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Construcédo e validacdo de uma biblioteca de promotores
de transcricdo para estudos de expressao génica da

bactéria endofitica diazotrofica  Gluconacetobacter
diazotrophicus
Introdugao

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria que demonstra contribuir significativamente
com a nutricdo de N de cana-de-agucar em solos com escassez desse elemento (SEVILLA et al.,
2001; SUMAN et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006). G. diazotrophicus é uma bactéria aerébica,
Gram-negativa, originalmente isolada do interior de plantas de cana-de-aglcar (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988; GILLIS et al., 1989), mas também ja foi encontrada em arroz (Oriza sativa),
batata-doce (lpomea batatas), capim-elefante (Pennisetum purpureum), café (Coffea arabica) e
abacaxi (Ananas comosus) (DC)BEREINER etal., 1993; JIMENEZ-SALGADO et al., 1997; TAPIA-
HERNANDEZ et al., 2000; YOUSSEF et al., 2004; MUTHUKUMARASAMY et al., 2007). Este
microrganismo tem especial interesse como potencial biofertilizante porque é capaz de fixar N2 na
presenca de nitrato e a baixos valores de pH (< 3,0), além de produzir horménios de crescimento
vegetal (STEPHAN et al., 1991; BASTIAN et al., 1998).

Por outro lado, pouco se conhece sobre a regulagdo génica em G. diazotrophicus. A sequiéncia
gendmica completa da estirpe padrdo PAL5 (ATCC 49037) foi recentemente publicada no banco
de dados GenBank (BERTALAN et al., 2008), abrindo campo para estudos de regulagéo génica a
nivel gendmico através de técnicas de gendmica funcional. Neste sentido, &€ necessario
determinar quais os genes envolvidos e como ocorre sua regulagdo durante a interagdo com a
planta hospedeira, 0 processo de fixagao e transferéncia do nitrogénio (N) para a planta, e em
outras atividades que estimulam o crescimento vegetal durante essa associagéo.

A regulagdo da transcri¢do génica em procariotos é bastante variada, sendo que as sequéncias
de DNA especificas dos promotores sdo pontos-chave de diversos processos celulares. Uma
tecnologia para o estudo da expressdo e regulagao génica ao nivel gendmico, com énfase na
identificacdo e caracterizagdo de promotores, é a técnica de promoter trap ou “captura de
promotores”, que tem sido aplicada com sucesso em estudos envolvendo bactérias que se
associam a plantas (HAAPALAINEN et al., 1996; RAMIREZ-ROMERO et al., 2006; ZHANG e
CHENG, 2006). A técnica envolve o uso de um vetor cuja caracteristica principal € um sitio
multiplo de clonagem adjacente a um gene reporter sem promotor (DUNN e HANDELSMAN,
1999). Bibliotecas contendo fragmentos de DNA clonados em frente ao gene repérter podem ser
utilizadas para estudar a atividade dos promotores em diversas condigdes ambientais. As triagens
que utilizam ensaios cromogénicos como o da [B-galactosidase (codificada pelo gene reporter
lacZ) tém sua metodologia bem estabelecida (MILLER et al., 1970), e podem ser realizadas de
acordo com a realidade financeira da maioria das instituicbes de pesquisa.

Este trabalho descreve a construgdo de uma biblioteca genémica da bactéria G. diazotrophicus
utilizando um vetor de captura de promotores. Essa biblioteca foi introduzida em células do
préprio microrganismo, permitindo assim monitorar sua expressao génica a partir dos promotores
nas diferentes condicdes de cultivo de interesse.

Testes preliminares com as estirpes e plasmideos

A estirpe de G. diazotrophicus utilizada neste trabalho foi a do tipo selvagem PALS5, isolada
originalmente de raizes de cana-de-agticar em Alagoas (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988;
GILLIS et al., 1989). A mesma foi cultivada a 30°C, a 200 rpm quando em meio liquido, e na
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presenca de tetraciclina 100 pg/mL quando portando os
plasmideos derivados de pMP220/pPW452 (ver adiante).
Esta foi a concentracdo de antibidtico determinada que inibiu
o0 crescimento da estirpe PAL5 nao transformada.

Para avaliar se o plasmideo pMP220 (SPAINK et al., 1987),
bem como pPW452 (pMP220 com a regido de maultipla
ligagdo invertida, gentilmente cedido por P. WOODLEY, néo
publicado), poderiam ser utilizados como ferramentas de
estudo da expressdo génica de G. diazotrophicus, foi
necessario determinar se 0s mesmos sé@o replicados em
células desse microrganismo. Para isso, os plasmideos foram
transferidos para células de G. diazotrophicus pela técnica de
eletroporagdo essencialmente como descrito (TEIXEIRA et
al, 1999; ROUWS et al, 2006). A selecdo dos
transformantes foi feita em meio DYGS (pH 6,0) sélido (&gar
15 g/L), por 3-5 dias de cultivo, na presenca de tetraciclina
100 pg/mL. Para confirmagdo da identidade das células
transformadas como sendo de G. diazotrophicus, as mesmas
foram cultivadas nos meios semi-especificos LGI-P semi-
sélido (agar 1,6 g/L) e sélido (&gar 25 g/L), e Batata-P,
conforme descrito (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988).
Além de apresentar crescimento na presenga do antibiético,
os transformantes apresentaram padrdes de crescimento
tipicos de G. diazotrophicus  (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988): acidificagdo do meio (indicada pela
coloragdo alaranjada no meio LGI-P sélido), formagao de
pelicula na auséncia de fonte de nitrogénio em meio LGI-P
semi-sélido (crescimento suportado pela fixagdo de N
atmosférico) e surgimento de coldnias pigmentadas em meio
Batata-P.

Para confirmar que os plasmideos pMP220/pPW452
mantém-se como replicons estaveis em G. diazotrophicus, o
extrato purificado dos clones transformantes foi utilizado para
transformar células de E. coli estirpe DH10B, o que lhes
conferiu resisténcia ao antibidtico tetraciclina. Isto indica que
os plasmideos pMP220/pPW452 s&o estavelmente replicados
em células de G. diazotrophicus e podem ser utilizados como
ferramentas de estudo da expressdo génica de G.
diazotrophicus, através da construcdo da biblioteca de
promotores.

Obtencdo dos plasmideos recombinantes
contendo fragmentos aleatérios do genoma de
G. diazotrophicus em vetor com gene reporter

O plasmideo pPW452 foi linearizado através de digestdo com
a enzima de restricdo Bglll (GE Healthcare), que possui um
unico sitio de clivagem em sua seqiéncia (SPAINK et al.,
1987). Para evitar recircularizacdo da molécula de DNA
durante a reagéo posterior com a T4 DNA-ligase, o plasmideo

linearizado foi submetido a reagdo de desfosforilagéo pela
enzima fosfatase alcalina de camardo (“Shrimp Alkaline
Phosphatase”, USB).

Para o preparo de DNA total, a estirpe de G. diazotrophicus
foi cultivada em 50 mL de meio DYGS (pH 6,0). A extracdo
do DNA total consistiu de, resumidamente, lisar as células
com solugdo SDS 10%, eliminar proteinas com solugdo de
Proteinase K 20 mg/mL, extrair e precipitar o DNA através de
tratamentos consecutivos com solugdes de NaCl 5 M,
CTAB/NaCl (CTAB 10% em NaCl 0,7M), fenol equilibrado
(MANIATIS et al., 1982), fenol equilibrado:cloroférmio:éalcool
isoamilico  25:24:1, cloroférmio:alcool isoamilico 24:1,
isopropanol e etanol 70%. O precipitado foi seco em estufa a
37°C e ressuspenso em 900 uL de H,O em banho-maria a
50°C. O DNA foi visualizado em gel de agarose para
avaliagdo da qualidade e quantidade (Fig. 1, coluna NC).

Tempos de incubagao (min):

<t 5 10 20 45 90 180 =960 M NC

<« 1018 pb
<« 506 e 517 pb

Figura 1 — DNA total de Gluconacetobacter diazotrophicus clivado
com a enzima de restricdo Sau3Al apds diversos tempos de
incubagdo. M = marcador de tamanho 1 kb DNA ladder; NC = DNA
total de G. diazotrophicus néo clivado

O DNA foi clivado com a enzima de restricdo Sau3Al (GE
Healthcare), conforme preconizado pelo fabricante (GE
Healthcare). Com o objetivo de se determinar qual o tempo
de reagéo Otimo para a obtencdo de fragmentos Sau3Al do
genoma de G. diazotrophicus entre 0,5 e 1,0 kb de tamanho,
um sistema de reagdo com aquela enzima de restricdo foi
montado em banho de gelo e, ap6s a adicdo da enzima,
passou-se a contar o tempo simultaneamente a transferéncia
do sistema para uma estufa a 37°C. Apos periodos variados
de incubagéo, 10 L do sistema foram transferidos para novo
microtubo em banho a 70°C, e ai se incubou por cerca de 30
min (para inativagdo da enzima). A Fig. 1 mostra um gel de
agarose com essas amostras de 10 uL contendo o DNA total
de G. diazotrophicus clivado com a enzima Sau3Al apds os
diversos tempos de incubagdo. Como se pode verificar, no
tempo <1 min (que consistiu em tranferir 10 uL do sistema
ainda em banho de gelo para um novo microtubo em banho a
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70°C), praticamente todo o DNA encontrava-se clivado em
fragmentos entre 0,5 e 1,0 kb de tamanho. Desta forma,
foram estabelecidas as condicbes para a obtencdo de
fragmentos entre 0,5 e 1,0 kb de tamanho para constituir o
banco gendmico de G. diazotrophicus.

Os fragmentos gendmicos de G. diazotrophicus, resultantes
da digestdo de seu DNA total com a enzima de restrigdo
Sau3Al (GE Healthcare), foram resolvidos em gel de agarose,
em comparagdo com um marcador de tamanho molecular. A
regido entre as disténcias percorridas por 0,5 e 1,0 kb, na
coluna do gel em que o DNA de G. diazotrophicus estava
resolvido, foi coletada cortando com estilete. O DNA do
pedaco de gel resultante foi extraido utilizando o kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Os
fragmentos com tamanho entre 0,5 e 1,0 kb obtidos por
tratamento do DNA total de G. diazotrophicus com a enzima
de restricdo Sau3Al foram purificados a partir do gel de
agarose. Estes fragmentos foram ligados no unico sitio Bglll
do vetor pPW452, utilizando 200 U da enzima T4-DNA ligase
(New England Biolabs).

Obtencdao da biblioteca de promotores de
Gluconacetobacter diazotrophicus em células
de Escherichia coli

A estirpe DH10B de Escherichia coli (GRANT et al., 1990) foi
utilizada para a clonagem da biblioteca de promotores de G.
diazotrophicus. O sistema de ligacdo descrito acima foi
introduzido em células de E. coli pela técnica de
eletroporagéo, essencialmente como descrito por SEIDMAN
et al. (1992). Foi utilizada uma eletrocubeta de 0,2 cm (Bio-
Rad, n° catdlogo 165-2082EDU) em um aparelho
eletroporador Gene Pulser Xcell Total System (Bio-Rad, n°
catalogo 165-2660); foi aplicado um pulso elétrico com os
seguintes parametros: 2,5-3,0 kV, 25 uF e 200 Q; a sele¢éo
dos transformantes foi em meio LB solido (MANIATIS et al.,
1982) adicionado de tetraciclina 10 pg/mL, cultivando-se em
seguida por cerca de 16 h, a 37°C. Foram obtidas cerca de
8.100 coldnias de células transformantes (Fig. 2A).

Para checagem da presenca de inserto no vetor, e avaliagéo
da eficiéncia do processo de clonagem da biblioteca de
promotores, uma amostragem de 44 colénias de
transformantes tiveram seu DNA plasmidial preparado pela
técnica da lise alcalina essencialmente como descrito
(MANIATIS et al., 1982), porém com modificagbes para o
formato de placas de 96 pogos. Para confirmar a presenca
dos insertos de clonagem no vetor pPW452, o DNA
plasmidial foi analisado através de clivagem pela enzima de
restrico Hindlll, o que promove a liberacdo da regido de
ligacdo mdltipla do vetor pPW452, onde os fragmentos

gendmicos de G. diazotrophicus foram ligados. A Fig. 2B
mostra o perfil de restrico Hindlll do DNA plasmidial dessa
amostragem, com a presenca de insertos de clonagem entre
0,5 e 1,0 kb liberados para a maior parte dos clones.

506 e 517 pb

Figura 2 - Clones de Escherichia coli portando a biblioteca de
promotores de Gluconacetobacter diazotrophicus no vetor pPW452.
Em A), clones de E. coli transformados com a biblioteca de
promotores, cultivados na presenga do indicador de atividade de -
galactosidase, X-GAL. Em B), DNA plasmidial de clones aleat6rios
da biblioteca de promotores digerido com Hindlll (exceto nas duas
primeiras colunas, o vetor pPW452 néo digerido e digerido com
Hindlll, respectivamente, e na dltima coluna, o marcador de
tamanho 1 kb DNA ladder), mostrando a liberagéo de fragmentos
genbmicos aleatorios de G. diazotrophicus com cerca de 0,5-1,0

kb.

A eficiéncia de clonagem da biblioteca foi estimada por
amostragem, dividindo o nimero de clones contendo inserto
pelo total de clones analisados, ou seja, 33 + 44 = 75%;
extrapolando para toda a biblioteca, esta continha 8.100 x
75% = 6.100 clones contendo inserto.

Obtencao da biblioteca de promotores em
células de Gluconacetobacter diazotrophicus

O DNA plasmidial de todos os clones da biblioteca de
promotores de G. diazotrophicus obtidos em E. coli foi
preparado utilizando o kit CONCERT™ Rapid Plasmid
Miniprep  System (Gibco BRL®/Life  Technologies™),
ressuspendendo, inicialmente, todas as colbnias em uma
unica aliquota do tampao Cell Suspension Buffer (G1) do kit.

A biblioteca de promotores foi introduzida em células de G.
diazotrophicus pela técnica de eletroporagéo, essencialmente
como descrito (TEIXEIRA et al., 1999; ROUWS et al., 2006).
Foram obtidas cerca de 83.000 colonias de células
transformantes de G. diazotrophicus contendo os plasmideos
da biblioteca de promotores. Porém, devido a limitacdo de
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espago fisico e equipamentos, foram armazenados apenas
cerca de 7.400 clones para as andlise subsequentes. As
colbnias desses clones foram coletadas e inoculadas para
cultivo a 200 rpm, em pogo de uma placa de 96 pogos
contendo 150 uL de meio DYGS. Apés cerca de 5 dias de
cultivo, em cada pogo foram misturados 75 uL de glicerol. As
placas foram armazenadas a —20°C. A avaliagdo da
expressdo de lacZ (através do indicador X-GAL), utilizando
uma amostragem de 96 clones (ou uma placa de 96 pocos da
biblioteca), consistiu de cultivar os clones primeiramente em
meio solido na presenca de tetraciclina 100 ug/mL por cerca
de 5 dias, depois em meio liquido com tetraciclina 100 pg/mL
por 3 dias a 200 rpm, e finalmente em meio solido na
presenca de tetraciclina 10 ug/mL e X-GAL 40 pg/mL por
aproximadamente 4 dias, em meio DYGS pH 6,0 (Fig. 3).
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Figura 3 - Colon/as de Gluconacetobacter diazotrophicus portando
a biblioteca de promotores no vetor pPW452. As células foram
cultivadas na presenga do indicador de atividade de /-
galactosidase, X-GAL.

PCR e seqiienciamento de DNA de um
fragmento da biblioteca de promotores de
Gluconacetobacter diazotrophicus

Oligonucleotideos iniciadores foram desenhados com o
auxilio do programa Primer3 disponivel no enderego
eletronico http://frodo.wi.mit.edu/, utilizando a sequiéncia do
vetor pPW452 (ndo publicada, gentilmente cedida por Dra.
Roseli Wassem, da Universidade Federal do Parana). Os
oligonucleotideos desenhados, PPWIleft e PPWright, foram
encomendados da RW Genes (Rio de Janeiro).

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o kit de Tag-
DNA polimerase da Invitrogen (n° catalogo 11615-010) e
continham (volume final de 20 uL): 2 uL de tamp&o de PCR
10x, MgCl, 1,25 mM, dNTP 0,2 mM cada, oligonucleotideo
0,4 uM cada, Tag-DNA polimerase 1 U, e como DNA molde
0,2 uL de cultura de um clone LacZ* cultivado em meio
DYGS modificado liquido diluida 1:10 em H,O e fervida por
10 min. Os ciclos foram: (95°C, 5 min) x 1; [95°C, 45 s;

53,2°C, 45's; 72°C, 1 min] x 30; (72 °C, 10 min) x 1. A Fig. 4
mostra os fragmentos de amplificagdo que foram obtidos com
essas condigbes. Estes fragmentos foram purificados por
precipitacdo com solugao de polietilenoglicol, que consistiu de
adicionar, a solu¢do de DNA (32 uL), 8 uL de NaCl 8 mol/L e
40 pL de PEG8000 (polietilenoglicol com peso molecular
médio 8000) 22%; incubar a 4°C durante a noite; centrifugar
a >10.000 x g, 4°C, por 30 min; lavar o precipitado com
etanol 70%, centrifugando por 5 min; secar o precipitado; e
ressuspender em 10 uL de H.0.

Figura 4 — Inserto de clone da biblioteca de promotores de G.
diazotrophicus amplificado por PCR. As reagbes de PCR foram
realizadas e 10 L de cada sistema resultante foi aplicado no gel de
agarose 1,0% na seguinte disposigéo: 1 e 2 = Clone amplificado
com os pares de oligonucleotideos PPWrigh + PPWieft e PPWright
+LACZ5 (SCHWAB et al., 2007) respectivamente; 3 = Marcador de
tamanho 1 kb DNA ladder.

As reacdes de seqlienciamento de DNA para identificagdo do
fragmento contendo um suposto promotor consistiram de 4
UL do kit DYEnamic ET terminator reagent premix (GE
Healthcare), 5 pmol de oligonucleotideo iniciador (PPWileft,
PPWright ou LACZ5’), 500 ng de DNA e H,0 em quantidade
suficiente para 10 pL. Os ciclos foram: (95°C, 20 s; 50°C,
15s; 60°C, 60 s) x 30. Apds precipitagdo por acetato de
amonio 7,5 mol/L e etanol 96%, e redissolugdo em “loading
buffer for MegaBACE” (GE Healthcare), o sistema foi aplicado
no seqlienciador automatico MegaBACE (GE Healthcare). A
seqliéncia de DNA obtida foi comparada com seqliéncias
depositadas no banco de dados publico GenBank, utilizando
0 programa Blastn (ALTSCHUL et al., 1997). O resultado da
comparagdo pelo programa mostrou que a sequéncia
submetida era de G. diazotrophicus; além disso, um provavel
promotor do tipo —35/-10 foi identificado. Estes dados
sugerem que a biblioteca de promotores de G. diazotrophicus
foi eficientemente construida, e que o procedimento de
identificacdo  desses  promotores foi  eficientemente
estabelecido.
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Exemplos de aplicagao

N&o existem relatos na literatura de qualquer seqliéncia de
promotor de bactérias do género Gluconacetobacter. Devido
ao estilo de vida endofitico de G. diazotrophicus, seria
interessante desenvolver sistemas na bactéria para expressar
genes de interesse agrondmico (conforme o trabalho pioneiro
de SALLES et al., 2000), o que requer promotores fortes para
promover sua expressdo. A biblioteca de promotores
construida j& forneceu regibes reguladoras de DNA com
potencial para essa aplicagao.

Atualmente, a biblioteca de promotores esta sendo utilizada
para caracterizar promotores de transcricdo de G.
diazotrophicus regulados pela presenca de caldo de dois
genotipos de cana-de-aglcar, sendo uma variedade
comercial e uma cultivar silvestre. O caldo é esterilizado e,
em sequida, adicionado ao meio de cultura junto com o
indicador de atividade de B-galactosidase, X-GAL. Esta
estratégia tem permitido identificar clones responsivos que
teréo seus promotores caracterizados por seqlienciamento de
DNA, o que indicara quais genes de G. diazotrophicus séo
ativados/inibidos durante associa¢do endofitica com a cana-
de-agucar, ao nivel de variedade. Além disso, a biblioteca
pode ser explorada para caracterizar promotores de G.
diazotrophicus envolvidos com qualquer outro tipo de variavel
ambiental, como estresse osmotico, pH, presenca de
compostos de carbono ou nitrogénio, etc. Desta forma,
constitui uma ferramenta Util em estudos de expresséo
génica, provendo uma rica fonte para a possivel descoberta
de novas fungbes nesse modelo biolégico de diazotrofo
endofitico.
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