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RESUMO

Microrganismos endofiticos podem ser utilizados de diversas formas em
biotecnologia. Dentre estas, se destaca o uso como carreadores de genes
heterélogos para o interior de plantas possibilitando o desenvolvimento de
novos processos biotecnologicos, o que torna relevante o desenvolvimento de
vetores a partir de plasmideos nativos das proprias bactérias endofiticas para
transformacdo genética desse tipo de bactérias. Estudos envolvendo a
Enterobacter agglomerans, uma bactéria endofitica isolada de Copaifera
multijuga (copaiba) demonstraram a presenga de um pequeno plasmideo
criptico denominado pEA1. Com base neste plasmideo foram desenvolvidos os
plasmideos pEA1.0 e pEA2.4. O pEA1.0 foi construido a partir do fragmento de
Pstl (1000 pb) clonado em pUC18. O plasmideo pEA2.4 foi desenvolvido a
partir de um fragmento amplificado (2415 pb) clonado no vetor pCR2.1TOPO
(INVITROGEN), o qual por “primer walking” permitiu a determinacdo da
sequéncia completa do plasmideo original (2545 pb), que foi depositada no
GenBank (acesso DQ659147). A analise da seqiéncia mostrou um indice GC
de 34% e AT de 66%, e o mapa de restricao foi determinado utilizando a
ferramenta NEBCutter2.0. Comparando a sequéncia do pEA1 com o banco de
dados, observou-se alta similaridade (62%) com a sequéncia do plasmideo
pIGMS31 (2520 pb) de Klebsiella pneumoniae. Utilizando as ferramentas
BlastX e ORF finder, o resultado demonstrou a presenga de duas ORFs, sendo
uma delas similar (E value = -98) a ORF2 do plasmideo plIGMS31
(AY543072.1) isolado de K. pneumoniae. O plasmideo pEA2.4 foi utilizado para
transformar geneticamente bactérias Escherichia coli e E. agglomerans pelo

método Tris-Calcio/choque térmico. O pEA2.4 além de ser capaz de



transformar geneticamente células de E. coli, mostrou-se também capaz de
transformar geneticamente a E. agglomerans tornando-a resistente a
canamicina, evidenciando seu carater bifuncional. A eficiéncia de
transformacéo da E. agglomerans com pEA2.4 extraido de E. coli foi de 5 x 10*
T/ug, enquanto que a transformacao desta bactéria com o pEA2.4 extraido da
prépria E. agglomerans, apresentou eficiéncia 1 ordem de grandeza maior (5,1
x 10° T/ug) provavelmente por ter sido, desta forma, evitado o processo de
restricdo da hospedeira. O plasmideo pEA2.4 sera utilizado como base para o
desenvolvimento de vetores de expressdo de genes heterélogos em E.

agglomerans.



Abstract

Endophytic microorganisms can be utilized in distinct ways in
Biotechnology science. Among them, one of most interesting uses is as
heterologue gene carriers into plants, allowing the development of new
Biotechnologic processes, which makes relevant the development of vectors
from native plasmids from the endophytic bacterias itselves for genetic
transformation of this kind of bacteria. Studies involving Enterobacter
agglomerans, a endophytic bacteria isolated from Copaifera multijuga (copaiba
tree), demonstrated the presence of a small, cryptic plasmid named pEA1.
Based on this plasmid, the pEA1.0 and pEA2.4 plasmids were developed.
pEA1.0 was built from a fragment of Pstl (1000 bp), cloned in pUC18. pEA2.4
was developed from an amplified fragment (2415 bp), cloned in the vector
pCR2.1TOPO (Invitrogen), which allowed, by primer walking, the determination
of the complete sequence of the original plasmid (2545 bp), which had been
previously recorded in GenBank (access DQ659147). The sequence analysis
showed a GC level of 34% and an AT level of 66%. The restriction map was
determined using NEBCutter2.0. Comparison between pEA1 sequence and the
data bank revealed high similarity (62%) with the sequence of the pIGMS31
plasmid (2520 bp) from Klebsiella pneumoniae. Using the BlastX and ORF
finder softwares, the result demonstrated the presence of two ORFs, one of
them similar (E value=-98) to ORF2 of pIGMS31 (AY543072.1) isolated from K.
pneumoniae. The pEA2.4 plasmid was used to genetically transform
Escherichia coli and E. agglomerans by the Tris-calcium/thermal shock method.
Besides the capability of pEA2.4 to genetically transform E. coli cells, it has

showed itself capable of transforming E. agglomerans as well, which can



actually acquire resistance to kanamicine. This reflects the bifunctional chacter
of pEA2.4. The transformation efficacy of E. agglomerans using pEA2.4
extracted from E. coli was about 5 x 10* T/ug, while the same process with
pEA2.4 extracted from E. agglomerans itself showed a ten times higher efficacy
(5,1 x 10° T/ug), probably because of the avoidance of host restriction. The
pEA2.4 plasmid will be used as foundation for the development of heterologue

gene expression vectors in E. agglomerans.
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1. Introducao

Os paises de clima tropical e subtropical como o Brasil possuem uma
rica biodiversidade. A biodiversidade consiste huma medida da variabilidade
existente entre e dentro das espécies e neste contexto, existem os

microrganismos (Azevedo, 1998a).

Dados sobre o numero de espécies atualmente conhecidas, assim como
uma estimativa das que ainda estdo por ser descobertas revelam que os
microrganismos representam um grupo que detém varias propriedades
possivelmente ainda nado classificadas, porém com interesse biotecnoldgico
potencial. A falta de conhecimento sobre suas propriedades e suas interacoes,
por exemplo, microrganismos-plantas, dificulta a protecdo dos mesmos
(Azevedo, 1999). E por sua vez, desconhecer as interagdes entre as espécies
pode por consequéncia causar danos ou mesmo a extingdo de uma espécie

microbiana que vive em simbiose com plantas superiores e de seu hospedeiro.

O desenvolvimento de estudos com bactérias e fungos albergados por
diversas plantas de clima tropical, vém mostrando sua grande variabilidade
pelo uso de tecnologia de marcadores moleculares. Tais estudos tém
produzido importantes informagdes sobre as diferencas entre linhagens
patogénicas e endofiticas dentro de uma mesma espécie, bem como

endofiticos e seus habitats (Longo, 1996).

Portanto, a importancia destes microrganismos € notavel e adquirir
conhecimento sobre esta microbiota e suas interagcdes se faz necessario para
que o equilibrio do ambiente seja mantido, evitando a reducédo da
biodiversidade além de permitir seu uso para o0s mais variados fins

biotecnologicos.



1.1. Microrganismos endofiticos

Diversos microrganismos albergam-se no interior das plantas podendo
estabelecer relagdes simbidticas ou neutras com as hospedeiras sendo assim
classificados como endofiticos. Segundo Petrini (1991), os microrganismos
endofiticos colonizam o interior das plantas em alguma fase do seu ciclo vital,
sendo encontrados em diferentes 6rgéos e tecidos vegetais como as folhas,
ramos e raizes aparentemente sem causar danos a planta hospedeira. Porém,
mesmo um endofitico inofensivo a uma determinada espécie ou variedade de
planta, sob condi¢cées de desequilibrio pode se apresentar como um patégeno

para o hospedeiro (Di Fiori e Del Gallo, 1995).

Compondo a biodiversidade amazénica, fungos e bactérias endofiticas
podem ser utilizados como vetores para a introducdo de caracteristicas de
interesse biotecnologico em plantas (Downing et al., 2000; Tomasino et al.,
1995). Os enddfitos diferem dos epifitos que vivem na superficie dos vegetais,
e dos fitopatogenos, causadores de doengas. Entre os microrganismos
endofiticos, os fungos e bactérias que formam nodulos nas raizes das plantas
as quais estdo associados s&o bastante estudadas devido sua importéncia na
agricultura, particularmente por sua participagédo na fixagdo de nitrogénio pelas

plantas.

Neste aspecto, fungos e bactérias endofiticas podem ter seus genomas
conhecidos e alterados geneticamente para serem utilizados no controle de
patogenos, promogdo de crescimento vegetal, sintese de vitaminas,

aminoacidos e vacinas no interior da planta hospedeira (Azevedo et al., 2000).

Os processos envolvidos nas interacdes entre a planta e o endofitico

envolvem fatores bidticos e abidticos, que ainda ndo sdo completamente



compreendidos. Entretanto, algumas contribuicbes significativas para a
viabilidade do vegetal foram atribuidas a estes microrganismos, que podem
atuar como agentes controladores de espécies fitopatogénicas, atuar no
controle de insetos, na protecao da planta contra herbivoros, na produgao de
fitohormdnios e ainda, atuar como otimizadores de crescimento e enraizamento
da planta hospedeira, assim como elevar sua resisténcia a estresses bidticos e
abidticos (Azevedo et al.,, 2000; Hallmann et al., 1997). A comunidade
endofitica exerce estes efeitos favoraveis na planta porque é capaz de produzir
compostos quimicos como enzimas, alcaldides, antibidticos e diferentes
metabdlitos, os quais favorecem a adaptacdo da planta perante condicbes
adversas. A sintese destas substancias € induzida por condi¢cdes de estresse
da planta hospedeira como: falta de agua, presenca de substancias toxicas ou
ataque de patdgenos ou insetos, que afetam a interagdo da planta com o meio

ambiente.

Ainda, desequilibrios no metabolismo da planta sejam eles naturais ou
devido a praticas culturais inadequadas, como o uso excessivo de fertilizantes
e outros produtos quimicos, podem causar, consequentemente, um
desequilibrio na microbiota endofitica de forma que estes organismos
assumam um carater fitopatogénico (Azevedo, 1998). Estes dados indicam que
existe uma estreita relacdo entre a planta hospedeira e o microrganismo
simbionte, que quando harménica pode ser benéfica para ambas as espécies.
O potencial das bactérias endofiticas para o desenvolvimento de novos
sistemas de hospedeira e vetor, para utilizagcdo em processos fermentativos ou
na introdugdo de genes heterélogos em plantas tem sido demonstrado

(Downing et al., 2000).



1.2. Endofiticos e suas aplicagoes biotecnoldgicas

As bactérias endofiticas estabelecem uma interagdo biolégica com os
seus hospedeiros, influenciando na fisiologia das plantas por mecanismos
ainda ndo completamente esclarecidos (Misaghi e Donndelinger, 1990). Ainda,
sua capacidade de sobreviver a competicdo microbiana no interior de tecidos
vegetais, as torna organismos de escolha para praticas biotecnolédgicas, sendo
de grande aplicagdo na agricultura e nas industrias alimenticia e farmacéutica.
Na biotecnologia, as aplicagcdes praticas também se concentram na utilizagao
desta comunidade como vetores para introdugédo de genes de interesse em
plantas (Fahey, 1998; Murray et al., 1992). Adicional pode ser utilizada em
controle biolégico, bem como na producdo de metabdlitos primarios e

secundarios (Hallmann et al., 1997).

Dados da literatura demonstram que os beneficios conferidos pelos
microrganismos endofiticos, associados as novas técnicas de biologia
molecular, os tornam um importante modelo para estudos que visam integrar
novas caracteristicas em plantas. A utilizagdo deste grupo de organismos como
vetores para a introdugcédo de genes heter6logos em plantas hospedeiras, tem
sido relatada, onde estes sao alterados geneticamente e reintroduzidos na
hospedeira conferindo novas caracteristicas de interesse agropecuario as
plantas. O primeiro relato desta aplicagao foi descrito em estudos com milho, o
qual foi inoculado com uma linhagem da bactéria endofitica Clavibacter xyli
subsp. Cynodontis. Esta foi previamente transformada com adigdo do gene da
endotoxina de Bacillus thuringiensis. Este gene expressa uma proteina na
forma de cristal, que quando ingerida pela broca do colmo (Ostrinia nubilalis),

causa a morte do inseto. A inoculagdo da bactéria endofitica expressando esta



proteina tornou as plantas de milho resistentes a referida praga (Tomasino et
al., 1995). Este gene havia sido introduzido antes em Bradyrhizobium
japonicum e apo6s colonizagdo desta bactéria em raizes de Cajanus cajan,
resultou na protecdo da planta hospedeira a larvas de Rivelia angulata

(Nambiar et al., 1990).

Uma estratégia semelhante foi utilizada para o controle da broca da cana
(Eldana saccharina) utilizando como vetores as bactérias Pseudomonas
fluorescens e Herbaspirillum seropedicae epifitica e endofitica respectivamente.
Neste modelo, resultados mais eficientes foram obtidos quando dois genes
heterdlogos foram introduzidos nas referidas bactérias vetores, codificantes
para a proteina cristal de B. thuringiensis e para a quitinase de Serratia

marcescens, respectivamente (Downing et al., 2000).

Outra abordagem de aplicagcdo biotecnoldgica foi demonstrada pela
utilizagcado do fungo endofitico Taxomyces andreanea (Stierle et al., 1993). Este
fungo é encontrado no interior da planta Taxus brevifolia, sendo capaz de
produzir um complexo diterpendide denominado taxol (Stierle et al., 1993).
Posteriormente, Strobel et al. (1996) demonstraram a produg¢ao de taxol por
outro fungo endofitico, o Pestalotiopsis microspora. O taxol € um importante
farmaco com atividade antitumoral. Com a descoberta de que fungos
endofiticos podem produzir o taxol, visualizou-se um novo processo mais
eficiente e menos dispendioso para a produgao deste, que inicialmente era
extraido das plantas que albergavam esses endofiticos. Desta forma o novo
procedimento pode diminuir o risco de extingdo de algumas espécies vegetais,
as quais sao utilizadas para a extragcao de produtos medicinais, por minimizar o

impacto ambiental.



Além de uma grande aplicagdo em agricultura, a elaboragdo de
estratégias fundamentadas em utilizagdo/manipulagdo de endofiticos pode
fazer beneficios também a medicina. Em decorréncia da utilizagado abusiva e
indiscriminada de antibiticos e fungicidas, surgiram varios microrganismos
patogénicos multi-resistentes. Esse fator intensificou a busca de novas drogas
com atividade antimicrobiana. Assim, a descoberta de novos antimicrobianos,
principalmente em paises de grande biodiversidade como o Brasil, faz com que
estudos relativos aos endofiticos sejam promissores, favorecendo o combate a
diversas doengas e gerando dividendos para o pais (Strobel et al., 1996;
Mandala et al., 1997; Azevedo et al., 2000; Marcon, 2002; Lima de Souza,

2004).

Estudos que favoreceram um melhor entendimento das interagbes
endofitico-planta sdo de grande importancia, pois permitem a expressao de
genes nos microrganismos endofiticos de interesse, bem como facilita a sua
detecgcdao na hospedeira. Desta forma, possibilita um monitoramento mais
eficiente destes organismos na planta e no meio ambiente (Murray et al., 1992;
Yates et al., 1999), fornecendo dados para estudos da dindmica da colonizagao
do microrganismo na planta. Todas essas informacdes reunidas serdo uteis
favorecendo a utilizagdo destes microrganismos para o controle de pragas ou

doencas.

1.3. Enterobacter agglomerans
A E. agglomerans é uma bactéria gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Inicialmente, foi classificada como Bacillus agglomerans

(Beijerinck, 1888) e Erwinia herbicola (Dye 1969a; Dye 1969b; Ewing & Fife



1972; Beji et al. 1988). Embora tenha sido transferida para o género Pantoea
(Pantoea agglomerans) por Gavini et al. (1989) o termo E. agglomerans
prevalece principalmente na microbiologia clinica.

O género Enterobacter inclui espécies de bactérias sem motilidade com
ampla distribuicdo. Podem ser observadas na microbiota dos tratos intestinal e
urinario humano e animal, na agua, no solo, ou em plantas como agentes nao
patogénicos, saprofitas e eventualmente como patogénicos oportunistas
(Sanders & Sanders, 1997; Di Fiori & Del Gallo, 1995). Entre os
microrganismos endofiticos que compdem a biodiversidade da regiao
amazdnica encontra-se a E. agglomerans cujo isolamento a partir de Copaifera
multijuga (copaiba) foi realizado por Barbosa (2001). As analises preliminares
deste isolado demonstraram a presenca de um plasmideo aparentemente com

caracteristica multicépia.

1.4. Vetores plasmidiais utilizados em engenharia genética

1.4.1. Caracteristicas gerais de plasmideos

Os plasmideos sé&o elementos genéticos extracromossomais
encontrados em varias espécies de bactérias e em algumas leveduras. As
moléculas de DNA plasmidial sdo circulares e dupla-fita, podendo variar o
tamanho entre 1 e 200 kb. Frequentemente, os plasmideos contém genes que
codificam proteinas que podem conferir vantagens para a bactéria hospedeira,
embora o0s genes plasmidiais n&o codifiquem fungbes essenciais ao
crescimento celular (Birge, 1994). Entre os diferentes fendtipos conferidos

pelos plasmideos incluem a resisténcia e produgao de antibiéticos, degradacao



de componentes do complexo orgéanico, produgao de colicinas, producéo de
enterotoxinas e producéo de enzimas de restricao.

Comparavel ao cromossomo bacteriano, os plasmideos tem a habilidade
de replicagao autbnoma e possuem genes ativos. Adicional, durante a diviséo
celular observa-se a segregacao de pelo menos uma copia do plasmideo para
cada célula. Na natureza, alguns plasmideos apresentam incompatibilidade
funcional com outros plasmideos similares, o que impede a residéncia
simultdnea na mesma célula (Birge, 1994). Os plasmideos interagem com o
sistema de replicacdo do DNA cromossomal da hospedeira de formas variadas.
Em geral, os plasmideos com tamanhos menores s&o mais dependentes do
aparato de replicacdo da célula hospedeira, enquanto, os plasmideos maiores

apresentam menor dependéncia para a sua replicagéao (Miller, 2001).

1.4.2. Plasmideos como vetores de clonagem

Os vetores sao ferramentas utilizadas para introdugao e manutencao de
uma sequéncia de DNA exdgeno em um dado hospedeiro. As caracteristicas
mais importantes de um vetor versatil sdo: facil insercado do DNA exdgeno a ser
clonado, devido a presenca de um polylinker ou poliligante que consiste em
uma regido vetora que contém varios sitios unicos de corte para enzimas de
restricdo; presengca de genes que atuam como marca de resisténcia a
antibidticos; habilidade de expressar os genes exogenos inseridos na
hospedeira e se necessario, apresentar propriedades que favorecam a nao
proliferagdo ambiental do DNA exdgeno (Astolfi-Filho et al., 1996).

Entre os varios tipos de vetores utilizados para clonagem em células

hospedeiras, destacam-se os bacteridfagos A, bacteriofagos M13, cosmideos e



plasmideos. Embora sejam diferentes em tamanho e estrutura estes vetores
compartilham algumas propriedades comuns. Segundo Birge (1994), um vetor
de clonagem precisa: i) replicar em Escherichia coli (E. coli); ii) ser facilmente
separado dos acidos nucléicos da bactéria e purificado; iii) conter regides de
DNA ndo essenciais para a propagagao em bactéria; iv) receber o DNA
exdgeno nestas regides, replica-lo e propaga-lo como um componente normal
do vetor. Contudo, cada tipo de vetor tem caracteristicas biolégicas particulares
que o tornam util para diferentes propdsitos. Os plasmideos, em especial,
possibilitam a clonagem de segmentos de DNA com tamanhos variados,
tornando-os vetores de escolha para diversos procedimentos (Birge, 1994).

Os primeiros plasmideos utilizados como vetores eram dotados de
algumas caracteristicas que limitavam seu desempeno das quais se destacam:
deficiéncia quanto ao numero de marcadores genéticos; baixo numero de
cdpias; poucos sitios de clonagem e tamanhos excessivos.

O primeiro plasmideo utilizado como vetor de clonagem molecular, ainda
no inicio do desenvolvimento da TDR (Tecnologia do DNA Recombinante), foi o
pSC101. Hopwood et al. (1976) identificaram este plasmideo em cepas de
Streptomyces coelicolor, o pSC101 (350 kb) contém apenas um marcador
genético de selecédo (gene de resisténcia a tetraciclina) classificando-o como
um vetor pouco versatil. Em seguida, foram desenvolvidos vetores com
caracteristicas mais eficientes dos quais se destaca o pBR322 desenvolvido
por Bolivar et al. (1977). Este vetor é pequeno (4,36 kb) com replicagdo sob
controle relaxado, o que resulta em um alto numero de cdpias por célula.
Contém genes de resisténcia a ampicilina e a tetraciclina além de um

conveniente numero de sitios de restrichio em posicbes estratégicas,



imprescindiveis para a engenharia genética. O tamanho menor confere
algumas vantagens para o plasmideo, como: elevado numero de cépias e
maior facilidade de manipulagdo do DNA plasmidial (Astolfi-Filho, 1997).

A partir do pBR322 varios vetores foram construidos conferindo a
vantagem de proporcionar um maior numero de copias, quando comparados
com seu antecessor. Um dos derivados é o pAT153 (Twigg & Sherrat, 1980),
que foi construido a partir de uma manipulagéo na regiao do genoma plasmidial
envolvida no controle do numero de coépias. Esta alteracdo conferiu um
aumento de aproximadamente de 1,5 a 3,0 vezes o numero de copias de
pAT153 presentes por células quando comparado ao pBR322.

Posteriormente aos vetores derivados diretamente do pBR322 foram
desenvolvidos vetores mais elaborados, dos quais os mais importantes
pertencem a série pUC desenvolvida por Messing (1991). Os plasmideos pUCs
tém como principais caracteristicas o tamanho pequeno (2,69 kb), duas marcas
de selecao e carater multicépia em E. coli. Os vetores pUCs, permitem selecao
visual direta de colbnias contendo plasmideos recombinantes. O elemento
principal para a selecao direta deste vetor € a presenga de uma pequena parte
do gene de [3-galactosidase de E. coli. Nesta regido foi inserido um polylinker
que nao interfere na traducdo desta enzima, ou seja, ndo tira a sequéncia
codificadora de 3-galactosidase de fase.

O protocolo de transformagéo genética utiliza células hospedeiras que
conttm um gene que codifica para um dominio n&o funcional de R-
galactosidade. Ao receberem o vetor ocorre um tipo incomum de
complementagdo (a-complementacdo), na qual as proteinas parciais

codificadas pelos dois genes (gendmico e plasmidial) se associam para formar



uma RR-galactosidade funcional. A partir da adigao do substrato incolor X-Gal ao
meio de cultura, a enzima funcional converte esta substancia em um corante
azul, conferindo esta cor a respectiva colonia. Contudo, a insercdo de um DNA
exdgeno no polylinker interrompe o gene que codifica para o dominio da
enzima presente no vetor, impedindo assim a formagdo da [3-galactosidade
completa resultando em colbénias brancas (Birge, 1994).

Atualmente, varios estudos objetivando o desenvolvimento de vetores
bifuncionais (shuttle vector) tém sido relatados. Este tipo de vetor é capaz de
replicar e ser selecionado em duas hospedeiras distintas. Devido a maior
facilidade de manipulacdo da E. coli, mesmo um vetor que tenha como
propdsito a utilizacdo com hospedeiras distintas da E. coli, todas as etapas da
manipulagéo e caracterizagado do vetor serdo facilitadas se este for compativel
com transformacao e replicacdo em E. coli. Posteriormente entdo, o vetor
bifuncional podera ser utilizado para transformagdo na hospedeira desejada

(Azevedo et al., 1998Db).



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Desenvolver um vetor bifuncional a partir de um plasmideo (pEA1)
derivado de uma bactéria endofitica da espécie Enterobacter agglomerans

isolada de Copaifera multijuga (copaiba).

2.2. Objetivos especificos

v Isolar e caracterizar o plasmideo (pEA1);

v Construir um plasmideo bifuncional para E. coli / E. agglomerans a partir
do pEAT;

v Padronizar um protocolo para transformacédo de E. agglomerans com o

plasmideo bifuncional construido.



3. Metodologia

3.1. Bactérias e plasmideos

As estirpes das bactérias hospedeiras e os plasmideos que foram

utilizados neste trabalho estdo listados na Tabela 1 e Tabela 2,

respectivamente.

Tabela 1: Estirpes de Escherichia coli.

Estirpes Caracteristicas relevantes

Referéncias

F~ endA1 gIinV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96

DH5a
deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(r’ mg*), A=
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
TOPO10

. @80lacZAM15 AlacX74 deoR nupG recA1
(Invitrogen)

araD139 A(ara-leu)7697 galU galK

rpsL(Str) endA1 A

Hanahan, et

al., 1983

Grant, et al.,

1990




Tabela 2: Lista dos plasmideos utilizados ou produzidos.

Plasmideo Caracteristicas relevantes Referéncia/origem
pUC18 Vetor de clonagem. AmpR Messing, et al., 1985.
pCR2.1TOPO  Vetor de clonagem. Can®/ Amp~ .
Invitrogen
Plasmideo nativo de E.
pEAT
agglomerans (2.5 kb) Este trabalho

Segmento 1000 pb do pEA1
pEA1.0 N Este trabalho
clonado em pUC18 nos sitios Psitl

EAD 4 Segmento 2.415 pb do pEA1 Este trabalh
: ste trabalho
P clonado em pCR2.1TOPO

3.2. Isolamento e cultivo de E. agglomerans
As col6nias de E. agglomerans foram previamente isoladas por Mourao
(2001), utilizando a técnica de esgotamento por estrias cruzadas, em placas
contendo meio de cultura LB-agar. A partir desta técnica obtiveram-se colbnias
isoladas, as quais posteriormente foram semeadas em tubos contendo o meio
de crescimento LB-soft para estoque a 37° C. Colénias semeadas em meio LB-
liquido destinado a extracado de plasmideos foram crescidas durante a noite,

entre 12 e 18 horas, em incubadora com agitagao orbital, ajustada em 180 rpm.

3.3. Extragcao de DNA plasmidial

As colbnias de E. agglomerans foram crescidas em 5 mL de meio LB
e transferidas para microtubos de centrifuga para extracdo de DNA
plasmidial utilizando o Kit Flexprep (Amersham Bioscience- GEhealthcare).

O protocolo de lise alcalina empregado neste trabalho esta descrito no



Anexo A. O plasmideo nativo foi denominado pEA1 e sua concentragao foi
estimada por visualizagcdo em gel de agarose a 0,8% contendo brometo de

etideo (10 mg/mL).

3.4. Clonagem dos fragmentos derivados do pEA1 no pUC18

Apods a extracdo, o pEA1 foi submetido a sistemas de restricdo com as
seguintes endonucleases: Accl, Aval, Avall, BamHI, Bglll, Eco0109, EcoRI,
Haelll, Hindlll, Pstl, Pvull, Saull, Sau3Al, Taqgl, Xba, Xho, conforme
especificacbes do fabricante, a fim de verificar quais destas enzimas
apresentam sitio Unico, ou sitios duplos no plasmideo que possibilitariam a
clonagem no vetor pUC18. Os sistemas de digestdo para o plasmideo pEA1

foram preparados de acordo com os volumes citados a seguir:

DN A e 2,0 uL
Tampao 10X (especifico para cada enzima) ......... 1,5 uL
ENZIMA .o 1,0 yL
Agua Mili=Q .....ovveeeeeeeeeeeee e 10,5 pL
Volume final ......ooeeiiiiiiecrrr e e e 15,0 uL

Os sistemas de digestdo foram incubados por duas horas a 37° C. Para
a andlise do processo de digestdo foram aplicados 5 yL de cada sistema em
gel de agarose 0,8% correspondendo a 1/5 do volume total.

A estratégia adotada foi a digestdo do pEA1 com a enzima Pstl seguida

da linearizagdo do vetor pUC18 com a mesma enzima (Figura 1).



Os fragmentos obtidos foram ligados ao vetor pUC18, cujo mapa esta
demonstrado na Figura 2, o qual possui como marcador de sele¢cao um gene
que confere resisténcia a ampicilina e o gene que codifica a enzima -
galactosidase (Lac-Z), cuja expressado € usada como um sistema "reporter" e
no qual esta presente um sitio multiplo de clonagem.

Os plasmideos recombinantes foram inseridos na bactéria hospedeira
DH5a por transformagédo seguindo a técnica de cloreto de calcio/choque
térmico (Mandel e Higa, 1970).

Para esse processo misturou-se 100 uL de células competentes com
5 uL do sistema de ligacdo e o sistema foi mantido no gelo por uma hora.
Em seguida a mistura foi submetida a um choque térmico de 37° C por cinco
minutos. Ao sistema adicionou-se 1 mL de meio LB que foi entdo mantido a
37° C por uma hora, e posteriormente distribuiu-se aliquotas do sistema em
placas contendo meio LB-agar e ampicilina (100 ug/mL), X-Gal (50 mg/mL) e
IPTG (25 mg/mL). Para a sele¢cdo dos clones recombinantes fez-se uma
analise visual com base na coloragdo branca a qual indica a inativagao do

gene Lac-Z.
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*Transformagdo em DHS5a
*Purificagdo dos plasmideos

*Analise de restrigdo

IPlasmideos recombinantes pUC 18 + insertos pEA 1

Figura 1 - Estratégia experimental para clonagem dos fragmentos derivados do
pEA1.
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Figura 2 - Mapa do plasmideo pUC18, mostrando o gene de resisténcia a

ampicilina (amp) e os sitios de restricdo para clonagem molecular.



3.5. Extracao plasmidial dos plasmideos recombinantes
Catorze colbnias selecionadas como descrito foram inoculadas em 5 mL
de meio LB, e cultivadas durante a noite a 37° C. Para a extragcdo dos
plasmideos utilizou-se o Kit Flexprep (Amersham Bioscience), seguida de
analise por eletroforese em gel de agarose a 0,8% contendo brometo de etideo

(10 mg/mL).

3.6. Analise de restricao dos plasmideos recombinantes
ApoOs a analise em gel, os plasmideos recombinantes foram submetidos
a analise de restricdo com a endonuclease Pstl para verificar a liberacdo dos
fragmentos de pEA1 obtidos com este sistema de digestdo e assim confirmar a
clonagem. Os produtos de digestao foram analisados em gel de agarose 0,8%

contendo brometo de etideo (10 mg/mL).

3.7. Determinacgao das sequiéncias nucleotidicas dos fragmentos
clonados

Nessa etapa, os plasmideos recombinantes pUC18 com insertos
derivados do pEA1 foram submetidos a uma reacdo de sequenciamento
utilizando o kit DYEnamic ET dye terminator cycle sequencing (Amersham
Biosciences) e iniciadores M13 forward e reverse conforme manual do
fabricante. O sequenciamento foi realizado seguindo o método dideoxi (Sanger
& Coulson, 1977) por meio do sequenciador automatico para DNA

MEGABACE 1000 (GE Healthcare).



3.8. Desenho de oligonucleotideos

As sequéncias determinadas pelo sequenciamento foram analisadas
utilizando ferramentas de bioinformatica. Inicialmente, foram conferidas quanto
a sua confiabilidade no programa Phred (Ewing et al., 1998) e BioEdit (Hall,
1999), em seguida foram retiradas sequéncias provenientes do vetor utilizando
o programa VecScreen (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Apds esse procedimento,
utilizou-se o programa Cap3 (http://www.unb.br/ib/cel/biomol) para montagem
de contigs, que consiste numa sequéncia continua gerada pelo alinhamento de
todas as sequUéncias obtidas. Utilizando o produto do alinhamento (contig)
como base foi possivel desenhar um conjunto de oligonucleotideos
(iniciadores) especificos para o pEA1.

Para construgdo dos iniciadores foram selecionados entre 18 e 27
nucleotideos, organizados aos pares (F e R), observando as temperaturas de
anelamento, as quais foram estabelecidas proximas uma da outra. A

sequéncia dos iniciadores pode ser observada na Tabela 3.



Tabela 3: Iniciadores utilizados para sequenciamento dos plasmideos pEA1 e

pEA2.4.

Iniciador Sequéncia (5’— 3’) Plasmideos
EA1 CGAGAAAATATTTAGTTTAGCTC pEA1
EA2 CACCTCTCTTTTAGTTTAATTTG pEA1
EA3 GAGCTAAACTAAATATTTTCTCG pEA1
EA4 CAAATTAAACTAAAAGAGAGGTG pEA1
EA5 GGTATACTCACTATACCGAGAAATCTC pEA2.4
EA6 GTGCAAGGTTTGTTAAAGAGATC pEA2.4
EA7 CAAACACCACATATACACGC pEA2.4
EA8 GTTCTGACGGAGATCAGAC pEA2.4
EA9 GTCAACCCTTCACAAGCC pEA2.4
EA10 GAAACAGCAAAGGAAGAAGC pEA2.4

3.9. Amplificagao via PCR
Os iniciadores liofilizados foram diluidos para estoque (100 pmol/uL)
em Tris-HCI (2,5 mM; pH=8,0) e posteriormente congelados e mantidos a
-20° C até sua utilizacgao. Inicialmente foram testadas variacdes na temperatura
de anelamento através de um gradiente (63° C a 67° C), assim como as
concentragdes de cloreto de magnésio e dNTPs. A amplificagdo consistiu dos

seguintes reagentes, descrita em condi¢bes otimizadas:



DNA plasmidial...........cccceeeveeeiiennnn.n. 5,0 uL (~30ng)

Iniciador Forward..............cccceeeeeeenennnn. 5,0 pmoles

Iniciador Reverse..........cccceeeeeevneeennn. 5,0 pmoles

Cloreto de magnésio................ccee... 25 mM

TaMPEO....ceeeiiiciieiee e, Tris-HCL (200 mM); KCI (500 mM)
ANTPS...ooiiiiiieeee e 2,5mM

Taq DNA polimerase.........ccccccceeeen. 5 U/ uL

O volume da reacdao de amplificagao foi completado para 25 pL com

agua milli-Q.

Os pares de iniciadores (Tabela 3) e os demais reagentes foram
amplificados em termociclador onde foram utilizadas as temperaturas de

anelamento a 63° C e amplificagdo a 72° C, organizadas da seguinte forma:

95°C 2 minutos

95°C 2 minutos

63°C 20 segundos 35 ciclos
72°C 2 minutos

72°C 2 minutos

4°C %o

Foram aplicados 5 uL de cada sistema de PCR em gel de agarose 0,8%
para analise, a qual possibilitou a definicdo do volume de produto amplificado a

ser utilizado nos procedimentos de purificagdo e clonagem.



3.10. Construcao de plasmideo para transformar E. coli e E.
agglomerans
Com o conjunto de oligonucleotideos sintetizados, como descrito no
item 3.8, segmentos de DNA foram amplificados pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) a partir do plasmideo pEA1. Os segmentos amplificados
foram purificados com o Kit Bandprep (Amersham Bioscience) de acordo com
o protocolo descrito no Anexo B e clonados no vetor comercial pCR2.1-
TOPO® (INVITROGEN) demonstrado na Figura 3. O pCR2.1-TOPO® é um
vetor plasmidial linearizado, no qual fragmentos (produtos de PCR) sao ligados
de forma eficiente utilizando a enzima topoisomerase |, seguindo as instrugoes
do fabricante.
Em seguida foi realizada uma transformacgao genética por eletroporagao
utilizando células de E. coli linhagem TOPO® (INVITROGEN). O sistema de
transformacdo foi semeado em meio de cultura contendo ampicilina (200

pg/mL) e canamicina (50 pg/mL) (Anexo C).
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Figura 3 - Mapa do plasmideo pCR2.1-TOPO, mostrando os genes de
resisténcia a ampicilina e canamicina e os sitios de restricdo para

a insercao do produto amplificado.



3.11. Andlise dos transformantes
O DNA plasmidial das col6nias selecionadas foi extraido de acordo com
protocolo padrao (Anexo A) e posteriormente digerido com a enzima EcoRl,
uma vez que o vetor pCR2.1-TOPO possui sitios de restricdo para esta
endonuclease nas extremidades da regidao onde o fragmento amplificado foi
ligado. Além do sistema com EcoRI, realizou-se com os plasmideos
recombinantes uma digestdo com Pstl a fim de verificar em qual diregdo o

fragmento de interesse foi ligado ao vetor.

3.12. Sequenciamento do segmento de pEA1 amplificado

Nas reacdes de amplificagdo para sequenciamento foram utilizados os
iniciadores M13 forward (sequenciamento da extremidade 5 do gene) e M13
reverse (sequenciamento da extremidade 3’ do gene), os quais anelam nas
regides flanqueadoras do sitio de clonagem multipla do pCR2.1-TOPO onde foi
inserido o fragmento amplificado. Também foram utilizados os iniciadores
(Tabela 3) que anelam na porgéo interna do plasmideo pEA1.

A Figura 4 demonstra a estratégia de primer walking realizada para
desenhar mais trés pares de oligonucleotideos internos (Tabela 3) para o
plasmideo pEA1 a partir do plasmideo recombinante pEA2.4 com a finalidade
de obter a sequéncia completa do fragmento clonado.

Cada reagao consistiu em 5 pmoles do iniciador, 100 ng de DNA
plasmidial e 2 pL dos reagentes de sequenciamento (kit DYEnamic ET dye
terminator cycle sequencing -Amersham Biosciences). O volume final foi de

10 puL completado com agua ultrapura esterilizada.



As sequéncias geradas foram analisadas por ferramentas de bioinformatica

como descrito, a fim de determinar a qualidade das mesmas.

Legenda:
—> - Primers Internos do pEA1

9 - Primer M13 reverso
9 - Primer M13 forward

Clones Recombinantes

PCR 2.1 - TOPO / pEA1

Figura 4 — Estratégia de primer walking proposta para determinar a sequéncia

do pEA1.




3.13. Analise dos plasmideos sequenciados
A Figura 5 demonstra a estratégia seguida para analisar os

plasmideos sequenciados utilizando as ferramentas de bioinformatica:

Sequéncias geradas a partir dos plasmideos recombinantes

l

Analise via Phred e BioEdit

l

Analise via CAP3

i

Analise via Blast X

l

Analise via ORFFinder

l

Analise via NEBCutter2.0

Figura 5 — Esquema da estratégia seguida para a analise dos plasmideos
recombinantes construidos a partir de um fragmento amplificado

do pEA1 clonado em vetor pCR2.1-TOPO.



Os plasmideos recombinantes foram submetidos a programas de
coleta e andlise de dados gerados pelo sequenciador automatico, os quais
fornecem dois tipos de arquivos, um contendo a sequéncia na forma textual e
outro compreendendo o cromatograma ou eletroferograma, o qual indica dados
qualitativos da sequiéncia formada.

Para os plasmideos sequenciados foram efetuadas no minimo trés
reacdes de amplificacdo com cada de iniciador (Tabela 3). As sequéncias
geradas desta maneira precisam ser ordenadas para formarem um conjunto de
sequéncias que cobre todo o fragmento clonado.

Inicialmente, as sequéncias geradas foram submetidas ao programa
Phred e BioEdit, os quais analisam a qualidade do cromatograma, ou seja, da
sequéncia obtida a partir do sequenciador. Posteriormente, no programa CAP3
fez-se a montagem dos contigs pelo alinhamento das regides sobrepostas nas
sequéncias analisadas obedecendo aos sentidos Forward ou Reverse
designados pelos iniciadores internos. Os sentidos dos iniciadores foram
estabelecidos de acordo com os primers M13 (F e R). E finalmente a
visualizagdo dos dados gerados pelo CAP3 foi efetuada pelo programa BioEdit,
o qual além de verificar a qualidade de cada base, transforma uma sequéncia
em seu reverso complementar, ou seja, gera a partir dos contigs obtidos em
ambos os sentidos (F e R) um contig em unica diregéo revelando a sequéncia
completa do plasmideo em estudo.

De posse da sequéncia completa do segmento clonado foi realizada
uma busca de todas as possiveis ORFs (open reading frame), ou seja, a parte
do gene que é decodificada em proteina, em todas as fases possiveis, através

do programa ORFFinder e a construgdo do mapa do plasmideo pelo programa



NEBCutter2.0. Todas as analises foram realizadas utilizando a estrutura
disponivel no laboratério de bioinformatica — CAM (Centro de Apoio

Multidisciplinar) da Universidade Federal do Amazonas.

3.14. Transformacgao genética da E. agglomerans

Para a transformagdo genética da E. agglomerans com o vetor
construido, foi testado o método de transformagao quimica utilizando solucao
de CaCl, e choque térmico a 37° C por cinco minutos, foram utilizados como
agentes seletivos ampicilina e canamicina.

Inicialmente foi estabelecida a curva de crescimento da E. agglomerans
medindo a absorbancia a 600 nm. No preparo de células competentes, uma
colonia isolada de E. agglomerans foi pré-inoculada em 5 mL de LB e
incubadas a 37° C durante 16 horas. Posteriormente foram inoculados 0,5 mL
desta cultura em 50 mL de LB e o cultivo foi processado sob forte agitagédo (150
rom). Foram testadas as seguintes O.Ds: 0,25UpgssooimL,  0,85Uasss00/mL,
1,3 UasseooimL € 2,0Unsseoom.. Para cada amostra foram coletados 30 mL da
cultura e centrifugados por 15 minutos a 2.500 g (4° C). O sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular ressuspenso em 15 mL de solugéo Tris-calcio
estéril (mantida a 4° C). As células foram mantidas no gelo durante 20 minutos
e em seguida centrifugadas por 15 minutos a 2.000 g (4° C). O sobrenadante
foi descartado, as células ressuspensas com 1 mL de Tris-calcio e incubadas
por 45 minutos no gelo. O processo de transformacgéo ocorreu adicionando-se
5 pL (50 ng/uL) do plasmideo construido ao microtubo contendo 100 uL de
células competentes. O sistema foi mantido no gelo por 45 minutos e

submetido a um choque térmico de 37° C por 5 minutos. Em seguida foi



adicionado 1 mL de LB e o sistema foi incubado por 1 hora a 37° C sem
agitacdo para recuperar as células. Foram utilizados 50 uL (50 ng/uL) do
sistema para semear em meio LB-agar sem NaCl contendo ampicilina (100

ug/mL) e canamicina (50 ug/mL).

3.15. Meios de cultura

3.15.1- LB-agar (Luria e Bertani)

Peptona 10g
Extrato de levedura 59
NaCl 10g
Agar 159
Agua Mili-Q 1000 mL
(PH=7,5)

Para a esterilizagdo, o meio foi autoclavado a 120 °C por 20 minutos.

3.15.2 - LB-liquido
Ao meio LB-liquido foi suprimido o agar. Em seguida foi autoclavado

por 20 minutos a 120 °C.

3.15.3 - LB-Soft

Peptona 10g
Extrato de levedura 549
NaCl 10g

Agar 849



Agua Mili-Q 1000 mL
(pH=7,5)

Para a esterilizagao, o meio foi autoclavado a 120 °C por 20 minutos.

3.16 - Solugdes e tampdes (v/v)
3.16.1- Alcool 70 %
Alcool (100 %) 700 mL

Agua Mili-Q 300 mL

3.16.2 - Tampao de amostra 5X

TEB 10X 50 mL
Azul de bromofenol 10 mg
Glicerol 20 mL
Agua destilada 30 mL

3.16.3 - Tampao R (TR)

Tris HCI 1 M (pH=8,0) 1 mL

EDTA 0,1mM 20 uL

ApOs a mistura a solugdo foi fervida em forno de microondas e

armazenada a 4°C.

3.16.4 - Tris-calcio

Tris-HCI 10mM pH 7,5; CaCl, 70 mM.

A solucao foi esteriliza por fervura em forno de microondas.



3.16.5 - Gel de agarose 0,8 %
Agarose 08¢
Tampao TEB (1X) 100 mL
A suspensao foi fervida em forno microondas, resfriada e sé entao

vertida na “cama” para gelificar.

3.16.6 — Tampao TEB 10X (1 litro)

Trisma Base 0,89 mM
Acido borico 0,89 mM
EDTA 0,0089 mM

pH= 8,0 - 8,4



4. Resultados e Discussao

4.1. Isolamento do plasmideo pEA1 e construcao de plasmideos
recombinantes

Em estudos realizados por Mourdo (2001) verificou-se que a

Enterobacter agglomerans dentre 10 isolados bacterianos endofiticos foi a

unica que apresentou um pequeno plasmideo natural, sendo este

provavelmente multicopia (pEA1).

O plasmideo pEA1, foi submetido a analise de restricio com 16
endonucleases diferentes. Essa analise mostrou que das enzimas testadas
apenas Accl, Pstl e Haelll clivaram o referido plasmideo, contudo, o melhor
padrao de clivagem foi obtido através da enzima Pstl, a qual cliva o DNA em
apenas dois sitios especificos para esta enzima facilitando a manipulagao dos
fragmentos obtidos. A enzima Accl lineariza o pEA1, porém seria dificil clonar o
fragmento linearizado uma vez que se trata de uma enzima que pode cortar em
duas opcdes no sitio especifico para esta endonuclease, além de seu sitio ndo
estar disponivel em polilynkers dos vetores usuais de clonagem como o
pUC18. Com a enzima Haelll, o pEA1 foi praticamente todo fragmentado.

No perfil de restricdo, demonstrado na Figura 6, observa-se a digestao
parcial do plasmideo pEA1 com Pstl, onde dois fragmentos foram liberados,
com cerca de 1.000 pb e 1.500 pb respectivamente. O pUC18, como o
esperado, apresentou um unico fragmento resultante da linearizagao, pois este
apresenta apenas um sitio de restricao para esta enzima.

O plasmideo recombinante pEA1.0 foi construido pela clonagem do

fragmento de 1.000 pb no vetor pUC18 como demonstrado na Figura 7. Por



analises eletroforéticas observou-se o tamanho deste plasmideo em cerca de
3.6 kb conforme esperado, uma vez que o inserto foi ligado ao vetor de
clonagem de 2.686 pb.

Para confirmar a obtencdo do plasmideo recombinante pEA1/pUC18
denominado pEA1.0, realizou-se analise de restricio com Pstl destes
plasmideos a fim de verificar a liberagdo dos fragmentos correspondentes a

1.000 pb (Figura 8).



Figura 6 — Perfil de restricdo com Pstl dos plasmideos pEA1 e pUC18 com a
enzima de restricdo Pstl. 1- pEA1 intacto; 2, 3 e 4- pEA1 digerido
(parcialmente); 5, 6 e 7- pUC18 digerido; 8- pUC18 intacto.
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Figura 7 - Construgdo do plasmideo recombinante pEA1.0. Fragmento Pstl

(1000 pb) do pEA1 clonado em vetor pUC18.



1.018 pb

Figura 8 - Perfil de restricao de Pstl dos plasmideos pUC18 e pEA1.0. 1- 1Kb
DNA Ladder (Invitrogen); 2- pUC18 intacto; 3- pUC18 digerido; 4-
pEA1 intacto; 5- pEA1 digerido; 6, 8, 10- pEA1.0 (pEA1/pUC18)

intacto; 7, 9, 11- pEA1.0 (pEA1/pUC18) digerido.



4.2. Caracterizagao dos clones recombinantes pEA1.0

A partir da confirmagdao dos clones recombinantes com enzimas de
restricao, iniciou-se a etapa de analise da sequéncia nucleotidica do plasmideo
pEA1.

Os fragmentos de pEA1 clonados no vetor pUC18 foram parcialmente
sequenciados pelo Método de Sanger et al. (1975) utilizando os iniciadores
M13 forward e reverse conforme descrito na estratégia experimental.

Doze clones recombinantes com inserto de 1,0 kb foram sequenciados
utilizando os primers M13 Forward e Reverse, porém as melhores sequéncias
obtidas foram as produzidas com o primer M13 Forward. Essas sequéncias
apresentaram tamanho entre 100 e 600 pb com 98% de confiabilidade, foram
alinhadas com o programa BioEdit, e gerou-se um contig que serviu para

desenhar dois pares de primers especificos para o referido plasmideo.

4.3. Amplificagao das primeiras sequéncias de DNA do pEA1

A partir do contig formado com as sequéncias nucleotidicas obtidas do
pEA1.0 foram sintetizados dois pares de iniciadores internos demonstrados na
Tabela 3. Com estes pares de iniciadores foram amplificados dois segmentos a
partir do plasmideo natural pEA1, um de 130 pb (par EA1/EA2) e outro de
2.415 pb (par EA3/EA4) respectivamente (Figura 9).

A otimizagdo das reagdes de amplificacdo (PCR) com estes iniciadores
permitiu a obtengédo dos fragmentos esperados demonstrados na Figura 10 e

assim foi possivel clonar praticamente todo pEA1 em vetor de clonagem.



EA1 130 pb

EA4

EA3 l PCR
-

2.415 pb

EA4

Figura 9 - Estratégia seguida para amplificacdo de segmentos de DNA do
pEA1.



2.036 pb

130 pb

Figura 10 — Perfil eletroforético dos produtos de amplificagdo do pEA1 com os
dois primeiros pares de primers especificos. 1- 1Kb DNA Ladder
(Invitrogen); 2 e 3- fragmento com 2.415 pb; 4- fragmento com
130pb.



4.4. Construcao de um vetor bifuncional pEA2.4

O plasmideo pEA2.4 construido a partir de um fragmento amplificado de
2.415 pb (pEA1) clonado em pCR2.1TOPO (Figura 11) foi utilizado para
transformar geneticamente as bactérias E. coli e E. agglomerans pelo método
Tris-Calcio/choque térmico. Este método consiste em induzir o estado de
competéncia genética da bactéria hospedeira por tratamento com cloreto de
célcio e em seguida incubar o sistema de transformacdo a 42° C por trés
minutos ou a 37° C por 5 minutos.

Para preparo células competentes de E. agglomerans, verificou-se que
das ODs testadas a 600 nm: 0,25; 0,85; 1,3 e 2,0 apenas com esta ultima
ocorreu diminuicdo na eficiéncia de transformacgao, isto deve ter ocorrido
devido as células estarem iniciando nesta densidade o6tica a fase estacionaria.

A partir da transformacao genética, foi possivel introduzir o pEA2.4 em
células de E. agglomerans tornando-a resistente a canamicina. Como controle,
para verificar se a transformagdo de E. agglomerans era garantida pelo
fragmento de 2.415 pb do plasmideo pEA1 utilizou-se um plasmideo construido
a partir de um fragmento amplificado (2 kb) do genoma de HPV (Papilomavirus
Humano) clonado no vetor pCR2.1TOPO (Santos, 2006). Este plasmideo n&o
foi capaz de transformar E. agglomerans, evidenciando o carater bifuncional de
pEA2.4, uma vez que a origem de replicagao derivada de pUC18 presente em
pCR2.1TOPO nao funcionou na bactéria no presente estudo.

A eficiéncia da transformagéo da E. agglomerans com pEA2.4 extraido
de E. coli foi de 5 x 10* T/ug, enquanto que a transformagao desta bactéria com
o pEA2.4 extraido da prépria E. agglomerans, apresentou eficiéncia 1 ordem de

grandeza maior (5,1 x 10° T/ug). Esse resultado sugere que ocorreu alguma



modificagdo no plasmideo durante a sua passagem por E. agglomerans,
melhorando a sua capacidade de transformacao, o que lembra o sistema de
restricdo/metilacao e sugere a existéncia de um sistema de enzima de restricao
neste isolado de E. agglomerans. De fato, observa-se na literatura cientifica a
existéncia da enzima Eagl isolada de E. agglomerans ATCC (Tribioli et al.,

1992).
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Figura 11 - Construgcdo do plasmideo recombinante pEA2.4. O fragmento
amplificado (2.415 pb) foi clonado em vetor linearizado
pCR2.1TOPO originando um plasmideo que codifica

resisténcia a ampicilina e canamicina.



4.5. Anadlise das sequéncias de pEA1

4.5.1. Montagem dos contigs
O fragmento amplificado de pEA1 clonado no vetor pCR2.1-TOPO foi
totalmente sequenciado. As sequéncias obtidas utilizando os cinco pares de
iniciadores internos para o pEA1 formaram dois contigs, um no sentido Forward
e outro no sentido Reverse. A partir destes contigs e utilizando a ferramenta
BioEdit foi possivel montar no sentido 5— 3° um unico contig revelando a

sequéncia completa do plasmideo pEA1 (Figura 12).

GAGCTAAACTAAATATTTTCTCGTTTTTTCAAAAAAAAACGATACGAATAGTAACTCAGGAGAGACTATTAGTAACTC
AGGAGAGAAAAAATTCTCTCAGGAGAGAATTTTTTTACATGTGAGAGACTAGACCGTTAGGTTTTACGGGGGTTACAG
ACCCCTTAAGAATATAAGAAATATAAGATCTAAGAGGATTCAACCTAGTCCCAGCCCTATCTGCAGAACTTGCCAGGC
TACGCAAAAGAAAACCCCCTTCCGGGAGATGTGTTTTCGCTACCGCTACAACAGACGTTTCCCGTTCCGGGCAATACA
TAAGCAATCTGCGCAGATTTCCCTACCGCGCTTCGCTTGGTCAACCCTTCACAAGCCAAAATTAAAATTTTGACTTGC
TCAGCGTTCTGTCTTTTTTCTTTTATTGGTAATCGTGAGTAAGGGGGAATTTTAATTTCCCCTTGCGAGGGATTGATC
CGTTGACTTTTGTTTTTTTTATTGTAGATGTATTTATAGATTTTCAATTTTGCAGAAAGGTATACTCACTATACCGAG
AAATCTCGGTGTGAGCCTGGCAGGGGCCAAAAAGAAAAAAAACTTACTGCTTTTACGGGAGGTTTTCAAATATGGCTT
ATGCAATTTTAAGAGTGGAAAAAACAAAAAATACTTCAATAGCTGGTAAAAATTCTCACAATATGCGATTGAGGAAAA
CACATAATGCAGATCCTAACCTTAAATCCCAAAACCGAATTTTAATCGGTTCTGGTGATTTAAGGACTGATATTAATG
CAAGGTTTCAAGCAACCAATGTTAAAGCTCGTAATTCTACTTCTGTTATTTGTAATGAATTAGTTTTAACAGCTTCTC
CGGAATTTTTTGCAAATAGCAAAAAATTTAGAGGATTGGATTAAAGTTCAAATGGAATATTTGCATAATGAATATGGA
GAAAATGCAATAAATGCAGTTTTACATTTAGACGAGCAAACACCACATATACACGCTTTTATAACTCCAATCGAAAAT
AAAAACGGAATATATAAACTAAACAATAAATCGTATATGAAAAAATACGAAACAATGCAGGATATATATTTTAAATAC
AATAAGCCATTGGGTTTAATCCGTGGGATTAAAAAAGAGGTTTCGAATGCAGAATATAAGGAAGTTAAAGAATTTTAC
AGCGATATTAAAAACATTAAAAATGAAACCGAATTAGAAATAGAAAATAACAAAATTGAAAAAATTAGAGTTGTTGAA
ACAGAAGAAAAGAAAAAATTATTTAGAGATCCGGAGGTAGTGCCTAAGCACTACACAGGAGCTGAGGTTAATCGTTAC
ATACGAAAAGCTCTAAAACCTTACAAGAACGAACGAAAGCCCCTTATAGCTCGTCTAAACGGGTTTAAGAGCCGTTTA
GAGCATTCAGAGGCTGAGTTGTCTGATCTCCGTCAGAACTTCAACAGAAGAGTCCAGGAACGGGTACAACATGAGCAA
AAGTTAGCAGTGGCCAGAGCCACGGCTGAGCAAGAACAAATCATTTAAAATAAAAACAGAAAAATAAAAGATATGGAG
TTGGAAATAATAGAATACAAAAGGCAGTTAAAGGAAAATGCTTCAATTTCTCAGAGATATGAAAAATATAAAATTAAC
AGTGATGTTTTAGATCTAATACAAGAGCATAAACCGGCAGAATTTAAACAACTCTTCAATGCTGCTATTGCTGCAGCA
GATGCCGAATATTCACAGAAACAGCAAAATAATAACTACACACCCCCGAATAAGCCAAAGGCTTTAAAATTATAAAGC
CCGGAACGGGAAACAGTGAAAAATTTCCCGTTGGGTTTTGGTTTTTTAAGCATATCGATCCAATCTTTCATTAATGCT
TTTTAAATCTGCTTCTCTTTGTTTTTCTTCTTCCTTAATTCGGATCTCTTTAACAAACCTTGCACGATCGCCATTAAA
TACAATTGCAGGATTTATATAAAATATGTATTTCTTAACAGACTTTGCGATCATTTTCTTTTCTAATAGTTCTTTTAA
TCCACGATAATAAACAGCTTTTGAAATAGTATAATCATATTTTTCAGCTTCTTCCTTTGCTGTTTCGAAATTTAAGTA
AATTTCGTCACCGCCGATTTGCTTTTGGTAAATACCCATAATCAAGAAAAATAATTTAAACCCTGTTTGAGTTAAATC
GAAATAGAATTTAATTTGACCAGTAAACAGCTTTAAAAATTCCTCTTTATCTACTTCTTGGATTTGTGAAATTGTTGT
AGTAAAAACTCCTTCTTCGGTTTCTAATTCAGAACCTCGATCAACAGTTAGCTTTTTCTTTTTAGTATCAATTTCCAT
ATTGAACACGAAAGGATTTTTCTTGTGTTCAATATCAAAATCCTCACTATTTTCAGCATTGTTTAACTGTAAATACTC
TATATTATTTTTCTTTTTCATAAACACCTCTCTTTTAGTTTAATTTGTATATTTTTTGAACGGGTTTTTTCTCACTCG
ATGAGACTCGTTTTCTCATTTTTTAACAGATTTTTGAAACTAGTCAAGA

Figura 12 — Sequéncia completa do plasmideo pEA1 com 2.545 pb.




4.5.2. Construgdo de um mapa de restricdo do pEA1 e analise

das ORFs

A Figura 13 mostra o mapa de restricdo do pEA1 elaborado pela

ferramenta NEBcutter2.0, ratificando a presenca dos dois sitios de Pstl neste

plasmideo.
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Figura 13 - Mapa de restricdo do plasmideo pEA1.



A analise das seqliéncias mostrou que o plasmideo pEA1 tem 2.545 pb,
com indice GC de 34% e AT de 66%. Comparando a sequéncia do pEA1 com
o banco de dados, observou-se alta similaridade (62%) com a sequéncia do
plasmideo pIGMS31 (2520 pb) de Klebsiella pneumoniae. Utilizando as
ferramentas BlastX e ORF finder, o resultado demonstrou a presenca de duas
ORFs (Figura 14).

A ORF1 com comprimento de 206 aa, apresentou homologia (E = e-gs)

com a ORF2 do plasmideo pIGMS31 (AY543072.1) isolado de Klebsiella
pneumoniae, enquanto que a ORF2, com 199 aa teve homologia (E = e'38) com
uma proteina hipotética ECA1645 (NC004547.2) de Erwinia carotovora, uma
enterobactéria patogénica tanto para humanos como para plantas. Bell et al.
(2004) relatam a determinagcdao da sequéncia gendmica deste patdgeno

(linhagem SCRI1043), agente causador de doengas em batatas.

ORF=:
a: 206 aa 23435 bp

b: 199 a3

Figura 14 - Mapa do pEA1 mostrando as duas possiveis ORFs presentes no
plasmideo.




5. Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as seguintes

conclusoes:

O plasmideo pEA1, nativo de E. agglomerans foi totalmente
sequenciado;

O plasmideo pEA1.0 mostrou 62% de similaridade com o
plasmideo pIGMS31 de Klebsiella pneumoniae;

Foi possivel demonstrar o carater bifuncional do pEA2.4
pois este plasmideo foi capaz de transformar tanto E. coli
como E. agglomerans

O plasmideo bifuncional E. agglomerans/E. coli contém
sitios de restricdo que facilitam as técnicas de clonagem,
possui duas marcas de selegdao que sao funcionais para
ambas as bactérias e é estavel nas mesmas na presencga
de antibidticos;

O fato de ter sido possivel transformar geneticamente a
bactéria E. agglomerans e pelas caracteristicas de
sensibilidade e crescimento vigoroso em meios de cultivo
usuais, abre a perspectiva do uso deste microrganismo
como hospedeiro para expressao de genes heterdlogos;
Como a linhagem de E. agglomerans do presente estudo é
endofitica, o sistema pEA2.4/E. agglomerans podera ser
entdo utilizado para expressar genes heterélogos em

plantas, especialmente em Copaifera multijuga (copaiba).
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	As colônias de E. agglomerans foram previamente isoladas por Mourão (2001), utilizando a técnica de esgotamento por estrias cruzadas, em placas contendo meio de cultura LB-ágar. A partir desta técnica obtiveram-se colônias isoladas, as quais posteriormente foram semeadas em tubos contendo o meio de crescimento LB-soft para estoque a 37º C. Colônias semeadas em meio LB- líquido destinado à extração de plasmídeos foram crescidas durante a noite, entre 12 e 18 horas, em incubadora com agitação orbital, ajustada em 180 rpm.   
	 


