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RESUMO

A organização genômica das alfa-proteobactérias é altamente variável e 

geralmente muito complexa. O genoma da rizobactéria A. brasilense é composto de 

vários replicons variando de 100 a 3000 kb. Quatro destes replicons hibridizam com a 

sonda do gene 16S rDNA, sugerindo que A. brasilense possui vários 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 

não haviam sido descritos anteriormente, sugerindo que o tamanho genoma do 

Azospirillum brasilense estirpe FP2 é de aproximadamente 8,2 Mpb. O replicon de 630 

Kb, denominado pAZ6, de A. brasilense é o menor da estirpe FP2 que hibridiza com a 

sonda do gene 16S rDNA. Neste estudo foi realizado o seqüenciamento 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 extraído do gel 

de agarose foi amplificado usando o sistema TempliPhi (Amersham Biosciences), uma 

técnica não-PCR. O DNA amplificado foi utilizado para construir uma biblioteca 

genômica no vetor pCR4Blunt-TOPO. Os plasmídeos (1858) foram seqüenciados e as 

leituras de seqüências montadas em contíguos pelos programas PHRED/PHRAP e, em 

seguida, os contíguos 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 BI2, lipídeos e nucleotídeos), 

metabolismo de piruvato, produção de energia, degradação de aminoácidos, 

metabolismo de carboidratos e de lipídeos, regulação transcricional, metabolismo 

nitrogenado, transporte de solutos e quimiotaxia. A categoria funcional mais 

representada entre os prováveis produtos gênicos do replicon foi a de transportadores. 

Os resultados sugerem fortemente que o replicon pAZ6 é parte essencial do genoma de 

A. brasilense estirpe FP2.



1. INTRODUÇÃO

Os procariotos provavelmente estiveram entre os primeiros organismos vivos da 

Terra e seu aparecimento precedeu o de animais e plantas em mais de 3 bilhões de 

anos (FRASER et a i , 2000). Estima-se que as espécies microbianas compreendem 

aproximadamente 50% da biomassa global (FRAZIER et a i, 2003). Embora 

invisíveis a olho nu, os procariotos são um componente essencial do biota da Terra: 

eles catalisam transformações únicas e indispensávies nos ciclos biogeoquímicos, 

produzem componentes importantes da atmosfera terrestre, afetam a produtividade do 

solo, a qualidade da água e o clima global (COPLEY, 2002), e representam uma 

grande porção da biodiversidade (WHITMAN et a i, 1998). Certamente, a capacidade 

deste planeta de sustentar a vida é dependente em grande parte da atividade destes 

organismos (FRAZIER et a i, 2003).

Menos de 1% das espécies microbianas já foram identificadas (WHITMAN et 

al., 1998), mas a diversidade das espécies descritas é extraordinária, mostrando 

adaptação a condições extremas de temperatura, pH, radiação, pressão e salinidade, e 

apresentando a capacidade de utilizar uma grande variedade de substâncias como fonte 

de energia, mesmo algumas consideradas resíduos tóxicos. Estes organismos podem 

produzir fontes de energia renováveis tais como biomassa, metano e hidrogênio 

(FRASER et a i, 2000; FRAZIER et a i, 2003).

A diversidade genética, fisiológica e metabòlica dos procariotos é muito maior 

que aquela encontrada em plantas e animais (FRASER et a i, 2000). Avanços 

tecnológicos nas últimas décadas, particularmente na pesquisa genética, permitiu 

aprofundar os conhecimentos sobre os microrganismos ao nivel mais básico, e 

questionar como as partes mais elementares dos microrganismos agem em conjunto 

para formar um organismo funcional (www.oml.gov/microbialgenomes/benefíts.htiiil).

Um pré-requisito para o entendimento completo da biologia de um organismo é 

a determinação da seqüência completa do genoma (FLEISCHMANN et a i, 1995). Em 

1995, foi publicada a primeira seqüência completa do DNA de um procarioto, a 

bactéria Haemophilus influenzae (FLEISCHMANN et a i, 1995). Desde então, mais de

http://www.oml.gov/microbialgenomes/benef%c3%adts.htiiil
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60 seqüências completas do genoma foram publicadas, e o genoma de mais 350 

espécies está sendo seqüenciado (www.tigr.org/tdb/mdb/).

Estes projetos têm produzido informações sobre o genoma de um número 

crescente de patógenos humanos como Mycobacterium tuberculosis, Neisseria 

meningitidis, Pseudomonas aeruginosa e várias espécies de Chlamydia. Também 

foram determinadas as seqüências genômicas 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 importância agrícola como Xylella 

fastidiosa, Pasteurella multocida, Buchnera sp., Mesorhizobium loti, Sinorhizobium 

meliloti, e patógenos de animais (NELSON et al., 2001).

O conhecimento da seqüência completa do genoma não somente proporciona 

uma riqueza de dados, mas também informações específicas que não podem ser 

obtidas por outras vias. Isto inclui a identificação de genes que não compartilham 

similaridade com genes conhecidos nos bancos de dados, famílias de genes parálogos, 

genes que podem ser alvos de novas drogas (ARIGONI et a i, 1998) e genes inativos 

resultantes da evolução redutiva (ANDERSSON et al., 1998). Informações 

importantes sobre a organização do genoma também são reveladas como o conteúdo 

de G+C e sua variação dentro do genoma - levando a identificação de regiões que 

podem ter sido adquiridas por transferência horizontal de genes -, a presença de 

elementos de repetição ou elementos de inserção, a descoberta de novas ilhas de 

patogenicidade em bactérias patogênicas, a identificação de novos operons, polaridade 

do genoma e a identificação da origem(ns) de replicação (FRANGEUL et al., 1999). 

Os “Projetos Genoma” também podem ser pontos de partida para projetos de 

reconstrução metabólica (SELKOV et al., 1997) e análise funcional de todos os genes 

de um organismo (SMITH, 1997).

Logo após o surgimento das técnicas de seqüenciamento do DNA (SANGER, & 

COULSON, 1975; SANGER et al., 1982) e o desenvolvimento de novas tecnologias de 

computação (STADEN et al., 1982; STADEN et a i, 1984), a estratégia de 

seqüenciamento “shot gun” foi introduzida, e tem permanecido o método de escolha

http://www.tigr.org/tdb/mdb/
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para a determinação do genoma total (LANDER et a l, 2001). O seqüenciamento e 

montagem de fragmentos aleatórios do DNA, elimina a necessidade de informações 

preliminares de mapeamento do genoma e, portanto, é aplicável a um grande conjunto 

de organismos cujos mapas genômicos não são conhecidos (FLEISCHMANN et al.,

1995).

A comparação entre os genomas completos de procariotos tem revelado que a 

densidade de genes nos microrganismos procariotos é de aproximadamente um gene 

por kilobase (FRASER et al., 2000). A maior surpresa tem sido o grande número de 

prováveis genes com função desconhecida. Por exemplo, o genoma do Archea 

Aeropyrum pernix contém mais de 1.500 ORF's (57% do total de genes), cujas 

seqüências não possuem similaridade com outras já 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 estão nesta categoria (COLE et a l, 1998). De uma forma geral, nas 

seqüências genômicas de procariotos pelo menos 25% dos genes são considerados 

“hipotéticos”, e nenhuma função pode ser atribuída (DOOLITTLE, 2002). As ORF’s 

“hipotéticas” podem ser colocadas dentro de duas categorias: aquelas que são 

encontradas em uma variedade de organismos, e que provavelmente codificam 

proteínas funcionais; e aquelas que são únicas para uma espécie ou estirpe particular 

(DOOLITTLE, 2002). Estas últimas, se não forem um artefato, indicam uma grande 

diversidade biológica entre os microrganismos e sugerem que a idéia de um organismo 

“modelo” no mundo microbiano pode não ser apropriada (FRASER et a l, 2000).



4

1.1 ESTRUTURA GENÔMICA EM BACTÉRIAS

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 são bastante distintos entre si, era razoável assumir que a 

forma e o número de cromossomos - ou seja, cromossomo único - seria constante entre 

as espécies bacterianas (OCHMAN, 2002). A ocorrência de plasmídeos em muitas 

espécies de bactérias ajudou a reforçar esta visão. Estes elementos 

“extracromossomais”, pequenos e dispensáveis, são aleatoriamente distribuídos e têm 

um número de cópias variável, sugerindo que todos os genes necessários para a 

manutenção das funções vitais seriam codificados por um único 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 análise de grandes moléculas de DNA (SCHWARTZ & CANTOR, 

1984; LEE et a i, 1996) e tem sido usada para analisar os genomas de uma variedade 

de bactérias que antes não podiam ser manipulados pelas metodologias da genética 

clássica (HOLLOWAY, 1992). Utilizando-se desta nova metodologia, foi mostrado 

que o genoma bacteriano é altamente variável tanto em tamanho como em forma. O 

menor genoma conhecido é de Mycoplasma genitalium (classe Firmiscutes) com 0,58 

Mpb (FRASER et a l, 1995) e o maior é o de Stigmatella erecta (delta-Proteobactéria) 

com 9,9 Mpb (LEE et al., 1996). É interessante notar que o tamanho do genoma 

parece refletir o estilo de vida da bactéria: bactérias com genomas pequenos são 

especialistas, como os parasitas intracelulares obrigatórios ou microrganismos que 

requerem condições muito especializadas; aquelas com genomas grandes apresentam 

uma maior diversidade metabólica ou apresentam formas de desenvolvimento e/ou 

diferenciação celular, como esporulação (MORENO, 1998). Esta observação sugere 

que a necessidade de sobreviver em ambientes diferentes requer uma extensa 

maquinaria molecular de grande flexibilidade metabólica para competir e se adaptar 

rapidamente às variações ambientais (CASJENS, 1998).
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Além da diversidade de tamanhos, o genoma bacteriano pode ser constituído por 

múltiplos replicons, que podem ser circulares e/ou lineares (CHENG & LESSIE, 1994; 

RODLEY et a l, 1995; CASJENS, 1998) (TABELA 1). A presença de dois replicons 

foi relatada em Rhodobacter sphaeroides, Brucella melitensis 16M e Leptospira 

interrogans enquanto três replicons compõem os genomas de Sinorhizobium meliloti e 

Burkholderia cepacia. O primeiro cromossomo linear foi descrito em Borrelia 

burgdorferi (BARIL et a l, 1989; FERDOWS & BARBOUR, 1989), e nos organismos 

gram-positivos Streptomyces lividans (LIN et a l, 1993) e Rhodococcus fascians 

(CRESPI et a l, 1992). Os telômeros dos replicons lineares de Borrelia e Streptomyces 

possuem duas formas estruturais bastante distintas. As extremidades do replicon de 

Borrelia são grampos fechados co valentemente (CASJENS et a l, 1997; 

HINNERBUSCH & BARBOUR, 1991) e apresentam seqüências invertidas de 20 a 30 

pb nas duas extremidades. O processo de replicação dos telômeros ainda não foi 

esclarecido (MARCONI et a l, 1996; CASJENS et a l, 1997). Por outro lado, os 

telômeros de Streptomyces são extremidades abertas e apresentam proteínas 

específicas ligadas co valentemente às extremidades 5’ (CHEN, 1996; SAKAGUCHI, 

1990).

A presença destes replicons adicionais gerou dúvidas quanto a sua classificação 

como cromossomos ou megaplasmídeos (OCHMAN, 2002). Os cromossomos 

geralmente são as maiores moléculas, depositárias do material genético essencial da 

célula, portanto, possuem genes com funções essenciais, como operons codificando 

para RNA ribossomal (rRNA). Os plasmídeos, ainda que possam ter tamanhos que 

lhes confiram a classificação de “megaplasmídeos” (ou seja, com tamanho na ordem 

de milhões de pares de bases), não contêm genes essenciais e, portanto, podem ser 

perdidos (OCHMAN, 2002).



6

TABELA 1. COMPOSIÇÃO DE ALGUNS GENOMAS BACTERIANOS COMPLETA
MENTE SEQÜENCIADOS E COM MÚLTIPLOS ELEMENTOS 
HEREDITÁRIOS.

Espécies Classificação* Tamanho(kb) Forma Cópias de 
rDNA

Agrobacterium tumefacines Cromossomo 2842 Circular 2
Cromossomo 2057 Linear 2
Plasmídeo 543 Circular 0
Piasmídeo 214 Circular 0

Borrelia burgdorfei Cromossomo 911 Linear 1
Plasmídeo (n=ll) 9 -5 4 Circular/Linear 0

Brucella melitensis Cromossomo 2117 Circular 2
Cromossomo 1178 Circular 1

Clostridium acetobutylicum Cromossomo 3941 Circular 11
Megaplasmídeo 192 Circular 0

Deinococcus radiodurans Cromossomo 2649 Circular 3
Cromossomo 412 Circular 0
Megaplasmídeo 177 Circular 0
Plasmídeo 46 Circular 0

Ralstonia solanacearum Cromossomo 3716 Circular 3
Megaplasmídeo 2095 Circular 1

Salmonella typhi Cromossomo 4809 Circular 7
Plasmídeo 218 Circular 0
Plasmídeo 107 Circular 0

Sinorhizobium meliloti Cromossomo 3654 Circular 3
Megaplasmídeo 1683 Circular 0
Megaplasmídeo 1354 Circular 0

Vibrio cholerae Cromossomo 2941 Circular 8
Cromossomo 1072 Circular 0

Yersina pestis Cromossomo 4654 Circular 6
Plasmídeo (n=3) 10-96 Circular 0

* Classificação segundo os autores. Agrobacterium tumefacines (WOOD et al,2001), Borrelia burgdorfei 
(FRASER et al, 1997), Brucella melitensis (DELVECCHIO et al, 2002), Clostridium acetobutylicum 
(NOLL1MG et al, 2001), Deinococcus radiodurans (WHITE et al, 1999), Ralstonia solanacearum 
(SALANOUBAT et al, 2002), Salmonella typhi (PARKHILL et al, 2001), Sinorhizobium meliloti (GALIBERT 
et al, 2001), Vibrio cholerae (HEIDELBERG et al, 2000), Yersina pestis (PARKHILL et al, 2001). 
n = número de plasmídeos encontrados.
Fonte: OCHMAN, H., 2002
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Várias hipóteses surgiram para explicar os eventos que deram origem a bactérias 

com mais de um cromossomo. Algumas destas hipóteses são: a quebra de um 

cromossomo em diferentes replicons, divisão desigual do cromossomo, mutação 

independente de cromossomos multicópias, transformação de plasmideo em 

cromossomo pela aquisição de genes essenciais a partir do cromossomo natural ou por 

transferência horizontal de genes (KOLSTO, 1997). O seqüenciamento completo do 

genoma de bactérias, poderá auxiliar no esclarecimento de quais eventos poderiam 

contribuir para a estrutura e plasticidade dos genomas bacterianos (MARTIN- 

DIDONET, 2001).

1.2 GENOMA DE PROTEOBACTÉRIAS

A classe das Proteobactérias têm recebido atenção especial não só pela grande 

quantidade de organismos estudados, como também pela grande diversidade na 

estrutura e tamanho do genoma. As Proteobactérias são atualmente divididas em 5 

subclasses (a, P, y, ô, s) (MORENO, 1998).

Dentro da subclasse a  estão bactérias fotoautotrófícas e quimioautotróficas, bem 

como espécies associadas a plantas e animais. Uma das características mais 

interessantes das alfa-proteobactérias é a presença 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 obrigatório 

(ANDERSSON et al., 1998) até 9,1 Mpb em Bradyrhizobium japonicum, bactéria 

simbiótica fixadora de nitrogênio (KANEKO, 2002), com a presença de elememtos 

extracromossomais como plasmídeos e megaplasmídeos (MORENO, 1998). A 

versatilidade metabólica das bactérias deste grupo é refletida no tamanho do genoma 

(MORENO, 1998).
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1.2.1 GENOMA DE Sinorhizobium meliloti

O diazotrofo Sinorhizobium meliloti (a-Proteobactéria) estabelece simbiose com 

raízes de leguminosas, além de ser intimamente relacionado com bactérias patogênicas 

de plantas e animais, incluindo Agrobacterium e Brucella (GALIBERT et al., 2001).

O genoma de S. meliloti consiste de três 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 a l, 2001). Em um genoma total de 6,7 Mb, foram encontrados 6.204 

genes, sendo 59,7% dos genes com função preditas e 8,2% não apresentaram 

similaridade com seqüências de nucleotídeos depositados nos bancos de dados. A 

proporção de genes com função desconhecida foi maior nos megaplasmídeos 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 característica do genoma de S. meliloti é o número de genes que 

codificam para sistemas de transporte do tipo ABC. Estes sistemas contêm uma 

proteína de ligação ao ATP, uma ou duas proteínas integrais de membrana e, nos 

sistemas de importação, pode fazer parte, uma proteína periplasmática de ligação ao 

soluto. Estes genes geralmente estão dispostos como um operon (FATH & KOLTER, 

1993). Dos 430 genes de sistemas de transporte ABC encontrados em todo o genoma, 

235 genes estão localizados no megaplasmídeo pSymB, onde quase metade dos 64 

diferentes sistemas de transporte ABC são para o transporte de açúcares (HAAS et al., 

1998). Outros sistemas de transporte encontrados incluem íons Fe+2/+3 (HONEYCUTT 

et a/., 1993), aminoácidos (CAPELA et a l, 2001), peptídeos e oligopeptídeos 

(CAPELA et a l, 2001), espermidina/putrescina (ALLARDET-SERVENT et a l, 

1993), sulfato, fosfato, colina, glicerol-3-fosfato, rizopina e taurina (JUMAS-BILAK 

et a l, 1998). Além dos transportadores ABC, foram encontrados no pSymB prováveis 

genes codificando para permeases de nitrato, sulfato e xantina/uracila e genes que 

codificam para proteínas de eíluxo transmembrana, envolvidas na exportação de 

compostos tóxicos da bactéria (FINAN et a l, 2001).
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As bactérias gram-negativas apresentam conjuntos complexos de Polissacarídeos 

na superfície, incluindo lipopolissacarídeos (LPS) (SCHNAITMAN & KLENA, 

1993), Polissacarídeos capsulares (CPS) (WHITFIELD &ROBERTS, 1999), 

exopolissacarídeos (EPS) (STEVENSON et al., 1996) e glucanas periplasmáticas. Os 

Polissacarídeos de superfície do S. meliloti, cuja maquinaria de síntese são codificados 

principalmente pelo cromossomo e pelo pSymB, são importantes para o sucesso da 

infecção da planta, possivelmente por suprimir a resposta de defesa da planta 

(VIPREY et a l, 2000). Os genes envolvidos na biossíntese e exportação destes 

carboidratos estão geralmente agrupados. Os grupos exo/exs e exp que codificam para 

proteínas envolvidas na síntese do EPS succinilglucana (EPS I) (GLUCKSMANN et 

al, 1993) e galactoglucana (EPS II) (BECKER et a i, 1997) foram mapeados no 

pSymB. As análises da seqüência do pSymB revelaram que quase 12% dos genes 

estão envolvidos na síntese de Polissacarídeos (GALIBERT et a l, 2001). A maioria 

destes genes estão organizados em 11 grupos; a existência de 9 destes grupos, variando 

de 5 a 42 kb, não era conhecida anteriormente (FINAN et a i, 2001 ).

Os genes de nodulação (nod), necessários para a síntese e exportação dos fatores 

Nod, estão localizados principalmente no replicon pSymA e somente poucos genes 

envolvidos nesse processo foram encontrados no pSymB (nodP2, nodQ2) (FINAN et 

al, 2001). Cada megaplasmídeo apresenta uma cópia do operon nodPQ (99% de 

identidade entre si) e que estão envolvidos na ativação do sulfato para a sulfatação dos 

fatores Nod (GALIBERT et a i, 2001 ).

O metabolismo do nitrogênio é uma característica importante do genoma do S. 

meliloti, e os genes envolvidos neste metabolismo foram encontrados principalmente 

no megaplasmídeo pSymA. Enquanto a síntese e atividade da nitrogenase necessita 

cerca de 20 genes em Klebsiella pneumoniae, somente nove genes nif foram 

encontrados em S. meliloti (nifA, nifB, nifHDKE, niJX, nifN e ni/S). Exceto para um 

provável ortólogo de nifS no cromossomo e um provável gene nijV (CAPELA et al, 

2001), todos os outros genes estão localizados no pSymA (GALIBERT et al., 2001).

Além dos genes de fixação do nitrogênio, pSymA apresenta um gene para a 

assimilação de amónio (glutamato desidrogenase - gdhA), um conjunto completo de
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genes necessários para a desnitrifícação (nor, nos, nap e nir) e genes para o transporte 

de nitrato (nrtAB). No cromossomo encontram-se os genes ntrBC, glnB, glnA e glnT, 

genes para uma alanina desidrogenase, um transportador de amónio amt, e genes que 

codificam para as proteínas regulatórias ntrXY, glnE, glnK e glnD, para enzima 

GOGAT glutamato sintase e para três enzimas glutaminas sintetases homólogas, 

anteriormente desconhecidas. O pSymB codifica uma nitrato redutase (narB), dois 

transportadores de nitrato (nrtA, SMb20436) e uma única glutamina sintetase glnll 

(GALIBERT et al., 2001).

S. meliloti é uma bactéria aeróbia que deve gerar altos níveis de energia para 

suportar a fixação do nitrogênio em um ambiente com baixo teor de oxigênio como no 

nódulo. Uma enzima citocromo c oxidase do tipo cbb3, com alta afinidade pelo 

oxigênio, é 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 regulatórios distintos. Genes da 

família LysR (86 membros) predominam no pSymA. Genes codificando proteínas 

reguladoras do tipo GntR são mais freqüentemente encontrados no megaplasmídeo 

pSymB, e da família AsnC são mais comum no cromossomo (GALIBERT et al., 

2001). No megaplasmídeo pSymB foi encontrada a única cópia do gene para o tRNA 

da arginina e os genes minCDE envolvidos na divisão celular (FINAN et al., 2001).

A determinação da seqüência genômica do S. meliloti 1021 mostrou sua 

arquitetura composta de três replicons com características estruturais e funcionais 

distintas. O cromossomo de S. meliloti possui as características do de uma bactéria 

heterotrófica aeróbica típica. A aquisição do pSymB estendeu consideravelmente a sua 

capacidade metabólica, por permitir metabolizar uma grande variedade de pequenos 

compostos encontrados no solo ou na rizosfera da planta. A maior diversidade de 

Polissacarídeos dado pelo pSymB também pode ter melhorado significativamente o 

potencial de colonização deste organismo. Finalmente, a aquisição do pSymA levou a 

emergência da nodulação, bem como a capacidade da bactéria para colonizar o nódulo
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em um ambiente com baixo teor de oxigênio. O pSymA também expandiu a 

capacidade de metabolizar compostos nitrogenados sob uma variedade de formas 

químicas, incluindo dinitrogênio molecular (GALIBERT et al., 2001).

1.2.2 GENOMA do Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens é uma a-Proteobactéria da família Rhizobiacea, 

geralmente encontrada no solo e é o agente etiológico de um tumor em plantas. 

Agrobacterium tumefaciens infecta mais de 90 famílias de plantas dicotiledôneas, 

resultando em grandes perdas agronômicas (WOOD et al., 2001). O tumor resulta da 

transferência, integração e expressão de um conjunto de genes contidos no DNA-T e 

localizados no plasmídeo indutor de tumor (Ti). A expressão destes genes conduzem a 

biossíntese de hormônios de crescimento bem como de opinas, que são uma fonte de 

nutrientes para a bactéria (ZUPAN et a l, 2000). O processamento e transferência do 

DNA-T é mediado pelos genes de virulência (vir) do plasmídeo Ti, e vários 

determinantes de virulência inicialmente caracterizados em A. tumefaciens, têm sido 

encontrados em simbiontes de plantas e em patógenos animais (CHRISTIE, 2001; 

INON et a l, 1998). Os genes do DNA-T podem ser trocados por qualquer seqüência 

de DNA, fazendo do A. tumefaciens um veículo ideal para a transferência de genes e 

uma ferramenta essencial para as pesquisas de biotecnologia em plantas (GOODNER 

et a l, 2001).

O genoma de 5,67 Mb de A. tumefaciens estirpe C58 é composto por quatro 

replicons: um cromossomo circular, um cromossomo linear e os plasmídeos pAtC58 e 

pTiC58 (ALLENDERT-SERVENT et a l, 1993; GOODNER et a l, 1999). O genoma 

contém 5.419 genes: a 3.475 (64%) destes foi atribuída uma provável função, 1.236 

(22%) genes são proteínas conservadas hipotéticas e 708 genes são proteínas 

hipotéticas, ou seja, com nenhuma similaridade com seqüências nos bancos de dados 

(WOOD et a l, 2001). O conteúdo G+C do genoma é 58%, mas o plasmídeo TÍC58 

tem duas regiões com conteúdo G+C diferente: o DNA-T (46%) e a região vir (54%). 

Um conteúdo reduzido de G+C (53%) foi também observado em um segmento de 24
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kb do pAtC58 (ilha AT) (WOOD et a l, 2001). O genoma contém 53 tRNAs que 

representam todos os aminoácidos. Estes tRNAs estão distribuídos 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 os genes envolvidos na maioria dos processos essenciais estão localizados no 

cromossomo circular (TATUSOV, 2001).

O cromossomo linear apresenta as extremidades covalentemente ligadas, 

possuindo aparentemente estruturas em forma de grampo nos telômeros (GOODNER 

et al, 2001). Proteínas associadas com a manutenção da extremidade linear, como as 

telomerases, estão ausentes em A. tumefaciens, mas uma característica das terminações 

do replicon linear é a presença de elementos IS próximos a cada extremidade (WOOD 

et al., 2001).

Foram encontrados 1.882 genes que codificam para proteínas no replicon linear, 

incluindo aquelas que codificam proteínas ribossomais, de replicação e enzimas de 

vinte e uma vias metabólicas completas. A presença destes genes confirma a 

designação de cromossomo para este replicon. Entretanto, características tipicamente 

plasmidiais foram encontradas neste replicon, como genes provavelmente envolvidos 

em conjugação (traA, mobC e traG) e um operon repABC, que codifica para proteínas 

da família de replicadores tipo-RepABC de plasmídeos circulares, localizado próximo 

ao centro do cromossomo linear. Se verificado experimentalmente, este mecanismo de 

replicação provará ser único entre os replicons lineares conhecidos (WOOD et al., 

2001). O cromossomo circular apresenta uma origem de replicação (oriC) similar a 

Cori de Caulobacter crescentus (BRASSINGA et al., 2001).

A replicação dos plasmídeos pTiC58 e pAtC58 é mediada por um sistema tipo- 

RepABC comumente encontrado nos plasmídeos de Rhizobiacea. Este sistema, 

apresenta duas proteínas de segregação (RepA e RepB) e uma proteína de início de 

replicação que se liga à origem (RepC) (LI & FARRAD, 2000). Os plasmídeos 

codificam para toda a maquinaria necessária para conjugação e não apresentam genes 

essenciais (WOOD et al., 2001).
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Genes de proteínas transportadoras constituem 15% do genoma de A. 

tumefaciens. Destes, 87% estão localizados nos cromossomos. Estes sistemas 

conferem uma ampla capacidade para o transporte de solutos encontrados na rizosfera, 

incluindo açúcares, aminoácidos e peptídeos. Como em S. meliloti e M. loti, A. 

tumefaciens apresenta um grande número de transportadores ABC, constituindo 60% 

de todos os transportadores. A preferência por transportadores ABC em A. tumefaciens 

pode refletir uma necessidade por sistemas de captação de alta afinidade, para a 

aquisição de nutrientes em um ambiente altamente competitivo como o solo e a 

rizosfera (WOOD et al., 2001).

Os genes envolvidos na transformação da planta e formação do tumor estão 

localizados nos quatro elementos genéticos. O cromossomo circular abriga os genes 

chvAB necessários para a ligação da bactéria à planta; os genes chvGI, chvE e ros 

envolvidos na regulação da expressão dos genes vir do plasmídeo pTi (ZUPAN et al.,

2000). O cromossomo linear abriga o gene exoC {pgm) necessário para a síntese dos 

Polissacarídeos [3-1,2 glucana extracelular e o succinilglucana; e os genes para a 

síntese de celulose (cel) (ZUPAN et a i, 2000). O plasmídeo pAtC58 contém os genes 

envolvidos no ancoramento (att) necessários para a ligação inicial e específica da 

bactéria à planta (ZUPAN et a i, 2000; GOODNER et a i, 2001).

Os genes que codificam para as vias metabólicas estão dispersos entre os quatro 

replicons. Ao contrário do que ocorre em E. coli, a maioria dos genes destas vias não 

formam grupos, o que sugere que não formam operons. Foram identificadas vias para 

a síntese de todos os aminoácidos e de coenzimas. As vias para o metabolismo de 

energia incluem glicólise, ciclo do ácido tricarboxílico e Entner-Doudoroff. Foram 

encontradas as vias para a utilização de metabólitos 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, hidantoína, uréia e glicerol (WOOD et al.,

2001).

Muitos componentes do metabolismo do nitrogênio são conservados entre A. 

tumefaciens e os simbiontes fixadores de nitrogênio S. meliloti e M. loti, como os 

componentes do sistema de regulação do metabolismo de fontes alternativas de
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nitrogênio (Ntr): ntrBC, ntrA, glnE, glnD, glnB e glnK. Agrobacterium tumefaciens 

apresenta sete genes para a glutamina sintetase (GS). A presença de múltiplos genes 

GS pode estar relacionada com a necessidade do Agrobacterium de altas 

concentrações de glutamato para um crescimento ótimo (WOOD et al., 2001). Foram 

encontrados genes para o transporte de nitrato e vários genes de desnitrifícação no 

cromossomo linear (GOODNER et al., 2001).

As análises do genoma revelaram uma extensa similaridade entre os 

cromossomos circulares de A. tumefaciens e do simbionte S. meliloti, que apoia a 

hipótese que estas bactérias originaram-se de um ancestral comum. Modelos de 

evolução bacteriana sugerem que a aquisição diferencial e/ou a perda de genes em 

organismos que habitam um mesmo ambiente, permite a divergência entre os estilos 

de vida simbiótico ou patogênico (OCHMAN, 2001). A aquisição de tais elementos é 

aparente em A. tumefaciens e S. meliloti. Os genes nod de S. meliloti e os genes vir e 

DNA-T de A. tumefaciens, possuem um conteúdo de G+C e o uso de códon distinto do 

resto do genoma, sugerindo uma aquisição evolucionária. No caso do DNA-T, o 

reduzido conteúdo de G+C pode facilitar a sua expressão na planta hospedeira, onde o 

baixo conteúdo G+C é comum (WOOD et al., 2001). Além disso, nenhum DNA-T e 

poucos genes vir de A. tumefaciens tem ortólogos em S. meliloti, e os genes nod não 

foram encontrados em Agrobacterium. A seleção diferencial e a manutenção de genes 

adquiridos horizontalmente provavelmente levam a divergência entre os estados 

patogênicos e simbióticos. Assim, estes organismos proporcionam um sistema modelo 

para futuras investigações da divergência evolutiva entre patógenos e simbiontes 

(WOOD et al., 2001).

A disponibilidade das seqüências genômicas das a-Proteobactérias permitem 

estudos comparativos que tem contribuído enormemente para o entendimento da 

história evolutiva deste grupo de microrganismos e a manutenção de seus genomas 

com múltiplos cromossomos. De forma especial, estes estudos permitiram inferir o 

aparecimento dos mecanismos de simbiose e de patogenicidade de células animais e 

vegetais (GALIBERT et ai, 2001).
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1.2.3 GENOMA DE OUTRAS PROTEOBACTÉRIAS

A bactéria Brucella melitensis é um patógeno 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 relação filogenética muito próxima 

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 conteúdo de G+C é de 57% e nenhum 

plasmídeo foi encontrado. No cromossomo I (2,12 Mb) foram encontradas 2060 ORFs, 

e no cromossomo II (1,18 Mb) 1138 ORFs.

O genoma deste microrganismo apresenta três operons rRNA, dois no 

cromossomo I, separados por aproximadamente 200 kb, e o terceiro no cromossomo

II. Todos os três operons estão organizados da mesma maneira: 16S, ile tRNA, ala 

tRNA, 23S, 5S e met tRNA (DELVECCHIO et a l, 2002).

Todas as 33 proteinas da subunidade maior do ribossoma e a maioria das da 

subunidade menor são codificadas no cromossomo I, enquanto a proteína S21 

(subunidade menor) está codificada no cromossomo II (DELVECCHIO et a l, 2002). 

A mesma origem de replicação (ori) foi encontrada nos dois cromossomos, e são 

similares aquelas das a-Proteobactérias. Os genes essenciais, incluindo aqueles 

envolvidos na replicação do DNA, transcrição, tradução, metabolismo central e 

biossíntese da parede celular estão distribuídos em ambos os cromossomos. Os genes 

envolvidos na virulência, como as adesinas, invasinas e hemolisinas, estão localizados 

no cromossomo I (DELVECCHIO et a l, 2002).

A seqüência completa do genoma da y-Proteobactéria Vibrio cholerae EI Tor 

N I6961, o agente etiológico do cólera, apresentou 4 Mpb distribuídos em dois 

cromossomos circulares de 3 Mpb (cromossomo 1) e 1 Mpb (cromossomo 2), com 

uma conteúdo médio de G+C de 46,9% e 47,7%, respectivamente. Foi observada uma 

grande assimetria na distribuição dos genes reconhecidos como essenciais para o 

crescimento e virulência 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 número maior de genes que codificam para proteínas envolvidas na 

replicação, reparo e transcrição do DNA, biossíntese da parede celular e uma 

variedade de vias biossintéticas e catabólicas são codificadas pelo cromossomo 1. 

Similarmente, a maioria dos genes considerados essenciais para a patogenicidade 

bacteriana como aqueles que codificam para a toxina do cólera, enzimas para síntese 

de lipopolissacarídeos e para a maquinaria de secreção de proteínas extracelular, estão 

também localizados no cromossomo 1. O cromossomo 2 apresenta uma quantidade 

maior de genes hipotéticos (59%) quando comparado com o cromossomo 1 (42%). A 

localização destes genes hipotéticos no cromossomo 2 é concentrada na chamada ilha 

de integração, que contém 216 ORFs (125,3 kb). Entre os genes que puderam ser 

identificados estão três que codificam para resistência a drogas, várias enzimas do 

metabolismo de DNA (MutT, transferases e uma integrase), genes de virulência 

(hemaglutinina e lipoproteínas) e três genes cujos produtos estão relacionados com 

proteínas plasmidiais na seleção de células hospedeiras (higA, higB e doe) 

(DELVECCHIO et al., 2002).

A bactéria gram-negativa Ralstonia solanacearum é um patógeno de planta 

encontrado no solo e que infecta naturalmente as raízes das plantas. Esta bactéria exibe 

um forte tropismo tecido específico dentro do hospedeiro, invadindo e multiplicando- 

se rapidamente nos vasos do xilema. Esta bactéria, pertencente ao grupo das (3- 

Proteobactérias, apresenta uma ampla faixa de hospedeiros (mais de 200 espécies 

vegetais), o que a toma um sistema modelo para o estudo dos determinantes 

moleculares que governam a patogenicidade (SALANOUBAT et al., 2002).

O genoma da Ralstonia solanacearum GMI1000 está organizado em duas 

moléculas circulares: um cromossomo de 3,7 Mpb e um megaplasmídeo de 2,09 Mpb, 

produzindo um genoma total de 5,8 Mpb. As duas moléculas apresentam conteúdo de 

G+C quase idêntico, 67,04% para o cromossomo e 66,86% para o megaplasmídeo 

(SALANOUBAT et a i, 2002).

O replicon maior apresenta a origem de replicação característica de cromossomos 

bacterianos, enquanto o menor apresenta uma origem de replicação característica de 

plasmídeos. No cromossomo são encontrados todos os genes que codificam para as
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funções essenciais. O megaplasmídeo apresenta vários genes metabolicamente 

essenciais que também estão presentes no cromossomo. Isto inclui uma cópia do 

operon rDNA com dois genes tRNA, um gene que codifica para a subunidade a  da 

DNA polimerase III e um gene que codifica para um tátor de alongamento. Várias 

enzimas que controlam o metabolismo primário, incluindo a biossíntese de 

aminoácidos e cofátores, são codificadas unicamento pelo megaplasmídeo. No 

megaplasmídeo também estão localizados todos os genes hrp, necessários para causar 

doença nas plantas, os constituintes do flagelo e a maioria dos genes responsáveis pela 

síntese de Polissacarídeos (SALANOUBAT et al., 2002). A análise dos genes 

presentes no megaplasmídeo sugerem que este replicom deve ser necessário para a 

adaptação a várias condições ambientais, e também é importante para a manutenção de 

funções celulares básicas 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 África, mas sua importância agronômica surgiu quando 

DÕBEREINER e DAY (1976) descreveram sua associação com gramíneas de várias 

origens geográficas. TARRAND etal. (1978) fizeram um estudo taxonômico do grupo 

S. lipoferum e propuseram, baseado em características morfológicas, fisiológicas e 

homologia de DNA, a denominação de Azospirillum para um novo gênero. 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), A. halopraeferens (REINHOLD et al., 1987), A. largimobile (DEKHIL et al., 

1997) e A. doebereinerae (ECKERT et al., 2001).
As bactérias do gênero Azospirillum são organismos fixadores de nitrogênio 

encontrados no solo e também em associação endofitica com raízes de gramíneas, 

inclusive com cereais de interesse agrícola (MAGALHÃES et a l, 1979; 

DÕBEREINER, 1992; BALDANI et ar/., 1997). Devido a sua capacidade de promover
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o crescimento das plantas, o gênero Azospirillum spp. tem sido classificado como 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (BASHAN et al, 1990).

Azospirillum são bacilos curvos gram-negativos, apresentam uma grande 

versatilidade quanto a utilização de fontes de carbono e nitrogênio, o que facilita a sua 

adaptação no ambiente competitivo da rizosfera. Estes microrganismos utilizam 

preferencialmente ácidos orgânicos (malato, lactato) como fonte de carbono. Amónio, 

nitrato, nitrito, aminoácidos e nitrogênio molecular servem como fonte de nitrogênio 

(DÒBEREINER & PEDROSA, 1987). Em condições desfavoráveis, tais como 

dessecamento ou limitação de nutrientes, A. lipoferum e A. brasilense podem 

converter-se em uma forma de “cisto” denominada forma C (DÕBEREINER & 

PEDROSA, 1987). Esta mudança morfológica é acompanhada pelo desenvolvimento 

de uma camada externa de Polissacarídeos e pelo acúmulo de grânulos de poli-P- 

hidroxibutirato, que podem servir como fonte de carbono e energia (TAL & OKON, 

1985). O conteúdo percentual de G+C característico deste gênero é 67 - 70% (OKON, 

1985).

As bactérias do gênero Azospirillum são móveis, apresentam um flagelo polar 

durante o crescimento em meio líquido e vários flagelos laterais são induzidos durante 

o crescimento em meio sólido (DÕBEREINER & PEDROSA, 1987) . As espécies de 

Azospirillum exibem quimiotaxia positiva para ácidos orgânicos, açúcares, 

aminoácidos e compostos aromáticos (LOPES-DE-VITORIA et a l, 1994) e também 

para os exsudatos das raízes (HEINRICH & HESS, 1985). Uma outra característica de 

Azospirillum spp. é o movimento em direção a concentrações ótimas de oxigênio, 

fenômeno denominado aerotaxia (BARAK et al., 1982). Esta capacidade permite o 

deslocamento das bactérias para regiões onde a concentração de oxigênio dissolvido é 

adequada para a fixação do nitrogênio (4 pmol/litro de O2 dissolvido) (ZHUL1N et ai,

1996).
Em certas condições ambientais e de solo, Azospirillum spp. pode influenciar 

positivamente o crescimento, produtividade e o conteúdo de nitrogênio da planta 

associada (PATRIQUIN et al., 1983). Este efeito estimulatório tem sido atribuído a 

vários mecanismos, incluindo fixação biológica do nitrogênio, produção de auxinas e



19

um aumento da captação de sais minerais pelas raízes da planta (BASHAN, 1990). 

VLASSAK e REYNDERS (1978) descobriram que muitas estirpes de Azospirillum 

spp. produziam quantidades substanciais de auxinas quando o aminoácido triptofano 

era adicionado à cultura bacteriana. Sob condições similares, TIEN et a l (1979) 

relataram que ácido indol-acético (AIA), giberilina e substâncias similares a 

citocininas eram produzidas por Azospirillum brasilense. Quando esta cultura foi 

inoculada nas raízes de milheto {Pennisetum americanum) foi observado modificações 

na morfologia das raízes. Quase todas as raízes laterais foram densamente cobertas por 

pêlos radiculares e o número de raízes laterais foi aumentado.

Azospirillum spp. coloniza predominantemente a superfície das raízes e somente 

poucas linhagens são capazes de colonizar internamente a planta (PATRIQUIN, 1983; 

RAMOS et a l, 2002). RAMOS et al (2002) monitoraram o padrão de colonização da 

superfície das raízes de trigo por A brasilense estirpe FP2, usando uma construção que 

expressa constitutivamente os genes gusA e gfp, e mostraramu que os primeiros sítios 

de colonização são os pontos de emergência das raízes laterais e ,a região dos pêlos 

radiculares.

1.3.1 Azospirillum brasilense

Azospirillum brasilense é a espécie melhor estudada do gênero (DÔBEREINER 

& PEDROSA, 1987). Apresenta características fisiológicas próprias: não é capaz de 

usar glucose como única fonte de carbono para o crescimento em meio semi-sólido 

sem nitrogênio e nem apresenta a capacidade de fermentar açúcares como ribose, 

manitol e sorbitol. Não requer vitaminas para o crescimento. Em meio semi-sólido 

livre de nitrogênio e contendo malato como fonte de carbono acrescido de 0,005% de 

extrato de levedura, as células de Azospirillum brasilense tendem a ser curtas, 

vibrióides, com aproximadamente 1 pm de diâmetro e móveis. Células em forma de S 

podem ocorrer em culturas velhas. A estirpe de referência é a Sp7 (ATCC29145) 

(TARRAND et al., 1978). As colônias podem apresentar uma coloração rósea em
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meio NFbHP, e há alguns mutantes espontâneos com coloração avermelhada que 

ocorrem principalmente na estirpe Sp7 (DÒBEREINER & PEDROSA, 1987).

1.3.2 GENÉTICA DO Azospirillum brasilense

Apesar de muitas características ecológicas e fisiológicas do Azospirillum spp. 

serem já conhecidas, informações sobre os mecanismos envolvidos na interação 

planta-bactéria são relativamente escassos (VANDE BROEK & VANDERLEYDEN, 

1995). Esta interação planta-bactéria somente pode ser bem sucedida se a população 

bacteriana alcançar um número substancial no sistema radicular da planta 

(STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Na rizosfera, forma-se um gradiente 

de nutrientes, gerado pelo exsudato das raízes, que diminui a partir da epiderme em 

direção ao solo adjacente. O isolamento de genes de Azospirillum brasilense induzidos 

pela planta, descobertos a partir das análises dos padrões de proteínas da bactéria 

crescidas na presença e na ausência de exsudatos, resultou na identificação de uma 

proteína ácida de 40 kDa, denominada de SbpA (VAN BASTELAERE et a l, 1999). 

Esta proteína é muito similar a proteína periplasmática ChvE identificada em 

Agrobacterium tumefaciens e envolvida no aumento da virulência. Aparentemente, a 

proteína SbpA está envolvida na captação de D-galactose e na quimiotaxia do A. 

brasilense para vários açúcares (D-ffutose, L-arabinose e D-galactose) (VAN 

BASTELAERE et al., 1999). Estes resultados sugerem que os passos iniciais para a 

interação com a planta são conservados entre diferentes bactérias (STEENHOUDT & 

VANDERLEYDEN, 2000). A quimiotaxia não requer somente substâncias quimio- 

atrativas, mas também depende da motilidade da bactéria. Genes relacionados com a 

motilidade de Azospirillum brasilense foram encontrados no plasmídeo de 90MDa 

(CROES et al., 1991). A presença de um plasmídeo de 90 MDa foi notada 

freqüentemente em estirpes de A. brasilense e A. lipoferum (ONYEOCHA et al.,

1990). Em outras bactérias do solo, megaplasmídeos podem conter informações 

essenciais para a interação com a planta (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 

2000).
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Os genes de virulência (v/r) de Agrobacterium, bem como os de nodulação (nod 

e hsn) de Sinorhizobium estão localizados em megaplasmídeos (STEENHOUDT & 

VANDERLEYDEN, 2000). A construção de mutantes contendo deleção no plasmídeo 

de 90 MDa de A. brasilense Sp7 levou a identificação de três loci envolvidos na 

motilidade: Motl, Mot2 e Mot3. As deleções em Motl e Mot2 afetaram a motilidade 

em meio semi-sólido, mas não no meio líquido, sugerindo que estes loci 

provavelmente estão envolvidos na síntese ou funcionamento dos flagelos laterais. O 

mutante Mot3 é completamente imóvel e aparentemente perdeu tanto o flagelo polar 

quanto os laterais (CROES et al., 1991).

Seqüências homólogas ao gene chv de A. tumefaciens (WAELKENS et al., 

1987), essenciais para a ligação e formação de tumor na planta, e aos genes nod e hsn 

de Sinorhizobium meliloti (FOGHER et a l, 1985), necessários para a formação do 

nódulo, foram identificadas em Azospirillum brasilense. Os genes nodPQ foram 

encontrados no plasmídeo de 90 MDa (VIEILLE & ELMERICH, 1990), enquanto o 

gene homólogo nodG parece estar localizado no cromossomo (VIEILLE & 

ELMERICH, 1992). Entretanto, a função destes genes na interação 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 formação de tumor nas folhas de Nicotiana 

tabacum. Assim, é possível que o produto do gene chvB possa estar envolvido na 

adsorção do Azospirillum às raízes das plantas (STEENHOUDT & 

VANDERLEYDEN, 2000).

Os genes de A. brasilense que codificam para enzimas envolvidas na síntese de 

exopolissacarídeos (EPS), foram isolados por complementação de mutantes exoB e 

exoC de Sinorhizobium meliloti pelo seu fenótipo calcoflúor-negativo. Calcoflúor é um 

corante que se liga especificamente a Polissacarídeos com ligações (3-1,4 e (3-1,3. Estes 

mutantes de S. meliloti são deficientes na síntese de succinilglucana, o maior EPS 

ácido de rizóbios, e formam nódulos não fixadores de nitrogênio em alfafa. Em A. 

brasilense foram isolados dois loci exoB (exoBl e exoBI) e um locus exoC. Ambos os 

loci exoB de A. brasilense complementaram o mutante exoB de S. meliloti para a
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produção de succinilglucana e para o fenótipo simbiótico, enquanto o locus exoC de 

A. brasilense não complementou o fenótipo Fix do mutante exoC de S. meliloti 

(MICHIELS et a l, 1988). Os genes exoB de A. brasilense são funcionalmente 

homólogos ao exoB de S. meliloti, que codifica a enzima UDP-glucose-4-epimerase 

envolvida na síntese de UDP-galactose e necessária para incorporação de galactose em 

exopolissacarídeos, Polissacarídeos capsulares e lipopolissacarídeos (DE TROCH et 

al., 1994). O gene exoC codifica uma proteína que apresenta homologia com o gene 

algC de Pseudomonas aeruginosa, que codifica uma fosfomanomutase essencial para 

a conversão 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 5. meliloti (fosfoglicomutase). 

Isto explica a incapacidade deste gene de restaurar a produção de EPS e o fenótipo 

simbiótico no mutante exoC de S. meliloti. Os genes exoBl e exoC de Azospirillum 

brasilense foram localizados no plasmídeo de 90 MDa, e o gene exoB2 foi localizado 

no cromossomo (CROES eta l, 1991; MICHIELS etal., 1989).

A maioria dos estudos genéticos sobre a fixação do nitrogênio em Azospirillum 

foi realizado com A. brasilense. O operon nifHDK de A. brasilense, codificando as 

proteínas estruturais da nitrogenase, foram identificados e posteriormente isolados 

baseados na similaridade de seqüência com os genes nif de Klebsiella pneumoniae 

(QUIVIGER et al., 1982). Um número adicional de genes nif e fix  envolvidos no 

processamento e transporte de elétrons para o complexo da nitrogenase, biossíntese do 

cofator ferro-molibdênio, bem como genes da regulação da expressão da fixação do 

nitrogênio foram isolados (FRAZZON & SCHRANK, 1998; MILCAMPS & 

VANDERLEYDEN, 1993). Exceto os genes nifA e nifB que são transcritos 

separadamente, todos os outros genes nif estão localizados em um grupo que 

compreende 30 kb do genoma (LIANG et al., 1991).

O amónio fixado pela nitrogenase é assimilado pelo A. brasilense principalmente 

pela via glutamina sintetase (GS)/glutamato sintase (GltS) (WESTBY et a l, 1987). 

Dois genes, gltDB, que codificam as subunidades da glutamato sintase foram 

encontrados em Azospirillum brasilense (PELANDA et a l, 1993). A glutamina
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sintetase é codificada pelo glnA, que neste organismo faz parte de um operon junto 

com o gene glnB (codifica a proteína Pn) (ZAMAROCZY et al., 1993). A atividade da 

glutamina sintetase é regulada em resposta aos níveis de amónio por adenililação 

reversível, reação catalizada pela proteína GlnE ou adenililtransferase. Na presença de 

altas concentrações de amónio, a GS está altamente adenililada e inativada. Em 

condições limitantes de nitrogênio, os grupos adenilil da GS são removidos pela 

proteína GlnE, ativando a enzima (GAUTHIER & ELMERICH, 1977). Ao contrário 

do que ocorre em bactérias entéricas, o produto do gene glnB (proteína PII), não 

participa na via de regulação para a adenililação da GS de A. brasilense (GAUTHIER 

& ELMERICH, 1977).

1.4 ESTRUTURA GENÔMICA DO GÊNERO Azospirillum

Plasmídeos 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 plasmídeos com massa molecular variando de 4 

MDa a 370 MDa (6 a 550 kb). A presença de um plasmídeo de 90 MDa (135 kb) foi 

notada freqüentemente em estirpes de A. brasilense (PLAZINSKI et al., 1981; 

ONYEOCHA et al., 1990)

A presença de plasmídeos e "minicromossomos" em espécies de Azospirillum foi 

descrita por WOOD et al. (1982). Neste trabalho, seis estirpes de A. brasilense e duas 

de A. lipoferum foram analisadas utilizando a técnica de Eckhardt (ECKHARDT, 

1978), e a presença de sete a oito replicons foram observadas nas duas espécies. No 

entanto, a denominação de minicromossomos foi baseada somente no tamanho dos 

replicons.

Mais recentemente, um estudo com 26 isolados de A. brasilense revelou a 

presença de cinco a oito replicons, separados pela técnica de Eckhardt. Cada estirpe de 

A. brasilense mostrou um único perfil e 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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presença de genes codificando para 16S rRNA em múltiplos replicons de A. brasilense 

sugere que o genoma desta espécie consiste de múltiplos minicromossomos 

(CABALLERO-MELLADO et al., 1999), uma vez que replicons contendo genes com 

funções indispensáveis são classificados como cromossomos (MORENO, 1998).

MARTIN-DIDONET et al. (2000) descreveram a presença de vários 

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 A. amazonense Y2 e 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). Vários replicons foram também 

observados em A. halopraeferens e A. irakense, cada espécie com um padrão de DNA 

específico. O tamanho total do genoma do gênero Azospirillum variou de 4,8 Mpb (A. 

irakense) a 9,7 Mpb (A. lipoferum estirpe Sp59b). O comportamento eletroforético dos 

replicons indicou que algumas moléculas de DNA são provavelmente lineares 

(MARTIN-DIDONET et al., 2000).

Os estudos de hibridização com a sonda 16S rDNA de A. brasilense mostraram 

que todas as espécies testadas possuem pelo menos dois replicons com cópias deste 

gene. Enquanto o gene que codifica para 16S rRNA tenha sido encontrado em vários 

replicons, o operon nifííDK 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 hibridização com uma sonda nifHDK de A. brasilense 

(MARTIN-DIDONET et al., 2000).

Azospirillum spp. apresenta um dos mais complexos padrões de DNA de alta 

massa molecular entre as a-Proteobactérias já estudadas, com a informação genética 

distribuída em vários replicons (MARTIN-DIDONET et al., 2000).
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2. OBJETIVO

Construir bibliotecas genômicas aleatórias do replicon pAZ6 (630 kpb) de A. 

brasilense estirpe FP2 a partir do DNA isolado por eletroforese em campo pulsado e 

seqüenciar os clones desta biblioteca para obter um panorama das informações 

genéticas contidas neste replicon.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS.

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

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

pCR4Blunt-TOPO.

- Seqüenciar as duas extremidades dos clones aleatórios.

- Ordenar as seqüências obtidas em contíguos.

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

comparação das seqüências obtidas com as do banco de dados Genbank.



3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 BACTÉRIAS E PLASMÍDEOS UTILIZADOS

As bactérias e o plasmídeo que foram utilizados neste trabalho estão listados na 

tabela 2.

26

TABELA 2 - BACTÉRIAS E PLASMÍDEO
Estirpes/Plasmídeo Genótípo/Fenótipo Referência

Azospirillum brasilense 
FP2 Estirpe selvagem, NiF Sp7 (ATCC29145) 

NalR SmR
Pedrosa e Yates, 1984

Escherichia coli 
TOPIO F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

<$>&0lacZAMI5 AiacX74 deoR reaAI araDl39 
A{ara-leu)7697gaiUgalk rpsL (StrK) endAl 
nupG

Invitrogen

Plasmídeo
PCR®4Blunt-TOPO® AmpR, KmR, Pu*, lacZccdB Invitrogen

3.2 REAGENTES

Lisozima, agarose para eletroforese em campo pulsado, agarose de baixo ponto de 

fusão, Tris base, glicerol e antibióticos foram adquiridos da Sigma Chemical 

Company. Proteinase K, dodecilsulfato de sódio (SDS), agarase, RNAse, biotina, 

Triton-X, desoxicolato de sódio, lauril sarcosina de sódio, acetato de sódio, fenol e 

padrão de tamanho molecular de DNA (1 kb Ladder) da Invitrogen. EDTA, NaCl, 

NaOH, etanol, isopropanol, ácido acético, clorofórmio e álcool isoamílico foram 

adquiridos da Merck. As enzimas modificadoras de DNA e RNAse foram adquiridas 

da Invitrogen. Extrato de levedura, triptona e ágar bacteriológico foram adquiridos da 

Biobrás ou Invitrogen. O gás nitrogênio 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.
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3.3 MEIOS DE CULTURA

3.3.1 MEIOS EMPREGADOS PARA O CULTIVO DE Azospirillum brasilense.

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

et al., 1991) contendo NH4C1 20 mmol/L. A composição e preparo do meio NFbHP 

estão descritos abaixo.

Na hora do uso o meio NFb foi acrescido da solução de fosfatos na proporção de 

50 mL/L passando a ser denominado NFbHP. O meio de cultura e a solução de 

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

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

nitrogênio utilizada foi uma solução 1 mol/L de cloreto de amónio, esterilizada nas

MEIO NFb 
MgS04.7H20  
NaCl 
CaCl2
Acido nitrilo triacético 
FeS04.7H20  
Lactato de sódio 
Biotina
Na2Mo04.2 H20  
MnS04.H20
h3bo4
CuS04.5H20
ZnS04.7H20

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

SOLUÇÃO DE FOSFATOS
k2hpo4
KH2P04

120 g/L 
80 g/L
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condições descritas acima, e acrescida ao meio NFbHP na proporção de 20 mL/L, 

passando então o meio a ser denominado NFbHPN. O meio NFbHP sólido tbi obtido 

adicionando-se ágar bacteriológico na concentração de 15 g/L ao meio líquido.

3.3.2 MEIOS EMPREGADOS PARA O CULTIVO DE E. COLI.

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

seguinte composição:

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

O pH do meio deve ser ajustado para 7,0 com NaOH. O meio foi esterilizado por 

autoclavação a 120°C e 1 atmosfera de pressão durante 20 minutos. O meio sólido 

Luria Bertani Ágar (LA) foi obtido pela adição de 15 g/L ágar ao meio líquido.

O meio Terrifíc Broth (SAMBROOK et al., 1989) foi preparado como descrito 

a seguir.
Bacto triptona 12 g/L
Extrato de levedura 24 g/L
Fosfato de potássio, dibàsico 9,4 g/L
Fosfato de potássio, monobàsico 2 g/L 
Glicerol 4 mL/L

O meio foi esterilizado por autoclavação a 120°C e 1 atmosfera de pressão 

durante 20 minutos.
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3.4 CONDIÇÕES DE CULTIVO

As culturas de A. brasilense foram incubadas a 30°C em meio NFbHP 

(MACHADO et a l, 1991) suplementado com 20mmol/L de cloreto de amónio. Os 

antibióticos foram utilizados nas seguintes concentrações: estreptomicina (Sm) 

80pg/mL e ácido nalidíxico (Nal) lOpg/mL.

A estirpe de E. coli TOP 10 contendo ou não plasmídeos foi cultivada a 37°C em 

meio Luria Bertani Broth (LB), Luria Bertani Ágar (LA) (SAMBROOK et al., 1989) 

ou Terrifíc Broth (TARTOF e HOBBS, 1987). Os meios de cultivo foram 

suplementados com as seguintes concentrações de antibióticos: ampicilina (Amp) 

250pg/mL, canamicina (Km) 50pg/mL ou estreptomicina (Sm) 20pg/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 

sólido inclinado, à temperatura ambiente.

3.5 MANIPULAÇÃO DE DNA

As reações de defosforilação, ligação e restrição de DNA foram realizadas em 

condições especificadas pelo fabricante.

A extração e purificação de plasmídeos foram realizadas pelo método de lise 

alcalina (“Mini-Prep”) (SAMBROOK et al., 1989). Plasmídeos íntegros e fragmentos 

de restrição foram separados por eletroforese em gel de agarose, corados com solução 

brometo de etídeo (0,5pg/mL) e visualizados sob luz ultravioleta (302nm) conforme 

descrito (SAMBROOK et al.,\ 989).

Fragmentos de DNA de interesse foram isolados dos géis de agarose de baixo 

ponto de fusão após separação eletroforética. O tampão de corrida utilizado foi TAE 

(Tris base 40mmol/L, ácido acético 40mmol/L, EDTA 2mmol/L, pH8,0). Após a 

eletroforese, o gel foi tratado com solução de brometo de etídeo (0,5pg/mL) e o 

fragmento de interesse foi identificado por comparação com o padrão de tamanho 

molecular (1 Kb Ladder), evitando-se excesso de gel e exposição prolongada do DNA
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à luz ultravioleta. A fatia do gel contendo o fragmento de interesse foi colocada em 

tubo tipo eppendorf e incubada a 65°C até completa fusão da agarose. Em seguida 

foram adicionados um volume de água milliQ, pré-aquecida a 65°C, 1/5 do volume de 

uma solução de Tris-acetato lmol/L (pH 8,0) e 1 volume de fénol-clorofórmio. Logo 

em seguida, os tubos foram agitados vigorosamente em vórtex. Decorridos 10 min de 

incubação à temperatura ambiente, os tubos foram novamente agitados em vórtex e 

centrifugados a 13.000 rpm por 5 min. A fase aquosa foi transferida para um novo 

tubo e novamente tratada com fénol-clorofórmio para a remoção 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 vácuo. O precipitado foi 

dissolvido em 10pL de água milliQ estéril.

3.5.1 OBTENÇÃO DO DNA CROMOSSÔMICO INTACTO

Para a obtenção do DNA cromossômico intacto, as células de Azospirillum foram 

cultivadas em meio líquido NFbHPN até densidade ótica (D.06oo) de 0,6. 

Aproximadamente 30mL da cultura foram concentrados em tubos Falcon por 

centrifugação a 5000 rpm por 10 min. O sedimento de células foi ressuspenso em 

250|iL de tampão SET (Tris pH 7,5 10mmol/L, EDTA 100mmol/L e NaCl 

200mmol/L) e foram adicionados à suspensão de células 500pL de agarose de baixo 

ponto de fusão a 1%, dissolvida em água milliQ e mantida a 40° para evitar 

geleifícação. Alíquotas de 100pL desta suspensão foram transferidas para os moldes 

(10 x 5 x 1,5 mm) e mantidos a 4°C durante 15 minutos para a geleifícação da agarose. 

Os blocos de agarose foram transferidos para tubos tipo eppendorf de l,5mL com 

lmL de solução de lise (Tris-HCl pH8,0 6mmoI/L, NaCl lmol/L, EDTA 100mmol/L, 

Triton X-100 0,5%, desoxicolato de sódio 0,2%, lauril sarcosina de sódio 0,5%) 

contendo Img/mL de lisozima, e incubados à 37°C durante 24 horas. A solução foi 

trocada pela solução de digestão ESP (EDTA 0,5M pH 8,0, lauril sarcosina de sódio 

1%, desoxicolato de sódio 0,2%) acrescida de proteinase K 0,lmg/mL. O sistema foi 

então incubado a 50°C por 72 horas. Os blocos de agarose com o DNA cromossomal
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foram estocados na solução de digestão 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 tampão de corrida TBE (Tris- 

borato 44,5mmol/L, EDTA lmmol/L pH8,0). Durante a corrida a temperatura foi 

mantida a 14°C, o ângulo de reorientação 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 os 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 

fosão 1% após separação por eletroforese em campo pulsado nas condições acima. 

Após a eletroforese, o gel foi tratado com solução de brometo de etídio, o replicon de 

interesse foi identificado por comparação com o padrão de tamanho molecular 

(Saccharomyces cerevisiae) e a fatia de gel contendo a região de interesse foi retirada. 

A fatia do gel foi cortada em pedaços menores, colocada em tubo tipo eppendorf e 

incubada a 65°C até completa fusão da agarose. Em seguida foram adicionados um 

volume de água milliQ (pré-aquecida a 65°C), 1/5 do volume de uma solução de Tris- 

acetato 1 mol/L (pH 8,0) e 1 volume de fenol-clorofórmio. Logo em seguida, os tubos 

foram invertidos delicadamente por 5minutos. Decorridos 10 minutos de incubação à 

temperatura ambiente, os tubos foram novamente homogeneizados por inversão e 

centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo 

tubo e novamente tratada com fenol-clorofórmio para a remoção da agarose 

remanescente. A fase aquosa foi precipitada com 0,6 volume de isopropanol e o 

sedimento lavado duas vezes com etanol 70% e seco a vácuo. O precipitado foi 

dissolvido em 10 p.L de Ti0Ei (Tris-HCl pH7,5 10mmol/L, EDTA lmmol/L) ou água 

milliQ estéril.
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3.5.2.1 ISOLAMENTO DO REPLICON UTILIZANDO A ENZIMA (3- 

AGARASE

A (3-agarase ou agarose 3-glicanohidrolase é uma enzima que rompe as ligações 

(l-»3)-(3-D da agarose. A agarose é formada por ligações repetidas de (1 —>4)-3,6- 

anidro-oc-L-galactopiranosil-( 1 ->3)-(3-D-galactopirananose (DUCKWORTH & 

TURVEY, 1969). Como resultado desta degradação enzimática a viscosidade e a 

capacidade natural de gelifícação da agarose de baixo ponto de fiisão são eliminadas 

liberando assim os ácidos nucleicos. A incubação prolongada do DNA com a enzima 

não reduz o tamanho do DNA nem interfere em procedimentos subseqüentes .

A fatia do gel obtida na eletroforese foi colocada em um tubo Falcon de 15ml, e 

lavada duas vezes em Ti0Ei (Tris-HCl 10mmol/L, pH7,5 e EDTA lmmol/L) por uma 

hora à temperatura ambiente. Após este período, a solução de T10E[ foi retirada e o 

tubo foi incubado em banho-maria a 65°C por aproximadamente 10 minutos ou até a 

completa fosão 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 então foi 

adicionado 0,5U de (3-agarase para cada lOOpl de agarose. A digestão da agarose foi 

realizado durante uma hora a 40°C. A enzima foi inativada pela incubação 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 vácuo. O precipitado foi 

dissolvido em 10pL de água milliQ estéril.

3.6 AMPLIFICAÇÃO NÃO-PCR DO DNA GENÔMICO

Para a amplificação 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 o DNA por um sistema de círculos rolantes (LEWIN, 2001) com 

primers aleatórios sob condições isotérmicas. A enzima apresenta alta processividade e 

acurácia apresentando amplificados com mais de 10kb em comprimento com uma 

frequência de erro menor que 1 em 106.
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Alíquotas de lpL do DNA isolado da agarose de baixo ponto de fusão foram 

adicionados ao tampão (Tris-HCl pH8,2 lOmM, EDTA 0,1 mM). 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 5pL da mistura de reação RCA 

(“Rolling Circles Amplification”) (Tampão de reação + 0,2pL da enzima, Amersham 

Biosciences). A reação de amplificação foi realizada à temperatura de 30°C durante 18 

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

3.7 QUANTIFICAÇÃO DO DNA

A concentração do DNA foi estimada espectrofotometricamente pela absorbância 

a 260nm (A260). Os cálculos foram efetuados considerando-se que uma solução de 

50pg/mL de DNA fita dupla ou 35pg/mL de DNA fita simples apresentam uma A260=

1,0 (SAMBROOK et a l, 1989).

Alternativamente, as concentrações de DNA foram determinadas por 

densitometria de eletroforetogramas em gel de agarose. A concentração aproximada 

foi feita por densitometria das bandas de DNA, tomando-se por base a intensidade das 

bandas do padrão de DNA de concentração conhecida.

3.8 FRAGMENTAÇÃO MECÂNICA DO DNA

Para a fragmentação do DNA de interesse foi utilizado um nebulizador. Neste 

nebulizador foi adicionado tampão de fragmentação (acetato de sódio 3M, glicerol 

50%), e aproximadamente 25pg de DNA e água milliQ estéril para um volume final de 

lmL. O DNA foi nebulizado por 1 min e 30 seg a 2,0 Kgf/cm2 com gás nitrogênio 

para a obtenção de fragmentos de 1 a 5Kpb. O tamanho dos fragmentos foi confirmado 

por eletroforese em gel de agarose (1%) com tampão 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 700|iL de isopropanol 100% e 80|iL de acetato de sódio 3M pH 5,2.
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Após duas horas de incubação à 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 vácuo. O precipitado foi 

dissolvido em lOpL de água milliQ estéril.

3.9 CONSTRUÇÃO DA BIBLIOTECA GENÔMICA

As bibliotecas foram construídas utilizando o sistema TOPO Shotgun 

Subcloning (Invitrogen). As reações de reparo das extremidades dos fragmentos de 

DNA, desfosforilação e clonagem do DNA foram realizadas seguindo as instruções do 

fabricante.

O plasmídeo utilizado como vetor foi o pCR®4Blunt-TOPO® (FIGURA 1). 

Este plasmídeo é fornecido linearizado, e apresenta a enzima topoisomerase I do vírus 

Vaccinia covalentemente ligada á extremidade 3’. A topoisomerase I do vírus Vaccinia 

liga-se especificamente ao DNA dupla-fita e quebra a ligação fosfodiéster após a 

seqüência 5’-CCCTT em uma das extremidade. A energia proveniente da quebra da 

ligação fosfodiéster é conservada para a formação de uma ligação covalente entre o 

fosfato 3’ da extremidade quebrada e um resíduo tirosil (Tyr-274) da topoisomerase I. 

A ligação fosfo-tirosil entre o DNA e a enzima é subseqüentemente atacada pela 

extremidade 5’hidroxil do DNA inserto, revertendo a reação e liberando a 

topoisomerase (TOPO Shotgun Subcloning Kit, Invitrogen).

3.10 TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA POR ELETROPORAÇÃO

O preparo de células competentes e transformação por eletroporação 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 aplicação do choque elétrico numa 

diferença de potencial de 12 a 16 kV/cm à câmara de eletroporação, com tempo de 

pulso entre 6 a 10 ms.
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Após a aplicação do choque elétrico, as células foram ressuspensas em lmL meio 

SOC e incubadas para recuperação a 37°C por 30 minutos. Em seguida, 100pL foram 

plaqueados em LA contendo os antibióticos adequados.

FIGURA 1 - MAPA FÍSICO DO VETOR pCR®4BLUNT-TOPO®

201

261

311

LncZiunijalionccdoii 
Ml-3 Rcvora> pririiiq silo |_____^

CACAZAGGAA AO^TlATXiA CCATGATTAC GGZAAGCTiZA 
GTGTGTOCrr TGTCGATACT G3TACIAATG CGG!TT0Gí\GT

T3 pnmnq sto

Blunt PCR Praüuct

GAATTAACCC TCACIAAAGG 
CTTAi\TTGGG AGTGATTfCC

fccR  I iVcf 1 

AAG33C liiA T l’CG-O^ 
TTCCCG CITAAGCGZC

 I Ps! I M?»1 fccfl I
GACrAGTCCr GCÀ^GTTlWã. AcdL\ATTCGC CCTTl
CTGATCAGGA CGTC’ZAAAIT TGCT3AAGCG GGAA 

T7 primuig silo

CCGCTAAATT CAA'rrcd-COr TAGAGTGAGr OGIATImIcAA 
GGGGAITTAA GrrAAGCGGG ATATCACTCA GZATAATGTT AA-GTGACCGG CAGCÍiAAATG

f.l 13 Feriti rd (-20) prinnvq sita

YrrdcTQirr iGTÜGmTAZ1

O vetor pCR4Blunt-TOPO foi utilizado na construção das bibliotecas genômicas do replicon pAZó 
de A. brasilense estirpe FP2. Este plasmídeo contem 3954 nucleotídeos e apresenta as seguintes 
características:
Região do promotor lac: bases 2 - 2 1 6
Sítio de ligação CAP: bases 95 - 132
Sítio de ligação da RN A polimerase: bases 133-178
Sítio de ligação do repressor Lac: bases 179-199
Início da transcrição: base 179
Sítio do primer reverso M13: bases 205-221
Fusão do gene LacZa-ccdB *: bases 217-810
Porção do LacZot da fusão: bases 217-497
Porção do ccdB da fusão: bases 508-810
Sítio do primer T3: bases 243-262
Sítio de clonagem TOPO: bases 294-295
Sítio do primer T7: bases 328-347
Sítio do primer universal M13 (-20): bases 355-370
Promotor do gene de resistência a canamicina: bases 1021-1070
Gene de resistência a canamicina: bases 1159-1953
Gene de resistência a ampicilina (bla): bases 2309-3061 (fita complementar)
Promotor do gene de resistência a ampicilina (bla): bases 3062-3158 (c)
Origem pUC: bases 3159-3832
* O gene letal ccdB (çontrol of çell death) é incorporado no sítio de policlonagem do vetor 
pCR4Blunt como uma fusão com o fragmento lacZa. A proteína CcdB age sobre a DNA girase 
bacteriana (topoisomerase II), inibindo a sua habilidade de religar as fendas que se formam no DNA 
dupla-fita levando a degradação do cromossomo da célula hospedeira. Devido a proteína CcdB ser 
tóxica, o vetor pCR4Blunt previne o crescimento de bactérias, a menos que a fusão lacZ-ccdB esteja 
interrompida pela ligação de um inserto.
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3.11 MINI-PREPARAÇÃO DE PLASMÍDEOS EM MICROPLACAS

Em um bloco estéril de 96 poços foi adicionado 1 mL de meio Terrific Broth 

contendo 250pg/mL de ampicilina (250pL de ampicilina lOOmg/mL para lOOmL de 

meio) em cada poço. As colônias foram inoculadas com o auxílio de um repicador a 

partir de uma placa de LA inoculada no dia anterior e incubada a 37° C por cerca de 16 

horas. Os blocos foram selados com adesivo selador, um pequeno orifício foi téito em 

um dos cantos de cada poço para facilitar a aeração e incubados a 37°C, 150-200 rpm, 

durante 16 horas. As culturas foram centrifugadas a 4000 rpm por 7 min. O 

sobrenadante foi descartado e ao pellet foram adicionados 180pL de GET (glucose 

25mmol/L, EDTA 10mmol/L, Tris-HCl 50mmol/L pH8,0) para lavar as células que 

foram sedimentadas por nova centrifugação a 4000 rpm por 7 min. O sobrenadante foi 

descartado e os blocos mantidos invertidos sobre papel absorvente por cerca de 1 

minuto.

A cada poço foi adicionado 80pL de GET contendo 0,5pL de RNAse 

(20mg/mL) e os blocos foram homogeneizados em vórtex até a completa suspensão 

das células. As células foram transferidas para uma microplaca de 250pL e lisadas 

com 80pL de solução de lise (NaOH 0,18mol/L, SDS 1 %). As placas foram seladas, 

homogeneizadas cuidadosamente por inversão e incubadas por 5 minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 80pL de acetato de potássio 3M pH

5,8 na mesma ordem que foi adicionado a solução de lise para evitar diferentes tempos 

de lise. As placas foram seladas, homogeneizadas por inversão e incubadas por 10 

minutos à temperatura ambiente. Para evitar que fique solução no adesivo, as placas 

foram centrifugadas por alguns segundos (4.000 rpm) e posteriormente incubadas, sem 

o adesivo, em estufa a 90°C por 30 minutos. Após este período, as placas foram 

resfriadas em gelo picado por 15 minutos e centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos a 

4°C. O sobrenadante (120pL) de cada poço foi transferido para os poros respectivos da 

placa Millipore (MAGV N22) fixada, com fita adesiva, no topo de uma microplaca de 

polipropileno nova de fiindo em “V” de 250pL. O conjunto foi centrifugado a 4.000
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rpm por 5 minutos a 20°C. A solução de DNA (aproximadamente 120pL) filtrada foi 

coletada na placa de fundo em "V".

A precipitação do DNA foi realizada adicionando-se 80pL de isopropanol ao 

filtrado. A placa foi homogeneizada por inversão e centrifugada por 45 minutos a

4.000 rpm, 20°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado uma vez 

com 150pL de etanol 70% e seco a vácuo por 10 minutos ou em estufa à 37°C por 

uma hora. O DNA foi dissolvido em 30pL de água milliQ estéril. As placas com DNA 

purificado foram armazenadas à -20°C.

3.12 REAÇÃO DE SEQÜENCIAMENTO DO DNA

O seqüenciamento do DNA foi relizado pelo método de terminação de cadeia 

(SANGER et al., 1977) em sequenciador automático MegaBACE 1000 (Amersham 

Biosciences) utilizando dideoxinucleotídeos fluorescentes. As reações de 

seqüenciamento e purificação foram realizadas segundo protocolo do kit DYEnamic 

ET Dye Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences).

Os seguintes oligonucleotídeos iniciadores foram utilizados nas reações de 

seqüenciamento:
Primer Seqüência
Universal 5’P GTAAAACGACGGCCAG 3’OH
Reverso 5’P CAGGAAACAGCTATGAC 3’OH

Os parâmetros para a reação de seqüenciamento foram: 

Programa: 1 ciclo: 95°C 20 seg 

35 ciclos: 95°C 20 seg 

55°C 15 seg

60°C 1 min e 30 seg
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3.13 ANÁLISE E ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS

Para o processamento e alinhamento das seqüências foram utilizados os 

programas PHRED/PHRAP/CONSED (EWING et al, 1998; EWING & GREEN, 

1998; GORDON et al., 1998).

O programa PHRED reconhece as seqüências de nucleotídeos a partir do arquivo 

de dados brutos do seqüenciador (eletroforetograma), atribui valores de qualidade às 

bases da seqüência nucleotídica. Este processo é denominado identificação de bases ou 

"base call" (EWING et a l, 1998). Os valores de qualidade das seqüências analisadas, 

que são encontrados nos arquivos FASTA ou PHD, determinado pela fórmula abaixo, 

que calcula a probabilidade de erro na identificação de bases, onde Pe é a 

probabilidade de uma base estar errada (PROSDOCINI et al., 2003)

PHRED Qualidade = -10 log (Pe)

Regiões contaminantes são partes da seqüência obtida que não representam o 

DNA que se deseja analisar. Tais regiões representam, normalmente, partes de vetores 

de clonagem. Essas regiões são retiradas ou mascaradas pelo programa Cross match, 

que compara a seqüência desejada com o arquivo de seqüências de vetores (EWING et 

al., 1998; PROSDOCINI et a l, 2003).

O PHRAP (Phragment Assembly Program) é o programa responsável pela 

montagem dos pequenos fragmentos de DNA seqüenciados em seqüências maiores, ou 

contíguos (contigs) (EWING &GREEN, 1998). Este programa possui alguns pontos 

chaves para a obtenção de um resultado final satisfatório tais como: construção da 

seqüência do contíguo através de um mosaico de partes das seqüências de alta 

qualidade; utilização de informações da qualidade dos dados computados internamente 

e de implementações feitas pelos usuários para aumentar a qualidade da montagem 

(EWING &GREEN, 1998). A visualização e edição das seqüências geradas após a 

montagem são realizadas através do programa CONSED (GORDON et a l, 1998).
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3.14 ANOTAÇÃO DA SEQÜÊNCIA

O principal objetivo desta etapa é determinar os produtos codificados pelo DNA 

seqiienciado, posicionando cada um dos possíveis genes e caracterizando as regiões 

não-gênicas. Nesta etapa foi utilizado o programa FRAMEPLOT (1SHIKAWA & 

HOTTA, 1999) para localizar as prováveis regiões codificadoras de proteínas ou ORFs 

(open reading frames) na seqüência de DNA.

Mapeados os possíveis genes, a etapa seguinte consiste em identificar quais 

proteínas são codificadas. Todas as prováveis regiões que codificam para proteínas, 

com comprimento igual ou maior que 90 pb, foram traduzidas em seqüências de 

aminoácidos, e foram comparadas com bancos de dados de proteínas (GeneBank) 

utilizando o programa BLASTP (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et 

al., 1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 IDENTIFICAÇÃO DO REPLICON pAZ6 (630 kbp) DE A. brasilense FP2 

POR ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO

A primeira etapa deste trabalho foi a obtenção do perfil genômico do 

Azospirillum brasilense FP2 por eletroforese em campo pulsado (PFGE) e 

identificação do replicon na região de 630 kb descrito por MARTIN-DIDONET et al. 

(2000). Estes autores mostraram que este replicon, denominado de pAZ6, contém pelo 

menos uma cópia do gene que codifica para 16S rRNA podendo, portanto, ser 

considerado um cromossomo (MARTIN-DIDONET et al., 2000). O DNA intacto de 

A. brasilense foi preparado em blocos de agarose (Material e Métodos, item 3.5.1) e os 

replicons foram separados pelo sistema de eletroforese CHEF-DR III (Bio-Rad) 

utilizando agarose para eletroforese em campo pulsado a 1%, tampão TBE 0,5X, 

temperatura de 14°C, ângulo de reorientação de 120° e pulso de 60 segundos por 15 

horas e 90 segundos por 8 horas. Estes parâmetros foram escolhidos por permitirem a 

separação dos replicons na faixa de tamanho molecular de 240 a 2000 Kbp. A 

FIGURA 2 mostra o eletroforetograma obtido de duas amostras com concentrações de 

células diferentes. Na amostra 1 foi utilizado uma cultura com densidade ótica 

( D .0 6oo) de 0,6 e na amostra 2, uma cultura com densidade ótica (D.Oéoo) de 0,85. Na 

região entre 500 a 1000 kb, puderam ser observadas 5 bandas na amostra 1, com 

tamanhos de aproximadamente 610, 680, 745, 785 e 815 Kb enquanto a amostra 2 

apresentou duas bandas difusas nas regiões de 785 e 680 Kb.

Estes resultados são substancialmente diferentes daqueles obtidos para 

Azospirillum brasilense estirpe Sp7 e sua derivada estirpe FP2 por outros autores. 

CABALERO-MELLADO et al. (1999), utilizando eletroforese tipo Eckhartd, 

reportaram a presença de apenas 2 replicons na faixa de 600 a 800 Kbp. 

Posteriormente, MARTIN-DIDONET et al. (2000) utilizando PFGE (Amersham 

Biosciences), que possui maior capacidade de resolução do que eletroforese tipo 

Eckhartd, observaram a presença de 3 replicons: 630, 700 e 810 Kbp (para
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comparação dos resultados veja a TABELA 3). O perfil mostrado na FIGURA 2 

sugere que a composição de replicons da estirpe FP2 de A. brasilense  apresenta maior 

complexidade do que anteriormente descrito.

FIGURA 2 - PERFIL ELETROFORÉTICO EM CAM PO PULSADO DO DNA 
INTACTO DE A. brasilense ESTIRPE FP2 UTILIZANDO 
PULSOS ESCALONADOS

A.b FP2

kb S.c 1 ?

1.900

100
945
915
815
785
745
680
610
555
450

375
295
225

pAZ6

Perfil eletroforético em campo pulsado do DNA intacto de A. brasilense estirpe FP2. Os parâmetros 
da eletroforese foram: pulsos de 60 segundos por 15 h e 90 segundos por 8 h, 6v/cm, ângulo de 
reorientação de 120°, 14°C. Os cromossomos de Saccharomyces cerevisae (Amersham Biosciences) 
foram utilizados como marcador de tamanho molecular. Nas linhas 1 e 2 foram aplicadas duas 
preparações diferentes de DNA intacto de A  brasilense denominadas amostras 1 e 2, respectivamente. 
Na amostra 1 foi utilizada uma cultura de células com densidade ótica (D .0 6oo) de 0,6 e na amostra 2 
uma cultura com densidade ótica (D .0 6oo) de 0,85.
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Dois dos parâmetros que mais influenciam a capacidade de resolução de PFGE 

são o tempo de pulso e a concentração de DNA. O tempo de pulso (switch time) é a 

duração do campo elétrico em cada orientação e seu valor determina a faixa de 

tamanho das moléculas que serão separadas. Este período pode ser programado de 

forma escalonada, produzindo zonas de resolução distintas no gel, ou em gradiente 

contínuo, produzindo uma migração mais homogênea e linear das moléculas dos DNA 

de diferentes tamanhos. Tempos de pulso longos, permitem que moléculas de 

tamanhos maiores sejam separadas, mas também diminuem a resolução devido ao 

espalhamento das bandas. Por outro lado, tempos de pulso curtos permitem a 

separação de moléculas de DNA menores e com maior resolução (LEE et a i, 1996).

A concentração final de DNA nas amostras de PFGE depende da quantidade 

inicial de células, mas também varia em função da eficiência da lise, da digestão da 

parede e proteínas celulares e da quebra mecânica do DNA de alta massa molecular. 

Estes fatores implicam numa grande variação do rendimento de DNA de alta massa 

molecular entre diferentes preparações (LEE et a i, 1996). Amostras contendo pouco 

DNA produzem bandas muito fracas, de difícil visualização. Por outro lado, 

preparações muitas concentradas em DNA produzem bandas com baixa definição, 

uma vez que bandas de massas moleculares próximas podem co-migrar.

A FIGURA 3 mostra o eletroforetograma do PFGE desenvolvido durante 24 

horas utilizando um gradiente de pulsos de 40 a 90 segundos. A temperatura, 

voltagem, concentração de agarose e tampão foram os mesmos da FIGURA 2, bem 

como as duas amostras utilizadas. Em primeiro lugar, a corrida eletroforética com 

gradiente linear de pulsos não propiciou uma maior resolução das moléculas de DNA 

com tamanho na faixa de 600 a 800 Kbp. Isto pode ser observado pela separação dos 

cromossomas de Saccharomyces cerevisae utilizados com padrão de tamanho 

molecular (compare as FIGURAS 2 e 3). Por exemplo, os cromossomas de 815, 785 e 

745 Kbp da amostra-padrão estão bem resolvidas na FIGURA 2, mas formam uma 

banda alongada de difícil distinção na FIGURA 3. Além disso, na amostra 1 (linha 1, 

FIGURA 3) duas bandas são claramente discerniveis na região de 600 a 800 Kbp, 

enquanto que na amostra 2 (linha 2, FIGURA 3) três bandas (650, 700 e 800 Kbp)
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podem ser observadas. O padrão na linha 2 da FIGURA 3 é idêntico àquele descrito 

por MARTIN-DIDONET et al. (2000). Estes resultados indicam que tanto a 

concentração inicial de células no bloco de agarose quanto o método de separação 

podem influenciar substancialmente o resultado da eletroforese em campo pulsado. 

Para separação de moléculas da DNA na faixa de 600 a 800 Kbp o melhor resultado 

obtido foi com o aparelho CHEF-DR III (Bio-Rad), agarose para eletroforese em 

campo pulsado (1%), tampão TBE 0,5X, temperatura de 14°C, ângulo de reorientação 

de 120° e pulso de 60 segundos por 15 horas e 90 segundos por 8 horas.

Para confirmar a presença dos dois novos replicons na estirpe FP2 de A. 

brasilense, novas preparações de DNA foram feitas, utilizando três concentrações de 

células, e o DNA separado nas mesmas condições da FIGURA 2 (FIGURA 4). Nas 

linhas 1 e 2 da FIGURA 4, onde foram utilizados culturas com densidades óticas 

( D . 0 6oo) de 1,2 e 0,86, respectivamente, os replicons não estão bem resolvidos na faixa 

de 600 a 800 kb e apenas 3 bandas podem ser claramente assinaladas (tamanhos 

aproximados de 620, 700 e 830 Kbp); uma quarta banda de aproximadamente 680 Kbp 

pode ser inferida pelo formato da banda de 700 Kbp . Por outro lado, com a 

diminuição da quantidade de células aplicada na linha 3 (D.06oo de 0,6) 5 bandas 

podem ser visualizadas (tamanhos aproximados de 610, 680, 720, 780 e 810 Kbp), 

embora as bandas 780 e 810 Kbp não estejam claramente definidas, um padrão 

praticamente idêntico àquele da FIGURA 2. Na região abaixo de 295 Kbp foram 

identificadas 2 bandas nas linhas 1, 2 e 3. Estas bandas correspondem aos plasmídeos 

de 166 e 216 Kbp descrito por PLAZINSCKI et al. (1983). Na região de 1900 Kb, 

apenas 1 banda pode ser visualizada em todos os experimentos, que provavelmente 

corresponde aos replicons de 1740 e 2500 Kbp descritos por MARTIN-DIDONET et 

al. (2000). Nas condições utilizadas nos eletroforetogramas das FIGURAS 2 a 4, esta é 

uma região de compressão, o que provavelmente impediu a resolução das bandas.
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FIGURA 3 - PERFIL ELETROFORÉTICO EM CAM PO PULSADO DO DNA 
INTACTO DE A. brasilense ESTIRPE FP2 UTILIZANDO UM 
G RAD IEN TE DE PULSOS

A.b FP2

kb S.c I 2

Perfil eletroforético em campo pulsado do DNA intacto de A. brasilense estirpe FP2. Os 
parâmetros da eletroforese foram: gradiente de pulsos de 40 a 90s durante 24 h, 6v/cm, campos 
elétricos orientados a 120° e temperatura de 14°C. Os cromossomos de Saccharomyces cerevisae 
(Amersham Biosciences) foram utilizados como marcador de tamanho molecular. Nas linhas 1 e 2 
foram aplicadas as mesmas amostras da figura 2.Na amostra 1 foi utilizada uma cultura de células 
com densidade ótica ( D .0 6oo) de 0,6 e na amostra 2 uma cultura com densidade ótica (D .O öoo) de 
0.85.
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FIGURA 4 - PERFIL ELETROFORÉTICO EM CAM PO PULSADO DO DNA 
INTACTO DE A. brasilense ESTIRPE FP2.

A.b  FP2

kb S.c
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pAZ2

pAZ3a
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pAZ5

pAZ6

pAZ7

pAZ8

Perfil eletroforético em campo pulsado do DNA intacto de A. brasilense estirpe FP2. Os 
parâmetros da eletroforese foram pulsos de 60 s por 15 h e 90s por 8 h, 6v/cm, 120°, 14°C. 
Os cromossomos de Saccharomyces cerevisae (Amersham Biosciences) foram utilizados 
como marcador de tamanho molecular. Nas linhas 1, 2 e 3 foram aplicadas três preparações 
diferentes de DNA intacto de A. brasilense denominadas amostras 1, 2 e 3 
respectivamente. Na amostra 1 foi utilizada uma cultura de células com densidade ótica 
(D .0 6oo) de 1,2; na amostra 2 uma cultura com densidade ótica (D .0 6oo) de 0.86 e na 
amostra 3 uma cultura com densidade ótica (D .0 6oo) de 0,6.
J Aparentemente, existe dois replicons.
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Juntos, os resultados mostram que A. brasilense estirpe FP2 possui pelo menos 7 

megareplicons: pAZl (2500 Kbp), pAZ2 (1740 Kbp), pAZ3 apresentando 

provavelmente dois replicons (815 e 785 Kbp), pAZ4 (745 Kbp), pAZ5 (680 Kbp) e 

pAZ6 (630 Kbp), além dos megaplasmídios de 216 e 166 Kbp (TABELA 4). 

MARTIN-DIDONET (2000) mostrou que os replicons pAZl (2500 Kbp), pAZ2 (1740 

Kbp), pAZ3 (810 Kbp) e/ou pAZ4 (780 Kbp), e pAZ5 (630 Kbp) hibridizam com 

sondas de 16S rDNA e 23S rDNA. Estes resultados também destacam a importância 

do uso de diversas condições para otimizar a identificação de megareplicons de alta 

massa molecular de bactérias por meio de eletroforese em campo pulsado.

TABELA 3 - NÚMERO DE REPLICONS DE A. brasilense ESTIRPE Sp7.
Trabalho Estirpe Número

de
replicons

Tamanho dos 
replicons (kb)

Técnica

PLAZINSCKI et al (1983) Sp7 4 166, 216, 583, 616 Lise alcalina e eletroforese 
comum

CABALLERO-MELLADO 
et al (1999)

Sp7 6 130, 570, 630 a, 1700, 
>1800

Eletroforese Eckhardt

MARTIN-DIDONET et al 
(2000)

Sp7 e FP2 7 200, 210, 630, 700, 
810, 1740,2500

PFGE (Amersham Bioscience)

Este trabalho b FP2* 8 <225, <295, >610, 
680, 745, 785 c,~1900

PFGE sistema CHEF-DRIII 
(Bio-Rad)

a Aparentemente, existe dois replicons (nota do autor).
b O tamanho dos replicons é estimado apenas por comparação visual com os marcadores de tamanho molecular 
de Saccharomyces cerevisae (Amersham Biosciences), tendo como referência a amostra 3 da figura 4. 
c Aparentemente, existe dois replicons.
*A estirpe FP2 é um mutante espontâneo resistente a estreptomicina e ácido nalidíxico da estirpe Sp7. O padrão 
de plasmidios e megareplicons das duas estirpes é idêntico (MARTIN-DIDONET et al., 1999; PEDROSA, 
FUNAYMA & RIGO, resultados não publicados).
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4.2 PURIFICAÇÃO E AMPLIFICAÇÃO DO REPLICON pAZ6 DE A. 

brasilense FP2

Para a construção de bibliotecas aleatórias do replicon pAZ6 foram realizadas 

eletrotoreses preparativas em campo pulsado em gel de agarose de baixo ponto de 

íusão. A banda correspondente ao replicon tbi visualizada sob luz ultravioleta e uma 

fatia de gel contendo o DNA de interesse foi retirada e purificada por uma segunda 

eletroforese (eletroforese preparativa II) conforme mostra a FIGURA 5. Inicialmente, 

o DNA foi extraído da fatia do gel pela hidrólise da agarose com agarase ou pelo 

método da extração com fenol (Material e Métodos, item 3.5.2 e 3.5.2.1) ou ainda por 

uma combinação dos dois métodos. Entretanto, as quantidades de DNA recuperadas 

foram muito pequenas e insuficientes para a construção das bibliotecas aleatórias 

representativas.

A necessidade de grandes quantidades de DNA para a construção das bibliotecas 

requeria a utilização de métodos de amplificação de DNA. A reação em cadeia da 

polimerase (PCR) permite a produção de DNA em grandes quantidades a partir de, em 

princípio, uma única molécula molde. Dois métodos baseados em PCR foram descritos 

em 1992 para a amplificação do DNA genômico. A primeira estratégia é conhecida 

como pré-amplifícação por extensão de oligonucleotídio iniciador (Primer Extension 

Preamplifìcation ou PEP) (ZHANG et a/., 1992). Neste método, o DNA genômico é 

digerido com enzimas de restrição e os fragmentos resultantes são ligados a 

adaptadores. Em seguida, uma reação de PCR é realizada utilizando iniciadores que 

anelam às seqüências dos adaptadores. A segunda estratégia é conhecida como PCR 

com oligonucleotídios degenerados {Degenerate oligonucleotide primed ou DOP- 

PCR) (TELENIUS et al., 1992, CHEUNG & NELSON, 1996), que emprega uma 

coleção de oligonucleotídios iniciadores (primers) aleatórios para conseguir uma 

amplificação não-específíca do DNA genômico. Apesar das duas técnicas serem 

importantes, nenhuma pode realmente amplificar o genoma inteiro. Uma amostra de 

fragmentos genômicos pequenos pode ser útil para aplicações como a genotipagem, 

mas não para a construção de uma biblioteca genômica representativa.
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Um terceiro método para amplificação de DNA total descrito recentemente é 

baseado no conceito da amplificação por deslocamento de fita (Strand Displacement 

Amplification ou SDA) e utiliza a DNA polimerase do bacteriófago <|> 29. Esta 

polimerase sintetiza DNA pelo mecanismo de círculos rolantes (DEAN et a l, 2001, 

HAWKINS et a i, 2002) e o produto, que é DNA simples fita, serve de molde para um 

novo ciclo de síntese utilizando oligonucleotideos degenerados como iniciadores. 

Assim, como a PCR, a SDA é um processo cíclico que resulta em um aumento 

exponencial do número de cópias do DNA alvo. Entretanto, diferente da PCR, a SDA 

é isotérmica, ou seja, todas as fases são realizadas numa mesma temperatura.

O uso de iniciadores aleatórios para SDA permite a rápida amplificação do DNA 

genômico (HAWKINS et ai, 2002). Estes autores puderam obter mais de 30 

microgramas de DNA como produto de amplificação a partir de quantidades muito 

pequenas de material de partida, equivalente a menos que cinco cópias do genoma 

humano. Outra vantagem desta técnica inclui a maior acurácia e processividade da 

polimerase do fago <j> 29 comparada com as enzimas de PCR como Taq 

DNApolimerase ou P/u DNApolimerase, resultando em fragmentos de DNA com 

tamanho acima de 10 kb e com uma freqüência de erro menor que 1 em 106.

Comparações entre bibliotecas genômicas obtidas de DNA amplificado por SDA 

e de DNA purificado pelo método tradicional (extração do DNA, fragmentação e 

clonagem em plasmídeo), confirmaram que SDA gera um conjunto de fragmentos 

representativos da amostra inicial. DETTER et al. (2002) demonstraram que o genoma 

bacteriano total pode ser efetivamente amplificado de células ou pequenas quantidades 

de DNA genômico purificado. Bibliotecas aleatórias (shotgun) foram preparadas do 

DNA genômico isolado de culturas de Xylella fastidiosa e do DNA produzido por 

SDA utilizando cerca de 1000 células de X. fastidiosa (sem o isolamento do DNA). 

Em ambos os casos, aproximadamente 3000 seqüências foram obtidas e alinhadas com 

o genoma da X. fastidiosa. As duas bibliotecas aprese-f aram coberturas semelhantes: 

39% para a biblioteca construída de maneira convencional e 34% para a biblioteca 

SDA. Estes são também semelhantes à cobertura esperada (40% levando em conta o 

tamanho do genoma da Xylella e a quantidade de seqüências geradas).
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Neste trabalho o DNA do replicon pAZ6 foi amplificado pelo método SDA 

utilizando o Kit TempliPhi ™ (Amersham Biosciences). Este sistema contém a 

polimerase do fago <j>29 e foi otimizado para produção de DNA molde para 

sequenciamento, mas era o único sistema de amplificação pelo método SDA 

disponível comercialmente à época dos experimentos.

Uma vez que algumas substâncias (por exemplo, agarose e componentes de 

meios de cultura) são capazes de inibir a reação com o sistema TempliPhi, o DNA do 

replicon pAZ6 foi isolado por eletroforese PFGE em agarose de baixo ponto de fusão, 

extraído do gel pelo método do fenol (Material e Métodos item 3.5.2) e utilizado nas 

reações de amplificação isotérmicas. As reações foram preparadas contendo diferentes 

concentrações de DNA de diferentes preparações. A FIGURA 6 mostra um exemplo 

de amplificação isotérmica do replicon pAZ6. Os produtos finais da reação são 

moléculas de DNA dupla fita de grande tamanho molecular, o que é evidenciado pela 

baixa taxa de migração do amplificado e pela presença de DNA no ponto de aplicação. 

A TABELA 4 resume os resultados de amplificação de 5 diferentes preparações do 

replicon pAZ6, que produziu no total cerca de 300 microgramas de DNA.

TABELA 4- CONCENTRAÇÃO DO DNA DO REPLICON pAZ6 
AMPLIFICADO POR TEMPLIPHI.
Amostra

2609
0811
1211
2911

Volume total
60pg
7pg
65pg
170ug
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FIGURA 5 - ISOLAM ENTO DO REPLICON pAZ6 DE A. brasilense  FP2 POR 
ELETROFORESE EM CAM PO PULSADO

pAZ6

kb S. c 1 2 3 4

Isolamento do replicon pAZ6 de A. brasilense estirpe FP2 utilizando eletroforese em campo 
pulsado. Os parâmetros da eletroforese foram: pulsos de 60 segundos por 15 h e 90 segundos 
por 8 h, 6v/cm, ângulo de reorientação de 120°, 14°C. Os cromossomos de Saccharomyces 
cerevisae (Amersham Biosciences) foram utilizados como marcador de tamanho molecular. A 
linha 1 mostra o perfil eletroforético do DNA intacto de A. brasilense FP2. As linhas 2, 3 e 4 
representam diferentes pedaços da mesma fatia do gel preparativo II que continha o replicon 
dAZ6 .purificado.
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FIGURA 6 - AM PLIFICA ÇÃ O  ISOTÉRMICA DO RLPLICON pAZ6.

pb

12.216

1.018

Amplificação do replicon pAZ6 de Azospirillum brasilense estirpe FP2 utilizando 
hexâmeros aleatórios e o método de amplificação por deslocamento de fita do fago ((>29. 
Um pL do DNA do replicon pAZ6 foi amplificado com TempliPhi durante 18 horas à 
30°C. A eletroforese foi realizada em tampão TBE IX, agarose 0.8% a 40V. A linha 1 
mostra o marcador de tamanho molecular 1 Kb Ladder e a linha 2 a amostra 291 1 (lf-iL 
do amplificado) .

Amostra 
lkbLadder 2911
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4.3 FRAGMENTAÇÃO MECÂNICA DO DNA DO REPLICON pAZ6 

AMPLIFICADO COM TEMPLIPHI

Para a obtenção de fragmentos de 1 a 5 Kbp, os produtos de amplificação foram 

quebrados por nebulização durante 1 minuto e 30 segundos a 2,0 Kgfrcm2 com gás 

nitrogênio (Material e Métodos item 3.8). Para verificar o tamanho dos fragmentos 

obtidos, uma amostra foi analisada por eletroforese em gel de agarose (1%). As 

condições de nebulização foram otimizadas para produzir fragmentos com tamanho 

entre 1 e 2 Kbp (resultado não apresentado).

4.4 CLONAGEM DO DNA DO REPLICON pAZ6 AMPLIFICADO COM 

TEMPLIPHI

As extremidades dos fragmentos (1 -2  kb) foram tomadas cegas com as enzimas 

T4 DNApolimerase e Klenow e então defosforiladas com CIP (Calf Intestinal 

Phosphatase) (Material e Métodos item 3.9). O DNA foi clonado no vetor pCR® 4 

Blunt-TOPO® e transformado em E. coli TOP 10 por eletroporação.

No total foram construídas cinco bibliotecas a partir de diferentes amostras 

amplificadas com o sistema TempliPhi. O número de clones em cada biblioteca e a 

quantidade de clones seqüenciados está na TABELA 5.

Biblioteca Número de clones Clones seqüenciados
API 50 34
AP2 1536 1344
AP3 672 -

AP5 1248 88
AP6 2496 192
Total 6002 1858
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4.5 SEQÜENCIAMENTO DE CLONES ALEATÓRIOS DO REPLICON 

pAZ6.

Dos 6002 clones obtidos, 1858 foram seqüenciados em um seqüenciador 

automático MegaBacelOOO pelo método do terminador de cadeia marcado e utilizando 

o oligonucletídio iniciador Reverso (Material e Métodos item 3.12). As seqüências 

produzidas foram processadas pelos programas PHRED e PHRAP. O programa 

PHRED identifica cada base nitrogenada e atribui um valor de qualidade, que mede o 

grau de confiança na determinação daquela base (ver Material e Métodos item 3.13). 

As leituras foram consideradas de boa qualidade quando tinham pelo menos 400 pares 

de bases de comprimento com qualidade igual ou superior a 20 (TABELA 6).

Dos 1858 clones seqüenciados apenas 546 passaram pelo critério de qualidade 

arbitrado. Esta eficiência (29%) foi bastante baixa. A proporção total de bases com 

qualidade igual ou superior a 20 foi ligeiramente maior (33%) (TABELA 7). Uma das 

prováveis causas desta baixa eficiência é o alto conteúdo de (G+C) do genoma de A. 

brasilense, o que aumenta o número e a estabilidade de estruturas secundárias 

intramolecular do DNA molde dificultando, portanto, tanto a reação de 

seqüenciamento quanto a corrida eletroforética. Cerca de 88,5% das leituras de alta 

qualidade continham seqüências novas, ou seja, não-vetor, um valor aceitável para 

bibliotecas aleatórias (TABELA 7), indicando que as bibliotecas foram de boa 

qualidade quanto à freqüência de insertos.
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TABELA 6 - RESUMO DO SEQÜENCIAMENTO DE 1858 CLONES DAS 
BIBLIOTECAS ALEATÓRIAS DO REPLICON pAZ6 DE A.

_____________ brasilense FP2_____________________________________________
Número de Leituras

Leituras utilizando primer universal (FWD ou ponta b) 0
Leituras utilizando o primer reverso (REV ou ponta g) 1.858
Leituras não identificadas 0
Total de Leituras 1.858
Total de Leituras AceitasA (excluindo vetores) 483
Total de Leituras AceitasA (incluindo vetores) 546
Comprimento Médio de Leitura 673,80
Comprimento Médio de Leitura (qualidade3 > 20) 208,26
Total de Placas Submetidas 22
Número Médio de Leitura por Placa 84,45
Total de Leituras com mais de 10% de vetor 416
Total de Leituras com vetores entre 10% e 80% 402
Total de Leituras com mais de 80% de vetor 14

Leituras aceitas são seqüências de boa qualidade, ou seja, que atingem 400 pares de base com qualidade 
PHRED igual ou superior a 20.
3 Critério de qualidade: valor de PHRED igual ou superior a 20

TABELA 7 - ANÁLISE ESTATÍSTICA DA QUALIDADE DAS BASES DAS 
SEQÜÊNCIAS OBTIDAS

Número de bases
Total de Bases (incluindo vetores) 1.251.959
Total de Bases com QualidadeA > 20 (incluindo vetores) 416.644
Total de Bases com QualidadeA >30 (incluindo vetores) 254.705
Total de Bases (excluindo vetores) 1.159.622
Total de Bases com QualidadeA > 20 (excluindo vetores) 386.952
Total de Bases com QualidadeA >30 (excluindo vetores) 240.122
Qualidade Média por BaseA 16,80
A análise foi feita pelo Programa PHRED e CROSS-MATCH.
A Critério de qualidade: valor de PHRED igual ou superior a 20.
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4.6 AGRUPAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS EM CONTÍGUOS

Todas as seqüências obtidas foram verificadas quanto à presença de seqüências 

de vetor pelo programa Cross-Match e então foram alinhadas e sobrepostas pelo 

programa PHRAP (Fragment Assembly Program). Este programa utiliza um mosaico 

de partes das seqüências individuais com alta qualidade para a construção do 

alinhamento, e também fornece todas as informações sobre a montagem realizada 

(PROSDOCIMI et al., 2003). Os resultados deste alinhamento são seqüências 

formadas pela sobreposição parcial das leituras individuais e que são denominadas 

contíguos (contigs) (TABELA 8). A visualização e edição das seqüências geradas pela 

montagem são realizadas através do programa CONSED (PROSDOCIMI et a i,2003).

As 1858 seqüências obtidas produziram 144 contíguos com um tamanho total 

de 84.888 bases não redundantes ou únicas (TABELA 8). A qualidade média dos 

contíguos foi de 38 e representam uma cobertura do replicon pAZ6 de 13,5%. 

Considerando as leituras de clones únicos ou singlets a cobertura foi de 

aproximadamente 34% (TABELA 8).

O conteúdo G+C dos contíguos variou de 63,8 a 73,6 %. Estes valores 

coincidem com a composição percentual G+C característica de A. brasilense que varia 

de 67 a 70% (TARRAND et a l, 1978).
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TABELA 8: ESTATÍSTICA DA MONTAGEM DOS CONTÍGUOS DO REPLICON
pAZ6 DE Azospirillum brasilense FP2

Total de Contíguos 144
Total de Contíguos com 1 leitura 6
Maior Contíguo 1.613
Menor Contíguo 31
Tamanho Médio 589
Quantidade de Leituras para Montagem de Contíguos 1.170
Maior Quantidade de Leituras/Contíguos 117
Menor Quantidade de Leituras /Contíguos 1
Tamanho Total dos Contíguos 84.888
Qualidade Média das Bases dos Contíguos 37,99

Total de Singlets 688
Total de Singlets Não-Vetor 192
Maior Singlet 3.313
Tamanho Médio dos Singlets 761
Soma dos Singlets Não-Vetor (trimmed) 129.322

Cobertura do genoma Pares de bases
Tamanho Estimado do Genoma 630.000
Cobertura com Contíguos 84.888
Cobertura com Singlets 129.322
Total Coberto 214.210 (34%)

O tamanho máximo de contíguo obtido foi de 1.613 bp. Este pequeno tamanho 

dos contíguos formados deve-se ao baixo número e qualidade das seqüências obtidas.

A análise dos resultados de montagem revelou um alto grau de redundância das 

seqüências. Esta redundância provavelmente foi em decorrência do método de 

construção das bibliotecas e sugere que nem todo o DNA extraído do gel de agarose 

serviu como molde para a amplificação isotérmica. Esta conclusão é apoiada pelo fato 

de que as seqüências redundantes ocorreram entre clones de uma mesma biblioteca, 

mas não entre clones de diferentes bibliotecas.



57

4.7 ANÁLISE DOS CONTÍGUOS

Para determinar quais genes estavam presentes nas seqüências dos contíguos 

obtidos, as prováveis regiões codificadoras foram identificadas pelo programa 

FramePlot (ISHIKAWA & HOTTA, 1999). Este programa identifica provável gene 

baseado na freqüência de G+C na terceira posição. As seqüências de aminoácidos 

deduzidas das prováveis regiões codificadoras foram comparadas com o banco de 

dados GenBank utilizando o programa BlastP (ALTSCHUL et al., 1997). Finalmente, 

a seqüência completa de aminoácidos da proteína com maior similaridade foi 

recuperada do banco de dados alinhada com a seqüência de aminoácidos deduzida do 

contíguo analisado utilizando o programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Este 

processo permitiu identificar os prováveis genes presentes nas seqüências que são 

semelhantes a genes de outros organismos já seqüenciados. A FIGURA 7 mostra um 

exemplo dos resultados obtidos pelo uso do programa FramePlot.

FIGURA 7 - PREDIÇÃO DE REGIÕES CODIFICADORAS DE PROTEÍNAS DE 
UM CONTÍGUO PELO PROGRAMA FRAMEPLOT

1: -------------------------------- 1 I I
2 : — *-------------------------------------------------------------------------------------------
3:  > )  >1 I II I >-^-M  > I
1: 11< I I I < I I I I I  I
2 :  I-------------------------------------------I------------------------------------------------
3: ---------<-I-------------------- < < < <-------------  <

As curvas dão a probabilidade calculada (ordenada) da presença de um gene em relação ao número de pares de 
bases da seqüência (abcissa). Quando a linha ultrapassa o valor limiar dado pela linha pontilhada a região é 
considerada com alta probabilidade de codificar para uma proteína. O método não discrimina orientação, assim o 
gene pode estar no sentido 5’-3’ ou no sentido 3’-5’. As setas acima do gráfico representam as ORF hipotéticas 
nas seis fases de leitura.
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Nos 144 contíguos analisados foram identificados 37 prováveis genes que codificam 
para proteínas conhecidas. Destes, 26% possuem alta similaridade com proteínas hipotéticas 
ou possuem baixa similaridade com seqüências do banco de dados; 48% não apresentaram 
nenhuma similaridade com seqüências de proteinas ou de nucleotídeos depositadas nos 
bancos de dados públicos.

A TABELA 9 resume os resultados das análises das 37 prováveis ORFs 
identificadas nos contíguos do replicon pAZ6.
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uo"
rs

oro
Om Otr>

os"rs

T f
*40

*40
*40

vO
*40

On
*40

rs ro



<N
Cu
tu
W
CU
ai
H
05
uU

s:
‘»«t
!

UJ
Q
'O

Si
0 .

2
O
y
03
D-
W
Cd

o

w
a .
C/2
<
Q
<
y
33S
o
u
on
<
ZVH“H
W
H
0
cd
Oh

1
OS

<
J
W
PQ
<
H

o
*po
5=
=3

tu

W

U Co
+ wa

2P
o
o

4>
§

o

cd
•so
tg
*3
o0  
cd

11

00 
P ‘-*3
23 <= ^  o

o

6 1

cd
*0
cd
G

4> -*—>4>
-o

&
p
oicdo
c

4)
*n

ca«n
o

o
r-

1

à . r

« CO 8
t: <  «0 X a  oc/i ^

I o  *g

4>
Ou g 

•43 4)
Pu

4> cd “  -N
'Scd

I  2

C/D

o

SO

SO
r-

cd
o

o S
t ; '2  
a . °"CO
C
cd

Oca14>
CN

a\

SO

0000

s:
•Scu
s:

udì
o

*c>
o
o

&
§
c
o
cus
oo

cd
p
oo
p

T3>
+
Xu*
O

•8
t:
o
cu
S

OS
m

r-

<uT3
lio
pT3o  cd
a ‘£p
<L> 4> 

P  4)Oipco;-4)
>
3

CJ

IT )CM14)CM

sD
a\òovr>

r-
00

Î3

5
§.

fe
.g
-2
0 
.n

1
02

dì
£

P
"OI" 1 ■")4>
tu

p % a) cd
« goCU
i l

U  2

o
OS

ca

o
14>

cmr f

'O

SO

t:
SS

'5

. 1

5
3S

•i
1
2

0̂

QQ

a>c/5cd P<D 
00

,k 2M  T3
</>4>

T3

r f
00

O
<»
r-C
m

On
00

4>
sO

m

Co

CDss
•5
•S
g

•so
£

co

<u P

S "3
CU 0co 1-4

cu
U
d>

c i
•S CJ-o 0C/5 00p 4)
*3 <

§ p pH-*C/)
’ GO
13>

u
O

"O

5
p
i

-p Cj cu
> g <0
0 4) sVh

Oh CUco
p
i3

osO
o 'm

CN
OS

p
-op
p

■p
Co
aS

T3
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4.8 COMPLEMENTO GÊNICO PARCIAL DO REPLICON pAZ6

A análise das seqüências dos contíguos obtidos permitiu a identificação de 

genes envolvidos na biossíntese de parede celular, vitamina Bi2, lipídeos e 

nucleotídeos, no catabolismo de carboidratos e ácidos graxos, no metabolismo de 

energia e no transporte de solutos.

4.8.1 BIOSSÍNTESE DE PAREDE CELULAR

A seqüência parcial de aminoácidos deduzida da provável região codificadora 

identificada pelo programa FramePlot no contig 144 possui alta similaridade com a 

proteína deduzida do gene murA de Xanthomonas campestris (86% de resíduos 

idênticos em 37 alinhados) (FIGURA 8). O gene murA codifica para a proteína UDP- 

N-acetilglucosamina 1-carboxivinil transferase (MurA transferase). Esta enzima 

catalisa a transferência do grupamento enolpiruvato do fosfoenolpiruvato para o 

difosfouridina N-acetilglucosamina liberando o fosfato:

Fosfoenolpiruvato + N-acetil-D-glucosamina-UDP --------- ► N-acetilcarboxivinil-D-glucosamina-UDP + Pi

Esta é a primeira etapa da via de biossíntese do peptideoglicano da parede celular 

bacteriana (ZEMEL & ANWAR, 1975). A molécula de N-acetilcarboxivinil-D- 

glucosamina-UDP formada é então reduzida a ácido N-acetilmurâmico-UDP, um dos 

componentes da parede celular bacteriana.
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FIGURA 8 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS 
DEDUZIDAS DA SEQÜÊNCIA DE NUCLEOTÍDEOS DO GENE 
murA DE Xanthomonas campestris E DA ORF2C DO CONTÍGUO 
144.

A-Xanthomonas ETGTFLVAAAMTGGSVTVRRARPDTLDAVLDKLTEAGATITTTADSVTLDMHGKRPRAVN 30 
B-frame2c/144 H--------------------AR------------------------------------------25

A-Xanthomonas LTTAPYPAFPTDMQAQFMALNCVADGVGVINETIFENRFMHVNELLRLGADIQVEGHTAI 360 
B-frame2c/144 --------- QTDMQAQFMALNCVAEGVGVINETIFENRFMHVRPTCR---------------63

'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k»'k-kir'k'k'k'kir'kir'k'k1ç-kjr-kir k

A-Xanthomonas VRGAERLSGAPVMATDLRASASLILAGLVADGDTTIDRIYHLDRGYENIEEKLGALGATI 420 
B-frame2c/144 -RSSWRSTAWP------RAWA-------------------------------------------77

A-Xanthomonas RRIA 424 
B-frame2c/144 ----

Alinhamento das seqüências de aminoácidos deduzidas da seqüência de nucleotídeos do gene murA de 
Xanthomonas campestris e da ORF2c do contíguo 144 utilizando o programa ClustalW. A linha A mostra a 
seqüência de aminoácidos do gene murA de Xanthomonas campestris. A linha B mostra a seqüência de 
aminoácidos deduzida da provável ORF encontrada na Frame 2c do contig 144 da biblioteca genômica do 
replicon pAZ6 de A brasilense FP2..
* indica aminoácidos idênticos;: substituições conservadas;. substituições semi-conservadas

A identidade da seqüência de nucleotídeos do gene murA de Xanthomonas 

campestris e a ORF2c do contig 144 é surpreendente e levanta a hipótese de 

contaminação da biblioteca com DNA exógeno. Cerca de 93% dos nucleotídios da 

região comparada do gene murA são idênticos aos da seqüência obtida do replicon 

pAZ6. Entretanto, quando os 33 resíduos mais conservados de aminoácidos de MurA 

(TDMQAQFMALNCVAEGVGVINETIFENRFMHV, FIGURA 8) foram 

comparados com o banco de dados GenBank, a percentagem de identidade foi de 96, 

81, 84, 84 e 84% com proteínas ortólogas de Xylella fastidiosa, Desulfovibrio 

desulfuricans, Enterobacter cloacae, Yersinia pestis e Chromobacterium violaceum,
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respectivamente. Esta alta identidade sugere um alto grau de conservação desta região 

do gene murA.

4.8.2 BIOSSINTESE DE VITAMINA B12

O gene cobT foi identificado no contíguo 121 e codifica para a enzima CobT ou 

nicotinato-mononucleotídeo:5,6-dimetilbenzamidazol fosforibosiltransferase. Esta 

enzima cataliza condensação de dimetilbenzimidazol e ácido nicotínico 

mononucleotídeo formando o oribasol fosfato. O or-ribasol, produzido pela hidrólise 

do fosfato, é incorporado a GDP-cobinamida na última etapa da via biossintética da 

vitamina Bi2. A enzima CobT é parte da chamada via anaeróbica de biossíntese de 

cobalamina e está bem caracterizada em Salmonella tiphymurium (SCOTT & 

ROESSNER, 2002).

A vitamina B12 (cobalamina) atua como co-enzima em três tipos de reações: 

rearranjos intramoleculares, metilações (por exemplo na síntese de metionina) e 

redução de ribonucleotídeos a desoxirribonucleotídeos (STRYER et al., 2002).

4.8.3 BIOSSÍNTESE NUCLEOTÍDIOS

O gene prsA que codifica para a proteína fosforibosil pirofosfato quinase também 

foi encontrado no megaplasmídeo pAZ6 (contíguo 127). Esta enzima é a responsável 

pela formação do 5'-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP), um doador de unidade ribose 

fosfato na biossíntese de ribonucleotídeos.

Nucleotídeos desempenham importantes funções em quase todos os processos 

bioquímicos: são os precursores do DNA e RNA; derivados de nucleotídeos são 

intermediários ativos em muitas reações biossintéticas (por exemplo, UDP-glicose); 

nucleotídeos da adenina são componentes de importantes coenzimas (NAD+, FAD e 

CoA) e do intermediário universal de energia em sistemas biológicos, o ATP; o GTP 

supre a energia em processos como translocação de cadeias peptídicas nascentes em
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ribossomos; e podem atuar como reguladores metabólicos como o AMP cíclico 
(STRYER et aí., 2002).

4.8.4 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Dois genes que codificam para proteínas envolvidas no metabolismo de ácidos 

urônicos foram encontrados no replicon pAZ6. O gene uxaA (contíguo 54), que faz 

parte do operon uxaC-uxaA em E. c o li , codifica para a altronato hidrolase, e o gene 

wcuB (contiguo 112), codifica para a D-manonato oxidoredutase.

O metabolismo dos ácidos urônicos possui duas vias (via do galacturonato e do 

glucoronato) (FIGURA 9) que convergem por meio de uma reação de desidratação 

para a formação de ácido pirúvico e triose fosfato (ASHWELL et al., 1960). A 

manonato oxidoredutase, produto do gene uxaA, é a segunda enzima da via de 

degradação do ácido D-glucurônico, enquanto a altronato hidrolase que converte o D- 

altronato em 2-ceto,3-desoxi,6-fosfogluconato catalisa a última etapa da via especifica 

do galacturonato. Estes resultados sugerem que A. brasilense é capaz de metabolizar 

tanto os ácidos urônicos derivados de glucose e galactose.

FIGURA 9 - ESQUEMA DAS REAÇÕES ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DE 
ÁCIDOS URÔNICOS EM BACTÉRIAS

Manonato
: : oxidoredutaseAc. Ac. Ac.

D-giucurônico <— > D-íruturônico <— > D-manônico

\ - H iO

Ác.
D-galacturônico

Esquema de reações envolvidas no metabolismo dos ácidos urônicos (ácido glucurônico e galacturônico) em 
bactérias. De acordo com esta seqüência de reações, ao ácidos glucurônico e galacturônico são isomerizados para 
formar os seus correspondentes ceto-análogos, ácido fruturônico e tagaturônico respectivamente. Na presença de 
difosfopiridina nucleotídeo reduzido (DPNH), o ácido fruturônico é reduzido a ácido D-manonico enquanto o 
ácido tagaturônico forma ácido D-altrônico. Neste ponto, as duas vias convergem por meio de uma reação de 
desidratação onde o ácido 2-ceto-3-deoxi-D-gluconico é formado. Este último composto é então fosforilado pela 
adenosina trifosfato (ATP) produzindo ácido 2-ceto-3-deoxi-6-fosfoglucônico que é clivado para formar ácido 
pirúvico e triose fosfato.
FONTE: ASHWELL et a l. I960

Ác. ATP Ác.   Ác.
altronato /  "" 2-ceto-3-desoxi- 2-ceto-3-desoxi- pirúvico

/  glucônico 6-fosfo glucônico
+

Ác. Ác.
D-tagaturômco <— > D-aitrônico Triose

fosfate
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4.8.5 METABOLISMO DE ÁCIDOS GRAXOS

O gene fadE, que codifica para acil-CoA desidrogenase (ACAD), foi identificado 

no contíguo 33. Esta enzima cataliza a a,P-desidrogenação dos ácidos graxos 

conjugados a CoA que são originados da p-oxidação (GHISA &THORPE, 2004). O 

ciclo de alongamento na síntese de ácidos graxos consiste de quatro etapas: 

condensação, redução, desidratação e redução. A última etapa, que é redução do trans- 

enoil-acil-ACP, é catalizada pela NADH-enoil acil-ACP redutase (STRYER, 2002). O 

gene fabl que codifica para esta proteína foi identificado no contíguo 97 encontrado no 

pAZ6.

4.8.6 METABOLISMO DE ENERGIA

No megaplasmídeo pAZ6 foram encontrados dois genes que codificam para 

proteínas da cadeia respiratória. O gene cydA que codifica para a subunidade 1 do 

citocromo tipo-bd quinol oxidase, e gene nuo que codifica para a subunidade 20 KDa 

da NADH:ubiquinona oxidoredutase.

Existem poucos estudos sobre a cadeia respiratória em Azospirillum spp. 

Alguns dos componentes da cadeia respiratória de A. brasilense foram determinados 

enzimaticamente e espectroscopicamente em células crescidas diazotroficamente (N2 e 

baixas tensões de oxigênio) ou na presença de NH4+ e altas tensões de oxigênio 

(BURRIS et al., 1978 em PEDROSA, 1988). O oxigênio apresenta um grande efeito 

sobre a composição das membranas de A. brasilense. Quando A. brasilense cresce sob 

baixa tensão de 0 2, apresenta citocromos tipo b (A, 559 a 560 nm) e c (A, 551 a 553 nm) 

(OKON et al., 1983). Uma banda de absorção adicional (A. 603 nm) correspondente a 

um citocromo aa3 foi encontrada em preparações de membranas isoladas de células 

cultivadas sob alta tensão de oxigênio (OKON et al., 1983). Posteriormente, estudos 

espectroscópicos de preparações de membranas de Azospirillum brasilense revelaram 

a presença de duas oxidases terminais adicionais, citocromo o e  d e m células crescidas 

em baixa e alta tensão de 0 2. As enzimas succinato e NADH oxidase também foram
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encontradas na membrana de A. brasilense e suas atividades aumentam com a tensão 

de 0 2 no meio de cultura. Estudos utilizando inibidores da cadeia respiratória 

sugeriram a presença de uma cadeia transportadora de elétrons ramificada em A. 

brasilense (OKON et a i, 1983).

Em Azotobacter vinelandii, que também apresenta uma cadeia respiratória 

ramificada, o complexo citocromo bd está envolvido no mecanismo de tolerância ao 

oxigênio e na proteção respiratória da nitrogenase. A proteção respiratória consiste no 

rápido consumo do 0 2 por uma oxidase terminal que mantenha uma concentração de 

0 2 intracelular compatível com a atividade da nitrogenase (KELLY et al., 1990).

A identificação de subunidades da NADH desidrogenase e do citocromo bd 

oxidase suportam a indicação de uma cadeia respiratória ramificada em A. brasilense 

estirpe FP2 provavelmente semelhante a de Azotobacter venelandii.

Uma região codificadora de proteína foi identificada no contíguo 57 e a 

comparação com o bando de dados revelou alta identidade (76% de resíduos idênticos 

em 78 alinhados) com a subunidade (5 da formato desidrogenase da alfa-proteobacteria 

Methylobacterium extorquens. A enzima formato desidrogenase NADP-dependente é 

um heterodímero com duas subunidades ctiPi, e responsável pela oxidação do formato 

a C02 com a formação de NADH e H+. A formato desidrogenase de M. extorquens 

contém tungsténio (LAUKEL et a l, 2003), sugerindo portanto que a enzima 

codificada pelo replicon pAZ6 de A. brasilense também contém este elemento. A 

presença de genes codificando para formato desidrogenase em A. brasilense é 

suportada por ensaios fisiológicos que mostraram que A. lipoferum e A. brasilense 

apresentam a capacidade de utilizar metano, metanol ou formato como única fonte de 

carbono (SAMPAIO et al., 1982).

Muitos microrganismos usam hidrogênio molecular em suas vias metabólicas 

como fonte de energia ou para eliminar o excesso de elétrons. A enzima que cataliza 

reversivelmente a conversão do hidrogênio molecular para dois elétrons e dois prótons 

são conhecidas como hidrogenases. Estas proteínas são metaloenzimas onde todas 

contem ferro (Fe) e em muitos casos também níquel (Ni) (DEMENTIN et a l, 2004).
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No contig 84 foi identificado um gene que codifica para um componente da 

enzima [NiFe] hidrogenase III. A hidrogenase é uma enzima importante para reciclar a 

energia durante o processo de fixação de nitrogênio. Isto porque a nitrogenase produz 

compulsoriamente 1 mol de hidrogênio para cada 2 mols de nitrogênio reduzidos. A 

oxidação do hidrogênio pela hidrogenase permite a recuperação de uma parte da 

energia dispendida na redução de prótons pela nitrogenase (POSTGATE, 1992). 

Muitos organismos possuem mais do que um tipo de hidrogenase. Os resultados 

obtidos não permitem definir se A. brasilense possui apenas uma hidrogenase, que 

seria codificada pelo replicon pAZ6 e, no caso da ocorrência de mais do que uma 

hidrogenase, se o gene identificado é essencial para reclicagem de energia durante 

crescimento diazotrófico.

4.8.7 METABOLISMO DE NITROGÊNIO

O metabolismo do nitrogênio envolve a expressão coordenada de um grande 

número de enzimas envolvidas com a utilização de fontes de nitrogênio extracelular e 

biossíntese intracelular de compostos nitrogenados. O controle desta expressão é 

determinada pela disponibilidade do nitrogênio fixado na célula e é efetuado por 

complexos regulatórios que envolvem a regulação tanto ao nível transcricional quanto 

pós-transcricional (MERRICK & EDWARDS, 1995). A glutamina sintetase é a 

enzima chave no metabolismo do nitrogênio e é responsável pela incorporação do 

amónio no glutamato para formar a glutamina em baixas concentrações de nitrogênio. 

A enzima glutamina sintetase adenililtransferase (GlnE) é uma proteína regulatória que 

está envolvida na controle da atividade da glutamina sintetase. A atividade da 

glutamina sintetase é regulada em resposta aos níveis de amónio pela adenililação 

reversível, reação catalisada pela proteína GlnE ou adenililtransferase. Na presença de 

altas concentrações de amónio, a GS está altamente adenililada e inativada. Em 

condições limitantes de nitrogênio, os grupos adenilil da GS são removidos, ativando a 

enzima (MERRICK & EDWARDS, 1995).
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O gene glnE foi identificado no replicon pAZ6 baseado na alta identidade da 

ORF do contíguo 137 com a proteína GlnE de Ralstonia solanacearum (Valor de E= 

3e-51). A presença do gene que codifica para a proteína controladora da atividade da 

glutamina sintetase, a adenililtransferase (GlnE), no megaplasmideo pAZ6, mostra que 

genes que codificam para as proteínas do sistema de regulação do metabolismo 

nitrogenado não estão restritos ao cromossomo principal ou maior de A. brasilense 

estirpe FP2. Este resultado contrasta, por exemplo, com o que ocorre no genoma de S. 

meliloti, onde os genes que codificam para as proteínas do sistema Ntr (por exemplo, 

ntrBC, glnA, ntrXY, glnE, glnK e glnD) estão localizados no cromossomo e não nos 

megaplasmídeos (GALIBERT et al., 2001)

4.8.8 QUIMIOTAXIA

O contíguo 37 contém um seqüência idêntica à do gene sbpA de A. brasilense já 

descrito (VAN BASTELAERE et al, 1999; FIGURA 10). Este gene codifica para um 

receptor periplasmático de ligação a açúcares similar à proteína ChvE encontrada em 

Agrobacterium tumefaciens (VAN BASTELAERE et al, 1999).

A proteína SbpA (SbpA - sugar binding grotein A) de A. brasilense foi 

inicialmente isolada de células cultivadas na presença de exsudatos de raízes de trigo, 

utilizando eletroforese bidimensional. Análises da seqüencia desta proteína mostrou 

alta similaridade com o gene ChvE de A. tumefaciens. O gene correspondente foi 

posteriormente identificado de uma biblioteca genômica de A. brasilense por 

hibridização com a sonda do gene chvE de A. tumefaciens (VAN BASTELAERE et 

al, 1999). O produto deste gene está envolvido na quimiotaxia do Azospirillum 

brasilense para açúcares específicos como D-galactose, L-arabinose e D-fucose, e na 

captação de D-galactose. A expressão do gene sbpA é induzida pela presença destes 

mesmos açúcares no meio de crescimento, e um aumento na expressão do gene foi 

observado em condições de privação da fonte carbono (malato) e na presença de D- 

galactose (VAN BASTELAERE et al., 1999).
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Em Agrobacterium ChvE é necessária para a indução dos genes vir em resposta 

a açúcares (HUANG et al., 1990). Além disto, a proteína ChvE também é importante 

na captação de açúcares e na quimiotaxia do A. tumefaciens em direção a estes 

açúcares (CANGELOSI et al., 1990). A identificação de sbpA no contíguo 37 

confirma a origem do DNA utilizado para a construção das bibliotecas genômica e 

localiza este gene no replicon pAZ6.

FIGURA 10 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO 
GENE sbpA DE Azospirillum brasilense Sp7 E DA ORF2 DO 
CONTÍGUO 37.

A-Azospirillum GAGACGATGGTCGCCAAGAACAGCAAGGTCCTGGTGATTGCCGCCATCGACGGCACGACG 300
B-frame2/37 ------------------------------- CAGCTGATTGCCGCCATCGACGGCACGACG 243

A-Azospirillum CTGACCGACGTGCTCCAGCAGGCCAAGGACCGCGGCGTGAAGGTCATCGCCTACGACCGG 360
B-frame 2/37 CTGACCGACGTGCTCCAGCAGGCCAAGGACCGCGGCGTGAAGGTCATCGCCTACGACCGG 303

A-Azospirillum CTGATCCGCGGGTCGGAGAATGTGGACTATTACGCGACCTTCGACAATTTCCAGGTCGGC 420
B-frame2/37 CTGATCCGCGGGTCGGAGAATGTGGACTATTACGCGACCTTCGACAATTTCCAGGTCGGC 363

A-Azospirillum GTGCTGCAGGGCAGCTACATCGTCGACGCGCTGGGCCTGAAGGACGGCAAAGGTCCCTTC 480
B-frame2/37 GTGCTGCAGGGCAGCTGA---------------------------------------------- 381

Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do gene sbpA de Azospirillum brasilense Sp7 e da ORF2 do 
contíguo 37 utilizando o programa ClustalW. A linha A mostra a seqüência de nucleotídeos do gene sbpA de 
Azospirillum brasilense Sp7. A linha B mostra a seqüência de nucleotídeos da provável ORF encontrada na 
Frame 2 do contig 37 da biblioteca genômica do replicon pAZ6 de A. brasilense FP2.
* indica nucleotídeos idênticos.

Um gene que codifica para uma proteína quimiotática aceptora de grupamento 

metil também foi identificado no replicon pAZ6. Esta proteína, pertencente a família 

das MCP’s {methyl-accepting chemotaxis proteins), serve como um receptor 

específico e/ou transdutor de sinal e tem o seu nível de metilação mudado em resposta 

a ligação de quimioefetores (ZHUL1N & ARMITAGE, 1993). As MCP’s são 

tipicamente proteínas ligadas à membrana que contêm dois segmentos transmembrana, 

um domínio periplasmático amino-terminal e um domínio de sinalização
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citoplasmático que gera o sinal intracelular para o flagelo. O domínio amino-terminal 

contém sítios para o reconhecimento do ligante (BLAIE et al., 1995). ZHULIN e 

ARMITAGE (1993) não conseguiram encontrar proteínas quimiotáticas aceptoras de 

grupos metil em A. brasilense utilizando ensaios de metilação in vivo e anticorpos 

policlonais heterólogos. E possível que estes autores tenham falhado em demonstrar a 

presença de MCP em A. brasilense pela falta de sensibilidade da técnica ou pelo baixo 

número de cópias destas proteínas na bactéria.

A quimiotaxia e a motilidade são considerados fatores importantes para uma 

eficiente colonização da planta pela bactéria (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 

2000). A sinalização molecular envolvida na interação entre o Azospirillum e a planta 

ainda é pouco conhecida. Algum tipo de sinalização específica pode ser sugerido uma 

vez que diferentes estirpes de Azospirillum exibem comportamento quimiotático 

diferencial e dependente da composição do exsudato das raízes (REINHOLD et 

al., 1985). Quimioatrativos como açúcares, ácidos orgânicos e compostos aromáticos 

provavelmente são importantes nas etapas iniciais da associação entre o Azospirillum e 

a planta (VANDE BROEK & VANDERLEYDEN, 1995). Assim, o replicon pAZ6 

contém informações importantes para a interação Azospirillum-p\mià.

4.8.9 SISTEMA DE TRANSPORTE

Dos 37 genes identificados no megaplasmídeo pAZ6, 11 genes aparentemente 

codificam para um dos componetes do sistema de transporte ABC e estão envolvidos 

com o transporte de açúcares, aminoácidos e íons. O sistema de transporte ABC (ATP 

binding cassette) é um dos sistemas de transporte ativo envolvido tanto na importação 

quanto na exportação de moléculas (HIGGINS, 1992). Estes transportadores possuem 

uma organização global comum. Tipicamente, ele consiste de uma ou duas proteínas 

integrais de membrana (permeases), duas proteínas periféricas de membrana que ligam 

e hidrolizam ATP e uma proteína periplasmática de ligação ao substrato (FINAN et 

al., 2001). O componente proteico de ligação ao ATP é o mais conservado e as
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permeases são as menos conservadas (FATH & KOLTER, 1993). Os genes que 

codificam para os três polipetídeos geralmente formam um operon.

Em S. meliloti mais da metade dos genes que codificam para o transportadores 

ABC estão localizados no megaplasmídeo pSymB, o que consideralmente estendeu a 

flexibilidade metabólica do microrganismo por permitir metabolizar uma grande 

variedade de pequenas moléculas encontradas no solo ou na rizosfera da planta 

(GALIBERT et a i, 2001). A alta proporção de transportadores identificados nas 

sequencias derivadas do replicon pAZ6 de A. brasilense FP2 sugerem que este 

organismo é capaz de se adaptar metabolicamente a uma grande variedade de 

ambientes.

Um gene que codifica para uma permease simporte H+/gluconato (contíguo 77) 

também foi identificado no pAZ6 de A. brasilense.
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5. CONCLUSÃO

A presença de minicromossomos no genoma de A. brasilense foi sugerida 

primeiramente por WOOD et al. (1981). Posteriormente, CABALLERO-MELLADO 

et al.(1999) e MARTIN-DIDONET et al.(2000) demonstraram a presença do gene 16S 

rDNA em vários destes megareplicons. Neste trabalho foram encontrados nove 

replicons no genoma de Azospirillum brasilense estirpe FP2 utilizando o sistema 

CHEF-DRIII de eletroforese em campo pulsado, resultando em um tamanho total do 

genoma de 8,2 Mb. Este tamanho de genoma sugere que este microrganismo possua 

uma grande capacidade metabòlica e é capaz de se adaptar a muitos ambientes.

O menor replicon de A. brasilense da estirpe FP2 que é capaz de hibridizar com 

o 16S rDNA possui 630 Kpb (MARTIN-DIDONET et al., 2000) e foi denominado 

pAZ6. O sequenciamento de clones aleatórios de uma biblioteca do replicon pAZ6 

permitiu a identificação de um gene essencial que codifica para a síntese de parede 

celular (murA), reforçando a sugestão da existência de múltiplos cromossomos no 

genoma de A. brasilense como tem sido sugerido para genomas complexos de 

Agrobacterium tumefaciens C58, Brucella melitensis, Rhodobacter sphaeroides 

(KOLSTO, 1997) e Sinorhizobium meliloti (GALIBERT et al., 2001).

O megaplasmídeo pAZ6 de A. brasilense estirpe FP2 apresenta também: 

a)genes envolvidos na biossíntese de parede celular, vitamina BI2, lipídeos e 

nucleotídeos; b)genes que codificam para enzimas envolvidas nas reações de 

degradação de aminoácidos, carboidratos, lipídeos e ácidos urônicos; c)genes 

envolvidos no metabolismo do piruvato e do formato; d)genes envolvidos na produção 

de energia; e) genes envolvidos na quimiotaxia de A. brasilense para açúcares; f)genes 

que codificam para proteínas do sistema de transporte ABC; e g)gene envolvido na 

regulação do metabolismo nitrogenado.

Os produtos de vários dos genes identificados no replicon pAZ6 estão 

envolvidos na biossíntese de precursores chaves, transformação de nutrientes 

importantes e na transdução de energia, processos que são essenciais para a 

manutenção da viabilidade celular ou da competividade do organismo em muitos



75

ambientes. Considerando que se não existir duplicação gênica ou de funções, é 

necessário que estes genes estejam localizados em unidades replicativas estáveis e 

devem fazer parte de um núcleo principal de informações genéticas deste organismo. 

A esta conclusão, segue que a estrutura do genoma de A. brasilense estirpe FP2 é mais 

semelhante àquela de eucariotos, onde a informação genética essencial está distribuída 

entre vários cromossomas, do que do paradigma de procariotos, onde um único 

cromossoma contém toda a informação genética essencial.
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