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RESUMO

Foi construido um mapa fisico e genético de macrorestricio do cromossomo do
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS através da metodologia de eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE). Para execucdo de analises por esta metodologia, digestdes simples e duplas do
cromossomo foram realizadas com as enzimas de restricdo /-Ceul, Swal e Pacl. Os fragmentos de
DNA gerados foram posicionados no mapa fisico, utilizando analises combinatdrias dos resultados de
hibridizagdo, posi¢do dos sitios de restricdo de endonucleases e tamanho dos fragmentos DNA. G.
diazotrophicus PALS possui 4 operons ribossomais em um cromossomo circular, com tamanho
estimado de 4232 + 47 Kb. Os resultados dos experimentos de hibridizagdo levaram ao
posicionamento de 42 marcadores genéticos neste cromossomo, € subseqiiente alinhamento de contigs
do Projeto Riogene (97,6% da cobertura do genoma), demonstrando o valor da construgdo de mapas
fisicos, no processo de finalizagdo de projetos de seqiienciamento gendmico total executados pela
metodologia de shotgun. No decurso do processo de anotagdo do genoma do G. diazotrophicus PALS,
foram observados 2 contigs com 38,8 Kb e 16,6 Kb, os quais foram classificados como plasmideos A
e B, respectivamente, com base nos resultados de anotagdo, hibridizacdo e nested PCR. Este
manuscrito também relata as caracteristicas gerais do genoma deste microrganismo, tais como:
composi¢do do genoma, percentual de GC, numero de ORFS, percentual de seqiiéncias codantes ¢
distribuicdo génica por categorias e subcategorias funcionais. Além disso, também s3o descritas
algumas particularidades encontradas neste genoma, tais como: auséncia de algumas enzimas
relacionadas com metabolismo de glicose, genes relacionados com produgdo de bacteriocina e
exopolissacarideos, organizacdo e posicionamento de grupos gé€nicos relacionados com quimiotaxia,

motilidade celular e fixagdo bioldgica de nitrogénio.

Palavras-Chave: Gluconacetobacter diazotrophicus; Mapeamento fisico, PFGE; Sequenciamento

genomico; Fechamento de Gaps.



ABSTRACT

A macrorestriction physical and genetic map of Gluconacetobacter diazotrophicus PALS
chromosome was constructed through of pulsed field gel electrophoresis (PFGE) methodology. For
analysis execution by this methodology, single and double digestions of the chromosome were carried
out with /-Ceul, Swal and Pacl restriction enzymes. The generated DNA fragments were positioned
into physical map, using combinatory analysis of hybridization results, restriction enzymes sites
position and DNA fragments length. G. diazotrophicus has 4 ribosomal operons into a circular
chromosome, with estimated length of 4232 + 47 Kb. The hybridization results allow the positioning
of 42 genetic markers on chromosome, and subsequently alignment of contigs from Riogene Project
(97,6% of genome coverage), demonstrating the value of physical map construction, in finishing
processes of whole genome shotgun sequencing projects. During annotation process of the G.
diazotrophicus PALS genome, 2 contigs were observed with 38.8 Kb and 16.6 Kb, which were
classified as plasmids A and B, respectively, on the basis of results from genomic annotation,
hybridization and nested PCR. This manuscript also related the general characteristics of the genome
from this endophyte, such as: genome composition, GC percentage, ORFs number, coding sequence
percentage and gene distribution by functional categories and subcategories. Furthermore it is
described some particularities encountered in this genome, such as: absence of some enzymes related
with glucose metabolism, genes related with bacteriocin and exopolissacharide production,
organization and positioning of gene clusters related to chemotaxis, cellular motility and biological

nitrogen fixation.

Key-Words: Gluconacetobacter diazotrophicus; Physical mapping; PFGE; Genomic sequencing; Gap

closure.
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1 - INTRODUCAO
1.1 — A Fixagdo Biologica de Nitrogénio (FBN)

O nitrogénio ¢ considerado o principal macronutriente limitante, para a maioria das
espécies vegetais, pois estas requerem nitrogénio do solo ou da atmosfera, para o seu
crescimento e acumulacdo de biomassa (Gastal & Lemaire, 2002; Lucifiski, Polcyn &
Ratajczak, 2002). O nitrogénio derivado do solo ¢ absorvido pelas plantas principalmente
como fon nitrato (NO3") ou fon aménio (NH4"), e em menor quantidade, através de pequenas
moléculas organicas, tais como aminoacidos (Gastal & Lemaire, 2002; Lucifiski, Polcyn &
Ratajczak, 2002).

Os ions nitrato e amodnio sdo extremamente instaveis no solo, podendo ser
transformados em formas ndo absorviveis ao vegetal ou serem lixiviadas, indicando que a
maior parte do nitrogénio utilizado pela planta venha da atmosfera (Raven, Handley &
Andrews, 2004). Em contraste, nas ultimas cinco décadas, a utilizagdo de fertilizantes
nitrogenados nos cultivares, tem aumentado mais de 20 vezes no mundo, sendo considerados
geralmente ineficientes, pois somente cerca de 50% ¢ utilizado pelo vegetal (Miflin &
Habash, 2001).

O nitrogénio derivado da atmosfera (gas dinitrogénio - N;), ndo ¢ utilizado diretamente
no metabolismo vegetal, portanto, ele deve ser fixado na forma de outra molécula que seja
utilizdvel, através de um processo conhecido como Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN),
que ¢ realizada por alguns procariotos conhecidos como microrganismos diazotroficos,
capazes de converter Ny a NH,". Nesta simbiose, o vegetal fornece fontes de carbono ao
microrganismo e em troca recebe nitrogénio fixado na forma de NH;" e aminoacidos (Barea
et al., 2005; Oldroyd, Harrison & Udvardi, 2005). Sob este aspecto a FBN ¢ extremamente
vantajosa, pois ndo causa impactos ambientais, reduz custos de cultivo, e apresenta alta

eficiéncia de utiliza¢do de nitrogénio (Gastal & Lemaire, 2002; Jeuffroy, Ney & Ourry, 2002).



A FBN ¢ um processo que demanda uma alta quantidade de energia, e ¢ catalisada por
uma metaloenzima de duplo componente chamada nitrogenase, que ¢ composta por duas sub-
unidades proteicas, a Fe-proteina (dinitrogenase redutase) e a MoFe-proteina (dinitrogenase),
que apresentam alta homologia entre diferentes microrganismos diazotroficos (Ureta &
Nordlund, 2002; Fischer & Newton, 2005; Kaiser et al., 2005). A sintese ¢ a atividade da
nitrogenase requer a expressao de diversos genes nif especificos. No fim da década passada, o
maior grupo de genes nif de G. diazotrophicus foi clonado e seqiienciado, sendo que dentre
estes genes, os mais estudados foram os genes nif4 (codificante do ativador transcricional
NifA), e os genes nifHDK (codificantes das Fe- e MoFe-proteinas que compde a nitrogenase)
(Sevilla et al., 1997; Teixeira et al. 1999; Perlova et al., 2003).

A atividade da nitrogenase (redu¢do do N, a NH4+) em microrganismos diazotroficos
aerdbios, requer quantidades substanciais de ATP derivados da respiracao aerobia, entretanto
a enzima nitrogenase ¢ sensivel ao O,. A protecdo da nitrogenase pode ocorrer de 3 diferentes
maneiras: 1- formacdo de nodulos nas raizes, que sabidamente correspondem a estruturas
especializadas na regulacdo da quantidade de O, disponivel ao microrganismo diazotréfico
(Dong et al., 2002); 2- protegdao conformacional da enzima nitrogenase; 3- controle da taxa de
respiracdo celular, com finalidade de produzir uma concentragao de oxigénio, compativel com
a atividade da nitrogenase (Ureta & Nordlung 2002).

Os estudos sobre FBN em Gramineas no Brasil, iniciaram-se a aproximadamente 40
anos, sob a lideranca da pesquisadora Johanna Ddbereiner (Embrapa — Agrobiologia — RJ),
periodo este em que ocorreu a descoberta de diversas bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico, em vdrios paises de climas tropicais e subtropicais, especialmente no Brasil,
incluindo espécies rizosféricas (Beijerinckia fluminensis e Azotobacter paspali), associativas
(Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense, Azospirillum amazonense) e endofiticas

(Herbaspirillum  seropedicae,  Herbaspirillum  rubrisubalbicans,  Gluconacetobacter



diazotrophicus, Burkholderia brasilensis e Burkholderia tropica), os quais sdo considerados
0s principais microrganismos de interesse para grupos de pesquisa, que estudam a associagao
de microrganismos diazotréficos com vegetais (Baldani ef al., 1997; Baldani & Baldani,
2005).

Dentre as espécies supracitadas, devemos destacar as diazotroficas endofiticas, pois
geralmente estabelecem associagdes com diversas espécies e gendtipos vegetais, além de
fixarem nitrogénio mais eficientemente que as diazotroficas rizosféricas ou associativas, pois
estabelecem contato direto com os tecidos vegetais (James et al., 2001; Mundz-Rojas,
Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado, 2005; Muthukumarasamy et al., 2006). Apesar destas
espécies apresentarem alto potencial de implementacao agricola, a primeira espécie bacteriana
fixadora de nitrogénio com caracteristicas endofiticas (H. seropedicae), foi descoberta
somente em 1984 por Baldani e colaboradores, a partir de raizes lavadas e com superficies
esterilizadas de milho, sorgo e arroz (Baldani, 1984; Baldani & Baldani, 2005).

A partir desta descoberta até o ano de 1990, ocorreu uma intensificagdo das pesquisas
acerca da colonizagdo de tecidos vegetais por bactérias diazotroficas, e iniciaram-se estudos
direcionados para a elucidacao de aspectos relacionados com interagdes planta-bactéria, além
de ocorrer em 1988, o isolamento de outro importante endofito fixador de nitrogénio
denominado G. diazotrophicus, que foi isolado por Cavalcante & Ddbereiner, a partir de
estudos em tecidos internos de colmos e raizes de cana de agucar (Cavalcante & Dobereiner,
1988; Baldani & Baldani, 2005).

Posteriormente, novas bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio foram
identificadas por diferentes grupos de pesquisa, cujas principais espécies foram
Herbaspirillum rubrisubalbicans (Baldani et al., 1996), Herbaspirillum frisingense (Kirchhof
et al., 2001), Azospirillum dobereinerae (Eckert et al., 2001), Gluconacetobacter johannae e

Gluconacetobacter azotocaptans (Fuentes-Ramirez et al., 2001) e Burkholderia tropica (Reis



et al., 2004), as quais estdo inclusas nos principais géneros bacterianos de interesse para
grupos de pesquisa em FBN, que visam demonstrar a sua importancia econdmica, assim como
0 seu importante papel no gerenciamento integrado de nutrientes, na producdo agricola
sustentavel e protecdo ambiental (Loiret et al., 2004; Baldani & Baldani, 2005;

Muthukumarasamy et al., 2006).

1.2 — O Gluconacetobacter diazotrophicus

Em 1988, Cavalcante & Dobereiner, isolaram a partir da cana de ac¢ticar, uma bactéria
capaz de fixar nitrogénio atmosférico com alta tolerdncia a acidez, que inicialmente foi
denominada  Sacharobacter nitrocaptans. Posteriormente, este microrganismo foi
reclassificado como Acetobacter diazotrophicus, nova espécie dentro do género Acetobacter
sp. com base em estudos fenotipicos, taxondmicos e de hibridizagdo de DNA-rRNA e DNA-
DNA (Gillis et al., 1989). Atualmente, este microrganismo encontra-se incluso na classe das
a-Proteobactérias, ordem Rhodospirillales, familia Acetobacteraceae e  género
Gluconacetobacter, sendo denominado Gluconacetobacter diazotrophicus, com base em
analise de seqiiéncias parciais de rRNA 16S e caracteristicas fenotipicas (Yamada, Hoshino &
Ishikawa, 1997).

O G. diazotrophicus ¢ um bacilo Gram negativo, reto e com extremidades
arredondadas, que possui flagelos laterais ou peritriquios (Figura 1A), de metabolismo
microaerdbico, que apresenta a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e produzir acido
acético a partir de etanol, além da capacidade de redug¢do de acetileno. Suas colonias
apresentam pigmentacdo marrom quando cultivadas em placas de cultura contendo Meio
Batata (com alto teor de agucar) e alaranjada em placas de cultura contendo Meio LGIP (com
azul de bromotimol) (Ddbereiner et al., 1995). O G. diazotrophicus possui temperatura 6tima

de crescimento e Fixacdo de Bioldgica de Nitrogénio a 30 °C e o pH inical de crescimento
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entre 5,5 e 6,0. Adicionalmente, cabe ressaltar que este microrganismo ¢ incapaz de crescer a
37 °C (Gillis et al., 1989).

Este microrganismo ¢ encontrado no espaco intercelular (Figura 1B), realizando
associacdo endofitica em todas as estruturas da cana de agucar, ¢ com os mais variados
genotipos deste vegetal, especialmente em dreas agricolas onde a adi¢do de fertilizantes
nitrogenados nos cultivares ¢ baixa (Gillis ef al., 1989; Reis, Olivares & Dobereiner, 1994;
Fuentes-Ramirez ef al., 1999; Steenhouldt & Vanderleyden, 2000; Fischer & Newton, 2005).

Além da cana de agucar, G. diazotrophicus tem sido detectado em associagdo com
outras espécies vegetais, tais como: batata doce (I[pomoea batatas) (Dobereiner, Reis &
Lazarini, 1988), café (Coffea arabica), nas gramineas Eleusine coracana e Pennisetum
purpureum, anands (Ananas comosus) (Santos, Bustillos-Cristales & Caballero-Mellado,
2001), cenoura (Daucus carota), rabanete (Raphanus sativus) e beterraba (Beta vulgaris)
(Mundz-Rojas, Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado, 2005).

Cabe ressaltar que esta habilidade de colonizar vegetais incluidos nas familias
Poaceae, Convolvulaceae, Rubiaceae, Bromeliaceae, Apiaceae, Brassicaceae e
Chenopodiaceae, enfatiza o importante potencial benéfico do G. diazotrophicus para
diferentes hospedeiros vegetais (Ddbereiner, Reis & Lazarini, 1988; Reis, Olivares &
Débereiner, 1994; Santos, Bustillos-Cristales & Caballero-Mellado, 2001; Mundz-Rojas,
Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado, 2005).

Apesar do G. diazotrophicus ser encontrado em associa¢do com diversos tipos de
vegetais, ¢ em diferentes paises de climas tropicais ou subtropicais, quando foram analisadas
diferentes cepas bacterianas, oriundas de regides geograficas distintas, através de
experimentos de eletroforese enzimatica multilocus (MLEE), ou ainda através da andlise de
cepas isoladas de variedades de cana de agucar no Brasil, mantidas durante 30 anos em banco

de germoplasma, e analisadas pela técnica de polimorfismo de tamanhos de fragmentos de



restricdo de regides intergénicas (ITS/RFLP), observou-se uma baixa variabilidade genética
nesta espécie bacteriana (Caballero-Mellado & Martinez-Romero, 1994; Santos et al. 1999;
Mundz-Rojas & Caballero-Mellado, 2003).

Adicionalmente, ¢ comumente relatada a ocorréncia de decréscimo populacional deste
endofito, ao longo dos estdgios de desenvolvimento do vegetal e através do aumento de
concentragdes de fontes de nitrogénio, entretanto ndo ¢ bem conhecida a influéncia destes
fatores na reducdo populacional. Além disso, alguns fatores abioticos, tais como desidratagao
e salinidade, também podem causar reducao populacional, pois afetam a atividade de enzimas
relacionadas com o catabolismo de glicose e ciclo dos acidos tricarboxilicos, diminuindo a
taxa de producdo de ATP pelo microrganismo (James et al., 2001; Mundz-Rojas & Caballero-
Mellado, 2003; Tejera et al., 2003; Baldani & Baldani, 2005).

Recentemente, Mundz-Rojas, Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado (2005),
descreveram uma atividade antagonista em cepas de gendtipos predominantes de G.
diazotrophicus, contra cepas da mesma espécie e espécies estritamente relacionadas do género
Gluconacetobacter spp., incluindo G. johannae, G. azotocaptans e G. liquefaciens, onde foi
detectado a producdo de bacteriocinas, que consistem em peptideos biologicamente ativos
com atividade toxica, produzidos e secretados por microrganismos contra cepas da mesma
espécie ou espécies estritamente relacionadas, desempenhando um importante papel na
colonizacdo deste enddfito em vegetais, pois favorece a colonizacdo de cepas produtoras de
bacteriocina em detrimento de cepas sensiveis, o que pode explicar o fato da variabilidade
genética de G. diazotrophicus ser baixa, e ainda o fato de ocorrer reducdo populacional deste
endofito, ao longo do desenvolvimento do vegetal colonizado.

Uma importante caracteristica da interagdo entre vegetais e G. diazotrophicus, reside
no fato deste endofito colonizar os espacos intercelulares da maioria dos 6rgdos vegetais, e

promover o crescimento vegetal sem causar nenhum sintoma de doenca (Baldani & Baldani,



2005). Estudos de expressdo génica de cana de agucar durante a associacdo com G.
diazotrophicus, utilizando diferentes abordagens tais como cDNA-AFLP fingerprinting,
perfis transcricionais gerados pelo SUCEST (Sugarcane EST Sequencing Project) e
microarranjos, sugeriram uma participacdo efetiva da cana de aglcar na associagdo, pois
diversos genes envolvidos em diferentes processos fisiologicos vegetais, foram classificados
como genes diferencialmente expressos durante a associacdo (Nogueira et al. 2001). Por isto
ha interesse na caracteriza¢do de vias sinalizadoras, pelas quais a cana de agucar ¢ capaz de
decifrar os sinais bacterianos e respondé-los adequadamente para que ocorra o sucesso da
associacdo (Vargas et al. 2003), além dos mecanismos moleculares que promovem o
crescimento vegetal através da associagdo com enddfitos (Baldani & Baldani, 2005).

O G. diazotrophicus € habil para infectar e colonizar os tecidos radiculares e partes
aéreas da cana de acUcar, entretanto, inicialmente este microrganismo coloniza a superficie
das raizes, e posteriormente as infecta pelas jungdes das raizes laterais e/ou através de injurias
localizadas nas extremidades das raizes, geradas devido ao atrito com o solo durante o seu
desenvolvimento. Apds penetrar nas raizes, este microrganismo produz uma grande
colonizacdo do colmo da base do vegetal, e move-se para as partes aéreas utilizando os vasos
xilematicos (Figura 1C). Relativamente grandes populagdes deste endofito sdo encontradas
nos tecidos de partes aéreas do vegetal, o que sugere estas partes serem os principais sitios
para fixa¢do de nitrogénio, devido ao baixo nivel de oxigenacdo e energia disponivel em
forma de sacarose (James et al. 1994, 2001; Baldani & Baldani, 2005).

Este endofito ¢ encontrado em numero aproximado de 103 células/g de tecido fresco
de cana de aglcar (Mundz-Rojas & Caballero-Mellado, 2003; Muthukumarasamy et al.,
2006), e aparentemente seu processo de colonizagdo no vegetal ¢ favorecido pela propria
planta, pois recentemente Blanco e colaboradores (2005), detectaram através de preparagdes

de glicoproteinas purificadas de cana de agucar, marcadas com fluoresceina isotiocianato, que



estas glicoproteinas da superficie celular vegetal, interagem especificamente com receptores
presentes na parede celular bacteriana, caracterizando a primeira etapa da discriminacao
biologica de um endofito simbionte compativel ao vegetal.

O G. diazotrophicus possui propriedades fisiologicas que o distingue de outros
microrganismos diazotrdficos, tais como a sua capacidade de crescer preservando a sua
capacidade de fixar nitrogénio sob altas concentra¢des de sacarose (30%) e baixo pH (3,0).
Contudo, a atividade da nitrogenase é parcialmente inibida por NH, em altas concentracdes
de sacarose, por via de um processo desconhecido que ndo envolve modifica¢des covalentes
(ADP-ribosilacdo) do seu componente Fe-proteina. Por outro lado, a nitrogenase, ndo ¢
afetada quando altas concentragdes de NO;™ (25 mM) esta presente no meio, pois ndo possui a
enzima nitrato redutase (Baldani et al., 1997; Reis & Dobereiner, 1998; Fischer & Newton,
2005). A manuteng¢do da fixacdo de nitrogénio na presenca de nitrato ¢ um beneficio
adicional, devido ao fato do potencial de implementacdo G. diazotrophicus como agro-
estimulante, em cultivares tratados previamente com fertilizantes a base de nitrato.

O G. diazotrophicus é capaz de crescer em altas concentragdes de sacarose, que
consiste na principal fonte de carbono em seu habitat natural, entretanto, este microrganismo
ndo ¢ capaz de captar diretamente este dissacarideo para ser metabolizado. A capacidade de
crescer em sacarose, deve-se a producdo de uma enzima com atividade sacarolitica
extracelular denominada levansucrase, que ¢ secretada para o espaco periplasmatico, com
finalidade de disponibilizar glicose e frutose para o crescimento do enddfito (Alvarez &
Martinez-Drets, 1995; Tejera et al., 2003; Arrieta et al. 2004; Baldani & Baldani, 2005).

A oxidagdo extracelular de glicose no espaco periplasmatico, ¢ considerada a principal
rota de assimilagdo de glicose em G. diazotrophicus, onde ocorre a conversao de glicose para
acido glucdnico, catalisada por uma enzima de membrana denominada glicose desidrogenase

tipo II, que ¢ composta pela associagdo da pirroloquinolina quinona com uma glicose



desidrogenase (PQQ-GDH). Neste organismo, o gluconato pode ser posteriormente
metabolizado através do ramo oxidativo da via das pentoses-fosfato. Entretanto, ¢ importante
mencionar que o catabolismo de glicose também pode ocorrer em baixos niveis no ambiente
intracelular, sendo neste caso catalisado por uma glicose desidrogenase ligada a nicotinamida
adenosina dinucleotideo (NAD-GDH) (Luna et al., 2006). Adicionalmente, existem relatos de
que o G. diazotrophicus, além da glicose e da frutose, ¢ capaz de utilizar galactose, manose,
inositol, arabinose, manitol, glicerol e etanol como fontes de carbono para o seu metabolismo
(Tejera et al., 2003; Loiret et al., 2004).

Este endofito ¢ reconhecido por possuir a via das pentoses-fosfato, constituindo a
principal via operante no catabolismo de glicose 6-fosfato, em concordancia com outros
membros da familia Acetobacteraceae, pois enzimas chave das vias Embden-Meyerhof-
Parnas (6-fosfofrutoquinase e 1-fosfofrutoquinase) e Entner-Doudoroff (6-fosfogliconato
desidratase e 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogliconato aldolase) ndo sdo detectadas, através de analise
de atividade enzimdtica, em extrato total de células de G. diazotrophicus. Adicionalmente,
através desta metodologia, sdo detectadas todas as enzimas participantes do ciclo dos 4cidos
tricarboxilicos, assim como enzimas associadas com cadeia respiratoria para oxidacao total de

glicose e cetogluconatos (Alvarez & Martinez-Drets, 1995; Luna ef al., 2002).

1.3 — Potencial biotecnoldgico do Gluconacetobacter diazotrophicus

O potencial biotecnoldgico do G. diazotrophicus ¢ enfatizado pela demonstragao que
mais de 60% do nitrogénio, pode ser adquirido através da fixagdo bioldgica em variedades de
cana de agucar, reforcando sua importancia para a agricultura sustentdvel no Brasil, onde
baixas quantidades de fertilizantes nitrogenados sdo aplicadas nos cultivares (Lima, Boddey
& Dobereiner, 1987; Urquiaga, Cruz & Boddey, 1992; Dobereiner, Baldani & Urquiaga,

1995; Baldani et al., 1997; Baldani & Baldani, 2005). Devido a este fato, um entendimento



detalhado sobre os mecanismos pelos quais ocorre regulacdo de expressdo dos genes nif em
G. diazotrophicus, é de grande importancia para exploragao dos beneficios da FBN no cultivo
da cana de acucar, e no melhoramento desta interagdo, e possivelmente da interagdo deste
endofito com outros vegetais economicamente importantes, assim como na explora¢do do
potencial benéfico para ambas as partes envolvidas nesta associagdo planta-bactéria (Perlova,
2003).

Um exemplo da importancia da FBN em nosso pais, reside no fato de que o Brasil
aplica as menores doses de fertilizantes nitrogenados nos cultivares (51 Kg ha™), quando
comparado aos maiores usuarios mundiais destes insumos (EUA — 105 Kg ha™ ¢ Europa —
335 Kg ha™), o que gera um grande impacto econdémico, pois 0 nosso pais é responsavel por
aproximadamente 30% do cultivo mundial de cana de agucar. Além disso, o programa Pro-
alcool produz em média 14 bilhdes de litros de etanol por ano, o que permite reduzir o
consumo de 260 mil barris de petroleo por dia. A nivel ecologico, cabe ressaltar o fato deste
combustivel alternativo ser bem menos nocivo ao meio ambiente que os combustiveis fosseis
(Dobereiner, Baldani & Urquiaga, 1995).

O Programa Pro-alcool foi desenvolvido com intuito de substituir em larga escala
derivados do petrdleo, evitando assim a dependéncia externa do produto. A partir de sua
instauragdo (1975) até o ano de 2000, foram produzidos cerca de 5,6 milhdes de veiculos
movidos a alcool hidratado, e também passou a haver um acréscimo de até 25% de alcool na
gasolina consumida pelos veiculos nacionais, o que ocasionou a redu¢do na importacdo de
aproximadamente 550 milhdes de barris de petréleo, e ainda proporcionou uma economia na
ordem de 11,5 bilhdes de ddlares aos cofres publicos (Biodieselbr Online, 2006).

Entretanto, no final da década de 80, ocorreu uma fase de estagnagdo do programa,
motivado pelos baixos precos do petrdleo no cendrio mundial, crise de abastecimento de

alcool, e reducao de estimulo de utilizacdo deste combustivel alternativo, afetando assim a sua



credibilidade, ocasionando um significativo decréscimo da demanda, e conseqiientemente, das
vendas de automoveis movidos a alcool. Atualmente, estd ocorrendo no Brasil, uma nova
expansdo dos canaviais do interior paulista e do nordeste, além da ampliacdo e construcdo de
40 novas usinas, que pretendem gerar cerca de 360 mil novos empregos diretos, € 900 mil
indiretos pela iniciativa privada, pois se acredita que o alcool terd um papel cada vez mais
importante como combustivel, no Brasil e no mundo, motivado principalmente pela
tecnologia dos motores flex fuel, que hoje ja ¢ oferecido para quase todos os modelos de
automoveis, e representaram cerca de 49,5% do total de vendas (Biodieselbr Online, 2006).

Adicionalmente, convém ressaltar que a mais de duas décadas ¢ conhecida a eficacia
da FBN realizada pelo G. diazotrophicus, onde foi verificado que a quantidade de nitrogénio
fixada biologicamente (139 x 10%a 170 x 10° toneladas de nitrogénio por ano), é equivalente
ao dobro da quantidade fixada com adubacdo, utilizando fertilizantes nitrogenados (Peoples &
Craswell, 1992), sem levar em conta o fato deste tipo de adubagdo ser extremamente
dispendiosa (cerca de 150 milhdes de dolares ao ano para o governo brasileiro) e toxica para o
meio ambiente e manipuladores (Ddbereiner, 1992).

Recentemente Fischer & Newton (2005), relataram que na associagdo com a cana de
acucar, o G. diazotrophicus pode fixar mais de 150 Kg de nitrogénio por hectare durante o
desenvolvimento do vegetal, o que representa cerca de 50% do total de nitrogénio requerido
para a colheita, corroborando com os dados de Muthukumarasamy e colaboradores (2006),
que relataram a estabilidade da biomassa na colheita, mesmo ocorrendo reducdo de 50% (140
Kg/ha) ou total privacdo de fertilizantes nitrogenados nos cultivares, sinalizando a
possibilidade de redugdo de custos no cultivo de cana de agucar através da inoculacdo do G.
diazotrophicus nas plantacoes.

A habilidade do G. diazotrophicus aumentar a taxa de crescimento da cana de agtcar

tem sido largamente documentada, e este beneficio tem sido associado em parte com a



transferéncia do nitrogénio bacteriolégicamente fixado ao vegetal, e ainda com a produgdo de
fatores estimulantes do crescimento vegetal, destacando-se a producdo dos fitohormonios
auxina e giberilina, que tem sido amplamente detectado em culturas deste endofito (Lee et al.,
2000; Muthukumarasamy et al., 2002; Mundz-Rojas & Caballero-Mellado, 2003; Lee ef al.,
2004; Muthukumarasamy et al., 2006). Entretanto, o primeiro indicio da producdo de
fitohormoénios por G. diazotrophicus foi demonstrado por Sevilla e colaboradores (2001),
através da utilizacdo de mutantes nif- (deficientes no processo de FBN), que foram capazes de
estimular o crescimento vegetal em experimentos onde o nitrogénio ndo foi o fator limitante,
levantando-se a hipotese da produgdo destes fatores de crescimento vegetal.

Adicionalmente, cabe ressaltar que a biossintese de fitohormdnios ndo ¢ uma
caracteristica exclusiva de vegetais superiores, pois algumas espécies bacterianas, fungos e
algas podem produzi-los, e induzir efeitos marcantes no desenvolvimento e crescimento
vegetal (Lee ef al., 2004). Em experimentos de inoculagdo de diferentes gendtipos de cana de
acUcar micropropagadas, com cepas selecionadas de G. diazotrophicus, ocorreram diversas
alteracdes anatomicas e fisioldgicas na planta hospedeira. Entre as modificagdes anatdmicas
ocorridas, podemos destacar o aumento de sitios mitoticos nas raizes laterais, a emersdo de
raizes laterais com alteracdo na geometria das raizes, através do aumento da porcao de raizes
finas e do sistema radicular total, e entre as alteracdes fisiologicas, destaca-se o aumento da
acumulagdo de nutrientes, da biomassa vegetal, ¢ da atividade das H-ATPases da fracio
microssomal das células radiculares, assim como os seus respectivos conteudos proteicos
(Olivares et al., 2002; Baldani & Baldani, 2005).

O G. diazotrophicus também apresenta importancia biotecnologica relacionada a
processos de controle biologico, devido a sua atividade antagonista contra Xanthomonas
albilineans, como resultado da producdo de uma bacteriocina similar a lisozima que ¢ capaz

de inibir o crescimento deste fitopatogeno de cana de agucar, responsavel pela doenca da



folha escaldada, possivelmente através da destruicdo da parede celular da cepa patogénica
(Pinon et al., 2002; Blanco et al., 2005).

Além disso, o G. diazotrophicus fermenta agucares, diminuindo o pH do meio para
abaixo de 3.0, o que conseqlientemente gera uma atividade antagonista contra um importante
fitopatdgeno da cana de agucar, denominado Colletotrichum falcatum (Muthukumarasamy,
Revathi & Vadivelu, 2000). E devido as suas caracteristicas endofiticas, o G. diazotrophicus,
tem sido utilizado como vetor de expressdo de genes heterdlogos de interesse, como por
exemplo, os genes cry34 e crylAb isolados de Bacillus thuringiensis, que sao responsaveis
pela atividade entomopatogénica contra insetos coleopteros e lepdopteros, causadores de

danos para a cana de actcar (Baldani & Baldani, 2005).

1.4 — Mapeamento Fisico de Genomas

Mapas fisicos s@o considerados poderosas ferramentas para localizagdo e isolamento
de genes, estudos de organizacdo de genomas, e como fase preliminar para um
seqiienciamento gendmico eficiente (Heber, Hoheisel & Vingron, 2000). Em especial, os
mapas fisicos gerados por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de grandes
fragmentos de DNA, associado com experimentos de hibridizacdo (Majumder et al., 1996;
Marcone & Seemiiller, 2001), e mapas fisicos gerados a partir de digestdes de cromossomos
artificiais bacterianos (BACs) com endonucleases, associado com técnicas de sequenciamento
e hibridizagdo (Tomkins et al., 2001; Berent & Messick, 2003; Goto et al., 2003; Battistoni et
al., 2005), os quais correspondem a alternativas para acessar a organizacdo genOmica de
organismos, cujo suas seqliéncias gendmicas completas, ndo estdo disponiveis em bancos de
dados.

Mapeamento de fragmentos de macrorestrigdo tem sido aplicado para examinar a

estrutura e a topologia de genomas bacterianos por muitos anos, fornecendo valiosas



informagdes para elucidacdo de questdes relacionadas a regulacdo global do metabolismo,
rearranjos gendmicos, e ainda dinamica de aspectos evolucionarios da organiza¢do gendmica
(Heselkorn, 1989; Kuepel, Plletier & Hill, 1990; Riley & Sanderson, 1990). Além de serem
eficazes na estimacdo do tamanho de genomas, e na deteccdo de aberragcdes grosseiras na
estrutura do cromossomo (Majumder ef al., 1996; Weinel et al., 2001).

Mapeamento fisico utilizando BACs digeridos com endonucleases, associado com
técnicas de sequenciamento e hibridizacdo, tem sido empregado no decurso de projetos de
sequenciamento gendmico com finalidade de determinar o posicionamento de marcadores
moleculares na estrutura do genoma de diversos organismos, assim como auxiliar na
montagem, ordenacdo e orientacdo de contigs durante o processo de finalizacdo de
sequenciamentos gendmicos (Tao ef al., 2001; Battistoni et al., 2005).

Mapeamentos fisicos proporcionam medi¢des diretas do contetido gendmico de varios
microorganismos, onde os menores genomas foram encontrados em Mycoplasma sp. (600 —
1200 Kb), seguidos de organismos incluidos nos géneros Archae, Neisseria, Helicobacter,
Haemophilus e Streptococcus (2 Mb). Os géneros Rhodobacter, Salmonella, Escherichia,
Bacillus e Pseudomonas apresentam genomas entre 4 ¢ 5 Mb. E os maiores genomas foram
detectados em Streptomyces sp. (8§ Mb), Bradyrhizobium sp. (8,7 Mb), Myxococcus sp. (9,5
Mb) e Anabaema sp. (6,5 Mb) (Fonstein & Haselkorn, 1995).

O agrupamento dos genomas em progressdo de 1, 2, 4 e § Mb ¢é consistente com
antigas idéias de evolugdo via duplicacdo ou fusdo de diferentes genomas (Fonstein &
Haselkorn, 1995). Por outro lado, o tamanho do genoma pode variar drasticamente dentro do
mesmo grupo taxonomico (1 a 5 Mb para Spirochaeta sp.; 2,7 a 6,5 Mb para Cyanobacteria
sp.). Além disso, eventos significativos de alteracdo de tamanho genOmico, tais como

delegdes de 2 Mb em Streptomyces ambofaciens (Lebond et al., 1991) foram reportadas, onde



o tamanho do genoma de diferentes cepas podem variar de 6 a 8 Mb (Fonstein and Haselkorn,
1995).

Os dois principais mecanismos envolvidos em alteragdes de tamanho de genomas
consistem na acumulagao de elementos de transposi¢ao, os quais tem contribuido na evolugao
de muitos genomas, e ainda a acumulacdo de seqiliéncias repetitivas (Hancock, 2002). Por
outro lado, a redu¢do do tamanho dos genomas, ocorre através da conservacdo de genes
pertencentes a vias metabodlicas essenciais a sobrevivéncia do microrganismo, enquanto que
os demais genes tém sido perdidos no decurso da evolu¢do, refletindo a racionalizagdo do
equilibrio entre estabilidade dos principais processos fisioldgicos, € requerimentos para a
adaptabilidade ambiental (Koonin, Mushegian & Rudd, 1996).

A nivel ecolégico, as bactérias que apresentam os menores genomas geralmente
colonizam nichos estaveis, e freqiientemente sdo capazes de colonizar apenas um limitado
nimero de organismos hospedeiros, enquanto que bactérias com genomas maiores, tendem a
ocupar ambientes altamente complexos e varidveis como o solo, pois codificam um nimero
maior proteinas, inclusas em diferentes familias e associadas com variados processos
fisiologicos (Bentley & Parkhill, 2004).

Através de mapeamento fisico, o antigo dogma de que os microrganismos de uma
forma geral possuem genomas circulares, caiu ao se identificar em Borrelia burgdorferi
(Ferdows & Barbour, 1989), um replicon linear. E também houve a demonstracdo de novos
tipos de organizagdo genOmica, onde temos como exemplo o genoma de Agrobacterium
tumefaciens (Allardet-Servent ef al., 1993), que apresenta um cromossomo linear (2,2 Mb) e
um outro circular (3,2 Mb). E ainda, Sinorhizobium meliloti que apresenta 3 replicons
circulares, composto por um cromossomo (3,7 Mb) e dois megaplasmidios denominados
pSyma (1,4 Mb) e pSymb (1,7 Mb), os quais podem ser transferidos para outros géneros

bacterianos, em particular Agrobacterium sp. (Barloy-Hubler et al., 2000a; Capela et al.,



2001). Convém mencionar que esta variedade de replicons encontrados em células
bacterianas, atualmente torna cada vez mais dificil a definicdo de genoma (Bentley &
Parkhill, 2004).

Atualmente, mapeamentos fisicos tém sido desenvolvidos como estratégias de
verificagdo e aceleracdo da montagem de genomas completos, durante a fase de fechamento
de buracos em genomas bacterianos (fase de finalizacdo), em projetos de seqiienciamento
gendmico que utilizam a metodologia de shotgun. A fase de finalizacdo ¢ resistente a
automacdo por ferramentas de bioinformatica, e os problemas de montagem do genoma
devem ser resolvidos caso a caso pelo grupo de pesquisa. Nestas circunstincias, 0os mapas
fisicos fornecem valiosas informacdes, para o controle de qualidade das montagens de contigs
e scaffolds, além de auxiliarem na determinacdo do posicionamento e orientacdo destes

contigs no genoma (Chan & Goodwin, 1999; Shimizu, et al., 2001; Weinel et al., 2001).

1.5 — O seqiienciamento gendmico e o seu atual status de desenvolvimento.

O seqilienciamento genomico surgiu a partir do desenvolvimento das técnicas de
clonagem utilizando enzimas de restricdo (Sanger, Nicklen & Coulson, 1977),
seqiienciamento automatico de DNA (Smith ef al. 1986), e uso de corantes quimicos nas
reacoes de seqlienciamento (Prober ef al. 1987). Entretanto, nos ultimos 15 anos, as técnicas
de seqilienciamento evoluiram muito, como por exemplo a utilizagdo de capilares ao invés de
placas de eletroforese, que aumenta a quantidade de bases lidas por reagdo em um menor
tempo de execugdo. Um outro fator muito importante refere-se a leitura das bases do
fragmento de DNA que antes era feito manualmente pelo pesquisador, e atualmente ¢ feito
automaticamente por um laser acoplado ao seqiienciador (Santos, 2005).

O inicio da era gendnica foi precisamente datada em 28 de julho de 1995, que consiste

na data de publicagdo de um artigo descrevendo uma seqiiéncia gendmica completa de 1,8



Mb, oriunda de Haemophilus influenzae, seguido pela divulgacdo de seqiiéncia completa de
um genoma de 0,58 Mb, pertencente ao Mycoplasma genitalium, que ocorreu em menos de
trés meses apos (Fleischmann et al., 1995; Fraser et al., 1995). Adicionalmente, cabe ressaltar
que estes projetos genomas iniciaram apos a implementagdo dos projetos referentes a
Escherichia coli e Bacillus subtilis, que utilizaram a metodologia de shotgun hierarquico, a
qual consiste no sequenciamento de insertos sub-clonados, de fragmentos de DNA com
localizagdo conhecida no cromossomo (Daniels ef al., 1992; Kunst, Vassarotti & Danchin,
1995).

Em contraste, os genomas de H. influenzae e M. genitalium, foram seqilienciados pela
metodologia de shotgun randdmico, que consiste no sequenciamento de milhares de clones
com insertos pequenos de DNA diversas vezes, seguido pela montagem de seqiiéncias
continuas de DNA (contigs), e fechamento de buracos no genoma utilizando reagdo de
polimerase em cadeia (PCR), e subseqiiente sequenciamento dos fragmentos de DNA obtidos,
utilizando uma variedade de padrdes e programas de computador desenhados para executarem
tal tarefa. (Fleischmann et al., 1995; Fraser et al., 1995; Koonin, Mushegian & Rudd, 1996;
Fraser et al., 2002).

De 1977 até os dias atuais, rdpidos avancos na metodologia associada com o
seqiienciamento de DNA, utilizada para obter a seqiiéncia genOmica completa de um
organismo, tem alterado as estratégias de estudo de sistemas genéticos de varios organismos,
em especial bactérias, tornando o processo relativamente simples, pelo menos para alguns
genomas (Kaneko et al., 2002; Bentley & Parkhill, 2004). Dentre estes avangos, destaca-se o
desenvolvimento de diversos vetores para constru¢do de bibliotecas gendmicas de shotgun, o
desenvolvimento e aprimoramento de estratégias para fechamento de buracos gendmicos e
métodos mais sofisticados e robustos para localizacdo e anotacdo de genes, reduzindo

drasticamente o tempo e custos requeridos em cada estdgio de um projeto genoma (Fraser et



al., 2002). Conseqiientemente, o aumento da disponibilizagdo de novas seqiiéncias gendmicas
completas em bancos de dados, contribui para um melhor entendimento de processos
relacionados a replicagdo, metabolismo, expressdo génica e evolucdo bacteriana (Moszer,
1998; Kaneko et al., 2002).

Atualmente existem relatos na literatura, da existéncia de 2037 projetos de
seqiienciamento gendmico, sendo que 1.650 projetos estdo em andamento (996 projetos de
organismos procariotos, 608 de eucariotos e 46 metagenomas), € apenas 387 genomas foram
seqiienciados completamente e publicados até o momento (319 de bactérias, 27 de arqueas e
41 de eucariotos). Convém ressaltar, que os projetos genomas bacterianos em andamento,
estdo divididos em trés principais grupos de interesse: bactérias de interesse médico (46,7%),
bactérias de interesse biotecnologico (29,8%) e bactérias de interesse ambiental e/ou agricola
(22,2%). Apenas 19% de todos os projetos de seqilienciamento gendmico, possuem suas
informagdes disponiveis e publicadas até o momento, sinalizando para uma tendéncia de
crescimento significativo de informagdes a serem disponibilizadas em bancos de dados nos

proximos anos (Kyrpides, 1999; Benson et al. 2005; Santos, 2005; GOLD, 2006).

1.6 — A metodologia de shotgun

Apesar dos avancos tecnoldgicos na manipulagdo de moléculas de DNA, ainda existe
um limitante no nimero de bases que podem ser lidas pelos procedimentos laboratoriais de
sequenciamento do DNA. Nestes experimentos, mesmo havendo a possibilidade de se
trabalhar com segmentos longos de DNA, somente as 800 primeiras bases podem ser lidas ou
seqiienciadas diretamente. Uma alternativa freqlientemente utilizada para lidar com essa
limitagdo em projetos genomas bacterianos, ¢ a metodologia de shotgun (Sanger, Nicklen &

Coulson, 1977; Edwards et al., 1990; Waterson, Lander & Sulston, 2002).



A metodologia de shotgun consiste na fragmentacdo da molécula de DNA em milhares
de fragmentos, com tamanhos variando entre 1 e 2 Kb, através de digestdes com enzimas de
restricdo ou fragmentagdes mecanicas (sonicacdo ou nebulizagdo). Em seguida os fragmentos
gerados sdo clonados em plasmidios linearizados, gerando moléculas de DNA recombinante,
que posteriormente sdo inseridos em Escherichia coli, para construgdo das chamadas
bibliotecas gendmicas. A partir do cultivo dos clones destas bibliotecas gendmicas, realiza-se
extragdo de plasmideos, seguido de seqiienciamento de seus insertos, para obtermos as
seqiiéncias que serdo utilizadas na reconstru¢do da seqiiéncia gendmica completa, através de
um processo conhecido como montagem de DNA (Sanger ef al., 1980; Deininger, 1983;
Waterson, Lander & Sulston, 2002).

Teoricamente a metodologia de shotgun € bastante simples, entretanto, alguns fatores
intrinsecos dos procedimentos laboratoriais, podem complicar o processo de montagem do
DNA, entre eles podemos citar o fato de que alguns insertos contidos nos plasmideos
inseridos em E. coli, podem codificar proteinas tdxicas para a bactéria hospedeira,
impossibilitando o seqiienciamento de alguns fragmentos de DNA que apresentam estes genes
toxicos, além de possiveis falhas do manipulador e da reacdo de seqiienciamento, tais como
sinais fracos ou até mesmo ausentes (Santos, 2005).

Uma outra particularidade da metodologia de shotgun consiste na utilizagdo de
softwares como o Phred, que utiliza métodos probabilisticos, para identificar o valor de
qualidade de uma amostra, o que equivale a probabilidade de uma base ter sido lida
erroneamente, durante a interpretacdo dos dados experimentais gerados pelas reagdes de
seqiienciamento. Uma base ¢ considerada de boa qualidade, quando ¢ atribuido valor acima de
20, cujo este valor significa uma probabilidade de erro de 0,01 ou 1%, portanto, valores acima

de 20 refletem uma taxa de erro ainda menor (Ewing & Green, 1998).



1.7- Montagem do genoma e processo de finalizagdo

Quando o seqiienciamento pela metodologia de shotgun termina, as seqliéncias dos
clones (reads) sao utilizadas para montar diversas seqiiéncias gendmicas maiores (contigs).
Os contigs sdo separados um dos outros por buracos de sequenciamento, 0s quais suas
seqiiéncias sdo desconhecidas, além disso, cada contig possui dreas com baixa qualidade
(principalmente nas extremidades), o que interfere na montagem do genoma. Outros fatores
de interferéncia nas montagens gendmicas, consistem na presenca de grandes quantidades de
seqiiéncias repetitivas, e na impossibilidade de clonagem de seqiiéncias de genes toxicos
(Santos et al., 2004; Santos, 2005).

A eliminag@o de buracos entre os contigs ¢ conhecida como processo de finalizagdo,
que geralmente inicia-se ap6s o fim do seqiienciamento pela metodologia de shotgun.
Entretanto, até hoje ndo existe um indicio evidente que determine o fim do seqiienciamento
por esta metodologia, e devido a este fato, os grupos de pesquisa geralmente seqiienciam uma
cobertura de aproximadamente 6 a 8 vezes do genoma, antes de iniciarem o processo de
finalizagdo (Kaneko et al., 2000; Capela et al., 2001; Kaneko et al., 2002; Prust et al., 2005).

O primeiro passo para realizacdo da finalizagdo de um genoma, € tentar determinar a
ordem e orientacdo dos contigs. Esta tarefa pode ser realizada das seguintes formas: através
do uso da metodologia de mate-pair reads, que torna possivel ligar contigs separados por um
ou mais reads formando os chamados scaffolds, que consistem num agrupamento de contigs,
exibindo regides que ndo foram seqiienciadas (Santos et al., 2004; Santos, 2005); através de
mapeamentos fisicos de perfis de digestio de BACs (cromossomos artificiais bacterianos)
associados com técnicas de hibridizagdo e seqilienciamento (Capela et al. 1999; Barloy-
Hubler et al., 2000a, 2000b; Capela et al. 2001; Tomkins et al. 2001; Goto et al., 2003;

Loureiro et al., 2005); ou através de mapas fisicos de macrorestrigdo, gerados com a



metodologia de PFGE associado com técnicas de hibridizagdo (Lai et al., 1999; Blank &
Stemke, 2000; Taketani, 2001; Weinel et al., 2001; Loureiro et al., 2003).

Para seqiienciar essas regides de buracos genomicos existem duas estratégias: o
resseqlienciamento e a reagdo da polimerase em cadeia (PCR). O resseqilienciamento utiliza
clones que ja foram seqiienciados pela metodologia de shotgun, onde sdo refeitas as suas
reacOes de seqilienciamento, visando melhorar a qualidade das seqiiéncias em regides
flanqueadoras de buracos no genoma, assim como conseguir obter a seqiiéncia completa dos
clones selecionados pela metodologia de mate-pair reads, que foi utilizada no processo de
geracdo de scaffolds (Santos et al., 2004; Santos, 2005).

Por outro lado, a PCR ¢ altamente eficiente para cobertura de regides que apresentam
seqiiéncias repetitivas ou de genes toxicos, pois esta técnica baseia-se na producdo de
oligonucleotideos, que anelam nas bordas dos contigs que estdo ligados em scaffolds, com o
objetivo de amplificar as regides ainda ndo seqiienciadas. Esta ¢ considerada a estratégia mais
eficiente de todas, pois amplifica fragmentos de DNA que at¢é o momento ndo foram
seqiienciados por outras metodologias, além de ser considerada a metodologia mais indicada,
para fechamento de buracos existentes entre contigs ordenados e orientados, através dos dados
obtidos a partir de mapeamento fisico (Taketani, 2001; Weinel et al., 2001; Nelson et al.,
2002; Santos et al., 2004; Matsunaga et al., 2005; Loureiro, 2005; Santos, 2005).

Tendo como premissa basica que o objetivo da fase de finalizacdo de um genoma, ¢
criar uma unica seqiiéncia de DNA continua e com uma minima taxa de erro (Gordon,
Desmarais & Green, 2001), podemos intuitivamente concluir que esta fase ¢ a mais cara e
mais lenta, dentro de um projeto genoma que utiliza a metodologia de shotgun (Branscomb &
Predki, 2002). A maior parte dos procedimentos e andlises realizadas na fase de finalizag¢do de
um genoma, tais como: ordem e orientagdo dos contigs, desenho de oligonucleotideos para

execu¢do de PCRs combinatdrios, e técnicas especiais de seqiienciamento como o primer



walking sdo executadas manualmente, o que torna esta fase cerca de quatro vezes mais cara e
mais lenta que toda a fase de seqiienciamento (Gordon, Desmarais & Green, 2001; Santos et

al., 2004; Loureiro, 2005; Santos, 2005)

1.8 — Anotacdo de genomas.

A andlise das seqiiéncias bioldgicas de um projeto de sequenciamento gendmico,
através da utilizagdo das mais variadas ferramentas de bioinformatica e a comparagdo com os
mais variados bancos de dados, compreende uma etapa final conhecida como anotagdo, que
consiste na conversao dos dados de uma seqiiéncia biologica, em informagdes biologicamente
relevantes. A anotacdo consiste em uma meta-informagdo, ou seja, uma descri¢do de
caracteristicas em mais alto nivel da seqiiéncia bioldgica (Lemos, 2004).

Dentre as principais ferramentas de bioinformatica, utilizadas para execugdo do
processo de anotacdo, destacam-se: o BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool), que
consiste numa ferramenta utilizada para verificagdo de homologia de uma determinada
seqiiéncia, com seqiiéncias estudadas previamente por outros pesquisadores (Altschul, 1990;
Altschul, 1998; WU-BLAST, 2006); o RBSFinder, que localiza sitios de ligagdo ribossomal
(TIGR, 2006); programas de predi¢do de genes como o GLIMMER (Delcher et al., 1999) e o
ORFFinder (NCBI, 2006a); algoritmos para predi¢do de estruturas de proteinas como o
Modeller (Sali, 2006) e o Threader (Jones, 2006); pacotes de andlise filogenética como o
PHYLIP (PHYLogeny Inference Package) (Felsenstein, 2006); e programas projetados para
comparagao de varios genomas como o Alfresco (Sanger, 2006).

Com relag@o aos bancos de dados, podemos destacar os que armazenam seqiiéncias de
nucleotideos, tais como o Genbank-NT (NCBI, 2006b), GSDB (Harger et al., 1998), GDB
(Letovsky et al., 1998) e o EMBL (Cochrane et al., 2006); os que armazenam seqiiéncias de

aminoacidos como o SWISS-PROT (Boeckmann, 2003), PIR (Wu et al., 2002) e o Genbank-



NR (NCBI, 2006b); bancos de dados de estruturas terciarias de proteinas como o PDB -
Protein Data Bank (Westbrook et al. 2002); padrdes de seqiiéncias proteicas conservadas
associadas com fungdes especificas num organismo, tais como o PROSITE (Falquet et al.,
2002); e bibliotecas que oferecem padrdes de seqiiéncias de estruturas de dominios proteicos
mais longos, como o PFAM (Bateman et al., 2004).

O processo de anotacdo apresenta 4 etapas distintas, onde a primeira consiste na
anotacdo a nivel de nucleotideos, cujo o principal objetivo € a localizagdo fisica de ORFs
(fases de leitura aberta) nas seqiiéncias de DNA, assim como elementos repetitivos,
promotores e sitos de ligacdo ribossomais. A segunda etapa da anotagcdo ocorre em nivel de
proteinas, cujos objetivos residem na determinacdo de identidades e provaveis funcdes dos
genes, visando identificar genes presentes e eventualmente ausentes num determinado
genoma. A terceira etapa ocorre a nivel de processo, onde os grupos de pesquisa buscam
realizar a identificacdo de diversas vias metabolicas. A quarta etapa consiste na analise das
seqiiéncias reguladoras presentes no genoma, visando implementar uma anotagdo funcional
eficiente, e aprimorar a compreensao das diversas vias metabdlicas presentes no organismo,
em especial, aquelas que apresentam importidncia econdmica, cientifica, tecnologica e
académica (Koonin, Mushegian & Rudd, 1996; Downs & Escalante-Semerena, 2000;
Schawartz, 2000; Sistema Bionotes 2006b).

Em linhas gerais, podemos afirmar que a anotacdo de um genoma consiste num
processo interativo, que requer a utilizacdo de diversas ferramentas de bioinformadtica, com
finalidade de refinar os dados brutos gerados a partir de um projeto de sequenciamento
gendmico (Sistema Bionotes, 2006b), através da utilizagdo de ferramentas que possibilitem a
localizagdo de regides codificantes numa seqiiéncia de DNA (Delcher et al., 1999; NCBI,
2006a), a predicao de funcdo e estrutura da proteina codificada por um determinado gene

(Jones, 2006; Sali, 2006), assim como a determinacdo de relagdes filogenéticas entre



diferentes organismos (Felsenstein, 2006; Sanger, 2006). Desta forma, sdo elucidadas
questdes relacionadas com organizacdo gendOmica, aspectos bioquimicos, fisiologicos e
evolutivos do organismo em estudo, de espécies relacionadas e/ou espécies que ocorrem em
associacdo (Koonin, Mushegian & Rudd, 1996; Moszer, 1998).

Atualmente existem diversos sistemas de anotag¢ao, onde devemos destacar o Bionotes
(Lemos, Seibel & Casanova, 2003) e o Artemis (Rutherford et al., 2000), que consistem em
sistemas de anotagdes bioldgicas que possuem por objetivo facilitar a interpretacdo de
biosseqiiéncias, a partir de analises realizadas em diversas fontes de dados externas, como por
exemplo o Genbank (NCBI, 2006b), PIR (Wu et al., 2002), SWISSPROT (Boeckmann, 2003)
e o PROSITE (Falquet et al., 2002), além de possuir outros aplicativos externos como o
BLAST (Altschul, 1990; Altschul, 1998), CAP3 (Huang & Madan, 1999), Phred (Ewing et
al.,1998; Ewing & Green, 1998), Phrap (Gordon, Abajian & Green, 1998), Crossmatch
(UWGC, 2006), Glimmer (Delcher et al., 1999), tRNAScan (Lowe & Eddy, 1997) e
RBSfinder (TIGR, 2006), o que permite desde a consulta até o cadastramento, atualizagdo e

remocoes de anotagdes.

1.9 — Consideragdes gerais desta obra

Neste trabalho, foi descrita uma analise detalhada do cromossomo do G.
diazotrophicus PALS, através da metodologia de PFGE associada com experimentos de
hibridizacdo, com subseqiliente construcio de um mapa fisico e genético, reportando o
tamanho do genoma e o numero e orientacdo dos operons ribossomais. E um mapeamento
fisico, utilizando cromossomos artificiais bacterianos (BACs), associados com
sequenciamento de clones selecionados e hibridizagcdes com sondas radioativas.

Além de enfatizar a importancia da utilizagdo dos dados de mapeamento fisico e

genético do genoma deste endofito, no alinhamento de contigs e scaffolds durante a fase de



finalizacdo do seqilienciamento gendmico desta bactéria. E descrever uma andlise geral dos
resultados de anotacdo deste genoma, com finalidade de relatar as principais particularidades
do genoma deste microrganismo, que consiste no uUnico membro do subgrupo das o-
proteobactérias com capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico, e a inica bactéria com
caracteristicas endofiticas relatada em diversos hospedeiros vegetais, que apresenta o seu

genoma completamente seqiienciado.



2-OBJETIVOS

2.1 — Objetivos gerais

Realizar um mapeamento fisico e genético do cromossomo do G. diazotrophicus

PALS. Para isso, serd utilizada a metodologia de PFGE, associada com experimentos de

hibridizagdo, e digestdes duplas de cromossomos artificiais bacterianos (BACs) associados

com técnicas de sequenciamento e hibridizagdo, visando a determina¢do do posicionamento

de marcadores genéticos neste cromossomo, além de descrever uma andlise geral dos

resultados de anotagdo deste genoma.

2.2 — Objetivos especificos

2.2.1 — Determinar o tamanho, morfologia e composicdo do genoma de G.
diazotrophicus PALS;
2.2.2 - Relatar o numero e a orientagdo dos genes de RNA ribossomais na estrutura
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2.2.5

do cromossomo deste endofito;

— Posicionar marcadores moleculares na estrutura do cromossomo deste
microrganismo, para auxiliar o alinhamento de contigs e scaffolds durante a

fase de finalizagdo do Projeto Riogene;

— Descrever uma analise geral dos resultados de anotacdo do genoma desta

bactéria, realizada pelos membros integrantes do Projeto Riogene;

— Realizar uma mineracdo de dados acerca de algumas particularidades

gendmicas deste endofito, observadas durante o processo de anotagao.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Cepas bacterianas e condigdes de crescimento

A linhagem de células utilizadas em todos os experimentos do Projeto Riogene
(Projeto Riogene, 2006) foi o Gluconacetobacter diazotrophicus PALS (ATCC49037,
BR11281), que consiste numa linhagem celular isolada de raizes de cana de agucar cultivadas
em uma plantacdo do estado de Alagoas, utilizada em diversos estudos sobre fixagao
bioldgica de nitrogénio, interacdo planta-bactéria e produgdo de bacteriocinas e fito-
horménios.

O G. diazotrophicus PALS foi cultivado em caldo Dygs (2,0 g I"'de glicose; 1,5 g 1"'de
peptona; 2,0 g "' de extrato de levedura; 0,5 g 1" de K,HPO4. 0,5 g I de MgS0,.7H,0; 1,5 g
" de acido glutdmico) pH 6,0, em agitador giratorio a 30 °C e 200 rpm, durante
aproximadamente 40 h, para obter uma cultura com densidade 6tica (DOgoo nm) de 1,3.

Adicionalmente, foram realizadas culturas controle em placas de Agar Dygs (Caldo
Dygs suplementado com 1,5% de Agar bacteriolégico) a 30 °C durante 48 h, para cada
cultura utilizada nas extragdes de DNA, com finalidade de verificar a pureza das culturas
utilizadas. A cepa estoque ¢ mantida congelada a —70 °C em meio de cultura Dygs liquido
suplementado com glicerol a 20%.

Os clones de Escherichia coli oriundos das bibliotecas genomicas de shotgun do
Projeto Riogene, foram cultivadas em caldo Luria-Bertani (LB) (5 g I'' de extrato de levedura;
10 g 1" de triptona; 10 g I'' de NaCl) pH 7,0, suplementado com 100 pg/mL de ampicilina, em
agitador giratério a 37 °C e 200 rpm durante 24 h. As bibliotecas de shotgun sdo mantidas
congeladas a —70 °C, em placas de 96 pocos com 150 ul de caldo LB suplementado com 100

ug/mL de ampicilina e glicerol a 20% por pogo.



3.2 — Preparacdo de DNA gendmico de alto peso molecular para PFGE

O DNA gendmico utilizado na metodologia de PFGE, foi preparado a partir de células
contidas em 1 mL de cultura de G. diazotrophicus PALS, em fase logaritimica de crescimento
(DOs0o nm=1,3), que foram sedimentadas e lavadas com 500 ul de solucdo salina a 0,85%
estéril. Estas células foram ressuspendidas em 25 ul de tampao EDTA 50 mM (pH 8,0), 10 ul
de lisozima (10 mg/mL), 190 pul de solucdo de lise (6 mM de Tris-HCI - pH 7,5; 100 mM de
EDTA pH 7,5; 1 M de NaCl; 0,5% de Brij58; 0,2% de Deoxicolato; 0,5% de Sarkosil) e 225
pul de Agarose de baixo ponto de fusdo a 2% aquecida a 50 °C. Esta mistura foi
cuidadosamente homogeinizada e moldada em forma de blocos de agarose.

Os blocos de agarose foram transferidos para tubos falcon de 15 mL e suspensos em 5
mL de solugdo de lise suplementada com 20 pg/mL de Rnase A, e incubados a 37 °C por 16 h
sob leve agitacdo. Apds o periodo de incubacdo, a solucao de lise foi retirada, e os blocos
foram lavados duas vezes com 5 mL de tampao CHEF-TE (100 mM de Tris-HCI, pH 7,5; 100
mM de EDTA, pH 7,5), durante 30 minutos cada lavagem. Apo6s as duas lavagens, o tampao
CHEF-TE foi substituido por 5 mL de tampao ESP (0,4 M de EDTA, pH 9.3; 1% de sarkosil;
1 mg/mL de proteinase K), e incubou-se os blocos por 24 h a 50 °C em banho-maria.

Apbs o tratamento dos blocos com proteinase K, realizou-se inativagdo desta protease
através de duas lavagens dos blocos, com 5 mL de tampao CHEF-TE acrescido de 1 mM de
PMSF (fenilmetilsulfonil fluorido), em cada lavagem de 30 minutos a 50 °C. Apoés inativagdo
das proteases, os blocos foram lavados 4 vezes em 5 mL de tampao CHEF-TE, sob leve
agitacdo a 37 °C durante 30 minutos cada lavagem. Apos a ultima lavagem com CHEF-TE,
este tampao foi substituido por 5 mL de etanol 70%, que permite a estocagem dos blocos a 4

°C durante varios meses.



3.3 — Digestao dos blocos de PFGE contendo DNA gendmico.

As enzimas de restri¢do de raro corte utilizados neste estudo foram /-Ceul (5°...TAAC
TATAACGGTCCTAAYGGTAGCGA...3’; 3..ATTGATATTGCCAG.GATTCCATCG
CT..5"), Pacl (5..TTAATYTAA..3’; 3°..AAT.TAATT..5’) e Swal (5..ATTTYAA
AT...3’; 3. TAAALTTTA...5’) (New England Biolabs®). Os blocos de agarose contendo o
DNA gendmico foram cortados em 4 pedacos de tamanho iguais, colocados em tubo
eppendorf de 1,5 mL imersos em 100 pl de tampao 1x apropriado para a enzima de restri¢ao
que se deseja digerir o DNA, e incubados a 4 °C durante 1 h.

Apo6s o periodo de incubagdo, este tampao foi substituido por 100 ul de novo tampao
1%, contendo 10 pg de BSA (soro albumina bovina) e 10U da enzima, e incubado em
temperaturas apropriadas durante 6 h, de acordo com as recomendacdes do fabricante da
enzima de restricdo. O DNA genomico foi digerido através de digestdes simples e duplas com
as enzimas de restricdo acima citadas, o que gerou 6 diferentes perfis de restricdio do DNA
genomico do G. diazotrophicus PALS. Nas digestoes duplas, apds o periodo de incubagdo da
primeira enzima, as solu¢des de restrigdo foram descartadas, e os blocos de agarose foram
lavados uma vez com CHEF-TE durante 1 h a 4 °C, antes da execucao das segundas digestdes

com tampdes, enzimas e temperaturas apropriadas.

3.4 — Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Todos os géis de PFGE foram submetidos a eletroforese no sistema de PFGE Gene
Navigator (GE-Amersham Biosciences®). Os parametros de eletroforese, tais como:
concentragdo da agarose, tampao de corrida, tempo de pulso, voltagem e temperatura do
tampao de corrida, variaram de acordo com as condigdes experimentais requeridas para

detecgao dos fragmentos de DNA, em diferentes faixas de tamanho.



Para separagdo de fragmentos de DNA compreendidos entre 70 e 1640 Kb, utilizou-se
os seguintes parimetros: agarose 1%, TBE 0,5% (6,05 g I''de Tris base; 3,09 g I"' de 4cido
bérico; 0,18 g 1" de Na,EDTA) a 13 °C, 6 V/em ¢ um programa com 3 blocos apresentando
diferentes tempos de pulso (Bloco A - 80 a 100 s durante 16 h; Bloco B - 100 a 120 s durante
8 h; e Bloco C - 120 a 140 s durante 16 h).

Na analise de fragmentos de DNA com tamanhos entre 2 e 650 Kb, foram empregados
2 diferentes programas de eletroforese, com parametros distintos a saber: Para fragmentos de
DNA, com tamanho compreendidos entre 50 ¢ 650 Kb, utilizou-se gel de agarose a 1%, TBE
0,5%x a6 V/em e 13 °C, com pulso inicial de 1 s e final de 50 s durante 23 h. Para fragmentos
com tamanhos entre 2 ¢ 50 Kb empregou-se gel de agarose a 1%, TAE 1x (4,84 g I'' de Tris
base; 1,14 mL 1" de 4cido acético glacial; 400 pl 1" de EDTA 0,5 M, pH 8,0)a4 V/icme 13
°C, com pulso inicial de 0,1 s e final de 10 s durante 16 h.

Para fracionamento de fragmentos de DNA com tamanhos acima de 1 Mb, foi
utilizado gel de agarose 0,8%, TBE 0,5% a 12 °C, e um programa de eletroforese dividido em
dois blocos. O primeiro bloco consistiu de um pulso inicial de 1000 s durante 24 h, seguido de
um bloco com tempo de pulso inicial de 1000 e final 4000 s durante 192 h.

Na produgdo dos géis de PFGE, foram utilizados um dos trés diferentes marcadores de
peso molecular adquiridos comercialmente (New England Biolabs®), de acordo com as faixas
de tamanhos que foram analisadas. Para fragmentos de DNA entre 225 ¢ 1900 Kb, utilizou-se
os cromossomos de levedura; para fragmentos variando de 50 a 1000 Kb utilizou-se o lambda
ladder; e para fragmentos entre 0,13 ¢ 194 Kb utilizou-se o marcador lambda low range.

Apds o procedimento de eletroforese, todos os géis foram corados com brometo de
etidio (100 pg/mL) durante 15 min, e fotografados sobre luz ultravioleta para documentacao

dos dados obtidos. Posteriormente, os tamanhos dos fragmentos de DNA observados nos géis,



foram determinados através da média dos valores, atribuidos aos fragmentos de DNA em 10

diferentes géis, analisados no software Fragment Analysis (Molecular Dynamics®).

3.5 — Transferéncia de DNA fracionado em gel de agarose para membranas de nylon através
de capilaridade (Southern Blotting).

Para realizacdo deste procedimento, cortou-se o gel proximo aos lanes desejados, e
realizou-se depurinacdo através do seu tratamento com 200 mL de solugdo depurinante (HCI
0,25 N), durante 15 min a temperatura ambiente sob leve agitacdo, seguida de desnaturagao
com 200 mL de solugdo desnaturante (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M) por 45 min, ¢ neutralizagao
com 200 mL de solu¢do neutralizante (Tris-HC1 1 M, pH 7,5; NaCl 1,5 M) durante 1 h, ambas
a temperatura ambiente e sob leve agitagdo.

Durante o procedimento de neutralizagdo, foi realizada a montagem do suporte de
transferéncia de DNA para membrana de nylon (Hybond+; GE-Amershan Biosciences®),
utilizando-se placas de vidro, potes plasticos e papel de filtro 3 mm. Apods neutralizacdo do
gel, colocou-se o gel invertido sobre o suporte, e sobre este uma membrana de nylon,
previamente cortada em tamanho adequado e tratada com dgua deionizada por 5 min.

Sobre a membrana colocou-se 3 papéis de filtro 3 mm, cortados de acordo com o
tamanho do gel, e sobre estes uma pilha de papel toalha de aproximadamente 15 cm de altura,
uma placa de vidro e um peso de aproximadamente 500 g. Adicionou-se 500 mL de tampao
SSC 10x (NaCl 1,5 M; Citrato de Sodio 15 mM) pH 7,0, em pote plastico localizado na base
do sistema de transferéncia, e procedeu-se a transferéncia durante 48 h. Apos este periodo, as

membranas foram incubadas em estufa a 80 °C durante 2 h, para ocorrer fixagdo do DNA.



3.6 — Selecdo de clones contendo genes de copia unica e RNAs ribossomais

Clones com insertos contendo genes de copia unica, oriundos das bibliotecas de
shotgun do Projeto Riogene, que apresentavam os trés seguintes critérios, foram selecionados
para produgao de sondas radioativas nos experimentos de hibridizac¢ao: 1) clones com insertos
presentes em contigs maiores que 10 Kb; 2) clones cujo suas seqiiéncias ndo apresentam
identidade, com seqiiéncias conservadas em outros membros da mesma familia proteica; e 3)
quando a seqiiéncia do clone estivesse presente em grandes contigs, elas deveriam estar
distante entre 100 e 200 Kb de outro marcador molecular selecionado.

Para selegdo de clones contendo insertos com genes de RNAs ribossomais, foram
alinhadas através da utilizacdo do Blastn (Altschul ef al., 1990; Altschul, 1998), seqiiéncias
dos RNAs ribossomais 16S, 23S e 5S de G. diazotrophicus, contra o banco de dados de reads

do Projeto Riogene (Sistema Bionotes, 2006a).

3.7 — Construgdo de Sondas Radioativas de DNA

Os clones selecionados na biblioteca de shotgun (item 3.6) foram cultivados em caldo
LB, conforme descrito no item 3.1, e submetidos ao método rapido de lise alcalina descrito
por Sambrook & Russell (2001), para proceder extragdo de plasmideos. Estes plasmideos
foram submetidos a amplificagdo de seus insertos, através da metodologia da rea¢do de
polimerase em cadeia (PCR), utilizando pares de primers de acordo com os vetores utilizados
para produgdo das bibliotecas de shotgun (Projeto Riogene, 2006), e demais condigdes
estabelecidas na rotina laboratorial.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, de onde se
purificou as bandas correspondentes ao tamanho de cada um produto de PCR, e seqiienciados
com o kit de sequenciamento Big-Dye terminator, nos seqiienciadores automaticos de DNA

ABI377 ou Megabace (Applied Biosystems®), para confirmar a identidade dos insertos. Para



marcagdo das sondas radioativas, os produtos de PCR previamente purificados e
resseqiienciados, foram submetidos a uma marcacao com primers randomicos (pd (N)e) e [a-
32p] dCTP (GE-Amersham Biosciences®), com excecio para a sonda do RNAr 58S, a qual foi
marcada através de PCR radioativo, com par de primers desenhados para tal finalidade e [y-
2P]dATP (GE-Amersham Biosciences®). Ambos os protocolos de marcagdo de sondas
foram realizados segundo Sambrook & Russell (2001). Antes da utilizagdo das sondas, elas
foram previamente desnaturadas por aquecimento a 99 °C durante 5 min e rapidamente

submetidas a choque térmico a 0 °C durante 2 min.

3.8 — Experimentos de hibridiza¢do com sondas radioativas

As membranas de nylon produzidas de acordo com o item 3.5, foram pré-hibridizadas
a 42 °C em solucdo de pré-hibridizagdo (formamida 50%; SDS 0,5%; SSC 6x; dendhardt’s
5%; 100 pug de DNA de timo de bezerro desnaturado) durante 2 h. Apds este periodo, foram
adicionados 50 pl da sonda radioativa marcada de acordo com o item 3.7, e a incubagdo
continuou durante 24 h a 42 °C.

Apo6s a incubagdo das membranas com as sondas, o tampao de hibridizagdo contendo o
excesso de sonda, foi estocado em tubo falcon de 50 mL dentro de caixa de acrilico para o
decaimento do isotopo radioativo, € as membranas foram lavadas com diferentes tampdes, sob
condigdes variaveis de estringéncia para retirar o excesso de sonda e minimizar os ruidos de
hibridiza¢do, de acordo com a seguinte seqiiéncia de tampdes: 1* lavagem — SSC 2x e SDS
0,1% durante 5 min a temperatura ambiente; 2* lavagem — SSC 2x e SDS 0,5% durante 15
min a temperatura ambiente sob agita¢do; 3* lavagem — SSC 0,1x ¢ SDS 0,5% durante 1 h a
37 °C sob agitagio; 4" lavagem — SSC 0,1x e SDS 0,5%, durante 1 h a 68 °C sob agitagio; ¢

5" lavagem - SSC 6x durante 5 min a temperatura ambiente.



Apos as lavagens, as membranas foram secas, embaladas em filme de polipropileno, e
colocadas em exposi¢do direta contra tela de estoque de emissdo de fosforo, dentro de um
cassete de exposi¢do do sistema phosphor image (Molecular Dynamics®), durante 48 h a
temperatura ambiente. Posteriormente a exposicao, a tela de estoque de emissao de fosforo foi
escaneada com o software Storm (Molecular Dynamics®), onde foram geradas imagens com
extensao tiff, para documentagao dos experimentos de hibridizagao.

Em seguida, as imagens geradas foram comparadas com as fotos dos géis de PFGE,
utilizadas para produzir as membranas de cada experimento de hibridizacdo, e os resultados
foram anotados. Todos os experimentos de hibridizacdo foram realizados pelo menos duas

vezes para verificar a reprodutibilidade dos dados.

3.9 — Construcao da biblioteca genomica de Cromossomos Artificiais Bacterianos (BACs)

A biblioteca gendomica de BACs foi produzida na Clemsom University Genomic
Institute — Carolina do Norte — EUA, a partir de fragmentos de DNA gendmico do G.
diazotrophicus PALS, com tamanhos compreendidos entre 100 e 140 Kb, os quais foram
gerados a partir de digestdes parciais com a enzima de restrigdo HindIIl (New England
Biolabs®), e eletroeluidos a partir de géis de PFGE. Estes fragmentos de DNA foram
clonados no plasmideo vetor pCUGI BACI (Luo ef al., 2001), e transformados em E. coli
DHI10B.

Os clones contendo plasmideos com insertos de DNA gendmico do G. diazotrophicus
PALS, foram selecionados em meio de cultura LB-X-gal-IPTG (LB: Meio Luria bertani; X-
gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosida; IPTG: isopropil-p-
tiogalactopiranosida), suplementado com 12,5 pg/mL de cloranfenicol, pois o plasmideo
vetor apresenta o gene Cm' que confere resisténcia a este antimicrobiano. Os clones

selecionados foram inoculados em microplacas de 384 pogos, contendo 50ul de Caldo LB



suplementado com glicerol a 20% e 12,5 ug/mL de cloranfenicol por pogo, com auxilio de

robd Qbot, o que gerou um total de 5760 clones (15 placas).

3.10 — Crescimento dos clones da biblioteca de BACs, extracao e quantificacdo do DNA

As placas da biblioteca de BACs foram replicadas no Nucleo de Genomas Johanna
Dobereiner — Instituto de Bioquimica Médica — CCS — UFRJ, e 1 pl das culturas destes clones
foram cultivados em tubos falcon contendo 10 mL de Caldo LB, suplementado com 12,5
ug/mL de cloranfenicol, em agitador giratério a 37 °C e 200 rpm, durante 24 h. As culturas
produzidas foram centrifugadas a 7000 rpm durante 5 min, e as células obtidas foram
transferidas para tubos de eppendorf de 1,5 mL, para proceder-se o método rapido de lise
alcalina descrito por Sambrook & Russell (2001) e extrair os BACs. Apos extracdo, os BACs
foram quantificados em gel de agarose, utilizando-se como padrdo dilui¢des de DNA do

bacteriofago Lambda (New England Biolabs®).

3.11 - Digestao, fracionamento e documentagdo dos perfis de restrigdo dos BACs.
Aproximadamente de 1 pg de BACs dos clones analisados foram transferidos para
novos tubos eppendorf, e submetidos a digestdes duplas com 10U das enzimas de restri¢ao
HindIll e BamH1 (New England Biolabs®) em 20 pl de tampao E 1x a 37 °C, durante 24 h.
Apos digestdo, adicionou-se 3 ul de tampao de amostra (0,15% de Azul de Bromotimol,
0,15% Xilenocianol e 50% Glicerol), e procedeu-se concentracdo dos fragmentos de DNA em
speed vac para um volume de 10 pl de amostra, os quais foram fracionados em gel de agarose
a 1% e TAE 1%, em cuba refrigerada a 4 °C durante 16 h a 60V. Como padrdo de peso
molecular, utilizou-se 500 ng do marcador Hilo marker (DNA de bacteriéfago lambda,
submetido a digestdes simples com as enzimas Hindlll e Sall - New England Biolabs®).

Ap0s eletroforese, os géis foram corados com Syber green (Sigma®) 1000x durante 45 min, e



escaneados no software Storm (Molecular Dynamics®), a partir do qual foram geradas

imagens com extensao tiff.

3.12 — Analise das imagens geradas a partir dos géis de digestao dupla dos BACs

As imagens dos géis geradas no software storm foram transferidas para o software
Image 3.0i (Sanger Institute — Cambridge — Inglaterra), onde foi realizado o processamento
dos géis, que consiste na determinagdo de fragmentos de DNA representativos de cada perfil
de restricdo dos BACs, assim como dos fragmentos dos marcadores moleculares. Ao término
do processamento dos géis, sdo gerados arquivos de saida reconhecidos pelo software FPC
(Fingerprint Contig Software; Sanger Institute — Cambridge — Inglaterra), que foi utilizado
para comparagdo entre os perfis de restrigdo dos BACs depositados no banco de dados. A
partir desta comparagao, o software FPC realiza a montagem de mapas fisicos, com base nas
sobreposi¢des entre os BACs analisados, deduzidas a partir de homologias observadas entre

os perfis de restrigao.

3.13 — Selec¢ao de BACs para reagdes de sequenciamento ¢ hibridizagdes

A partir de 2 mapas fisicos de BACs gerados no software FPC, utilizando 2 diferentes
niveis de estringéncia na andlise: cuttoff le-12 (mais estringente) e cuttoff 1e-04 (menos
estringente), ambos com nivel de tolerancia 7, foram selecionados 117 clones, os quais seus
insertos de DNA realizam 2 coberturas completas do maior contig gerado sob a condi¢do mais
estringente, ¢ 2 coberturas completas do genoma do G. diazotrophicus PALS, sob a condigdes
menos estringente. Os BACs destes clones foram submetidos a reagdes de sequenciamento na
Clemsom University Genomic Institute — Carolina do Norte — EUA, e os perfis de restricdo
dos BACs foram submetidos a hibridizagdes com sondas radioativas dos genes de RNAr 16s e

23s, no Nucleo de Estudos de Genomas Johanna Dobereiner — Instituto de Bioquimica



Meédica — CCS — UFRJ, de acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.5, 3.6, 3.7 e

3.8.

3.14 — Anotacdo das ORFs do G. diazotrophicus PALS e mineragao de dados obtidos na
anotacao.

Todo o processo de anotacdo do genoma do Gluconacetobacter diazotrophicus PALS,
foi executado no sistema Bionotes (Lemos, Seibel & Casanova, 2003; Lemos, 2004), pelos
membros integrantes do Projeto Riogene. Foi realizado um processo de anotagdo manual,
onde o primeiro passo consistiu na validagdo das ORFs, pois o programa Glimmer (Delcher et
al., 1999) utilizado para predicdo de ORFs, ¢ considerado um programa que gera um grande
numero de falsos positivos, onde diversas ORFs podem apresentar sobreposi¢des completas.
Nestas situagdes, a selecdo das ORFs corretas foram baseadas nos resultados de Blast
(Altschul et al., 1990; Altschul, 1998), onde dentre as ORFs sobrepostas, as que apresentaram
melhores alinhamentos em relagao aos bancos de dados, foram validadas.

Dentre as variantes de Blast (WU-BLAST, 2006) utilizadas no processo de anotacao, o
Blastp foi utilizado como ferramenta inicial, pois compara seqiiéncias de aminodcidos, contra
seqiiéncias de proteinas depositadas nos bancos de dados publicos, realizando uma anélise
menos estringente que outras ferramentas, tais como o Blastn (utilizado para comparacao de
sequéncias de nucleotideos), devido ao fato de que os mais variados organismos podem
utilizar cddons diferenciados, para codificar o mesmo aminoécido.

A inferéncia de provaveis fungdes das proteinas codificadas pelo genoma de G.
diazotrophicus PALS, com base nos resultados de Blastp obedeceram os seguintes critérios:
1- o alinhamento deve ter e-value’ inferior a 10”; 2- Porcentagens de identidade superiores a

30%; e 3- Alinhamento de 60% ou mais da seqiiéncia da ORF, foram considerados suficientes

! Valor de expectativa. Este valor equivale a probabilidade do alinhamento ocorrer por acaso. Quanto mais
proximo de zero, maior serd a chance do alinhamento ter significado biologico.



para caracterizar homologia, com seqiiéncias de proteinas depositadas em banco de dados.
Quando ndo houve deteccdo de sobreposicdo de seqiiéncias de ORFs, e mesmo assim o
resultado de Blast indicou uma similaridade muito baixa ou nenhuma em relagdo aos bancos
de dados, estas seqiiéncias foram classificadas como seqiiéncias de proteinas hipotéticas
(Sistema Bionotes, 2006b).

Posteriormente, realizou-se uma andlise na base de dados PFAM (Bateman, 2004), que
apresenta uma cole¢do de familias e dominios protéicos. O PFAM possui seqiiéncias
conservadas de cerca de 6200 familias proteicas, das quais aproximadamente 75% das
proteinas encontradas no SWISS-PROT (Boeckmann ef al., 2003), possuem pelo menos um
dominio do PFAM, e cada resultado relatado no PFAM acompanha um comentdrio sobre o
dominio encontrado, facilitando a identificagdo da possivel fungdo da ORF. Apos a predicao
da possivel funcao das ORFs, estas foram validadas e anotadas as suas respectivas categorias
e subcategorias funcionais, assim como o nome do gene, nimero de EC (Enzyme category),
nimero de COG (Clusters of Orthologous Groups), organismos relacionados e comentarios
adicionais dos pesquisadores acerca da ORF.

Adicionalmente, na tentativa de determinar provaveis fun¢des para ORFs de algumas
proteinas hipotéticas, foram analisados os alinhamentos de seqiiéncias do G. diazotrophicus
PALS5 (Blastp), que apresentaram alinhamentos com e-values inferiores a 107, e alinhavam
com dominios protéicos conservados depositados no PFAM. As proteinas hipotéticas com
valores de e-value superiores a 10° nos seus alinhamentos, continuaram a receber esta
classificacao.

A mineragdo dos dados de anotacdo de todas as ORFs validadas, foi realizada através
do acesso direto no banco de dados do sistema Bionotes de anotagdo, onde todas as

informagdes pertinentes as ORFs validadas pelos membros integrantes do Projeto Riogene,



foram acessadas para desenvolvimento de andlises estatisticas e observagdo das principais

particularidades do genoma deste importante endofito.



4 - RESULTADOS

4.1 — Digestoes do cromossomo do G. diazotrophicus PALS e perfis de PFGE

O cromossomo do G. diazotrophicus PALS foi digerido através de digestdes simples e
duplas, as quais geraram 6 diferentes perfis de PFGE. As digestdes simples consistiram em
digestdes com as enzimas de restricdo de raro corte /-Ceul, Pacl e Swal, que geraram perfis
de PFGE identificados como C, P e S, respectivamente. As digestdes duplas consistiram em
digestdes com as seguintes combinagdes de enzimas de restricdo: [-Ceul + Pacl, I-Ceul +
Swal e Pacl + Swal, que geraram perfis de PFGE identificados como CP, CS e PS,
respectivamente (Figura 2 e Tabela 1).

Os géis de PFGE foram submetidos a 4 diferentes programas de eletroforese (Figura
2A-D), para separacdo de todos os fragmentos de DNA detectaveis por esta metodologia.
Contudo, os géis produzidos sob as condi¢cdes de eletroforese da figura 2A, foram
considerados mais representativos, devido ao fato de que os perfis de PFGE exibiam todos os
fragmentos de DNA detectados neste estudo.

Nas outras 3 condi¢des de eletroforese utilizadas (Figura 2B-D), ndo houve detec¢ao
de fragmento de DNA com tamanho acima de 1634 Kb (Figura 2D), ou fragmento de DNA
com tamanho compreendido entre 2 e 70 Kb (Figura 2B-C). Adicionalmente, sob as
condi¢des de PFGE empregadas na figura 2B, alguns fragmentos de DNA classificados neste
trabalho como bandas duplas puderam ser separados, ex: bandas P4 e P5, bandas S5 e S6
(Tabela 1), o que confirmou a existéncia destes fragmentos. Os perfis de PFGE gerados por
digestdes simples revelaram 4 a 6 diferentes fragmentos de DNA, com tamanhos variando de
130 a 1634 Kb, enquanto que as digestdes duplas, exibiram de 9 a 11 fragmentos de DNA
com tamanhos variando de 20 a 1357 Kb (Figura 2 e Tabela 1).

Os fragmentos de DNA gerados em cada perfil de PFGE foram nomeados de acordo

com as enzimas de restricdo que os criaram (C, P, S, CP, CS ou PS), seguido por um niimero
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arabico seqiiencial, de acordo com o decréscimo de tamanho dos fragmentos analisados em
cada perfil, como exemplo temos os fragmentos C1, C2, C3 e C4 (gerados na digestdo
simples com a endonuclease /-Ceul), que apresentam tamanhos estimados em 1400, 1235,
965 e 625 Kb, respectivamente (Tabela 1). Nas digestdes duplas, quando um determinado
fragmento de DNA ndo foi digerido pela segunda enzima de restri¢do, este fragmento recebeu
a mesma nomenclatura da digestdo simples, como exemplo temos o perfil de PFGE CP
(gerado na digestdo dupla com as endonucleases [-Ceul e Pacl), que apresentam os
fragmentos C4, P4 e P5 (Tabela 1). Adicionalmente, sob diferentes condi¢des de PFGE, o
DNA genémico de G. diazotrophicus PALS ndo digerido, ndo entrou na malha do gel de
agarose, sugerindo que este endofito apresenta um cromossomo circular (Dados ndo
exibidos).

A Tabela 1 exibe o nlimero e o tamanho estimado de 45 fragmentos de DNA, gerados
através de digestdes simples e duplas do cromossomo do G. diazotrophicus PALS. Dentre
estes, 2 fragmentos de DNA denominados CP6 e PS6 (obtidos nas digestdes duplas CP e PS,
respectivamente), ndo foram observados nos experimentos conduzidos neste estudo. Por outro
lado, se considerarmos o nimero de fragmentos de DNA observados nas digestdes simples, o
nimero de fragmentos de DNA esperado nas digestdes duplas, a soma dos tamanhos dos
demais fragmentos de DNA detectados nos perfis de PFGE CP e PS, e o tamanho estimado do
genoma, podemos sugerir a existéncia destes fragmentos de DNA, e estimar que apresentam
tamanhos inferiores a 20 Kb. O fato dos fragmentos CP6 e PS6 ndo serem observados nos
géis de PFGE, sugerem a ocorréncia de baixos sinais fluorescentes nestes fragmentos de
DNA, quando analisados em géis corados com brometo de etidio ou syber green.

A estimativa de tamanho do cromossomo do G. diazotrophicus PALS em cada perfil
de PFGE, foi obtido a partir do somatoério dos tamanhos de todos os fragmentos de DNA

observados nos perfis de PFGE, gerados a partir de digestdes simples e duplas do



cromossomo, onde estes valores variaram de 4197 Kb a 4300 Kb. O tamanho do cromossomo
foi estimado em 4232 Kb, com desvio padrao de + 47 Kb, através da média dos valores de

tamanhos de cromossomo, estimados para cada perfil de PFGE. (Tabela 1).

4.2 — Determinagao do nimero e orientacdo dos operons ribossomais

Através da digestdo do cromossomo do G. diazotrophicus PALS com a enzima de
restricdo I-Ceul, a qual reconhece uma seqiiéncia de 26 pb altamente conservada na
subunidade 23S rRNA (gene rrl) (Ramos-Diaz & Ramos, 1998; Z¢-Z¢é, Tenreiro & Paveia,
2000; El-Osta et al., 2002), foi verificado a presenca de 4 fragmentos de DNA em gel de
agarose, sugerindo a existéncia de 4 operons ribossomais neste genoma (Perfil de PFGE C da
figura 2A e Tabela 1).

Para confirmar esta hipotese, foram realizadas hibridizagdes com as sondas de DNA
dos genes ribossomais 16S (rrs), 23S (rrl) e 5S (rrf) (Tabela 2). Nestes experimentos,
esperava-se 4 fragmentos de DNA hibridizados no perfil de PFGE C para cada sonda
utilizada, entretanto, foram observados apenas 3 fragmentos de DNA hibridizados neste perfil
de PFGE, com cada sonda supracitada. As sondas dos genes rrs e rrl hibridizaram com os
fragmentos C2, C3 e C4, enquanto que a sonda do gene rrf hibridizou com os fragmentos Cl1,

C2 e C3 (Figura 3).

4.3- Hibridiza¢des com sondas de genes de cdpia tnica

Baseado nos resultados de hibridizagdo (Figuras 4-15 e Tabela 3), gerados com sondas
radioativas de genes de coOpia unica (Tabela 2), foram verificadas sobreposi¢des entre
fragmentos individuais de DNA, nos 6 diferentes perfis de PFGE do DNA cromossomal de G.

diazotrophicus PALS, uma vez que estas sondas demonstraram hibridiza¢des com apenas 1
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fragmento de DNA em cada perfil de PFGE. Um exemplo desta abordagem ¢ demonstrado na
Figura 4, onde as sondas radioativas dos genes hemE, hemH, kdpC, mfs e pyrB, demonstram
sobreposi¢do entre os fragmentos de DNA C4, P2, S2 e PS1 contidos nestes perfis de PFGE
(Tabela 3).

Desta mesma forma, todos os resultados de hibridizacdo foram analisados e¢ anotados
(Figuras 5 a 15), permitindo a deteccdo de 12 grupos de genes, que demonstraram diferentes
perfis de hibridizagdo (Tabela 3), indicando proximidade de genes alocados no mesmo grupo.
Adicionalmente, estes resultados foram utilizados para determinar o posicionamento de
marcadores moleculares no cromossomo bacteriano.

Todos os fragmentos de DNA hibridizaram com pelo menos uma das 42 sondas
radioativas utilizadas neste estudo, exceto os fragmentos P5, S6, CP6 e PS6. A auséncia de
hibridiza¢des nos fragmentos P5 e S6, pode ser explicado devido ao fato de que o mapa fisico
do cromossomo do G. diazotrophicus PALS, foi construido com a utilizagdo de nimero
reduzido de sondas, portanto, ndo foram desenhadas sondas para estes fragmentos, porém os
mesmos foram detectados no gel de PFGE da figura 2B. Com relagao aos fragmentos CP6 e
PS6, cabe ressaltar que estes fragmentos ndo foram detectados em nenhum gel de PFGE, e
sugere-se que possuam tamanhos inferiores a 20 Kb. Os 4 fragmentos de DNA que nao
apresentaram sinais de hibridiza¢do, foram montados no mapa fisico do cromossomo do G.
diazotrophicus PALS (Figura 16), através de analise combinatdria de tamanho dos fragmentos
de DNA, e posicionamento dos sitios de restri¢do da enzima que gerou o fragmento.

Os fragmentos de DNA P1 e P2 (Perfil de PFGE P da Figura 2A; Tabela 1), CS2 e S3
(Perfil de PFGE CS da Figura 2A; Tabela 1), PS1 e PS2, PS4 e PS5 (Perfil de PFGE PS da
Figura 2A; Tabela 1), sdo indistinguiveis sob as condi¢des de eletroforese empregadas nos

géis de PFGE. Contudo, os resultados de hibridizagdo com sondas de genes de copia unica,
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demonstraram que os fragmentos P2, CS2, PS2 e PS5 sdo bandas duplas, que exibem
sobreposi¢des com diferentes fragmentos de DNA, incluidos em outros perfis de PFGE, e
conseqiientemente exibiram sinais de hibridizagdes com sondas de genes alocados em

diferentes grupos (Tabela 3).

4.4 — Construcao do mapa fisico do cromossomo do G. diazotrophicus PALS

Considerando sobreposi¢des entre a maioria dos fragmentos de DNA, oriundos dos 6
diferentes perfis de PFGE analisados, com base nos resultados de hibridizag¢do utilizando
sondas radioativas de genes de cdpia Unica e genes ribossomais (Tabela 3), tamanho dos
fragmentos de DNA, existéncia de bandas duplas nos perfis de PFGE (Tabela 1) e
posicionamento dos sitios de restricdio das endonucleases utilizadas neste estudo, 45
fragmentos de DNA de 6 diferentes perfis de PFGE, foram ordenados no mapa fisico do
cromossomo circular de G. diazotrophicus PALS (Figura 16), utilizando um reduzido nimero
de sondas radioativas, e dispensando o uso de digestdes parciais do cromossomo, PFGE
bidimensional e clones de ligagdo. No total, os resultados de hibridizagdo permitiram a
alocagdo de 42 marcadores moleculares no mapa fisico do cromossomo do G. diazotrophicus

PALS (Figura 16).

4.5 — Alinhamento de contigs do Projeto Riogene no cromossomo do G. diazotrophicus PALS

Quando este mapeamento fisico do cromossomo do G. diazotrophicus PALS foi
concluido (Maio de 2006), o seqiienciamento genomico total deste microrganismo atingiu
99,99% das seqiiéncias genomicas, montadas em 18 contigs com tamanhos variando de 12,8 a
1251,3 Kb (Dados ndo exibidos). Adicionalmente, com o posicionamento de 42 marcadores
moleculares no mapa fisico (Figura 16; Tabela 2), cujas seqiiéncias de DNA estavam alocadas

em diferentes contigs, foi possivel realizar o alinhamento de 16 contigs neste cromossomo
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(Figura 17), totalizando 4137,5 Kb a nivel de seqiliéncias ordenadas e orientadas, o que
consiste em 97,6% de cobertura do cromossomo deste enddfito, quando comparado ao
tamanho estimado pela metodologia de PFGE. Entretanto, no alinhamento dos contigs desta
montagem, os contigs 5, 8,9, 10, 11, 14, 15, 17 e 18, ndo puderam ser precisamente alinhados
e ordenados, apesar de todos estarem alocados na mesma regido do fragmento C2.

Para construgdo deste mapa fisico, foi utilizado um reduzido nlimero de experimentos
de hibridizagdo, especialmente em regides onde foram alinhados grandes contigs gerados pelo
Projeto Riogene, sobre o mapa fisico do cromossomo de G. diazotrophicus PALS (Figura 16).
Duas regioes onde foram alinhados no mapa fisico, os fragmentos de DNA P5 e S6 (Figura
16), ndo apresentam marcadores genéticos. Entretanto, estes fragmentos foram observados em
géis de PFGE (Figura 2B), e foi demonstrado na Figura 17, que a regido cromossomal
ocupada por estes fragmentos sdo cobertas pelos contigs 3 e 5, que apresentam tamanhos de
749,2 ¢ 191,5 Kb, respectivamente.

A Figura 18 exibe a sobreposi¢do do alinhamento dos 16 contigs, gerados no Projeto
Riogene em maio de 2006, em relagdao aos 6 contigs gerados na montagem de dezembro de
2006, onde confirmou-se o alinhamento dos contigs 1, 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 13 (montagem de Maio
de 2006), que tiveram os buracos gendmicos fechados através da metodologia de PCR
combinatorio. Adicionalmente, quando foram analisados os contigs 5 e 2 (montagem de
dezembro de 2006), foi possivel realinhar e reordenar precisamente os contigs 5, 8, 9, 10, 11,

14, 15, 17 e 18 (montagem de maio de 2006), no cromossomo do G. diazotrophicus PALS.

4.6 — Presenca de plasmideos no genoma do G. diazotrophicus PALS
Neste estudo foram alinhados no mapa fisico do cromossomo do G. diazotrophicus
PALS, apenas 16 dos 18 contigs gerados no projeto de sequenciamento gendmico deste

microrganismo (Figura 17). Contudo, os dados de anotacdo destes outros dois contigs
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restantes (Tabelas 4 e 5), denominados contigs 12 e 16, sugerem que estes sejam plasmideos.
Convém ressaltar, que estes 2 plasmideos ndo foram detectados através de purificagdo
utilizando gradiente de cloreto de césio, método de lise alcalina (Sambrook e Russel, 2001),
ou maxi-prep utilizando o kit comercial Quiagem Tip (Quiagem®) em células de G.
diazotrophicus PALS, sedimentadas a partir de 3 L de cultura a 1,3 DO ¢yonm (dados ndo
exibidos).

Adicionalmente, quando sondas radioativas produzidas a partir de seqiiéncias de copia
unica destes plasmideos, foram hibridizadas contra membranas produzidas a partir de géis de
PFGE (Figura 19A; Figura 20A), assim como DNA gendmico digerido com diferentes
enzimas de restricdo imobilizados em membrana de nylon (Figura 19B; Figura 20B), ¢ Dot
blot de DNA genomico em concentragdes variando de 100 ng até 2 pg (Figura 19C; Figura
20C), ndo houve deteccdo de sinais de hibridizacdo, sugerindo uma origem extra-
cromossomal para estas seqiliéncias. A possibilidade destas seqiiéncias serem contaminantes
foi considerada, porém esta hipdtese foi afastada, pois os clones cujo suas seqii€ncias geraram
estes contigs, foram obtidos a partir de diferentes clonagens, pertencem a diferentes
bibliotecas gendmicas, € a montagem foi realizada portanto, com alto grau de confiabilidade
(Dados nao exibidos).

Os contigs 12 e 16 apresentam tamanhos de 38,8 e 16,6 Kb, respectivamente, e a
circularidade destas seqiiéncias foram verificadas a partir de nested PCRs (Sambrook &
Russell, 2001), utilizando-se 4 pares de primers desenhados para anelarem em regides de
copia Unica, proximas as extremidades destes contigs, os quais geraram fragmentos esperados
de 2.8 (contig 12) e 1.6 Kb (contig 16), que posteriormente foram submetidos a reacdes de
sequenciamento (Dados ndo exibidos).

Analisando-se detalhadamente a anotacdo destes contigs (Tabelas 4 e 5), observa-se a

presenca genes tipicamente plasmidiais, destacando-se os genes que codificam a producdo de
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proteinas pertencentes ao sistema de transferéncia horizontal de genes por conjugacao
(Proteina Trbl, Proteina TraF; proteina Tral; proteina BfpH; e proteinas de via de secre¢do
Tipo IV: componentes VirD2 e B4), e alguns genes que ndo necessariamente apresentam
origem cromossomal, tais como os genes que codificam a producdo de proteinas de
mobilizagdo, proteina A de particionamento, ATPase de segregagdo cromossomica, proteinas

envolvidas em replicagdo de DNA, Fator C de replicacdo, transposase e resolvase.

4.7 — Mapeamento fisico do genoma do G. diazotrophicus PALS utilizando Cromossomos
Artificiais Bacterianos (BACs)

Neste estudo foram analisados 1315 perfis de restricio de BACs, submetidos a
digestdes duplas com as enzimas Hindlll e BamH1 (Figura 21), o que equivale a 37,3
coberturas do genoma do G. diazotrophicus PALS, considerando o tamanho médio dos BACs
(120 Kb), da biblioteca genomica construida na Clemson University Genomic Institute —
Carolina do Norte — EUA, e o tamanho do genoma estimado através do mapeamento fisico
por fragmentos de macrorestri¢ao (4232 Kb; Figura 16).

Os 1315 perfis de restricdo de BACs foram processados no software image 3.01, para
posterior utilizagdo de dados na montagem de mapas fisicos, utilizando o software FPC
(Figura 22). No software FPC, através da utilizacdo de uma condicdo mais estringente de
analise (cuttoff le-12) foram gerados 21 contigs, onde o maior contig apresenta em sua
estrutura 916 BACs e aproximadamente 1600 Kb de tamanho, por outro lado, numa
montagem menos estringente (cuttoff 1e-04), foi montado apenas 1 contig que apresenta os
1315 BACs analisados em sua estrutura (dados ndo exibidos).

A partir das montagens supracitadas, foram selecionados 117 clones cujo seus BACs
realizavam 2 coberturas do maior contig da montagem mais estringente, e 2 coberturas do

genoma na montagem menos estringente (Figura 23). Estes 117 clones foram submetidos a
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hibridizagdes com sondas radioativas dos genes de RNAr 16s e 23s, com finalidade de
determinar o posicionamento do grupo de genes ribossomais nestes mapas fisicos, onde
verificou-se sinais de hibridizagdo para 7 BACs distintos (Figura 24), os quais estdo alocados
e 4 pontos diferentes do mapa fisico de BACs.

Os 117 clones selecionados (Figura 23) foram submetidos a reacao de sequenciamento
na Clemson University Genomic Institute — Carolina do Norte — EUA, devido ao fato de que o
protocolo utilizado para tal finalidade, ndo foi padronizado as condi¢des de trabalho dos
laboratorios integrantes do Projeto Riogene, apds inumeras tentativas de padroniza¢do sem
sucesso. Por outro lado, das 668 reagdes de sequenciamento realizadas (2 extremidades dos
insertos de DNA, contidos nos 117 BACs, em duplicata), apenas 43 reacdes resultaram em
seqiiéncias de boa qualidade (6,4% de aproveitamento).

Adicionalmente, quando estas 43 seqiiéncias de boa qualidade foram alinhadas
(Blastn) contra o banco de dados de contigs do Projeto Riogene (http://www.riogene.Incc.br),
22 seqiiéncias alinharam com seqii€ncias repetitivas no genoma deste endéfito, ou seja,
apenas 21 seqiiéncias puderam ser aproveitadas para o alinhamento de contigs neste genoma
(dados nao exibidos).

Das 21 seqiiéncias de DNA aproveitadas do sequenciamento dos BACs, foi possivel
alinhar 14 contigs (Figura 25) no mapa fisico de BACs do G. diazotrophicus PALS, entretanto
cabe ressaltar, que no periodo em que foi realizado este mapeamento (novembro de 2004),
existiam 561 contigs depositados no banco de dados do Projeto Riogene, ¢ a maior parte deles
apresentavam tamanhos inferiores a 30 Kb.

Por outro lado, 14 seqiiéncias oriundas de 7 BACs foram extremamente importantes
para o alinhamento de 7 contigs da montagem de novembro de 2004 (Figura 26), os quais
totalizam 1.176,9 Kb a nivel de seqiiéncias gendmicas do G. diazotrophicus PALS, o que

representa 27,8% de cobertura do genoma, quando comparado ao tamanho gendmico
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estimado pelo mapa fisico de macrorestricao (4232 Kb; Figura 16). Adicionalmente, os dados
de alinhamento destes 7 BACs, serviram de subsidio para a montagem do maior contig deste
genoma, denominado como contig 1 na montagem de Maio de 2006, e contig 6 na montagem

de dezembro de 2006 (Figura 18).

4.8 — Caracteristicas gerais do genoma do G. diazotrophicus PALS

A Tabela 6 exibe as caracteristicas gerais do genoma do G. diazotrophicus PALS, que
consiste na presengca de um cromossomo circular com tamanho de 4137,5 Kb, além de 2
plasmideos circulares designados como A e B, com tamanhos de 38,8 e¢ 16,6 Kb,
respectivamente. Este genoma apresenta 3657 genes, sendo que 3581 localizados no
cromossomo, 54 no plasmideo A e 22 no plasmideo B. A média de tamanho génico é de 978
bases, o que confere produgdo de proteinas com tamanho médio de 326 aminoacidos, além de
uma densidade génica de 1,1 gene por Kb e um percentual total de 90,5% de seqiiéncias
codificantes de proteinas e RNAs. Entre outras caracteristicas, destaca-se a presenca de 4
operons ribossomais ¢ 71 tRNAs, assim como um alto percentual de GC neste genoma
(66,4%), e uma distribuicao eqiiitativa dos genes ao longo da fita sense e anti-sense (53,3% e
46,7%, respectivamente).

A Tabela 7 e a Figura 27 exibem a distribui¢do e a classificacdo funcional, dos 3657
genes detectados no genoma do G. diazotrophicus PALS, onde se destaca um maior
percentual de genes relacionados com a classe funcional metabolismo central e intermediario
(18,7%; 684 genes), que apresenta genes relacionados com biossintese de aminoacidos,
lipidios, nucleotideos e co-fatores, metabolismo de polissacarideos e oligossacarideos, fixagao
bioldgica de nitrogénio, degradagdo de proteinas, entre outros (Tabela 8). A segunda maior

populacdo de genes se enquadram na categoria funcional superficie celular (9,2%; 337 genes),



Tabela 6 — Caracteristicas gerais do genoma do Gluconacetobacter diazotrophicus PALS.

Caracteristica Total
Tamanho do Cromossomo 4137,5 Kb
Tamanho do Plasmidio circular A 38,8 Kb
Tamanho do Plasmidio circular B 16,6 Kb
Proporgao total de GC no genoma 66,4%
Numero e percentual de bases codificadoras de proteinas e RNAs 3794574 (90,5%)
Numero de genes 3657
Proporgdo total de GC nos genes 67,1%
Meédia de tamanho génico 978 bases
Média de aminoacidos por proteina codificada 326
Densidade génica 1,1 gene por Kb
Numero e percentual de genes codificados na fita sense 1951 (53,3%)
Numero e percentual de genes codificados na fita antisense 1706 (46,7%)
Numero de tRNAs 71

Numero de operons ribossomais 4
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Tabela 8 - Distribuicdo dos genes anotados pelos membros integrantes do Projeto Riogene no

sistema Bionotes, subdivido nas categorias e subcategorias funcionais mais freqiientes.

Categorias funcionais Subcategorias funcionais N % categoria
(% genoma)

Metabolismo central e

intermediario Biossintese de aminoacidos 127 18,5%
Biossintese de lipidios 75 10,9%
Metabolismo de polissacarideos e
oligossacarideos 50 7,3%
Biossintese de nucleotideos 45 6,6%
Fixacdo bioldgica de nitrogénio 20 2,9%
Biossintese de cofatores 17 2,5%
Tradugdo e modificagdo de proteinas 11 1,6%
Degradagdo de proteinas 10 1,5%
Replicacdo e reparo de DNA 10 1,5%
Divisao celular 8 1,2%
Outros 311 45,5%
Total da categoria funcional 684 100% (18,7%)

Superficie celular Proteinas ligadoras e transportadoras 202 59,9

Proteinas de membrana externa, interna e

parede celular 125 37,1
Outros 10 3,0%
Total da categoria funcional 337 100% (9,2%)
Transferéncia de Informag¢des Replicacgdo e reparo de DNA 81 35,7%
Transcri¢do e traducdo 76 33,5%
Proteinas ribossomais 51 22,5%
Modificagdo de DNA e RNA 8 3,5%
Outros 11 4,8%

Total da categoria funcional 227 100% (6,2%)




Tabela 8 — Continuacao.

Categorias funcionais Subcategorias funcionais N % categoria
(% genoma)

Metabolismo energético Cadeia transportadora de elétrons 92 56,1
Ramo oxidativo da via das pentose-
fosfato 28 17,1
Piruvato desidrogenase 12 7,3
Glicolise 10 6,1
Ciclo dos acidos tricarboxilicos 9 5,5
Outros 13 7,9
Total da categoria funcional 164 100% (4,5%)

Patogenicidade, adaptacdo e

chaperoninas Resisténcia a drogas 32 22,4%
Motilidade celular 25 17,5%
Adaptacdo a condigdes ambientais 21 14,7%
atipicas
Quimiotaxia 20 14,0%
Destoxificacdo celular 12 8,4%
Divisao celular 11 7,7%
Adaptagdo osmotica 9 6,3%
Chaperoninas 8 5,6
Outros 5 3,4%
Total da categoria funcional 143 100% (3,9%)

Reguladores lysR 20 16,7%
Proteinas quinases 16 13,2%
Sistemas de duplo componente 11 9,2%
Assimilacao de nitrogénio 8 6,7%
tetR 7 5,8%




Tabela 8 — Continuacao.

N % categoria

Categorias funcionais Subcategorias funcionais (% genoma)
gntR 5 4,2%
asnC 3 2,5%
araC 2 1,7%
arsR 2 1,7%
lacl 2 1,7%
marR 2 1,7%
luxR 2 1,7%
merR 1 0,8%
PadR 1 0,8%
Outros 38 31,6%
Total da categoria funcional 120 100% (3,3%)

Elementos oriundos de Elementos com funcgdes relacionadas a

Bacteriofagos e ISs transposons 50 79,3%
Elementos lateralmente adquiridos 9 14,3%
Elementos com fungdes relacionadas a
bacteridéfagos 3 4,8%
Elementos com funcgdes relacionadas a
plasmidios 1 1,6%

Total da categoria funcional 63

100% (1,7%)




onde destacam-se os genes relacionados com producdo de proteinas ligadoras e
transportadoras, e proteinas de membrana externa, interna e parede celular (Tabela 8).

Com relagdo a outras categorias funcionais descritas na Tabela 7 e Figura 27, destaca-
se a categoria transferéncia de informagdes, que apresenta 227 genes (6,2% do total do
genoma) relacionados principalmente com replicagdo e reparo de DNA, transcri¢ao e traducao
génica, ¢ proteinas ribossomais, seguido pelas categorias funcionais metabolismo energético
(4,5%; 164 genes), que apresenta genes relacionados com cadeia transportadora de elétrons,
ramo oxidativo da via das pentoses, complexo piruvato desidrogenase, glicolise e ciclo dos
acidos tricarboxilicos (Tabela 8); e a categoria funcional patogenicidade/adaptagao/
chaperoninas (3,9%; 143 genes), que apresenta genes relacionados com quimiotaxia,
mobilidade celular, resisténcia a drogas, adaptagdes a condigdes ambientais atipicas,
destoxificacao celular e adaptacdo osmética, ente outros (Tabela 8).

Outras duas categorias funcionais que merecem destaque (Tabela 7; Figura 27)
consistem na categoria reguladores (3,3%; 120 genes), que engloba reguladores inclusos em
diversas sub-categorias, tais como: lysR, proteinas quinases, sistemas duplo componentes,
reguladores de assimilagdo de nitrogénio, tetR e gntR; e na categoria elementos oriundos de
bacteridfagos e seqiiéncias de inser¢ao (ISs) (1,7%; 63 genes), onde predominam genes de
elementos com fungdes relacionadas a transposons (Tabela 8). E ainda com relagdo a
classificagdo funcional, podemos observar um grande ntimero de genes (49,2%; 1802 genes),
que codificam a sintese de proteinas hipotéticas, pois suas seqiiéncias ndo apresentam
similaridade, com seqiiéncias de outros microrganismos depositadas em bancos de dados.

Através da analise das 1802 proteinas (49,2% do genoma) classificadas como
proteinas hipotéticas (Tabela 9; Figura 28), considerando-se a presenga de dominios protéicos
conservados (Pfam) e alinhamentos com e-value inferior a 10™ (Blastp), foram verificadas

similaridades com dominios protéicos conservados (Pfam), nas seqiiéncias de 687 proteinas
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hipotéticas (18,8% do genoma) (Tabela 9; Figura 28), onde verificou-se um maior percentual de
predicdo de fungdes, para genes inclusos na categorias funcionais: Elementos oriundos de
bacteriofagos e seqiiéncias de inser¢do (ISs) (5,3% do genoma; 193 genes); Superficie celular
(4,1% do genoma; 149 genes); Metabolismo central e intermediario (3,9% do genoma; 138
genes); Reguladores (2,8% do genoma; 103 genes); e Patogenicidade/adaptacao/chaperoninas
(1,0% do genoma; 38 genes). Adicionalmente, as seqiiéncias de 447 proteinas hipotéticas (12,2%
do genoma), foram classificadas como proteinas hipotéticas conservadas, pois apresentaram
similaridade com seqiiéncias de proteinas hipotéticas, encontradas nos genomas de outros
organismos seqiienciados. Outras 668 sequéncias de proteinas hipotéticas (18,2% do genoma),
continuaram recebendo esta designacdo, pois nao apresentaram homologia com seqiiéncias

depositadas nos bancos de dados.

4.9 — Algumas Particularidades do genoma do G. diazotrophicus PALS

No decurso da anotacdo do genoma do G. diazotrophicus PALS, ndo foram detectadas a
presenca de 3 enzimas da fase preparatoria da glicdlise (hexoquinase, fosfoglicoisomerase e
fosfofrutoquinase). Entretanto, ao invés de possuir hexoquinase, este endofito possui duas ORFs
codificantes da enzima glicoquinase, que acredita-se ser a responsavel pela producao de glicose 6-
fosfato nesta célula. Além disso, as enzimas 6-fosfogliconato desidratase e 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogliconato aldolase, que consistem em enzimas chaves da via metabolica de fermentacgao
Entner-Doudoroff, também nao foram detectadas (Figura 29). Adicionalmente, foi observada uma
grande quantidade de genes relacionados com: biossintese de todas as enzimas do ramo oxidativo
da via das pentoses-fosfato (28 genes), complexo piruvato desidrogenase (12 genes), ciclo dos

acidos tricarboxilicos (9 genes) e cadeia transportadora de elétrons (92 genes) (Tabela 8). A
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auséncia das enzimas supracitadas, sugere que o ramo oxidativo da via das pentoses-fosfato,
consista na principal via metabolica operante no catabolismo de glicose 6-fosfato deste endofito.

No que tange a capacidade de produgio de bacteriocinas® pelo G. diazotrophicus PALS5,
foi observado a presenga de um gene de copia unica, localizado préximo ao grupo de genes nif-fix,
no contig 5 da montagem de dezembro de 2006 (Figura 30). Este gene consiste numa seqiiéncia
de 822 nucleotideos, codificante de uma proteina de 274 aminoacidos, que apresenta maior
similaridade com a bacteriocina Linocina M18 de Rhodospirillum rubrum (Figuras 31 e 32).
Além disso, o G. diazotrophicus PALS exibe na categoria funcional patogenicidade, adaptacdo e
chaperoninas, um grande niimero de genes relacionados com resisténcia a drogas (32), mobilidade
(25), adaptagdo a condi¢des ambientais atipicas (21), quimiotaxia (20) e destoxificagdo celular
(12) (Tabela 8).

Dentre os 32 genes relacionados com resisténcia a drogas, destacam-se 16 genes mdt que
estdo associados com resisténcia a multiplas drogas. Estes se encontram dispersos por todo o
cromossomo, entretanto, ndo foram detectados em seqiliéncias plasmidiais. Adicionalmente, os
genes relacionados com adaptacdo a condigdes atipicas (principalmente proteinas relacionadas a
choque térmico) e destoxificacdo celular (glutationina S-transferase, proteinas de resisténcia a
cobre, proteinas de resisténcia a acido fusarico e acriflavina, alquil hidroperoxido redutase e
superoxido dismutase, principalmente), também foram encontrados dispersos por todo o
cromossomo e ausentes nos plasmidios, exceto glutationina S-transferase que foi detectado no
plasmidio B (Tabela 5).

Dos 20 genes relacionados com quimiotaxia em G. diazotrophicus PALS (Tabela 8), 8

codificam a producao de receptores de quimiotaxia McpA (genes mcpA) e 12 codificam proteinas

* Bacteriocinas consistem em peptideos biologicamente ativos com atividade toxica, produzidos e secretados por
algumas bactérias contra cepas bacterianas da mesma espécie ou de espécies diferentes.
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Figura 31 — Pagina do Sistema Bionotes exibindo propriedades da ORF
codificante da bacteriocina de Gluconacetobacter diazotrophicus PALS.

ey | P - L‘,.'l.'.'_;.‘.l.'_l. grobuceer J:_;_'...a:r_.-;-:::_ U3

Wersion Index Search Run Blast Diownload Contigs = 10000 e ey
Glimmer ORF Search Result - Detail

Contig Search Result

Community j Go

Annotations
ORF Properties
. . Sequence Length Position Codon
ORF Contig Reading Frame i ) .
s & Nucleotide Aminoacid Start End Start Stop
0691 contig5 +3 822 274 417033 417854 atg tga

Community Annotation

Status Gene
Valid Putative bacteriocin protein

Nucleotide Sequence

ATGAACAATCTGCATCGGGAACTCGCGCCGATTTCTGAAGCCGCATGGGCGCAGATCGAG
GAAGAGGCCTCCCGCACGCTCAAGCGCTACCTGGCCGCCCGGCGCGTGGTCGATGTGCCG
GAGGCGAAGGGATTCGGGTTTTCGGCTGTCGGCACCGGCCATGTCGAGCGCATCGACGCA
CCCGGAAGCGATATTCGCGCCGTCCGGCGCAACGTGCTGCCGCTGGTGGAACTGCGCGTG
CCCTTCACGCTGGCGCGGGACGCGATCGACGATGTGGAGCGTGGCGCGGGTGATTCGGAC Local
TGGCAACCCCTGAAGGACGCCGCGAAGARAAATCGCGTTCGCCGAAGACCGGGCGGTATTC Online
GACGGTTACGCCGCTGCCGGAATCCTGGGCCTTCGTGAGGGCACCTCGAACCCGAAACTG NCBI
GCCCTGCCGTCTTCCGCCAGCGACTATCCGGCGGCCATCGCGGCGGCGCTGAACCAGCTT Blast
CGCCTTGCCGGCGTCAACGGACCCTACGCCGTGGTGCTCGGCGCCGGCGTCTATACCGCG Go
CTGAGCGGCGGCGACGATGAGGGATATCCCGTCTTCCGGCATATCGAGAGCCTGATCGAC
GGCAAGATCGTCTGGGCCCCGGCGATCGAGGGGGGCTTCGTCCTGTCCACCCGTGGCGGE Parte
GATTTCGAACTGGATATCGGCCAGGACTTTTCCATCGGGTACAGCAGCCATTCCGCGGAT inferior do
TCCGTGGAGCTTTACCTTCAGGAGAGCTTTACGTTCCAGTTGCTGACGACCGAGGCATCC formulério
GTGGCATTGTCAGCTGCGAAGAACGAAGCGCCCTCGGCCCCG

Aminoacid Sequence
Local

MNNLHRELAPISEAAWAQIEEEASRTLKRYLAARRVVDVPEAKGEFGFSAVGTGHVERIDA NCB?gﬁﬁ
PGSDIRAVRRNVLPLVELRVPFTLARDAIDDVERGAGDSDWQPLKDAAKKIAFAEDRAVE
DGYAAAGILGLREGTSNPKLALPSSASDYPAATAAALNQLRLAGVNGPYAVVLGAGVYTA Go
LSGGDDEGYPVFRHIESLIDGKIVWAPATIEGGEVLSTRGGDFELDIGQDFSIGYSSHSAD

SVELYLQESFTFQLLTTEASVALSAAKNEAPSAP Paﬂ§
inferior do
formulario

Local Offline NCBI BlastP ORF x NR
Accession Comment Score
Value
YP_426062.1 Linocin_M18 bacteriocin protein [Rhodospirillum rubrum ATCC 229 bits le-59

11170] (583)

* A seqiiéncia de aminoacidos desta ORF, apresenta um dominio conservado, com melhor score de alinhamento de
PFAM com a bacteriocina linocina M18 (Score — 368.4 ; e-value = 9e-108).
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de quimiotaxia Che (genes che). Estes genes formam 2 grupos génicos distintos com 5 (cheW,
cheR, mcpA, cheA e cheB) e 8 genes (mcpA, cheY, cheA, cheW, cheR, cheB, cheY e cheD),
respectivamente. Entretanto, outros 6 genes mcpA e 1 gene chel encontram-se dispersos ao longo
do cromossomo. Cabe ressaltar que estes genes apresentam maior similaridade, com seqiiéncias
oriundas do Rhizobium etli, ¢ ambos microrganismos apresentam uma organizagdo génica muito
similar ao Caulobacter crescentus (Figura 33).

Os genes relacionados com motilidade celular (Tabela 8) formam 4 grupos génicos
distintos, com 5, 8, 8 e 4 genes, respectivamente, e codificam a sintese de todas a proteinas
necessarias a produgdo de flagelos (proteinas de corpusculo basal, proteinas motoras, proteinas de
ganchos e anéis flagelares, e flagelinas). Estes genes apresentaram maiores homologias em
rela¢do aos genes de Caulobacter crescentus e de microrganismos inclusos na ordem Rhizobiales
(Dados nao exibidos). Uma outra caracteristica interessante ¢ que os 4 grupos de genes
relacionados com motilidade, e 1 relacionado com quimiotaxia (grupo génico da Figura 33), estdao
alocados um ao lado do outro no cromossomo do G. diazotrophicus PALS, ao longo de uma
seqiiéncia de aproximadamente 58400 nucleotideos, presente na extremidade terminal do contig 6
(seqiiéncias codantes entre os nucleotideos 1153795 e 1212200), enquanto que o outro grupo de
genes relacionados com quimiotaxia, encontra-se alocado na por¢do inicial do contig 4
(seqiiéncias codantes entre os nucleotideos 203909 e 211404) (Figura 30).

Especial destaque deve ser atribuido a 11 genes relacionados a produgdo de
exopolissacarideos, que foram inclusos na categoria funcional superficie celular. Quatro destes
genes foram classificados como genes exo (exoF, exoO, exoP ¢ exoY), 7 como genes gum (gumB,
gumD, gumE, gumH, gumJ, gumK e gumM), ¢ 38 como genes responsaveis pela producao de

glicosiltransferases, inclusos na categoria funcional de metabolismo central e intermedidrio



(Tabela 8). Estes genes sdo requeridos para biossintese de polissacarideos de superficie celular
(principalmente succinoglicanos), que apresentam importante papel no mecanismo de interagao
planta-bactéria (Kaneko et al., 2002; Thieme et al., 2005; Krause et al., 2006). Cabe ressaltar que
0s genes exo € gum, apresentaram maior homologia com genes de microrganismos inclusos na
ordem Rhizobiales, e estao alocados na porgao inicial do contig 6 (Figura 30), enquanto os genes
de glicosiltransferases sao encontrados distribuidos ao longo de todo o cromossomo bacteriano.
No cromossomo do G. diazotrophicus PALS, foi observado a presenca de um grupo
génico nif-fix composto por 19 genes (15 genes nif'e 4 fix) (Figura 34), localizado nas seqiiéncias
codantes entre os nucleotideos 432227 e 455262 do contig 5 (montagem de dezembro de 2006)
(Figura 30). Este grupo génico teve seu posicionamento determinado no cromossomo de G.
diazotrophicus PALS, através de experimentos de hibridizacdo, com sonda radioativa do gene
nifA (regulador transcricional da nitrogenase) contra membranas de PFGE (Figura 7). A montante
do gene nifA, encontra-se os genes nifB, nifZ, nifT, nifH, nifD, nifK, nifE, nifN, nifX, nifQ, nifU,
nifS, nifV, nifW, fixA, fixB, fixC e fixX (Figura 34). Cabe ressaltar que as seqiiéncias destes genes
apresentaram maiores similaridades, com seqiiéncias do plasmideo de simbiose do Rhizobium sp.
(cepa NGR234), e seqiiéncias cromossomicas do Bradyrhizobium japonicum USDA110. Quando
comparada a organizagdo destes genes nas 3 espécies, observou-se grande similaridade entre os
genes nifHDKENX, de G. diazotrophicus PALS e Rhizobium sp. (cepa NGR234).
Adicionalmente, foi observado 3 genes mod (modA, modB e modC) a jusante do grupo de genes
nif-fix, que sao responsaveis pela produgcdo de proteinas relacionadas com aquisicdo de
molibdénio, e ao longo dos contigs 5 e 6 (Figura 30), foram observados um total de 8 reguladores
transcricionais relacionados com assimila¢ao de nitrogénio, onde destaca-se os genes ntr, € uma

copia adicional do gene nifU alocada no contig 4 (Dados ndo exibidos).



SMUIIS2LI
Japonqoinny)

rrxejorunb op seurojoad weodripoo anb sauan — ayo ‘erxejoruinb op s2103dooa1 WeOIPOd anb sauan) — dow

sepeaeduwod s3199dsd ¢ seu wo13do op BPRAIISUO0D 0BISIY

goys H goyo H poys U @oyo | xoyo W goyo H yoyo |I| poys L fayo> L4 Xoyo | pdow
o wmgqonyy — (A2Y2 Aayo HELE qoYyo |I| yaoyo Aayo U gdow
STvd smorydonowip | qayy | 1ayo gayo Yo |I| yoyo A2y> W pdowm

421O0q01aIPU0INID

SMIUIISIAD 121OVqOIND,) I 1112 Win1qo21yy op erxejorwainb ap so0dusd sodnag e ogded.a wd
‘STVd Snorydopozvip 1230vqo32ovuodnjr op eixejorwmb wod opreuoneda 0d1uxs odniad win Ip oedeziuedi() — €€ vIngig



-asorquurs op orprused wo opezijeoo] wolad() — q {OWSIuLSIIO Op OUIOSSOWOIO OU OPBZI[Bd0] WoIdd() — © "SOpesIjeue SOWSIUBIIOION SOP SBOIUQUa3
serougnbas sep 03uo[ ok ‘x1/'9 fiu no fiu SoUSF a1uUd Sepenuodu seonodiy seurdioid op sous3 op ordwnu O BIUISAIdaI ‘SO[NOID SOP ONUIP OpeIuasaIdar odiqese orwU O

«STVd Snotydoapozoip 12190q0o323vu0I1x)

b/ Dxf [axif vy Sl ] il o fiv 6®&=®¥§=§=_§: _Mb:_ﬁb:l@g:_%:@%\m:_ﬂb:_

«(PETAON ©dap) “ds wniqo2ryy
X [Nt e e [ O /7Y < Yo <o [~ DXy Ixxaf [v [ i)V zfiu]nf |

0L IVASN wnotuodol wngoiyidpvag
e/ oy e/ o Y/ (OO (SAae) = e [N v P [

sepeieduod sar9ds? ¢ seu
wo13do op epeAIISU0d 0BISNY

‘(PET AON BdD) *ds wmqo1yyy 3 O 1 1VASN wnotuodvl wminiqo2ryidpnig dp xif-fiu sdudg
3p odnig ok ogdePa W ‘STVd Sno1ydos1o2nip 4210vq0329vU0IN]H OP X1f-fiu SOUIS Ip odnag op ogdeziuedi() — ¢ vINSIY



5 — DISCUSSAO

5.1 — Mapeamento fisico do cromossomo do G. diazotrophicus PALS através de fragmentos de
macrorestri¢ao

Para execu¢do do mapeamento fisico do cromossomo do Gluconacetobacter
diazotrophicus PALS, foram escolhidas as enzimas de restri¢do de raro corte Pacl e Swal (Tabela
1), devido ao grande percentual de GC em seu genoma (66,4%). O objetivo desta estratégia foi
gerar um pequeno numero de fragmentos de DNA (5 e 6, respectivamente) facilmente
manipulaveis pela metodologia de PFGE. Adicionalmente, estas enzimas foram relatadas por
outros autores que mapearam cromossomos ricos em GC (Ramos-Diaz & Ramos, 1998; Widjaja,
Suwanto & Tjahjono, 1999; Llamas et al., 2002), como enzimas adequadas a constru¢dao de mapas
fisicos de macrorestricdo, pois clivam estes cromossomos em um pequeno numero de grandes
fragmentos de DNA.

Com o objetivo de determinar o numero e a posicdo dos operons ribossomais (operons
rrn), o cromossomo do G. diazotrophicus PALS foi submetido a digestdes com a enzima de
restrigao I-Ceul (Tabela 1), que reconhece uma seqiiéncia de 26 pb altamente conservada na
subunidade ribossomal 23S (gene rr/). Convém mencionar que a utilizacdo desta enzima foi
relatada na literatura por diversos autores (Ramos-Diaz & Ramos, 1998; Widjaja, Suwanto &
Tjahjono, 1999; Melkerson-Watson et al., 2000; Z¢-Z¢, Tenreiro & Paveia, 2000; Dudez et al.,
2002, El-Osta et al., 2002), como uma estratégia precisa de localizacdo de genes rrl em
cromossomos bacterianos.

Na Tabela 1 ¢ exibido o niimero e os tamanhos estimados dos fragmentos de DNA,
gerados a partir de digestdes simples e duplas do cromossomo de G. diazotrophicus PALS.

Entretanto, cabe ressaltar que os fragmentos CP6 e PS6 ndo foram detectados sob nenhuma



condi¢do de eletroforese empregada neste estudo (Figura 2A-D). Os resultados obtidos sugerem
que estes fragmentos de DNA possuem tamanhos inferiores a 20 Kb®. Diversos autores (Rémling
et al., 1989; Chan & Goodwin, 1999; Melkerson-Watson et al., 2000), relatam baixos sinais
fluorescentes em fragmentos de DNA inferiores a 20 Kb, em géis corados com brometo de etidio
ou syber green. Os resultados demonstrados neste trabalho sugerem a ocorréncia de baixos sinais
fluorescentes, nos fragmentos de DNA preditos com tamanhos inferiores a 20 Kb nos géis de
PFGE.

O tamanho do cromossomo do G. diazotrophicus PALS foi estimado em 4.232 Kb, com
desvio padrao de 47 Kb, através da utilizagdo da metodologia de PFGE (Tabela 1).
Adicionalmente, os dados do Projeto Riogene revelam que o cromossomo do G. diazotrophicus
PALS apresenta 4137,5 Kb (Tabela 6), a nivel de seqiiéncias de DNA montadas em 6 contigs
(Figura 18). Estes dados sugerem que mapeamentos fisicos sdo ferramentas eficientes na
estimagdo de conteudos genomicos, em concordancia com diversos autores que utilizaram esta
metodologia para aferi¢do do tamanho e morfologia de cromossomos bacterianos (Ramos-Diaz &
Ramos, 1998; Blank & Stemke, 2000; Zé-Z¢, Tenreiro & Paveia, 2000; Marcone & Seemiiller,
2001; Oana et al., 2002). Adicionalmente, ¢ importante salientar que a estimativa correta do
conteudo gendmico de um microrganismo, corresponde a uma valiosa informagdo em projetos de
seqiienciamento gendmico, pois através deste dado pode-se estimar o seu status, ou seja, quantas
vezes o genoma foi seqiienciado, e qual o total de cobertura do genoma que um determinado
projeto apresenta, auxiliando assim na tomada de decisdoes em relagdo a abordagem no

sequenciamento, principalmente em projetos que utilizam a metodologia de shotgun.

? Predigdo baseada no tamanho estimado do cromossomo circular do G. diazotrophicus PAL5 ¢ niimero de cortes
causados pelas enzimas I-Ceul, Pacl e Swal quando utilizadas individualmente.



Para confirmar a hipdtese de que o cromossomo do G. diazotrophicus PALS possui 4
operons ribossomais, foram realizadas hibridizagdes com sondas de DNA correspondentes aos
genes 16S (rrs), 23S (rrl) e 5S (rrf) (Figura 3; Figura 14; Figura 15; Tabela 2), que geralmente
estdo organizados nesta ordem em genomas bacterianos (Ramos-Diaz & Ramos, 1998; Bricker,
2000). Os resultados de hibridiza¢do sugerem uma estrutura circular de cromossomo, contendo 4
operons ribossomais, sendo que um dos operons possui uma orientagdo invertida em relagdo aos
demais. O operon ribosomal invertido encontra-se alocado entre os fragmentos C1 e C4 (Figura
17). Os dados que suportam esta afirmagdo, se baseiam no forte sinal obtido no fragmento C4, e
auséncia de sinal para o fragmento C1, nas hibridiza¢des com as sondas rrs e rrl (Figura 3; Figura
14). Por outro lado, nos resultados obtidos com a sonda r7f ocorreu o oposto (Figura 3; Figura 15).
Estes resultados estdo em concordancia com diversos autores (Ramos-Diaz & Ramos, 1998;
Blank & Stemke, 2000; Padovan et al., 2000; Z¢é-Z¢, Tenreiro & Paveia, 2000; El-Osta et al.,
2002; Oana et al., 2002), que utilizaram esta estratégia para confirmar o niimero, localizacio e
inversoes de operons ribossomais.

Através dos resultados de hibridizagdo com 42 sondas diferentes (Figuras 4-15; Tabela 2),
foram verificadas sobreposi¢des entre fragmentos individuais de DNA, incluidos nos 6 diferentes
perfis de PFGE do DNA cromossomal de G. diazotrophicus PALS, permitindo a detec¢ao de 12
grupos de genes, que demonstraram diferentes perfis de hibridiza¢ao (Tabela 3). Estes dados
foram utilizados para determinar o posicionamento destes marcadores moleculares, assim como
executar o alinhamento de 45 fragmentos de DNA e 15 sitios de restricdo neste cromossomo
bacteriano (Figura 16), dispensando o uso de digestdes parciais do cromossomo, PFGE
bidimensional e clones de ligagdo. Estratégia similar foi utilizada na constru¢do do mapa fisico do

cromossomo da rickettsia Cowdria ruminantium, realizado por Villiers et al. (2000).



No mapa fisico do cromossomo do G. diazotrophicus PALS, foram alocados 42
marcadores genéticos (Figura 16), e dentre estes marcadores, alguns genes como o nifd e IsdA,
estdo presentes em diversos genomas integrados a operons, sugerindo a presenga de genes
relacionados em sua periferia. Adicionalmente, foram detectados os genes hemE € hemH, que sao
considerados marcadores estratégicos, devido ao fato de que em muitos genomas bacterianos
foram descritos como genes flanqueadores da origem de replicacdo cromossomica (oriC) (Capela
et al., 2001; Kaneko et al., 2002). Por esta razdo, no mapa fisico do cromossomo do G.
diazotrophicus PALS, o fragmento C4 foi alocado na posi¢do zero, pois este ¢ 0 menor fragmento
de DNA que hibridizou com os genes hemE e hemH. Adicionalmente, os resultados de anotagao
do genoma deste endofito, também revelaram uma grande inversdo no conteudo de GC, assim
como a presenca dos genes par4AB (envolvidos em particionamento cromossomal), gidAB (genes
de divisdo inibidos por glicose), rho (codante do fator de terminagdo transcricional Rho) e dnaJQ
(responsavel pela biossintese das chaperoninas DnalJ e DnaQ), proximos ao gene hemE (Dados
nao exibidos), que correspondem a critérios utilizados para estabelecer o posicionamento correto
da origem de replicacdo nos mais variados genomas (Capela et al., 2001; Nierman et al., 2001;
Kaneko et al., 2002).

A utilizagdo de sondas de DNA de genes de copia Unica (Tabela 2), demonstrou uma
grande importancia no Projeto Riogene, pois diversos genes selecionados estavam alocados em
diferentes contigs, com tamanhos superiores a 10 Kb, permitindo o alinhamento destes contigs no
cromossomo bacteriano, assim como o procedimento de geracdo de scaffolds (Figura 17),
facilitando o processo de finalizacdao deste projeto de sequenciamento gendmico, realizado pela
metodologia de shotgun. O processo de finalizagdo vem sendo executado através da metodologia

de PCRs combinatdrios, utilizando oligonucleotideos desenhados para anelarem em regides de



copia unica, localizadas o mais proximo possivel das extremidades dos contigs, seguido de
reacoes de seqiienciamento dos produtos de PCR obtidos. Esta estratégia reduziu o nimero de
experimentos de hibridizagao, e preveniu um problema comumente observado em outros mapas
fisicos, que consiste no agrupamento de marcadores genéticos em um pequeno segmento do
cromossomo (Villiers et al., 2000; Dudez et al., 2002).

Quando este mapeamento fisico foi concluido, o sequenciamento gendmico total do G.
diazotrophicus PALS, tinha alcancado 99,99% da seqiiéncia gendmica montada em 18 contigs,
com tamanhos girando de 12,8 a 1251,3 Kb (legendas das Figuras 17 e 18; Tabelas 4 e 5). Os 42
marcadores genéticos alocados neste mapa fisico, permitiram realizar o alinhamento de 16 contigs
(Figura 17), totalizando 4137,5 Kb, o que consiste em 97,6% da cobetura do genoma. Além do
mais, os resultados de alinhamento dos contigs de G. diazotrophicus PALS no mapa fisico,
sugerem um alto grau de integridade dos contigs montados no projeto de sequenciamento
gendmico, e auxiliaram a ordenacdo e orientacdo destes contigs, facilitando o processo de
finalizacdo através da metodologia de PCRs combinatorios.

A integridade dos contigs montados no Projeto Riogene foi confirmada, quando realizou-
se a sobreposi¢cdo do alinhamento dos 16 contigs, gerados no Projeto Riogene em maio de 2006,
em relagdo 6 contigs gerados na montagem de dezembro de 2006 (Figura 18), pois verificou-se o
fechamento de buracos gendmicos entre os contigs: 4,7 e 6; 2,18, 14,8 ¢ 15;10,5,11e9;e 13 e
1 (montagem de maio de 2006), o que gerou os contigs 3, 5, 2 e 6 da montagem de dezembro de
2006, respectivamente, além de confirmar o posicionamento dos contigs 3 e 17, que na montagem
de dezembro de 2006 receberam a nomenclatura 4 e 1, respectivamente. Cabe ressaltar que estes
dados enfatizam a importancia do alinhamento de contigs e geracdo de scaffolds, no decurso do

processo de finalizagdo do genoma deste endoéfito.



Os dados supracitados estdo em concordancia com estudos prévios (Weinel et al., 2001;
Blank & Stemke, 2000; Lai ef al., 1999), que consideram mapas fisicos de macrorestrigdo como
ferramentas eficientes, para o controle de qualidade das seqiiéncias montadas, a partir dos dados
de seqiienciamento gerados pela metodologia de shotgun, uma vez que esta abordagem permite a
detecgdo de possiveis erros de montagem dentro da seqiiéncia de um contig, ou erros de
ordenagdo de conmtigs em scaffolds, e ainda auxilia na re-ordenagdo de uma montagem,

especialmente em regides flanqueadoras de genes ribossomais.

5.2 — Detecgao de dois plasmideos no genoma de G. diazotrophicus PALS

Os contigs 12 e 16, obtidos na montagem de maio de 2006, foram classificados neste
estudo como plasmideos, baseado em quatro observacdes: 1 — Estas seqiliéncias ndo apresentaram
sinais de hibridizacdo, ao utilizar sondas especificas para regides de coOpia Unica destes
plasmideos, contra os mais variados tipos de membranas contendo DNA genomico (Figuras 19 e
20), o que sugere uma origem extracromossomal para estas seqiiéncias; 2 — Os genes anotados
nestas seqiliéncias, sdo comumente encontrados na estrutura de plasmideos (Tabela 4; Tabela 5); 3
— Estes contigs correspondem a longas seqiiéncias de DNA (38,8 e 16,6 Kb), que apresentam alta
qualidade de montagem; 4 — Estes contigs foram montados a partir de seqiiéncias de clones
oriundos de diferentes bibliotecas gendmicas.

Adicionalmente, a anotagdo dos contigs 12 e 16 (Tabela 4; Tabela 5) revelou em suas
seqiliéncias, a existéncia de genes relacionados com produgdo de proteinas pertencentes ao sistema
de transferéncia horizontal de genes por conjuga¢do (Proteina Trbl, Proteina TraF; proteina TraL;
proteina BfpH; e proteinas de via de secrecao tipo IV: componentes VirD2 e B4), assim como

genes que codificam a producdo de proteinas de mobilizagdo, proteina A de particao



cromossomal, ATPase de segregacao cromossomica, proteinas envolvidas em replicacdo de DNA,
Fator C de replicacdo, transposase e resolvase. Cabe ressaltar que todos estes genes sdo
compativeis com a descricdo de diversos autores, que relatam a presenga destes em seqiiéncias
plasmidias de diferentes microrganismos, tais como: Agrobacterium tumefaciens (Suzuki et al.,
2000), Caulobacter crescentus (Nierman et al., 2001), Xylella fastidiosa (Bhattacharyya et al.,
2002), Pseudomonas syringae pv. Maculicola (Stavrinides & Guttman, 2004), Azoarcus spp.
(Rabus et al., 2005) e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Thieme et al., 2005).

O fato dos contigs 12 e 16 (versdo de maio de 2006) serem classificados como plasmideos,
tendo como base os resultados de anotacdo ¢ bastante aceitavel, pois apesar do G. diazotrophicus
PALS, ser descrito na literatura como uma cepa que nao apresenta plasmideos (Mundz-Rojas,
Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado, 2005), e destes plasmideos nao serem detectados por
técnicas convencionais de purificacdo (Sambrook & Russell, 2001), acredita-se que eles estejam
presentes em copia Unica na célula de G. diazotrophicus PALS, o que dificulta a sua deteccdo em
gel de agarose. Entretanto, estes plasmideos foram detectados no seqiienciamento gendmico, pois
a partir da clonagem de suas seqiiéncias, foi possivel amplifica-las e seqiiencia-las.

Para reforgar esta hipotese, existem relatos da descoberta de dois plasmideos adicionais em
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, com tamanhos de 67,5 e 73,7 Kb, que passou a ser
descrita como possuidora de quatro plasmideos (Stavrinides & Guttman, 2004), e também foi
descoberto um plasmideo adicional de 19,1 Kb em Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Thieme et al., 2005), que também passou a ser descrita como possuidora de quatro plasmideos.
Cabe ressaltar que somente ap6s a implementagdo de projetos de sequenciamento gendmico

destes microrganismos, foi possivel detectar a existéncia de tais plasmideos.



5.3 — Mapeamento fisico do cromossomo do G. diazotrophicus PALS através de Cromossomos
Artificiais Bacterianos (BACs).

Na andlise dos 1315 perfis de restricdo de BACs, submetidos a digestdes duplas com as
enzimas Hindlll e BamH1 (Figura 21), verificou-se uma grande redundancia dos perfis de
processados no software Image 3.01, o que pode explicar o fato de serem obtidos 21 contigs sob
uma condi¢do mais estringente de andlise (cuttoff le-12), mesmo apos ter sido analisado o
equivalente a 37,3 coberturas do genoma do G. diazotrophicus PALS.

Cabe ressaltar que este valor de estringéncia ¢ utilizado nos mais variados estudos de
mapeamento fisico de BACs, sob justificativa destes parametros minimizarem os erros de
montagem e maximizarem o tamanho dos contigs gerados (Tao et al., 2001; Tomkins et al., 2001,
Gonzalez et al., 2005), e ainda o fato de que outros grupos de pesquisa (Battistoni et al., 2005;
Goto, et al., 2003) utilizaram parametros similares de anélise, e obtiveram coberturas completas
de genomas, com um nimero inferior de BACs analisados.

Adicionalmente, a partir dos 117 clones selecionados (Figura 23), foram realizadas 668
reacdes de sequenciamento na Clemson University Genomic Institute — Carolina do Norte — EUA,
entretanto, apenas 43 reagdes resultaram em seqiiéncias de boa qualidade (6,4% de
aproveitamento), e dentre estas, 22 seqiiéncias alinharam com seqiiéncias repetitivas no genoma
deste endofito, sendo aproveitadas apenas 21 seqiiéncias para o alinhamento de contigs neste
genoma (Figuras 25 e 26).

Em virtude dos fatos supracitados, associado com a dificil padroniza¢do do protocolo de
sequenciamento dos BACs e alto custo das reagdes (8 vezes mais dispendiosa do que um
seqiienciamento comum), ndo foram realizadas novas rodadas de sequenciamento.

Adicionalmente, ¢ importante mencionar que foi observado neste estudo e por Tomkins e



colaboradores (2001), um baixo aproveitamento a nivel de numero de bases de qualidade, em
seqiiéncias oriundas de BACs, apos remog¢do das seqiiéncias do vetor (aproximadamente 100
bases).

Os melhores resultados obtidos com o mapeamento fisico de BACs, foram as
hibridizagdes com sondas radioativas dos genes de RNAr 16s e 23s (Figura 24), onde verificou-se
que 7 BACs distintos estavam alocados em 4 pontos diferentes do mapa fisico de BACs,
corroborando com os dados do mapeamento fisico de macrorestrigdo (Loureiro et al., 2003;
Santos et al., 2004; Loureiro et al., 2005; Figuras 16 e 17) e resultados de anotagdo obtidos pelo
Projeto Riogene (Sistema Bionotes, 2006a; Tabela 6), que sugerem a presenca de 4 operons
ribossomais no cromossomo deste endofito. Adicionalmente cabe ressaltar que outros autores
(Berent & Messick, 2003; Battistoni et al., 2005), utilizaram estratégia similar para determinacao
do nimero de operons ribossomais.

Além disso, 14 seqiiéncias oriundas de 7 BACs foram extremamente importantes para o
alinhamento de 7 contigs da montagem de Novembro de 2004 (Figura 26), os quais representam
27,8% de cobertura do genoma (1176,9 Kb), quando comparado ao tamanho gendémico estimado
pelo mapa fisico de macrorestricdo (4232 Kb; Figura 16), pois estas seqiiéncias forneceram
subsidios para a montagem do maior contig deste genoma, denominado como contig 1 na
montagem de Maio de 2006, e contig 6 na montagem de dezembro de 2006 (Figura 26). Estes
resultados corroboram com outros autores (Battistoni et al., 2005; Tomkins et al., 2001) que
relatam a eficacia da utilizacdo de mapeamentos fisicos de BACs para verificacdo de montagens

genOmicas geradas a partir de seqiiéncias oriundas de bibliotecas de shotgun.



5.4 — Anotagdo do genoma do G. diazotrophicus PALS

Os resultados de anotacdo do genoma do G. diazotrophicus PALS, revelaram que este
microrganismo nao possui as enzimas fosfoglicoisomerase e fosfofrutoquinase, que fazem parte
da fase preparatoria da glicolise, e as enzimas 6-fosfogliconato desidratase e 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogliconato aldolase que fazem parte da via metabdlica de fermentacdo Entner-Doudoroff
(Figura 29). Isto sugere que o ramo oxidativo da via das pentoses-fosfato seja a principal via
metabodlica operante para o catabolismo de glicose 6-fosfato. Estes resultados corroboram com
dados prévios (Alvarez & Martinez, 1995; Luna et al., 2002), que relataram o fato desta
caracteristica ser comum ao G. diazotrophicus PALS5 e aos demais membros da familia
Acetobacteriaceae, entretanto, estes estudos realizaram apenas analise de atividade enzimatica em
extrato total de células. Portanto, esta tese representa o primeiro relato a nivel genémico do G.
diazotrophicus PALS, descrevendo a auséncia das enzimas supracitadas, partindo-se do principio
que estas enzimas sao bastante conservadas nos mais variados organismos.

Foram observados em G. diazotrophicus PALS, 11 genes relacionados a producdo de
exopolissacarideos (4 genes exo e 7 genes gum) e 38 responsaveis pela producdo de
glicosiltransferases, que sdo genes requeridos para biossintese de polissacarideos de superficie
celular (principalmente succinoglicanos). Acredita-se que estes apresentem importante papel de
reconhecimento celular, no decurso de mecanismos de interagdo planta-bactéria (Krause et al.,
2006), pois os genes exo e genes de glicosiltransferases, foram descritos no genoma de
Bradyrhizobium japonicum USDA110 (Kaneko et al. 2002), como genes envolvidos na producao
destes polissacarideos, os quais correspondem a requisitos necessarios ao reconhecimento planta-
bactéria, e conseqiiente ocorréncia do processo de FBN. Adicionalmente, os genes gum foram

descritos em Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria (Thieme et al., 2005), como importantes



genes relacionados ao processo de interacdo deste fitopatdgeno com seus hospedeiros vegetais.
Com base nestes dados, ¢ possivel especular que a eficiéncia das interagcdes benéficas entre G.
diazotrophicus PALS e seus hospedeiros vegetais, esteja relacionada em parte com estes genes
responsaveis pela biossintese de exopolissacarideos.

Na categoria funcional patogenicidade/adaptacdo/chaperoninas, foram observados 45
genes (1,2% do genoma) relacionados com quimiotaxia e motilidade (Tabela 8) com maiores
similaridades em relacdo a seqliéncias oriundas do Caulobacter crescentus. Cabe mencionar que
C. crescentus ¢ considerado como modelo de estudo de genes inclusos nesta categoria funcional,
pois cerca de 2,5% do seu genoma (94 genes) sao devotados a motilidade celular e quimiotaxia,
além de possuir genes relacionados com degradacdo de compostos contendo anéis aromaticos,
quebra de fontes de compostos organicos derivados de plantas, e ainda muitos fatores sigma
extracitoplasmaticos, que conferem ao organismo a habilidade de responder a uma enorme
variedade de flutuagdes ambientais (Nierman et al., 2001). A partir desta observacgao, ¢ possivel
inferir que o G. diazotrophicus PALS, seria capaz de realizar associacdes benéficas com
hospedeiros vegetais através da utilizagdo destes genes.

Os dados que suportam a inferéncia supracitada, foi a observagao de dois grupos de genes
relacionados com quimiotaxia no genoma de G. diazotrophicus PALS, contendo genes codantes
de receptores de quimiotaxia McpA (genes mcpA) e proteinas de quimiotaxia Che (genes che),
com maiores similaridades em relacdo a seqiiéncias oriundas do Rhizobium etli (Gonzalez et al.,
2006). Adicionalmente, os genes relacionados com quimiotaxia destes dois microrganismos,
apresentaram uma organizagdo génica muito similar ao C. crescentus (Figura 33), que ¢
reconhecido como microrganismo modelo de estudos em quimiotaxia (Nierman et al., 2001).

Além disso, o G. diazotrophicus PALS apresenta 4 grupos de genes distintos, contendo genes



relacionados a biossintese de flagelos, alocados entre os nucleotideos 1153795 e 1212200 do
contig 6 (montagem de dezembro de 2007; Figura 30), que apresentam maiores similaridades em
relacdo aos genes de C. crescentus e microrganismos inclusos na ordem Rhizobiales.

O G. diazotrophicus PALS ¢é descrito na literatura como uma cepa que apresenta atividade
antagonista contra cepas de espécies diferentes, espécies estritamente relacionadas, ou da mesma
espécie (Mundz-Rojas, Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado, 2005), além de ser um
microrganismo capaz de adaptar se a diferentes flutuagdes ambientais, especialmente, no decurso
de competi¢cdes intra e inter-especificas com microrganismos fitopatogénicos, rizosféricos e
endofiticos, o que favorece o sucesso do processo de colonizagdo deste endofito (Capela et al,
2001; Pindn et al., 2002; Blanco et al., 2005). Adicionalmente, os dados de anotagdo do genoma
deste microrganismo fornecem subsidios para sustentar tais afirmacdes, pois foi detectada a
presenca de um gene de coOpia Unica, localizado proximo ao grupo de genes nif-fix (Figura 30),
codificante de uma proteina similar a bacteriocina Linocina M18 de Rhodospirillum rubrum
(Figuras 31 e 32), e um grande numero de genes relacionados com resisténcia a drogas
(principalmente genes mdlt), adaptagdo a condi¢cdes ambientais atipicas (principalmente proteinas
relacionadas a choque térmico) e destoxificagdo celular (como glutationina S-transferase,
proteinas de resisténcia ao cobre, proteinas de resisténcia a acido fusarico e acriflavina, alquil
hidroperoxido redutase e superoxido dismutase) (Tabela 8).

Detectou-se no cromossomo do G. diazotrophicus PALS, a presenga de um grupo de genes
nif-fix composto por 19 genes (15 genes nif e 4 fix) (Figura 34), localizado nas seqiiéncias
codantes entre os nucleotideos 432227 e 455262 do contig 5 (montagem de dezembro de 2006;
Figura 30). Este operom apresenta os genes nifABZTHDKENXQUSVW e fixABCX (Figura 34), e

as respectivas seqliéncias destes genes apresentam maiores similaridades com seqiiéncias do



plasmideo de simbiose do Rhizobium sp. (cepa NGR234) (Freiberg et al., 1997) e seqiiéncias
cromossOmicas do Bradyrhizobium japonicum USDA110 (Kaneko et al., 2002). Quando
comparado a organizagdo génica deste grupo de genes nas trés espécies, observou-se grande
similaridade entre os genes nifHDKENX (responsaveis pela biossintese da nitrogenase) de G.
diazotrophicus PALS e Rhizobium sp. (cepa NGR234), o que sugere a possibilidade do G.
diazotrophicus PALS ter adquirido estes genes relacionados ao processo de FBN, através de
mecanismos de transferéncia horizontal de genes entre estas a-proteobactérias.

Neste genoma foi observado um grande ntimero de genes com fungdes desconhecidas
(1802 genes; 49,2% do genoma), sendo classificados como genes de proteinas hipotéticas, pois
ndo apresentam homologia com seqiiéncias depositadas nos bancos de dados. Este percentual
corrobora com a literatura, pois nos mais variados genomas, 35 a 55% das seqiiéncias geralmente
recebem esta classificagdo (Schawartz, 2000; Capela et al., 2001; Thieme et al., 2005), e
especula-se que quando as fungdes deste grande grupo de genes comegarem a serem exploradas,
novas vias metabolicas serdo descobertas, e provavelmente causardo impactos importantes para a
mais variadas areas, incluindo a medicina e a biotecnologia (Fraser, Eisen & Salzberg, 2000).

Através da analise das 1802 proteinas (49,2% do genoma) classificadas como proteinas
hipotéticas (Tabela 9; Figura 22), considerando-se a presen¢a de dominios protéicos conservados
(PFAM) ¢ e-values inferiores a 10~ (Blastp), verificou-se que 687 (18,8% do genoma) foram
inclusas em outras categorias funcionais, 447 (12,2% do genoma) foram classificadas como
proteinas hipotéticas conservadas, e 668 proteinas (18,2% do genoma) continuaram a serem
classificadas como proteinas hipotéticas do G. diazotrophicus PALS. Entretanto, convém enfatizar
que a comparagao de seqiiéncias € a ferramenta mais prevalente para predicao de fungdes de uma

proteina, entretanto deve ser considerada apenas como uma primeira fase para elucidacdo da



funcdo de uma proteina, tendo em mente que o trabalho experimental ¢ necessario para validar
estas predicdes de funcdes (Downs & Escalante-Semerena, 2000).

Em vista dos fatos expostos acima, os projetos de seqiienciamento gendmico, de uma forma
geral, abrem inumeras possibilidades para novos desafios cientificos. Entre eles, destacam-se os
projetos genoma funcional e genoma estrutural (Lemos, 2004). No caso de projetos genomas
funcionais bacterianos, seus principais objetivos residem no entendimento sobre a interagdo de
uma bactéria com seus hospedeiros (Feezor et al., 2005; Shelburne et al., 2005; Virtaneva et al.,
2005), assim como na realizagdo de estudos de genomica estrutural de ORFs que apresentam
fungdes desconhecidas, e baixa ou nenhuma similaridade de seqiiéncia com outros
microrganismos, pois estas ORFs podem revelar a presenga de vias metabolicas especificas do
organismo estudado (Shelburne et al., 2005). Além disso pode-se realizar gendmica comparativa
entre diferentes estirpes de um determinado microrganismo, visando entender sua predilegdao por
determinados ambientes ou hospedeiros, sua biodiversidade genética, organizagdo génica e
mecanismos de interagdo com o hospedeiro e outros microrganismos (Kao et al., 2004; Feezor et
al., 2005; Guimil et al., 2005; Hickman, Tifrea & Harwood, 2005; Shelburne et al., 2005;
Virtaneva et al., 2005).

Em relagdo aos projetos proteomas bacterianos, seus principais objetivos consistem em
entender qual ¢ o conjunto de proteinas expressas a partir de um determinado genoma, em
condi¢des normais, de patogénese, ou quando submetidos a diferentes condi¢cdes ambientais e/ou
de estresse (Cordwell, Nouwens & Walsh, 2001; Huang, Triche & Jong, 2002; Rosen & Ron,

2002; Nouwens, Walsh & Cordwell, 2003).



6 — CONCLUSOES

1 — A utilizacdo das endonuclease de restricdo de raro corte /-Ceul, Pacl e Swal, para
realizacdo de digestdes simples e duplas do cromossomo do G. diazotrophicus PALS e
subseqiiente realizacdo da metodologia de PFGE, demonstrou-se eficaz na determinagdo do

tamanho e morfologia do cromossomo deste endofito.

2 — A utilizacdo de experimentos de hibridizacdo utilizando sondas radioativas de DNA,
para deteccao de genes de cOpia unica e genes ribossomais, nos fragmentos de DNA gerados pela
metodologia de PFGE, propiciou o alinhamento de 45 fragmentos de DNA oriundos de 6
diferentes perfis de PFGE, no mapa fisico do cromossomo do G. diazotrophicus PALS, assim
como na determinagdo do numero e ordem dos genes ribossomais, e posicionamento de

marcadores moleculares neste cromossomo.

3 — A estratégia de selecdo de genes de copia unica, presentes em grandes contigs gerados
pelo Projeto Riogene, e subseqiiente producdao de sondas radioativas de DNA destes genes, que
foram hibridizadas contra membranas de PFGE, geradas a partir de digestdes simples e duplas do
cromossomo do G. diazotrophicus PALS, auxiliou na determinagdo do posicionamento de
marcadores moleculares neste cromossomo, e conseqiientemente, favoreceu o alinhamento de 16
contigs no mapa fisico do cromossomo deste endéfito (Montagem de maio de 2006), o que
possibilitou a geracdo de grandes scaffolds, durante a fase de finalizacdo deste projeto de

seqiienciamento gendomico.



4 — A utilizacdo dos dados de mapeamento fisico e genético do cromossomo do G.
diazotrophicus PALS, foi de suma importancia na fase de finalizacdo do seqilienciamento
genomico deste microrganismo, executado pela metodologia de shotgun, pois através do
alinhamento de 16 contigs (97,6% da cobertura do genoma; Montagem de maio de 2006), houve
uma reduc¢do do nimero de experimentos de PCR combinatdrios, utilizados para obtengdo da

seqiliéncia genomica completa deste endofito.

5 — Através do alinhamento dos 6 contigs gerados na montagem de dezembro de 2006, em
relacdo aos 16 contigs gerados na montagem de maio de 2006 , os quais foram alinhados no mapa
fisico do cromossomo do G. diazotrophicus PALS, foi possivel confirmar o alinhamento e/ou
realinhar todos os contigs pertencentes ao cromossomo deste endofito, pois estes contigs tiveram

os seus buracos genomicos fechados pela metodologia de PCR combinatorio.

6 — Os dados de anotagdo do genoma do G. diazotrophicus PALS, realizado no sistema
Bionotes pelos membros integrantes do Projeto Riogene, reforgam a hipotese de que dois contigs
obtidos neste projeto de seqiienciamento gendmico sejam plasmideos, com tamanhos estimados
em 38,8 e 16,6 Kb, respectivamente, pois foi observada uma alta qualidade de montagem destas
seqiiéncias, além do fato de terem sido obtidas a partir da montagem de seqiiéncias de clones
oriundos de diferentes bibliotecas gendmicas e apresentarem genes compativeis com diversos

plasmideos descritos na literatura.

7 — A partir do mapeamento fisico do cromossomo do G. diazotrophicus PALS utilizando

cromossomos artificiais bacterianos (BACs), foi possivel confirmar o numero de operons



ribossomais presentes neste genoma, e realizar a ordenacdo e orientagdo de 7 contigs gerados na
montagem de novembro de 2004, o que forneceu subsidios para a montagem do maior contig

gerado neste projeto de sequenciamento gendmico.

8 — Na categoria funcional metabolismo energético, foi observado que o G. diazotrophicus
PALS, apresenta a via das pentoses-fosfato como principal via metabolica operante no
catabolismo de glicose 6-fosfato, pois este endofito ndo possui genes relacionados com producao
das enzimas fosfoglicoisomerase e fosfofrutoquinase (fase preparatoria da via glicolitica), e 6-
fosfogliconato desidratase e 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogliconato aldolase (via de fermentacdo Entner-

DoudorofY).

9 — A presenca de grande numero de genes relacionados a categoria funcional
patogenicidade/adaptacao/chaperoninas (3,9% do genoma, 143 genes), em especial genes
relacionados com quimiotaxia, motilidade celular, resisténcia a drogas, adaptagdo a condig¢des
ambientais atipicas, destoxificagdo celular e producdo de bacteriocina, ajuda a explicar a
capacidade do G. diazotrophicus PALS5, em realizar associagdes benéficas com diversos
hospedeiros vegetais e sugerem que este endofito seja capaz de responder a uma enorme
variedade de flutuagdes ambientais, especialmente em competigdes intra e inter-especificas com

microrganismos fitopatogénicos, rizosféricos e endofiticos

10 — O fato dos 19 genes inclusos no grupo de genes nif-fix do G. diazotrophicus PALS
apresentarem maiores similaridades em relacdo a genes presentes no plasmideo de simbiose do

Rhizobium sp. (cepa NGR234) e cromossomo do Bradyrhizobium japonicum USDA110, além do



fato destes trés microrganismos apresentarem uma organiza¢do similar dos genes nifDKENX,
sugerem a possibilidade do G. diazotrophicus PALS ter adquirido estes genes relacionados ao

processo de FBN, por meio de mecanismos de transferéncia horizontal de genes.

11 — No genoma do G. diazotrophicus PALS foi observado um grande numero de genes
(49,2% do genoma; 1802 genes), que ndo puderam ter as suas fungdes preditas e foram
classificados como genes de proteinas hipotéticas (tiveram alinhamentos com valores de e-value
superiores a 107). A exploracio dos dados relativos a estes genes, pode levar a descoberta de

novas vias metabolicas intrinsecas deste endofito.
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Abstract: A macrorestriction map of the Gluconacetobacter diazotrophicus PALS, an important
nitrogen-fixing endophyte of several plants such as sugarcane, coffee, sweet potato and pineapple,
was constructed using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and DNA hybridization. For PFGE
analysis, single and double digestions of the chromosome were carried out with /-Ceul, Swal and
Pacl restriction enzymes. The resulting DNA fragments were positioned into physical map, using
combinatory analysis of hybridization results, restriction enzymes sites position and DNA
fragments length. G. diazotrophicus has 4 rrn operons into a circular chromosome, with estimated
length of 4,240 Kb + 41.6 Kb. The hybridization results allow the positioning of 42 genetic
markers on chromosome (39 single copy and 3 repeated elements), as well as the detection of 1
rrn operon with inverted orientation.

Key words: Gluconacetobacter diazotrophicus; PFGE; physical map; genetic map; r7n operons.



Introduction

Gluconacetobacter diazotrophicus is a nitrogen-fixing acetic acid a-proteobacterium,
found in endophytic association with several sugarcane cultivars, especially in agricultural areas
where nitrogen fertilizer input is low (Gillis et al. 1989; Reis et al. 1994; Fuentes-Ramirez et al.
1999; Fischer and Newton 2005). Besides sugarcane, it has been detected into other plant species
such as Cameroon grass (Pennisetum purpureum), sweet potato ([pomoea batatas) (Ddbereiner et
al. 1988), coffee (Coffea arabica), the grass Eleusine coracana and pineapple (Ananas comosus)
(Santos et al. 2001; Mundz-Rojas et al. 2005). The ability to colonize a number of families such
as Poaceae, Convolvulaceae, Rubiaceae and Bromeliaceae suggests that G. diazotrophicus
possibly has the potential to benefit different plant hosts (Ddbereiner et al. 1988; Reis et al. 1994;
Santos et al. 2001; Mundz-Rojas et al. 2005).

G. diazotrophicus biotechnological potential is emphasized by the demonstration that up to
60% of the nitrogen can be acquired through biological nitrogen fixation in some sugarcane
varieties (Urquiaga et al. 1992; Baldani et al. 1997; Baldani and Baldani 2005), and the ability to
promote plant growth by means of phyto-hormone production, such as auxins and gibberellin
(Muthukumarasamy et al. 2002; Munoz-Rojas and Caballero-Mellado 2003; Lee et al. 2004;
Muthukumarasamy et al. 2006). Furthermore, a potential biological control role has been
attributed to G. diazotrophicus, due to its antagonistic activity against Xanthomonas albilineans,
as a result of the production of a bacteriocin (Pifion et al. 2002; Blanco et al. 2005), and against
Colletotrichum falcatum, possibly because of its ability to ferment sugars and reduce medium at
pH below 3.0 (Muthukumarasamy et al. 2000).

G. diazotrophicus is able to fix nitrogen and grow at high sucrose concentration (30%) and

low pH (3.0). However, the nitrogenase activity is partially inhibited by NH," at high sucrose



concentrations, though is not affected by high concentration of NO3™ (25mM) (Baldani et al. 1997;
Reis and Dobereiner 1998; Fischer and Newton 2005). The persistence of nitrogen fixation in the
presence of nitrate is an additional benefit, because G. diazotrophicus could be used as agro-
stimulant even in cultivars previously treated with nitrate fertilizers.

Physical maps are considered powerful tools for localization and isolation of genes,
studying the organization of genomes, and as a preliminary step for efficient sequencing (Heber et
al. 2000). Additionally, physical maps generated by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) of
large DNA fragments, followed by hybridization and fingerprinting methods, is an alternative to
assess the genome organization in organisms for which the complete genome sequence is not
available (Majunder et al. 1996; Marcone and Seemiiller 2001). Macrorestriction mapping has
been applied to the examination of bacterial genome structures and topology for many years
(Weinel et al. 2001). Currently, physical mapping strategies have been further developed to verify
and accelerate the assembly, in the gap closure phase of microbial genome shotgun-sequencing
projects, acting as quality control of sequence and contig assemblies (Chan and Goodwin 1999;
Shimizu et al. 2001; Weinel et al. 2001).

Here, we describe the PFGE-based analysis of the G. diazotrophicus PALS chromosome,
and subsequent construction of a physical and genetic map, reporting the genome size, number
and orientation of the rRNA (7#n) operons. Moreover, hybridization results of DNA probes
against macrorestriction DNA fragments enabled the location of 42 genetic markers on this
chromosome, representing a first demonstration of the genomic organization of this important

endophyte.



Material and methods
Bacterial strains and growth conditions

G. diazotrophicus PALS strain (ATCC49037; BR11281) was cultured in Dygs broth
(glucose 2.0 g, peptone 1.5 g, yeast extract 2.0 g, K,HPO4 0.5 g, MgSO4.7H,0 0.5 g, glutamic
acid 1.5 g per liter) pH 6.0, in a gyratory shaker at 30 °C and 200 rpm during approximately 40 h,
to obtain a culture with 1.3 optical density (ODggo). Additionally, we performed control cultures in
Agar Dygs plates (Dygs broth supplemented with 1.5% bacteriologic agar) at 30 °C during 48 h,
from each culture used for DNA extraction, to confirm the culture purity. The stock strain is
maintained frozen at —70 °C in Dygs broth supplemented with 20% glycerol.

Escherichia coli clones from shotgun library were grown in Luria-Bertani (LB) broth
(yeast extract 5 g, tryptone 10 g, NaCl 10 g per liter) pH 7.0, supplemented with 100 ng/mL of
ampicillin, in a gyratory shaker at 37 °C and 200 rpm during 24 h. The shotgun library are
maintained frozen at —70 °C, in 96 well plates with 150 pl of LB broth supplemented with 100

pug/mL of ampicillin and 20% glycerol per well.

Preparation of high molecular weight genomic DNA

Genomic DNA was prepared from 1 mL of G. diazotrophicus PALS cultures, in
logarithmic phase of growth (ODggo 1.3). Briefly, cells were suspended in 25 ul of EDTA 50 mM
(pH 8.0) buffer, and 10 ul of lysozyme (10 mg/mL), 190 ul of lysis solution (6 mM Tris-HCI] —
pH 7.5, 100 mM EDTA — pH 7.5, 1 M NaCl, 0.5% Brij58, 0.2% Deoxycholate, 0.5% Sarkosyl),
and 225 pl of 2% low-melting-point agarose at 50 °C were added. This mix was gently

homogenized and molten in blocks form. The blocks were suspended in 5 mL of lysis solution



supplemented with 20 pg/mL of Rnase A, and incubated at 37 °C for 16 h with gentle shaking.
After the incubation period, the lysis solution was replaced by 5 mL of a solution containing 0.4
M EDTA (pH 9.3), 1% sarkosyl, and 1 mg/mL of proteinase K, and incubation continued for 24 h
at 50 °C. The agarose blocks were treated with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and
washed four times for 30 min each in 5 mL of CHEF-TE (100 mM Tris-HCI1 pH 7.5; 100 mM

EDTA pH 7.5). The blocks were stored in 5 mL of 70% ethanol at 4 °C for several months.

Restriction digestions
The rare cut restriction enzymes used in this study were [-Ceul, Pacl and Swal (New

England Biolabs, Ontario, Canada). The agarose blocks containing the genomic DNA were sliced
in 4 pieces, and immersed into 1x restriction buffer supplied by the manufacturer and incubated at
4 °C. After 1 hour, the buffer was removed and 100 pl of fresh 1x buffer, containing 10 pg of
bovine serum albumin (BSA) and 10 U of the enzyme were added, and incubated in the
appropriate temperatures, according to the manufacturer’s recommendations during 6 h. In double
digestions, after the incubation period, the restriction buffers were discarded, and the sliced blocks
were washed once with CHEF-TE during 1 h at 4 °C, before of the second digestions in the proper

buffers.

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and Southern blotting

Electrophoresis was carried out in the Gene Navigator PFGE system (GE-Amersham
Biosciences, Baie d'Urfe, Canada) with contour-clamped homogeneous field (CHEF). The
electrophoresis parameters such as agarose concentration, buffers, pulse times, running voltage

and buffer temperature varied, depending on the required experimental conditions, for detection of



the DNA fragments in different length ranges (see legends of the figure 1A-C). Yeast
chromosome PFGE marker (225 to1900 Kb), Lambda ladder PFGE marker (50 to 1000 Kb) and
Lambda low range marker (0.13 to 194 Kb) from New England Biolabs, were used as size
standards. The gels were stained with ethidium bromide and photographed. The DNA fragments
length was estimated by the mean of length values, attributed to the fragments in 10 different gels,
using the results generated by the Fragment Analysis Software (GE-Amershan Biosciences). For
southern blot, the gels were depurined, denatured, neutralized and blotted to nylon membranes

(Hybond+ from GE-Amershan Biosciences) (Sambrook and Russell 2001).

DNA library and sequencing

G. diazotrophicus PALS was cultivated as described above, and genomic DNA was
isolated according to standard protocol (Sambrook and Russell 2001). One DNA library with
average insert sizes of 1 Kb were generated from sonified genomic DNA. These DNA fragments
were gel excised, concentrated, end-repaired, cloned into pUC18 vector at the Smal site and
electroporated into Escherichia coli DH10B (Invitrogen, California, USA). Out of this DNA
library, a total of 3,456 clones were double-end sequenced twice in MegaBACE 4000 automated

DNA sequencer (GE-Amershan Biosciences).

Selection of clones containing rRNA and single copy genes

The double-end sequencing reactions generated 6,501 DNA sequences which were aligned
against non-redundant NCBI database, using the basic local alignment search tool (BLAST) for
selection of clones used for DNA probes construction. Clones with inserts containing potential

single copy genes of G. diazotrophicus PALS were chosen for hybridization: 1) their sequences



should be unique in the library 2) their sequences should not show high identity with sequences
from others proteins of the same family; 3) their sequences should show homology to published
single copy genes. Clones with inserts containing rRNA genes were selected. The sequences of
the used clones for DNA probes construction are available under GenBank accession numbers

EF508271 - EF508312.

DNA probe construction

Selected clones from the shotgun library were cultured in LB broth as described above,
and plasmid DNA was prepared by the rapid alkaline lysis method (Sambrook and Russell 2001).
These plasmids were submitted to PCR amplification, in 50 pl reaction volume containing 50 to
100 ng of DNA, 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 50 pmol of each primer
(universal M13 forward and reverse primers) and 2.5 U 7ag polymerase (Promega, Madison,
USA), using the following cycling conditions: an initial denaturation at 95°C for 5 min, followed
by 35 cycles with a profile of 1 min at 95 °C (denaturation), 30 s at 50 °C (annealing) and 2 min at
72 °C (extension), followed by a final extension for 5 min at 72 °C. The PCR products were
purified by gel excision, and resequenced to confirm the identity. PCR products were labeled by
random prime reactions with [a->"P]dCTP, except the 5S rRNA probe that was labeled with [y-

2P]dATP through radioactive PCR (Sambrook and Russell 2001).

Southern hybridization
Hybridizations were carried out at 42 °C in the following solution: 50% formamide, 0.5%
SDS, 6x SSC, 5x Dendhardt’s solution and 100 pg of DNA calf thymus during 24 h. The

membranes were then washed under variable conditions, depending on the desired stringency,



dried and exposed into a cassette with a storage phosphor screen during 48 h. After exposure, the
screen was scanned with Storm software (GE-Amershan Biosciences) for documentation of the
hybridization results. Following, the processed images were compared with the pictures of the
gels used in each experiment. All hybridization experiments were realized at least twice to verify

the reproducibility of the results.

Results

The DNA fragments generated in each restriction profile were named according to the
restriction enzymes that created them (C, P, S, CP, CS or PS), followed by a sequential number
according to the decreasing size. In the double digestions, when a given fragment was not
digested by a second restriction enzyme, this fragment received the same nomenclature of the
single digestion (table 1). Under different electrophoresis conditions, the undigested genomic
DNA of G. diazotrophicus PALS did not entry into the gels, suggesting that is a circular structure
(data not shown).

Genomic DNA was digested by single and double digestions, which generated 6 different
fingerprinting profiles. The single digestions consisted of digestions with the restriction enzymes
I-Ceul, Pacl and Swal, generating profiles identified as C, P and S, respectively. The double
digestions consisted of digestions with the following restriction enzymes combinations: /-Ceul
plus Pacl, I-Ceul plus Swal and Pacl plus Swal, generating profiles identified as CP, CS and PS,
respectively (table 1).

The PFGE profiles generated by single digestions revealed 4 to 6 different DNA
fragments, with length ranging from 130 to 1634 Kb, while those of the double digestions have

shown 9 to 11 DNA fragments, with length varying from 20 to 1357 Kb. The G. diazotrophicus



PALS chromosome size was estimated in 4,240 Kb + 41.6 Kb, through the mean from the
estimated genome sizes of all PFGE profiles, generated with single and double digestions, and
these values ranged from 4,197 Kb to 4,300 Kb (table 1).

For separation of all detectable DNA fragments, the PFGE gels were run at 3 different
electrophoresis programs (figure 1A-C). However, the gels produced under electrophoresis
condition of the figure 1A, were considered the most representative, because the PFGE profiles
exhibit all detectable DNA fragments. In the others 2 electrophoresis conditions used (figure 1B-
C), DNA fragments with length between 2 and 70 Kb were not detected. In addition, under the
PFGE conditions employed in figure 1B, some bands classified in this work as doublets, i.e. bands
P4 and PS5, bands S5 and S6 were separated, confirming their existence. Electrophoresis
procedures performed for detection of larger DNA fragments did not detect any additional bands
(data not shown).

Table 1 shows the number and estimated length of 45 DNA fragments, generated by single
and double digestions of the G. diazotrophicus PALS chromosome. Among these, 2 fragments
designated CP6 and PS6 (from CP and PS double digestions, respectively), were not detected in
any experiment conducted in this study. By other hand, considering the number of DNA
fragments observed in single digestions, the expected number of DNA fragments in double
digestions, the length sum of the detected DNA fragments in PFGE profiles CP and PS, and the
estimated length of G. diazotrophicus PALS chromosome, our results suggest the existence of
these DNA fragments and estimate that its present length smaller than 20 Kb. The fact of the CP6
and PS6 fragments were not be observed on PFGE gels, suggest the diffusion of these fragments

from blocks during preparations.



The intron-encoded restriction endonuclease I-Ceul, which recognizes a highly conserved
26 bp sequence into the large 23S rRNA subunit, cleaved G. diazotrophicus chromosome in four
fragments, suggesting the existence of 4 rrn operons (PFGE profile C in figure 1A; table 1). To
confirm this hypothesis, we made hybridizations with DNA probes of the 16S (#rs), 23S (rrl) and
5S (rrf) TRNA genes (table 2), that generally are arranged in this sequential orientation on
bacterial genomes. Therefore, we expected 4 DNA fragments hybridized in the PFGE profile C,
for each radioactive probe used. However, our results showed that only 3 DNA fragments
hybridized in this profile for these probes (figure 2A; table 3).

The rrs and rrl probes hybridized with the fragments C2, C3 and C4, while the r7f probe
hybridized with the fragments Cl, C2 and C3 (figure 2A; table 3), confirming that the G.
diazotrophicus PALS chromosome is circular and has an inverted orientation of 1 7rn operon,
located between the fragments C4 and C1, based on the strong signal of the C4 fragment obtained
in hybridization with rrs and rr/ probes, and absence of signal for the C1 fragment, while with the
rrfprobe occurs the opposite.

Based on the hybridization results (table 3) generated with single copy gene probes (table
2), we verified overlaps between individual DNA fragments from the six different PFGE profiles
of the chromosomal DNA, because these probes showed unequivocal hybridizations with one
fragment into each profile. An example of this approach is shown in figure 2B, where the nif4
probe was hybridized and shows overlap between the DNA fragments C3, P4 and S3 contained in
these profiles (table 3). Likewise, all hybridization results were analyzed and annotated, making
possible the detection of 12 gene clusters that showed different hybridization profiles (table 3),
indicating proximity of genes located on the same cluster. Furthermore, these data were used to

determine the molecular markers positioning on this bacterial chromosome.



All restriction fragments conferred hybridization signals, with at least one of the 42 DNA
probes, except fragments CP6 and PS6 that probably diffused from blocks during PFGE
preparations, and fragments P5 and S6 because we could not selected from our DNA library
probes that gave hybridization signals with these fragments. However, those 4 DNA fragments
that were not detected by hybridization were assembled into the physical map by combinatory
analysis of DNA fragment length and restriction site position of the restriction enzyme which
generated them.

The DNA fragments P1 and P2 (PFGE profile P from figure 1A; table 1), CS2 and S3
(PFGE profile CS from figure 1A; table 1), PS1 and PS2, PS4 and PS5 (PFGE profile PS from
figure 1A; table 1) were undistinguishable one from other on PFGE gels. However, the
hybridization results with single copy genes probes showed that the bands P2, CS2, PS2 and PS5
were doublets, that exhibited overlaps with different individual fragments included in others
PFGE profiles, and consequently gave hybridization signals with genes probes located in different
gene clusters (table 3)

Considering the overlaps between the majority of DNA fragments from different PFGE
profiles, rrn genes hybridization results (table 3), DNA fragments length, existence of doublets in
PFGE profiles (table 1) and location of restriction enzymes sites, 45 DNA fragments from six
different PFGE profiles, were ordered into physical map of the G. diazotrophicus PALS
chromosome (figure 3), using a reduced number of radioactive probes, and avoiding the use of
partial digestions of the chromosome, two-dimensional PFGE and linking clones. In total, the
hybridizations allowed 42 genetic markers to be allocated into the G. diazotrophicus PALS

physical map (figure 3).



Discussion

Because the G. diazotrophicus PALS genome has a high GC content (66.4%), the
restriction enzymes Pacl and Swal were chosen to obtain the DNA fragments used to construct
the physical map described here. The aim of this strategy was generate a low number of DNA
fragments, easily manageable by PFGE methodology. Additionally, these rare-cutting restriction
enzymes were related by other authors that mapped GC rich chromosomes as suitable enzymes to
construct macrorestriction physical maps of bacterial chromosomes because they cleave these
chromosomes into a small number of large DNA fragments (Ramos-Diaz and Ramos 1998;
Widjaja et al. 1999; Llamas et al. 2002).

In addition, with the purpose of determinate the number, position and orientation of rrn
operons, following the strategy previously suggested for precise location of the rr/ genes on
chromosomes (Ramos-Diaz and Ramos 1998; Widjaja et al. 1999; Melkerson-Watson et al. 2000;
Z¢-7¢ et al. 2000; Dudez et al. 2002; El-Osta et al. 2002), we used an intron-encoded restriction
endonuclease /-Ceul, that recognizes a highly conserved 26 bp restriction site into r7/ gene.

Among the 45 DNA fragments generated in single and double digestions, only the
fragments named as CP6 and PS6 (table 1) were not detected in any experiment, but the results
suggest that these predicted DNA fragments probably diffused of the blocks during preparations.
This argument is supported by related results from other studies that observed diffusion of smaller
DNA fragments from agarose blocks during preparations, or low fluorescence signals in staining
procedures (Romling et al. 1989; Chan and Goodwin 1999; Melkerson-Watson et al. 2000).

Physical methods provided direct measurements of genome content for various
microorganisms (Ramos-Diaz and Ramos 1998; Z¢-Z¢ et al. 2000; Blank and Stemke 2000;

Marcone and Seemiiller 2001; Oana et al. 2002). In this study, the G. diazotrophicus PALS



genome size was estimated in 4,240 Kb + 41.6 Kb. In addition, results based on hybridization
using the rrn genes demonstrated that G. diazotrophicus has four rrn operons in a circular
chromosome, and one rrn operon is an inverted orientation in relation to others. These results are
in agreement with several authors that used this strategy to confirm the number, location and
inversions of rrn operons (Ramos-Diaz and Ramos 1998; Blank and Stemke 2000; Padovan et al.
2000; Zé-Z¢ et al. 2000; El-Osta et al. 2002; Oana et al. 2002).

The use of single copy gene probes (table 2), permitted the detection of 12 gene clusters,
that showed different hybridization profiles and revealed hybridization signals with the majority
of DNA fragments (except fragments PS5, S6, CP6 and PS6)(table 3), and together with the rrn
genes hybridization data, DNA fragments length and restriction sites position, allowed the
assembly of the G. diazotrophicus PALS chromosome physical map, as well as the positioning of
molecular markers on its structure. Similar strategy was used for construction of a physical and
genetic map of the Cowdria ruminantium chromosome (Villiers et al. 2000).

Among 42 genetic markers allocated into the G. diazotrophicus PALS physical map
(Figure 3), some genes such as mcpA, nifA and IsdA, are present in several genomes as part of
operons, suggesting the presence of related genes in their neighborhood. Additionally, the hemE
and hemH genes, which are considered strategic markers, because in some bacterial genomes are
described as flanking genes of the replication origin (oriC) (Capela et al. 2001; Kaneko et al.
2002), were mapped. Consequently, in the G. diazotrophicus PALS physical map (Figure 3), the
fragment C4 was allocated in position zero, because this is the smaller DNA fragment that
hybridized with the hemE and hemH probes.

The hybridization results described here in this paper are being used by the Riogene

Genomic Sequencing Consortium (http://www.riogene.lncc.br) to help obtain the genomic




sequence of G. diazotrophicus PALS. This approach is in agreement with previous studies (Lai et
al. 1999; Blank and Stemke 2000; Weinel et al. 2001), which considered PFGE-based physical
maps as an efficient tool, for quality control of sequence assembly generated from shotgun
sequencing data, once this strategy allows the detection of possible misassembles within sequence
contigs or contig scaffolds, and helps the re-ordering of an assembly, especially in the flanking
regions of 7rn genes.

The main contribution of this work resides on the fact that little was known on genetic
organization of G. diazotrophicus PALS, an important endophytic nitrogen-fixing microorganism,
isolated from crops of tropical and subtropical regions, in association with different plant hosts.
The data presented here is a first step to understand its genomic organization and will contribute

for elucidation of the complete genome sequence of this microorganism.
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Table 1. Number and estimated length of the DNA fragments generated by single and double

digestions of the Gluconacetobacter diazotrophicus PALS chromosome.

Single Digestions Double Digestions
Ll Pacl Sl Ll f Pacl I Ceul [ Swal Pacl [ Swal

Fragrnent WMWY Fragment LIWE Fragrment DIWS  Fragment DMWY Fragment LIWS  Fragment — WIWS
(Kbl (b L (Kb (Kb (Eh)

1 1400 F1 1571 21 1634 Pl 1357 351 1052 P51 1024
2 1235 F2 = 1400* =2 1152 4 B25 53 620 ps2 1066*

3 lai) F3 97 33 620 CF2 576 C52 = 6z0* 54 469

4 a3 P4 200 34 447 CF3 508 4 g25 P53 350

- - P35 = 200* 55 142 CP4 393 a4 448 P4 283
- - - - S8 130 CP5 332 C53 260 Pss =225t

- - - - - - P4 200 C54 152 P4 200
- - - - - - B5 = 200° 26 130 P35 = 200°

- - - - - - CPd =301 C35 B0 35 142

- - - - - - - - 56 70 S8 130

- - - - - - - - - - Paé =20t
TOTALY 4235 = 4300 4205 o 4251 = 4197 = 4281




" These bands are doublets.

" Predicted fragment by chromosome digestion and alignment of larger DNA fragments, but not
observed in PFGE gels.

! The mean of the sums of the restriction fragments generated from single and double digestions
of the G. diazotrophicus PALS chromosome was 4,240 Kb with standard deviation of 41.6 Kb.

YMW, molecular weight.



Table 2. Description of the r#n and single copy gene probes used for construction of the Gluconacetobacter

diazotrophicus PALS chromosome physical map.

Gene* Function of the sequence’ Source of similar sequence* Probability®
acoC  Dihydrolipoamide acetyltransferase Pseudomonas fluorescens Pf-5 Se-86
araE  Sugar-proton symporter Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 9e-20
araJ  Arabinose efflux permease Magnetospirillum magnetotacticum MS-1 Te-14
clpP  ATP dependent Clp protease proteolytic subunit 2 Gluconobacter oxydans 621H le-88

csp Cold shock protein Gluconobacter oxydans 621H Se-24
dhbF  Nonribosomal peptide synthetase DhbF Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043 3e-68
dnaE  DNA polymerase III, alpha chain Gluconobacter oxydans 621H Se-131
feuA Ferrichrome receptor FcuA Gluconobacter oxydans 621H 5e-89
fumC  Fumarate hydratase class II Rhodopseudomonas palustris CGA009 le-55
gltB Glutamate synthase (NADPH) large chain Acidiphilium cryptum JF-5 Se-120
gntP Gluconate transporter permease Gluconobacter oxydans 621H 8e-111
hemE  Uroporphyrinogen III decarboxylase Gluconobacter oxydans 621H 3e-109
hemH  Ferrochelatase Acidiphilium cryptum JF-5 6e-51
hlyD Secretion protein HlyD Ralstonia eutropha JMP134 le-36
hutH  Histidine ammonia-lyase (Histidase) protein Gluconobacter oxydans 621H 6e-64
ilvD Dihydroxy-acid dehydratase Gluconobacter oxydans 621H 2e-92
kdpC  Potassium-transporting ATPase C chain Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 3e-57
kup Potassium uptake protein Bradyrhizobium sp. BTAil 6e-69
lhr Superfamily II helicase and inactivated derivatives Burkholderia dolosa AUO158 6e-22
lig3 ATP-dependent DNA ligase Rhizobium sp. NGR234 2e-107
IsdA Levansucrase precursor Gluconacetobacter diazotrophicus 3e-24
mcpA  Methyl-accepting chemotaxis protein Rhodospirillum centenum 9e-60
metE 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine methyltransferase Caulobacter crescentus CB15 le-111
mex]  Multidrug efflux RND transporter Pseudomonas entomophila L48 2e-98
mfs Multidrug efflux MFS membrane fusion protein Acinetobacter baumannii ATCC 17978 Te-42
mgtA  Mg2+-importing ATPase Bradyrhizobium japonicum USDA 110 DNA 2e-59
nifA Mo/Fe nitrogenase specific transcriptional regulator Gluconacetobacter diazotrophicus le-133
nuoG ~ NADH dehydrogenase gamma subunit Nitrosococcus oceani ATCC 19707 Se-41
pdhA  Pyruvate dehydrogenase E1 component alpha Gluconobacter oxydans 621H le-73
pepC  Phosphoenolpyruvate carboxylase Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 3e-132




Table 2. (continued)

Gene* Function of the sequence’ Source of similar sequence® Probability®
pilT PilT protein-like, outer membrane heme receptor Serratia proteamaculans 568 6e-11
pyrB Aspartate carbamoyltransferase Gluconobacter oxydans 621H 1e-98

rrf 5S ribosomal RNA gene Bartonella henselae strain Houston-1 2e-36

rrl 23S ribosomal RNA gene Acetobacter intermedius 0.0

rrs 16S ribosomal RNA gene Gluconacetobacter diazotrophicus 0.0
sucD  Succinyl-CoA synthetase, alpha subunit Ralstonia metallidurans CH34 le-56
trpA Inner membrane transport protein of toluene-induced toluene exclusion pump Serratia proteamaculans 568 4e-16
ubiE SAM-dependent methyltransferase Mesorhizobium sp. BNC1 4e-50
xdhA Xanthine dehydrogenase XdhA protein Gluconobacter oxydans 621H Se-150
xseA Exodeoxyribonuclease VII large subunit Gluconobacter oxydans 621H 8e-42
xylF D-xylose ABC transporter, periplasmic-D xylose binding protein Pseudomonas syringae pv. tomato str.DC3000 7e-71
znt4 Cation transport P-type ATPase Sinorhizobium meliloti 6e-58




" Names of the genes that were used for probes construction.
" Function of the sequences used for probes construction.

* Microorganisms that present best alignment score of its sequence against NCBI data bank using blastn

tool.

¥ e-value score observed in alignment of the probe sequence against NCBI data bank using blastn tool.
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" Gene clusters that present the same hybridization profile.
" Name of the genes used for probes construction (see table 2)

*Single and double digestions generated from G. diazotrophicus PAL5 chromosome (see table 1)



A B C

Y CP S CPCSPSY 1 C P SCPCSPS1 1CP SCPCSPSA
Eb Eb Eb
1,900 + 1 640 -
1,120 +1,100 T 231
5820
3;‘; 533.5
et 042
815 - :
783 g
745 S 3220 6.55
G20 . - 3305
611 b N ;1 436
- = BN
2l e - BT
375 - =
295 LT 1455
225 aw
Y ' I 97.0 232
- »
42 5 203




Figure 1. PFGE profiles of Gluconacetobacter diazotrophicus PALS genomic DNA observed in 3
different electrophoresis conditions. PFGE profiles generated from single or double digestions: C
(I-Ceul), P (Pacl), S (Swal), CP (I-Ceul plus Pacl),CS (I-Ceul plus Swal), PS (Pacl plus Swal);
Y- yeast chromosome PFGE marker; A - Lambda ladder PFGE marker (50-1000 Kb) or Lambda
Low Range PFGE marker (2.03—-194 Kb); A - Electrophoresis procedure carried out in 1%
agarose gel and running buffer containing 0.5 TBE at 6V/cm at 13 °C in a sequence of three
ramps (ramp A consisted of an initial switch time of 80 s, a final switch time of 100 s during 16 h;
ramp B consisted of an initial switch time of 100 s, a final switch time of 120 s during 8 h; and
ramp C consisted of an initial switch time of 120 s, a final switch time of 140 s during 16 h; B -
Electrophoresis procedure carried out in 1% agarose gel and running buffer containing 0.5x TBE
at 6v/cm at 13°C with initial switch time of 1s and final switch time of 50s during 23h. C -
Electrophoresis procedure carried out in 1% agarose gel and running buffer containing 1x TAE at

4 V/cm at 13 °C with initial switch time of 0.1 s and final switch time of 10 s during 16 h.
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Figure 2. Hybridization with rrn probes against PFGE profile generated with /-Ceul digestion of
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS chromosome, and an example of hybridization results
generated with single copy genes against PFGE profiles. A - hybridization results with »7n probes;
B- hybridization results with nif4 probe. The single and double digestions of the G.
diazotrophicus PALS chromosome were C (I-Ceul), P (Pacl), S (Swal), CP (I-Ceul plus Pacl),
CS (I-Ceul plus Swal), PS (Pacl plus Swal). Y - yeast chromosome PFGE marker. rrs - 16S
ribosomal RNA gene; 7/ - 23S ribosomal RNA gene ; r7f - 5S ribosomal RNA gene. C1, C2, C3
and C4 are the DNA fragments generated from chromosome digestion with /-Ceul restriction

enzyme (see table 1).
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Figure 3. Physical map of Gluconacetobacter diazotrophicus PALS chromosome using the /-
ceul, Pacl and Swal restriction enzymes. C, P and S — restriction sites of the /-Ceul, Pacl and
Swal restriction enzymes, respectively. Restriction fragments were named according to
established criteria in materials and methods (see table 1). The DNA fragments CP6 and PS6
were predicted from chromosome digestion results and aligned on this physical map, but were
not observed in PFGE gels. The genetic markers are described in table 2. The exact
positioning of the molecular markers in DNA fragments, were not determined in this physical
map. The innermost circle represents the scale in megabases of the G. diazotrophicus

chromosome. ~ this value represent the length mean of the G. diazotrophicus chromosome.
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