sua utilizagdo pela planta associada. Esses aspectos s&o
extremamente interessantes, na medida em que H. seropedicae é capaz de
associar-se a diversos vegetais de interesse agricola. Assim, mutantes de H.
seropedicae deficientes em transporte de amoénio poderiam atuar, em

determinadas situagdes, como biofertilizantes.
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2. OBJETIVO
o Clonar e sequenciar as regides codificadoras para transportadores de ions

amonio de H. seropedicae.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS
BACTERIAS

Herbaspirillum seropedicae
SmR1 (Z78, Sm®, Nif"; SOUZA et al., 1995)

Escherichia coli
XL1Blue (SAMBROOK et al., 1989)
7118 (MESSING et al., 1977)
LE 392 (SAMBROOK et al., 1989)

PLASMIDEOS
pTZ19R (MEAD et al., 1986)

pLN1  (este trabalho; contém parte do transportador de amonio de H.
seropedicae)

pEMB100 (BENELLI et al., 1997)

3.2 BIBLIOTECAS GENOMICAS

Foram utilizadas bibliotecas gendmicas de H. seropedicae construidas em
fago A EMBL3 (MACHADO et al., 1995) e no cosmideo pLAFR3, mantida na
bactéria E. coli estirpe DH5 (STEFFENS, 1994).

3.3 CONDIGOES DE CULTIVO

H. seropedicae estirpe SmR1 foi cultivada em meio NFbHP-malato
(PEDROSA & YATES, 1984), adicionado de 20 mmol/L de NH4CI (NFbHPN) como
fonte de nitrogénio. As culturas foram crescidas sob agitagdo (150 rpm) a 30°C.

E. coli estirpes XL1Blue e 7118 foram cultivadas em meio liquido Luria-
broth (LB) (SAMBROOK et al., 1989) ou Terrific broth (SAMBROOK et al., 1989)

sob agitacdo ou em meio solido MacConkey ou LA, a 37°C.
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E. coli estirpe LE392 foi cultivada sob agitacdo em meio liquidoTriptona-

broth (TB) contendo 2% de maltose ou NCZYM adicionado de 10 mmol/L de
MgCl,a 37°C.

Composigao dos meios de cultura

NFbHP-malato

gramas/litro

KH,PO4 4,0
KoHPO4 6,0
MgSO, . 7H,0 20. 10"
NaCl 1,0. 107
CaCl, 2,0.10%
Acido nitrilo-triacético 56.107
FeSO4. 7H0 2,0. 107
Acido malico 5,0
Biotina 1,0.10™
Na;MoOQy4 . 2H,0 2,0.10°
MnSO, . H.0 2,35.10°
HsBO3 28.10°
CuS04. 5H,0 8,0.10°
ZnSO4. 7H,0 2,4 .10"

O meio solido foi obtido pela adigdo de agar na concentragéo de 15 g/L ao
meio liquido.



LB

Extrato de levedura
Cloreto de sodio

Triptona

16

gramasl/litro
50

10,0

10,0

O meio sélido foi obtido pela adicdo de agar na concentragdo de 15 g/L ao

meio liquido, sendo denominado LA.

Terrific broth

Extrato de levedura
Triptona

glicerol

KH2 PO4

KoHPO4

B

Cloreto de sodio

Triptona

24,0 g/L
12,0 g/L
4,0 mL/L
2,31 g/L
12,54 g/L

gramas/litro
8,0
10,0
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NCZYM
gramasl/litro
Nz amina 10
NaCl B
Extrato de levedura B
Casamino &cidos 1
MgSQ04.7H,0 2
MacConkey
gramas/litro
Peptona 17
Polipeptona 3
Lactose 10
Sais biliares 15
Cloreto de sodio o
Agar 13,5
Vermelho neutro 0,03
Cristal Violeta 0,001
Antibiéticos

Os antibidticos usados foram:
Concentragéo final

ampicilina (Amp) 200 no/mL
estreptomicina (Sm) 80 ug/mL
Canamicina (Km) 50 ug/mL
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Estocagem

Estoques de E. coli e H. seropedicae foram mantidos em glicerol 50% a
-20°C.

3.4 PURIFICAGAO DE DNA TOTAL DE H. seropedicae

Cinguenta mililitros de cultura de H. seropedicae (D.O.exo = 2,0), crescida
em meio NFbHPN contendo Sm, foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos, a
4°C. As células foram lavadas com 30 mL do tamp&o TES (Tris-HCI pH8,0, 50
mmol/L; EDTA pH 8,0, 20 mmol/L; NaCl 200 mmol/L) e ressuspensas em 20 mL
do mesmo. As células foram incubadas com a enzima lisozima (100 pg/mL)
durante 1 hora, a 30°C. Para completar a lise das células foi adicionado o
detergente SDS 1% (m/V) e a mistura incubada a 55°C por 10 minutos. A
degradacédo das proteinas foi feita adicionando-se proteinase K (50 ug/mL) e
incubagdo a 50°C por 8 horas. A mistura foi finalmente extraida com fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) (2x) e com cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1) (1x). Apbs a extracdo o DNA foi precipitado com dois volumes de etanol
absoluto a -20°C por 2 horas, lavado com 1mL de etanol 80%, seco a vacuo e

dissolvido em 100uL de agua destilada contendo 10 pg/mL de RNAse.

3.5 AMPLIFICAGAO DE DNA POR PCR
A amplificacédo de parte do gene que codifica para o transportador de ions

amonio foi realizada pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(KOCHER & WILSON, 1991).

A reacdo de amplificagdo foi feita em termociclador Perkin-Eimer 2400
utilizando-se o tampéao Gibco PCR uma vez concentrado, 0,2 mmol/L de dNTPs,
DNA purificado (molde), 0,2 pmol/uL de cada oligonucleotideo (“primers”), 1,5

mmol/L de cloreto de magnésio e 1U da enzima "aq DNA polimerase.
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3.5.1 Amplificagdo de parte do gene amtB a partir do DNA total de H.
seropedicae

Os “primers” utilizados para a amplificac&o de parte do gene amtB a partir
do DNA gendmico de H. seropedicae foram oligonucleotideos sintetizados
quimicamente (Gene Assembler da Pharmacia). A sequéncia desses
oligonucleotideos foi obtida a partir da comparacdo das sequéncias de
transportadores de aménio de diversos organismos, depositadas em banco de
dados (GenBank).

Foram utilizados 10ug de DNA gendmico como molde e o volume final da
reacgao foi de 50 uL. Os parametros do termociclador foram: 1 ciclo de 10 minutos
a 94°C; 10 ciclos de 5 minutos a 94°C, 2 minutos a 20°C e 2 minutos a 72°C; 25
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 20°C e 2 minutos a 72°C e 2 ciclos de 10
minutos a 72°C. Durante a elevagao da temperatura de 20°C a 72°C foi utilizada
apenas 10% da poténcia na primeira etapa de amplificacdo e 20% da poténcia na
segunda. O fragmento amplificado foi analisado em gel horizontal de agarose
1,5%, utilizando o tampéo TAE 1X (0,04mols/L Tris-Acetato e 0.001mols/L EDTA).

3.5.2 Amplificagao de parte do gene amtB a partir do plasmideo pEMB100

A reacgdo de PCR e os parametros do termociclador foram os mesmos do
item anterior, com excec¢do do “template” que aqui foi o plasmideo pEMB100
(BENELLI et al., 1997).

3.5.3 Amplificagao do gene amtB a partir da biblioteca genémica de H.
seropedicae em cosmideo pLAFR3

Para esta amplificagdo foram utilizados os “primers” especificos TNH41 e
TNH42, obtidos a partir de parte do gene que codifica para o transportador de ions
amoénio em H. seropedicae, juntamente com os “primers” reverso e universal.
Commz melde forem tiiivados um conjunto de cosmideos de uma biblioteca
genébmica de H. seropedicae em cosmideo pLAFR3. Foram feitas quatro

diferentes reacgdes: com o “primer” universal e TNH41; universal e TNH42; reverso
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e TNH41; e reverso e TNH42. Os parametros do termociclador foram: 1 ciclo de 5
minutos a 96°C, 2 minutos a 40°C e 4 minutos a 72°C; 35 ciclos de 40 segundos a

95°C, 40 segundos a 40°C e 4 minutos a 72°C e 1 ciclo de 30 segundos a 95°C e
10 minutos a 72°C.

3.6 PURIFICAGAO DE DNA PLASMIDIAL

O método utilizado para a purificagédo de plasmideos foi o de lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989).

A bactéria E. coli contendo o plasmideo de interesse foi crescida em 5 mL
de meio LB com ampicilina até uma D.O.s0 = 2,0. A cultura foi transferida para
tubos plasticos de 1,5 mL e, as células coletadas por centrifugacéo (13.000 x g, 1
minuto) foram ressuspensas em 100 uL de uma solugéo contendo Tris-HCI 25
mmol/L, pH 8,0; glicose 50 mmol/L e EDTA 10 mmol/L (GET). As células foram
lisadas com 200 uL de uma solucdo contendo NaOH 0,2 mol/L e SDS 1% (m/V).
As proteinas, o DNA cromossomal desnaturado, os restos celulares e o SDS
foram precipitados com a adi¢do de 180 uL de acetato de potassio 3 mol/L pH 4,8
e incubacdo por 10 minutos em gelo. As amostras foram, entdo, centrifugadas
(13.000 x g, 5 minutos) e a solugdo aquosa foi extraida com 100 uL de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1).0 DNA plasmidial foi precipitado com 1mL
de etanol absoluto, lavado com 1 mL de etanol 70%, seco a vacuo e dissolvido em
30 uL de agua contendo RNAse na concentracdo final de 10 pug/mL. Apds, foi

analisado por eletroforese em gel de agarose.

3.7 ANALISE ELETROFORETICA DE DNA

A eletroforese de DNA foi feita em gel de agarose horizontal como descrito
por MANIATIS et al.(1982).

O tampé&o utilizado foi TAE i X (Tris-aceiwaiv 40 mmol/L e EDTA 1mmol/L pH
8,0). O DNA foi visualizado apos tratamento com solugdo de brometo de etideo

(0,5 mg/mL) em transiluminador de luz ultravioleta e o perfil eletroforético
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registrado fotograficamente ou utilizando um sistema de video imagem acoplada a
equipamento de impressao térmica (GDS 5000).

3.8 CONDIGOES DE DIGESTAO DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRICAO
As condicbes utilizadas para a digestdo de DNA com enzimas de restricéo
foram aquelas especificadas pelo fabricante ou por MANIATIS et al. (1982).
Usualmente 1-5 U das diferentes enzimas de restricao foram utilizadas para
digestdo de 0,2 — 1 ug de DNA em um volume de 20 ulL durante 4 horas na

presenca do tamp&o adequado a 37°C.

3.9 PREPARO DO DNA COM PONTAS CEGAS

Os produtos de PCR a serem ligados em terminal cego foram tratados com
a enzima T4 DNA polimerase. A reagéo foi feita utilizando-se o tampao T 1X
concentrado da Amersham (33 mmol/L Tris —acetato pH 7,9; 10 mmol/L de acetato
de magnésio; 0,5 mmol/L de ditiotreitol e 66 mmol/L de acetato de potassio), 0,3%
de BSA (soroalbumina bovina) acetilada, 0,17 mmol/L de dNTP’s, 0,4 U de T4
DNA polimerase e 1ug DNA.

3.10 PREPARO DOS VETORES

Os vetores foram linearizados com a enzima de restricdo adequada. Apos a
restricdo, a enzima foi desnaturada por calor ou retirada por extraggdo com um
volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). O DNA extraido foi

precipitado com etanol absoluto, lavado, seco e dissolvido em agua.

3.11 LIGAGAO DE DNA
O vetor linearizado (item 3.10) foi ligado ao inserto numa proporgéo de 1:5

(mol) utilizando tamp&o de ligacéo, 0,8 U de T4 DNA ligase e incubacgéo a 16°C
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durante a noite. No caso de ligagdo em terminal coesivo, a mistura vetor-inserto foi

aquecida a 65° C por 5 minutos e resfriada em gelo antes da adicdo do tampéo e
da enzima.

3.12 TRANSFORMAGAO BACTERIANA POR ELETROPORAGAO

3.12.1 Preparo de células eletrocompetentes

Dois e meio mililitros de uma cultura saturada foram inoculados em 250 mL
de meio LB, quando E. coli e em meio NFbHPN, quando H. seropedicae. A cultura
foi crescida até D.O.sx0 0,5 -1,0. As células foram coletadas por centrifugacéo
(5000 rpm por 15 minutos) e lavadas duas vezes com agua estéril (250 e 150 mL).
Em seguida, foram ressuspensas em glicerol 10%, centrifugadas novamente
(10.000 rpm por 5 minutos), ressuspensas em um volume final de 0,5 mL de

glicerol 10%, separadas em aliquotas de 40 L e estocadas a -70°C.

3.12.2 Transformacao bacteriana

O método utilizado foi indicado pelo fabricante do eletroporador (Gibco-
BRL).

Foi adicionado 1uL da ligag&o vetor-fragmento em 40 uL da bactéria E. coli
eletrocompetente. A suspenséo foi transferida para uma cubeta de eletroporacao e
submetida a um campo elétrico de 4kV, 200Q2, 330uF, a fim de permitir a entrada
do plasmideo na bactéria. Um mililitro do meio LB foi adicionado a cubeta e a
amostra foi incubada a 37°C sob agitacao, por uma hora. Apds incubagdo a

suspensdo foi plaqgueada em meio sdélido LA ou MacConkey contendo os

antibiéticos adequados.
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3.13 SELECAO DOS PLASMIDEOS RECOMBINANTES

Os plasmideos recombinantes inseridos em E. coli foram selecionados em
meio diferencial MacConkey contendo ampicilina (resisténcia do vetor pTZ19R).
As colbnias brancas foram crescidas em meio LB contendo o mesmo antibiético
para posterior purificacao do DNA plasmidial.

3.14 SEQUENCIAMENTO DE DNA

3.14.1 Preparagao de DNA simples fita

Cinco mililitros da bactéria hospedeira E. coli estirpe XL1BLUE contendo o
plasmideo de interesse foram crescidos durante a noite em meio LB com os
antibioticos ampicilina e tetraciclina. Para a infeccdo, 50 ulL desta cultura foram
inoculados em 3 mL do meio Terrific broth com os antibidticos ampicilina,
tetraciclina e kanamicina, 2% de glucose e 100uL do fago M13KO7 e deixados a
37°C sob agitagao por aproximadamente 24 horas.

A cultura foi transferida para tubos plasticos de 1,5 mL e centrifugada a
13.000 x g por 3 minutos. Um mililitro do sobrenadante foi coletado e a este foi
adicionado 250uL de PEG (polietilenoglicol) 20% e NaCl 2,5 mol/L e o sistema foi
incubado em gelo por no minimo 30 minutos. A mistura foi, entdo, centrifugada a
13.000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e a amostra foi
submetida a nova centrifugagdo a 13.000 x g por 30 segundos, para retirar o
excesso de PEG e ressuspensa em 100 uL de Tris-HCI 10 mmol/L, pH 8,0 e EDTA
1mmol/L. A mistura foi extraida uma vez com 50uL de fenol e uma vez com 50 pL
de fenol-cloroféormio-alcool isoamilico (25:24:1). Apdés a extragcdo o DNA foi
precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, lavado com 1 mL de etanol 80%,

Seco a vacuo e ressuspenso em 40ul de agua.

3.14.2 Preparagéo de DNA Jugic Tita
A purificagdo de DNA plasmidial para posterior sequenciamento foi

realizado basicamente como no item 3.6. Apds dissolvido em agua, o DNA foi
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incubado com RNAse (concentragéo final de 1 ug/mL) por 3 horas a 37°C. Foram
feitas, entdo, mais duas extragdes com 100 puL de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico, o DNA foi precipitado com 450 uL de etanol absoluto, lavado, seco e

dissolvido em aproximadamente 8 uL de agua.

3.14.3 Reagao de sequenciamento

O procedimento é baseado na incorporagdo de dideoxinucleotideos
marcados com material fluorescente. Nesta reagdo foram utilizados
aproximadamente 0,5 ng do DNA purificado, 2,6 uL de tampao TACS (Tris 106
mmol/L, MgCl; 2,6 mmol/L e (NH4).SO4), 15 pmol do primer apropriado e 6,0 uL
de mistura para sequenciamento Terminator Ready Rxn Mix (Perkin-Elmer). O
volume final da reagcdo foi de 20 uL. A reacdo foi feita utilizando-se um
termociclador e os parametros foram: 1 ciclo de 5 minutos a 95°C e 35 ciclos de

30 segundos a 96°C, 30 segundos a 40°C e 6 minutos a 60°C.

3.14.4 Tratamento da amostra apoés reagao de sequenciamento

O produto da reagdo de sequenciamento foi precipitado com 7uL de acetato
de amdnio 7,5 mol/L e 100 uL de etanol absoluto, centrifugado (13.000 g por 15
minutos), 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).

3.15 INFECCAO DA BACTERIA E. coli ESTIRPE LE392 COM FAGO A EMBL3
(BIBLIOTECA GENOMICA)

A bactéria E. coli estirpe LE392 foi crescida em meio TB com maltose até
D.Oex = 2. As células foram coletadas por centrifugagao, 1essuspensas i /10
do volume de sulfato de magnésio 10 mmol/L e estocadas a 4°C por no maximo 2

semanas.
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Para a infecgdo foram misturados 10 uL da bactéria, 3-10 uL da suspenséo
de bacteriofago e ¢ volume foi completado para 200 puL com uma solugdo de
MgSO4 10 mmol/L.

O sistema foi incubado a 37°C por 30 minutos e, apds incubacdo, foram
adicionados 3 mL de meio SM (5,8 g/L NaCl, 2 g/L MgS04.7H,0, 0,05 mol/L Tris-
HCI pH7,5 e 0,01% de gelatina) contendo 0,7% de agarose e 3 uL de tiamina 5
mg/mL. Esta mistura foi espalhada imediatamente sobre uma placa contendo meio

LA. As placas foram incubadas a 37°C por aproximadamente 12 horas.

3.16 TRANSFERENCIA DO DNA DO FAGO % EMBL3 PARA MEMBRANAS DE
NYLON OU NITROCELULOSE

O método utilizado foi o descrito pelo fabricante da membrana (Amersham).
A membrana foi colocada delicadamente sobre a superficie do agar que contém
as placas de lise e deixada por 1 minuto. Marcou-se a membrana e o agar com
uma agulha, para permitir a correta orientacdo nas placas. A membrana foi tratada
com solugbes desnaturante (1,5 mol/L NaCl e 0,5 mol/L NaOH) por 5 minutos,
neutralizante (1,5 mol/L NaCl, 0,5 mol/L Tris-HCI pH 7,2 e 0,001 mol/L EDTA) por
5 minutos e com uma solugéo 20X SSC (3 mol/L NaCl e 0,3 mol/L de citrato de
sédio) por 2 minutos. Esses tratamentos foram realizados sobre papel filtro
embebido com as solugdes. Apds secagem ao ar, o DNA foi fixado a membrana
de nitrocelulose em estufa a 85°C durante 2 horas ou a membrana de nylon por

irradiac@o com luz ultravioleta em transiluminador durante 4 minutos.

3.17 TRANSFERENCIA DO DNA DO GEL DE AGAROSE PARA MEMBRANA
DE NYLON OU NITROCELULOSE

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de
ayurcss, Visuancadoe, fotografados e transferidos a vacuo (Vac:umn(.‘-,eneTM XL,
Pharmacia Biotech) para uma membrana de nylon ou nitrocelulose. Para a

transferéncia, o gel foi tratado com solugédo desnaturante (1,5 mol/L NaCl, 0,5
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mol/L NaOH) por 5 minutos, com solug&o neutralizante (1,5 mol/L NaCl, 0,5 mol/L
Tris-Cl pH 7,2 e 0,001 mol/L EDTA) por 7 minutos e o DNA transferido a vacuo
com uma soluggo 20X SSC (3 mol/L NaCl e 0,3 mol/L de citrato de sodio) por 30

minutos. O DNA foi fixado a membrana como descrito no item anterior.

3.18 HIBRIDIZAGCAO

As membranas contendo DNA foram pré-hibridizadas em tampao de Tris-
HCI 50 mmol/L pH 7,5 contendo SDS 5% por 15 minutos a 65 °C e hibridizadas na
mesma solugdo contendo a sonda marcada com [*P] a 65°C, durante
aproximadamente 24 horas. As membranas foram lavadas com SSC 2X a 0,1X,
SDS 0,1% a 65°C, por 30 minutos e expostas contra um filme de raios-X.

Os procedimentos para marcacdo da sonda com [*?P] e hibridizacdo das

membranas foram realizadas por REGO, neste laboratdrio.

3.19 PURIFICAGAO DE DNA EM GEL DE AGAROSE

Para purificacdo de fragmentos de DNA a partir de gel de agarose, a
eletroforese foi conduzida em agarose de baixo ponto de fusdo em tampéo TAE
1X. Apos visualizagdo, as bandas correspondentes aos fragmentos de interesse
foram cortadas, separadas em tubos eppendorf e incubadas a 65°C por 5 minutos
para a fusao da agarose. Apos incubacgéo, foram adicionados: Tris-HCI pH 8,0 (50
mmol/L), NaCl (200 mmol/L) e 1 volume de fenol equilibrado com Tris-HCI pH 8,0.
A mistura foi agitada e centrifugada a 13.000rpm por 5 minutos. A fase aquosa
acrescentou-se 0,6 volumes de isopropanol. A mistura foi incubada a -20°C por 20
minutos sendo entdo centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos. O sedimento

obtido foi lavado com etanol 80%, seco a vacuo e dissolvido em agua.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese de oligonucleotideos para a amplificacdo de parte do gene que
codifica para o transportador de ions aménio em H. seropedicae

Devido a dificuldade experimental em se utilizar sondas heterdlogas para a
hibridizacdo com a finalidade de se clonar genes, a estratégia utilizada foi a
amplificagéo e clonagem de um pequeno fragmento do gene que codifica para o
transportador de ions ambdnio em H. seropedicae e que seria utilizado como sonda
homdloga. Para isso, foram sintetizados oligonucleotideos para a amplificagéo
deste fragmento a partir do DNA gendmico de H. seropedicae.

Para a determinag&o da sequéncia dos oligonucleotideos a serem utilizados
na reacdo de PCR, foram comparadas sequéncias de aminoacidos ja conhecidas
de possiveis transportadores de ions amonio de trés organismos (Escherichia coll,
Bacillus subtilis e Mycobacterium tuberculosis). A comparagao destas sequéncias
foi realizada utilizando-se o programa Clustal, que faz alinhamentos, permitindo a
determinac&o de suas regides comuns (figura 4). As regides mais conservadas
(regides 1 e 3 da figura 4) foram escolhidas para a sintese dos "primers" e para
isso foram convertidas para nucleotideos, obedecendo uma tabela de preferéncia
de uso de codons para H. seropedicae (SOUZA, 1990) (tabela 1). Como o cédigo
genético é degenerado, em algumas posicdes havia a possibilidade de se colocar
mais de uma base. Durante o processo de sintese, parte das moléculas
receberam uma determinada base, enquanto outros receberam outras bases.
Assim sendo, foi sintetizado para cada regido uma populagdo de "primers", cujas
sequéncias estdo apresentadas na figura 5. Na figura estdo indicados, entre

parénteses, os varios nucleotideos presentes numa mesma posi¢ao.
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Figura 4 - Comparagao das seqiiéncias de transportadores de aménio de

Escherichia coli,

localizagao de regides com alta homologia.
As sequéncias de transportadores de ions amdnio dos organismos E. col,

B. subtilis e M. tuberculosis foram alinhadas utilizando o programa (continua...)

Bacillus subtilis e Mycobacterium tuberculosis e
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(...continuag@o figura 4) Clustal. Os asteriscos indicam aminoacidos idénticos,
enguanto os pontos indicam substituicdes de aminoacidos do mesmo grupo. Os
tracos nas sequéncias indicam espacos criado pelo programa a fim de fornecer o
melhor alinhamento entre as sequéncias. Em vermelho estdo indicados as regides
de alta homologia, as quais foram utilizadas para obtencéo dos "primers" para
reacdo de PCR. As setas indicam o sentido (5 — 3')dos “primers” sintetizados.
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Tabela 1 - Comparagio do uso de cédons de H. seropedicae, A. brasilense e
E. coli (SOUZA, 1990)

Residuo Hs Ab Ee Residuo Hs Ab =
s % de uso B R % de uso
Phe TTT 17 | 3 | 44 Tyr TAT 29 10 41
Phe TTC 83 97 56 Tyr TAC 71 90 59
Leu TTA 2 0 6 v 0 25 88
Leu TTG 22 1 8 | * 0 0 4
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 GIn CAA 32 3 27
Leu CTG 55 71 69 Gln CAG 68 97 73
lle ATT | 25 3 37 | Asn AAT | 35 9 24
' lle ATG 69 97 62 Asn AAC 65 | 91 76
| lle ATA 6 0 1 | Lys AAA | 21 2 77
Met ATG | 100 100 100 Lys AAG 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 g 100 75 | 8
Ser TCG 33 47 11 Trp TGG | 100 100 0
Pro CCT 6 0 9 Arg CGT | 26 | & 58
Pro CCC 36 16 6 Arg CGC 51 81 | 35
Pro CCA 9 0 20 Arg CGA 0 0 g
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 Glv GGA 6 0 5
.~ Ala GCG 23 25 30 Gly GGG 10 3 7
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Figura 5 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos degenerados derivados da
comparacgao das seqiiéncias do gene para o transporte de aménio de E. coli,
M. tuberculosis e B. subtilis

Em azul sdo indicadas as sequéncias de aminoacidos e em preto as
sequéncias de nucleotideos obtidos a partir da tabela de uso de cédons de H.
seropedicae (SOUZA, 1990). Entre parénteses sado indicados os varios
nucleotideos presentes na posigao.
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4.2 Amplificagao do fragmento via PCR utilizando os “primers” degenerados
Seria esperado que com a utilizacdo dos “primers” indicados, um fragmento
de cerca de 180 pares de base (pb) fosse amplificado. Este fragmento
corresponderia aos 59 aminoacidos presentes nesta regido. Apds realizacdo da
reacao de PCR e analise por eletroforese, um fragmento migrando com o tamanho

esperado foi obtido (figura 6).

123 pb-

Figura 6 - Produto de amplificagao por PCR obtido do DNA genémico de H.
seropedicae.

Eletroforese em gel de agarose 1,5% em TAE 1X.
Linha 1- mostra o produto de amplificagéo por PCR utilizando DNA gendmico de H.

seropedicae e os “primers” degenerados.
MW indica padrao de massa molecular (123 pb ladder).
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Varios parametros dos ciclos da reacdo de PCR foram testados antes de
conseguirmos o produto de amplificagdo. A dificuldade para obtencdo deste
amplificado deveu-se provavelmente & degeneracdo dos “primers” que nédo se
ligavam de forma especifica ao molde (DNA gendmico de H. seropedicae) em alta
temperatura. Para que ocorresse o pareamento entre os oligonucleotideos e o
DNA total foi necessario a utilizagdo de uma temperatura de anelamento bastante

baixa (20° C) (item 3.5.1) o que vem a diminuir ainda mais a especificidade dos
‘primers”.

4.3 Construgao do plasmideo pLN1

O fragmento amplificado foi clonado no vetor pTZ19R (figura 7). Para isso,
0 vetor foi cortado com a enzima de restrigdo Hinc 11, que produz terminal cego e
manipulado a fim de adicionar o nucleotideo timidina ao seu terminal 3'. Este
procedimento foi utilizado, pois facilita a ligagdo com o fragmento amplificado, uma
vez que a enzima Tag DNA polimerase normalmente adiciona o nucleotideo
adenosina na extremidade 3’ dos produtos amplificados durante a reagédo de PCR.

Apéds a ligacdo do segmento de PCR ao vetor pTZ19R, a bactéria E. coli
estirpe XL1Blue foi transformada com a mistura de ligagdo e selecionada através
da resisténcia ao antibiotico ampicilina, em meio diferencial MacConkey. Como o
plasmideo pTZ19R apresenta resisténcia a ampicilina, cresceram neste meio
apenas as bactérias que o receberam. Dentre estas, aquelas cujo plasmideo
continha o inserto foram selecionadas pela diferengca de cor quando crescida em
meio MacConkey. A entrada do inserto no vetor impede a produgdo da enzima (-
galactosidase. A presenga desta enzima torna o meio acido, assim as colonias
que a produzem tornam-se avermelhadas no meio MacConkey e aquelas que n&o
produzem a enzima permanecem brancas. As coldnias brancas foram crescidas
em meio LB contendo ampicilina e foi feita a extracdo do seu plasmideo (item 3.6).

Os plasmideos obtidos foram analisados para a presenca do insertn de 180

pb. Inicialmente as andlises foram feitas através digestdo com as enzimas de
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restricdo EcoRI e HindlIll, que liberam o inserto. Como desta forma nao foi

possivel visualizar o fragmento a ser liberado, partiu-se para analise do plasmideo

Hindiil Hincll EcoRl

g e =
ATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCC

Sitio de policlonagem

T7 promoter

Primer universal Primer reverso

| Ori pBR322

Figura 7 - Esquema do vetor pTZ19R
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recombinante através de reacdo de PCR utilizando-se os "primers" reverso e
universal, que alinham-se a 3' e 5' respectivamente do sitio de policlonagem do
plasmideo pTZ19R (figura 7). Foram utilizados como molde desta reacéo o vetor
PTZ19R com e sem o inserto, sendo possivel, assim, constatar a presenca deste,
pela diferenga de tamanho do produto amplificado entre as duas amostras. Na
figura 8 € possivel observar uma diferenca de taxa de migracéo entre os produtos
de amplificagc&o obtidos a partir do vetor e do plasmideo recombinante. O primeiro
apresenta aproximadamente 120 pb e o segundo aproximadamente 300 pb, o que

comprova a presencga do inserto neste ultimo. Apenas um clone foi obtido e este
foi denominado pLN1 (figura 9).

4.4 Sequenciamento do inserto do plasmideo pLN1

A purificacdo do DNA para sequenciamento foi feita inicialmente através da
infecgdo do clone com o bacteriofago M13KO7, produzindo DNA simples fita.
Entretanto, devido a dificuldade de infecgdo da bactéria pelo bacteriofago, a
quantidade de DNA produzida era insuficiente para a realizacdo do
sequenciamento (resultados ndo apresentados). O sequenciamento foi feito ent&o,
com DNA dupla fita.

O plasmideo pLN1 foi sequenciado utilizando-se o "primer" universal. A
sequéncia obtida apresentou 176 pb (figura 10) e engloba sequéncias dos
“‘primers” utilizados para a amplificagao.

Através do sequenciamento foi possivel constatar que a ligagdo do
fragmento ao vetor pTZ19R ocorreu em terminal cego muito embora tenha sido
feita reacdo para introducéo de nucleotideos no terminal 3'do vetor (item 4.3). A
figura 10 mostra a sequéncia do fragmento de DNA obtido e a regido em azul
indica o sitio de restricdo da enzima Hinc 11, com a qual o vetor foi cortado para a

posterior ligagdo com o fragmento.
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800pb -

300pb -
100pb -

Figura 8 -Analise do plasmideo recombinante por PCR.

O plasmideo recombinante foi analizado por PCR utilizando os “primers” reverso e
universal que se alinham nas extremidades do sitio de policlonagem do vetor pTZ19R.
MW - indica padrdo de massa molecular (100 pb ladder).

1 - produto de amplificagao por PCR utilizando o plasmideo pTZ19R como molde .

2 - produto de amplificagé@o por PCR utilizando o plasmideo pLN1 como molde.
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| Ori pBR322

Figura 9 - Esquema do plasmideo pLN1.

O pLN1 corresponde ao vetor pTZ19R contendo um fragmento de aproximadamente 180
pb correspondente ao gene amt de H. seropedicae inserido no gene /acZ.
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A sequéncia obtida foi submetida a comparagbes com o banco de dados
(GenBank) utilizando-se o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Este
programa traduz a sequéncia de nucleotideos nas seis sequéncias de leitura
possiveis e as compara com sequéncias depositadas no banco de dados. A
analise desta comparagéo demonstrou que a sequéncia submetida apresentou-se
bastante similar a sequéncia de transportadores de ions amonio de outros
organismos, o que sugere tratar-se realmente de uma parte do gene que codifica
para o transportador de ions amodnio em H. seropedicae (tabela 2 e figura 11 ).
Essa analise indicou alta homologia com o gene amtB de E. coli e devido a isso

passamos a denominar o fragmento como parte do gene amtB de H. seropedicae.

GTCGCGATGGATTTTGCCGGCGGCACGGTGGTGCACATCAACGCCGCTATCGCCGGCCTGGTCGGTTCC
TATGTGATCGGCAAGCGTATCGGTTTCGGCAAGGAAGCCTTCAAGCCGCATAGCCTGACCCTGACCATG
GTCGGCGCCTCGCTGCTGTGGTTCAGGCTGGTCGGCTTCAAGAC

AMDEAGGTVVHINAAIAGLVGSYVIGKRIGFGKEAFKPHSLTLTMVGASLIWFRLVGE

Figura 10- Seqiiéncia obtida do fragmento amplificado a partir do genoma de
H. seropedicae.

As regibes em vermelho correspondem aos “primers” utilizados na
amplificacdo e as regiées em azul correspondem ao sitio de restricdo da enzima

Hinc T1 (pertencentes ao vetor). Em verde esta mostrada a sequéncia traduzida
para aminodcidos. O primeiro aminoacido corresponde ao terceiro nucleotideo
mostrado.

4.5 CLONAGEM DO GENE amtB DE H. seropedicae
Devido a dificuldade de clonar este gene, foram utilizadas varias estratégias

diferentes na tentativa de obté-lo. Estas serdo comentadas abaixo.

4.5.1 Hibridizacdo do fragmento amtB de H. seropedicae contra banco
genémico de H. seropedicae em fago A EMBL3
O fragmento amtB de H. seropedicae clonado no plasmideo pLN1 foi

utilizado para tentar isolar o gene do transportador de aménio completo de H.



39

seropedicae. Para isso uma biblioteca genémica em fago . EMBL3 foi transferido

para membranas de nylon ou nitrocelulose visando a sua hibridizacdo com o
plasmideo pLN1 marcado radioativamente.

Tabela 2 - Comparagao da seqiiéncia obtida do fragmento amplificado do
genoma total de H. seropedicae com seqiiéncias depositadas no banco de

dados (GenBank).

I Espécie Gene | Fungio identidade (%) | similaridade(%) |
| Eschenichia coli amtB provavel transportador | 68 84 j
de amdnio |
Mycobacterium amt provavel transportador 55 -
tuberculosis de amonio
Bacilus subtilis ngrA provavel transportador 50 67
de aménio
Saccharomyces | mep3 transportador de 40 67
cerevisae amoénio
. Saccharomyces mep1 transportador de 40 67
‘ cerevisae amonio \
i Arabdopis amt1 Alta afinidade com 49 | 66 |
| thaliana transportadores de

amonio

A andlise foi feita a partir da sequéncia de aminoacidos e sdo indicadas
aquelas com maior homologia com a sequéncia submetida.



GENE AMTB DE E. coli PROVAVEL TRANSPORTADOR DE AMONIO

Query: 1 AMDFAGGTVVHINAAIAGLVGSYVIGKRIGFGKEAFKPHSLTLTMVGASLLWFRLVGF
A+DFAGGTVVHINAAIAGLVG+Y+IGKR+GFGKEAFKPH+L + G ++L+ GF
Sbjct: 180 ALDFAGGTVVHINAAIAGLVGAYLIGKRVGFGKEAFKPHNLPMVFTGTAILYIGWFGF

GENE AMT DE M. tuberculosis PROVAVEL TRANSPORTADOR DE AMONIO

Query: 1 AMDFAGGTVVHINAAIAGLVGSYVIGKRIGFGKEAFKPHSLTLTMVGASLLWFRLVGFEF
A+DFAGGT VHINA +A L+ + V+GKR G+ F+PH+L M+GA+LLWF GF
Sbjct: 189 AIDFAGGTAVHINAGVAALMLAIVLGKRRGWPATLFRPHNLPFVMLGAALLWFGWYGF

GENE NRGA DE B. subtilis PROVAVEL TRANSPORTADOR DE AMONIO

Query: 1 AMDFAGGTVVHINAAIAGLVGSYVIGKRIGFGKEAFKPHSLTLTMVGASLLWFRLVGF
A+DFAGG VVHI++ +AGLV + V+GKR A PH+L T +6 +L4AWF GF
Sbjct: 155 ALDFAGGNVVHISSGVAGLVLAIVLGKR--KDGTASSPHNLIYTFLGGALIWFGWEGF

40

58

237

58

246

58

210

Figura 11 - Comparagdao da seqiiéncia parcial do gene amtB de H.
seropedicae com seqiiéncias dos microrganismos utilizados para a sintese

dos "primers" com os quais o fragmento sequenciado foi obtido.

"Query" indica a sequéncia de aminoacidos obtida a partir do fragmento

amplificado. "Sbjtc" indica a sequéncia depositada no banco de dados. Entre a

sequéncia "query" e "sbjtc" sdo indicados os aminoacidos idénticos ou de mesmo

grupo (+).
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Embora algumas condigdes tenham sido testadas, nenhum sinal de
hibridizagdo foi obtido. Esse resultado negativo pode ter sido devido ao tamanho

do fragmento utilizado (176 pb) o que tornaria dificil a deteccdo da placa de lise
contendo o gene amtB.

4.5.2 Hibridizagao do fragmento do gene amtB de H. seropedicae com o
cosmideo pEMB100

O gene amtB de varios organismos, como o de E. coli (van HEESWIJK et
al., 1996), A. vinelandii (MELETZUS et al., 1998) e A. caulinodans (MICHEL-
REYDELLET et al.,1998), esta situado a jusante do gene g/inK (gene homdlogo ao
g/nB). A fim de verificar a possibilidade do gene amtB estar localizado préoximo ao
gene g/inB, um cosmideo isolado contendo esta regido do genoma de H.
seropedicae foi analisado. O cosmideo pEMB100 (BENELLI et al., 1997) contém a
regido do genoma de H. seropedicae capaz de complementar mutacdo g/nB512
de K. pneumoniae. Analise posterior indicou que pEMB100 possui um gene
semelhante a g/nB (BENELLI et al, 1997).

Para determinar se o transportador de amoénio de H. seropedicae estava
localizado neste cosmideo, o fragmento do gene amtB de H. seropedicae clonado
no pLN1 foi marcado com [**P] e utilizado como sonda para hibridizacdo contra
pEMB100 digerido com as enzimas de restricdo Sal I, Eco RI e Pst 1. Nenhum
sinal de hibridizacao foi identificado (resultados nao apresentados), sugerindo que
0 gene amtB de H. seropedicae nao esta localizado neste plasmideo. Talvez,
diferentemente dos demais organismos citados, em H. seropedicae os genes ginK
e amtB nao estejam situados proximos um do outro. Entretanto, néo & possivel

descartar a hipotese de que ndo houve hibridizagdo devido ao pequeno tamanho
do fragmento amtB.
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4.5.3 Resgate do gene amtB de uma biblioteca genémica de H. seropedicae
em cosmideo pLAFR3 por PCR

A partir da sequéncia parcial do gene amtB de H. seropedicae foi possivel a
construgdo de dois “primers” especificos (TNH41 e TNH42) para amplificar o
restante do gene. Estes “primers” estdo em orientagdo oposta: TNH41 esta
orientado em diregdo a extremidade 5 do gene amtB, enquanto TNH42 esta
orientado na diregdo 3’ (Figura 12).

GCGATGGATTTTGCCGGCGGCACGGTGGTGCACATCAACGCCGCTATCGCCGGCCTGETCEETTCC

TATGTGATCGGCAAGCGTATCGGTTTCGGCAAGGAAGCCTTCAAGCCGCATAGCCTGACCCTGACCATG
#— >

primer TNH41 primer TNH42

GTCGGCGCCTCGCTGCTGTGGTTCAGGCTGGTCGGCTTCAA

Figura 12 — Seqiliéncia dos “primers” especificos sintetizados a partir da
seqiuiéncia do fragmento do gene amtB clonado.

Em vermelho est&o indicadas as sequéncias dos “primers” TNH41 e TNH42
e sua localizag&o dentro do fragmento do gene amtB de H. seropedicae. As setas
indicam o sentido da sintese dos "primers”.

Estes oligonucleotideos foram utilizados numa reagédo de PCR que
apresentava como molde uma populacdo de cosmideos purificados de uma
biblioteca gendmica de H. seropedicae no vetor pLAFR3 (STEFFENS, 1994).
Como cada um dos “primers” construidos partia da regido central do gene para a
extremidade, eles foram utilizados em conjunto com os “primers” reverso e
universal, que se alinham nas extremidades do sitio de policlonagem do cosmideo
(figura 13).

Os insertos dos cosmideos apresentam um tamanho meédio de 25 kilo
bases (kb). Assim, a amplificagdo de fragmentps do gene amtB seria facilitada se
este estiver clonado nas proximidades do sitio de hibridizacdo dos “primers”

reverso ou universal, pois se ele estiver localizado numa regido mediana, a
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distancia entre os dois “primers’ que participardo da reacéo de PCR sera muito

grande, dificultando a amplificacéo.

Primer universal Primer reverso

Inserto = 25 kb

Figura 13 - Esquema do cosmideo pLAFR3.

As flechas indicam onde se alinham os “primers” reverso e universal. O segmento
em roxo refere-se ao inserto. Os “primers” especificos para o gene amtB alinham-
se nesta regido em posi¢des aleatdrias, conforme o posicionamento do gene.
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Como a orientagdo do gene dentro do inserto ndo é conhecida, foi
necessario fazer quatro diferentes reagdes: com o “primer” universal e TNH41:
universal e TNH42; reverso e TNH41; e reverso e TNH42. Diversas bandas de

DNA amplificado foram obtidas em cada reagéo (figura 14).

4kb -
3 kb -

2kb -
1,5 kb -

1 kb -

0,5kb -

Figura 14— Produtos de amplificagao obtidos a partir da biblioteca genémica de
H. seropedicae em cosmideo pLAFR3, utilizando os “primers”TNH41 e TNH42.

Eletrofores em gel de agarose 1,0% TAE 1X.

MW indica padréo de massa molecular (1 kB ladder).

A amostra 1 representa os produtos amplificados com os “primers” universal e TNH41.
A amostra 2 representa os produtos amplificados com os “primers” reverso e TNH42.
A amostra 3 representa os produtos amplificados com os “primers” reverso e TNH41.
A amostra 4 representa os produtos amplificados com os “primers” universal e TNH42.
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Para confirmar se tratava-se realmente de fragmentos do gene amtB os
produtos de PCR foram separados em gel de agarose, transferidos para uma
membrana de nylon e hibridizados contra o plasmideo pLN1 (contém parte do
gene amtB de H. seropedicae) marcado com [*?P]. Todos os amplificados
hibridizaram com a sonda, sugerindo que os produtos do PCR faziam parte do
gene de interesse (resultados ndo apresentados). Estes amplificados foram
submetidos a ligacdo em terminal cego com o vetor pTZ19R. A ligagdo foi
transformada em E. coli estirpes XL1Blue e 7118 e obteve-se quatro clones, sendo
um de cada reacdo. A selecdo dos clones (item 3.13) foi feita através da
resisténcia a ampicilina conferida pelo vetor e através da coloragdo das colonias
em meio MacConkey.

Os plasmideos recombinantes foram extraidos e sequenciados. O
sequenciamento dos fragmentos amplificados com o “primer” reverso foi realizado
com o universal e vice-versa, evitando assim, a existéncia de duas regides de
hibridizac&o destes oligonucleotideos situadas no mesmo plasmideo, uma vez que
o vetor pTZ19R ja& apresenta as sequéncias complementares a ambos o0s
"primers". As sequéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados. A
analise desta comparagdo mostrou que os fragmentos apresentavam alta
homologia com genoma de E. coli (resultados ndo apresentados). Isto deve-se
provavelmente a uma contaminagdo com o DNA desta bactéria no momento da
extracdo dos cosmideos, uma vez que a biblioteca gendmica de H. seropedicae
em cosmideo pLAFR3 esta mantida em E. coli.

A hibridizacdo pode ter ocorrido nos sitios de ligagéo dos “primers”, ja que
tanto os fragmentos amplificados, como o pLN1 possuem estas sequéncias (0s
sitios dos “primers” reverso e universal, com os quais os fragmentos foram
amplificados est&o presentes no vetor pTZ19R, do qual descende o pLN1 e, além
disso, os “primers” especificos utilizados foram obtidos a partir do fragmento amtB
clonado no pLN1).

Muito embora ndo tenha sido possivel neste trabalho a clonagem e o
sequenciamneto completo do gene amtB de H. seropedicae, nossos resultados

mostram que este gene esta presente no genoma deste organismo corroborando



46

resultados bioquimicos e fisioldgicos obtidos anteriormente no laboratério
(KLASSEN et al., 1997). Analise da sequéncia do fragmento obtido indicam que
esse gene para transporte de amonio possui alta homologia com o gene amtB de
E. coli, pelo menos na sua regiao central.

Além disso, nossos resultados comprovam a validade da estratégia utilizada

para a clonagem de genes de interesse a partir da sequéncia de genes
homdlogos.
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5. CONCLUSOES

e Um fragmento de DNA de H. seropedicae foi amplificado por PCR, utilizando

“primers” construidos para amplificar transportadores de amonio;

e A sequéncia do fragmento de DNA amplificado mostrou similaridade com
outros transportadores de amonio, indicando a presenga de um transportador

de amdnio em H. seropedicae similar aqueles descritos para E. coli, B. subtilis
e M. tuberculosis;
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