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RESUMO

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é o processo de conversao do
nitrogénio gasoso em amonio, forma metabolicamente utilizavel pela maioria dos
organismos. Esse processo é realizado por procariotos diazotroéficos, que podem
ser de vida livre, associativos ou simbiontes. A reacao de conversao de N2 a NH3
é realizada por um complexo enzimatico chamado de nitrogenase. A nitrogenase
€ composta por duas proteinas: A dinitrogenase redutase, também chamada de
proteina Fe ou NifH, e a dinitrogenase, também chamada de proteina Fe-Mo ou
NifDK. A proteina Fe é doadora elétrons para a proteina Fe-Mo, que contém o
sitio ativo da enzima. A reacéao realizada por este complexo enzimatico demanda
um alto gasto de ATP e como consequéncia € um processo finamente regulado.
Dentre os mecanismos de regulacdo da FBN, a inativacdo da proteina Fe por
ADP-ribosilacéo foi descrita em R. rubrum e A. brasilense. Em resposta a adi¢cao
de ions amodnio ou condicbes anaerObicas, a proteina DraT catalisa a
transferéncia de uma ADP-ribose, oriunda de uma molécula de NAD*, para o
residuo Arg-101 da proteina Fe, tornando-a inativa e abolindo, portanto, a
atividade de nitrogenase. Em resposta a falta de ions aménio e a condicdes
microaerdfilas, a proteina DraG remove a ADP-ribose da proteina Fe,
restaurando a atividade de nitrogenase. O gene draBaparece a jusante de draTG
em Rhodospirillum rubrum formando um operon. Este operon foi identificado
também em A. brasilense. DraB possui alta similaridade com NifO de
Azotobacter vinelandii, que esta envolvido no metabolismo de molibdénio, e ArsC
de Escherichia coli, uma arsenato redutase responsavel pela reducédo de
arsenato a arsenito. Em R. rubrum uma mutacdo em draB causou uma
diminuicdo na atividade de DraG, sugerindo que draB pode estar envolvida na
regulacdo da nitrogenase. Sendo assim, o objetivo desse trabalho € a clonagem
do gene draB de A. brasilense em vetor de expressdo pET28a, superexpressao
em E. coli BL21 (DE3) e purificagdo de DraB. draB foi amplificado por PCR a
partir do DNA genbmico de A. brasilense sp245 e inUmeras tentativas de
clonagem em vetor de expressdo pET28a foram realizadas mas ainda nao foi
possivel obter os plasmideos recombinantes.

Palavras-chave: ADP-ribosilacdo, draB, nitrogenase.



ABSTRACT

Biological nitrogen fixation is a process of converting nitrogen gas into
ammonium, which in turn is metabolically usable by most organisms. This
process is carried out through the symbiosis between plants and diazotrophic
organisms, such as Azospirillum brasilense. The conversion of N2to NHs is carried
out by an enzymatic complex called nitrogenase. Nitrogenase is composed of two
proteins: dinitrogenase reductase, also known as the Fe protein or NifH, and
dinitrogenase, also called Fe- Mo protein or NifDK. The Fe protein is an electron
donor for the Fe-Mo protein, which contains the active site of the enzyme. The
reaction catalyzed by this enzymatic complex demands a high cost of ATP and
consequently must be finely regulated. The gene draB appears downstream of
draTG in Rhodospirillum rubrum forming an operon. This operon was also
identified in A. brasilense. The products of the draT and draG genes are involved
in post-translational regulation of the Fe protein by ADP-ribosylation. In response
to the addition of ions ammonium or anaerobic conditions, DraT catalyzes the
transfer of an ADP-ribose, from a NAD*, to the Arg- 101 residue of the Fe protein,
making it inactive and thus abolishing nitrogenase activity. DraG removes an
ADP-ribose from the protein Fe, restoring a nitrogenase activity. DraB has high
similarity with NifO from Azotobacter vinelandii, which is involved in molybdenum
metabolism, and ArsC from Escherichia coli, an arsenate reductase responsible
for the reduction of arsenate to arsenite. In R. rubrum a mutation in draB caused
a decrease of DraG activity, suggesting that draB may be involved in the
regulation of nitrogenase. Therefore, the objective of this work is to clone the A.
brasiense draB gene with optimized codons in expression vector pETZ28a,
expression in E. coli BL21 (DE3) and purification of DraB. draB was amplified by
PCR from A. brasilense sp245 genomic DNA and despite numerous attempts at
cloning into expression vector pET28a, the recombinant plasmids were not yet
obtained.

Key-words: ADP-ribosylation, draB, nitrogenase.
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1. INTRODUCAO

O ciclo do nitrogénio € um dos ciclos mais importantes nos ecossistemas
terrestres, pois o nitrogénio compde biomoléculas essenciais como proteinas,
acidos nucléicos e clorofila, sendo assim um fator limitante para produtividade
primaria local (GRUBER E GALLOWAY, 2008). Esse elemento é abundante na
atmosfera na forma molecular (N2), que € pouco reativa e ndo pode ser
metabolizada por nenhum eucarioto e pela maioria dos procariotos. Apenas
alguns procariotos, denominados diazotréficos, sdo capazes de realizar a
converséo do nitrogénio molecular (N2) a amonio (NHs), uma molécula facilmente
assimilavel. A capacidade de fixar nitrogénio é distribuida em diversos grupos
pouco relacionados como sulfobactérias verdes, firmibacterias, actinomicetos,
cianobactérias e proteobactérias, enquanto que em eucariontes essa capacidade
nao foi relatada (RAYMOND et al., 2004).

Os organismos diazotroficos podem ser de vida livre, associativos e
simbiontes. Quando associados as plantas, além da fixacdo biolégica de
nitrogénio, essas bactérias podem promover o crescimento vegetal pela
producdo de substancias que auxiliam o crescimento radicular, sendo entao
consideradas bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) (DIXON
E KAHN, 2004; MOREIRA et al, 2010), algumas espécies ainda podem ser
fitopatégenas, como H. rubrisubalbicans causadora da doenca estria mosqueada
em uma variedade de cana-de-acucar (OLIVARES et al., 1997).

Em é&reas ndo degradadas, com vegetacdo climax, a ciclagem de
nutrientes é eficiente e garante a manutencdo do metabolismo e da taxa de
crescimento vegetal; por outro lado, em é&reas degradadas, com substratos
pobres, a fixacdo biol6gica de nitrogénio deve ser estimulada, uma vez que a
disponibilidade de nitrogénio fixado pode ser um fator limitante para a
produtividade agricola (MOREIRA et al, 2010). Além disso, a administracédo de
fertilizantes nitrogenados € um dos processos mais caros ha agricultura e ainda
contribuem para a lixiviagdo, degradacéo de cursos da agua e liberacéo de gases
que contribuem para o aquecimento global (DIXON E KAHN, 2004). A

exploracdo e utilizagdo de nitrogénio fixado em sistemas agricolas tem
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aumentando globalmente; por exemplo, paises como Argentina e Brasil
dobraram as areas de soja cultivadas entre 2000 e 2005 utilizando o modelo de
rotacao de culturas com leguminosas (HERRIDGE et al, 2008). Com o aumento
da populacédo e da demanda por alimentos, a necessidade de nitrogénio fixado
em sistemas agricolas aumentara (CANFIELD et al, 2010). Nesse contexto, fica
clara a necessidade de pesquisas que busquem compreender melhor os diversos
processos metabalicos envolvidos na fixacdo de nitrogénio em solos, com vistas a

melhorar a eficiéncia do uso de nitrogénio.
2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho é a clonagem, superexpressdo e

purificacdo da proteina DraB.

2.2. Objetivos especificos
a) Analise e anotacao das sequéncias do gene draB de A.brasilense estirpe

FP2 e sp245;

b) Modelagem da estrutura tridimensional por homologia de aminoacidos da
proteina DraB;

c) Amplificacdo do gene draB;

d) Clonagem de draB no vetor de expressdo pET28a;

e) Superexpressao de DraB em diferentes estirpes de E.coli.

f) Purificagdo de DraB por cromatografia de afinidade.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Bactérias promotoras de crescimento em plantas

Bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) séo bactérias
qgue colonizam a rizosfera ou o xilema de plantas e promovem beneficios por
diversos mecanismos gue incluem supresséo de patdgenos (SIDDIQUI, 2006),
disponibilizacdo de nutrientes para as plantas (ORHAN et al., 2006), e producéo
de fitorménios (ASGHAR et al.,2002). Bactérias fixadoras de nitrogénio podem
estabelecer simbiose (Rhizobium sp. e Frankia sp.) ou associagdo endofitica
(Herbaspirillum sp. e Gluconacetobacter sp.) e epifitica (Azospirillum brasilense)
com raizes de plantas promovendo a assimilacao de nitrato ou aménia, que sdo
utilizados como fonte de nitrogénio pelo vegetal (PEREZ- MONTANO et al.,
2013).

3.1.1. Azospirillum

O género Azospirillum foi descrito por Tarrand et al., 1978, como bactérias
diazotréficas, gram-negativas, que em meio liquido possuem um unico flagelo
polar para locomocéo, e em meio sélido apresentam inameros flagelos laterais
além do flagelo polar. Possuem metabolismo respiratorio aerdbico e algumas
habilidades fermentativas, e crescem bem na presenca malato, succinato,
piruvato ou lactato como fonte de carbono. O género pertence a subdivisao alfa
das proteobactérias e comporta 19 espécies
(http://www.bacterio.net/azospirillum.html), entre elas Azospirillum lipoferum
(TARRAND et al.,1978), Azospirillum brasilense (TARRAND et al.,1978),
Azospirilum amazonense (MAGALHAES et al, 1981) Azospirillum
halopraeferens (REINHOLD et al., 1978) e Azospirillum irakense (KHAMMAS et
al., 1989). Bactérias do género Azospirillum habitam principalmente a rizosfera,
onde colonizam a superficie radicular; algumas estirpes sdo capazes de
colonizacéo endofitica. Por exemplo, A. brasilense sp245 € capaz de entrar no
interior das células ciliadas da raiz do trigo, enquanto a estirpe A. brasilense Sp7
€ restrita ao solo da rizosfera, principalmente a zona ciliada da raiz
(STEENHOUDT E VANDERLEYDEN, 2000).

Sob determinadas condicbes ambientais, bactérias desse género sao

capazes de fixar nitrogénio e de produzir auxinas, favorecendo o crescimento de


http://www.bacterio.net/azospirillum.html)
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raizes com o aumento da superficie radicular, a absorcdo de nutrientes e agua
se torna mais eficiente, favorecendo assim o0 crescimento da planta
(STEENHOUDT E VANDERLEYDEN, 2000). As propriedades de promogao de
crescimento vegetal de A. brasilense tornaram-no atrativo para industria
biotecnoldgica, visto que fertilizantes nitrogenados sdo de alto valor agregado,
com preco médio no mercado nacional de US$ 1 por kg de nitrogénio (HUNGRIA,
2011). Sabendo disso, o uso de bactérias promotoras do crescimento de plantas
como inoculantes em culturas, se mostra como uma alternativa viavel e benéfica
tanto no ambito econémico como no ambiental. Estima-se que o uso de
inoculantes contendo estirpes selecionadas de A. brasilense pode resultar em
uma economia de US$ 2 bilhdes por ano (HUNGRIA, 2011).

3.2. Nitrogenase e o processos de fixacado bioldgica de nitrogénio

O complexo enzimético da nitrogenase é responsavel pela fixacdo
biolégica de nitrogénio e € composto por duas proteinas: a dinitrogenase
redutase (proteina Fe ou NifH), produto do gene nifH, e a dinitrogenase (proteina
Fe-Mo ou NifDK), produto do gene nifDK. A proteina Fe € um dimero y2 e contém
um nucleo 4Fe-4S, enquanto a proteina Fe-Mo é um tetramero azf2, com dois
grupos prostéticos: 2 centros P e 2 cofatores ferro molibdénio (FeMo). A
nitrogenase é sensivel ao oxigénio devido a estes grupos metalicos presentes
em sua estrutura nativa (FIGURA 1) (DIXON & KHAN, 2004).
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FIGURA 1-MODELO ESTRUTURAL DO COMPLEXO NITROGENASE DE Azotobacter
vinelandii. As subunidades dos dois dimeros de proteina Fe estdo coloridas em ciano, marrom,
magenta e cinza. As subunidades a da proteina FeMo estéo coloridas em verde e amarelo, e as
subunidades B em vermelho e azul. As setas estdo indicando grupos metalicos sensiveis ao
oxigénio e os nucleotideos ligados.

~

Nucleotideos
ligados

/.',":."‘I:
ﬂ

Grupo [4Fe-4S]
\ o AN /

Y Y~ Y
Proteina Fe Proteina FeMo Proteina Fe

Fonte: Adaptado de DIXON E KHAN (2004).

A reacdo de reducédo de dinitrogénio gasoso a amoénio (FIGURA 2),
catalisada pela nitrogenase, se inicia quando a proteina Fe é reduzida por
ferredoxina ou flavodoxina, e liga-se a MgATP, provocando uma diminui¢cdo no
seu potencial reducdo em aproximadamente -120mV para cerca de -400mV
(LANZILOTTA et al., 1997). Essa reducédo no potencial propicia a transferéncia
de elétrons da proteina Fe para a proteina Fe-Mo, que possui o sitio ativo da
enzima (BURRIS, 1991). A transferéncia de elétrons esta associada a hidrolise
de MgATP para MgADP e Pi, sendo que ADP inibe a reacéo, portanto deve ser
substituido novamente a ATP. Esta enzima catalisa a reducdo de outros
substratos como cianeto, metilisocianeto, azida, acetileno, ciclopropeno e
diazirina. A reacdo demanda um alto gasto de ATP, e consequentemente é um
processo finamente regulado (BURRIS, 1991; DIXON e KHAN, 2004).

FIGURA 2-- REACAO DE REDUGAO DE N2 A NHs CATALISADA PELA NITROGENASE.

Nitrogenase

N2 + 10H" + 8e + 16Mg.ATP 2NH;" + H, + 16Mg.ADP + 16Pi

Fonte:(BURRIS, 1991).
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3.3. Captacéao de amdnio

As membranas bacterianas sao altamente permeéveis a NHs e a difuséo
pode ocorrer nos dois sentidos. Essa difusdo ndo é controlada e € muito lenta
em pH baixo ou neutro. Quando os niveis de amodnio extracelular estéo altos, a
passagem de amdnio através da membrana se da em resposta ao gradiente de
concentragéo, podendo suprir o0 metabolismo celular. Por outro lado, quando a
concentracdo de amonio extracelular esta baixa, surge a necessidade de
proteinas transportadoras de NH4*" (KLEINER, 1985).

A familia de proteinas transportadoras de aménio (Amt) € encontrada em
bactérias, arqueias, fungos, plantas e animais. As proteinas Amt possuem um
nacleo conservado de 11 hélices transmembranas e C terminal intracelular,
formando um canal hidrofébico pelo qual as moléculas de aménia passam.
Normalmente a proteina possui 400-450 residuos de aminoacidos, e em alguns
casos a regido C terminal pode ser estendida (JAVELLE et al., 2004). Em E. coli,
o principal canal de ambnia é a proteina AmtB, um trimero estavel, cujo gene
esta presente no operon ginK amtB. Em altas concentracdes de aménio este
operon € pouco transcrito, enquanto que quando a concentracdo de aménio
diminui, a expressdo do operon € induzida (JAVELLE et al., 2005). O
transportador AmtB apresenta grande afinidade poramdnio que, quando se liga
ao canal de entrada da proteina, é desprotonado a amdnia devido a entrada em
um canal que reduz pKa para <6. Ao atingir o meio intracelular, a amoénia, €
reprotonada a aménio (KHADEMI et al., 2004).

3.4. Assimilacdo de amdnio
Ao atingir o meio intracelular, o aménio é convertido em glutamato e
glutamina, que por sua vez servem como doadores de nitrogénio para reacdes
biossintéticas. Existem duas vias principais de assimilacdo; uma delas envolve
a acao sequencial das enzimas glutamina sintetase e glutamato sintetase (GS-
GOGAT), que produzem glutamato a partir a amonia e 2- oxoglutarato
(MERRICK e EDWARDS, 1995):

NH," + L-glutamato + ATP GS , L-glutamina + ADP + Pi

L-glutamina + a-cetoglutarato + NADPH @I 2 L-glutamato + NADP"
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A outra via de assimilacdo € realizada através da enzima glutamato
desidrogenase (GDH), que catalisa uma aminacao redutora de 2-oxoglutarato
por amonia que resulta em glutamato, em uma reagéao que depende de NADPH
(MERRICK e EDWARD, 1995):

GDH

NH," + a-cetoglutarato + NAD(P)H g———» glutamato +NAD (P)"

Na maioria das bactérias, a via GS-GOGAT ¢ utilizada principalmente em
condi¢cBes limitantes de aménia, uma vez que a via GDH é ineficaz nestas
condicbes devido ao Km relativamente alto da enzima (cerca de 1 mM)
(MERRICK e EDWARDS, 1995). Em A. brasilense as atividades de GOGAT e
GS sao diminuidas quando as células sdo cultivadas em meio contendo NH4™,
enquanto a atividade de GDH é aumentada (WESTBY et al., 1987).

3.5. Proteinas PII

As proteinas Pll sdo amplamente distribuidas nos seres vivos e possuem
representantes tanto em eucariontes quanto em procariontes. Em Bacteria e
Archaea, essas proteinas participam da integracao de sinais dos niveis intracelulares
de carbono e nitrogénio; a deteccdo desses sinais fornece a informacao
necessaria para controlar a assimilacdo de nitrogénio (NINFA e ATKINSON,
2000). As proteinas PIl sdo homotriméricas; em proteobactérias, cada
mondmero possui 112 aminoacidos e trés loops importantes: loop-T (37-55),
loop- B (82-88) e loop-C (102-105), sendo esta estrutura bastante conservada.
Os B e C- loops formam o sitio de ligacdo a efetores e estdo localizados entre
dois mondémeros adjacentes. O T-loop € uma estrutura grande e movel
responsavel pela maioria das interagcbes com PII ja estudadas, isso porque as
proteinas podem ser covalentemente modificadas por uridilacdo no residuo
tirosina 51 localizado no loop-T de cada mon6mero (CARR et al., 1996). As PII
podem ser divididas em trés subfamilias: GInB, GInK e Nifl (FORCHHAMMER,
2008).

A funcdo das proteinas PIl depende de mudancas conformacionais
geradas por sua ligacédo a moléculas efetoras como ATP, ADP e 2-oxoglutarato (2-
OG) e de modificagcdes pos-traducionais (NINFA e JIANG, 2005; MERRICK,
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2015). Nas proteobactérias, as PIl séo uridiladas por atividade de uma
uridililtransferase (GInD), em resposta aos niveis de glutamina intracelular.
Quando a concentracdo de glutamina é alta, as PIl sdo desuridililadas, e em
baixas concentracdes de glutamina as proteinas PIl sdo uridililadas.
Dependendo do estado de uridilacdo de PII e dos niveis intracelulares de ATP,
ADP e 2-0OG, as proteinas Pll podem interagir com diferentes proteinas-alvo,
regulando os metabolismos de carbono e nitrogénio. Por exemplo, proteinas PlI
nao-uridililadas podem formar um complexo com AmtB na membrana,

blogueando fluxo de amodnia através do transportador (HUERGO et al., 2012).

Em Azospirillum brasilense, o gene gInB foi identificado a montante do
gene estrutural ginA, que codifica para a glutamina sintetase (GS) e € expresso
constitutivamente (DE ZAMAROCZY et al.,1990). Em 1996, De Zamaroczy et al
encontraram uma proteina, denominada GInZ, que possui 67% de identidade
com a GInB de A. brasilense. Em outros organismos, como Herbaspirillum
seropedicae e E.coli, alémde GInB, GInK, um paralogo de GInZ é produzida. No
entanto, enquanto gInK é co-transcrito com amtB, ginZ ndo (DE ZAMAROCZY
et al., 1996; HUERGO et al., 2007). As proteinas GInB e GInZ estdo envolvidas
no mecanismo de inativagdo reversivel da nitrogenase por ADP-ribosilagdo. A
proteina GInB detecta o rapido aumento da concentracdo de amdnio, enquanto
GInZ é responsavel por sinalizar a diminuicédo dessa concentracédo (KLASSEN et
al., 2005).

3.6. Regulacéo pos-traducional da nitrogenase por ADP-ribosilacao

A. brasilense possui um mecanismo de regulacdo poés- traducional da
nitrogenase controlado por duas enzimas: dinitrogenase redutase ADP-
ribosiltransferase (DraT) e dinitrogenase redutase glicohidrolase (DraG). Este
sistema também esta presente em Rhodospirillum rubrum (LIANG et al., 1991).
DraT é um monémero de aproximadamente 30 kDa, que catalisa a transferéncia
de um ADP-ribosil, oriundo de um NAD*, para um residuo conservado de
arginina (Arg- 101) de uma das subunidades da proteina Fe. Comisso, a proteina
Fe torna-se inativa e a atividade da nitrogenase é inibida (LOWERY e LUDDEN,
1989; HUERGO et al., 2005). DraG € um mondmero de aproxidamente 32 kDa,
cuja a funcéo é a remocao do grupo ADP- ribosil do residuo Arg-101da proteina

Fe, promovendo a reativacdo da nitrogenase (SAARI et al., 1984; HUERGO et
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al., 2005).

As atividades de DraT e DraG sao reguladas em resposta a sinais de
amonia e energia (microaerofilia/anaerobiose para A. brasilense e luz/escuro
para R. rubrum). Na presenca de amonio extracelular ou deplecédo de energia
(anaerobiose para organotroficos como A.brasilense ou escuro para fototroficos
como R.rubrum), DraT inativa a proteina Featravés da adicdo de uma ADP-
ribose ao residuo Arg-101. Em resposta a falta de ions amonio, condicbes
microaerdfilas ou presenca de luz, a proteina DraG remove a ADP- ribose por
modificagcdo covalente na estrutura da proteina Fe, tornando a nitrogenase ativa
(ZHANG et al., 1997; MOURE et al., 2014).

Em A. brasilense, as proteinas da familia Pl (GInB e GInZ) estao diretamente
envolvidas no sistema de regulacdo DraT/DraG. Em condi¢gbes de fixacdo de
nitrogénio, a concentracdo de glutamina intracelular € baixa e a de 2-OG ¢ alta.
GInB e GInZ sao uridililados pela acdo da enzima GInD e ligados a MgATP e 2-
OG. Dessa forma as proteinas Pll ndo interagem com DraT e DraG, portanto a
DraT esté inativa, enquanto DraG permanece ativa (HUERGO et al., 2009).
Quando os niveis de aménio e glutamina aumentam e o0s niveis de 2-OG
diminuem, as proteinas PIll sdo desuridililadas e tornam-se capazes de interagir
com DraT e DraG (HUERGO et al., 2009). GInB interage com DraT resultando
em modificacdes conformacionais que tornam a enzima ativa para realizar a
transferéncia de um grupo ADP-ribosil para proteina Fe (MOURE et al., 2013).
GInZ interage com DraG formando o complexo GInZ-DraG, que € direcionado
para membrana. Esse complexo se liga a AmtB, formando um ternario GInZ-
DraG- AmtB. A formacao desse complexo terndrio resulta na inativacao de DraG,
além de bloguear o transporte de aménio através do transportador AmtB
(HUERGO et al., 2006; 2009; MOURE et al., 2014).

3.7. DraB

Em Azospirillum brasilense os genes que codificam DraT (draT), DraG
(draG) e DraB (draB) sé&o transcritos juntos no mesmo operon, sendo que draB
esté localizado a jusante de draG (FIGURA 3) (ZHANG et al., 1992). Analises in
silico utilizando o software ProClaT, revelaram que o gene draB de A. brasilense
codifica para uma proteina semelhante a NifO; analises de co-ocorréncia entre

NifO e draB levaram a observacéo de coeficiente de correlacao entre os dois genes
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(RUBEL et al., 2016). Em A. vinelandii, o gene nifO codifica para uma proteina
envolvida no metabolismo de molibdénio. draB também possui uma alta
similaridade com arsC de E. coli, que codifica para uma arsenato redutase, que

catalisa a reducéo de arsenato a arsenito (RUBEL et al., 2016).

Devido a sua localizagdo no operon draTG, suple-se que DraB
desempenhe algum papel na atividade das proteinas que regulam a nitrogenase.
No entanto, a fun¢éo do produto do gene draB de Azospirillum brasilense nao foi
elucidada até o momento (RUBEL et al., 2016). Ha evidéncias de que a proteina
DraB de R. rubrum pode regular a atividade de DraG. Liang et al. (1991)
construiram mutantes com a delecdo de draB e compararam com estipes
contendo draTGB. A mutacéo de draB resultou em um fendtipo fraco, inativando
a proteina Fe mais rapidamente e reativando-a mais lentamente. Nao houve
mudanca na atividade de DraT, todavia, os niveis de DraG foram menores nas
estirpes mutantes em comparacao com as selvagens (LIANG et al., 1991). Zhang
et al. (2001), utilizou o plasmideo pCH7 contendo draTG retirado de R. rubrum
para transformar em diferentes estirpes de K. pneumoniae. A atividade da
nitrogenase foi avaliada em resposta a adicdo de ions amdnio comparando as
estirpes que possuem draTG e draTGB. Nao foram observadas diferencas
significativas na atividade da nitrogenase e possivelmente, draB ndo possui
efeito sobre a regulacdo da DraG realizada por GInK e as demais proteinas PlI
(ZHANG et al., 2001; LIANG et al., 1991).

FIGURA 3- DISPOSICAO GENOMICA DOS OPERONS NifHD e draTGB EM Azospirillum
brasilense.

nifk nifD nifH draT draG draB
I | [ I [ ]

T
*

F 1
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos e vetores

Os vetores pBluescript 1l KS (+) e pET28a foram utilizados para captura do
produto de PCR e construcao do plasmideo para expressdo de DraB, respectivamente.
Escherichia coli TOP10 (SAMBROOK et al, 1989) foi empregada para 0s
procedimentos de clonagem. As estirpes FP2 (estirpe derivada de SP7)
(PEDROSA; YATES, 1984) e sp245 de A. brasilense foram utilizadas como fonte
do gene draB.
4.2. Antibioticos

Os antibidticos utilizados para crescimento, manutencédo e selecdo das
estirpes de E. coli contendo plasmideos foram canamicina 50 pyg/mL (pET28a) e
ampicilina 250 pg/mL (pBluescript 1l KS (+)). Os antibioticos utilizados para
crescimento, manutencdo das estirpes de Azospirillum brasilense FP2 foram
Acido Nalidixico 10 pg/mL e Neo Sulmetina 100 pg/mL.
4.3. Meios de cultivo

O meio de cultivo utilizado para o crescimento de E. coli foi 0 meio Luria
Bertani (LB - Triptona 10g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L). Para o
cultivo em meio sélido, o meio LB foi acrescido de agar 1,5% (m/v), passando a
ser denominado LA.

O meio de cultivo para crescimento das estirpes de A. brasilense utilizado
foi 0 meio NFbHPN lactato (MACHADO et al., 1991) e sua composicado esta
descrita na TABELA 1.
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TABELA 1- (A) COMPOSICAO DO MEIO NFBHP; (B) MISTURA DE FOSFATOS PARA

Azospirillum brasilense.

A.

Reagentes
KH2PO4
K2HPO,

MgSO.. 7H0
NaCl
CaCl;

Acido nitrilotriacético
FeSO.. 7H,0
Lactato de sodio
Biotina
Na:MoO4. 2H20
MnSO4.H,O
H3BOs
CuSO0.. 5H,0
ZnSO0,. 7TH.0

K2HPO4
KH2PO4

Gramas!/ litro
4,0
6,0

2,0.10%
1,0.10%
2,0. 107
5,6. 102
2,0. 107
5,0
1,0. 10*
2,0.10°
2,35x 10
2,8.10°
8,0.10°
2,4.10%

120 g/L
80 g/L

Além destas substancias, o meio NFbHP contém 20 mM NH4CI (NFbHPN)
e 50 yuL/mL de mistura de fosfatos. Para o meio solido, o NFbHP foi acrescido

de agar 1,5% (m/v).

4.4. Reagentes e material de consumo

RNAase e tampdes utilizados para preparar as solugdes utilizadas na

manipulacéo do DNA sao todas de alto grau de pureza (grau biologia molecular)

obtidas de diferentes fornecedores.
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45. Gene draB

A andlise da sequéncia que corresponde a draB de A. brasilense revelou que
este gene possui cédons raros para E. coli. Para contornar um possivel problema
de expressédo,o gene draB foi sintetizado pela empresa IDT (Integrated DNA
Technologies) com otimizacdo de codons. A sequéncia sintetizada € mostrada
abaixo:

AGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCGGACG
TGATCTTTTTGAAAAACCGGGCTGCGCAGGCAATAATCGCCA
GAAAGCGTTACTGGCGGAAGCGGGCCACACGGTACAAGCGC
GCGACCTGCTGTCAGAACCCTGGACCGCCGATCGCCTGCGT
CCCTTTTTCGGTGATCGCCCCGTCGCAGAATGGTTCAACCGC
TCCGCTCCAGCGGTCAAAAGCGGCGAGGTGGACCCAGATGC
GCTGGACGAAGCTGCAGCATTGGCTTTAATGCTGAAAACCCC
GCTGCTTATTCGCCGCCCTCTTATGCAGGTAGGGGACCGGC
GTGATTGTGGTTTCGAAGCCGAGCGTGTTGACGCCTGGATTG
GACTGGCAGCCGGAGCGCCCGAGGGCAAGCTGGAGGGCTG
CGCGCGGGCTGGCATGCCGCCGTGCCCGCCACCGGCGAAA
GGTTGAGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT

As sequéncias dos codons de inicio e parada estdo destacadas em
vermelho, em negrito e sublinhado estéa destacado as sequéncias do sito Ndel e
BamHI e em itélico 5’ upstream e 3’ downstream , sdo as sequéncias que foram
sintetizadas para clonagem por sobreposicdo de sequéncias (GIBSON et al.,
2009).

4.6. Preparo de células quimiocompetentes e transformacéo bacteriana

Um pré-indculo de 3mL de E. coli TOP10 foi crescido sob agitacdo durante
aproximadamente 16 h em meio LB. O inéculo foi feito a partir de 400 uL de pré-
in6culo em 40 mL de meio LB, em frasco Erlenmeyer de 250 mL e crescido até
atingir D.O 600 (densidade optica a 600 nm) entre 0,4 e 0,6. A cultura de células
foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado.
O pellet de células foi entdo ressuspenso em aproximadamente 12 mL de
solucdo de MgCl2 100 mM gelada estéril, levando de 3 a 5 minutos para esse
procedimento. As células foram novamente coletadas por centrifugagéo por 10

minutos a 4000 rpm e entdo o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso
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em aproximadamente 5 mL de solugéo de CaCl2 100 mM gelada estéril. Apos a
ressuspensao mais 25 mL de solucéo de CaCl: foi adicionada. Essa suspenséo
foi mantida em gelo por pelo menos 20 minutos e entdo novamente centrifugada
por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado e ressuspenso em
1mL de solugéo de CaCl2 100 mM em 15% de glicerol gelado estéril. As células
foram divididas em aliquotas de 100 pL e estocadas a -80°C. Para transformacao
bacteriana, foi adicionado 3 uL de plasmideo a 100 uL de célula competente, e
a mistura incubada por 30 minutos no gelo. Em seguida foi realizado o choque
térmico a 42°C por 45 segundos em banho-maria, adicionado 500 uL de LB e
incubado por 30 minutos em estufa a 37°C. Posteriormente a mistura foi
plaqueada em 25 mL de meio LA, contendo antibidtico, em seguida, foi incubada

em estufa a 37°C por 16 horas.

4.7. Extragdo de DNA plasmidial
As col6nias de bactérias foram crescidas em meio LB contendo antibi6tico a 37°C
sob agitacdo de 120 rpm por 16 horas. Para extracdo do DNA plasmidial, 1,5 mL
de cultura foram centrifugados em tubos de polipropileno em microcentrifuga a
14500 rpm por 30 segundos. O sobrenadante foi ressuspenso em 200 pyL de GET
(50 mM glucose, 100 mM EDTA, 25Mm Tris- HCI Ph 8,0). Em seguida foi
adicionado 200 uL de tampéo lise (NaOH 0,2 M, SDS 1%), e a lise foi interrompida
apo6s poucos segundos pela adi¢gao de 200 pL de Kacf (Acetato de Potassio 3 M,
Acido formico 1,8 M). A suspenséo resultante foi centrifugada por 5 minutos, o
sobrenadante recuperado e a ele adicionado 200uL de solugéo cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1). A mistura foi homogeneizada e centrifugada por 5
minutos, e em seguida a fase aquosa transferida para um novo tubo. O DNA
plasmidial foi precipitado pela adicdo de 0,6 vezes volumes de isopropanol,
seguido de centrifugacdo por 10 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com 1 mL de etanol 70%, centrifugado por 10
minutos a 14500 rpm, seco em estufa e ressuspenso em agua estéril.
4.8. Desenho de oligonucletideos iniciadores (primers)

Os iniciadores foram desenhados utilizando como molde o gene draB
sintético e gendmico da estirpe sp245. Os sitios de restricdo para enzima Ndel
e BamHI foram introduzidos nas sequéncias dos primers. As temperaturas de

anelamento foram calculadas com auxilio da ferramenta OligoAnalyzer (IDT)



25

(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/).

TABELA 2 -SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS PARA AMPLIFICACAO DE draB.
A sequéncia estd marcada em cinza corresponde ao sitio Ndel e sequéncia em vermelho
corresponde ao sitio de restricdo da enzima BamHI.

Primers Sequéncias Tm (°C)
Foward 5'-CAGCCATATGGCGGACGTGATCT -3 66,4
Reverse 5GAATTCIEEEE TCAACCTTTCGCCG -3’ 69,5
Foward 5-CACAGCCATATGGCCGACGTGATCTTC- & 71,3
reverse 5-GAATTCEEEIEE TCACCCCTTTGCGG-3 71,0

4.9. Obtencédo e analise de sequéncias

A sequéncia de draB codificada na estirpe sp245 de A.brasilense foi
encontrada com o auxilio do banco de dados GenBank do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A sequéncia do genoma parcial de
A.brasilense FP2 foi gentilmente cedida pelo grupo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio da Universidade Federal do Parana. As sequéncias de DNA foram
analisadas com o auxilio do programa MEGA7 (TAMURA et al., 2016). Os
alinhamentos de sequéncia de DNA foram realizados através da ferramenta
Clustal dmega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) utilizando o algoritmo
Clustalw.
4.10. Predicdo por homologia da estrutura terciaria de DraB

As predicdes de estrutura terciaria e modelamento foram feitos usando o
programa Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). A
visualizacdo dos modelos gerados e a sobreposi¢cédo de estruturas foram feitas
usando o programa PyMOL (http://www.pymol.org/).
4.11. Amplificagédo do gene draB

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) incluiu: Tampé&o HF buffer (5x),
mistura de dNTP 0,2 mM, 1 uM de cada primer e Pfu DNA-Polimerase 2 U/uL

para uma reacdo com volume final de 20 pL.

O programa de amplificacdo do DNA utilizado para amplificar draB, a partir
DNA gendmico da estirpe de A. brasilense FP2, incluiu 95 °C por 5 minutos para
desnaturacao inicial, seguidos por 10 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15
segundos, 45 °C por 15 segundos para o anelamento dos primers, extensdo a

72 °C por 15 segundos. Posteriormente realizou-se 25 ciclos de desnaturacdo a
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95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos para o anelamento dos primers, e
extensdo a 72°C por 15 segundos. Um ultimo ciclo de 72 °C por 5 minutos para

extensao final.

O programa de amplificacdo do DNA utilizado para amplificar draB, a partir
DNA genbmico da estirpe de A. brasilense sp245 incluiu, 98°C por 1,5 minutos
para desnaturacao inicial, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 98°C por 10
segundos, 55°C por 30 segundos para o anelamento dos primers, e extensao a

72°C por 30 segundos. Um ultimo ciclo de 72°C por 10 minutos foi realizado para

extensao final.

4.12. Clonagem

Duas alternativas de clonagem foram testadas para a clonagem do gene
draB amplificado. Na primeira o gene draB amplificado e vetor de expresséo
pET28a foram cortados com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI de acordo
com as orientacdes do fabricante (Thermo Scientific). A reacao foi mantida na
estufa 37°C por 24 horas, findas as quais as enzimas foram inativadas por
desnaturacdo a 85°C por 15 minutos. O fragmento digerido foi ligado ao vetor
pET28a, e a ligacdo foi transformada em E.coli TOP10. As bactérias foram
inoculadas em 25 mL de meio LA contendo canamicina na concentracao final de

50 ug/mL, e em seguida incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.

Na segunda clonagem, o vetor pBluescript Il KS (+) foi cortado com a
enzima Smal, que produz pontas cegas. A reacdo de ligacdo de draB néo
digerido a pBluescript Il KS (+) cortado foi realizada em um sistema de 10 pL e
incluiu 0,2 pL do vetor, 1 uL de draB amplificado, 1 pL de Buffer T4 DNA ligase
(1x), 0,5 pL de T4 DNA ligase e 0,5 pL de Smal. A reagéo foi mantida a 4°C por
16 horas e em seguida foi transformada em E. coli estirpe TOP10. As bactérias
foram inoculadas em 25 mL de meio LA, contendo ampicilina na concentracao
final de 40 ug/MI e X-gal na concentracgao final de 60ug/mL. Por fim, as culturas
foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.

4.13. Eletroforese de DNA

Os fragmentos de DNA foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (1%) (m/v) em tampéo BE (borato de s6dio 5mM; EDTA 0,5 mM). As
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amostras foram aplicadas no gel e submetidas a 40 V por 1 hora e 30 minutos;
em seguida, o gel foi incubado com brometo de etideo 0, 002%, e visualizado
sob luz UVC (254 nm).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlise de sequéncias
A sequéncia de DNA que corresponde a draB de A. brasilense sp245 foi
comparada com a sequéncia do genoma parcial de A. brasilense FP2, através

do alinhamento de sequéncias utilizando o algoritmo ClustalW (FIGURA 4).

A porcentagem da sequéncia submetida no programa coberta pelo
alinhamento foi de 92% e a identidade entre as sequéncias foi de 96%. Portanto,
ha diferencas nas sequéncias de draB de A. brasilense FP2 e sp245. Para
confirmar se haveria diferencas na composicdo dos aminoacidos de DraB entre
as estirpes FP2 e sp245, foi realizado um alinhamento dessas sequéncias de
aminoéacidos (FIGURA 5). No alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos
foram encontrados 8 aminoacidos diferentes entre a A. brasilense FP2 e sp245.
Diferencas de aminoacidos entre duas sequéncias podem acarretar em
diferencas na estrutura e funcdo da proteina. Como exemplo, a variante de
Hemoglobina (Hb) S que aparece devido a uma mudanca de &cido glutamico
para valina, na posi¢cdo seis da cadeia B- globina. Essa proteina apresenta
diferencas na estabilidade e solubilidade e, quando esta na forma oxigenada,
ocorre a polimerizagdo de sua estrutura, assim causando endurecimento da
membrana eritrocitaria (PAULING et al.,1949; COUTO et al.,, 2014). Em
contrapartida, diferencas de aminoacidos entre duas sequéncias podem néo
acarretar em mudanca de estrutura e funcdo da proteina, como por exemplo, a
variante de Hemoglobina (Hb) E-Saskatoon que € ocasionada pela mudanca de
acido glutamico para lisina na posicdo 63, cadeia p-globina. Essa substituicdo
resulta em uma mudanga na carga molecular sem afetar a estabilidade,
solubilidade ou fungéo (IGARASHI et al., 2007; COUTO et al., 2014).
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FIGURA 4- ALINHAMENTO DE SEQUENCIA DO GENE QUE CODIFICA PARA PROTEINA DraB DE
A. brasilense ESTIRPES FP2 E SP245. Os cédons de inicio de tradugéo estéo indicados em azul e os
cbédons de para estdo indicados em vermelho. A regido onde se alinham os primers desenhados para
este estudo estéo sublinhadas em vermelho.

draB_sp245 2 ----ecerecccccccccccenceecerercenn. TTTCGAC
draB_FP2 TGCTCGCCCGLGCCCCGECGCTCAAGCAGGGGTGACCGCGAC

L LR R R

drab_sp245 CTTCGAAAAGCCCGGCTGCGCCGGCAACAACCGCCAGAAGGLCLTGCTGGLGGAGGLCGE
draB_FP2 CTTCGAAAAGCCCGGCTGCGCCGCCAACAATCGCCAGAAGGCGCTGCTGGCGGAGGCCEE

EREEEREFEAEEFEEEEE S AEETEEEEFEEEE SEEEESEEEEE SXEFEREEEFELEEEEREEES
draB_sp245 GCACACCGTCCAGGCCCGCGACCTGCTGTCCGAGCCCTGGACGGLGGACCGCCTGLGLCC
draB_FP2 GCACACCGTCCACGCCCGCGACCTACTGTCCGAACCCTGRACGECGRACCGTCTGCGLTC

EXXEXXEEXXZAESE XXXFAXXXXXXAEXXLFEEE XXX EEXXXXXXRXXERE KEXXERE X%

draB_sp245 CTTCTTCGGCGACCGCCCGGTGGLCGAGTGGTTCAACCGAAGCGCCCCGGLGGTGAAGAG
draB_FP2 CTTCTTCGGLGACCGTCCGGTGGLCGAGTGGTTCAACCGCGCCGCCCCGOLGGRTGAAGAG
EXEEEEAXXEEXEEER HEEXXXXXBAERXERREER KRR SR E EXEAEXAXXEREKERRERE
draB_sp245 CGGGGAGGTCGATCCGGACGCTCTGGACGAGGCCGCCGCCCTGGCGCTGATGCTCAAGAC
draB_FpP2 CGGGGAGGTCGATCCGGACGCGCTGGACGAGGCTGCCGCCCTGGCGCTGATGCTGAGGAC
drab_sp245 TCCGCTGCTGATCCGCCGTCCOCTGATGCAGGTGOGCGACCGCCGCGACTGCAGCTTCGA
draB_FP2 GCCGCTGCTGATCCGCCGTCCGCTGATGCAGGTGGGTGACCGCCGCGACTGCGGCTTCGA
draB_sp245 GGCGGAGCGGGTGGACGCCTGGATCGGGL TGECCGCCGGEGCGCCGGAGGGCAAGCTGGA
draB_FP2 GGCGGAGCGGGTGGACGCCTGGATCGGGC TGGCCGCCGGAGCGCCGGAGGGCAAGCTGGA
EXEXEXXEEXEAXEFEXEXEEXEXAXEEEEXEEFIEEXEEFEXEXEEERTAEE EXXAX A EXEXEXEEXEEEREREES
draB_sp245 AGGCTGCGCCCGCGCCGEGATGCCGCCCTGCCCACCACCCGCAAAGGGGTIGICGGGACAA
draB_FP2 AGGCTGCGCCCGCGCCGGGATGCCGCCCTGC(CACCACCCAAGACAACCGAT'IICGATT
EXEEEERERAEEXRXX R EEXXEXXXAEEXXER AR ERRREERE
draB_sp245 CCCGGACT====mmm=smememecsccssecessocesesensasemaemanaaenmann
drab_FP2 TTGCTGCTCCGT TGGAGGACAAGAACCGACACGGATTTCACGGATCAAAGCCGGATTTCA
draB_5p245 2 ----=-mrrecerercoscsrsseecsesecsrresescsrsr s cn e
draB_FP2 CGGAATCCGCCGGATCGGCGCATGTGGCCTTACGTTGCGCATCCCGCGATCGGACGGTTC

FIGURA 5- ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS QUE CORRESPONDEM A
PROTEINA DraB DE A. brasilense ESTIRPES FP2 E SP245.

draB_FP2 MADVIFFEKPGCAGNNRQKALLAEAGHTVHARDLLSEPWTADRLRSFFGDRPVAEWFNRA
draB_sp245 MADVIFFEKPGCAGNNROQKAL LAEAGHTVQARDLLSEPWTADRLRPFFGDRPVAEWFNRS

S F R s i e s E st ENE SR SR E R P AR

draB_FP2 APAVKSGEVDPDALDEAAALALMLRTPLLIRRPLMOVGDRRDCGFEAERVDAWIGLAAGA
drabB_sp245 APAVKSGEVDPDALDEAAALALMLKTPLLIRRPLMQVGDRRDCGFEAERVDAWIGLAAGA
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draB_FP2 PEGKLEGCARAGMPPCPPPKTTD
draB_sp245 PEGKLEGCARAGMPPCPPPAKG-
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5.2. Predicao por homologia da estrutura terciaria de DraB

Utilizando a plataforma Phyre2, foi possivel fazer a predicdo de estrutura
tridimensional e 0 modelamento da proteina. O programa encontrou como
melhor proteina-molde para o modelamento de DraB uma Arsenato redutase
(arsC) de Brucella melitensis, cujo o nimero de acesso ao PDB é Bm-YffB ou
2kok. Elas possuem 23% de identidade, sendo que 81% da sequéncia de DraB
foi modelado com 100% de confianga. A visualizacdo dos modelos foi feita
através do PyMOL (FIGURA 6).

FIGURA 6- PREDICAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DE DraB UTILIZANDO OS
SERVIDORES PHYRE2 E PYMOL. A. DraB de A. brasilense sp245. B. DraB de A. brasilense
FP2.

A arsenato redutase de B. melitensis possui em sua estrutura dois
dominios: uma folha mista de quatro cadeias flanqueadas por uma série de
hélices que formam uma dobra geral. Essa proteina converte arsenato (H2AsOa4),
um composto toxico para bactérias, a arsenito (AsO2), produto que pode ser
exportado eficientemente para fora da célula (BUCHKO et al., 2011). A estrutura
de ArsC de E. coli € semelhante a de B. melitensis, mas diferem em seu sitio
catalitico. ArsC de E. coli possui em seu sitio catalitico um residuo de cisteina
(Cys-12) intercalado por trés residuos de arginina (Arg-107, Arg-94 e Arg- 60)
(MARTIN et al., 2001), enquanto na estrutura de ArsC de B. melitensis essa
triade de residuos de arginina esta ausente, e essa proteina pode ser capaz de

ligar glutationa na auséncia de arsenato (BUCHKO et al., 2011). DraB de A.
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brasilense sp245 e A. brasilense FP2, ndo possuem em sua estrutura essa triade
de arginina, sendo encontrado apenas o residuo catalitico Cys-12 (FIGURA 7),
0 que sugere uma possivel diferen¢a na especificidade do substrato.

FIGURA 7- MODELO DE ESTRUTURA TERCIARIA DE DRAB INDICANDO O RESIDUO CATALITICO
CYS-12. A. DraB de A. brasilense sp245. B. DraB de A. brasilense FP2.

Como DraB de A. brasilense FP2 e sp245 diferem na composicao

aminoacidica, foi realizado uma sobreposicao de estruturas através do programa
PyMOL. Nao foi observado diferencas significativas entre os modelos estruturais;
no entanto, a troca do serina por prolina no residuo 46deve ser destacada, pois
a presenca de prolina na hélice, pode levar a desestabilizacdo da mesma
(FIGURA 8). A prolina possui uma cadeia lateral alifatica ligada covalentemente
a um atomo de nitrogénio, o que restringe marcadamente a faixa angular da
molécula; além disso, prolina pode adotar facilmente a configuracao trans ou cis
dependendo da carga local. Essas caracteristicas excepcionais explicam a
tendéncia de prolina ser excluida de a- hélices e - folhas sendo situadas apenas
nas extremidades desses motivos. Isso ocorre porque a prolina interrompe a
estrutura secundaria da proteina, inibindo a conformacédo o- hélice e 3- folha
(MORGAN E RUBENSTEIN, 2013).
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FIGURA 8- SOBREPOSICAO DAS ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS DE DRAB DE A .brasilense FP2
E SP245. O alinhamento dos modelos foi realizado através do PyMOL. DraB de A. brasilense FP2 esta
colorida em verde e DraB de A. brasilense sp245 esta em azul. O residuo Pro-46 de A. brasilense sp245
esta indicado em vermelho, e o resido de Ser-46 de A.brasilense FP2 esta indicado em rosa.

5.3. Amplificacdo do gene draB

Apbs consideraveis tentativas, sem sucesso, de clonagem do gene draB
sintético, primers foram construidos para amplificacdo de draB a partir do DNA
gendmico de Azospirillum brasilense (TABELA 2). O DNA molde utilizado para
as reacOes de PCR foi o DNA gendmico de A. brasilense FP2. Tentativas iniciais
de amplificacdo utilizando Tag DNA polimerase foram realizadas, mas nao foi
obtido éxito, a depeito de diversas tentativas de otimizacdo do protocolo. Como
alternativa, a reagcdo passou a ser realizada utilizando Pfu DNA polimerase
(FIGURA 9).
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FIGURA 9- PCR DO GENE DRAB A PARTIR NO GENOMA DE A. BRASILENSE FP2. A linha 1
estd o marcador molecular 1Kb. Linha 2 e 3 produtos da PCR.

750pb

500pb Produto da
amplificagdo de

250pb draB

O tamanho esperado do fragmento é de 432pb. Bandas inespecificas
foram observadas na corrida eletroforética, portanto bandas que possuiam entre
400- 500pb foram extraidas e purificadas do gel de agarose (1%). Uma tentativa
de clonagem desses fragmentos no pET28a apos restricdo com Ndel e BamHI
foi mal-sucedida. Uma analise posterior da sequéncia de draB em A. brasilense
FP2 revelou o primer reverse desenhado ndo se alinha perfeitamente a
sequéncia do gene, devido a diferencas na porcdo C-terminal da sequéncia
(FIGURA 4). Como alternativa foi feito uma PCR utilizando o DNA gen6mico da
estirpe sp245 de A. brasilense como molde e um produto de aproximadamente
500pb foi amplificado (FIGURA 10).

FIGURA 10- PCR DO GENE DraB A PARTIR NO GENOMA DE A. brasilense SP245. A linha 1
contém o marcador molecular 1Kb. Linha 2- draB.

750pb
500pb
250pb
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5.4. Clonagem

O produto da PCR realizada a partir do DNA gendmico A. brasilense sp245 foi
ligado diretamente ao vetor pBluescript Il KS (+) digerido com Smal e
transformando em E. coli estirpe TOP10. A sele¢cédo das coldnias com inserto foi
realizada com a adicdo de X-gal as placas de LA. Foiextraido o DNA plasmidial
das coldnias brancas que cresceram apos 16 horas de incubacgéo (FIGURA 11).

FIGURA 11-EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL. A linha um corresponde a 1 Kb ladder. As
demais linhas corresponder aos plasmideos das colbnias brancas. Exceto a linha 11 que
corresponde aos plasmideos obtidos a partir de uma colénia azul.

Coldnia azul

Para confirmar se o inserto foi inserido no plasmideo foi feito uma restricao
desse DNA plasmidial, com as enzimas Ndel e BamHI. O resultado esperado era
o aparecimento de um fragmento de aproximadamente 428pb, mas até o

momento nenhum clone foi confirmado.
6. CONCLUSAO
- Ha diferencas entre as sequéncias de draB de A. brasilense FP2 e sp245;

- Ha diferencas na composicdo aminoacidica de draB de A. brasilense FP2 e
sp245, mas as estruturas terciarias dessas proteinas sao possivelmente

similares;

- Apesar de draB possuir uma alta similaridade com arsC de E. coli, as duas

proteinas possuem sitios cataliticos diferentes, e possivelmente se associam a
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diferentes substratos;
- Foi possivel amplificar draB a partir do DNA gendémico de A.brasilense sp245;

- Novas tentativas de clonagem de draB de A. brasilense sp245 devem ser

realizadas;

- Novas tentativas de amplificacdo de draB de A. brasilense FP2 e clonagem

devem ser realizadas.

- Novas tentativas de amplificacdo e clonagem de draB com codons otimizados

devem ser realizadas.
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