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RESUMO 

Os genes de choque térmico groES e groEL de Caulobacter crescentus foram 
isolados utilizando-se os genes homólogos de E.coli como sonda e por sequenciamento 
demonstrou-se que estes genes estão organizados na forma de um operon em um 
fragmento de DNA de aproximadamente 2,5 kb, contendo também sua região 
regulatória. 

"Northern blots" de RNA total de células crescidas a 30°C ou submetidas a 
choque térmico mostraram a presença de um único RNA de tamanho aproximado de 
2,3kb, altamente induzido por choque térmico, permanecendo em altos níveis mesmo 
após longos períodos de choque térmico. Amostras de RNA total de células sincronizadas, 
de diferentes estágios do ciclo celular de Caulobacter, foram também analisadas mostrando 
que os níveis do mRNA groESL variam durante o ciclo, apresentando um máximo na 
célula prédivisional. 

Análises através de "Western blot" mostraram uma pequena variação nos 
níveis da proteína GroEL ao longo do ciclo celular, sendo os tempos 60 e 120 minutos, 
respectivamente, os pontos de mínimo e máximo acúmulo da proteína concordando com 
os resultados obtidos em "N orthern blots". O mesmo tipo de análise foi feito com 
extratos totais obtidos a partir uma população mista de células crescidas a 300 C e 
submetidas a choque térmico, observando-se o acúmulo da proteína até 60 minutos 
depois do choque térmico, com aumento da ordem de 5 vezes nos níveis de GroEL, 
níveis estes que diminuem lentamente a partir deste ponto. 

Os inícios de transcrição foram determinados em experimentos de "primer 
extension" utilizando-se RNA total de células incubadas 300 C e de células submetidas a 
diferentes condições de choque térmico. Dois possíveis sítios de início de transcrição 
foram determinados nas posições -119 e -88 do ATG da metionina iniciadora de groES, 
sendo as regiões -10 e -35 dos promotores correspondentes (P 1 e P2) identificadas. 
Somente a transcrição iniciando a partir de P2, que apresenta características de um 

. I 32 d h ,. promotor transcnto pe ocr, aumenta urante o c oque termlCO. 
Fusões de transcrição com o vetor repórter p/acZ/290 e a região 5' regulatória 

do operon groESL foram construídas para identificar as sequências responsáveis pelo 
controle por choque térmico e pelo controle temporal. Fusões de transcrição contendo 
deleções na região 5' do operon mostraram que sequências a montante do promotor P2 
não são necessárias para a indução por choque térmico ou para o controle temporal. 
Fusões de transcrição contendo mutações sítio-dirigidas na repetição invertida, 
encontrada a 3' do promotor P2, antes do gene groES, revelaram que este elemento, 
conhecido como CIRCE, regula negativamente a expressão de groESL a 300 C e 
mutações neste elemento levam à perda do controle temporal deste operon. 
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ABSTRACT 

The heat shock genes groES and groEL of Caulobacter crescentus were isolated 
using the homologous genes of E.colí as a probe. DNA sequence analysis has shown that 
these genes are organized as an operan in a fragment of about 2.5kb, which includes the 
5' regulatory region. 

Northern blot analysis of total RNA from cells grown at 30°C or heat shocked 
treated has shown the presence of a single mRNA species for groESL, of aproximately 
2.3kb in size, which presented increased leveis even after long periods of heat shock. 
Samples of total RNA from synchronized cells, corresponding to different stages of the 
Caulobaaer cell cycle, were also analysed, showing that the amount of groESL mRNA 
varies during the cycle, with maximum leveis in predivisional cells. 

Western blot analysis of GroEL leveis in Caulobaaer has shown that the 
amount of the protein decreases during the first 60 minutes of C.crescentus cell cycle and 
then starts to increase again. These results corroborate the data obtained with Northern 
blot analysis. A similar experiment was performed after exposing a mixed population of 
C.crescentus cells to different times of heat shock at 40°C. Western blot of extracts of these 
cells showed a fivefold increase in the leveis of GroEL after 60 minutes of heat shock, 
which then begins to decrease. 

Primer extension experiments were performed using total RNA from cells 
incubated at normal growth temperature or after heat shock treatment. Two possible 
transcription start sites were determined at positions -119 and -88 from the ATG of the 
groES initiator methionine and the -10 and -35 regions of the corresponding promoters 
(P 1 and P2) were identified. Only trancription initiating from the P2 promoter, which has 

.. f 32 • d . h h k caractensttcs o a cr promoter, Increases unng eat s oc . 
Transcription fusions with the reporter vector placZ/290 and the 5' regulatory 

region of the groESL operan were contructed in order to identify the sequences 
responsible for heat shock and cell cycle contraI. Deletion analysis in the 5' region of the 
operon showed that no sequences upstream of the P2 promoter are necessary for heat 
shock induction or for temporal contraI. Site-directed mutagenesis in the inverted repeat 
found 3' of the P2 promoter, in frant of the groES gene, revealed that this element, also 
known as CIRCE, negatively regulates groESL expression at 300 C and mutations in it 
lead to loss of temporal contrai of this heat shock operon. 
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I - INTRODUÇÃO 

o controle da expressão gênica representa um dos pontos centrais para a 

compreensão dos mecanismos de diferenciação celular. Em geral todos os organismos 

apresentam alterações nos padrões de expressão gênica como resultado de estímulos 

externos ou programas de desenvolvimento, como diferenciação e divisão celular. 

Em microrganismos, certas modificações nas condições do meio ambiente 

como disponibilidade de nutrientes, temperatura, condições osmóticas entre outros, 

são capazes de desencadear grandes modificações nos padrões de síntese protéica 

levando a alterações fisiológicas e metabólicas da célula. O ciclo de vida de diversos 

microrganismos pode ser utilizado para o estudo dos mecanismos de diferenciação 

celular. A esporulação em Bacillus subtilis ou a formação de agregados multicelulares 

em resposta à carência nutricional em Dictyostclium discoidcum são dois exemplos 

bastante estudados. A divisão celular assimétrica em Caulobactcr cresccntus também 

apresenta-se como um fenômeno apropriado aos estudos de diferenciação celular e 

regulação da expressão gênica. 

1 - O ciclo celular de Caulobactcrcresccntus. 

A bactéria gram-negativa Caulobactcr cresccntus apresenta um ciclo de vida 

bastante interessante, dando origem por divisão celular, a duas células-filhas distintas 

tanto morfológica quanto bioquimicamente (fig.l). A célula talo e a célula móvel, 

formadas após a divisão celular, apresentam programas genéticos diferentes, sendo que 

determinados processos, como a formação do flagelo e da maquinaria quimiotática, são 

regulados de forma temporal e espacial ao longo do ciclo de vida da bactéria. 

Caulobactcr cresccntus é de fácil manipulação, tanto bioquímica como geneticamente, e 

populações homogêneas de células talo ou móveis podem ser facilmente obtidas, 

podendo, em meio adequado, prosseguir no ciclo celular de forma sincrônica. A 

regulação da diferenciação celular e os mecanismos envolvidos no controle do ciclo 

celular de Caulobactcr foram recentemente revistos (Brun ct aI., 1994; Gober e 

Marques, 1995). 

A célula móvel é quimiotaticamente competente, possui um único flagelo 

polar e é incapaz de replicar seu DNA até diferenciar-se em célula talo. A transição de 

célula móvel para célula talo envolve a perda do flagelo para o meio, perda dos pili 

(estruturas envolvidas na infecção por certos virus) e a formação do talo, que é um 

prolongamento da membrana e parede celular, no mesmo polo da célula previamente 
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ocupado pelo flagelo. Nesta nova célula talo ocorrem também mudanças na estrutura 

do cromossomo e o início da replicação do DNA. A célula talo cresce até tornar-se uma 

célula prédivisional, sendo um novo flagelo montado no paIo da célula oposto ao talo, 

ocorrendo a seguir a divisão celular. A célula móvel recém-formada passa por um 

período silencioso para a replicação do DNA até diferenciar-se novamente em célula 

talo. A célula talo por sua vez é capaz de iniciar a replicação do seu cromossomo logo 

após a divisão celular. Diversos mecanismos identificados até o momento são 

responsáveis pela assimetria expressa na célula predivisional tais como: controle da 

replicação do DNA, regulação da transcrição de genes durante o ciclo celular, bem 

como expressão e localização de proteínas específicas. 

~-~ 
Ó 

célula 
móvel 

../ T- O -Q-y - + 

~ "- célula y célula talo 
prédivisional 

Figura 1 - Diagrama representando o ciclo celular de Goulobacter crescentus. 

i formação e a montagem do flagelo estão entre os processos mais bem 

estudados durante o ciclo celular de Coulobocter. A expressão dos genes envolvidos 

neste processo ocorre de forma ordenada e hierárquica, em uma cascata regulatória 

onde os produtos de genes no topo da hierarquia são necessários à expressão de genes 

subsequentes (Brun cf 01., 1994; Gober e Marques, 1995). Recentemente um gene, 
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denominado ctrA (cell cycle transcriptional regulator), foi isolado e caracterizado (Quon 

cf 01., 1996). A proteína CtrA codificada por este gene faz parte de um grupo de 

proteínas regulatórias sensíveis à sinais internos e externos envolvidos no controle do 

ciclo celular. A própria regulação da expressão deste gene durante o ciclo de 

Caulobacfcr bem como a fosforilação da proteína por ele codificada parecem constituir 

os mecanimos pelos quais CtrA atuaria na transcrição de promotores específicos, 

controlando a expressão dos genes necessários nos estágios iniciais da biogênese do 

flagelo sendo portanto um gene de classe I na hierarquia. Os genes expressos a seguir 

na biogênese do flagelo, denominados genes de classe 11, codificam as proteínas 

correspondentes às estruturas basais do flagelo, proteínas envolvidas na montagem do 

flagelo e também fatores de transcrição. As regiões promotoras de diferentes genes de 

classe 11 possuem sequências comuns (Stephens e Shapiro, 1993) sugerindo a 

existência de um fator específico, como CtrA, responsável pelo início da cascata 

regulatória (Quon cf 01., 1996). Experimentos que bloqueiam a replicação do 

cromossomo levam à inibição da transcrição desses genes. A expressão dos genes de 

classe 11 é absolutamente necessária para a expressão dos genes flagelares de classe 111 
e classe IV, expressos mais tardiamente durante o ciclo celular. Da mesma forma, 

mutações que impedem a expressão de genes de classe 111 bloqueiam a transcrição dos 

genes de classe IV. Os genes pertencentes a estas classes codificam as demais 

proteínas estruturais componentes do corpo basal e gancho, e as flagelinas que 

compõem o filamento, respectivamente. Os promotores dos genes de classe 111 e IV 

têm organização estrutural semelhante e necessitam do fator 0'54, codificado pelo gene 

rpoN (gene de classe 11), para sua transcrição. Os diferentes elementos regulatórios 

encontrados nos promotores dos genes dessas duas classes parecem ser os responsáveis 

pelo controle temporal de sua expressão. Regulação do tipo negativa, impedindo a 

expressão de proteínas não mais necessárias, também parece fazer parte do controle 

deste processo (Xu cf 01., 1989; Wingrove e Gober, 1994; Benson cf 01., 1994)./ 

2 - Choque térmico e o papel das chaperoninas. 

A resposta de uma célula ao choque térmico, entendido como um aumento 

rápido da temperatura do meio externo, está entre os sistemas genéticos mais 

conservados ao longo da escala evolutiva (Lindquist e Craig, 1988). Todos os 

organismos, de bactérias até células de mamíferos, respondem ao estresse de 

temperatura sintetizando um grupo específico de proteínas conhecidas como proteínas 

de choque térmico (Hsps). Assim como a natureza da resposta, as proteínas de choque 

térmico apresentam alto grau de conservação em termos evolutivos, sugerindo uma 
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função comum para estas proteínas em todos os organismos. A rapidez e 

transitoriedade da resposta ao choque térmico está associada ao seu papel de proteção 

da célula frente ao estresse. 

Duas famílias de proteínas de choque térmico são mais estudadas e têm 

suas funções melhor compreendidas: a família das HSP 60 e das HSP 70. As HSP 60 

correspondem à GroEL, presente nos procariotos, e as proteínas homólogas Hsp60 

encontradas no citosol, mitocôndrias e cloroplastos de células eucarióticas. A familia 

das HSP 70 inclui a DnaK de procariotos e as Hsp70 nas formas citosólica, 

mitocondrial e do retículo endoplasmático. A função dessa classe de proteínas envolve 

basicamente a montagem e enovelamento de polipeptídeos na célula. Muitas proteínas 

de choque térmico são também sintetizadas a temperaturas normais de crescimento da 

célula. O papel dessas proteínas de choque térmico na fisiologia normal da célula vem 

sendo diretamente relacionado à formação de proteínas, desde sua síntese como 

cadeias polipeptídicas, até sua montagem final e aquisição da conformação ativa (Craig 

ef ai., 1993). Algumas dessas proteínas, como GroEL e DnaK, e seus correspondentes 

em eucariotos, HSP60 e HSP70, respectivamente, foram denominadas chaperoninas 

por paniciparem na montagem e manutenção da estrutura final de polipepddeos 

recém-sintetizados na célula (Van Dyk ef ai., 1989 & Kawasaki ef ai., 1990), assim 

como em mecanismos de transporte e exponação de proteínas (Phillips ef ai., 1990). 

Trabalhos realizados com superexpressão de groEL descrevem a supressão de 

mutações termossensíveis como no caso da proteína DnaA (Fayet ef ai., 1986 & 

Jenkins ef ai., 1986) e também sua cooperação na produção de proteínas heterólogas 

em E.coli modificando a solubilidade e acúmulo da proteína expressa (Bochkareva ef 

ai., 1992). 

O gene groEL de E.coli forma um operon com outro gene de choque 

térmico, groES, sendo denominados de genes groE (Hemmingsen ef ai., 1988). Os 

genes groE de E.coli foram inicialmente identificados através da supressão de 

mutações que impediam a replicação do bacteriófago Â. (Georgopoulos ef ai., 1973) ou 

T4 (Georgopoulos cf ai., 1972 e Coppo ef 01., 1973) na célula hospedeira. A análise de 

diferentes mutantes que impediam o crescimento de bacteriófagos mostraram que os 

produtos dos genes groE estavam envolvidos em estágios específicos da montagem da 

partícula viral (Hocking e Egan, 1982; Zweig e Cummings, 1991). A partir de então 

GroES e GroEL vêm sendo identificadas em todos os modelos estudados, mostrando 

serem essenciais e possuir um alto grau de conservação na escala evolutiva, revelando 

sua importância para a vida normal da célula. 
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Os genes groEL e groES já foram isolados em diversos organIsmos 

procariotos, bem como seus homólogos, hsp60 e cpnlO, de mitocôndrias e cloroplastos 

nos eucariotos, permitindo o estudo de sua regulação e tamhém da função da proteína. 

Em E.coli os genes groES e groEL encontram-se organizados na forma de um operon, 

sendo groES o primeiro gene. GroES e GroEL apresentam, em geral, 

aproximadamente 97 e 545 resíduos de aminoácidos, com peso molecular calculado da 

ordem de 10 kDa e 58 kDa, respectivamente'j Em eletroforese em gel de 

poliacrilamida-SDS, os monômeros de GroES e GroEL migram como polipeptídeos 

de 15 kDa e 65 kDa. GroEL nativa possui 14 subunidades iguais organizadas em dois 

anéis sobrepostos de 7 subunidades cada (Hendrix 1979 e Hohn ef oI., 1979). GroEL 

possui uma fraca atividade de ATPase (Chandrasekhar ef oI., 1986) e requer o íon 

potassio para sua atividade de enovelamento do substrato (Viitanen ef oI., 1990). 

O mecanismo de ação de GroEL vem sendo bastante estudado, tendo sido 

proposto um modelo segundo o qual o enovelamento de proteínas ocorreria através de 

sucessivos passos de ligação de GroEL com o substrato (Martin cf oI., 1991). Esse 

processo envolveria o consumo de ATP, que seria hidrolisado fornecendo a energia 

necessária para o desligamento de GroEL da proteína substrato. Em presença de Mg­

ATP ou Mg-ADP GroEL e GroES podem formar complexos. GroES funciona como 

co-chaperonina, formando um anel de 7 subunidades idênticas e regulando a atividade 

de ATPase de GroEL. Na ausência de substrato GroES inibe a atividade de ATPase 

de GroEL (Chandrasekhar cf oI., 1986; Viitanen cf oI., 1990; Martin ef oI., 1991). O 

papel de GroES parece ser o acoplamento da atividade de ATPase de GroEL com o 

enovelamento correto do substrato, uma vez que GroEL isoladamente é capaz de 

liberar o polipeptídeo hidrolisando ATP (Laminet ef 01., 1990, Viitanen ef 01., 1991) 

mas sem produzir a montagem correta do substrato (Martin ef 01., 1991; Mendoza ef oI., 

1991; Zhi ef 01., 1992). 

~ participação de outras proteínas como DnaK (análoga a HSP70 de 

eucariotos), Dna] e GrpE em sequência com GroEL na montagem de polipeptídeos 

está sendo investigada. DnaK também possui atividade de ATPase que, em alguns 

casos, é estimulada pela ligacão ao polipeptídeo (Flynn ef 01., 1989). Tanto DnaK como 

Dna] podem ligar-se a polipeptídeos nascentes com diferentes afinidades sendo que 

Dna] também modula a atividade de ATPase de DnaK. Em conjunto, Dnak/Dna] 

podem atuar prevenindo a formação de agregados ou conformacões incorretas de 

proteínas permitindo também a translocação das mesmas por membranas (Craig ef 01., 

1994). A função de GrpE isoladamente não é clara mas sua função está relacionada à 

liberação do polipeptídeo ligado (Georgopolllos 1992). Em ellcariotos, a Hsp70 é 
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necessária para a translocação de proteínas para mitocôndrias e retículo 

endoplasmático'jEm Soccoromyccs ccrevisioc já foi demonstrada a importância da Hsp70 

nesses processos através de mutantes que mostraram acúmulo do precursor 

mitocondrial da sub unidade ~ da F1-ATPase não importado (Deshaies cf 01., 1988). O 

papel das chaperoninas durante o choque térmico está relacionado à sua capacidade de 

interação com polipeptídeos desnaturados que seriam acumulados durante o estresse 

bem como com a regulação da resposta ao choque térmico, como veremos a seguir. 

3 - Regulação da expressão dos genes de choque térmico. 

A indução das proteínas de choque térmico ocorre principalmente ao nível 

da transcrição, através de fatores específicos como o fator 0'32 de E.co/i e o fator de 

transcrição HSF ("heat shock factor") de eucariotos. O HSF é expresso 

constitutivamente nas células eucarióticas sob temperaturas normais de crescimento e 

adquirem a capacidade de reconhecer e se ligar a sequências específicas nos 

promotores dos genes de choque térmico denominadas HSE ("heat shock element") 

após o aumento de temperatura. Estes elementos consistem de repetições da 

sequência de nucleotídeos NGAAN arranjadas de forma de repetições invertidas ou 

não, na região 5' regulatória dos genes de choque térmico. Em levedura, o HSF está 

constitutivamente ligado ao DNA e a ativação parece ocorrer por fosforilação do fator 

(Sorger e Pelham, 1988). Nas células de mamíferos a ativação do HSF durante o 

choque térmico, requer uma mudança conformacional induzida pelo calor, permitindo 

a formação de trímeros capazes de ligarem-se ao HSE (Rabindran cf of., 1993; Sarge cf 

01., 1993). A fosforilação também parece ter papel importante no processo de ativação 

do HSF modificando sua afinidade pelo HSE (Mivechi cf 01., 1994) e capacidade de 

ativar a transcrição (Larson cf 01., 1988; Sanger cf 01., 1993). 

A transcrição em procariotos requer a presença de uma classe de proteínas 

específicas, os fatores 0', que se ligam reversivelmente à RNA polimerase (revisto por 

Helmann e Chamberlin, 1988), conferindo especificidade no reconheci mente da 

região promotora. A RNA polimerase é formada por 4 subunidades: uzJ3J3'. Essas 

subunidades interagem com o fator O' formando a holoenzima, capaz de reconhecer o 

promotor do gene e iniciar a transcrição. Após a iniciação da transcrição o fator O' é 

liberado e a cadeia de RNA é sintetizada (Travers e Burges, 1969)./ O término da 

transcrição ocorre pela interação da RNA polimerase com estruturas terminadoras de 

RNA ou fatores de terminação específicos (von Hippel cf 01., 1984). Diferentes fatores 

O' estudados mostraram, após alinhamento e comparação das sequências de 

aminoácidos, conservação estrutural da proteína dividida em 4 domínios, sugerindo um 
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papel comum para os diferentes fatores. Estudos posteriores indicaram que dois destes 

domínios da proteína devem fazer contato direto com sequências específicas nos 

promotores localizadas a -10 e -35 nucleotídeos do início de transcrição. Desta forma 

diferentes fatores cr são capazes de reconhecer diferentes regiões -10 e -35, 

possibilitando a transcrição a partir de promotores específicos. A maior parte dos genes 

em bactérias são trancritos por um fator cr principal como o cr70 em E.co/i (Hawley e 

McClure, 1983) e o cr 43 em Bocillus subtilis (Graves e Rabinowitz, 1986). Fatores cr 

alternativos encontrados em diferentes espécies de bactérias regulam a expressão de 

conjuntos de genes ligados a processos ou atividades especificas na célula. 

A identificação do produto do gene !poR, que codifica o cr32
, fator 

responsável pela transcrição dos genes de choque térmico em E.co/i, serviu de base 

para os estudos da função e regulação da resposta ao choque térmico em bactérias. Em 

E.coli a maioria dos promotores são reconhecidos pelo cr70
, enquanto os promotores dos 

genes de choque térmico são reconhecidos pelo cr32 (Grossman ef 01., 1984 & Landick 

ef 01., 1984) em resposta ao aumento de temperatura. O controle da resposta ao choque 

térmico porém não envolve somente o reconhecimento de promotores específicos pelo 

cr32 mas também um controle da expressão do próprio fator cr32 (Erickson ef 01., 1987) 

bem como de proteínas de choque térmico. Existem tres pontos principais de controle 

dos níveis de cr32: regulação da tradução, regulação da estabilidade e da atividade do 

fator. O aumento nos níveis de cr32 durante o choque térmico é resultado tanto do 

aumento de sua síntese como aumento da sua estabilidade (Yura ef 01., 1993). Sob 

temperaturas normais de crescimento os níveis do cr32 são mantidos baixos devido, 

principalmente, à curta meia-vida do fator, aproximadamente 1 minuto, enquanto que 

durante o choque térmico o cr32 é estabilizado durante os 4 ou 5 minutos iniciais, 

permitindo seu rápido acúmulo. Estudos subsequentes mostraram que também ocorre 

aumento da sua tradução, devido a um aumento da estabilidade do mRNA do cr32
. O 

aumento da tradução representa o principal mecanismo pelo qual os níveis do cr32 são 

inicialmente aumentados (Yura cf 01., 1993). O aumento nos níveis e na atividade do 

cr32 são responsáveis pela rápida indução das proteínas de choque térmic0i''' 

Algumas proteínas de choque térmico como DnaK, DnaJ e GrpE parecem 

atuar em conjunto como moduladores negativos da resposta de choque térmico. Cepas 

mutantes de E.coli deficientes em DnaK, DnaJ ou GrpE são incapazes de degradar 0'32 

e apresentam uma superexpressão das proteínas de choque térmico sob temperaturas 

normais de crescimento (Tilly e Yarmolinsky, 1989; Strauss cf 0/., 1990)'l0s estudos 

envolvendo estes mutantes também mostraram que a síntese do 0'32 permanece 

elevada por um período mais longo durante o choque térmico em comparação com 
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células selvagens. Sob temperaturas normais DnaK parece estar complexada com o 0'32 

diminuindo sua estabilidade e também impedindo sua ligação à RNA polimerase. 

DnaK, Dna] e GrpE podem ligar-se a proteínas parcialmente denaturadas por efeito 

d h " 32 A ' d o c oque termICO que competem com o O' • pos o aumento e temperatura e 

acúmulo das proteínas de choque térmico, ocorre um período de atenuação da resposta 

onde DnaK volta a se ligar ao 0'32 diminuindo a transcrição dos genes ativados a níveis 

basais. Desta forma essas proteínas exerceriam um papel de autoregulação negativa, 

impedindo a síntese e desestabilizando o 0'32, caracterizando o padrão transitório da 

resposta ao choque térmico. 

O I d h ,' I 32 -, " contro e a resposta ao c oque termICO pe o O' nao e o umco 

mecanismo de regulação gênica frente a este tipo de estresse. A presença de uma 

repetição invertida de 9 pares de bases a 3' do início de transcrição de vários genes de 

choque térmico, tem importante papel regulatório. A sequência de bases da repetição 

invertida é praticamente idêntica em diversos promotores de genes groE estudados 

como em cianobactéria, micobactéria e bactérias gram-negativas como Agroboctcrium 

tumefociens (Segal e Ron, 1993) e gram-positivas, Bocillus subtilis (Zuber e Schumann, 

1994) e Clostridium occtobutylicum (Narberhaus e Bahl, 1992). Esta sequência também 

foi identificada no operon dnoKJ de B.subtilis (Wetzstein ct 01., 1992) e no gene dno.l 

de Loctococcus loctis, sugerindo uma função regulatória alternativa na expressão de 

genes de choque térmico. O promotor do operon groESL de B.subtilis é regulado por 

f 43 , I I . - . d h " um ator O' responsave pe a transcnçao a temperaturas normaIS e e c oque termIco, 

não possuindo sequências reguladas por 0'32. Estudos envolvendo mutações neste 

elemento, denominado CIRCE (Controlling Inverted Repeat of Chaperonin 

Expression) (Zuber e Schumann, 1994), mostraram que este elemento tem um papel 

de regulação negativa na expressão do operon groESL em B.subtilis. 

A resposta ao choque térmico em Couloboctcr crcscentus ainda é pouco 

estudada, tendo sido caracterizadas inicialmente cerca de 20 Hsps por eletroforese em 

géis bidimensionais. Duas das principais proteínas de choque térmico, GroEL e 

DnaK, mostraram, além da indução por temperatura, serem sintetizadas a temperatura 

normal com expressão diferencial durante o ciclo celular. GroEL apresenta síntese 

máxima nas células do tipo pré-divisional, enquanto DnaK, na célula móvel (Gomes ct 

01., 1986). O gene dnoK de Couloboctcr foi c1onado (Gomes ct 01., 1990), utilizando-se o 

gene hsp70 de Drosophilo (Bardwell ct 01., 1984) como sonda, tendo sido a seguir 

sequenciado e seu promotor analisado (Gomes ct 01., 1990; Avedissian ct 01., 1995). 

Couloboctcr possui uma única cópia do gene dnoK formando um operon com o gene 

dno.l. A análise da estrutura do promotor do operon dnoKJ mostrou que a dupla 
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regulação observada na expressão deve-se à presença de dois promotores. Um 

promotor apresenta sequências regulatórias -10 e -35 que seguem o consenso de 

transcrição pelo fator 0'32 de E.coli enquanto o outro, o consenso de transcrição pelo 

fator 0'70 de Coulobocfer (Malakooti ef oi., 1995) O primeiro responde pela expressão 

durante o choque térmico ao passo que o segundo é responsável pela regulação 

temporal durante o ciclo celular da bactéria (Avedissian ef oi., 1995). 

4 - Objetivos. 

Este projeto teve por objetivo o isolamento do operon groESL de 

Coulobocter crescenfus, permitindo o seu sequenciamento e estudo da sua região 

promotora. A análise da região regulatória incluiu a determinação de inícios de 

transcrição bem como a análise das prováveis sequências responsáveis pelo controle 

durante o ciclo celular e pela indução frente ao choque térmico. O padrão de 

transcrição do RNA mensageiro de groESL bem como o de síntese da proteína GroEL 

também foram investigados. Os resultados obtidos desses estudos contribuem para a 

melhor compreensão do controle da expressão de GroES e GroEL em Caulobacter. 

A análise comparativa do padrão de expressão e regulação de groESL com as 

sequências regulatórias do operon dnoKJ torna-se bastante interessante dada a 

expressão diferenciada destes operons durante o ciclo celular de Coulobocter. 



11 - MATERIAIS E MÉTODOS 

1 - Reagentes. 

Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico. 

1.1 - Enzimas. 

10 

As enzimas de restrição e demais enzimas utilizadas foram obtidas da 

Biolabs, Boehringer Mannheim, Gibco-BRL, Pharmacia ou USB. O sistema 

Sequenase de sequenciamento foi obtido da USB Corporation. A Taq polimerase foi 

obtida do Centro de Biotecnologia - CENBIOT (RS). 

1.2 - Material radioativo. 

Os nucleotídeos radioativos [a_32P]dATP (3000 Ci/mmol), [a_32P]dCTP 

(3000 Ci/mmol), [y_32p ]ATP (1000 Ci/mmol), eSS]dATPaS (1000 Ci/mmol), e o 

aminoácido L-esS] Metionina (> 1000 Ci/mmol) foram obtidos da Amersham. 

1.3 - Oligonucleotídeos sintéticos. 

Os oligonucleotídeos Ml a M4 foram sintetizados no IQUSP, o 

oligonucleotídeo GKS foi sintetizado pela Genomic e os demais oligonucleotídeos 

foram sintetizados pela National biosciences, INC. (NBI) 

Ml: S'-TCCTTCATGATCAGGAGG-3' 

M2: S'-AGGGGACGAAACTTCATG-3' ~ ri 

M3: 

M4: 

M30: 

M40 

M4S 

MSO 

GKS: 

5' -CGCCGGCCCATCATGCCC-3' 

5' -CGTTGCGACTTCTGGAAC-3' 

S'-TGACCGGCGCTCAAGTCG-3' 

S'·~~<l~Ç9~ÇÇT9~~29qi-3' 
S'-AGCGCGTTCGGCTTCAAC-3' , 

S'-GGATCGGCTGGGCCGATC-3' . 
~ 5 TATATGAATTCGGTCAAGAACGAAGGC-3' ~ ~/, "( 

LH3: S'-ATATAAGCnGCTCCATTCGAGTGCCA-3' 

DL2: S'-TATAAGCTTCGACGCTGGTG-3' 

MUT-l S'-ATATAAGCTr;ACTGTTAAATGTCGCTC-3' 

DGS2: 5' -TATGAA TTCCATATGGTCCATCATC-3' 

DGS3: 

DGS4: 

ML3 

5' -TATGAA TTCGCGCCCGAAAAAACTT -3' 

5' -TATGAA TTCGCGCGCGTCCTTGACT -3' 

CCAGCGTCGTTGTTTCTCGAATGGAGC 



LRC 

LDR 

MHI0 

GP135 

GP136 

GAATGGAGCGACAAATAACAGTCCCGC 

GAATGGAGCGACAACAGTCCCGC 

CGAGGGCCGGCGGGGGACTCACCAGCG 

GAAGCGCTCCCCGCGAGCGCCCGAAAA 

GAAGCGCTCCCCGCGCCGCGCCCGAA 

PLACZ 5'-GGCGGGGGGATGGGGAGT-3' 
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2 - Linhagens e vetores. 

2.1 - Linhagens. 

7,5. 

E.coli: 

TG-l: 

TG-2: 

supE, hsdl15, thil1(1ac-proAB)F'[traD36,proAB+, lac!', lacZI1M15] 

supE, hsdl15, thil1(1ac-proAB) l1(slr-n'cA)306::TnlO(tei) F' [traD36, 

proAB+, lac!', lacZI1M15] 

S17-1 (pRK2013-Kanr): funções de transferência (tm+) presentes no 

plasmídeo (Figurski e Helinski, 1979) 

SI7-1: RP4-2, Tc::Mu Km::Tn7: para mobilização de plasmídeos. (Simon et 

aI., 1983). 

CJ236: dut, ung, thi, relA; pCJ195 (Cmr). (Kunkel et aI., 1987). 

Caulobacter cn'scentus: 

NA 1000: selvagem, sincronizável. (Evinger e Agabian, 1977) 

LS176 bla-: Amps. Alley, M.R.K. (não publicado) 

LS2293: mutante contendo o gene hrcA interrompido por inserção. 

(Roberts et aI., 1996). 

2.2 - Vetores. 

Bluescribe: 

Bluescript KS e SK: 

pUC, M13mp18 e M13mp19: 

pUCBM20: 

p/acZ/290: 

Stratagene. 

Stratagene. 

Yanish-Perron ct aI., 1985 

Boehringer Mannheim 

Gober e Shapiro, 1992 

2.3 - Meios de cultura para crescimento e manutenção de culturas em estoque. 

LB líquido: bacto-triptona 1 %, extrato de levedura 0,5%, NaCI 1%, pH 

LB-ágar:LB: contendo ágar bacteriológico 1,5%. 
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LBA líquido: LB contendo ampicilina O,lmg/ml. 

LBA-ágar: LBA contendo ágar bacteriológico 1,5%. 

LB "soft agar": meio LB com ágar 0,75% 

MZ: NazHP04 18mM; KHZP04 8mM; NH4CI 9mM; FeS04 101lM; 

MgS04 lmM; CaCIz 0,5mM; glicose O,Z% 

M9: NazHP04 6g/1; KHZP04 3g/1; NaCI 0,5g/1; NH4CI 19/1; ágar 

bacteriológico 1,5%; esterelizado e suplementado com: MgS04 

ZmM; CaCIz O,IM; glicose O,Z%; tiamina 10ml/l) 

PYE: bacto-peptona O,Z%, extrato de levedo 0,1%, MgS04 O,Z g/l, 

CaCIz 0,5mM, ágar bacteriológico 1,5% (Contreras elo/., 1978). 

PYE-ágar: PYE contendo ágar bacteriológico 1,5%. 

ZXTY: bacto-triptona 1,6g%, extrato de levedura 1 %, NaCI 0,5%. 

Culturas estoque de E.co/i cepa TG-l e TG-Z foram mantidas em placas de 

meio mínimo M9 e M9 contendo tetraciclina lZ,5 pg/ml, respectivamente. 

Culturas estoque de Cou/obocter (cepa NA1000) foram mantidas em placas 

de meio PYE. Quando necessário foram adicionados ao meio tetraciclina e ácido 

nalidíxico nas concentrações de Zpg/ml e ZOpg/ml, respectivamente. 

Z.4 - Tampões e soluções. 

TE: Tris-HCI pH 8,0 10mM; EDTA lmM 

TAE 

TBE 

MOPS 

50x: Tris-acetato 40mM; EDTA 1mM 

lOx: Tris 0,89M; ácido bórico 0,89M; EDTA pH 8,0 O,ZM 

10x: MOPS ZOmM pH 7,0; acetato de sódio 5mM; EDTA O,lmM 

SSC ZOx: citrato de sódio 0,3M; NaCl3M 

TBS: Tris-HCI pH 8,0 lOmM; NaCl150mM 

TBST TBS contendo Tween ZO 0,05% 

Sol. de Desnaturação NaOH 0,5M; NaCl1,5M 

Sol. de Neutralização Tris HCI pH 7,5 0,5M; NaCl1,5M 

3 - Preparação de DNA. 

3.1 - Preparação de DNA genômico de Cou/obocter 

° isolamento do DNA de Cou/obocter foi feito a partir de um inóculo de 

100ml de PYE líquido com D.O'550 igual a 0,9. As células foram então centrifugadas a 

6000 x g por 10 min., lavadas com 10ml EDTA O,lM pH 8,0 contendo NaCI O,lM e 

ressuspensas em 2ml da mesma solução. Foi adicionada lisozima a uma concentração 
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final de 1mg/ml e as células foram mantidas 15 mino à temperatura ambiente. A seguir 

foram adicionados 80pl de Sarkosyl 20% e proteinase K a uma concentração final igual 

a 100pg/ml incubando-se por uma hora a 37°C. Adicionou-se então 3ml de fenol 

(equilibrado em SSC 2x concentrado) sendo a mistura agitada e então centrifugada por 

10 mino a 9700 x g. Após a centrifugação a fase aquosa foi extraida com 1ml de fenol e 

a fase do fenol, com 1 ml de TE, centrifugando-se novamente por 10 mino a 9700 x g. 

As fases aquosas obtidas após a centrifugação foram reunidas e precipitadas com etanol 

absoluto (2x o volume) e acetato de sódio 3M (1/10 do volume), deixada a -20°C 

durante 15 horas. A amostra foi a seguir centrifugada por 40 mino a 9700 x g, sendo o 

precipitado ressuspenso em 2ml de TE contendo RNAse a uma concentração final de 

50ug/ml. A mistura foi mantida então a 37°C por uma hora e então tratada com 3ml de 

fenol, agitada e centrifugada 10 mino a 9700 x g para nova precipitação com etanol 

absoluto e acetato de sódio, a -20°C por 15 horas e centrifugação por 40 mino a 9700 x 

g. O precipitado foi ressuspenso em 2ml de TE passando, a seguir, por uma extração 

com igual volume de clorofórmio:álcool isoamílico (24: 1), conservando-se a fase 

superior, e 4 extrações com igual volume de éter. Uma nova precipitação com etanol 

absoluto, acetato de sódio e centrifugação foi feita para ressuspensão em um vulome 

final de 1ml de TE. Esse volume foi dialisado contra 11 de TE com 3 trocas a cada 3 

horas e o DNA estocado a -20°C. 

3.2 - Isolamento de plasmídeo em pequena escala. 

O método seguido foi o de lise alcalina descrito por Maniatis cf aI., (1982). 

Colônias isoladas de E.coli foram incubadas a 37°C em meio de cultura com antibiótico 

até a fase estacionária. Partindo-se da cultura obtida foram centrifugados 1,5ml em 

minifuge por 1 mino a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células precipitadas 

foram ressuspensas em 100pl de uma solução a 4°C de glicose 50mM, EDTA 10mM, 

Tris HCI (pH 8,0) 25mM. As células foram mantidas 5 mino a temperatura ambiente 

adicionando-se então 200pl de uma solução de NaOH 0,2N contendo SDS 1%. A 

mistura foi homogeneizada por inversão dos tubos e mantida 5 mino no gelo. A seguir 

foram adicionados 150pl de urna solução a 4°C de acetato de potássio pH 4,5 (potássio 

3M, acetato SM). A suspensão foi agitada e incubada por mais 5 mino no gelo, e a 

seguir, centrifugada em minifuge por 5 mino a 4°C. O sobrenadante foi conservado, 

sofrendo extração com fenol/clorofórmio (1:1). O sobrenadante obtido foi submetido à 

precipitação com 1ml de etanol absoluto em banho etanol e gelo seco (-20°C) por 15 

mino e posterior centrifugação em minifuge a 4°C por 20 min .. O precipitado obtido foi 

lavado com 0,5ml de etanol 70%, recentrifugado 5 mino a 4°C e seco sob vácuo, para 
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ser ressuspenso em 50111 de TE contendo RNAse (20 llg/ml). O plasmídeo isolado foi 

guardado a -20°C. 

3.3 - Isolamento de plamídeo em grande escala. 

U ma colônia isolada foi inoculada em 25ml de melO LB contendo 

antibiótico sendo a cultura incubada a 37°C até a fase estacionária. A preparação de 

plasmídeo foi feita seguindo-se o mesmo protocolo descrito no ítem anterior 

mantendo-se as proporções nos volumes utilizados. 

3.4 - Isolamento de DNA simples fita de fago M13. 

As placas de lise dos recombinantes que se apresentavam isoladas foram 

inoculadas encostando-se a ponta de um palito estéril, o qual foi colocado dentro de 

um tubo contendo 1,5ml de uma cultura de E. coli TG-l em fase estacionária, diluída 

50 vezes em meio 2xTY. Os tubos foram incubados a 37°C por um período de 4 a 5 

horas com agitação, e a seguir as bactérias foram precipitadas por centrifugação em 

Minifuge por 5 min .. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e os precipitados 

foram guardados a -20°C como estoques. Aos sobrenadantes foram adicionados 150111 

de uma solução de PEG 20%, NaCl 1,6M a fim de precipitar os fagos, e os tubos 

ficaram por 15 mino a 4°C. Após centrifugação por 15 mino em Minifuge a 4°C, 

desprezaram-se os sobrenadantes e os precipitados foram ressuspensos em 100 ... 1 de 

TE, seguindo-se extrações com igual volume de fenol (equilibrado em Tris HCl O,IM 

pH 8,0), fenol/clorofórmio e clorofórmio/álcool isoamílico (24/1). Os tubos foram 

vigorosamente agitados por 1 mino e a seguir centrifugados em minifuge por 2 min .. A 

fase aquosa contendo o DNA foi retirada e o DNA foi precipitado adicionando-se 1/10 

do volume de acetato de sódio 3M pH 5,2 e 2 vezes o volume de etanol absoluto 

gelado. Os tubos foram deixados a -20°C por 15 horas e centrifugados por 30 mino a 

4°C. O precipitado contendo o DNA foi lavado com 0,5ml de etanol 70%, 

recentrifugado 15 mino a 4°C, e finalmente ressuspenso em 30 ... 1 de TE. Os DNAs 

simples fita obtidos foram utilizados para análise por sequenciamento. 

3.5 - Preparação em grande escala do DNA da forma replicativa dos clones 

recombinantes de M13. 

Para se obter o RF dos clones recombinantes contendo os insertos de 

interesse foram preparadas 3 diluições do sobrenadante contendo o fago M13 de cada 

um: 10-6, 10-7 e 10-8 em 100111 de meio 2xTY, e adicionou-se mais 100111 de uma 

cultura em fase estacionária de E. coli JM 101 em meio 2xTY. Após incubação por 15 



15 

mino a 37°C, cada diluição foi plaqueada em meio LB, através da adição de 3ml de LB 

"soft agar". As placas foram mantidas a 37°C por 12 horas. Uma placa de lise isolada de 

cada clone de interesse foi retirada com um palito e colocada em um tubo contendo 

5ml de uma diluição 1:100 de uma cultura estacionária de E. col; JM 101 em meio M9-

líquido diluída 1: 100. Preparou-se, para cada clone inoculado, tubos contendo cada 

um apenas 5ml da cultura de JM 101 diluída 1:100 e não infectada. Essas culturas 

foram incubadas a 37°C por 9 horas, e a seguir misturou-se os 5ml da cultura infectada 

com o fago portador do inserto com os 5ml de uma não infectada, e os 10ml foram 

então inoculados em 500ml de meio 2xTY. As culturas foram incubadas a 37°C por 12-

16 horas, com agitação 

As células foram coletadas por centrifugação a 4.000 x g por 10 mino a 4°C, e 

a seguir foram ressuspensas em 25ml de uma solução gelada de Tris HCI 25mM pH 

8,0 contendo glicose 50mM e EDTA 10mM. Adicionou-se 0,5mg de RNAse 

pancreática (pré-tratada 15 mino a 65°C), e 5mg de lisozima, e incubou-se a 4°C por 10 

min .. A seguir adicionou-se 25ml de uma solução de lise (SDS 0,5%; NaOH 0,2N), e 

misturou-se bem até a solução ficar quase clara. Para neutralizar o álcali, adicionou-se 

25ml de tampão acetato de potássio 3M pH 4,8, e centrifugou-se a 8.000 x g por 15 

mino a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em gaze e foram adicionados 2x o volume de 

etanol gelado e o DNA foi precipitado a -20°C durante 15 horas. Centrifugou-se a 

8.000 x g por 15 mino a 4°C, lavou-se o precipitado com etanol 70%, e centrifugou-se 

novamente. O precipitado obtido foi seco a vácuo e ressuspenso em 5ml de TE 

contendo SDS 0,1%. Acrescentou-se 5ml de fenol e 5ml de clorofórmio, e após 

agitação as fases foram separadas por centrifugação a 3.000 x g por 15 mino à 

temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e acrescentou-se 

NaCI para uma concentração final de 0,1 M, e 2 volumes de etanol gelado. O DNA foi 

precipitado por 30 mino em banho de gelo seco/etanol, e centrifugado a 8.000 x g por 

15 mino a 4°C. O precipitado foi lavado com etanol 70%, centrifugado novamente e 

seco a vácuo. O DNA foi ressuspenso em 8,8ml de TE, passado para tubo Corex e 

então adicionou-se 8,8 g de CsCI e 5 mg de brometo de etídeo. Após dissolver o sal, os 

tubos são centrifugados a 8.000 x g por 5 mino formando-se um precipitado escuro 

(proteínas) que é descartado. A solução de CsCI contendo o DNA foi transferida para 

tubos de ultra-centrífuga (Quick-seal, Beckman) centrifugando-se no rotor 80-Ti a 

60.000 r.p.m. por 24 horas a 20°C. A seguir as bandas de DNA foram visualizadas sob 

luz ultravioleta e a banda correspondente ao RF foi retirada com uma seringa. O 

brometo de etídeo foi extraído com um volume igual de álcool isoamílico por 3 a 5 

vezes, e a seguir o DNA foi dialisado por 2-4 horas contra TE. O tampão de diálise foi 
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trocado dialisando-se a 4°C por mais 12 horas. O ONA do M13mp19(RF) preparado foi 

guardado a 4°C. 

Para se estimar a concentração do ONA das preparações, mediu-se a 

0.0'260 e a 0.0'280 de cada uma. Considera-se 1 unidade a 0.0'260=50 llg ONA/ml. 

4 - Extração de RN A. 

Células de Caulobacter foram inoculadas em PYE líquido e incubadas a 30°C 

até 0.0'600 igual a 1. As células foram centrifugadas a 12000 x g por 5 mino a 4°C e a 

seguir lavadas com 5ml de TEN (Tris-HCI10mM pH 8,0; EOTA 1mM; NaCllOmM) 

seguindo-se nova centrifugação a 12000 x g por 15 mino a 4°C. As células foram 

congeladas em banho de etanol/gelo seco e guardadas a -70°C ou lisadas 

imediatamente em 1ml de acetato de sódio 20mM, EOTA 1mM e 2% SOS. Após 

forte agitação foi adicionado igual volume de fenol, equilibrado em acetato de sódio 

20mM, EOTA 1mM, a 65°C incubando-se 15 mino à mesma temperatura e agitando-se 

a mistura ocasionalmente. A extração foi feita por centrifugação a 1000 x g por 15 mino 

a temperatura ambiente. A fase aquosa foi conservada repetindo-se a extração com 

fenol por 2 vezes. A seguir, foram feitas 2 extrações com clorofórmio precipitando-se a 

fase aquosa com l/lO do volume de acetato de sódio 3M pH 5,4 e 2,5 vezes o volume 

de etanol absoluto por 30 mino em banho de etanol/gelo seco e centrifugação a 12000 x 

g por 30 mino a 4°C. O precipitado obtido foi seco sob vácuo e guardado a -70°C ou 

ressuspensso em água tratada com OEPC (0,1 %). As quantidades de RNA obtidas 

foram determinadas medindo-se a 0.0'260 Considera-se 0.0'260=1 como 40 llg/ml 

de RNA. 

5 - Eletroforese em gel de agarose. 

5.1 - Gel de ONA. 

A eletroforese foi feita em gel de agarose (tipo II - Sigma) 1%, com 

espaçadores de 2mm de espessura e o tampão usado foi TAE. Antes da aplicação no 

gel, as amostras receberam tampão de amostra (Azul de Bromofenol 0,25% e sacarose 

40% em água) na proporção de l/lO do volume final e foram aquecidas a 65°C por 5 

min .. A voltagem usada foi de 100V. O gel foi corado com brometo de etídio (10 

mg/ml) - 50111 para 100ml de água - para observação contra luz U.V., segundo Maniatis 

cf 01., (1982). As fotos foram feitas com máquina Polaroid. Eletroforese em gel 

preparativo foi feita com agarose (tipo II - Sigma) 1% em tampão TAE em sistema 

vertical com espaçadores e 3mm de espessura, submetido à voltagem de 60 V por 

aproximadamente 5 horas. 
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5.2 - Gel de RNA. 

Eletroforese foi feita em gel horizontal com agarose 1,5% em tampão 

MOPS contendo formaldeído 3,5%. Foram usadas 511g ou l011g de RNA de cada 

amostra preparadas em tampão MOPS, formaldeído 6% e formam ida 50%. As amostras 

foram aquecidas a 65DC por 10 mino e colocadas no gelo em seguida. Antes da aplicação 

foram adicionados 2111 de uma solução glicerol 50%, EDTA 1mM, azul de bromofenol 

0,25% e 2111 de brometo de etídeo (0,5 mg/ml). A eletroforese foi corrida a 80V por 

aproximadamente 3 horas, observada através de luz e fotografada com máquina 

Polaroid. 

6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida. 

6.1 - Gel de DNA. 

Este tipo de gel foi utilizado para análise de fragmentos menores de 1,Okb 

não definidos de forma clara em géis de agarose. O gel foi feito em sistema vertical 

com poliacrilamida 6% em tampão TBE e espaçadores de 1mm de espessura. As 

amostras foram aplicadas no gel após a adição de 1/10 do volume de tampão de amostra 

(azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%, sacarose 40%) e aquecimento a 65DC 

por 5 min .. Após a eletroforese o gel foi corado com brometo de etídio e visualizado 

através de luz U.V .. As fotos foram feitas com máquina Polaroid. 

6.2 - Gel de poliacrilamida-uréia para sequenciamento. 

O gel de poliacrilamida 7,5% , contendo uréia 7,5M, foi montado em placas 

de 20 x 50 cm com espaçdores de 0,4 mm e o tampão de corrida foi TBE IX. A solução 

de acrilamida foi aplicada entre as placas com uma seringa após adição de persulfato de 

amônio (0,05%) e de TEMED (0,2%). Antes de aplicadas, as amostras foram aquecidas 

a 80De por 5 mino e a eletroforese foi feita a uma potência constante de 37 W (1680 V, 

23 mA). Ao final da corrida, o gel foi fixado em uma solução de etanol 10% e acido 

acético 10% por 30 min., transferido para papel 3MM e seco sob vácuo a 80De por 45 

min .. O gel seco foi exposto a filme de raio-X, sem intensifica dores, à temperatura 

ambiente durante 24 horas. 

6.3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS. 

O método seguido foi descrito por Laemmli (1970). O gel de corrida 

continha poliacrilamida 10% e o de empilhamento 4,5%. O tampão de corrida usado 

foi Tris-glicina/SDS Ix concentrado e a corrida feita a 25mA. Após eletroforese o gel 

foi fixado com uma solução metanol 50% e ácido acético 10% , tratado com Amplify 
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(Amersham) por 30 mino e seco sob vácuo a 70°C por 2 horas. O gel foi exposto a filme 

de raio-X (Kodak X-Omat) a -70°e. 

7 - Isolamento de fragmentos de ONA por eletroeluição. 

A partir de géis de agarose ou poliacrilamida, a região contendo o fragmento 

de interesse foi isolada e colocada em membrana de diálise para eletroeluição em 

tampão TBE 0,5x concentrado, por 2 horas a 100V. Ao DNA eletroeluido foi 

adicionado acetato de sódio 3M (1/10 v/v), etanol absoluto (2x o volume) e IpI de 

tRNA (10mg/ml), para precipitação a -20°C por 15 horas. Após a precipitação a mistura 

foi centrifugada por 30 mino a 12000 x g, seco sob vácuo e ressuspenso em 400pl de 

TE contendo RNAse. A seguir foi feita extração com fenol/clorofórmio (1/1) e foi 

adicionado à fase aquosa acetato de sódio 3M (l/lO do volume) e etanol absoluto (2 

vezes o volume) para precipitação em banho de etanol/gelo seco. A recuperação foi 

feita por centrifugação a 4°C por 20 min., lavagem com etanol 70% e secagem sob 

vácuo. O precipitado obtido foi ressuspenso em 30pl de TE contendo RNAse 

(20pg/mI). 

8 - Marcação de sonda de ONA com [a_32p] dATP. 

O sistema de marcação usado foi o de "random primer synthesis", utilizando 

como "primer" o hexanucleotídeo pd(N)6 (Feinberg ef 01., 1984). Foram usados 

aproximadamente 50 ng do fragmento de ONA aos quais foram adicionados lOng do 

iniciador sendo a mistura fervida por 2 mino e rapidamente resfriada no gelo. A reação 

foi feita em tampão Tris HCI pH 7,2 0,5M; MgCIZ 100mM e OTT 10mM contendo 

IpI de dTTP (SOOpm); IpI de dCTP (500pm); [a_32p] dCTP (50pCi); [a_3Zp] dATP 

(50pCi); lOpg de BSA acetilada e SU da polimerase Klenow. A reação foi incubada à 

temperatura ambiente por 3 horas. Para parar a reação foram adicionados 90pl de STE 

(TE contendo NaCI O,lM); Zpl de SOS 10% e 2pl de EOTA 0,2M. A mistura foi 

então purificada em coluna de 0,9ml da resina C-50, equilibrada em TE contendo 

NaCI O,IM, a fim de remover os nucleotídeos livres e os fragmentos pequenos. 

Controles de marcação foram preparados para monitorar a incorporação de 

radioatividade e recuperação após passagem da sonda pela coluna. Obteve-se, em 

geral, 1,Ox107 cpm totais, contagem feita após coluna e precipitação de uma alíquota 

com TCA 10%. 
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9 - Transferência de DNA para filtro de náilon e hibridação com sonda marcada 

("Southern blot"). 

9.1 - Transferência. 

Após eletroforese do DNA digerido com enZImas de restrição o gel foi 

tratado com solução de desnaturação por 45 mino à temperatura ambiente, lavado 

brevemente com água e tratado, a seguir, com solução de neutralização por 30 mino 

também à temperatura ambiente. O filtro de náilon foi previamente embebido em 

solução sse 2x e a transferência foi feita segundo Southern (1975) utilizando-se 

solução sse lOx por um período de 15 a 20 horas. Após a transferência o filtro foi seco 

à temperatura ambiente por 30 mino seguido de incubação em forno BOoe por 2 horas. 

9.2 - Hibridação. 

O filtro de nitrocelulose, com o DNA já fixado, foi pré-hibridado com lOml 

de tampão fosfato de potássio pH 6,2 60mM contendo sse 5x; EDTA 10mM; SDS 

0,4%; formamida 30% e leite desnatado 5%. O filtro foi incubado com esta solução à 

37°e por um período no mínimo igual a 2 horas após o que foi substituida por outros 

10ml da mesma solução contendo agora a sonda marcada. A hibridação foi feita a 37°C 

durante 15 horas, com agitação. Após a hibridação o filtro foi lavado 4 vezes, 1 hora 

cada lavagem, com uma solução SSC 5x; SDS 0,1 %, à 3JOC com agitação e por último 

mais 1 hora à 500 e com a mesma solução. O filtro foi então seco ao ar por 30 mino e 

exposto contra filme de raio-X (Kodak X-Omat) à -70°e. Estas condições de hibridação 

e lavagem são condições de baixa exigência. No caso de utilização de sondas 

homólogas foram mantidas as mesmas condições de hibridação mudando-se apenas as 

lavagens para condições de alta exigência. Foram feitas 3 lavagens de 45 mino cada com 

SSC 2x, sse Ix e SSC O,lx sempre com SDS 0,1%, sucessivamente. 

10 - Transferência de RNA para filtro de náilon e hibridação com sonda marcada 

("Northern Blot"). 

10.1 - Transferência. 

O gel contendo RNA foi tratado com solução NaOH 0,05N estéril por 20 

mm., lavado com água estéril e tratado a seguir com SSC 20x também estéril, a 

temperatura ambiente. A transferência foi feita com sse 20x colocando-se o filtro de 

nitrocelulose, previamente embebido em SSe20x, dois papéis 3MM embebidos em 

sse 2x e papel absorvente sobre o gel tratado por um período de 15-20 horas. Após a 

trasferência o filtro foi seco a temperatura ambiente por 30 mino e incubado a BOoe por 

2 horas. 
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10.2 - Hibridação. 

O filtro foi pré-hibridado por duas horas a 37°C em tampão fosfato de 

potássio 60mM contendo SSC 3x concentrado, EDTA lOmM, SDS 0,4%, formamida 

50% e leite desnatado 5%. Após a troca da solução o filtro foi hibridado com a sonda 

marcada a 37°C sob agitação lenta por 15 horas. A lavagem do filtro foi feita em 

condições de alta exigência com soluções de SSC Ix, 0,2x e 0, Ix, sucessivamente, 

contendo SDS 0,1 % a 37°C por 30 mino cada solução. O filtro foi seco 30 mino a 

temperatura ambiente e exposto a filme de raio-X (Kodak X-Omat) a -70°C. 

11 - Ligação de inserto a vetores de clonagem e de sequenciamento. 

11.1 - Ligação. 

Aproximadamente 50ng do vetor de interesse digerido com as enZImas 

adequadas - plasmídeo ou RF de M13 - foram utilizados para a ligação de fragmentos 

de DNA na proporção de 1:2 (vetor:fragmento). A reação foi feita em tampão Tris-HCI 

80mM pH 7,6 contendo MgClz 8mM, DTT lmM, ATP lmM, PEG 8.000 5% e 5U da 

enzima T4 DNA ligase em um volume final de 20pl. A reação de ligação foi feita a 

19°C por 16 horas ou a 37°C por 2 horas. 

11.2 - Desfosforilação. 

Os vetores digeridos com uma única enZIma foram desfosforilados para 

aumento da eficiência de obtenção de clones recombinantes.A incubação foi feita com 

1 U de fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim) em tampão indicado pelo fabricante, 

por 1 hora a 37°C, seguindo-se uma extração com fenol/clorofórmio (1: l).A seguir o 

DNA foi precipitado com etanol absoluto contendo acetato de sódio 3M (1/10 do 

volume), centrifugado 15 mino a 12000 x g, lavado com 0,5ml de etanol 70%, seco sob 

vácuo e ressuspenso em 30pl de TE. 

Os insertos usados, digeridos com a enzima adequada, foram preparados 

como descrito através de eletroeluição de gel preparativo e precipitação com etanol. 

12 - Método de obtenção de subclones deletados. 

O método de deleções utilizado para sequenciamento foi conforme descrito 

por Henikoff (1987). Aproximadamente 40 pg de DNA da forma replicativa do clone 

recombinante, obtido a partir de preparação por gradiente de CsCI, foram utilizadas. O 

DNA foi dividido em duas alíquotas iguais e digerido, separadamente, com as enzimas 

de restrição BamHI e KpnI (30U de cada enzima) que produzem extremidades 5' e 3' 

protuherantes, repectivamente, a 37°C por 3 horas. Um minigel de agarose 0,7% 
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contendo amostras dessas digestões foi feito como controle. A seguir a duas alíqutas 

foram colocadas em um mesmo tubo e mais 10 U de cada enzima foram adicionadas 

sequindo-se digestão a 37°C por mais 3 horas. O DNA, após essa dupla digestão, foi 

precipitado adicionando-se acetato de sódio 3M (1/10 do volume) e etanol absoluto 

(ZX o volume) a -ZO°C e a seguir recuperado centrifugando-se em minifuge a 4°C por 

ZO min., lavado com etanol 70%, recentrifugado e seco sob vácuo. O precipitado foi 

ressuspenso em 80J.11 de tampão para exonuclease 111 (Tris-HCI 66mM pH 8,0; MgCIZ 

0,66mM), sendo utilizados 3SJ.11 para o início do tratamento com exonuclesae 111 que 

ataca apenas extremidades S' protuberantes ou aparadas e não ataca extremidades 3' 

protuberantes. Aos 35J.11 de DNA foram adicionadas 700 U de exonuclease UI 

incubando-se então a 37°C. Alíquotas de 3J.11 de 30 em 30 segundos foram retiradas e 

colocadas em novos tubos contendo 4U da nuclease SI em tampão (NaCI ZOOmM; 

acetato de sódio 50mM pH 4,5; ZnS04mM; glicerol 0,5%) a 4°C. Essa mistura foi 

então incubada à temperatura ambiente por 30 mino permitindo a digestão, pela 

nuclease SI, das extremidades simples fita protuberantes do DNA deletado. A reação 

foi terminada adicionando-se lJ.11 de uma solução (Tris-base 300mM; EDTA SOmM 

pH 8,0). Os tubos foram então incubados a 70°C por 10 min., passados para 4°C e 

equilibrados a 37°C. A seguir adicionou-se 1 J.11, a cada tubo, uma mistura contendo 

(Tris-HCI lOmM pH 8,0; MgCIZ ZOOmM; 0,Z5U da polimerase Klenow) e incubou-se 

a 37°C por S min .. Após esse tempo adicionou-se 1 J.11 por tubo de uma solução 

contendo dATP, dTTP, dGTP e dCTP O,SmM cada e incubou-se por mais S min .. 

Esse passo teve por objetivo garantir a formação de extremidades aparadas no DNA 

deletado para posterior ligação. Por fim, adicionou-se nos tubos 40J.11 de uma mistura 

contendo (Tris-HCI50mM pH 7,6; MgCl2 10mM; DTT lmM; ATP 1mM; PEG 6000 

2S%; O,S U de ligase do fago T4. Cada mistura, correspondendo aos tempos de 

incubação com exonuclease lU, foi incubada por 15 horas a 20°C e usada para 

transfecção em células competentes 

13 - Preparação de células competentes e experimento de transformação. 

13.1) Preparação de células competentes. 

13.1.1) Procedimento descrito por Hanahan (1983). 

As células de TG-1 foram inoculadas em meio LB líquido e incubadas a 

37°C sob agitação até atingirem uma D.O.SSO igual a 0,6. A cultura foi então mantida 

15 mino no gelo e a seguir centrifugada a 1000 x g por 5 mino a 4°C, descartando-se o 

sobrenadante e ressuspendendo-se as células em tampão TFB (KCI 100mM; MnCl2 

4SmM; CaC12 lOmM; Hexamina CoCl3 3mM e K-Mes pH 6,3 lOmM) 0/3 do volume 
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original). As células foram novamente centrifugadas e o precipitado ressuspenso em 

TFB 0/12,5 do volume original). Adicionou-se então Ond (OTT 1M; OMSO 90%; e 

acetato de potássio pH 7,5 10mM) à 3,5% (v/v), mantendo-se as células por 10 mino no 

gelo. Adicionou-se Ond novamente à concentração de 7% (v/v) deixando-se as células 

por mais 10 a 20 mino no gelo. 

13.1.2) Procedimento usando CaCI2. 

Este procedimento foi feito conforme descrito por Maniatis cf 01. (982). 

Células de TG-1 crescidas e precipitadas nas mesmas condições anteriores 

foram ressuspensas em CaCl2 100mM 0/2 do volume original) e mantidas no gelo por 

20 mino seguindo-se centrifugação a 1000 x g por 5 min.. As células foram então 

ressuspensas em CaCl2 100mM (l/lO do volume original) e deixadas novamente no 

gelo por pelo menos 20 mino estando assim prontas para a transformação. 

13.2) Experimento de transformação. 

Para 2001Il de células competentes adicionou-se 5-101I1 da mistura de 

ligação incubando-se no gelo por 20 a 40 min .. As células foram submetidas a um 

choque térmico a 42°C por 90 segundos e colocadas no gelo por 2 min .. Adicionou-se 

então 0,8ml de meio LB líquido e incubou-se as células por 1 hora a 37°C com agitação 

suave, tempo necessário para expressão da resistência a amplacilina. Após a incubação 

as células foram centrifugadas em minifuge por 1 mino a temperatura ambiente, 

ressuspensas em 0,2ml de meio LB líquido e plaqueadas em meio LB contendo 

amplacilina 000 lIg/ml), 30pl de IPTG 100mM e 30pl de X-gal 2% em 

dimetilformamida. As placas foram incubadas a 37°C por 12 a 18 horas. 

O sistema de seleção usado foi o do indicador X-gal em presença do in duto r 

IPTG. As colônias recombinantes obtidas foram repicadas em placas de meio LB 

contendo amplacilina, e analisadas através de mini preparações de plasmídeo. 

14 - Crescimento e transfecção de E. coli JM 101 e TG-1. 

O procedimento utilizado para preparação de células competentes foi o 

mesmo usado na transformação sendo modificado apenas no plaqueamento. Após o 

choque térmico as células foram mantidas a 4°C por 2 min., e cada transfecção foi 

dividida em 3 tubos, contendo 90%, 9% e 1 % do volume inicial. Para cada tubo são 

adicionados lOO1I1 de uma cultura de JM 101 crescida durante a noite, 401I1 de X-gal 

2% em dimetilformamida, 301I1 de IPTG 100mM e 3ml de LB "soft agar". Cada 

mistura foi então vertida sobre placas de meio LB que foram incubadas a 37°C por 12 
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horas. Como descrito para as colônias recombinantes após a transformação somente as 

placas de lise brancas são portadoras de inserto já que o vetor M13 pOSSUI o mesmo 

sistema de seleção pelo gene da J3-galactosidase. 

15 - Análise do DNA simples fita recombinante em gel de agarose. 

O protocolo foi iniciado a partir do sobrenadante obtido após a 

centrifugação das culturas preparadas para isolamento dos fagos M13 simples fita 

recombinantes. À 25\11 desse sobrenadante foram adicionados 5\11 de tampão de 

amostra contendo SDS 1 %, azul de bromofenol 0,25% e glicerol 20% aquecendo-se a 

mistura a 65°C por 15 min .. As amostras foram aplicadas em gel de agarose 0,7% 

horizontal em tampão TBE contendo brometo de etídeo (1,25 \1g/ml), sendo a corrida 

a 50V por 15 horas para posterior visualização através de luz U.V. 

16 - Sequenciamento do DNA. 

16.1 - Klenow. 

O método utilizado foi o de Sanger ef aI., (1977), utilizando 

dideoxinucleotídeos. As reações foram feitas em uma placa de ensaio de 96 poços. Em 

um dos lados da parede de um poço foram colocados 2\11 do DNA simples fita 

purificado e do outro lado foram colocados 2\11 de tampão Tris HCl 12,5mM pH 8,5 

contendo MgC12 6,25mM e 25 nM do iniciador universal de M13 17-mer (5'­

GTAAAACGACGGCCAGT-3') situado na posição -20 nucleotídeos do sítio múltiplo 

de clonagem. Através de uma rápida centrifugação as duas gotas se misturam no fundo 

do poço. A placa foi então incubada por 1 hora a 55°C a fim de permitir a hibridação do 

iniciador ao DNA simples fita do M13mp19. Após este tempo, foram colocados 2pl de 

uma mistura de nucleotídeos contendo um dos 4 dideoxinucleotídeos (ddATP, 

ddGTP, ddCTP ou ddTTP), nas seguintes proporções: 

- mistura de T: dTTP 6,25 pm + dGTP 125 pm + dCTP 125 pm + ddTTP 250 pm 

- mistura de C: dCTP 6,25 pm + dGTP 125 pm + dTTP 125 pm + ddCTP 40 pm 

- mistura de G: dGTP 6,25 pm + dTTP 125 pm + dCTP 125 pm + ddGTP 80 pm 

- mistura de A: dTTP 125 pm + dCTP 125 pm +dGTP 125 pm + ddATP 15 pm 

Na outra parede do poço foram colocados 2pl de uma solução contendo 1/8 

do volume de DTT 0,1 M, 0,5 pCi/pl de [a-32P]-dATP e 0,125 U/pl da polimerase 

Klenow. Após breve centrifugação, a placa foi deixada por 15 mino à temperatura 

ambiente. Adicionou-se então 2pl de uma mistura de dNTPs O,25mM, e deixou-se 
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mais 15 mino à temperatura ambiente. Neste momento pode-se congelar a placa a 

-ZO°C, ou adicionar Zpl da mistura de corantes (azul de bromofenol 0,1%, xilenocianol 

0,1 %, EDTA 0,01 M em formamida deionizada). Após ZO mino a 80°C, as amostras 

podem ser aplicadas ao gel de poliacrilamida-uréia. 

16.2 - Sequenase. 

Reações de sequência utilizando Sequenase (USB Corporation) foram 

feitas a fim de se obter leituras mais precisas das sequências de interesse. A enzima 

usada neste método é a T7 DNA polimerase modificada geneticamente in vitro não 

possuindo atividade exonucleolítica 3'-5'. 

As reações foram iniciadas com 7pl do DNA simples fita purificado 

(aproximadamente 1pg) e 1pl (0,5pmol) do iniciador universal de M13 (5'­

GTTTTCCCAGTCACGAC-3'), situado na posição -40 nucleotídeos do sítio múltiplo 

de clonagem ou oligonucletídeo sintético, em tampão (Tris-HCI ZOmM pH 7,5; 

MgCIZ 10mM; NaCI Z5mM). Essa mistura foi aquecida a 65°C por Z mino deixando-se 

esfriar à temperatura ambiente até uma temperatura menor que 35°C. A seguir foi 

adicionado a cada reação 1 pl de DTT 100mM, Zpl de mistura de marcação contendo 

dGTP, dCTP, dTTP 7,5 pm previamente diluída 1:5, 0,5 pCi de [a-3ZP]-dATP e 

0,25U de sequenase. A reação foi incubada à temperatura ambiente por 2-5 mino após 

o que 3,5pl dessa mistura foram transferidos para 4 tubos contendo misturas de 

terminação para T, C, G e A que contém: NaCI 50mM; dGTP 80pm; dATP 80pm; 

dCTP 80pm; dTTP 80pm e 8pm do do respectivo dideoxinucleotídeo, ddTTp, 

ddCTP, ddGTP e ddATP, seguindo-se uma incubação a 37°C por 5 min .. Por fim, as 

reações foram terminadas com 4pl de uma mistura contendo formamida 95%, EDTA 

20mM, azul de bromofenol 0,05% e xileno cianol FF 0,05%. As reações podem ser 

congeladas a -ZO°C ou então aquecidas a 75°C por 2 mino para aplicação em gel de 

poliacrilamida-uréia. As sequências de DNA e respectivas traduções obtidas foram 

comparadas com sequências dos bancos de dados (Genbank, PIR e Swissprot) 

utilizando-se o programa BLAST (Altschul et aI., 1990). 

17 - Ensaio de atividade do promotor utilizando-se o gene repórter de transcrição de J3-
galactosidase. 

17.1 - Construção do vetor para o ensaio. 

Diferentes fragmentos de DNA, contendo o promotor do operon groESL, 

foram isolados por eletroeluição e usados na ligação ao vetor p/acZj290. A mistura de 
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ligação continha quantidades aproximadamente iguais de vetor e inserto em tampão 

de ligação e lU de ligase do fago T4. A incubação foi feita a 19DC por 12-18 hs e usada 

para transformação de E.coli TG-1 competentes preparadas com CaCI2. Os 

recombinantes foram selecionados após plaqueamento em meio LB contendo 

Tetraciclina (12,5 JIg/ml) e analisados quanto a presença do inserto em gel de agarose 

1 % em tampão TAE. A construção obtida contém o gene da f3l..galactosidase do vetor 

sob controle do promotor de groESL contido no inserto. 

17.2 - Conjugação de Caulobacter. 

A conjugação de Caulobacter com E.coli foi usada para a transferência da 

construção obtida em E.coli uma vez que nao é possível transformar Caulobacter pelos 

métodos descritos. A cepa de E.coli S-17-1 (pRK 2013) que possui as funçoes de 

transferência, e o recombinante (p/acZ/290 BamHI/HindllI) contendo a construção 

p/acZ/290 + inserto foram crescidas a 37°C em LB contendo Kanamicina (50pg/ml) e 

Tetraciclina (12,5pg/ml), respectivamente. A cepa de Caulobacter NA1000 foi incubada 

a 30°C em PYE líquido. Sobre um filtro de nitrocelulose estéril submetido a vácuo 

foram adicionados 1 ml de culturas estacionárias da cepa NA1000, 0,5ml da cepa S-17-1 

(pRK 2013) e 0,5ml de E.coli contendo p/acZ/290 Bam H I/Hindl 11. Os filtros foram 

incubados sobre placas de PYE a 30°C durante a noite e a seguir as bactérias foram 

ressuspensas em 1ml de PYE. Após agitação 100pl do meio foram plaqueados em PYE, 

ácido nalidíxico (20pg/ml) e tetraciclina (12,5pg/ml) e incubados a 30°C. As placas de 

PYE contendo ác. nalidíxico/tetraciclina permitem a seleção da cepa de Caulobacter 

que contém a construção uma vez que o ác. nalidíxico impede o crescimento de E.coli 

nessa concentração. 

17.3 - Ensaio com f3-galactosidase. 

A cepa de Caulobacter contendo a construção (lac 290 BamHI/HindIlI) foi 

crescida em meio PYE líquido durante a noite a 30°C. O ensaio foi feito segundo 

Miller (1972). Foram usados 50 ou 100pl destas células para dosagem da atividade de f3 

-galactosidase adicionando-se 0,8ml de tampão Z (Fosfato de Na 60mM pH 7,0; KCI 

lOmM; MgS04 1mM; f3-mercaptoetanol 50mM) e 50pl de clorofórmio. A mistura foi 

agitada e incubada a 30°C por 5 min .. A seguir foram adicionados 200pl do substrato 

cromogênico ONPG (4mg/ml) e incubou-se por mais 5 a 10 mino a 30DC. A reação foi 

parada com 0,4ml de Na2C03 1M seguindo-se urna centrifugação a 12000 x g por 5 

mino a temperatura ambiente. A atividade de f3-galactosidase foi determinada 
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medindo-se a D.O'420 do sobrenadante e a D.O.600 da cultura utilizando-se a 

seguinte fórmula: 

Atividade = 1000x D.O'4Z01--- Unidades de B-galactosidase 

D.O'600 x vol(ml) x t(min) 

18 - Sincronização de células de Caulobactercrescentus. 

Células da cepa NAlOOO foram inoculadas em PYE líquido e incubadas a 

30DC até a fase estacionária. As células foram então dilui das 1/Z0 em meio mínimo MZ 

líquido e também incubadas a 30DC até atingir a fase estacionária (Z4hs) inoculando-se, 

após esse período, 3ml dessa cultura em 500ml de MZ líquido para crescimento a 30DC 

até uma D.O'600 igual a 0,9. As células foram centrifugadas a 7800 x g por 10 mino a 

4DC, o sobrenadante foi dispensado e as células obtidas ressuspenssas em 70ml da 

solução M2 sais (NazHP04 18mM; KHZP04 8mM; NH4CI 9mM). À suspensão de 

células adicionou-se 35ml de Ludox LS (Dupont) filtrado. A mistura foi 

homogeneizada e centrifugada a 10000 x g por 30 mino a 4DC separando-se desta forma 

as células dos diferentes estágios do ciclo celular. As células móveis são mais densas e 

formam uma banda próxima ao fundo do tubo enquanto as células pré-divisionais e 

talo ficam no topo do tubo. As células móveis foram coleta das e lavadas 4 vezes com 

solução MZ sais para retirar o Ludox, centrifugando-se a 6000 x g por 5 mino a 4DC. 

Após a última lavagem as células móveis foram ressuspensas em meio líquido MZ 

completo, para uma D.O'600 igual a 0,3. A sincronização com este procedimento é de 

aproximadamente 90%. As células foram então incubadas a 30DC para prosseguirem no 

ciclo celular. 

19 - Marcação de proteínas in vivo com pulsos de [35S]_ metionina. 

A partir das células móveis sincronizadas foram retiradas alíquotas de 1 ml 

nos tempos correspondentes a O, 30, 60, 90, 1Z0, 150 e 180 mino do ciclo celular para 

marcação adicionando-se 1511Ci de [35S]-metionina. As células foram incubadas por 10 

mino a 30DC e coletadas por centrifugação a 12000 x g por 5 mino a 4DC. ° sobrenadante 

foi descartado e as células congeladas a -ZODC. 

20 - Ensaio de Imunoprecipitação. 

As células marcadas com [35S]-metionina foram ressuspensas em 50111 TE 

pH 8,0 contendo lisozima lOmg/ml adicionando-se a seguir 0,5ml de tampão de 

lavagem (Tris-HCI pH 8,0 50mM; NaCI 0,3M e triton-XI00 0,5%). A suspensão foi 
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incubada por 30 mIn. a 4°C e então centrifugada a 12000 x g por 30 mIn .. Ao 

sobrenadante adicionou-se 25111 de "Staph A" (células de Staphylococcus aureus fixadas 

com formol - BRL) e incubou-se por 30 mino a 4°C seguindo-se nova centrifugação a 

12000 x g por 15 min .. Alíquotas de 5111 do sobrenadante foram precipitadas em TCA 

10% e contadas em contador de cintilação (Beckman). Quantidades iguais de cpm de 

cada alíquota foram incubadas com 1111 de anticorpo anti-~-galactosidase a 4°C por 15-

20 horas. Foram adicionados 25111 de "Staph A" incubando-se por mais 30 mino e 

centrifugando-se por 30 segundos a 12000 x g a 4°C. O sebrenadante foi desprezado e 

o precipitado ressuspenso em 1ml de tampão de lavagem e recentrifugado por 1 min., 

3 vezes sucessivamente. O precipitado final foi ressuspenso em 30pl de tampão de 

amostra para eletroforese. As amostras foram fervidas por 5 mino e centrifugadas por 2 

mino em Minifuge. Adicionou-se IpI de DTT O,lM, e as amostras foram analisadas em 

gel de poliacrilamida/SDS. 

21 - Ensaio para determinação de início de transcrição. 

O ensaio foi feito através de extensão de oligonucleotídeo complementar à 

fita codificadora marcado na sua extremidade 5' com [y_32p]-ATP usando transcriptase 

reversa. A marcação de 50 pmoles de oligonucleotídeo foi feita com 40pCi de [y_32p]_ 

ATP em tampão Tris-HCI 50mM pH 7,6; MgCl2 lOmM; DTT 5mM; cloreto de 

espermidina O,lmM; EDTA O,lmM e lOU de polinucleotídeo quinase (Biolabs) 

incubando-se por 30 mino a 37°C. A seguir o DNA foi precipitado com 111g de tRNA, 

acetato de sódio 3M (l/lO v/v) e 300pl de etanol absoluto por 30 mino ou mais em 

banho de etano l/gelo seco, centrifugado a 12000 x g por 30 mino a 4°C, lavado com 

250111 de NaCI 0,25M e 0,5ml de etanol absoluto e seco sob vácuo por 15 min .. O 

precipitado final obtido foi ressuspenso em 20pl de TE e a incorporação medida 

contando-se 1111 do oligonucleotídeo precipitado em TCA 10% em contador de 

cintilação (Beckman). A hibridação foi feita com 50pg de RNA total e lx106 c.p.m. do 

oligonucleotídeo precipitando-se com acetato de sódio 3M (l/lO v/v) e etanol absoluto 

(2,5 vezes v/v) em banho de etanol/gelo seco por 30 min .. Depois de secas as amostras 

foram ressuspensas em 25111 de tampão de hibridação (PIPES 100mM pH 7,0; NaCI 

1M e EDTA 5mM), fervidas 10 mino e transferidas para 44°C, incubando-se por um 

período de no mínimo 4 horas. Após a hibridação foram adicionados 40111 de água e 

180pl de etanol absoluto seguindo-se nova precipitação em banho de etanol/gelo por 

30 mino e centrifugação em Minifuge. O precipitado obtido foi ressuspenso em tampão 

de transcriptase resversa (Tris-HCI 50mM pH 8,3; MgCl2 5mM; KCI 40mM) , , 

contendo DIT lOmM, dNTPs lmM de cada, 0,02 U de RNAsÍn e 25 U de 
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transcriptase resversa: Essa mistura foi incubada por 1 hora a 37°C para extensão do 

oligonucleotídeo adicionando-se então EDTA a lOmM e 32pg de RNAse seguindo-se 

nova incubação a 37°C por 30 min .. O volume foi completado para 200pl com STE 

sendo feita uma extração com fenol/clorofórmio precipitando-se a fase aquosa com 

500pl de etanol absoluto. As amostras foram ressuspenssas em 4pl de mistura de 

corantes (azul de bromofenol 0,1%, xilenocianol 0,1%, EDTA 0,01 M em formamida 

deionizada), fervidas por 5 mino e submetidas a eletroforese em gel de 

sequenciamento. 

22 - Reação de polimerização em cadeia (PC R). 

A reação de PCR foi feita utilizado-se 2ng de DNA da forma replicativa do 

M13, contendo o fragmento XboI de 2,Okb que inclui a região promotora, linearizado 

após digestão com EcoRI e 0,5 pg de cada oligonucleotídeo. O tampão de reação 

continha Tris-HCI pH 8,8 20mM; KCl 10mM; (NH4)2S04 10 mM; MgS04 2mM; 

Triton X-100 0,1%; dNTPs 0,25mM, sendo usado 1 unidade de Vent DNA 

Polomerase (New England Biolabs). As condições de reação seguiram o seguinte 

programa: desnaturação do DNA a 94°C por 1 min., anelamento dos oligonucleotídeos 

usados como iniciadores a 55°C por 3 mino e extensão da cadeia de DNA a 72°C por 1 

mino Estes passos foram repetidos por 30 ciclos seguindo-se uma incubação final a 

72°C por 6 mino para finalização das extensões. O produto de reação foi submetido a 

eletroforese em gel de 6% poliacrilamida TAE sendo o fragmento obtido visualizado 

sob luz U.V. após coloração com brometo de etídio. O fragmento foi cortado do gel, 

isolado através de eletroeluição e ligado ao vetor pUCBM20 que confere resistência a 

amplacilina permitindo a seleção após plaqueamento em meio adequado. 

23 - Isolamento de proteínas e transferência para membrana de nitrocelulose 

("Western Blot"). 

O método seguido foi descrito por Towbin cf 01., (1979). O isolamento de 

proteínas totais de Couloboctcr foi feito a partir de células sincronizadas, nos tempos 0, 

30, 60, 90, 120, 150, e 180 mino do ciclo celular e células submetidas a diferentes 

tempos de choque térmico, a 42°C. Depois de coletadas por centrifugação as células 

correspondentes a cada ponto foram tratadas com volume igual de TCA 25% por 30 

mino a 4°C. As amostras foram então centrifugadas por 10 mino a 8000 x g, lavadas com 

1 ml de acetona fria, recentrifugadas e secas sob vácuo. O precipitado obtido foi 

ressuspenso em 100pl de tampão de amostra para eletroforese e fervida por 5 min .. 

Uma alíquota de 10pl foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS como 
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controle. Estas mesmas amostras foram usadas para transferência em membrana de 

nitrocelulose após eletroforese em minigel (poliacrilamida/SOS) (Sistema Trans-Blot -

Bio-Rad). A transferência foi feita em tampão Tris-base ZSmM; glicina 196mM e 

metanol ZO% por Z horas a ZSOmA. A membrana contendo as proteínas foi corada com 

Ponceau S (0,1% em ác. acético 10%) para controle da transferência e marcação dos 

padrões de peso molecular, seguindo-se o bloqueio com TBS contendo leite (5%) por 

30 mino a 4°C. A incubação com antisoro anti-GroEL (gentilmente cedido pelo Or. 

Georgopoulos) (diluído 1:1000)foi feita em TBS/leite por 16 horas a 4°C, sendo as 

lavagens feitas com TBST uma vez e TBS, quatro vezes, por 10 mino cada à 

temperatura ambiente. A incubação com o ZO anticorpo (anti-IgG de coelho conjugado 

com fosfatase alcalina - Sigma) diluído 1:7000 foi feita também em TBS/leite por 30 

mino a temperatura ambiente. A membrana foi lavada como anteriormente, seca em 

papel de filtro e revelada, protegida da luz, por 10 mino a tempo ambiente com uma 

solução Tris-HCI pH 7,5 100mM; NaCI100mM; MgCIZ SmM contendo 3 mg de NBT 

(azul de nitrotetrazólio) e 1,5 mg de BCIP (S-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato) para 

desenvolvimento da cor. Por fim a membrana foi lavada com TBS e seca a temperatura 

ambiente sobre papel de filtro. 

Z4 - Transformação por eletroporação e isolamento de clones por recombinação 

homóloga. 

A transformação foi feita por eletroporação com células da cepa LS 176 b/a- ( 

~-lactamase-) de Cau/obacter que é sensível a amplacilina permitindo a seleção de 

clones recombinantes resistentes ao antibiótico, uma vez que células selvagens já 

possuem uma certa resistência a amplacilina. As células foram preparadas a partir de 

uma cultura com D.0.600 entre 0,6 e 0,8, lavadas 3 vezes com SOOml de glicerol 10%, 

centrifugando-se a 8000 x g por 10 mino a 4°C e concentradas para um volume entre 1-

Zml. O DNA usado para eletroporação (ZO-30pl) foi dialisado em filtro tipo VS­

O,OZSpm (Millipore) mantido sobre HZO miliQ em uma placa de Petri estéril por 1 

hora a tempo ambiente. Após coletado, foram usados 10pl do DNA para transformar 

SOpl de células. As condições do pulso para eletroporação foram de ZSpF de 

capacitância, ZOOO (Ohms) de resistência e 1,Z kVolts em uma câmara de O,lcm de 

espessura em equipamento da Bio-Rad. A seguir adicionou-se às células lml do meio 
I 

líquido PYE para incubação a 30°C por 1 hora, permitindo a recuperação das células,r'O 

plaqueamento foi feito em meio PYE-agár contendo SOpg/ml de amplacilina a fim de 

se isolar os clones onde houvesse ocorrido recombinação homóloga. Os clones obtidos 

(resistentes ao antibiótico) foram isolados e crescidos em meio PYE líquido contendo 
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1011g/ml de amplacilina. O DNA desses clones foi isolado e digerido, separadamente, 

com as enzimas de restrição KpnI, Sall, EcoRI e BomHI, cujos sítios não estão 

presentes no gene groEL de Couloboctcr (resultados obtidos de "Southern blots" com 

DNA genômico). Após a digestão, o DNA foi congelado a -20°C, incubado por 30 mino 

a 70°C para inativação das enzimas e mantido a 4°C. A essa mistura foi adicionado ATP 

para concentração final de 1mM e 2U de ligase seguindo-se incubação a tempo 

ambiente por 3 horas. O DNA contido na ligação foi dialisado como anteriormente e 

usado para eletroporação de E.coli com pulso de 2511F de capacitância, 2000 de 

resistência e 1,5 kVolts em uma câmara de 0,1cm de espessura. A seguir adicionou-se 1 

ml do meio 2XTY para recuperação das células a 37°C por 1 hora e posterior 

plaqueamento em LB-agár contendo amplacilina (10011g/ml). Os clones obtidos dessa 

forma cominham plasmídeos correspondentes ao vetor Bluescribe (vetor do clone 95-

1) mais um fragmento do DNA genômico de Couloboctcr correspondente ao operon 

groESL completo. 

25 - Preparação de mutações sítio-dirigidas. 

As mutações sítio-dirigidas foram feitas segundo o método de Kunkel ct 01., 

(1987). Este método baseia-se no uso da fita simples de DNA do fago M13 contendo 

resíduos de uracila substituindo parte dos resíduos de timina. Esse DNA é obtido 

utilizando-se a cepa de E.coli C}236 que contém as mutações dui uni. A mutação dui 

leva à deficiência da enzima dUTPase elevando o nível de dUTP intracelular, 

favorecendo a incorporação de resíduos de dUTP no DNA do M13. A mutação uni 

impede a remoção dos resíduos de dUTP incorporados, por codificar uma enzima 

uracil-N-glicosilase inativa. Cada molécula de DNA simples fita produzida contém 

cerca de 20-30 resíduos de uracila incorporados. O oligonucleotídeo contendo a 

mutação de interesse a ser introduzida no fragmento clonado no M13 é usado para 

gerar a fita complementar. 

A transformação de uma cepa du/ ung+ com o DNA dupla fita leva à 

inativação da fita que contém os resíduos de uracila por ataques de nucleases 

específicas. A fita (+) do DNA do fago é então removida havendo formação de nova 

fita, derivada da fita (-) sem uracilas, com grande proporção da mutação de interesse 

introduzida pelo oligonucleotídeo. 

25.1 - Preparação do fago M13. 

Cerca de cinco placas de lise do fago M13 contendq o fragmento a ser 

mutado foram inoculadas em SOml de meio LB contendo células de TG-l 0/100) e 
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crescidas a 37°C durante a noite. A partie dessa cultura centrifugou-se 40 ml a 17.000 x 

g por 15 mino a 4°C. O sobrenadante foi conservado, recentrifugado e 30m I passados 

para novo tubo. Adicionou-se 10ml de NH4Ac 3,5M/PEG 20% e incubou-se 30 mino a 

4°C. A seguir a mistura foi centrifugada a 27.000 x g por 30 mino a 4°C. O sobrenadante 

foi descartado e o tubo mantido invertido por 5 min.. O precipitado obtido foi 

ressuspenso em 300111 de tampão de diluição de M13 (NaCI300mM, Tris-HCI pH 8,0 

lOmM, EDTA 1mM) e transferido para novo tubo. Uma diluição 1/1000 do fago foi 

preparada e mantida a 4°C. 

25.2 - Incorporação de uridina. 

A cepa de E.col; C]236 (dui ung-) foi crescida em 5ml de melO LB 

contendo cloranfenicol (3011g/ml) até a fase estacionária e diluída em 50ml do mesmo 

meio para D.0.600=0,05. Essa cultura foi crescida a 37°C até atingir D.0.600=0,3 

sendo então acrescentado 1111 da diluição 1/1000 do fago e 0,2511g de uridina deixando­

se crescer por mais 8 horas sob agitação. Os fagos contendo uridina no DNA foram 

isolados como descrito acima após duas centrifugações e precipitação do sobrenadante 

com NH4Ac 3,5M/PEG 20%. Os fagos foram ressuspendidos em 300111 de tampão de 

diluição de M13, mantidos por 30 mino a 4°C e centrifugados 12.000 x g por 2 min .. O 

sobrenadante foi transferido para novo tubo seguindo-se 3 extrações: fenol, 

fenol/clorofórmio:álcool isoamílico (24: 1) e clorofórmio:álcool isoamílico. A fase aquosa 

foi precipitada com 1/10 voI. de acetato de sódio 3M e 2,5x o volume de etanol 

absoluto a -20°C por 30 mino e centrifugação a 12.000 x g por 15 mino a 4°C. O 

precipitado foi lavado com etano I 70%, seco sob vácuo e ressuspenso em l00111 de TE. 

25.3 - Reção de mutagênese. 

Os oligonucleotídeos utilizados para as reações de mutagênese necessitam 

estar fosforilados para posterior hibridação com o DNA fita simples contendo uridina. 

Cerca de 150 pmoles de oligonucleotídeo foram incubados em tampão Tris-HCI pH 

8,0 70mM, MgCl2 10mM, DTT 5mM contendo ATP 0,3mM e 10U de T4 

polinucleotídeo quinase a 37°C por 1 hora. A hibridação foi feita utilizando-se 15 

pmoles do oligonucleotídeo fosforilado e 5111 do DNA fita simples em tampão Tris­

HCI pH 7,5 20 mM, MgCIZ ZmM e NaCI 50mM em um volume final de 1511I. Essa 

mistura foi aquecida a 95°C por 5 mino deixando-se esfriar à temperatura ambiente até 

aproximadamente 30°C. A seguir adicionou-se 1111 de tampão de reação 10x (Tris-HCI 

pH 7,5 175mM, MgCIZ 37,5mM, DTT ZI5mM, ATP 7,5mM e dNTPs 4mM cada), 

IllI de ATP 10mM, lllg de proteína do gene 32 de T4, 20U de T4 DNA ligase e lU 
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de T4 DNA polimerase. A mistura foi incubada por 5 mino à temperatura ambiente e a 

seguir a 37°C por no mínimo 90 mino Após a adição de 90111 de TE, a mistura foi usada 

na transformação de células de TG-l competentes. Os transformantes obtidos foram 

analisados através de sequenciamento do DNA para identificação dos mutantes. Os 

clones contendo as mutações de interesse tiveram o DNA dupla fita do M13 (forma 

replicativa) isolado e preparado para a construção de fusões de transcrição. 



111 - RESULTADOS 

1 - Isolamento e caracterização do operan groESL de Cau/obactcr. 

1.1 - Construção e análise do banco genômico parcial. 
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A estratégia seguida para o isolamento do operon groESL de Cau/obactcr 

teve por base a utilização do operan homólogo de E.co/i como sonda. A partir do filtro 

de nitracelulose, contendo DNA total de Cau/obactcr digerido com diferentes enzimas 

de restrição (Fig.2a), verificou-se que o operan groESL de E.co/; hibridava, em 

condições de baixa exigência, com três fragmentos de 4,0, 5,0 e 3,0 kb resultantes das 

digestões com PstI, XhoI e BamH I!PstI, respectivamente (Fig.2b). O fragmento de 

aproximadamente 2,2kb usado como sonda contém os genes groEL, groES e seu 

promotor e foi isolado digerindo-se o plasmídeo pOF39 (Hemmingsen ct a/., 1988) 

com as enzimas EcoRI e HindllI. Para o isolamento do operan groESL de Cau/obactcr 

construiu-se um banco genômico parcial isolando-se a região correspondente aos 

fragmentos Pstl de 3,0 e 5,0 kb do DNA de Cau/obactcr digerido com Pstl. O 

fragmento contido nessa região e reconhecido pela sonda deveria conter o gene groEL 

e/ou groES de Cau/obactcr. O banco genômico parcial foi preparado ligando-se os 

fragmentos entre 3,0 e 5,0 kb obtidos da digestão do DNA de Cau/obactcr com Pstl ao 

vetor Bluescribe digerido com a mesma enzima. A ligação resultante foi utilizada para 

transformação da cepa de E.coli JM 109. Os clones recombinantes obtidos (colônias 

brancas) foram isolados, utilizados para extração de plasmídeo e experimentos de 

"Southern blot" utilizando-se o fragmento EcoRI!HindllI de 2,2kb contendo os genes 

groE de E.co/i marcados como sonda. 

Os experimentos de "Southern blot" foram feitos após digestão dos 

plasmídeos com Pstl, eletroforese e transferência do DNA para filtro de nitrocelulose. 

O filtro obtido era então hibridado com o fragmento EcoRI/HindllI de 2,2kb isolado 

do plasmídeo pOF39. A análise de mais de 200 clones revelou um clone positivo 

designado pMA95. Este clone foi isolado e teve seu plasmídeo extrai do e digerido com 

Pstl mostrando a presença de um inserto de 4,Okb. O fragmento Pstl de 4,Okb foi 

então utilizado para sequenciamento através de clonagem no vetor M13mp19. As 

sequências das extremidades das duas orientações obtidas do inserto isolado foram 

traduzidas e analisadas em computador (pragrama BLAST) revelando que o fragmento 

clonado possuia homologia com o gene groEL de E.co/i, mas que o gene groEL não 

estava completo neste clone. 
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A) B) 

12345678 9 1 23456 7 8 9 

Figura 2 - (A) Eletroforese em gel de agarose 1 % (tampão TAE) de DNA total de 
Caulobacter digerido com diferentes enzimas de restrição, corado com brometo de 
etídio. Raia l-EcoRI; raia 2-Hit1dIII; raia 3-EcoRI/Hit1dIII; raia 4-BamHI; raia 5-PstI; 
raia 6-XhoI; raia 7-BamHIIPstI; raia 8-padrão de peso molecular correspondendo aos 
fragmentos de DNA do bacteriofago À digerido com Hit1dIII (23,lkb; 9,4kb; 6,5kb; 
4,4kb; 2,3kb; 2,Okb) e raia 9-fragmento contendo o operon groESL de E.co/i (2,2kb) 
obtido do plasmídeo pOF39 digerido com EcoRIIHit1dIII está indicado. (B) 
Autorradiograma correspondente ao "Southern" do DNA genãmico de Caulobacter 
mostrado em (A) hibridado com os genes groE de E.co/i marcados com 32p . 
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1.2 - Isolamento da extremidade 3' de groEL por recombinação homóloga. 

Com o objetivo de se obter um clone contendo a sequência completa do 

gene groEL de Caulobacter, incluindo cerca de 1,Okb da porção 3' ausente no clone 

pMA95, este plasmídeo foi usado na eletroporação da cepa LS176 bla- de Caulobacter, 

sensível a ampicilina. A recombinação homóloga em Caulobacter ocorre em taxas 

bastantes altas permitindo o isolamento dos recombinantes contendo o plasmídeo 

integrado na região do gene groEL (Fig.3), neste caso, através da seleção com 

ampicilina cuja resistência é codificada pelo vetor Bluescribe no clone pMA95. Um dos 

recombinantes obtidos teve seu DNA genãmico isolado e digerido separadamente 

com várias enzimas de restrição que não digerem o gene groEL como verificado através 

de "Southern blots". Os fragmentos das digestões foram ligados por adição de T4 DNA 

ligase para refazer o plasmídeo que agora deve conter sequências codificando o gene 

groEL inteiro. Estas ligações foram utilizadas para transformar E.coli e os plasmídeos 

dos transformantes obtidos foram denominados Saci, KpnI, BamHI e EcoRI segundo a 

enzima usada para as digestões do DNA genãmico do recombinante. A digestão destes 

plasmídeos com as enzimas XbaI e ClaI deveriam permitir o isolamento de um 

fragmento de S,Okb de acordo com o mapa de restrição montado a partir de digestões 

do DNA genãmico de Caulobacter (Fig.4). O gel contendo as digestões Xbal e Clal 

(Fig.4a) foi transferido para membrana de nylon e hibridado com o fragmento 95/XbaI 

de 2,Okb marcado com 3Zp como sonda (Fig.S). O autorradiograma (Fig.4b) mostra o 

reconhecimento pela sonda do fragmento Xbal/ClaI de S,Okb como esperado. Este 

fragmento foi isolado através de gel preparativo e eletroeluição, e ligado ao vetor 

Bluescript KS também digerido com Xbal/Clal. Um clone contendo agora a sequência 

completa do gene groEL foi isolado e denominado pMA5. Procedeu-se então a 

digestão de pMAS com diferentes enzimas de restrição para preparação de um 

"Southern blot" que mostrou que o fragmento Xbal/Clal de S,O kb deveria conter 

sequências a S'e a 3'de groEL pois o mesmo hibridou tanto com o fragmento XbaI de 

2,Okb do clone 95-1 quanto com a porção 3' do gene groEL de E.coli (não mostrado). 

1.3 - Sequenciamento do operon groESL. 

A análise do padrão de restrição do clone pMA9S permitiu a identificação e 

posterior isolamento de um fragmento de 2,Okb quando digerido com a enzima Xbal. 

Este fragmento é liberado do vetor pela presença de um sítio de XbaI no clone e outro 

no vetor Bluescribe (Fig.S). Este fragmento foi subclonado no vetor M13mp19 e 

analisado por sequenciamento confirmando, em uma de suas extremidades, a 
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groEL 
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Figura 3 - Esquema mostrando a estratégia utilizada para clonagem de um fragmento 
contendo o operon groE completo através de recombinação homóloga. 
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.... Xbal/Clal 
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Figura 4 - (A) Eletroforese em gel de agarose 1 % (tampão TAE), corado com brometo 
de etídio, mostrando digestão dos plasmídeos dos clones obtidos por recombinação 
homóloga com as enzimas Xbal/Clal. Raias 1 e 2 - Saci; raia 3 - EcoRI e raia 4 - Kpnl. 
Raia 5 - padrão de peso molecular correspondendo aos fragmentos de DNA do 
bacteriofago À digerido com HindIII (23,lkb; 9,4kb; 6,Skb; 4,4kb; 2,3kb; 2,Okb). (B) 
Auto-radiograma correspondente ao "Southern blot" do gel hibridado com o fragmento 
XbaI de 2,Okb isolado do clone pMA95 e marcado com 32p como sonda. A seta indica o 
fragmento XbaI/ClaI de 5,0 kb. 
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Figura 5 - Esquema representando a posição do operon groESL nos fragmentos Dral, 

Asel e Spel do DNA genômico de C.crescentus e o mapa de restrição com os fragmentos 

do operon groE isolados e dona dos nos plasmídeos pMA9S, pMAS e pMAlO. 

Asel 

Oré 
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sequência correspondente ao gene groEL. A partir deste clone foi feita uma preparação 

de RF em gradiente de CsCI para se obter subclones através do método de deleções 

progressivas de Hennikof (Hennikof, 1987). 

Os subclones deletados obtidos foram analisados inicialmente com relação 

ao padrão de bases T para posterior sequência das 4 bases dos sub clones de interesse. 

Análise através de géis de agarose também foi feita selecionando-se os subclones que 

apresentavam tamanho entre o vetor M13mp 19 sem inserto e um determinado 

subclone deletado já identificado. O sequenciamento através de subclones deletados e 

também com o uso oligonucleotídeos sintéticos permitiu a leitura de 

aproximadamente 1,3kb do clone pMA9S. A sequência obtida mostrou que o clone 

continha o gene groES, parte do gene groEL e 1,0kb a 5' de groES. 

O sequenciamento do restante do gene groEL de Cau/obacter, obtido do 

clone pMAS, foi feito a partir do fragmento PvuII de I,Skb (Fig.S) que hibridou com a 

porção 3' do gene groEL de E.co/i. Este fragmento foi subclonado no vetor Bluescript 

KS digerido com EcoRV (gera extremidade do tipo aparada) compatível com o sítio 

PvulI. O clone contendo o fragmento PvuII de I,Skb, teve seu plasmídeo isolado e 

digerido com EcoRI/HindIlI, enzimas cujos sítios estão presentes no sítio múltiplo de 

clonagem do vetor M13. O fragmento EcoRI/HindIlI isolado foi ligado tanto ao 

M13mp 18 quanto ao M13mpl9 permitindo seu sequenciamento nas duas orientações. 

As sequências obtidas que corresponderam a groEL de Cau/obacter mostraram 

sobreposição com o final da sequência já determinada a partir do clone pMA9S e se 

estenderam cerca de 300pb no sentido 3' do gene. Essa sobreposição foi importante 

pois garantiu a união entre as duas sequências. O sequenciamento desse fragmento foi 

feito utilizando-se oligonucleotídeos sintéticos como iniciadores das reações. A Fig.S 

mostra o mapa de restrição dos genes groE bem como sua posição no genoma de 

Cau/obacter. Para isto o DNA cromossomal de C.crescentus foi digerido com enzimas 

cujos sítios são pouco presentes no genoma (DraI, SpeI e AseI) e os fragmentos de 

DNA obtidos foram resolvidos em eleroforese de campo pulsado (PFGE). O 

"Southern blot" deste gel foi hibridado com o inserto XbaI de 2,Okb do clone pMA9S 

marcado com 32p . O auto-radiograma do filtro mostrou que a sonda hibridou com o 

fragmento DraI de 400kb, AseI de 16Skb e um fragmento menor do que SOkb da 

digestão com SpeI. Estes resultados indicam que os genes groESL estão localizados 

próximo à posição 1100 do mapa físico de C.crescentus (Ely, 1991). A sequência 

completa do operon groESL de Cau/obacter está mostrada na Fig.6. Nota-se duas 

repetições invertidas nesta sequência. Uma a 5' de groES muito semelhante a 

repetições invertidas presentes a 5' de certos genes de choque térmico em várias 
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bactérias e recentemente denominada CIRCE (Zuber e Schumann, 1994) por estar 

envolvida na regulação destes genes (Tabela 1). A outra repetição invertida está 

localizada a 3' de groEL e pode ser um sinal de terminação de transcrição. 

Tabela 1 - Repetição invertida na região 5' do operon groESL de C. crescentus 

~cr~anms GTTGGCACTCG-N7 -CGACTGCTAAC 

Consenso· TTAGCACTC -N9 - GAGTGCTAA 

• Sequência consenso do elemento CIRCE obtido de Hecker et 0/. (1996) 

A sequência de aminoácidos de GroES e de GroEL, deduzidas a partir dos 

genes sequenciados está mostrada na Fig.7, em comparação com sequências de GroES 

e GroEL de outras bactérias. As proteinas GroES e GroEL deduzidas a partir da 

sequência de nucleotídeos obtida apresentam 44% e 70% de identidade com as 

proteínas correspondentes de E.co/i (Hemmingsen et 0/., 1988), respectivamente. O 

maior grau de identidade obtido por comparação com proteínas de outras bactérias foi 

de 71% com Brualla abortus (Lin eta/., 1992) no caso de GroES e de 76% para GroEL 

comparada com Rhizobium me/i/oti (Rusanganwa e Gupta, 1993). 

2 - Análise do padrão de expressão de groES e groEL através de "N orthern blot". 

O RNA total de células de C.crescentus crescidas a 30°C ou submetidas a 

tratamento por choque térmico a 42°C por diferentes tempos foi isolado e analisado 

através de "Northern blots". A hibridação foi feita com o fragmento XbaI de 2,Okb do 

clone pMA95 contendo o gene groES e parte do gene groEL marcado com 3Zp como 

sonda. Essa análise permitiu a determinação de um único mRNA hibridando com os 

dois genes, correspondendo a aproximadamente 2,3 kb (Fig. 8a), suficiente para 

codificar tanto GroES quanto GroEL, indicando que os dois genes formam um operon 

como em E.co/i e outras bactérias. Esta determinação foi feita utilizando-se marcador 

de peso molecular de RNA 9,0-0,24kb (BRL). O "Northern blot" mostra também que 

a indução dos genes groES e groEL pelo choque térmico ocorre rapidamente. Aos 5 

mino de exposição temos um grande aumento nos níveis que continuam aumentando 

aos 20 min., (Fig. 8a) diferentemente do observado com o operon de choque térmico, 

dnaKJ de C.crescentus, cujos níveis de mRNA começam a decrescer após 15 mino de 



-318 CAAGAACGAAGGCGCCATAATAGTGGGGGTGATAATGAGGCCGCACCCCCGGCGCGCCGTTGTCGAGGCCGCCCGCCGCCAGAGTCGCGCCATAGAAGGCCCGGGAGGCCTGGAGATCCC 

-198 GCACCGTCACGCCCATATGGTCCATCATCGAAGCGCTCCCCTTAACCGCGCCCGAAAAAACTTCGCGGCGCGCGTCCTTGACTCCCCGAGGGCCGGCGCCTAACTCACCAGCGTCGTTGG 
»»> 

-78 CACTCGAATGGAGCGACTGCTAACAGTCCCGCTCCCGCGCCAGCGCGTCTTATTTCAACCGTTCCGACGGAGAAGATCATGAAGTTTCGTCCCCTGGGCGACCGCGTCCTCGTGAAGCGC 
»»» «««««< -- M K F R P L G D R V L V K R 

42 GTCGAAGAAGAAACCAAGACCAAGGGCGGGATCATCATCCCCGACACCGCCAAGGAAAAGCCGCAAGAAGGCGAAGTCGTCCGGTCCGGCCCCGGCGCCCGCAACGAGCACACGTCGTCG 
V E E E T K T K G G I I I P D T A K E K P Q E G E V V R S G P G A R N E H T S S 

162 CCGCTGGACGTCAAGGCCGGCGACCGCATCCTGTTCGGCAAGTGGTCGGGCACCGCAAGTGAAGGCACGAAGGTGAAGGTCACGTCAGACCTCCTGATCATGAAGGAAAGCGACGTCCTG 
P L D V K A G D R I L F G K W S G TAS E G T K V K V T S D L L I M K E S D V L 

282 GGCGTGGTCGAAGCCTAATCGGCTTCCCGCTCTCCACCCGCTTTCCAAACGTTTCTCTTTTAGAAGGGCTCTAAAATGGCCGCTAAAGACGTCTATTTCTCCTCCGACGCGCGCGACAAG 
GVVEA -- MAAKDVYFSSDARDK 

402 ATGCTGCGCGGCGTCAACATCCTCGCCAACGCGGTGAAGGTGACCCTGGGCCCCAAGGGCCGCAACGTCGTCATCGAAAAGTCGTTCGCGGCCCCGCGCACCACCAAGGACGGCGTCTCG 
M L R G V N I L A N A V K V T L G P K G R N V V I E K S F A A P R T T K D G V S 

522 GTCGCCAAGGAAATCGAACTGGCTGACAAGTTCGAGAACCTCGGCGCGCAGATGATCCGCGAAGTCGCCAGCAAGACCAACGACAAGGCCGGCGACGGCACCACGACCGCCACGGTCCTG 
V A K E I E L A D K F E N L G A Q M I R E V A S K T N D K A G D G T T T A T V L 

642 GCCCAAGCCATCGTCCAGGAAGGCCTCAAGTCGGTCGCCGCCGGCATGAACCCGATGGACCTGAAGCGCGGCATCGACAAGGCCGTCGCCATCGCCATCGAGGACATCAAGACGTCCTCG 
A Q A I V Q E G L K S V A A G M N P M D L K R G I D K A V A A I E D I K T S S 

762 AAGAAGGTCACCACCAACGCTGAAATCGCTCAGGTAGGCACCATCTCGGCCAACGGCGACAAGGAAGTTGGCGAGATCGCCAAGGCCATGGACAAGGTCGGCAACGAAGGCGTCATCACC 
K K V T T N A E I A Q v G TIS A N G D K E V G E I A K A M D K V G N E G V I T 

882 GTCGAAGAAGCCAAGACCGCCGAGACCGAACTCGACGTCGTCGAAGGCATGCAGTTCGACCGCGGCTACCTGTCGCCGTACTTCATCACCAACGCCGACAAGATGGAAGTTCAGCTGGAA 
V E E A K T A E T E L D V V E G M Q F D R G Y L S P Y F I T N A D K M E V Q L E 

1002 GAGCCGCTGATCCTCCTGTCTCGAAAGAAGCTGTCGTCGCTGCAGCCGCTGCCGGTGCTGGAAGCCGTCGTCCAGTCGGGCCGTCCGCTGCTGATCATCGCTGAAGACGTCGAAGGCGAG 
E P L I L L S R K K L S S L Q P L P V L E A V v Q S G R P L L I I A E D V E G E 

1122 GCCCTGGCCACGCTGGTCGTCAACAAGCTGCGTGGCGGCCTGCGCGTCGCCGCCGTCAAGGCTCCGGGCTTCGGCGACCGCCGCAAGGCCATGCTGGAAGACATCGCCATCCTGACCGGC 
A L A T L V V N K L R G G L R V A A V K A P G F G D R R K A M L E D I A I L T G 

1242 GCTCAAGTCGTCAGCGAAGACATCGGCATCAAGCTCGAGAACGTCTCGCTGGAAATGCTGGGCCGCGCCAAGAAGGTCTCGATCACCAAGGACGACACCACGATCGTGGACGGCGTGGGT 
A Q v v S E D I G I K L E N V S L E M L G R A K K V S I T K D D T T I V D G V G 

1362 GAGAAGGCCGACATCGAGGCCCGTATCGCCCAGATCAAGCGCCAGATCGAAGACACCACCTCGGACTACGACAAGGAAAAGCTGCAAGAGCGTCTGGCCAAGCTGGCCGGCGGCGTTGCG 
E K A D I E A R I A Q I K R Q I E D T T S D Y D K E K L Q E R L A K L A G G V A 

1482 GTCATCCGCGTCGGCGGCTCGACCGAAGTCGAAGTGAAGGAAAAGAAGGACCGCGTTGACGACGCCCTGAACGCGACCCGCGCGGCCGCCGACGAAGGCATCGTCCCGGGCGGCGGCACG 
V I R V G G S T E V E V K E K K D R V D D A L N A T R A A A D E G I V P G G G T 

1602 GCCCTGCTGAAGGCCTCCAAGGCCTCCGCGGTCGTTGGCGACAACGATGACCAGACCGCCGGCATCGCCATCGTCCGCCGCGCCCTGCAGGCCCCGATCCGTCAGATCGCCGAAAACGCC 
A L L K A S K A S A V V G D N D D Q T A G I A I V R R A L Q A P I R Q I A E N A 

1722 GGCGTCGAAGGCTCGATCGTGGTCGGCAAGATTCTGGAAAACGACAACAGCGCGTTCGGCTTCAACGCCCAGACCGAGCAGTATGTCGACCTGGTCGTCGACGGCGTCATCGACCCGGCC 
G V E G S I V V G K I L E N D N S A F G F N A Q T E Q Y V D L V V D G V I D P A 

1842 AAGGTTGTCCGCACGGCTCTGCAGAACGCCGCCTCGGTGGCAGGCCTGCTGATCACCACGGAAGCCGCGATCGTCGTAAGCCCCCAAGAAGGGCGGCGGCGCCCGGCCGGCGGCGGCATG 
K V V R T A L Q N A A S V A G L L I T T E A A I V V S P Q E G R R R P A G G G M 

1962 CCGGGCGGCATGGGCGACATGGACTTCTAAGGAAGTCCATAAAGTCGCCCATCTCCCAAAGAGATCTGGATCGGCCCAGCCGATCGAAGCGGCGACATGGACTTCTAAGGAAGTCCGGTC 
P G G M G D M DF»> »»»» «««««< 

2082 ATTCAACCGATATGACGAAGGGCGGGG 

Figura 6 - Sequência de nucleotídeos do operon groESL de Cau/obacter crescentus. A 
sequência deduzida de aminoácidos está mostrada abaixo da sequência de 
nucleotídeos. As prováveis sequências Shine-Dalgarno dos genes groES e groEL estão 
sublinhadas. Os sinais (><) indicam regiões de repetição invertida capazes de formar 
alças. O sinal (*) indica os códons de término de tradução. Esta sequência está 
presente no banco de dados GenBank/EMBL com o número de acesso L41394. 
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GroES 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 
cc M---KFRPLGDRVLVKRVEEETKTKGGIIIPDTAKEKPQEGEVVRSGPGARNEHTS-SPLDVKAGDRILFGKWSGTASEGTKVKVTS-DLLIMKESDVLGVVEA 
BA MADIKFRPLHDRVVVRRVESEAKTAGGIIIPDTAKEKPQEGEVVAAGAGARDEAGKLVPLDVKAGDRVLFGKWSGTE-----VKIGGEDLLIMKESDILGIV-G 
RM t1ASTNFRPLHDRVVVRRVESEEKTKGGIIIPDTAKEKPQEGEIVAVGSGARDESGKVVPLDVKAGDRILFGKWSGTE-----VKINGEDLLIMKEADIMGVI-G 
EC M---NIRPLHDRVIVKRKEVETKSAGGIVLTGSAAAKSTRGEVLAVGNGRILENGEVKPLDVKVADIVIFNDGYGVKSE----KIDNEEVLIMSESDILAIVEA 

*** *** * '* '* '* '* *** ** * * 

GroEL 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
cc MAAKDVYFSSDARDKMLRGVNILANAVKVTLGPKGRNVVIEKSFAAPRTTKDGVSVAKEIELADKFENLGAQMIREVASKTNDKAGDGTTTATVLAQAIV 
BA MAAKDVKFGRTAREKMLRGVDILADAVKVTLGPKGRNVVIEKSFGAPRITKDGVSVAKEVELEDKFENMGAQMLREVASKTNDTAGDGTTTATVLGQAIV 
RM MAAKEVKFGRSGREKMLRGVDILADAVKVTLGPKGRNVVIDKSFGAPRITKDGVSVAKEIELEDKFENMGAQMVREVASKTNDIAGDGTTTATVLAQAIV 
EC MAAKDVKFGNDARVKMLRGVNVLADAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTITKDGVSVAREIELEDKFENMGAQMVKEVASKANDAAGDGTTTATVLAQAII 

****.* * '* ****** **.************** ***.** ******** * ** *****.**** *****.** ***********.*** 

110 120 130 140 150 160 170 180 190 
CC QEGLKSVAAGMNPMDLKRGIDKAVAIAIEDIKTSSKKVTTNAEIAQVGTISANGDKEVG-EIAKAMDKVGNEGVITVEEAKTAETELDVVEGMQFDRGYL 
BA QEGAKAVAAGMNPMDLKRGIDLAVNEVVAELLKKAKKINTSEEVAQVGTISANAEAEIGKMIAEAMQKVGNEGVITVEEAKTAETELEVVEGMQFDRGYL 
RM REGAKAVAAGMNPMDLKRGIDLAVAEVVKDLLAKAKKINTSDEVAQVGTISANGEKQIGLDIAEAMQKVGNEGVITVEEAKTAETELEVVEGMQFDRGYL 
EC TEGLKAVAAGMNPMDLKRGIDKAVTAAVEELKALSVPCSDSKAIAQVGTISANSDETVGKLIAEAMDKVGKEGVITVEDGTGLQDELDVVEGMQFDRGYL 

*.*************** ********+ ** **.***.******* **.************ 

210 220 230 240 250 260 270 280 290 
CC SPYFITNADKMEVQLEEPLILLSRKKLSSLQP-LPVLEAVVQSGRPLLIIAEDVEGEALATLVVNKLRGGLRVAAVKAPGFGDRRKAMLEDIAILTGAQV 
BA SPYFVTNPEKMVADLEDAYILLHEKKLSNLQALLPVLEAVVQTSKPLLIIAEDVEGEALATLVVNKLRGGLKIAAVKAPGFGDRRKAMLEDIAILTGGQV 
RM SPYFVTNPEKMVADLEDAFILLHEKKLSNLQAMLPVLEAVVQTGKPLLIIAEDVEGEALATLVVNKLRGGLKIAAVKAPGFGDRRKAMLEDIAILTGGTV 
EC SPYFINKPETGAVELESPFILLADKKISNIREMLPVLEAVAKAGKPLLIIAEDVEGEALATAVVNTIRGIVKVAAVKAPGFGDRRKAMLQDIATLTGGTV 

**.* ******* **************** *** ****************.*** *** * 

310 320 330 340 350 360 370 380 390 
CC VSEDIGIKLENVSLEMLGRAKKVSITKDDTTIVDGVGEKADIEARIAQIKRQIEDTTSDYDKEKLQERLAKLAGGVAVIRVGGSTEVEVKEKKDRVDDAL 
BA ISEDLGIKLESVTLDMLGRAKKVSISKENTTIVDGAGQKAEIDARVGQIKQQIEETTSDYDREKLQERLAKLAGGVAVIRVGGATEVEVKEKKDRVDDAL 
RM ISEDLGIKLESVTLDMLGRAKKVSITKENTTIVDGAGQKSDIEGRVAQIKAQIEETTSDYDREKLQERLAKLAGGVAVI RVGGAT EVEVKEKKDRI O DAL 
EC ISEEIGMELEKATLEDLAQAKRVVINKDTTTIIDGVGEEAAIQGRVAQIRQQIEEATSDYDREKLQERVAKLAGGVAVIKVGAATEVEMKEKKARVEDAL 

**.* * * ***.** * *** *****.******.**********.** ****.**** * 

410 420 430 440 450 460 470 480 490 
CC NATRAAADEGIVPGGGTALLKASKASA-VVGDNDDQTAGIAIVRRALQAPIRQIAENAGVEGSIVVGKILENDNSAFGFNAQTEQYVDLVVDGVIDPAKV 
BA NATRAAVEEGIVAGGGTALLRASTKIT-AKGVNADQEAGINIVRRAIQAPARQITTNAGEEASVIVGKILENTSETFGYNTANGEYGDLISLGIVDPVKV 
RM NATRAAVQEGIVPGGGVALLRSSVKIT-VKGENDDQDAGVNIVRRALQSPARQIVENAGDEASIVVGKILEKNTDDFGYNAQTGEYGDMIAMGII DPVKV 
EC HATRAAVEEGVVAGGGVALIRVASKLADLRGQNEDQNVGIKVALRAMEAPLRQIVLNCGEEPSVV-ANTVKGGDGNYGYNAATEEYGNMIDMGILDPTKV 

***** ** * *** ** * * ** * ** 

510 520 530 540 
CC VRTALQNAASVAGLLITTEAAIVVSPQEGRRRPAGGGMPGGMGDMD-F­
BA VRTALQNAASVAGLLITTEAMlAELPKKDAAPAGMPGGMGGMGGMD-F­
RM VRTALQDAASVASLLITTEAMlAELPKKDAP--AMPGGMGGMGGMD-MM 
EC TRSALQYAASVAGLMITTECMVTDLPKNDAADLGAAGGMGGMGGMGGMM 

*.*** ***** * **** **** * 

* *** '* * * * * * 

Figura 7 - Comparação das sequências de aminoácidos de GroES e GroEL, 
deduzidas da sequência de nucleotídeos, com as sequências de proteínas 
homólogas. Espaços (-) foram adicionados para maximizar o alinhamento. Os 
resíduos de aminoácidos idênticos (.) e as mudanças conservativas (.) estão 
indicados. CC, Caulobacter crescentus; BA, Brocefla abortus; RM, Rhizobium meliloti; 
EC, Escherichia coli. O alinhamento foi feito utilizando-se o programa 
CLUSTAL V (Higgins e Sharp, 1988). 

** ** 
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indução (Gomes ct ai., 1990). O gráfico mostrado na Fig.8b indica um aumento da 

ordem de 50 vezes nos níveis de tanscrição de groEL. Foram também analisados RNAs 

de células submetidas a tempos mais longos de choque térmico com o objetivo de se 

verificar a transitoriedade da resposta. Os RNAs utilizados neste experimento foram 

obtidos de células incubadas a 40°C por 15, 45, 90 e 120 mino (não mostrado). Estes 

resultados também indicaram altos níveis de mRNA em células mantidas por 120min. 

a 40°C. 

Com o objetivo de se verificar possíveis variações nos níveis do RNA mensageiro 

transcrito durante o ciclo celular, o RNA total de células sincronizadas de Caulobactcr 

correspondentes aos tempos O, 45, 90, 135 e 180 minutos do ciclo celular foram 

isolados (Fig.9) e analisados em "Northern blots". O isolamento de RNA do ponto zero 

correspondendo às células móveis foi feito mantendo-se as células sempre a 40 C. Este 

cuidado impede que estas células sejam submetidas ao efeito de choque térmico no 

momento em que são transferidas de 4°C para 300 e para iniciar-se o ciclo celular, 

permitindo uma análise mais precisa desse resultado. O padrão observado apresentou 

um ponto máximo de síntese do mRNA no tempo 135min., correspondendo às células 

do tipo prédivisional, o que coincide com o pico de síntese de GroEL determinado 

anteriormente (Gomes ct ai., 1986), indicando um controle a nível de transcrição para 

este gene. 

3 - Análise do acúmulo de GroEL através de "Western blot". 

Este tipo de análise teve por objetivo a determinação das quantidades 

totais de GroEL nos diferentes tipos celulares. Extratos totais de células de diferentes 

fases do ciclo celular de Caulobactcr, correspondentes aos tempos 0,30, 60, 90, 120, 150 

e 180 mm., foram preparados e submetidos a eletroforese em gel de 

poliacrilamida/SDS. A análise através de "Western blots" foi feita utilizando-se o 

anticorpo monoclonal anti-HSP 60 (Sigma) diluído 1/100. A revelação foi feita com 

anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina. O resultado obtido 

(Fig.10a) mostrou uma pequena variação nos níveis da proteína GroEL ao longo do 

ciclo celular, sendo os tempos 60 e120 minutos, respectivamente, os pontos de mínimo 

e máximo acúmulo da proteína, coincidindo com o padrão de acúmulo do RNA 

groESL. O mesmo tipo de análise foi feito com extratos totais obtidos a partir uma 

população mista de células crescidas a 300 e e submetidas a choque térmico a 400 e por 

5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min .. A Fig.10b mostra o acúmulo da proteína até 

60 minutos depois do choque térmico, com aumento da ordem de 5 vezes nos níveis 
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Figura 8 - (A) Auto-radiograma correspondente ao "Northem blot" de RNA total isolado 
de células de Cau/obacter da cepa selvagem NAI000 incubadas a 300 C ou tratadas com 
choque térmico a 420 C por 5, 10, 15 e 20 minutos, hibridado com o fragmento XbaI de 
2,Okb do clone pMA95 marcado com 32p como sonda. (B) Gráfico obtido a partir da 
densitometria do auto-radiograma mostrado em (A). As quantidades de RNA foram 
normalizadas pela densitometria das bandas correspondentes aos RNAs ribossomais (238 e 
168) visualizados por incubação do gel com brometo de etídeo e luz ultravioleta. 
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Figura 9 - (A) Auto-radiograma correspondente ao "Northern blot" contendo RNA 
total isolado de células sincronizadas de Coulobocter da cepa selvagem NAlOOO 
incubadas a 30oC, hibridado com o fragmento XboI de 2,Okb do clone pMA95 
marcado com 32p como sonda. Os tipos celulares predominantes em cada ponto do 
ciclo celular estão representados acima da canaleta correspondente. (B) Gráfico obtido 
a partir da densitometria do auto-radiograma mostrado em (A). As quantidades de 
RNA foram normalizadas pela densitometria das bandas correspondentes aos RNAs 
ribossomais visualizados por incubação do gel com brometo de etídeo e luz 
ultravioleta. 
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Figura 10 - Análise do acúmulo de GroEL durante o ciclo celular de C. crescentus (A) 
e após choque térmico (B). As proteínas totais de células das diferentes fases do ciclo 
celular e de diferentes tempos após choque térmico a 40°C foram resolvidas em SDS­
PAGE, transferidas para nitrocelulose, incubadas com anticorpo monoclonal anti-HSP 
60 (Sigma) e reveladas com anti-IgG de camundongo conjugado à fosfatase alcalina. 
Os gráficos mostrando os níveis relativos de GroEL, obtidos por densitometria, estão 
mostrados abaixo do "blot" correspondente. 
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de GroEL, comparado com os níveis a 30°C. Aos 90 mIno após o choque térmico os 

níveis são mais baixos que após 60 min., porém mesmo após 180 mino de tratamento os 

niveis ainda são cerca de 2,5 vezes mais altos do que a 30°C. 

4 - Determinação dos inícios de transcrição do operon groESL. 

Os inícios de transcrição foram determinados por experimentos de extensão 

de oligonucleotídeo sintético, utilizando-se RNA total de células crescidas a 30°C ou 

submetidas a tratamento por choque térmico a diferentes temperaturas: 40, 42 e 46°C 

por 15 mino (Fig.11b). Os resultados obtidos indicam uma mudança nos sítios usados 

para início da transcrição de groESL~ quando as células são submetidas a um aumento 

na temperatura de incubação. Foram identificados 2 inícios de transcrição (-119 e -88) 

em células crescendo a 30°C e os promotores responsáveis por estes inícios foram 

denominados P1 e P2, respectivamente. Ocorre uma diminuição de transcrição a partir 

de P1 e um aumento marcante a partir de P2 durante o choque térmico. O terceiro 

sinal obtido ocorre somente em células submetidas a choque térmico (-63) e está na 

região correspondente à repetição invertida ou elemento CIRCE (Fig.11c), que pode 

formar uma estrutura em alça e talvez cause uma parada prematura da trascriptase 

reversa. 

Os inícios de transcnçao também foram determinados para as células 

incubadas a 40°C por 15, 45, e 120 mino (Fig.11a). Os níveis de transcrição obtidos 

destas amostras permanecem aumentados com relação a células controle crescidas a 30° 

C, mesmo após 120min., ainda que a níveis mais baixos do que após 45 minutos. As 

sequências próximas aos inícios de transcrição correspondentes às regiões -10 e -35, 

características dos promotores de procariotos, foram identificadas por comparação com 

sequências consenso e estão destacadas na Fig.10c. De acordo com estas sequências e 

com os resultados obtidos das análises de início de transcrição, os promotores P1 e P2 

podem ser considerados ativos a temperatura normal de crescimento de Caulobaaer (30 

CC) enquanto durante o choque térmico ocorre aumento de transcrição a partir de P2, 

cujas sequências seguem melhor o consenso de promotores de choque térmico 

caracterizados em E.coli (Tabela 2). 

5 - Estudo da região promotora do operon groESL. 

5.1 - Construção de fusões de transcrição e ensaios de atividade do promotor. 

Para se determinar as sequências regulatórias responsáveis pelo controle por 

choque térmico e pelo controle temporal do operon groESL foram obtidas fusões de 

transcrição entre diferentes fragmentos contendo a região promotora do operon groESL 
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Figura 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida/uréia mostrando a determinação dos inícios de 
transcrição do operon groESL por IIprimer extension ll

• RNA total obtido de células tratadas por choque 
térmico a 40°C por 15, 45 e 120min. (A) ou RNA total obtido de células incubadas a 30°C ou tratadas 
por choque térmico a 40°C, 42°C e 46°C por 15 mino (B) foram hibridados com um oligonucleotídeo 
sintético complementar à sequência duplamente sublinhada em (C). As posições dos nucleotídeos 
correspondentes aos inícios de transcrição estão indicadas em relação ao ATG (+ 1) da Metionina 
iniciadora. As setas indicam os inícios correspondentes aos promotores P1 e P2. O terceiro sinal obtido 
indicado pela seta corresponde à região da repetição invertida. (C) Sequência da região promotora do 
operon groE de Cau/obactcr mostrando: os inícios de transcrição ("-'), as regiões regulatórias -10 e -35 
(sublinhado) dos dois prováveis promotores, a repetição invertida ou elemento CIRCE (~f-), a 
sequência complementar ao oligonucleotídeo utilizado nos ensaios de II primer extension ll (duplo 
sublinhado) e a sequência Shine-Dalgarno (retângulo) do gene groES. 



Tabela 2 - Sequências promotoras de C. crescenfus e E.coli 

Promotor Região (-35) Espaçamento(pb) Região (-10) 

Consenso a 32 de E.coli TCTC-CCCTTGAA 13-15 CCCCAT-TA 

E.co/i 

groE Pl TTTCCCCCTTGAA 13 CCCCATTTC 

dnaKPl TCTCCCCCTTGAT 14 CCCCATTTA 

dnaKP2 TTGGGCAGTTGAA 13 CCCCTATTA 

C.crescenfus 

groE P2 GCGCGTCCTTGAC 15 GCCTAACTC 

dnaKPl TTATGGCCTTGCG 14 CCCCATATC 

Consenso s 70 de C.crescenfus 
A 

TTG--- 16 CTA-AC C 
T 

C.crescenfus 
groE Pl TTAACC 17 CGGCGCGC 
dnaKP2 TTGACG 15 CACAACGC 

As sequências promotoras de E.coli foram obtidas de Cowing ef ai. (1985) and 

Zhou ef ai. (1988) e as de C. cresccnfus, de Gomes cf ai. (1990), Malakooti cf ai. 

(1992), Avedissian cf ai. (1995), e deste trabalho. Os nucleotídeos que seguem 

os consensos estão mostrados em negrito. 
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e o vetor p/acZ/290 (Gober e Shapiro, 1992), de forma que o gene lacZ, sem o seu 

promotor, presente no vetor estivesse sob o controle da região regulatória de groESL. A 

construção inicial obtida continha o fragmento Xbal/BspHI de 1,Okb (Fig.12), devendo 

apresentar todas as sequências necessárias para o controle por choque térmico e pelo 

ciclo celular. Este fragmento foi primeiramente isolado do clone pMA95 e subclonado 

no vetor pUCBM20 digerido com XbaI e NcoI (que possui sítio de restrição compatível 

com BspHI). Em seguida, o fragmento foi isolado digerindo-se o vetor com EcoRI e 

HindllI, garantindo-se dessa forma a orientação correta para ligação no vetor p/acZ/290. 

Esta construção, denominada pMA10, foi transferida para Caulobacter por conjugação 

com E.coli carregando o plasmídeo e os conjugantes obtidos ensaiados para atividade 

de f3-galactosidase. O isolamento de fragmentos específicos da região promotora, 

usados nas construções pMA11 a pMA18, foi feito através de reações de PCR (Fig, 12). 

Os diferentes fragmentos isolados continham deleções progressivas na porção 5' da 

região regulatória (pMA11, 13, 17 e 18). A clonagem destes fragmentos no vetor 

p/acZ/290 foi feita sempre utilizando-se os sítios para enzimas EcoRI a 5' e HindlII a 3' 

do fragmento isolado. Esses sítios estavam presentes nos oligonucleotídeos usados nas 

reações de PCR ou foram obtidos após subclonagem. A comparação dos valores de 

atividade nas diferentes construções mostram uma diminuição progressiva conforme as 

sequências a 5' do promotor são deletadas (pMA10, pMA11 e pMA13, pMA17 e 

pMAI8) até a deleção do promotor Pl (pMAI8), passando de um valor de 1977 

unidades (pMA11) para 1124 unidades (pMAI8) de f3-galactosidase. A indução por 

choque térmico porém permanece, em todos os casos, da ordem de duas vezes. 

Para se investigar o papel da repetição invertida no controle da expressão 

de groESL foram obtidas mutações sítio-dirigidas nesta região. As deleções a 5' de P2 

não afetaram o controle temporal (Fig.13), indicando que as sequências em P2 ou a 3' 

de P2 são responsáveis pelo controle durante o ciclo celular. As reações de mutagênese 

sítio- dirigida foram preparadas no laboratório pela estudante de doutorado Regina L. 

Baldini. Os novos fragmentos contendo as mutações foram preparados a partir do 

fragmento correspondente ao pMA11 e apresentam substituições de 3 nucleotídeos no 

braço 5' da repetição invertida (pRB19), no braço 3' (pRB20) ou nos dois braços 

(pRB21) (Fig.14). Esses fragmentos obtidos por mutagênese sítio-dirigida, conforme 

descrito em Materiais e Métodos, foram isolados e digeridos com as enzimas 

adequadas para ligação ao vetor p/acZ/290 na orientação correta. Estas mutações foram 

feitas para se estudar o papel da alça que pode formar-se devido à repetição invertida 

alterando sua sequência impedindo o pareamento dos braços (pRB 19 e 20) ou 

refazendo a estrutura com outra sequência (pRB21) e mostraram um aumento na 
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Figura 12 - Esquema mostrando os fragmentos da reglao regulatória do operon 
groESL utilizados nas fusões de transcrição com p/acZ/290 e os respectivos valores de 
atividade de p-galactosidase. Os inícios de trancrição (~) e a sequência 
corrrespondente a repetição invertida (~f-) estão indicados. Ao lado estão mostrados 
os valores de atividade de transcrição dos fragmentos da região regulatória, obtidos 
através dos ensaios utilizando-se o gene da p-galactosidade como repórter de 
transcrição, a 300 e e após indução pelo choque térmico (40°C, Ih.). 
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atividade de J3-galactosidase nas células crescendo a 30°C, em relação à construção 

pMA11 contendo o mesmo fragmento sem as mutações. Estes valores sofriam ainda 

um aumento nas células submetidas a choque térmico. Em pRB21, onde os dois braços 

foram mutados refazendo a repetição invertida com outra sequência, o aumento em 

relação a pMA11 foi de mais de 2 vezes a 30°C, e ainda houve um aumento de 

atividade após o choque térmico. Este resultado sugere que a sequência da repetição 

invertida, e não a formação da alça, é que é importante na regulação, controlando de 

forma negativa a expressão de groESL a temperaturas normais. A construção pRB23 

contém a substituição de 4 bases na região -10 de promotor P2 e mostrou valores de 

atividade próximos aos valores basais do vetor sozinho indicando que o promotor P1 

por si só não confere atividade de transcrição. O fragmento pRB25 corresponde a 

mutação do braço 5' da repetição invertida introduzida no fragmento pMA18 e 

apresentou o mesmo comportamento obtido comparando-se as contruções pRB 19 e 

pMA11. 

5.2 - Controle temporal da expressão de GroESL. 

O estudo do controle temporal durante o ciclo celular foi feito analisando­

se fragmentos da região regulatória utilizados nas fusões de transcrição através de 

imunoprecipitação com anticorpo anti-J3-galactosidase para se analisar a síntese de 

J3-galactosidase em cada ponto do ciclo celular. As proteínas das células contendo 

diferentes construções foram marcadas com pulsos de eSS1-metionina durante os 

tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos do ciclo celular da bactéria, 

imunoprecipitadas e analisadas em gel de SDS-poliacrilamida. Os resultados obtidos 

motraram que o controle temporal ainda é mantido mesmo na construção pMA18 cujo 

fragmento contém apenas o promotor P2 e a repetição invertida (Fig.13). A perda do 

controle temporal foi observada entretanto nas contruções analisadas pRB 19, 20 e 21, 

contendo mutações na repetição invertida. A Fig.15 mostra as imunoprecipitações 

feitas com a construção pMAll, usada como controle, e as construções pRB 19, 20 e 21 

contendo as diferentes mutações na repetição invertida, permitindo a comparação 

entre os padrões de síntese de J3-galactosidase durante o ciclo celular. O padrão 

observado com a construção pMAll apresentou uma síntese máxima nos tempos 150 e 

180 minutos enquanto as contruções contendo os fragmentos mutados mostraram 

síntese constitutiva de J3-galactosidase. O controle da sincronia foi feito pela 

imunoprecipitação de amostras dos mesmos pontos do ciclo celular com anticorpo anti­

flagelina. O padrão de síntese das flagelinas obtido confirma a perfeita sincronia da 

cultura. 
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Figura 13 - Auto-radiograma dos géis de SDS-PAGE das proteínas imunoprecipitadas 
com anticorpo anti-f3-galactosidase, de células sincronizadas da cepa selvagem NAIOOO 
de Coulobocler contendo a fusão de transcrição pMAll (controle) ou a construção 
pMA18, preparada eliminando-se parte da região 5' do operon groESL inclusive o 
promotor PI. Os esquemas da região promotora contida em cada construção (ao lado) e 
os tipos celulares predominantes em cada ponto analisado (acima) também são 
mostrados. 
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groESL contendo as mutações sítio-dirigidas usados nas fusões de transcrição com o 
vetor p/acZ/290. Ao lado estão mostrados os valores de atividade de transcrição das 
regiões regulatórias mutadas, obtidos através dos ensaios utilizando-se o gene da ~­
galactosidase como repórter de transcrição em células crescendo a 30°C e após indução 

pelo choque térmico por Ih a 40°C. 
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6 - Análise dos níveis de transcrição de groESL nas cepas NAlOOO selvagem e LS2293 

(hrcA-). 

o efeito da regulação negativa da repetição invertida (CIRCE) visto na 

Figura 14 foi sugerido ser devido à ligação de uma proteína a esta sequência, 

funcionando como um repressor (Yuan e Wong, 1995b). O gene codificando tal 

proteína (hrcA) foi recentemente isolado em C.crescenfus e um mutante contendo este 

gene interrompido foi obtido (Roberts cf 01., 1996) na cepa LS2293. Para verificar o 

efeito desta mutação na expressão de groESL, amostras de RNA total isolado tanto da 

cepa selvagem como da cepa hnX foram analisadas em "Northern blots". Como 

controle, as mesmas amostras foram analisadas quanto à expressão do operon dnaKJ, 

que não possui na sua região regulatória a repetição invertida. A Fig.16 mostra os 

"Northern blots" dos RNAs da cepa selvagem e da cepa mutada isolados de células a 

30°C ou submetidas a choque térmico hibridados com os genes groESL (A) ou dnaKJ 

(C) de Caulobactcr marcados com 3Zp como sonda. Os gráficos (B) e (D) correspondem 

a densitometria dos respectivos sinais observados nos autorradiogramas dos "Northern 

blots". Esta análise revelou um aumento nos níveis de RNA somente no operon 

groESL quando comparado aos níveis na cepa selvagem a 30°C, sendo que a cepa 

mutante ainda apresentou indução por choque térmco. Os níveis de RNA do operon 

dnaKJ não foram alterados no mutante, mostrando comportamento igual ao observado 

na cepa selvagem. 

7 - Transitoriedade da resposta ao choque térmico. 

Os experimentos de "Northern blot" (Fig.8) e de determinação de início 

de transcrição (Fig.11) mostraram que ao contrário do que ocorre com o operon dnaKJ 

que apresenta níveis máximos de seu trancrito após 1S mino de choque térmico e 

níveis bem mais baixos após 20 mino (Gomes cf 01., 1990), groESL tem expressão 

máxima em torno de 30 mino após um aumento de temperatura, mantendo níveis 

elevados do mRNA até 2 horas após o choque térmico. Como o operon groESL possui 

a repetição invertida e o operon dnaKJ não, resolvemos investigar se mutações na 

repetição invertida, poderiam alterar a transitoriedade da resposta ao choque térmico 

degroESL. 

Os experimentos para estudo da transitoriedade da resposta ao choque 

térmico do operon groESL em Caulobactcr foram feitos com células de NA1000 e o 

mutante LS2293 (hnK) contendo as construções pMA11 (controle) e os mutantes na 

repetição invertida pRB 19, 20 e 21. As células das duas cepas tiveram suas proteínas 

marcadas com pulsos de 2 mino com C5S1-metionina a 300e e 5, 10, 15,30, 60, 90 e 120 
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mmutos após choque térmico a 40°C. Os extratos destas células foram 

imunoprecipitados com anticorpo anti-f3-galactosidase e resolvidos em gel de 

poliacrilamida/SDS. Os gráficos obtidos para NA1000 e LS2293 na Fig.17 

correspondem a densitometria dos autorradiogramas destas imunoprecipitações, sendo 

os valores apresentados em função do máximo considerado como 100%. O padrão de 

síntese observado na cepa selvagem (Fig. 17a) mostra um rápido aumento na síntese 

de f3-galactosidase que permanece elevada por mais tempo apenas para a construção 

pMA11. As construções contendo as mutações na repetição invertida também 

apresentaram resposta ao choque térmico, mas os níveis de síntese de f3-galactosidase 

decrescem mais rapidamente até valores próximos ao inicial (300 C). A análise das 

mesmas construções na cepa mutante (Fig.17b) mostrou um componamento 

semelhante entre a construção pMA11 e aquelas contendo a repetção invenida 

mutada. 
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Figura 16 - Comparação entre os níveis de RNA do operon groESL (A) e do operon 
dnaKJ (B) em células da cepa selvagem NAlOOO e do mutante LS2293 (hrcK) sob 
condições normais de crescimento (30°C) e após tratamento por choque térmico a 42° 
C por 10 min .. Os gráficos (B) e (D) foram obtidos pela densitometria dos sinais 
obtidos nos "Northern blots" (A) e (C), respectivamente. 
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Figura 17 - Análise do efeito das mutações sítio dirigidas no elemento CIRCE na 
transitoriedade da resposta ao choque térmico. Os gráficos representam a síntese 
relativa de f3-galactosidase das diferentes fusões de transcrição em células selvagens 
NAIOOO (A) e no mutante LS2293 (hrcK) (B) a 30°C (t=O) e após tratamento de 
choque térmico a 40°C. Os valores foram obtidos a partir da densitometria dos géis das 
imunoprecipitações dos extratos de células das duas cepas contendo as diferentes 
contruções. 
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IV - DISCUSSÃO 

Todos os organismos apresentam, em resposta a um aumento brusco na 

temperatura do meio ambiente, uma mudança no padrão de síntese protéica, pela 

indução da transcrição de um grupo específico de genes, que codificam proteínas 

conhecidas como Hsps e geralmente diminuindo a síntese das demais proteínas da 

célula. A resposta ao choque térmico tem caráter transitório sendo a síntese das Hsps 

regulada, principalmente, a nível transcricional porém controle a nível de tradução 

também já foi demonstrado (Storti et 0/., 1980). Algumas das Hsps são essenciais à vida 

normal da célula, sendo por isto também sintetizadas a temperaturas normais de 

crescimento dos organismos. Em Cou/obocter duas destas proteínas, DnaK e GroEL, 

foram identificadas e mostraram-se reguladas de forma diferencial durante o ciclo 

celular a 30°C. Experimentos de imunoprecipitação com anticorpos específicos contra 

cada uma destas proteínas mostrou que DnaK apresenta um pico de síntese na 

transição célula móvel-célula talo, enquanto GroEL, apreenta um máximo nas células 

prédivisionais (Gomes et 0/., 1986). 

A caracterização e estudo da regulação do operon groESL de Cou/obocter 

crescentus foi iniciada através do isolamento de um clone utilizando-se o operon groESL 

E.co/i como sonda. A análise de um banco genômico parcial de Cou/obocter com os 

genes groESL de E.co/i, permitiu o isolamento de um fragmento de DNA contendo a 

região regulatória, o gene groES e metade da região codificadora do gene groEL (clone 

pMA9S). A utilização deste fragmento para clonagem por recombinação homóloga foi 

feita com o objetivo de isolar-se um fragmento de DNA de Cou/obocter que contivesse 

o promotor, groES e a sequência completa do gene groEL (clone pMAS). Os dois genes 

e a região regulatória foram sequenciados permitindo a comparação com as sequências 

de genes homólogos de outros organismos. Essa análise mostrou que em Coulobocter 

groES e groEL também estão organizados na forma de um operon como demonstrado 

em várias bactérias. As sequências de aminoácidos deduzidas de GroES e GroEL de 

Cou/obocter revelaram alto grau de similaridade com proteínas homólogas de outras 

bactérias, principalmente as pertencentes ao grupo a (B.obortus e R.me/i/otl), ao qual 

também pertence C.crescentus, concordando com a conservação funcional destas 

proteínas ao longo da escala evolutiva. Somente uma cópia dos genes foi identificada 

como na maioria dos sistemas já caracterizados, embora alguns organismos possuam 

duas cópias do gene groEL e duas do operon groESL identificados em Streptomyces 

albus (Guglielmi cl aI., 1991) mas somente uma cópia de cada sendo transcrita 
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(Guglielmi et ai., 1993). Em Rlzizobium metiloli foram identificados tres genes groE, 

sendo que dois deles precedidos por groES (Rusanganwa e Gupta, 1993), enquanto 

Bradyrhizobium japonicum contém quatro cópias do operon groESL e uma quinta cópia 

do gene groEL (Fischer et ai., 1993). O sequenciamento da região promotora também 

permitiu a identificação de uma sequência repetida invertida, capaz de formar uma 

alça. Esta sequência (elemento CIRCE) é importante para a regulação dos genes de 

choque térmico nos quais está presente (Hecker et ai., 1996) e, na maioria dos genes 

sequenciados está localizada entre o promotor (a 3' do início de transcrição) e a 

sequência codificadora do gene groES. 

As análises de diferentes amostras de RNA total isolado de células de 

Caulobacter incubadas a 30°C ou submetidas a tratamento por choque térmico foram 

feitas através de "Northern blots". Os resultados indicaram a presença de um único 

mRNA de 2,3kb, sendo este tamanho suficiente para conter ambos os genes groES e 

groEL, confirmando a hipótese de um operon. A transcrição dos genes groE é 

altamente induzida em resposta ao choque térmico e os níveis do mRNA permanecem 

elevados mesmo após tempos longos após o estímulo, concordando com resultados 

anteriores mostrando que em Caulobacter a síntese de GroEL também permanece alta 

por períodos longos de choque térmico (Gomes et ai., 1986), ao contrário do que ocorre 

com DnaK, cuja síntese é transitória com um máximo aos 15 minutos de choque 

térmico. Esse padrão de resposta também ocorre em Streptomyces albus (Guglielmi et 

ai., 1991), um organismo que também sofre diferenciação celular, e é contrário ao 

caráter normal de transitoriedade da resposta ao choque térmico observado na 

transcrição de groEL em Clostridium acetobutilicum (Narberhaus e Bahl, 1992), 

Agrobacterium tumefaciens (Segal e Ron, 1995) ou Escherichia co/i (Herendeen et aI., 

1979). 

À temperatura normal de crescimento de Caulobacter, as variações nos 

níveis do RNA mensageiro de groESL durante o ciclo celular analisadas em "Northern 

blots", mostraram que os níveis são máximos no tempo 135 mino do ciclo, 

correspondendo às células prédivisionais. O aumento nos níveis de mRNA 

detectadonestas células pode estar associado à atividade deste estágio do 

desenvolvimento, onde ocorre a montagem da maquinaria quimiotática e flagelo, 

processo que envolve intensa síntese protéica, bem como transporte e localização 

polarizada de proteínas específicas para a porção da célula prédivisional que vai dar 

origem à célula móvel. 

O estudo da região promotora do operon groESL foi iniciado determinando­

se os inícios de transcrição a partir de RNAs isolados de células incubadas à 
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temperatura normal de crescimento ou submetidas a choque térmico. Os dois inícios 

de transcrição identificados tiveram suas regiões -10 e -35, características dos 

promotores de procariotos, identificadas por comparação com sequências consenso 

(Gomes cf 0/., 1990; Cowing cf 0/., 1985; Malakooti cf 0/., 1995). De acordo com estas 

sequências e com os resultados obtidos das análises de início de transcrição, os 

promotores PIe P2 podem ser considerados ativos a temperatura normal de 

crescimento de Cou/obocter (30°C), enquanto durante o choque térmico ocorre 

aumento de transcrição somente a partir de P2, cujas sequências seguem melhor o 

consenso de promotores de choque térmico de E.co/i. Os inícios de transcrição 

determinados com RNAs de células incubadas por tempos longos de choque térmico 

mostraram que os níveis de mRNA permanecem aumentados quando comparados às 

células controle (30°C), confirmando os resultados de "Northern blot", tendo P2 como 

principal promotor para transcrição sob condições de choque térmico. As regiões -10 e 

-35 de P2 são, respectivamente, 66% e 50% idênticas ao consenso para promotores 

regulados pelo 0'32 em E.coli. Um gene homólogo ao 0'32 de E.coli foi recentemente 

identificado em Cou/oboctcr (Reisenauer cf 0/., 1996), sendo também detectado um 

polipeptídeo de 32kDa em "Western blot" utilizando-se antisoro anti_O'32 de E.co/i, 

cuja concentração aumenta transitoriamente durante o choque térmico. Estes 

resultados sugerem um mecanismo de semelhante de controle do choque térmico pelo 

0'32 em Cou/obocfcr e E.coli. 

As construções preparadas com o vetor repórter de transcrição p/ocZ/290 

contendo diferentes fragmentos da região promotora foram usados para determinação 

dos níveis de transcrição do promotor groE, determinando-se a atividade ou a síntese 

de f3-galactosidase dirigida pelo promotor do operon groE de Cou/oboctcr, para inferir a 

atividade de transcrição dos diferentes fragmentos da região regulatória. Estas análises 

foram importantes para os estudos envolvendo deleções e mutações no promotor, com 

o intúito de identificar-se as sequências responsáveis pela regulação do operon groESL. 

O fragmento presente em pMA11 possui aproximadamente 350pb e contém todos 

elementos regulatórios necessários, uma vez que apresentou níveis de atividade 

comparáveis aos obtidos com a construção pMA10 (fragmento XboI/BspHI de 1,Okb) 

além da indução por choque térmico e controle temporal, podendo assim ser usado 

como controle para análise comparativa das diferentes construções realizadas. As 

sucessivas deleções da região 5' do promotor do operon groE levaram a uma 

diminuição na atividade de f3-galactosidase sendo mantidas porém a indução pelo 

choque térmico e também o controle temporal durante o ciclo celular. Estes resultados 

indicaram que os elementos regulatórios responsáveis pelo controle temporal deveriam 
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estar localizados a 3' do promotor P2, o único ainda presente na maior deleção 

(pMAI8) e com características de um promotor transcrito por (j32. Outra possibilidade 

era que o fator fosse regulado durante o ciclo, fato que foi descartado com o isolamento 

e caracterização do gene para (j32 de Coulobocter (Reisenauer et 01., 1996). A mutação 

correspondente à construção pRB25 mostrou P2 como principal o promotor 

responsável pela expressão do operon groESL, uma vez que sua mutação praticamente 

eliminou a atividade promotora. Recentemente R.L.Baldini, em nosso laboratório, 

construiu duas mutações em Pl que deveriam inativar este promotor e a atividade de 

transcrição não foi alterada em relação ao controle pMAll, sugerindo a não existência 

de Pl e indicando que a transcrição a partir de Pl deva ser um artefato do ensaio de 

"primer extension". 

Em B.subtillis os operons groE, contendo groES e groEL (Li e Wong, 1992; 

Schmidt et 01., 1992), e dnoK, contendo os genes oif39, grpE, dnoK e dnoJ (Wetzstein et 

01., 1992), apresentam o elemento CIRCE em seus promotores e sequências -10 e -35 

potencialmente reguladas por um fator vegetativo - (jA -, não contendo sequências 

regulatórias típicas de um promotor de choque térmico. A regulação destes genes em 

B.subtillis frente ao estresse ocorre nestes dois elementos tendo sido demonstrado o 

papel do elemento CIRCE (repetição invertida) como modulador negativo da 

transcrição (Zuber e Schumann, 1994). Recentemente o primeiro gene do operon 

dnoK, inicialmente denominado oif39, teve seu produto caracterizado como o fator 

responsável pelo controle da espressão de groEL e dnoK (Yuan e Wong, 1995b). Os 

resultados foram obtidos através do isolamento de mutantes para o gene oif39 os quais 

apresentaram altos níveis das proteínas GroEL e DnaK, verificados em "Western 

blots" e puderam ser revertidos ao normal pela introdução nos mutantes de um 

plasmídeo contendo uma cópia funcional do gene oif39. Yuan e Wong (1995a), 

também mostraram em experimentos de "gel shift" a formação de complexos entre o 

produto de oif39 e o elemento CIRCE. Este gene foi recentemente denominado hrcA 

e sua deleção completa em B.subtillis provoca um aumento da transcrição de groEL e 

dnoK, mesmo a temperaturas normais de crescimento, sendo mantida porém uma 

pequena indução pelo choque térmico (Schulz e Schumann, 1996). 

A regulação dos genes groEL em Brodyrhizobium joponicum é um pouco mais 

complexa dado o número de cópias presentes neste organismo. Das 5 cópias presentes 

apenas os promotores dos genes groESLl/4/5 apresentam indução por choque térmico 

(Babst et 0/., 1996). O promotor groESLl possui sequências regulatórias consenso para 

regulação pelo (j32, enquanto os promotores groESL4 e groEL5 apresentam o elemento 

CIRCE e sequências -10 e -35 homólogas à de promotores expressos 
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constitutivamente em B.japonicum. As diferenças dos 3 promotores induzidos por 

choque térmico indicam que não são regulados por um mecanismo único. O promotor 

groESL2 também possui o elemento CIRCE, mas este não se mostrou funcional sendo 

a expressão deste gene constitutiva. Como em B.subtillis, Bradyrhizobium não apresenta 

os dois elementos, promotor do tipo 0'32 e elemento CIRCE, no mesmo operon. 

As mutações sítio-dirigidas introduzidas no elemento CIRCE em 

Caulobaacr levaram a um aumento na atividade do promotor a 30°C, atingindo níveis 

comparáveis aos de choque térmico para pMA11, mas ainda apresentaram indução pelo 

calor. A manutenção da indução por choque térmico sugere que o promotor P2 seja o 

responsável pelo controle desta resposta. Este resultado concorda com o mecanismo 

proposto no qual um repressor, codificado pelo gene hrrA, se ligaria ao elemento 

CIRCE regulando a atividade do promotor e as mutações levariam ao aumento de 

transcrição devido à desrepressão do promotor. Os genes hrrA e gtpE de Caulobaacr 

foram identificados recentemente formando um operon, mas não ligados 

estruturalmente ao operon dnaKJ como em B.subtillis (Roberts ct 01., 1996). A obtenção 

de um mutante por interrupção somente de hrrA foi possível suplementando-se gtpE 

em trans, já que este gene é essencial para a viabilidade da célula em baixas e altas 

temperaturas. A expressão dos operons groESL e dnaKJ neste mutante foi analisada e 

somente os níveis de mRNA de groESL apresentaram aumento a 30°C, enquanto a 

expressão de dnaKJ, cujo promotor não contém o elemento CIRCE, não foi alterada. 

Indução de groESL ainda foi observada durante o choque térmico, mostrando que o 

promotor groESL não está completamente desreprimido, o que sugere um outro nível 

de controle, provavelmente pelo 0'32. 

A análise do papel do elemento CIRCE mostrou também seu 

envolvimento no controle da regulação temporal durante o ciclo celular, uma vez que 

somente as mutações afetando este elemento, levaram à perda da regulação temporal. 

Os experimentos de imunoprecipitação com anticorpo anti-l3-galactosidase mostraram 

que a região regulatória presente na construção pMA11 apresenta controle temporal 

durante o ciclo celular, concordando com a regulação do respectivo RNA mensageiro, 

verificado em "Northern blot". As construções pRB19, 20 e 21, que contêm mutações 

no elemento CIRCE, apresentaram comportamentos semelhantes, todas elas 

mostrando perda do controle temporal. Em pRB21, que contém mutações nos dois 

braços da repetição invertida, refazendo uma possível estrutura de alça porém com 

uma sequência diferente, encontrou-se o maior aumento de atividade a 30°C nos 

ensaios de l3-galactosidase, sugerindo um efeito aditivo das mutações introduzidas. 

Este resultado também sugere que a possível ligação da proteína HrcA ao elemento 
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CIRCE seja dependente da sequência de nucleotídeos e não da formação da estrutura 

secundária propriamente dita. Um possível mecanimo de ação da proteína HrcA seria 

sua ligação aos dois braços do elemento CIRCE, dada a sequência característica de 

repetição invertida deste elemento, agindo como um operador e regulando a 

transcrição dos genes de choque térmico onde está presente. 

Em conjunto, os resultados obtidos indicaram que o elemento CIRCE e a 

proteína HrcA regulam negativamente a expressão de groESL a temperaturas normais 

e mutações no elemento CIRCE ou ausência de HrcA levam à perda do controle 

temporal, sem afetar a indução por choque térmico. Assim, em Caulobacter, o elemento 

CIRCE e HrcA regulam a expressão de groESL a temperaturas normais de 

crescimento. 

Os experimentos para estudo da transitoriedade da resposta ao choque 

térmico do operon groESL em Caulobacter foram feitos com células do tipo selvagem 

NA1000 e no mutante LS2293 (que possui o gene hrcA interrompido) contendo as 

construções pMAll (controle), pRB19, 20 e 21. As células tiveram suas proteínas 

marcadas com [35S]-metionina seguindo-se imunoprecipitação com anticorpo anti-J3-

galactosidase. Os resultados obtidos revelaram que na cepa NA1000 ocorre rápido 

aumento na síntse de J3-galactosidase que permanece elevada por longo tempo apenas 

para a construção pMA11. As construções contendo as mutações na repetição invertida 

(elemento CIRCE) também apresentaram resposta ao choque térmico mas os níveis 

de síntese de J3-gal decrescem até valores próximos ao inicial (30°C) após 90 ou 120 

minutos de tratamento. A análise comparativa do padrão de expressão de J3-

galactosidase destas mesmas construções no mutante LS2293 (hrcA-) mostrou 

comportamento semelhante entre o controle pMA11 e as contruções contendo 

mutações na repetição invertida. Este resultado indica que a ausência de HrcA, que 

deve ligar-se à repetição invertida também afeta a transitoriedade da resposta 

alterando o padrão de expressão a partir do promotor controle, da mesma forma que as 

mutações sítio-dirigidas contidas nas construções pRB19, 20 e 21. 

O acoplamento dos processos de transcrição e tradução faz com que o 

primeiro represente o principal ponto de controle da expressão gênica nos procariotos. 

No entanto, a regulação a nível de tradução e estabilidade do mRNA também são 

mecanismos importantes para a regulacão gênica. Em E.coli a meia-vida dos mRNAs 

pode ser bastante variável ficando, em geral, entre 2 e 4 minutos (Emory e Belasco, 

1990). Apesar da importância deste tipo de controle, os mecanismos que controlam a 

degradação do mRNA nos procariotos é pouco conhecido. A presença de estruturas a 

5'e 3' dos mensageiros poderiam atuar como protetores contra a degradação do mRNA 
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(Chen cf ai., 1988) sendo que as estruturas nas regiões 5' não traduzidas parecem ser as 

mais importantes para a estabilidade da mensagem. A localização da repetição 

invertida na região 5' do mRNA de groESL sugere seu envolvimento na estabilidade 

do mRNA transcrito. Em B. subtillis a meia-vida do mRNA groE é de 5 minutos tanto 

em células incubadas a temperaturas normais como em células submetidas a choque 

térmico. A deleção do elemento CIRCE mostrou aumento da estabilidade do mRNA 

alterando sua meia-vida de 5 para 17 minutos em células incubadas a 37°C (Yuan e 

Wong, 1995b). Em E.coli foi mostrado que a presença de estruturas secundárias 

localizadas na região 5' não traduzida do mRNA podem provocar alterações na meia­

vida dos mRNAs, sendo importante a presença de uma alça posicionada 2 a 4 

nucleotídeos da extremidade 5' para seu efeito de estabilização (Emory cf ai., 1992). 

Em Caulobactcr, ainda não sabemos se a presença da repetição invertida na 

extremidade 5' do mRNA groE tem algum papel na meia-vida deste RNA. 

As análises através de "Western blots" permitiram a determinação do 

acúmulo de GroEL durante o ciclo celular de Caulobactcr e durante o tratamento por 

choque térmico. Durante o ciclo o resultado obtido mostra uma pequena variação nos 

níveis da proteína GroEL, que coincide com o padrão observado nas análises de 

"Northern blot" e imunoprecipitações mostrando um aumento na síntese de GroEL 

na fase correspondente as células do tipo prédivisional. O mesmo tipo de análise foi 

feito com extratos totais obtidos a partir uma população mista de células submetidas a 

choque térmico, revelando o acúmulo da proteína até 60 minutos, após a indução por 

choque térmico, com aumento da ordem de 5 vezes nos níveis de GroEL. A partir 

deste ponto os níveis começam a cair atingindo um nível 2,5 vezes maior do que a 30° 

C após 180 minutos. 

Estes resultados mostram que o acúmulo da proteína GroEL tanto durante 

o choque térmico quanto ao longo do ciclo celular, acompanha o padrão de expressão 

do mRNA correspondente, sugerindo não haver um controle a nível de tradução para a 

expressão deste gene. 
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v -CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Os genes de choque térmico groES e groEL de Cau/obacter crescentus foram 

clonados e sequenciados estando organizados na forma de um operon, como em 

diversas bactérias onde genes homólogos já foram identificados. Um único mRNA 

transcrito foi identificado e sua expressão mostrou ser regulada durante o ciclo celular 

com um máximo de expressão nas células do tipo prédivisional, padrão também 

observado na síntese e acúmulo de GroEL ao longo do ciclo. A indução frente ao 

aumento de temperatura não apresentou o padrão de transitoriedade característico da 

resposta de choque térmico. Os resultados obtidos mostraram altos níveis de 

transcrição do mRNA e síntese de GroEL mesmo I hora após o aumento de 

temperatura. O estudo da região regulatória permitiu a identificação inicial de dois 

possíveis promotores - PI e P2 - dos quais somente P2 apresentou sequências 

regulatórias características de promotores regulados por 0'32. A análise de uma repetição 

invertida a 3' de P2, caracterizada em outras bactérias como elemento CIRCE e 

também envolvida na regulação de genes de choque térmico, mostrou ser necessária 

para a regulação temporal do operon groESL. A presença destes dois elementos - um 

promotor de choque térmico (P2) e a repetição invertida - regulando um mesmo gene 

não havia sido identificada, até o momento, em nenhum outro gene de choque 

térmico e são suficientes para a dupla regulação do operon groESL de Cau/obacter, já 

que mutações em PI parecem descartar sua funcionalidade. As análises de fusões de 

transcrição e do mutante LS2293 (hrcX) sugerem que a regulação pelo elemento 

CIRCE ocorre através da ligaçào da proteína HrcA à repetição invertida, modulando 

negativamente a transcrição de groE. A repetição invertida também afetou a 

transitoriedade da resposta ao choque térmico fazendo com que os níveis de mRNA, 

tanto nas construções contendo mutações na repetição invertida como no mutante 

LS2293, diminuisse mais rapidamente após a indução pelo choque térmico. 

A síntese de GroES e GroEL em Cau/obacter também poderia ser regulada 

a nível de tradução ou estabilidade do mRNA, já que a repetição invertida presente na 

região regulatória pode formar uma estrutura secundária na porção 5' do RNA 

transcrito. Os estudos aqui apresentados de síntese e acúmulo de GroEL, associados 

aos dados recentes obtidos em nosso laboratório com fusões de tradução, que 

apresentaram o mesmo comportamento que as fusões de transcrição (R.L.Baldini, 

comunicação pessoal), parecem descartar um controle de tradução. A determinação da 

vida-média do mRNA transcrito tanto em células selvagem como no mutante 

deficiente para a proteína HrcA, assim como nas construção com mutações no 
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elemento CIRCE, poderão responder se HrcA ou o elemento CIRCE afetam a 

estabilidade deste mensageiro. 

Experimentos de "gel shift", permitindo a análise da formação de 

complexos DNA-proteína, poderiam indicar o tipo de interação entre a proteína HrcA 

e os fragmentos contendo as diferentes mutações sítio-dirigidas nos braços da repetição 

invertida e deverão ser realizados. 

O gene codificando o 0 32 de Caulobactcr foi recentemente isolado e mostrou 

ser essencial para a viabilidade das células tanto a lBoC como 30°C. A regulação do 

promotor P2, caracterizado como sendo de choque térmico, pode ser investigada 

através da expressão de um plasmídeo multi-cópia contendo o gene d Z e seu promotor 

aumentando os níveis do fator na célula. A análise de extratos de células em "Western 

blot" utilizando esta estratégia mostrou o aumento nos níveis de DnaK (Reisenauer cf 

aI., 1996), cujo gene contém um promotor de choque térmico (Gomes cf aI., 1990). 

Experimentos semelhantes devem ser feitos com GroEL para comprovar a sua 

regulação pelo 0 32 de Caulobactcr. 
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