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RESUMO

A organizagdo gendmica das alfa-proteobactérias ¢ altamente variavel e
geralmente muito complexa. O genoma da rizobactéria A. brasilense ¢ composto de
varios replicons variando de 100 a 3000 kb. Quatro destes replicons hibridizam com a
sonda do gene 16S rDNA, sugerindo que A. brasilense possui varios cromossomos. O
perfil eletroforético em campo pulsado do DNA intacto de Azospirillum brasilense
estirpe FP2 obtido neste trabalho revelou dois novos replicons (de 745 e 785 kb), que
ndo haviam sido descritos anteriormente, sugerindo que o tamanho genoma do
Azospirillum brasilense estirpe FP2 € de aproximadamente 8,2 Mpb. O replicon de 630
Kb, denominado pAZ6, de A. brasilense € o menor da estirpe FP2 que hibridiza com a
sonda do gene 16S rDNA. Neste estudo foi realizado o seqiienciamento parcial deste
replicon. O pAZ6 foi isolado e purificado por eletroforese em campo pulsado
utilizando o sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad) e, posteriormente, o DNA extraido do gel
de agarose foi amplificado usando o sistema TempliPhi (Amersham Biosciences), uma
técnica ndo-PCR. O DNA amplificado foi utilizado para construir uma biblioteca
gendmica no vetor pCR4Blunt-TOPO. Os plasmideos (1858) foram seqiienciados e as
leituras de seqiiéncias montadas em contiguos pelos programas PHRED/PHRAP e, em
seguida, os contiguos formados foram analisados utilizando os programas FramePlot e
BlastP. Os resultados revelaram que o replicon pAZ6 apresenta genes envolvidos em
processos biossintéticos (parede celular, de vitamina B12, lipideos e nucleotideos),
metabolismo de piruvato, produ¢do de energia, degradagdo de aminodcidos,
metabolismo de carboidratos e de lipideos, regulagdo transcricional, metabolismo
nitrogenado, transporte de solutos e quimiotaxia. A categoria funcional mais
representada entre os provaveis produtos génicos do replicon foi a de transportadores.
Os resultados sugerem fortemente que o replicon pAZ6 € parte essencial do genoma de

A. brasilense estirpe FP2.
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1. INTRODUCAOQO

Os procariotos provavelmente estiveram entre os primeiros organismos vivos da
Terra e seu aparecimento precedeu o de animais e plantas em mais de 3 bilhdes de
anos (FRASER et al., 2000). Estima-se que as espécies microbianas compreendem
aproximadamente 50% da biomassa global (FRAZIER et al, 2003). Embora
invisiveis a olho nu, os procariotos sdo um componente essencial do biota da Terra:
eles catalisam transformagdes unicas e indispensavies nos ciclos biogeoquimicos,
produzem componentes importantes da atmosfera terrestre, afetam a produtividade do
solo, a qualidade da agua e o clima global (COPLEY, 2002), e representam uma
grande porcdo da biodiversidade (WHITMAN et al., 1998). Certamente, a capacidade
deste planeta de sustentar a vida € dependente em grande parte da atividade destes
organismos (FRAZIER et al., 2003).

Menos de 1% das espécies microbianas ja foram identificadas (WHITMAN et
al.,1998), mas a diversidade das espécies descritas € extraordinaria, mostrando
adaptagdo a condigGes extremas de temperatura, pH, radiagdo, pressdo e salinidade, e
apresentando a capacidade de utilizar uma grande variedade de substancias como fonte
de energia, mesmo algumas consideradas residuos toxicos. Estes organismos podem
produzir fontes de energia renovaveis tais como biomassa, metano e hidrogénio
(FRASER et al., 2000, FRAZIER et al., 2003).

A diversidade genética, fisioldgica e metabdlica dos procariotos € muito maior
que aquela encontrada em plantas e animais (FRASER et al, 2000). Avangos
tecnolégicos nas ultimas décadas, particularmente na pesquisa genética, permitiu
aprofundar os conhecimentos sobre os microrganismos ao nivel mais basico, e
questionar como as partes mais elementares dos microrganismos agem em conjunto
para formar um organismo funcional (www.oml.gov/microbialgenomes/benefits.html).

Um pré-requisito para o entendimento completo da biologia de um organismo €
a determinagdo da seqiiéncia completa do genoma (FLEISCHMANN et al., 1995). Em
1995, foi publicada a primeira seqiiéncia completa do DNA de um procarioto, a
bactéria Haemophilus influenzae (FLEISCHMANN et al., 1995). Desde entdo, mais de


http://www.oml.gov/microbialgenomes/benef%c3%adts.htiiil

60 seqiiéncias completas do genoma foram publicadas, e o genoma de mais 350
espécies esta sendo seqiienciado (www.tigr.org/tdb/mdby/).

Estes projetos t€m produzido informagdes sobre o genoma de um nimero
crescente de patogenos humanos como Mycobacterium tuberculosis, Neisseria
meningitidis, Pseudomonas aeruginosa e varias espécies de Chlamydia. Também
foram determinadas as seqii€ncias genomicas de microrganismos considerados
“modelo” como Escherichia coli e Bacillus subtilis; de espécies ambientais como
Thermotoga maritima, Deinococcus radiodurans, e Halobacterium sp., e, mais
recentemente, os genomas dos microrganismos de importancia agricola como Xylella
fastidiosa, Pasteurella multocida, Buchnera sp., Mesorhizobium loti, Sinorhizobium
meliloti; e patdgenos de animais (NELSON et al., 2001).

O conhecimento da seqiiéncia completa do genoma ndo somente proporciona
uma riqueza de dados, mas também informag¢des especificas que ndo podem ser
obtidas por outras vias. Isto inclui a identificacdo de genes que ndo compartilham
similaridade com genes conhecidos nos bancos de dados, familias de genes paralogos,
genes que podem ser alvos de novas drogas (ARIGONI et al., 1998) e genes inativos
resultantes da evolugdo redutiva (ANDERSSON et al, 1998). InformagGes
importantes sobre a organiza¢do do genoma também sdo reveladas como o conteudo
de G+C e sua variagdo dentro do genoma - levando a identificagdo de regides que
podem ter sido adquiridas por transferéncia horizontal de genes -, a presenga de
elementos de repeticdo ou elementos de inser¢do, a descoberta de novas ilhas de
patogenicidade em bactérias patogénicas, a identifica¢do de novos operons, polaridade
do genoma e a identifica¢do da origem(ns) de replicagdo (FRANGEUL et al.,1999).
Os “Projetos Genoma” também podem ser pontos de partida para projetos de
reconstru¢do metabdlica (SELKOV et al., 1997) e andlise funcional de todos os genes
de um organismo (SMITH, 1997).

Logo apods o surgimento das técnicas de seqiienciamento do DNA (SANGER, &
COULSON, 1975; SANGER et al.,1982) e o desenvolvimento de novas tecnologias de
computagio (STADEN et al.,1982; STADEN et al,1984), a estratégia de

seqiienciamento “shot gun” foi introduzida, e tem permanecido o método de escolha
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para a determinagdo do genoma total (LANDER et al., 2001). O seqiienciamento e
montagem de fragmentos aleatorios do DNA, elimina a necessidade de informagdes
preliminares de mapeamento do genoma e, portanto, € aplicavel a um grande conjunto
de organismos cujos mapas gendomicos ndo sdo conhecidos (FLEISCHMANN et al.,
1995).

A compara¢do entre os genomas completos de procariotos tem revelado que a
densidade de genes nos microrganismos procariotos ¢ de aproximadamente um gene
por kilobase (FRASER et al., 2000). A maior surpresa tem sido o grande nimero de
provaveis genes com fun¢do desconhecida. Por exemplo, o genoma do Archea
Aeropyrum pernix contém mais de 1.500 ORF's (57% do total de genes), cujas
seqiiéncias ndo  possuem similaridade com outras ja  determinadas
(KAWARABAYASHI et al., 1999). Mais de 40% das 4.000 ORFs encontradas em
Mycobacterium tuberculosis, uma das bactérias mais bem estudadas no século
passado, também estdo nesta categoria (COLE et al., 1998). De uma forma geral, nas
seqiiéncias gendmicas de procariotos pelo menos 25% dos genes sdo considerados
“hipotéticos”, e nenhuma fungdo pode ser atribuida (DOOLITTLE, 2002). As ORF’s
“hipotéticas” podem ser colocadas dentro de duas categorias: aquelas que sdo
encontradas em uma variedade de organismos, € que provavelmente codificam
proteinas funcionais; e aquelas que s3o Unicas para uma espécie ou estirpe particular
(DOOLITTLE, 2002). Estas ultimas, se ndo forem um artefato, indicam uma grande
diversidade bioldgica entre os microrganismos e sugerem que a idéia de um organismo

“modelo” no mundo microbiano pode ndo ser apropriada (FRASER et al., 2000).



1.1 ESTRUTURA GENOMICA EM BACTERIAS

Os dois microrganismos mais utilizados na genética bacteriana, Escherichia coli
e Bacillus subtilis, possuem um cromossomo circular de aproximadamente 4,5 Mpb.
Como esses organismos sdo bastante distintos entre si, era razodavel assumir que a
forma e o nimero de cromossomos - ou seja, cromossomo (inico - seria constante entre
as espécies bacterianas (OCHMAN, 2002). A ocorréncia de plasmideos em muitas
espécies de bactérias ajudou a reforcar esta visdo. Estes elementos
“extracromossomais”, pequenos ¢ dispensaveis, sdo aleatoriamente distribuidos e tém
um numero de copias varidvel, sugerindo que todos 0s genes necessarios para a
manuteng¢do das fung¢des vitais seriam codificados por um nico cromossomo circular,
presente obrigatoriamente em todos os membros de uma espécie (OCHMAN, 2002).

A eletroforese em campo pulsado (PFGE), surgida em 1984, permitiu o
isolamento e a andlise de grandes moléculas de DNA (SCHWARTZ & CANTOR,
1984; LEE et al., 1996) e tem sido usada para analisar os genomas de uma variedade
de bactérias que antes ndo podiam ser manipulados pelas metodologias da genética
classica (HOLLOWAY, 1992). Utilizando-se desta nova metodologia, foi mostrado
que o genoma bacteriano é altamente variavel tanto em tamanho como em forma. O
menor genoma conhecido € de Mycoplasma genitalium (classe Firmiscutes) com 0,58
Mpb (FRASER et al., 1995) e o maior € o de Stigmatella erecta (delta-Proteobactéria)
com 9,9 Mpb (LEE et al., 1996). E interessante notar que o tamanho do genoma
parece refletir o estilo de vida da bactéria: bactérias com genomas pequenos sdo
especialistas, como os parasitas intracelulares obrigatorios ou microrganismos que
requerem condigdes muito especializadas, aquelas com genomas grandes apresentam
uma maior diversidade metabolica ou apresentam formas de desenvolvimento e/ou
diferenciacdo celular, como esporulagdo (MORENO, 1998). Esta observac¢do sugere
que a necessidade de sobreviver em ambientes diferentes requer uma extensa
maquinaria molecular de grande flexibilidade metabolica para competir € se adaptar

rapidamente as variagdes ambientais (CASJENS, 1998).



Além da diversidade de tamanhos, o genoma bacteriano pode ser constituido por
multiplos replicons, que podem ser circulares e/ou lineares (CHENG & LESSIE, 1994;
RODLEY et al., 1995, CASJENS, 1998) (TABELA 1). A presenga de dois replicons
foi relatada em Rhodobacter sphaeroides, Brucella melitensis 16M e Leptospira
interrogans enquanto trés replicons compdem os genomas de Sinorhizobium meliloti €
Burkholderia cepacia. O primeiro cromossomo linear foi descrito em Borrelia
burgdorferi (BARIL et al., 1989, FERDOWS & BARBOUR, 1989), e nos organismos
gram-positivos Streptomyces lividans (LIN et al., 1993) e Rhodococcus fascians
(CRESPI et al., 1992). Os telomeros dos replicons lineares de Borrelia ¢ Streptomyces
possuem duas formas estruturais bastante distintas. As extremidades do replicon de
Borrelia s@o grampos fechados covalentemente (CASJENS et al, 1997,
HINNERBUSCH & BARBOUR, 1991) e apresentam seqiiéncias invertidas de 20 a 30
pb nas duas extremidades. O processo de replicacdo dos teldmeros ainda ndo foi
esclarecido (MARCONI et al., 1996, CASJENS et al., 1997). Por outro lado, os
telomeros de Streptomyces sdo extremidades abertas e apresentam proteinas
especificas ligadas covalentemente as extremidades 5° (CHEN, 1996, SAKAGUCHI,
1990).

A presenga destes replicons adicionais gerou ditvidas quanto a sua classificagdo
como cromossomos ou megaplasmideos (OCHMAN, 2002). Os cromossomos
geralmente s3o as maiores moléculas, depositarias do material genético essencial da
célula, portanto, possuem genes com fungdes essenciais, como operons codificando
para RNA ribossomal (rRNA). Os plasmideos, ainda que possam ter tamanhos que
lhes confiram a classificagdo de “megaplasmideos™ (ou seja, com tamanho na ordem
de milhSes de pares de bases), ndo contém genes essenciais €, portanto, podem ser
perdidos (OCHMAN, 2002).



TABELA 1. COMPOSICAO DE ALGUNS GENOMAS BACTERIANOS COMPLETA-
MENTE SEQUENCIADOS E COM MULTIPLOS ELEMENTOS

HEREDITARIOS.
Espécies Classificacdo* Tamanho(kb) Forma Copias de
rDNA
Agrobacterium tumefacines Cromossomo 2842 Circular 2
Cromossomo 2057 Linear 2
Plasmideo 543 Circular 0
Plasmideo 214 Circular 0
Borrelia burgdorfei Cromossomo 911 Linear 1
Plasmideo (n=11) 9-54 Circular/Linear 0
Brucella melitensis Cromossomo 2117 Circular 2
Cromossomo 1178 Circular 1
Clostridium acetobutylicum Cromossomo 3941 Circular 11
Megaplasmideo 192 Circular 0
Deinococcus radiodurans Cromossomo 2649 Circular 3
Cromossomo 412 Circular 0
Megaplasmideo 177 Circular 0
Plasmideo 46 Circular 0
Ralstonia solanacearum Cromossomo 3716 Circular 3
Megaplasmideo 2095 Circular 1
Salmonella typhi Cromossomo 4809 Circular 7
Plasmideo 218 Circular 0
Plasmideo 107 Circular 0
Sinorhizobium meliloti Cromossomo 3654 Circular 3
Megaplasmideo 1683 Circular 0
Megaplasmideo 1354 Circular 0
Vibrio cholerae Cromossomo 2941 Circular 8
Cromossomo 1072 Circular 0
Yersina pestis Cromossomo 4654 Circular 6
Plasmideo (n=3) 10 -96 Circular 0

* Classificagio segundo os autores. Agrobacterium tumefacines (WOOD et al2001), Borrelia burgdorfei
(FRASER et al, 1997), Brucella melitensis (DELVECCHIO er al, 2002), Clostridium acetobutylicum
(NOLLING et al,2001), Deinococcus radiodurans (WHITE et al, 1999), Ralstonia solanacearum
(SALANOUBAT et al, 2002), Salmonella typhi (PARKHILL ef al, 2001), Sinorhizobium meliloti (GALIBERT
et al, 2001), Vibrio cholerae (HEIDELBERG et al, 2000), Yersina pestis (PARKHILL e al, 2001).

n = numero de plasmideos encontrados.

Fonte: OCHMAN, H., 2002



Varias hipoteses surgiram para explicar os eventos que deram origem a bactérias
com mais de um cromossomo. Algumas destas hipoteses sdo: a quebra de um
cromossomo em diferentes replicons, divisdo desigual do cromossomo, mutagdo
independente de cromossomos multicopias, transformag¢do de plasmideo em
cromossomo pela aquisi¢do de genes essenciais a partir do cromossomo natural ou por
transferéncia horizontal de genes (KOLSTO, 1997). O seqienciamento completo do
genoma de bactérias, podera auxiliar no esclarecimento de quais eventos poderiam
contribuir para a estrutura e plasticidade dos genomas bacterianos (MARTIN-
DIDONET, 2001).

1.2 GENOMA DE PROTEOBACTERIAS

A classe das Proteobactérias tém recebido atencdo especial ndo sé pela grande
quantidade de organismos estudados, como também pela grande diversidade na
estrutura € tamanho do genoma. As Proteobactérias sdo atualmente divididas em 5
subclasses (a, B, v, 8, €) (MORENO, 1998).

Dentro da subclasse o estdo bactérias fotoautotroficas e quimioautotroficas, bem
como espécies associadas a plantas ¢ animais. Uma das caracteristicas mais
interessantes das alfa-proteobactérias € a presenga de um ou mais Cromossomos com
diferentes topologias (linear ou circular) (MORENO, 1998). O tamanho do genoma
varia de 1,1 Mpb em Rickettsia prowazekii, parasita intracelular obrigatdrio
(ANDERSSON et al., 1998) até 9,1 Mpb em Bradyrhizobium japonicum, bactéria
simbidtica fixadora de nitrogénio (KANEKO, 2002), com a presenga de elememtos
extracromossomais como plasmideos € megaplasmideos (MORENO, 1998). A
versatilidade metabdlica das bactérias deste grupo ¢ refletida no tamanho do genoma
(MORENO, 1998).



1.2.1 GENOMA DE Sinorhizobium meliloti

O diazotrofo Sinorhizobium meliloti (a-Proteobactéria) estabelece simbiose com
raizes de leguminosas, além de ser intimamente relacionado com bactérias patogénicas
de plantas e animais, incluindo Agrobacterium e Brucella (GALIBERT et al., 2001).

O genoma de S. meliloti consiste de trés replicons: um replicon grande de 3,65 Mb
e dois replicons menores, pSymA e pSymB, de 1,35 e 1,68 Mb, respectivamente
(GALIBERT et al., 2001). Em um genoma total de 6,7 Mb, foram encontrados 6.204
genes, sendo 59,7% dos genes com fungdo preditas ¢ 8,2% ndo apresentaram
similaridade com sequéncias de nucleotideos depositados nos bancos de dados. A
propor¢do de genes com func¢do desconhecida foi maior nos megaplasmideos que no
cromossomo: 11,5% no pSymA e 12,3% no pSymB comparados com a porcentagem
total no cromossomo de 5% (GALIBERT et al., 2001).

Uma importante caracteristica do genoma de S. meliloti ¢ o nimero de genes que
codificam para sistemas de transporte do tipo ABC. Estes sistemas contém uma
proteina de ligagdo ao ATP, uma ou duas proteinas integrais de membrana e, nos
sistemas de importa¢do, pode fazer parte, uma proteina periplasmatica de liga¢do ao
soluto. Estes genes geralmente estdo dispostos como um operon (FATH & KOLTER,
1993). Dos 430 genes de sistemas de transporte ABC encontrados em todo o genoma,
235 genes estdo localizados no megaplasmideo pSymB, onde quase metade dos 64
diferentes sistemas de transporte ABC sdo para o transporte de agticares (HAAS et al.,
1998). Outros sistemas de transporte encontrados incluem ions Fe"*** (HONEYCUTT
et al.,1993), aminoacidos (CAPELA et al., 2001), peptideos e oligopeptideos
(CAPELA et al, 2001), espermidina/putrescina (ALLARDET-SERVENT et al,
1993), sulfato, fosfato, colina, glicerol-3-fosfato, rizopina e taurina (JUMAS-BILAK
et al., 1998). Além dos transportadores ABC, foram encontrados no pSymB provaveis
genes codificando para permeases de nitrato, sulfato e xantina/uracila e genes que
codificam para proteinas de efluxo transmembrana, envolvidas na exporta¢do de

compostos toxicos da bactéria (FINAN et al., 2001).



As bactérias gram-negativas apresentam conjuntos complexos de polissacarideos
na superticie, incluindo lipopolissacarideos (LPS) (SCHNAITMAN & KLENA,
1993), polissacarideos capsulares (CPS) (WHITFIELD &ROBERTS, 1999),
exopolissacarideos (EPS) (STEVENSON et al., 1996) e glucanas periplasmaticas. Os
polissacarideos de superficie do S. meliloti, cuja maquinaria de sintese sdo codificados
principalmente pelo cromossomo e pelo pSymB, sdo importantes para o sucesso da
infeccdo da planta, possivelmente por suprimir a resposta de defesa da planta
(VIPREY et al., 2000). Os genes envolvidos na biossintese e exportagdo destes
carboidratos estdo geralmente agrupados. Os grupos exo/exs e exp que codificam para
proteinas envolvidas na sintese do EPS succinilglucana (EPS I) (GLUCKSMANN et
al., 1993) e galactoglucana (EPS II) (BECKER et al., 1997) foram mapeados no
pSymB. As andlises da seqiiéncia do pSymB revelaram que quase 12% dos genes
estdo envolvidos na sintese de polissacarideos (GALIBERT et al., 2001). A maioria
destes genes estdo organizados em 11 grupos; a existéncia de 9 destes grupos, variando
de 5 a 42 kb, ndo era conhecida anteriormente (FINAN ez al., 2001).

Os genes de nodulagdo (nod), necessarios para a sintese e exportagdo dos fatores
Nod, estdo localizados principalmente no replicon pSymA e somente poucos genes
envolvidos nesse processo foram encontrados no pSymB (nodP2, nodQ?2) (FINAN et
al., 2001). Cada megaplasmideo apresenta uma copia do operon nodPQ (99% de
identidade entre si) € que estdo envolvidos na ativa¢do do sulfato para a sulfatagdo dos
fatores Nod (GALIBERT et al., 2001).

O metabolismo do nitrogénio é uma caracteristica importante do genoma do S.
meliloti, e os genes envolvidos neste metabolismo foram encontrados principalmente
no megaplasmideo pSymA. Enquanto a sintese e atividade da nitrogenase necessita
cerca de 20 genes em Klebsiella pneumoniae, somente nove genes nif foram
encontrados em S. meliloti (nifA, nifB, nifHDKE, nifX, nifN e nifS). Exceto para um
provavel ortélogo de nifS no cromossomo e um provavel gene nifl’ (CAPELA et al.,
2001), todos os outros genes estdo localizados no pSymA (GALIBERT et al., 2001).

Além dos genes de fixacdo do nitrogénio, pSymA apresenta um gene para a

assimilagdo de amdnio (glutamato desidrogenase - gdhA), um conjunto completo de
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genes necessarios para a desnitrificacdo (nor, nos, nap e nir) e genes para o transporte
de nitrato (nrt4B). No cromossomo encontram-se os genes ntrBC, ginB, gind e ginT,
genes para uma alanina desidrogenase, um transportador de aménio amt, ¢ genes que
codificam para as proteinas regulatorias ntrXY, glnE, ginK e ginD; para enzima
GOGAT glutamato sintase e para trés enzimas glutaminas sintetases homologas,
anteriormente desconhecidas. O pSymB codifica uma nitrato redutase (narB), dois
transportadores de nitrato (nrtd, SMb20436) ¢ uma unica glutamina sintetase gini/
(GALIBERT et al., 2001).

S. meliloti € uma bactéria aerobia que deve gerar altos niveis de energia para
suportar a fixa¢do do nitrogénio em um ambiente com baixo teor de oxigénio como no
nodulo. Uma enzima citocromo ¢ oxidase do tipo chb;, com alta afinidade pelo
oxigénio, € codificado por dois conjuntos de genes fixNOQP duplicados no pSymA.
Tanto o pSymA quanto o cromossomo, apresentam um grande grupo do gene que
codifica para a NADH-ubiquinona desidrogenase. (PREISIG et al.,1993; PREISIG et
al.,1996).

Cada replicom apresenta um perfil de genes regulatorios distintos. Genes da
familia LysR (86 membros) predominam no pSymA. Genes codificando proteinas
reguladoras do tipo GntR sdo mais freqiientemente encontrados no megaplasmideo
pSymB, e da familia AsnC sdo mais comum no cromossomo (GALIBERT et al.,
2001). No megaplasmideo pSymB foi encontrada a tinica copia do gene para o tRNA
da arginina e os genes minCDE envolvidos na divisdo celular (FINAN et al., 2001).

A determina¢do da seqiéncia gendmica do S. meliloti 1021 mostrou sua
arquitetura composta de trés replicons com caracteristicas estruturais e funcionais
distintas. O cromossomo de S. meliloti possui as caracteristicas do de uma bactéria
heterotrofica aerdbica tipica. A aquisi¢do do pSymB estendeu consideravelmente a sua
capacidade metabolica, por permitir metabolizar uma grande variedade de pequenos
compostos encontrados no solo ou na rizosfera da planta. A maior diversidade de
polissacarideos dado pelo pSymB também pode ter melhorado significativamente o
potencial de colonizagdo deste organismo. Finalmente, a aquisi¢do do pSymA levou a

emergéncia da nodulagdo, bem como a capacidade da bactéria para colonizar o nédulo
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em um ambiente com baixo teor de oxigénio. O pSymA também expandiu a
capacidade de metabolizar compostos nitrogenados sob uma variedade de formas

quimicas, incluindo dinitrogénio molecular (GALIBERT et al., 2001).

1.2.2 GENOMA do Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens é uma o-Proteobactéria da familia Rhizobiacea,
geralmente encontrada no solo ¢ é o agente etiologico de um tumor em plantas.
Agrobacterium tumefaciens infecta mais de 90 familias de plantas dicotiledoneas,
resultando em grandes perdas agronomicas (WOOD et al., 2001). O tumor resulta da
transferéncia, integragdo e expressdo de um conjunto de genes contidos no DNA-T e
localizados no plasmideo indutor de tumor (Ti). A expressdo destes genes conduzem a
biossintese de hormonios de crescimento bem como de opinas, que sdo uma fonte de
nutrientes para a bactéria (ZUPAN et al., 2000). O processamento e transferéncia do
DNA-T ¢ mediado pelos genes de viruléncia (vir) do plasmideo Ti, e varios
determinantes de viruléncia inicialmente caracterizados em A. tumefaciens, t€m sido
encontrados em simbiontes de plantas e em patogenos animais (CHRISTIE, 2001,
INON et al., 1998). Os genes do DNA-T podem ser trocados por qualquer seqiiéncia
de DNA, fazendo do A. tumefaciens um veiculo ideal para a transferéncia de genes e
uma ferramenta essencial para as pesquisas de biotecnologia em plantas (GOODNER
etal.,2001).

O genoma de 5,67 Mb de A. tumefaciens estirpe C58 € composto por quatro
replicons: um cromossomo circular, um cromossomo linear e os plasmideos pAtC58 e
pTiC58 (ALLENDERT-SERVENT et al., 1993, GOODNER et al., 1999). O genoma
contém 5.419 genes: a 3.475 (64%) destes foi atribuida uma provavel fungdo, 1.236
(22%) genes sdo proteinas conservadas hipotéticas e 708 genes sdo proteinas
hipotéticas, ou seja, com nenhuma similaridade com seqiiéncias nos bancos de dados
(WOOD et al., 2001). O conteudo G+C do genoma ¢ 58%, mas o plasmideo TiC58
tem duas regides com conteudo G+C diferente: 0 DNA-T (46%) e a regido vir (54%).

Um contetido reduzido de G+C (53%) foi também observado em um segmento de 24
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kb do pAtC58 (ilha AT) (WOOD et al., 2001). O genoma contém 53 tRNAs que
representam todos os aminoacidos. Estes tRNAs estdo distribuidos desigualmente
entre os cromossomos circular e linear, sendo os tRNA correspondentes aos codons da
alanina, glutamina e valina encontrados apenas no cromossomo linear (WOOD et al.,
2001). Cada cromossomo apresenta dois grupos dos genes para os RNA's ribossomais,
e 0s genes envolvidos na maioria dos processos essenciais estdo localizados no
cromossomo circular (TATUSOV, 2001).

O cromossomo linear apresenta as extremidades covalentemente ligadas,
possuindo aparentemente estruturas em forma de grampo nos teldémeros (GOODNER
et al., 2001). Proteinas associadas com a manuten¢do da extremidade linear, como as
telomerases, estdo ausentes em A. tumefaciens, mas uma caracteristica das terminagdes
do replicon linear € a presencga de elementos IS préoximos a cada extremidade (WOOD
etal.,2001).

Foram encontrados 1.882 genes que codificam para proteinas no replicon linear,
incluindo aquelas que codificam proteinas ribossomais, de replicagdo e enzimas de
vinte € uma vias metabolicas completas. A presenca destes genes confirma a
designacdo de cromossomo para este replicon. Entretanto, caracteristicas tipicamente
plasmidiais foram encontradas neste replicon, como genes provavelmente envolvidos
em conjugacdo (trad, mobC e traG) e um operon repABC, que codifica para proteinas
da familia de replicadores tipo-RepABC de plasmideos circulares, localizado préximo
ao centro do cromossomo linear. Se verificado experimentalmente, este mecanismo de
replicagdo provara ser unico entre os replicons lineares conhecidos (WOOD et al.,
2001). O cromossomo circular apresenta uma origem de replicagdo (oriC) similar a
Cori de Caulobacter crescentus (BRASSINGA et al., 2001).

A replicagdo dos plasmideos pTiC58 e pAtC58 é mediada por um sistema tipo-
RepABC comumente encontrado nos plasmideos de Rhizobiacea. Este sistema,
apresenta duas proteinas de segregagdo (RepA e RepB) e uma proteina de inicio de
replicagdo que se liga a4 origem (RepC) (LI & FARRAD, 2000). Os plasmideos
codificam para toda a maquinaria necessaria para conjugacio € ndo apresentam genes

essenciais (WOOD et al., 2001).
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Genes de proteinas transportadoras constituem 15% do genoma de A.
tumefaciens. Destes, 87% estdo localizados nos cromossomos. Estes sistemas
conferem uma ampla capacidade para o transporte de solutos encontrados na rizosfera,
incluindo agucares, aminoacidos e peptideos. Como em S. meliloti ¢ M. loti, A.
tumefaciens apresenta um grande numero de transportadores ABC, constituindo 60%
de todos os transportadores. A preferéncia por transportadores ABC em A. tumefaciens
pode refletir uma necessidade por sistemas de captagdo de alta afinidade, para a
aquisicdo de nutrientes em um ambiente altamente competitivo como o solo e a
rizosfera (WOQOD et al., 2001).

Os genes envolvidos na transformagdo da planta e formagdo do tumor estdo
localizados nos quatro elementos genéticos. O cromossomo circular abriga os genes
chvAB necessarios para a ligacdo da bactéria a planta; os genes chvGl, chvE e ros
envolvidos na regulagdo da expressdo dos genes vir do plasmideo pTi (ZUPAN et al.,
2000). O cromossomo linear abriga o gene exoC (pgm) necessario para a sintese dos
polissacarideos f3-1,2 glucana extracelular e o succinilglucana; e os genes para a
sintese de celulose (cel) (ZUPAN et al., 2000). O plasmideo pAtC58 contém os genes
envolvidos no ancoramento (atf) necessarios para a ligagdo inicial e especifica da
bactéria a planta (ZUPAN et al., 2000; GOODNER et al., 2001).

Os genes que codificam para as vias metabolicas estdo dispersos entre os quatro
replicons. Ao contrario do que ocorre em E. coli, a maioria dos genes destas vias ndo
formam grupos, o que sugere que ndo formam operons. Foram identificadas vias para
a sintese de todos os aminoacidos e de coenzimas. As vias para o metabolismo de
energia incluem glicdlise, ciclo do 4cido tricarboxilico e Entner-Doudoroff. Foram
encontradas as vias para a utilizagdo de metabdlitos da planta, tipicamente encontrados
na rizosfera, que incluem D-glucose, D-frutose, sacarose, D-ribose, D-xilose, D-
xilulose e lactose bem como mio-inositol, hidantoina, uréia e glicerol (WOOD et al.,
2001).

Muitos componentes do metabolismo do nitrogénio sdo conservados entre A.
tumefaciens € os simbiontes fixadores de nitrogénio S. meliloti € M. loti, como 0s

componentes do sistema de regulagio do metabolismo de fontes alternativas de
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nitrogénio (Ntr): ntrBC, ntrd, ginE, ginD. ginB e ginK. Agrobacterium tumefaciens
apresenta sete genes para a glutamina sintetase (GS). A presenca de multiplos genes
GS pode estar relacionada com a necessidade do Agrobacterium de altas
concentragdes de glutamato para um crescimento 6timo (WOOD et al., 2001). Foram
encontrados genes para o transporte de nitrato e varios genes de desnitrifica¢do no
cromossomo linear (GOODNER et al., 2001).

As andlises do genoma revelaram uma extensa similaridade entre os
cromossomos circulares de A. tumefaciens ¢ do simbionte S. meliloti, que apoia a
hipotese que estas bactérias originaram-se de um ancestral comum. Modelos de
evolugdo bacteriana sugerem que a aquisi¢do diferencial e/ou a perda de genes em
organismos que habitam um mesmo ambiente, permite a divergéncia entre os estilos
de vida simbidtico ou patogénico (OCHMAN, 2001). A aquisi¢do de tais elementos ¢
aparente em A. tumefaciens e S. meliloti. Os genes nod de S. meliloti € 0s genes vir e
DNA-T de A. tumefaciens, possuem um contetido de G+C e o uso de codon distinto do
resto do genoma, sugerindo uma aquisi¢do evolucionaria. No caso do DNA-T, o
reduzido conteudo de G+C pode facilitar a sua expressdo na planta hospedeira, onde o
baixo conteudo G+C é comum (WOOD et al., 2001). Além disso, nenhum DNA-T e
poucos genes vir de A. tumefaciens tem ortélogos em S. meliloti, e os genes nod ndo
foram encontrados em Agrobacterium. A selegdo diferencial e a manutengio de genes
adquiridos horizontalmente provavelmente levam a divergéncia entre os estados
patogénicos e simbi6ticos. Assim, estes organismos proporcionam um sistema modelo
para futuras investigagdes da divergéncia evolutiva entre patdgenos e simbiontes
(WOOD et al., 2001).

A disponibilidade das seqiiéncias gendmicas das a-Proteobactérias permitem
estudos comparativos que tem contribuido enormemente para o entendimento da
historia evolutiva deste grupo de microrganismos € a manuten¢do de seus genomas
com miltiplos cromossomos. De forma especial, estes estudos permitiram inferir o
aparecimento dos mecanismos de simbiose e de patogenicidade de células animais e

vegetais (GALIBERT et al., 2001).
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1.2.3 GENOMA DE OUTRAS PROTEOBACTERIAS

A bactéria Brucella melitensis é um patogeno intracelular facultativo e o
causador da brucelose em animais e da febre de Malta em humanos. Brucella pertence
ao grupo das a-Proteobactérias e apresenta uma relagdo filogenética muito préxima
com Agrobacterium, Rickettsia, Rhizobium e Rhodobacter (KE et al., 2000). O
tamanho total do genoma de B. melitensis 16M ¢é de 3,29 Mb dividido em dois
cromossomos circulares de 2,12 e 1,18 Mb. O conteudo de G+C ¢ de 57% e nenhum
plasmideo foi encontrado. No cromossomo I (2,12 Mb) foram encontradas 2060 ORFs,
e no cromossomo I (1,18 Mb) 1138 ORFs.

O genoma deste microrganismo apresenta trés operons rRNA, dois no
cromossomo I, separados por aproximadamente 200 kb, e o terceiro no cromossomo
II. Todos os trés operons estdo organizados da mesma maneira: 16S, ile tRNA, ala
tRNA, 238, 5S e met tRNA (DELVECCHIO et al., 2002).

Todas as 33 proteinas da subunidade maior do ribossoma e a maioria das da
subunidade menor sdo codificadas no cromossomo I, enquanto a proteina S21
(subunidade menor) esta codificada no cromossomo II (DELVECCHIO et al., 2002).
A mesma origem de replicacdo (ori) foi encontrada nos dois cromossomos, € sdo
similares aquelas das o-Proteobactérias. Os genes essenciais, incluindo aqueles
envolvidos na replicagdo do DNA, transcri¢do, tradugdo, metabolismo central e
biossintese da parede celular estdo distribuidos em ambos os cromossomos. Os genes
envolvidos na viruléncia, como as adesinas, invasinas € hemolisinas, estdo localizados
no cromossomo [ (DELVECCHIO et al., 2002).

A seqiiéncia completa do genoma da y-Proteobactéria Vibrio cholerae EI Tor
N16961, o agente etiologico do cdlera, apresentou 4 Mpb distribuidos em dois
cromossomos circulares de 3 Mpb (cromossomo 1) ¢ 1 Mpb (cromossomo 2), com
uma conteudo médio de G+C de 46,9% e 47,7%, respectivamente. Foi observada uma
grande assimetria na distribuicdo dos genes reconhecidos como essenciais para 0O
crescimento e viruléncia entre os dois cromossomos. Oito operons que codificam para

o rRNA ribossomal foram localizados no cromossomo 1 e nenhum no cromossomo 2.
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Além disso, um numero maior de genes que codificam para proteinas envolvidas na
replicagdo, reparo e transcricdo do DNA, biossintese da parede celular e uma
variedade de vias biossintéticas e catabolicas sdo codificadas pelo cromossomo 1.
Similarmente, a maioria dos genes considerados essenciais para a patogenicidade
bacteriana como aqueles que codificam para a toxina do colera, enzimas para sintese
de lipopolissacarideos e para a maquinaria de secre¢do de proteinas extracelular, estio
também localizados no cromossomo 1. O cromossomo 2 apresenta uma quantidade
maior de genes hipotéticos (59%) quando comparado com o cromossomo 1 (42%). A
localiza¢8o destes genes hipotéticos no cromossomo 2 é concentrada na chamada ilha
de integragdo, que contém 216 ORFs (125,3 kb). Entre os genes que puderam ser
identificados estdo trés que codificam para resisténcia a drogas, varias enzimas do
metabolismo de DNA (MutT, transferases e uma integrase), genes de viruléncia
(hemaglutinina e lipoproteinas) e trés genes cujos produtos estdo relacionados com
proteinas plasmidiais na selegdo de células hospedeiras (higd, higB e doc)
(DELVECCHIO et al., 2002).

A bactéria gram-negativa Ralstonia solanacearum é um patogeno de planta
encontrado no solo e que infecta naturalmente as raizes das plantas. Esta bactéria exibe
um forte tropismo tecido especifico dentro do hospedeiro, invadindo e multiplicando-
se rapidamente nos vasos do xilema. Esta bactéria, pertencente ao grupo das P-
Proteobactérias, apresenta uma ampla faixa de hospedeiros (mais de 200 espécies
vegetais), o que a torna um sistema modelo para o estudo dos determinantes
moleculares que governam a patogenicidade (SALANOUBAT et al., 2002).

O genoma da Ralstonia solanacearum GMI1000 esta organizado em duas
moléculas circulares: um cromossomo de 3,7 Mpb e um megaplasmideo de 2,09 Mpb,
produzindo um genoma total de 5,8 Mpb. As duas moléculas apresentam conteudo de
G+C quase idéntico, 67,04% para o cromossomo e 66,86% para o megaplasmideo
(SALANOUBAT et al., 2002).

O replicon maior apresenta a origem de replicagdo caracteristica de cromossomos
bacterianos, enquanto o menor apresenta uma origem de replicagdo caracteristica de

plasmideos. No cromossomo sdo encontrados todos os genes que codificam para as
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fungbes essenciais. O megaplasmideo apresenta varios genes metabolicamente
essenciais que também estdo presentes no cromossomo. Isto inclui uma copia do
operon rDNA com dois genes tRNA, um gene que codifica para a subunidade o da
DNA polimerase III e um gene que codifica para um fator de alongamento. Varias
enzimas que controlam o metabolismo primdrio, incluindo a biossintese de
aminoacidos e cofatores, sdo codificadas unicamento pelo megaplasmideo. No
megaplasmideo também estdo localizados todos os genes Arp, necessarios para causar
doenga nas plantas, os constituintes do flagelo € a maioria dos genes responsaveis pela
sintese de polissacarideos (SALANOUBAT et al.,, 2002). A analise dos genes
presentes no megaplasmideo sugerem que este replicom deve ser necessario para a
adaptac¢do a varias condi¢des ambientais, € também € importante para a manutencdo de
funges celulares basicas da bactéria (SALANOUBAT et al., 2002).

1.3 Azospirillum

As primeiras espécies de Azospirillum foram isoladas por BEIJERINCK (1925) e
denominados Spirillum lipoferum. Em 1963, Spirullum lipoferum foi redescoberto por
BECKING em solos da Africa, mas sua importincia agronémica surgiu quando
DOBEREINER e DAY (1976) descreveram sua associagdo com gramineas de varias
origens geograficas. TARRAND et al. (1978) fizeram um estudo taxondmico do grupo
S. lipoferum e propuseram, baseado em caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
homologia de DNA, a denominagdo de Azospirillum para um novo género. Atualmente
existem sete espécies de Azospirillum descritas: A. brasilense (TARRAND et
al.,1978), A. lipoferum (TARRAND et al.,1978), A. irakense (KHAMMAS et al.,
1989), 4. halopraeferens (REINHOLD et al.,1987), A. largimobile (DEKHIL et al.,
1997) e A. doebereinerae (ECKERT et al., 2001).

As bactérias do género Azospirillum s3o organismos fixadores de nitrogénio
encontrados no solo e também em associagdo endofitica com raizes de gramineas,
inclusive com cereais de interesse agricola (MAGALHAES et al, 1979,
DOBEREINER, 1992; BALDANI et al.,1997). Devido a sua capacidade de promover
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o crescimento das plantas, o género Azospirillum spp. tem sido classificado como
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (BASHAN et al, 1990).

Azospirillum sd3o bacilos curvos gram-negativos, apresentam uma grande
versatilidade quanto a utilizagdo de fontes de carbono e nitrogénio, o que facilita a sua
adaptacdo no ambiente competitivo da rizosfera. Estes microrganismos utilizam
preferencialmente acidos orgdnicos (malato, lactato) como fonte de carbono. Amdnio,
nitrato, nitrito, aminodcidos e nitrogénio molecular servem como fonte de nitrogénio
(DOBEREINER & PEDROSA, 1987). Em condi¢des desfavoraveis, tais como
dessecamento ou limitagdo de nutrientes, A. lipoferum e A. brasilense podem
converter-se em uma forma de “cisto” denominada forma C (DOBEREINER &
PEDROSA, 1987). Esta mudan¢a morfologica € acompanhada pelo desenvolvimento
de uma camada externa de polissacarideos e pelo acumulo de granulos de poli-B-
hidroxibutirato, que podem servir como fonte de carbono ¢ energia (TAL & OKON,
1985). O contetdo percentual de G+C caracteristico deste género € 67 - 70% (OKON,
1985).

As bactérias do género Azospirillum sdo méveis, apresentam um flagelo polar
durante o crescimento em meio liquido e varios flagelos laterais sdo induzidos durante
o crescimento em meio sélido (DOBEREINER & PEDROSA, 1987) . As espécies de
Azospirillum exibem quimiotaxia positiva para acidos organicos, agucares,
aminoacidos e compostos aromaticos (LOPES-DE-VITORIA et al., 1994) e também
para os exsudatos das raizes (HEINRICH & HESS, 1985). Uma outra caracteristica de
Azospirillum spp. é o movimento em direcdo a concentragdes Otimas de oxigénio,
fendmeno denominado aerotaxia (BARAK et al., 1982). Esta capacidade permite o
deslocamento das bactérias para regides onde a concentragdo de oxigénio dissolvido €
adequada para a fixa¢do do nitrogénio (4 umol/litro de O, dissolvido) (ZHULIN et al,
1996).

Em certas condi¢des ambientais e de solo, Azospirillum spp. pode influenciar
positivamente o crescimento, produtividade e o conteudo de nitrogénio da planta
associada (PATRIQUIN et al., 1983). Este efeito estimulatorio tem sido atribuido a

véarios mecanismos, incluindo fixagdo bioldgica do nitrogénio, produgdo de auxinas e
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um aumento da captagdo de sais minerais pelas raizes da planta (BASHAN, 1990).
VLASSAK ¢ REYNDERS (1978) descobriram que muitas estirpes de Azospirillum
spp. produziam quantidades substanciais de auxinas quando o aminoacido triptofano
era adicionado a cultura bacteriana. Sob condigdes similares, TIEN et al. (1979)
relataram que 4cido indol-acético (AIA), giberilina e substincias similares a
citocininas eram produzidas por Azospirillum brasilense. Quando esta cultura foi
inoculada nas raizes de milheto (Pennisetum americanum) foi observado modificagdes
na morfologia das raizes. Quase todas as raizes laterais foram densamente cobertas por
pélos radiculares e o nimero de raizes laterais foi aumentado.

Azospirillum spp. coloniza predominantemente a superficie das raizes e somente
poucas linhagens sdo capazes de colonizar internamente a planta (PATRIQUIN, 1983;
RAMOS et al., 2002). RAMOS et al (2002) monitoraram o padrdo de colonizagdo da
superficie das raizes de trigo por 4. brasilense estirpe FP2, usando uma construgéo que
expressa constitutivamente os genes gusA e gfp, e mostraramu que 0s primeiros sitios
de colonizagdo sdo os pontos de emergéncia das raizes laterais e.a regido dos pélos

radiculares .

1.3.1 Azospirillum brasilense

Azospirillum brasilense é a espécie melhor estudada do género (DOBEREINER
& PEDROSA, 1987). Apresenta caracteristicas fisioldgicas proprias: ndo ¢ capaz de
usar glucose como unica fonte de carbono para o crescimento em meio semi-solido
sem nitrogénio € nem apresenta a capacidade de fermentar agucares como ribose,
manitol e sorbitol. Ndo requer vitaminas para o crescimento. Em meio semi-sdlido
livre de nitrogénio e contendo malato como fonte de carbono acrescido de 0,005% de
extrato de levedura, as células de Azospirillum brasilense tendem a ser curtas,
vibrioides, com aproximadamente 1um de didmetro e moveis. Células em forma de S
podem ocorrer em culturas velhas. A estirpe de referéncia é a Sp7 (ATCC29145)
(TARRAND et al., 1978). As colonias podem apresentar uma coloragdo résea em
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meio NFbHP, e ha alguns mutantes espontidneos com coloragdo avermelhada que

ocorrem principalmente na estirpe Sp7 (DOBEREINER & PEDROSA, 1987).
1.3.2 GENETICA DO Azospirillum brasilense

Apesar de muitas caracteristicas ecologicas e fisioldgicas do Azospirillum spp.
serem ja conhecidas, informagdes sobre os mecanismos envolvidos na interagdo
planta-bactéria s3o relativamente escassos (VANDE BROEK & VANDERLEYDEN,
1995). Esta interacdo planta-bactéria somente pode ser bem sucedida se a populagdo
bacteriana alcancar um numero substancial no sistema radicular da planta
(STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Na rizosfera, forma-se um gradiente
de nutrientes, gerado pelo exsudato das raizes, que diminui a partir da epiderme em
direcdo ao solo adjacente. O isolamento de genes de Azospirillum brasilense induzidos
pela planta, descobertos a partir das analises dos padrdes de proteinas da bactéria
crescidas na presenca € na auséncia de exsudatos, resultou na identificagdo de uma
proteina acida de 40 kDa, denominada de SbpA (VAN BASTELAERE et al., 1999).
Esta proteina é muito similar a proteina periplasmatica ChvE identificada em
Agrobacterium tumefaciens e envolvida no aumento da viruléncia. Aparentemente, a
proteina SbpA esta envolvida na captagdo de D-galactose e na quimiotaxia do A.
brasilense para varios agucares (D-frutose, L-arabinose e D-galactose) (VAN
BASTELAERE et al., 1999). Estes resultados sugerem que os passos iniciais para a
interagdo com a planta sdo conservados entre diferentes bactérias (STEENHOUDT &
VANDERLEYDEN, 2000). A quimiotaxia ndo requer somente substancias quimio-
atrativas, mas também depende da motilidade da bactéria. Genes relacionados com a
motilidade de Azospirillum brasilense foram encontrados no plasmideo de 90MDa
(CROES et al, 1991). A presenca de um plasmideo de 90 MDa foi notada
freqilentemente em estirpes de A. brasilense e A. lipoferum (ONYEOCHA et al.,
1990). Em outras bactérias do solo, megaplasmideos podem conter informagées
essenciais para a interagdo com a planta (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN,
2000).
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Os genes de viruléncia (vir) de Agrobacterium, bem como os de nodulagio (nod
€ hsn) de Sinorhizobium estdo localizados em megaplasmideos (STEENHOUDT &
VANDERLEYDEN, 2000). A constru¢@o de mutantes contendo dele¢do no plasmideo
de 90 MDa de A. brasilense Sp7 levou a identificacdo de trés loci envolvidos na
motilidade: Mot1, Mot2 e Mot3. As delecdes em Motl e Mot2 afetaram a motilidade
em meio semi-solido, mas ndo no meio liquido, sugerindo que estes loci
provavelmente estdo envolvidos na sintese ou funcionamento dos flagelos laterais. O
mutante Mot3 € completamente imovel e aparentemente perdeu tanto o flagelo polar
quanto os laterais (CROES et al., 1991).

Sequéncias homdlogas ao gene chv de 4. tumefaciens (WAELKENS et al.,
1987), essenciais para a ligacdo e formagdo de tumor na planta, e aos genes nod e hsn
de Sinorhizobium meliloti (FOGHER et al., 1985), necessarios para a formagdo do
nodulo, foram identificadas em Azospirillum brasilense. Os genes nodPQ foram
encontrados no plasmideo de 90 MDa (VIEILLE & ELMERICH, 1990), enquanto o
gene homologo nodG parece estar localizado no cromossomo (VIEILLE &
ELMERICH, 1992). Entretanto, a fungdo destes genes na intera¢do Azospirillum-
planta permanece desconhecida (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Por
outro lado, o gene chvB de A. brasilense pode complementar um mutante defectivo
chvB de Agrobacterium com respeito a formagdo de tumor nas folhas de Nicotiana
tabacum. Assim, é possivel que o produto do gene chvB possa estar envolvido na
adsor¢do do Azospirillum as raizes das plantas (STEENHOUDT &
VANDERLEYDEN, 2000).

Os genes de A. brasilense que codificam para enzimas envolvidas na sintese de
exopolissacarideos (EPS), foram isolados por complementagdo de mutantes exoB €
exoC de Sinorhizobium meliloti pelo seu fenétipo calcofliior-negativo. Calcofluor ¢ um
corante que se liga especificamente a polissacarideos com ligagdes -1,4 € B-1,3. Estes
mutantes de S. meliloti sdo deficientes na sintese de succinilglucana, o maior EPS
acido de rizobios, e formam nodulos ndo fixadores de nitrogénio em alfafa. Em 4.
brasilense foram isolados dois loci exoB (exoBI e exoB2) e um locus exoC. Ambos 0s

loci exoB de A. brasilense complementaram o mutante exoB de S. meliloti para a
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produ¢do de succinilglucana e para o tenotipo simbiotico, enquanto o locus exoC de
A. brasilense ndo complementou o fenotipo Fix do mutante exoC de S. meliloti
(MICHIELS et al., 1988). Os genes exoB de A. brasilense sio funcionalmente
homologos ao exoB de S. meliloti, que codifica a enzima UDP-glucose-4-epimerase
envolvida na sintese de UDP-galactose e necessaria para incorporagdo de galactose em
exopolissacarideos, polissacarideos capsulares e lipopolissacarideos (DE TROCH et
al., 1994). O gene exoC codifica uma proteina que apresenta homologia com o gene
algC de Pseudomonas aeruginosa, que codifica uma fosfomanomutase essencial para
a conversdo de GDP-manose-6-fosfato em GDP-manose-1-fosfato (STEENHOUDT &
VANDERLEYDEN, 2000). O locus exoC de A. brasilense codifica uma enzima
diferente daquela que foi perdida no mutante exoC de S. meliloti (fostoglicomutase).
Isto explica a incapacidade deste gene de restaurar a producdo de EPS e o fenétipo
simbidtico no mutante exoC de S. meliloti. Os genes exoBl e exoC de Azospirillum
brasilense foram localizados no plasmideo de 90 MDa, e o gene exoB2 foi localizado
no cromossomo (CROES et al., 1991; MICHIELS et al., 1989).

A maioria dos estudos genéticos sobre a fixagdo do nitrogénio em Azospirillum
foi realizado com A. brasilense. O operon nifHDK de A. brasilense, codificando as
proteinas estruturais da nitrogenase, foram identificados e posteriormente isolados
baseados na similaridade de seqiiéncia com os genes nif de Klebsiella pneumoniae
(QUIVIGER et al., 1982). Um numero adicional de genes nif e fix envolvidos no
processamento e transporte de elétrons para o complexo da nitrogenase, biossintese do
cofator ferro-molibdénio, bem como genes da regula¢do da expressdo da fixagdo do
nitrogénio foram isolados (FRAZZON & SCHRANK, 1998, MILCAMPS &
VANDERLEYDEN, 1993). Exceto os genes nifA e nifB que sdo transcritos
separadamente, todos os outros genes nif estdo localizados em um grupo que
compreende 30 kb do genoma (LIANG et al., 1991).

O aménio fixado pela nitrogenase ¢ assimilado pelo A. brasilense principalmente
pela via glutamina sintetase (GS)/glutamato sintase (GItS) (WESTBY et al., 1987).
Dois genes, gltDB, que codificam as subunidades da glutamato sintase foram

encontrados em Azospirillum brasilense (PELANDA et al., 1993). A glutamina
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sintetase ¢ codificada pelo g/nAd, que neste organismo faz parte de um operon junto
com o gene g/nB (codifica a proteina Py) (ZAMAROCZY et al., 1993). A atividade da
glutamina sintetase € regulada em resposta aos niveis de amoénio por adenililagdo
reversivel, reag¢do catalizada pela proteina GInE ou adenililtransferase. Na presenca de
altas concentragées de amoénio, a GS esta altamente adenililada e inativada. Em
condigdes limitantes de nitrogénio, os grupos adenilil da GS s@o removidos pela
proteina GInE, ativando a enzima (GAUTHIER & ELMERICH, 1977). Ao contrario
do que ocorre em bactérias entéricas, o produto do gene g/nB (proteina PII), ndo
participa na via de regulagdo para a adenililagdo da GS de A. brasilense (GAUTHIER
& ELMERICH, 1977).

1.4 ESTRUTURA GENOMICA DO GENERO Azospirillum

Plasmideos de Azospirillum foram descritos pela primeria vez por FRANCHE &
ELMERICH (1981), através de eletroforese em gel de agarose. Em geral as estirpes
estudadas apresentavam de um a seis plasmideos com massa molecular variando de 4
MDa a 370 MDa (6 a 550 kb). A presenga de um plasmideo de 90 MDa (135 kb) fo1
notada freqiientemente em estirpes de A. brasilense (PLAZINSKI et al., 1981,
ONYEOCHA et al., 1990)

A presenga de plasmideos e "minicromossomos" em espécies de Azospirillum foi
descrita por WOOD et al. (1982). Neste trabalho, seis estirpes de A. brasilense € duas
de A. lipoferum foram analisadas utilizando a técnica de Eckhardt (ECKHARDT,
1978), e a presencga de sete a oito replicons foram observadas nas duas espécies. No
entanto, a denominag¢do de minicromossomos foi baseada somente no tamanho dos
replicons.

Mais recentemente, um estudo com 26 isolados de A. brasilense revelou a
presenca de cinco a oito replicons, separados pela técnica de Eckhardt. Cada estirpe de
A. brasilense mostrou um unico perfil € o tamanho molecular dos replicons variou de
65 a mais de 1800 kb. O megareplicon de 1700 kb e outros com tamanho aproximado

de 600 kb hibridizaram fortemente com uma sonda do gene 16S rDNA. Assim, a
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presenca de genes codificando para 16S rRNA em multiplos replicons de A. brasilense
sugere que o genoma desta espécie consiste de multiplos minicromossomos
(CABALLERO-MELLADO et al., 1999), uma vez que replicons contendo genes com
funcdes indispensaveis sdo classificados como cromossomos (MORENO, 1998).

MARTIN-DIDONET et al. (2000) descreveram a presenga de varios
megareplicons em cinco espécies de Azospirillum estudadas por eletroforese em
campo pulsado (PFGE ou Pulsed-Field Gel Electrophoresis). As estirpes de A.
brasilense analizadas (Sp7, FP2, Cd) mostraram cinco megareplicons, variando de
0,63 a 2,5 Mpb. Os perfis eletroforéticos de Azospirillum lipoferum estirpes Sp59b e
JA25 mostraram de 8 e 10 replicons, respectivamente, com tamanho molecular
variando de 0,15 a 2,6 Mpb. As estirpes de 4. amazonense Y2 ¢ Y6 possuem quatro
replicons, mas de perfis distintos na eletroforese em campo pulsado, com tamanhos
variando de 0,71 Mpb (Y6) a 2,8 Mpb (Y2). Virios replicons foram também
observados em A. halopraeferens e A. irakense, cada espécie com um padrdo de DNA
especifico. O tamanho total do genoma do género Azospirillum variou de 4,8 Mpb (4.
irakense) a 9,7 Mpb (A. lipoferum estirpe Sp59b). O comportamento eletroforético dos
replicons indicou que algumas moléculas de DNA sdo provavelmente lineares
(MARTIN-DIDONET et al., 2000).

Os estudos de hibridiza¢cdo com a sonda 16S rDNA de A. brasilense mostraram
que todas as espécies testadas possuem pelo menos dois replicons com cdpias deste
gene. Enquanto o gene que codifica para 16S rRNA tenha sido encontrado em varios
replicons, o operon nifHDK parece estar localizado em apenas um replicon em A.
brasilense estirpe FP2 e Sp7. Estes genes foram localizados no maior replicon destas
estirpes, como revelado pela hibridizagdo com uma sonda nifHDK de A. brasilense
(MARTIN-DIDONET et al., 2000).

Azospirillum spp. apresenta um dos mais complexos padrdes de DNA de alta
massa molecular entre as a-Proteobactérias ja estudadas, com a informagdo genética

distribuida em varios replicons (MARTIN-DIDONET et al., 2000).
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2. OBJETIVO

Construir bibliotecas gendmicas aleatorias do replicon pAZ6 (630 kpb) de A.
brasilense estirpe FP2 a partir do DNA isolado por eletroforese em campo pulsado e
sequenciar os clones desta biblioteca para obter um panorama das informagdes

genéticas contidas neste replicon.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Isolar o replicon pAZ6 (630 kpb) por PFGE.

- Construir bibliotecas deste replicon pAZ6 de A. brasilense FP2 no vetor
pCR4Blunt-TOPO.

- Sequienciar as duas extremidades dos clones aleatorios.

- Ordenar as seqiiéncias obtidas em contiguos.

- Identificar genes codificados pelo replicon pAZ6 de A. brasilense FP2 por

comparag¢do das seqii€ncias obtidas com as do banco de dados Genbank.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS UTILIZADOS

As bactérias e o plasmideo que foram utilizados neste trabalho estdo listados na
tabela 2.

TABELA 2 - BACTERIAS E PLASMIDEO

Estirpes/Plasmideo Genotipo/Fenotipo Referéncia
Azospirillum brasilense
FP2 Estirpe selvagem, Nif* Sp7 (ATCC29145) Pedrosa e Yates, 1984
Nal® Sm*

Escherichia coli

TOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) [nvitrogen
080/lacZAM15 AlacX74 deoR reaAl araD139
Aara-leu)7697 galU galk rpsL (Str®) endA 1
nupG

Plasmideo
PCR®4Blunt-TOPO®  Amp®, Km®, Py, lacZccdB Invitrogen

3.2 REAGENTES

Lisozima, agarose para eletroforese em campo pulsado, agarose de baixo ponto de
fusdo, Tris base, glicerol e antibidticos foram adquiridos da Sigma Chemical
Company. Proteinase K, dodecilsulfato de sddio (SDS), agarase, RNAse, biotina,
Triton-X, desoxicolato de sddio, lauril sarcosina de sodio, acetato de sédio, fenol e
padrdo de tamanho molecular de DNA (1 kb Ladder) da Invitrogen. EDTA, NaCl,
NaOH, etanol, isopropanol, acido acético, cloroformio e alcool isoamilico foram
adquiridos da Merck. As enzimas modificadoras de DNA e RNAse foram adquiridas
da Invitrogen. Extrato de levedura, triptona e agar bacteriologico foram adquiridos da
Biobras ou Invitrogen. O gas nitrogénio foi adquirido da White Martins. O marcador
de DNA de alto tamanho molecular (cromossomos de Sacharomyces cereviseae) foi

adquirido da Bio-Rad ou Amersham Biosciences.



3.3 MEIOS DE CULTURA

27

3.3.1 MEIOS EMPREGADOS PARA O CULTIVO DE Azospirillum brasilense.

As estirpes de 4. brasilense FP2 foram crescidas em meio NFbHP (MACHADO

etal., 1991) contendo NH,Cl 20 mmol/L. A composi¢do e preparo do meio NFbHP

estdo descritos abaixo.

MEIO NFb
MgS0,.7H,O
NaCl

CaCl,

Acido nitrilo triacético
FeSO,4.7H,0
Lactato de sddio
Biotina
Na,Mo0,.2 H,O
MnSQO4.H,0
H3;BO,
CuS04.5H,0
ZnS04.7H,0

SOLUCAO DE FOSFATOS
K,HPO,
KH,PO,

0,2 g/L
0,1 g/L
20 mg/L
56 mg/L
20 mg/L
5,0 g/L
0,1 mg/L
2 mg/L
2,35 mg/L
2,8 mg/L
0,08 mg/L
0,24 mg/L

120 g/L.
80 g/L

Na hora do uso o meio NFb foi acrescido da solugdo de fosfatos na propor¢do de

50 mL/L passando a ser denominado NFbHP. O meio de cultura e a solu¢do de

fosfatos foram esterilizados separadamente por autoclavaggo a 120°C a 1 atmosfera de

pressdo durante 20 minutos. O meio deve apresentar pH final de 6,8. A fonte de

nitrogénio utilizada foi uma solugdo 1 mol/L de cloreto de amonio, esterilizada nas
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condi¢des descritas acima, e acrescida ao meio NFbHP na propor¢do de 20 mL/L,
passando entdo o meio a ser denominado NFbHPN. O meio NFbHP solido foi obtido

adicionando-se agar bacteriologico na concentragdo de 15 g/L ao meio liquido.

3.3.2 MEIOS EMPREGADOS PARA O CULTIVO DE E. COLI

O meio Lurnia Bertani Broth (LB) (SAMBROOK et al., 1989) apresenta a

seguinte composi¢ao:

Bacto triptona 10 g/LL
Extrato de levedura 5g/L
NaCl 10 g/L

O pH do meio deve ser ajustado para 7,0 com NaOH. O meio foi esterilizado por
autoclavagdo a 120°C e | atmosfera de pressdo durante 20 minutos. O meio solido

Luria Bertani Agar (LA) foi obtido pela adi¢do de 15 g/L agar ao meio liquido.

O meio Terrific Broth (SAMBROOK et al., 1989) foi preparado como descrito
a seguir.
Bacto triptona 12 g/L
Extrato de levedura 24 g/L
Fosfato de potassio, dibasico 9,4 g/L
Fosfato de potassio, monobasico 2 g/L
Glicerol 4 mL/L

O meio foi esterilizado por autoclavagdo a 120°C e 1 atmosfera de pressdo

durante 20 minutos.
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3.4 CONDICOES DE CULTIVO

As culturas de A. brasilense foram incubadas a 30°C em meio NFbHP
(MACHADO et al., 1991) suplementado com 20mmol/LL de cloreto de aménio. Os
antibioticos foram utilizados nas seguintes concentragdes: estreptomicina (Sm)
80ug/mL e acido nalidixico (Nal) 10ug/mL.

A estirpe de E. coli TOP10 contendo ou ndo plasmideos foi cultivada a 37°C em
meio Luria Bertani Broth (LB), Luria Bertani Agar (LA) (SAMBROOK et al., 1989)
ou Terrific Broth (TARTOF e HOBBS, 1987). Os meios de cultivo foram
suplementados com as seguintes concentra¢des de antibioticos: ampicilina (Amp)
250pug/mL, canamicina (Km) 50pug/mL ou estreptomicina (Sm) 20ug/mL.

As culturas das bactérias foram estocadas e mantidas em glicerol 50% a -20°C, e
alternativamente em frascos com tampa de rosca contendo meio NFbHPN ou LA

solido inclinado, a temperatura ambiente.

3.5 MANIPULACAO DE DNA

As reagdes de defosforilagdo, ligagdo e restricdo de DNA foram realizadas em
condi¢des especificadas pelo fabricante.

A extragdo e purificagdo de plasmideos foram realizadas pelo método de lise
alcalina (“Mini-Prep”) (SAMBROOK et al., 1989). Plasmideos integros e fragmentos
de restrigdo foram separados por eletroforese em gel de agarose, corados com solugdo
brometo de etideo (0,5ug/mL) e visualizados sob luz ultravioleta (302nm) conforme
descrito (SAMBROOK et al.,1989).

Fragmentos de DNA de interesse foram isolados dos géis de agarose de baixo
ponto de fusdo apos separagdo eletroforética. O tampdo de corrida utilizado foi TAE
(Tris base 40mmol/L, acido acético 40mmol/L, EDTA 2mmol/L, pH8,0). Apos a
eletroforese, o gel foi tratado com solugdo de brometo de etideo (0,5ug/mL) € o
fragmento de interesse foi identificado por compara¢do com o padrio de tamanho

molecular (1 Kb Ladder), evitando-se excesso de gel e exposi¢do prolongada do DNA
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a luz ultravioleta. A fatia do gel contendo o fragmento de interesse foi colocada em
tubo tipo eppendorf e incubada a 65°C até completa fusdo da agarose. Em seguida
foram adicionados um volume de dgua milliQ, pré-aquecida a 65°C, 1/5 do volume de
uma solugd@o de Tris-acetato 1mol/L (pH 8,0) e 1 volume de fenol-cloroformio. Logo
em seguida, os tubos foram agitados vigorosamente em vortex. Decorridos 10 min de
incubagdo a temperatura ambiente, os tubos foram novamente agitados em vortex e
centrifugados a 13.000 rpm por 5 min. A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo e novamente tratada com fenol-cloroférmio para a remogdo da agarose
remanescente. A fase aquosa foi precipitada com 0,6 volumes de isopropanol e o
sedimento lavado duas vezes com etanol 70% e seco a vacuo. O precipitado foi

dissolvido em 10uL de agua milliQ estéril.

3.5.1 OBTENCAO DO DNA CROMOSSOMICO INTACTO

Para a obtengdo do DNA cromossémico intacto, as células de Azospirillum foram
cultivadas em meio liquido NFbHPN até densidade otica (D.Ogp) de 0,6.
Aproximadamente 30mL da cultura foram concentrados em tubos Falcon por
centrifugagdo a 5000 rpm por 10 min. O sedimento de células foi ressuspenso em
250puL de tampdo SET (Tris pH 7.5 10mmol/L, EDTA 100mmol/L e NaCl
200mmol/L) e foram adicionados a suspensdo de células 500uL de agarose de baixo
ponto de fusdo a 1%, dissolvida em 4gua milliQ e mantida a 40° para evitar
geleificagdo. Aliquotas de 100uL desta suspensdo foram transferidas para os moldes
(10 x 5 x 1,5 mm) e mantidos a 4°C durante 15 minutos para a geleificagdo da agarose.
Os blocos de agarose foram transferidos para tubos tipo eppendorf de 1,5SmL com
ImL de solugdo de lise (Tris-HCI pHS8,0 6mmol/L, NaCl 1mol/L, EDTA 100mmol/L,
Triton X-100 0,5%, desoxicolato de sodio 0,2%, lauril sarcosina de sédio 0,5%)
contendo Img/mL de lisozima, e incubados & 37°C durante 24 horas. A solugdo foi
trocada pela solugdo de digestdo ESP (EDTA 0,5M pH 8,0, lauril sarcosina de sodio
1%, desoxicolato de soédio 0,2%) acrescida de proteinase K 0,1mg/mL. O sistema foi

entdo incubado a 50°C por 72 horas. Os blocos de agarose com o0 DNA cromossomal
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foram estocados na solugdo de digestdo ESP isenta de proteinase K a 4°C (SMITH &
CANTOR, 1988).

Os replicons do DNA cromossomal foram separados por eletroforese em campo
pulsado (PFGE - Pulsed-Field Gel Electrophoresis) em tampdo de corrida TBE (Tris-
borato 44,5mmol/L, EDTA Immol/LL pHS8,0). Durante a corrida a temperatura foi
mantida a 14°C, o angulo de reorientagdo foi de 120°, e a 6 V/cm com tempo de pulso
de 60 seg por 15 horas e 90 seg por 8 horas ou tempo de pulso escalonado de 40 a 120
seg durante 24 horas. O sistema de eletroforese CHEF-DR III (Bio-Rad) foi utilizado

em todos 0s ensaios.
3.5.2 ISOLAMENTO DOS REPLICONS DE Azospirillum brasilense FP2

Os replicons de interesse foram isolados dos géis de agarose de baixo ponto de
fusdo 1% apds separacgdo por eletroforese em campo pulsado nas condi¢des acima.
Apos a eletroforese, o gel foi tratado com solugdo de brometo de etidio, o replicon de
interesse foi identificado por comparagdo com o padrio de tamanho molecular
(Saccharomyces cerevisiae) e a fatia de gel contendo a regido de interesse foi retirada.
A fatia do gel foi cortada em pedagos menores, colocada em tubo tipo eppendorf e
incubada a 65°C até completa fusdo da agarose. Em seguida foram adicionados um
volume de agua milliQ (pré-aquecida a 65°C), 1/5 do volume de uma solugdo de Tris-
acetato 1 mol/L (pH 8,0) e 1 volume de fenol-cloroformio. Logo em seguida, os tubos
foram invertidos delicadamente por Sminutos. Decorridos 10 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, os tubos foram novamente homogeneizados por inversdo €
centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo e novamente tratada com fenol-cloroformio para a remog¢do da agarose
remanescente. A fase aquosa foi precipitada com 0;6 volume de isopropanol € o
sedimento lavado duas vezes com etanol 70% e seco a vacuo. O precipitado fo1
dissolvido em 10 pL de TyE, (Tris-HCI pH7,5 10mmol/L, EDTA 1mmol/L) ou agua

milliQ estéril.
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3.5.2.1 ISOLAMENTO DO REPLICON UTILIZANDO A ENZIMA -
AGARASE

A B-agarase ou agarose 3-glicanohidrolase ¢ uma enzima que rompe as ligagdes
(1-3)-B-D da agarose. A agarose ¢ formada por ligagoes repetidas de (1—4)-3,6-
anidro-o.-L-galactopiranosil-(1-—>3)-3-D-galactopirananose (DUCKWORTH &
TURVEY, 1969). Como resultado desta degradagdo enzimatica a viscosidade e a
capacidade natural de gelificagcdo da agarose de baixo ponto de fusdo sdo eliminadas
liberando assim os acidos nucleicos. A incubagdo prolongada do DNA com a enzima
ndo reduz o tamanho do DNA nem intertere em procedimentos subsequentes .

A fatia do gel obtida na eletroforese foi colocada em um tubo Falcon de 15mi, e
lavada duas vezes em T (E; (Tris-HCl 10mmol/L, pH7,5 ¢ EDTA Immol/L) por uma
hora a temperatura ambiente. Apos este periodo, a solugdo de ToE; foi retirada e o
tubo foi incubado em banho-maria a 65°C por aproximadamente 10 minutos ou até a
completa fusdo da agarose. O tubo Falcon foi transferido para um banho maria a 40°C
e incubado por aproximadamente 3 minutos para equilibrar o sistema, e entdo foi
adicionado 0,5U de B-agarase para cada 100ul de agarose. A digestdo da agarose foi
realizado durante uma hora a 40°C. A enzima foi inativada pela incubagdo do sistema
a 60°C durante uma hora. O DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto e
o sedimento lavado duas vezes com etanol 70% e seco a vacuo. O precipitado foi

dissolvido em 10pL de agua milliQ estéril.

3.6 AMPLIFICACAO NAO-PCR DO DNA GENOMICO

Para a amplifica¢do do DNA do replicon de interesse foi usado o kit TempliPhi
(Amersham Biosciences). A tecnologia TempliPhi utiliza a DNA polimerase do fago
Phi29 que amplifica 0o DNA por um sistema de circulos rolantes (LEWIN, 2001) com
primers aleatdrios sob condigGes isotérmicas. A enzima apresenta alta processividade e
acuracia apresentando amplificados com mais de 10kb em comprimento com uma

frequéncia de erro menor que 1 em 10°.
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Aliquotas de 1pl. do DNA isolado da agarose de baixo ponto de fusdo foram
adicionados ao tampdo (Tris-HCI pHS,2 10mM, EDTA 0,ImM). A mistura foi
aquecida a 95°C durante 5 minutos e depois resfriada rapidamente a 4°C por mais 5
minutos. Ao DNA desnaturado foram adicionados 5uL da mistura de reagdo RCA
(“Rolling Circles Amplification”) (Tampédo de rea¢do + 02uL da enzima, Amersham
Biosciences). A reagdo de amplificagdo foi realizada a temperatura de 30°C durante 18

horas. A enzima foi inativada pelo calor a 65°C por 10 min.

3.7 QUANTIFICACAO DO DNA

A concentragdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente pela absorbancia
a 260nm (Ajg). Os calculos foram efetuados considerando-se que uma solucdo de
50ug/mL de DNA fita dupla ou 35ug/mL de DNA fita simples apresentam uma A=
1,0 (SAMBROOK et al., 1989).

Alternativamente, as concentragdes de DNA foram determinadas por
densitometria de eletroforetogramas em gel de agarose. A concentragdo aproximada
foi feita por densitometria das bandas de DNA, tomando-se por base a intensidade das

bandas do padrdo de DNA de concentragdo conhecida.

3.8 FRAGMENTACAO MECANICA DO DNA

Para a fragmentagdo do DNA de interesse foi utilizado um nebulizador. Neste
nebulizador foi adicionado tampdo de fragmentacdo (acetato de sddio 3M, glicerol
50%), e aproximadamente 25ug de DNA e agua milliQ estéril para um volume final de
1mL. O DNA foi nebulizado por 1 min e 30 seg a 2,0 Kgf/cm® com gés nitrogénio
para a obten¢do de fragmentos de 1 a S5Kpb. O tamanho dos fragmentos foi confirmado
por eletroforese em gel de agarose (1%) com tampdo de corrida TBE (Tris-borato
89mmol/L, EDTA 2mmol/L pH 8,3).

O DNA fragmentado foi transferido para um tubo eppendorf de 2,0mL e
precipitado com 700uL de isopropanol 100% e 80uL de acetato de sédio 3M pH 5,2.
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Apos duas horas de incubagdo a temperatura ambiente, o tubo foi centrifugado a
13000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado de DNA foi
lavado uma vez com 1 volume de etanol 80% e seco a vacuo. O precipitado foi

dissolvido em 10uL de agua milliQ estéril.

3.9 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA GENOMICA

As bibliotecas foram construidas utilizando o sistema TOPO Shotgun
Subcloning (Invitrogen). As reac¢des de reparo das extremidades dos fragmentos de
DNA, desfosforilagé@o e clonagem do DNA foram realizadas seguindo as instrugdes do
fabricante.

O plasmideo utilizado como vetor foi 0 pCR®4Blunt-TOPO® (FIGURA 1).
Este plasmideo € fornecido linearizado, e apresenta a enzima topoisomerase I do virus
Vaccinia covalentemente ligada 4 extremidade 3’. A topoisomerase I do virus Vaccinia
liga-se especificamente ao DNA dupla-fita e quebra a ligagdo fosfodiéster apos a
sequéncia 5’-CCCTT em uma das extremidade. A energia proveniente da quebra da
ligacdo fosfodiéster é conservada para a formagdo de uma ligagdo covalente entre o
fosfato 3’ da extremidade quebrada e um residuo tirosil (Tyr-274) da topoisomerase I.
A ligacdo fosfo-tirosil entre 0 DNA e a enzima € subseqiientemente atacada pela
extremidade S5’hidroxil do DNA inserto, revertendo a reacdo e liberando a

topoisomerase (TOPO Shotgun Subcloning Kit, Invitrogen).

3.10 TRANSFORMACAO BACTERIANA POR ELETROPORACAO

O preparo de células competentes e transformagdo por eletroporagdo de E. coli
com DNA plasmidial foi realizado conforme recomendado pelo manual do
eletroporador CELL-PORATOR  ELECTROPORATION SYSTEM  (Life
Technologies, INC). O aparelho foi ajustado para a aplicagdo do choque elétrico numa
diferenga de potencial de 12 a 16 kV/cm a cimara de eletroporagdo, com tempo de

pulso entre 6 a 10 ms.
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Apos a aplicagdo do choque elétrico, as células foram ressuspensas em 1mL meio
SOC e incubadas para recuperacdo a 37°C por 30 minutos. Em seguida, 100uL. foram

plaqueados em LA contendo os antibiéticos adequados.

FIGURA 1 - MAPA FiSICO DO VETOR pCR®4BLUNT-TOPO®
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O vetor pCR4Blunt-TOPO foi utilizado na construgdo das bibliotecas genémicas do replicon pAZ6
de A. brasilense estirpe FP2. Este plasmideo contem 3954 nucleotideos e apresenta as seguintes
caracteristicas:

Regido do promotor /ac: bases 2 - 216

Sitio de ligagdo CAP: bases 95 - 132

Sitio de ligagdo da RNA polimerase: bases 133-178

Sitio de ligag@o do repressor Lac: bases 179-199

Inicio da transcrig¢do: base 179

Sitio do primer reverso M13: bases 205-221

Fusdo do gene LacZoa-ccdB *: bases 217-810

Por¢do do LacZa da fusdo: bases 217-497

Por¢do do ccdB da fusdo: bases 508-810

Sitio do primer T3: bases 243-262

Sitio de clonagem TOPO: bases 294-295

Sitio do primer T7: bases 328-347

Sitio do primer universal M13 (-20): bases 355-370

Promotor do gene de resisténcia a canamicina: bases 1021-1070

Gene de resisténcia a canamicina: bases 1159-1953

Gene de resisténcia a ampicilina (b/a): bases 2309-3061 (fita complementar)

Promotor do gene de resisténcia a ampicilina (bla): bases 3062-3158 (c)

Origem pUC: bases 3159-3832

* O gene letal ccdB (control of cell death) é incorporado no sitio de policlonagem do vetor
pCR4Blunt como uma fus@o com o fragmento /acZo. A proteina CcdB age sobre a DNA girase
bacteriana (topoisomerase 1I), inibindo a sua habilidade de religar as fendas que se formam no DNA
dupla-fita levando a degradagdo do cromossomo da célula hospedeira. Devido a proteina CcdB ser
toxica, o vetor pCR4Blunt previne o crescimento de bactérias, a menos que a fusio /acZ-ccdB esteja
interrompida pela ligagdo de um inserto.
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3.11 MINI-PREPARACAO DE PLASMIDEOS EM MICROPLACAS

Em um bloco estéril de 96 pocos foi adicionado | mL de meio Terrific Broth
contendo 250pg/mL de ampicilina (250uL de ampicilina 100mg/mL para<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>