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1. Resumo

A espécie Azospirillum amazonense pertence a subclasse o das proteobactérias e tem a
capacidade de promover o crescimento vegetal de plantas (PGPR). Esta espécie € encontrada
em associagdo com diversas culturas de importincia econdmica, sendo encontrada em
cultivos de cana-de-aguicar e arroz. O sequenciamento do genoma de A. amazonense revelou a
presenca de um sistema para metabolizacdo da salicina nesta espécie. Este trabalho
demonstrou que o sistema salRCBA de A. amazonense € extremamente conservado entre as
espécies que compartilham estes genes. As B-glicosidases SalA e SalB pertencem a familia 3
das glicosil-hidrolases, sendo SalA pertencente a subfamilia AB e SalB classificada na
subfamilia AB’ por possuir sua regido C-terminal truncada. SalC pertence a familia
FepA/PhuA de receptores de membrana externa (OMR), estando envolvida na captagdo da
salicina em bactérias. J4 SalR € um repressor transcricional da familia Lacl/GalR que
modulam a regulacdo por meio de moléculas efetoras. A presengca de atividade de [-
glicosidase em A. amazonense foi comprovada pelo crescimento da bactéria em meio de

cultivo contendo salicina como fonte de carbono.

Palavras chave. Azospirillum amazonense, salicina, B-glicosidase



2. Introducao

Género Azospirillum

O género Azospirillum pertence a subclasse o das proteobactérias sendo formado por
bactérias gram-negativas, flageladas e fixadoras de nitrogénio de vida livre. As bactérias deste
género possuem uma ampla distribui¢ao na natureza, sendo isoladas da rizosfera de gramineas
e cereais de todo o mundo, tanto de regides de clima tropical, quanto de climas temperados
[Dobereiner et al., 1976].

Este género tem como caracteristica espécies que promovem o crescimento vegetal de
plantas e cereais de grande importancia econdmica. Devido a esta habilidade, elas sdo
consideradas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal de plantas (PGPR). Vérios
aspectos da sua fisiologia podem ser apontados como responsiveis por este efeito
estimulatdrio nas plantas, principalmente sua capacidade de sintetizar fitormonios [Bashan et
al., 2004].

Os microorganismos pertencentes ao género Azospirillum possuem um metabolismo de
nitrogénio e de carbono versitil, permitindo que, em condi¢des nutricionais adversas, as
bactérias possam utilizar de fontes alternativas de carbono [Baldani ez al., 2005].

Até hoje, 15 espécies do gé€nero Azospirillum ja foram descritas [sendo citadas em
Lavrinenko, et al., 2010]. Considerando a ampla diversidade metabdlica das diferentes
bactérias encontrada neste género podemos estar negligenciando o potencial oferecido pelas
outras espécies.

A espécie Azospirillum amazonense, alvo deste trabalho, foi descrita em 1983 por
Magalhaes [Magalhaes et al., 1983], e isolada de raizes de gramineas forrageiras dos estados
de Amazonas e do Rio de Janeiro sendo posteriormente isolada de raizes de arroz, milho e
sorgo. Esta espécie realiza a fixacdo do nitrogénio associada com diferentes gramineas de
importincia econOmica e apresenta uma ampla distribuic@o tendo sido detectada em grandes
quantidades inclusive nas raizes de cana-de-agucar [Baldani ez al., 2005].

Comparativamente a outras espécies do género Azospirillum, A. amazonense difere em
algumas caracteristicas importantes. Uma delas estd relacionada a enzima nitrogenase que,
nesta espécie, apresenta maior sensibilidade ao oxigénio [Magalhdes et al., 1983]. A.
amazonense apresenta também diferencas quanto ao seu crescimento em meio de cultura
podendo utilizar sacarose como fonte de carbono, mas ndo frutose e nem citrato [Magalhaes et

al., 1983]. Outra peculiaridade de A. amazonense é a tolerancia a pHs dcidos. Estas duas



ultimas caracteristicas estdo relacionadas ao isolamento de A. amazonense de solos 4cidos e
regides com cultivo de cana de acticar [Magalhdes et al., 1983].

Estas diferencas com as outras espécies do género Azospirillum sugerem uma maior
distancia evolutiva entre estas espécies. Estudos filogenéticos utilizando sequéncia de rtDNA
16S, revelaram que A amazonense estd mais relacionada com A. irakense € Rhodospirillum
centenun do que com as outras espécies de Azospirillum, como A. brasilense [Sant’ Anna et

al., 2011].

B-glicosidases

As B-glicosidases (3.2.1.21) constituem um grupo heterogéneo de enzimas, presentes
em organismos eucariotos e procariotos, que realizam a hidrélise de B-glicosideos, como a
celobiose e os aril-B-glicosideos (salicina e arbutina). Estes dois compostos sdo resultado da
hidrdlise incompleta de celulose, sendo que a celobiose € um dissacarideo formado por duas
moléculas de glicose ligadas e os aril-B-glicosideos sdo formados por uma molécula de
glicose ligada a um composto aromaético.

Devido a abundancia da celulose na parede celular de plantas, mais B-glicosidases vem
sendo estudadas no solo e na microflora digestiva sendo descritas como a ultima etapa
enzimadtica na conversao bioldgica de celulose em glicose [Faure, et al., 1999]. Em bactérias a
B-glicosidase faz parte do sistema de degradacdo da celulose, sendo responsdvel pela hidrélise
de oligossacarideos de cadeia curta e celobiose em glicose. Desse modo, a salicina pode ser
utilizada pela bactéria como uma fonte alternativa de carbono.

Dois métodos sdo utilizados na literatura para classificar as B-glicosidases, tendo como
base, (1) a especificidade de substrato e (2) similaridade de sequéncias de nucleotideos.

De acordo com o substrato preferencial utilizado pela B-glicosidase ela pode ser
agrupada em trés diferentes grupos: (1) aril-B-glicosidase, que atuam em glicosideos
aromdticos, (2) celobioses, que hidrolisam celobiose liberando glicose e (3) sem
especificidade por um substrato, agindo sobre um amplo espectro de substratos. Esta ultima
categoria abrange a maioria das B-glicosidases caracterizadas [Bhatia, et al., 2002].

Por outra abordagem, uma classificacio baseada na sequéncia e similaridades no
dobramento das enzimas (HCA, hydrophobic cluster analysis) foi proposta para as
glicosidases por Henrissat [Heinrissat et al., 1996]. Por este método as glicosil hidrolases sao
agrupadas em familias de acordo com suas caracteristicas, sendo que as B-glicosidases sao

alocadas na familia 1 e na familia 3. A Familia 1 compreende as B-glicosidases de arqueas,



plantas e mamiferos que, em sua maioria, possuem especificidade para um amplo espectro de
substratos. J4 a Familia 3 é formada por B-glicosidases de bactérias e fungos. Estd familia
pode ser dividida ainda em duas classes, AB e AB’. Todas as enzimas deste grupo possuem
dois dominios, A e B. Em AB’ o dominio B é truncado, mas as sequéncias consenso sao
preservadas.

O HCA de uma variedade destas enzimas sugere que as a-helices e B-folhas estdo
localizadas em posi¢des similares no seu enovelamento. Além disso, estas enzimas possuem
regides de aminodcidos altamente conservados localizadas perto do sitio ativo [Bhatia, et al.,
2002]. E esperado que esta classificacio possa relacionar as caracteristicas estruturais,

relacdes evolutivas € mecanismos cataliticos entre estas enzimas.

Salicina

A salicina é um B-glicosideo aromdtico composto por uma molécula de glicose ligada a
uma aglicona, resultante da hidrélise incompleta da celulose. Muitas bactérias gram-positivas
e gram-negativas do solo sdo capazes de utilizar salicina como fonte de carbono.

Em Escherichia coli K12 o principal mecanismo para o crescimento em salicina é
codificado pelo operon bgl [Reynolds et al. 1981]. Este operon de E. coli € composto por trés
genes essenciais que codificam um fator transcricional (BglG), uma B-glicosideo permease
(BglIF) e uma B-glicosidase (BglB). Neste mecanismo a salicina é importada para o citoplasma
via um transportador especifico da familia PTS (BglF) e clivado por uma fosfo-B-glicosidase
(BglB) em uma molécula de aglicona e glicose-6-P que pode ser entdo utilizada pela bactéria
como fonte alternativa de carbono.

Em outras bactérias gram-positivas e gram-negativas que naturalmente metabolizam a
salicina, o operon correspondente é bastante similar ao sistema bgl de E. coli [Brown e
Thomson, et al.,1998]. Portanto, o operon bg/ pode considerado o paradigma para
compreender a organizacdo e a regulacdo de genes relacionados a assimilacdo de salicina em
bactérias.

Um sistema alternativo de metabolizacdo de salicina foi descoberto em Azospirillum
irakense [Somers et al, 2000]. Este sistema € formado pelo operon sal que é composto por
quatro genes que codificam um regulador transcricional da familia Lacl/GalR (SalR), um
transportador de membrana da familia FepA/FhuA (SalC) e duas B-glicosidases da Familia 3
(SalA e SalB). O sistema de funcionamento deste modelo foi proposto por Faure [Faure et al,

2001]. Na auséncia de salicina no ambiente o regulador SalR vai atuar sobre o operon salCAB



impedindo que estes genes sejam transcritos. Ocorrendo a presenca de salicina no meio
extracelular, esta vai se ligar ao seu receptor especifico e sinalizar essa informacao para a
membrana interna da bactéria, resultando na inativagdo do repressor SalR e permitindo a
ativacdo do operon salCAB. Existem evidéncias sugerindo que a transducdo deste sinal seja
feita por SalC. Apos a ativagdo do operon, o receptor SalC deve transportar a salicina para
dentro do espaco periplasmético onde entdo poderia ser clivada pelas B-glicosidases SalA e
SalB em seus constituintes aglicona e glicose. Posteriormente, a glicose pode ser importada
para o citoplasma através de um transportador da familia PTS-Glc.

Através do sequenciamento do genoma de A. amazonense [Sant’ Anna, et al., 2011] foi
identificada a presenca de genes relacionados ao metabolismo de salicina. O objetivo deste
trabalho € realizar a caracterizacdo dos genes e seus produtos para fazer uma anélise evolutiva
destes genes nesta espécie e descobrir se esta espécie é capaz se desenvolver em um meio

contendo salicina como fonte de carbono.



3. Artigo Cientifico
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Resumo

A espécie Azospirillum amazonense pertence a subclasse o das proteobactérias e tem a
capacidade de promover o crescimento vegetal de plantas (PGPR). Esta espécie é encontrada
em associacdo com diversas culturas de importancia econdmica, sendo encontrada em
cultivos de cana-de-agtcar e arroz. O sequenciamento do genoma de A. amazonense revelou a
presenca de um sistema para metabolizacdo da salicina nesta espécie. Este trabalho
demonstrou que o sistema salRCBA de A. amazonense é extremamente conservado entre as
espécies que compartilham estes genes. As -glicosidases SalA e SalB pertencem a familia 3
das glicosil-hidrolases, sendo SalA pertencente a subfamilia AB e SalB classificada na
subfamilia AB’ por possuir sua regido C-terminal truncada. SalC pertence a familia
FepA/PhuA de receptores de membrana externa (OMR), estando envolvida na captacdo da
salicina em bactérias. J4 SalR € um repressor transcricional da familia Lacl/GalR que
modulam a regulacdo por meio de moléculas efetoras. A presenca de atividade de [-
glicosidase em A. amazonense foi comprovada pelo crescimento da bactéria em meio de

cultivo contendo salicina como fonte de carbono.

Palavras chave. Azospirillum amazonense, salicina, B-glicosidase
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Introducao

As B-glicosidases (3.2.1.21) sdo um grupo heterogéneo de enzimas, presentes em
organismos eucariotos e procariotos, que realizam a hidrdlise de B-glicosideos, como a
celobiose e os aril-B-glicosideos (salicina e arbutina), sendo responsdvel pela hidrdlise de
oligossacarideos de cadeia curta e celobiose em glicose. Desse modo, a salicina pode ser
utilizada pela bactéria como uma fonte alternativa de carbono. A salicina € um B-glicosideo
aromdtico composto por uma molécula de glicose ligada a uma aglicona, resultante da
hidrélise incompleta da celulose. Muitas bactérias gram-positivas e gram-negativas do solo
sdo capazes de utilizar salicina como fonte de carbono.

Em Escherichia coli K12 o principal mecanismo para o crescimento em salicina €
codificado pelo operon bgl [Reynolds et al. 1981]. Este sistema € bastante similar em outras
bactérias o que o torna um paradigma para compreender a organizagio e a regulaciao de genes
relacionados a assimilacdo de salicina em bactérias. Um sistema alternativo de metabolizag¢do
de salicina foi descoberto em Azospirillum irakense [Somers et al, 2000]. Este sistema &
formado pelo sistema salRCAB que é composto por quatro genes que codificam um regulador
transcricional da familia Lacl/GalR (SalR), um transportador de membrana da familia
FepA/FhuA (SalC) e duas [-glicosidases da Familia 3 (SalA e SalB). Através do
sequenciamento do genoma de Azospirillum amazonense [Sant’Anna et al., 2011] foi
identificada a presenca de genes relacionados ao metabolismo de salicina em seu genoma.

A. amazonense é uma o-proteobactéria fixadora de nitrogénio de vida livre, que
promove o crescimento vegetal de plantas (PGPR), sendo encontrada na rizosfera de
plantacdes de cana-de-agucar, arroz, e outras gramineas [Magalhdes et al., 1983].
Comparativamente a outras espécies do género Azospirillum, A. amazonense difere em
algumas caracteristicas importantes. Uma delas esta relacionada a enzima nitrogenase que,
nesta espécie, apresenta menor sensibilidade ao oxigénio. A. amazonense apresenta também
apresenta um metabolismo de carbono versitil, podendo utilizar sacarose como fonte de
carbono, mas ndo frutose e nem citrato. Outra peculiaridade de A. amazonense é a tolerancia a
pHs écidos.

Até hoje, 15 espécies do género Azospirillum ja foram descritas [sendo citadas em
Lavrinenko 2010]. Estas diferencas com as outras espécies do género Azospirillum sugerem
uma maior distancia evolutiva entre estas espécies. Estudos filogenéticos utilizando sequéncia
de rDNA 16S, revelaram que A amazonense estd mais relacionada com A. irakense e

Rhodospirillum centenun do que com as outras espécies de Azospirillum, como A. brasilense
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[Sant’Anna et al., 2011]. O objetivo deste trabalho € realizar a caracterizacdo génica e de seus

produtos e fazer uma andlise evolutiva deste grupo de genes em A. amazonense.

Materiais e Métodos

Meio de cultivo e bactéria.

A bactéria A. amazonense Y2 (ATCC 35120) foi cultivada em meio rico M79 (10 g/L
de sacarose como fonte de carbono, 0.1 g/ de KoHPO4, 0.4 g/L. de KH,PO4, 0.2 g/L. de
MgCl,.7H,0, 0.1 g/L. de NaCl, 0.4 g/L de extrato de levedura pH 6.5) [Fred et al., 1928] a
35°C sob agitagdo de 150 rpm.

Analise de sequéncias proteinas

As sequéncias de nucleotideos relacionadas ao metabolismo da salicina anotadas no
sequenciamento do genoma de A. amazonense [Sant’Anna, et al., 2011] foram analisadas
através do programa “System for Automated Bacterial Integrated Annotation (SABIA)”
[Almeida, et al., 2004]. A caracterizacdo do cluster da salicina das bactérias Azospirillum
amazonense, Azospirillum irakense e Caulobacter segnis foi realizada com o auxilio do
programa Artemis Release 2.0 [Rutherford, et al., 2000].

Para a andlise da conservacdo dos genes sal foi realizado alinhamento das sequéncias de
aminodcidos. Neste alinhamento foram utilizadas as sequéncias que tiveram o menor valor E
no Blastp contra A. amazonense. Para o alinhamento das sequéncias analisadas foi utilizado o
programa ClustawX [Larkin, et al., 2007]. Posteriormente, foi utilizado o programa BioEdit
[Hall, 1999] para visualizar os motivos protéicos conservados em SalC e SalR. Para SalA e
SalB foi construida a uma arvore filogenética pelo método de Neighbor-Joining de alguns

membros da familia 3 das glicosil-hidrolases por meio do programa Mega 5 [Tamura, ef al.,

2011].

Curva de crescimento

Para a realizacdo das curvas de crescimento foram utilizados trés diferentes meios de
cultivo. Um meio rico M79, ja descrito anteriormente, o meio minimo AMM (com sacarose
como fonte de carbono em uma concentragdao de 0,03M, 2 g/LL de K;HPOy, 6 g/L. de KH;PO,,
0.2 g/L de MgClL.7H,O, 0.1 g/ de NaCl, 0,026g/L de CaCl,.2H,O, 0,002g/L de
Na;Mo04.2H,0, 0,01g/L de FeCls, e 1 g/ de NH4Cl ajustado para o pH 6) descrito por
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Martinez-Drets [Martinez-Drets et al., 1985], ou o meio minimo AMM?* (suplementado com
salicina como fonte de carbono em uma concentracdo de 0,03M). Para a realizacdo do
experimento foi utilizado um pré-inoculo de A. amazonense se multiplicando em meio
AMM* a fim de esgotar as fontes de carbono armazenadas pela bactéria. O experimento foi
realizado em triplicata utilizando uma temperatura de 35°C e agitacdo de 200rpm. As leituras
da absorbancia a 600nm foram realizadas a partir de 11 horas de cultivo em intervalos de 1

hora.

Sequéncias de Nucleotideos
As sequéncias de nucleotideos utilizadas neste trabalho estdo disponiveis no GenBank e

sdo listadas no Anexo 1.

Resultados e Discussao

Organizacao do sistema salRCBA

No sequenciamento do genoma de Azospirillum amazonense foi identificado a presenca
dos genes salA e salB que codificam B-glicosidases que hidrolisam salicina [Sant’ Anna, ef al.,
2011]. Estes genes estdo organizados no sistema denominado salRCBA formado por quatro
genes (Fig. 1). Este sistema de metabolizacdo é similar ao descrito em A. irakense [Sommers,
et al. 2010]. Os genes salA, salB e salC t€m suas orf dispostas em uma tunica unidade de
transcri¢do, formando o operonCBA, enquanto a orf do gene salR esta organizada na direcao

oposta indicando uma transcri¢cdo divergente.

A.amazonense salf |— salC >I salB >| salA

4—1 ?;F'O;\TQWSQ Gm—l salC >| salA >| salB >
- SQ{Q}??;S m-b—l salC >| salB >| salA >
1K

Figura 1- Comparacdo da organiza¢do dos genes do sistema salRCBA nas bactérias Azospirillum

b

amazonense, Azospirillum irakense e Caulobacter segnis. As setas indicam o sentido de transcrigao.
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A organizagdo do sistema salRCBA de A. amazonense se mostrou conservada entre as
espécies analisadas. Este sistema estd organizado em duas unidades de transcri¢do, uma
formada pelo gene salR e outra em sentido oposto composta pelos genes salC, salB e salA
formando o operon salCBA. Esta distribui¢do destes genes possui diferenca entre as espécies
estudadas. Em A. amazonense o gene salB esta localizado anteriormente ao gene salA assim
como ocorre em Caulobacter segnis, divergindo da organizacdo encontrada em Azospirillum
irakense. Ja o gene salR esta disposto no sentido oposto do operon salCBA em A. amazonense
e A. irakensei, enquanto que em C. segnis o gene salR tem seu sentido invertido. No entanto,
estas diferencas de organizagdo génica muito possivelmente ndo sdo significativas para alterar
a funcdo deste sistema.

Os microorganismos do género Azospirillum apresentam diferengas quanto as fontes de
carbono que podem utilizar. A presenca dos genes para utilizagdo da salicina no género
Azospirillum foi observada em A. amazonense e A. irakense, mas nao nas outras espécies do
género que ja tem seu genoma sequénciado como, Azospirillum basilense e Azospirillum sp.
B510. Estas diferengas que ocorrem quanto as fontes de carbono utilizadas por cada bactéria
podem ser um reflexo do distanciamento evolutivo que elas apresentam, ja que pela andlise da
regido 16SrDNA [Sant’Anna, et al., 2011] fo1 demonstrado que A. amazonense e A. irakense

tem uma relag@o evolutiva mais proxima.

Analise de sequéncias e proteinas

Baseado na sequéncia de aminodcidos as B-glicosidases SalA e SalB foram classificadas
na familia 3 das glicosil-hidrolases. Todas as B-glicosidases desta familia sdo compostas por
dois dominios, um dominio catalitico A e um dominio ndo-catalitico B. De acordo com a
composi¢ao destes dominios esta familia pode ser dividida em duas subfamilias, AB e AB’. A
maior parte das B-glicosidases faz parte da subfamilia AB em que sua estrutura é formada por
um dominio catalitico N-terminal (dominio A) e um dominio C-terminal (dominio B), sendo
considerada a estrutura usual desta familia. Em contraste, a organizacdo da subfamilia AB’ é
incomum, uma vez que apresenta o dominio B mais curto devido a sua regido C-terminal ser
truncada. Para classificar as duas B-glicosidases de A. amazonense foi construida uma arvore
filogenética com os membros desta familia (Fig. 2). Esta filogenia permite diferenciar
claramente as duas subfamilias. SalA de A. amazonense pertence a subfamilia AB juntamente

com SalA de A. irakense e BglX de E. coli KI2. No entanto, SalB de A. amazonense esta
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inserida na subfamilia AB’, grupo que tem SalB de A. irakense e BglX de E. chrysanthemi

como modelos.

1000 ——— Caul 3288 Caulobacter sp. k31

] t— Cseg 2441 Cauiobacter segnis
‘ﬂl—| SalA Az i irakense

Figura 2- Arvore '”Wi L SalA Azospirillum amazonense Sub-tamula AD
. Py ) 999 .

filogenética de vdrios ‘ Mpl 8095 Novoep! sp. PP1Y

membros da familia 3 das oo BglX Escherichia coli K-12

glicosil-hidrolases. A % ascG £ 12

arvore foi construida 680 —— Beep 18194 Burkholderia sp. 383

utilizando o método de i : BgxA Enwinia chry santhemi

I
e Avi 0107 Agrobacterium vitis [T

neighbor-joining. As f-
glicosidases foram —— SalB Azospirilum amazonense
divididas nas subfamilias 7331 Cseg 2422 Caulobacter segnis
AB e AB’. SalB Azospirillum irakense

Por esta andlise filogenética podemos verificar que SalA possui uma maior relacio
evolutiva com B-glicosidase de A. irakense, enquanto que SalB possui uma menor distancia
evolutiva com a orf Cseg_2422 de Caulobacter segnis. Também € interessante verificar que a
relacdo filogenética entre as B-glicosidases é maior dentro da subfamilia AB’, sugerindo que a
sequéncia de aminodcidos € mais conservada dentro deste grupo. Em conclusio, a anélise dos
aminodcidos das duas B-glicosidases indicam que os dois genes adjacentes salB e salA
codificam glicosil-transferases da familia AB’ e AB respectivamente.

SalC foi classificada por meio da sua sequéncia de aminodcidos na familia FepA/PhuA
de receptores de membrana externa (OMR). Esta familia de receptores estd envolvida com o
transporte de varias moléculas, como sider6foros e vitamina B12. SalC, assim como todos os
membros desta familia, apresenta uma regido de interacdo com proteinas TonB altamente
conservada denominada TonB-box (Fig. 3). Além disso, a regiao C-terminal de SalC possui
caracteristicas de proteinas de membrana externa. O alinhamento das proteinas SalC de A.
amazonense, A. irakense e C. segnis mostrou alto grau de conservagdo entre estas espécies
(Fig. 3). Estas caracteristicas de SalC sugerem que ela esteja envolvida num sistema para a
captacao da salicina em bactérias.

A proteina SalR apresentou altos niveis de similaridade com membros da familia
Lacl/GalR de repressores transcricionais. Esta familia de repressores transcricionais requer a
presenca de moléculas efetoras para modular a sua atividade de regulacdo negativa. Na

auséncia da molécula efetora membros da familia Lacl/GalR se ligam a sequéncias operadora
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Figura 3- Alinhamento de proteinas SalC de Azospirillum amazonense, Azospirillum irakense e Caulobacter segnis.
Os pontos marcados com (*) representam residuos de aminodcidos conservados em todas as proteinas. A regido N-terminal

da familia de receptores de membrana externa (OMR).
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reprimindo a transcri¢do. Quando o efetor se liga a por¢do N-terminal do repressor ele libera o
operador permitindo entdo a transcricio do gene por ele regulado. O alinhamento das
sequéncias de aminodcidos de proteinas SalR ja descritas mostrou uma similaridade
particularmente evidente na regido N-terminal que contém um motivo hélice-volta-hélice que

€ responsavel por se ligar ao DNA e reprimir a transcri¢ao dos genes salCBA (Fig 4).

SalR A. amazonense
SalR A. irakense
IR C. segnis
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Figura 4- Alinhamento de proteinas SalR de Azospirillum amazonense, Azospirillum irakense e Caulobacter segnis.
Os pontos marcados com (*) representam residuos de aminodcidos conservados em todos os aminodcidos. A regido N-

terminal sublinhada contém o motivo hélice-volta-hélice responsavel por se ligar ao DNA.

A anélise do sistema de metabolizacao de salicina salRCBA presente em A. amazonense
apresentou um alto grau de conservac¢ao com o sistema encontrado em A. irakense e C. segnis,
apesar da inversdo na ordem de salA e salB no genoma. O modelo de assimilagdo de salicina
para este sistema foi descrito por Faure e colaboradores [Faure et al., 2001]. Na auséncia de
salicina no ambiente o regulador SalR vai atuar sobre o operon salCAB impedindo que estes
genes sejam transcritos. Ocorrendo a presenca de salicina no meio extracelular, esta vai se
ligar ao seu receptor especifico e sinalizar essa informacdo para a membrana interna da
bactéria, resultando na inativacdo do repressor SalR e permitindo a ativacdo do operon
salCAB. Existem evidéncias sugerindo que a transduc¢do deste sinal seja feita por SalC. Apds
a ativacdo do operon, o receptor SalC deve transportar a salicina para dentro do espago

periplasmdtico onde entdo poderia ser clivada pelas B-glicosidases SalA e SalB em seus
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constituintes aglicona e glicose. Posteriormente, a glicose pode ser importada para o
citoplasma através de um transportador da familia PTS-Glc e servir com fonte de carbono

para a bactéria.

Curva de crescimento

A presenca de atividade de [B-glicosidase em A. amazonense foi comprovada pelo
crescimento da bactéria em meio de cultivo contendo salicina como fonte de carbono. Para
comparar o crescimento de A. amazonense em salicina com o crescimento em sacarose,
principal fonte de carbono nesta espécie, foi realizada uma curva de crescimento em trés
meios diferentes: em meio de cultivo rico com sacarose como fonte de carbono (M79) e em
outros dois meios minimos suplementados com sacarose (AMM) ou salicina (AMM¥*) como
descrito nos métodos. Para a realizacdo do experimento foi realizado o esgotamento das
fontes de carbono armazenadas pela bactéria através da multiplicacdo da bactéria em meio
AMM*. Como esperado, A. amazonense apresentou uma melhor multiplicacdo (definida por
DO) no meio rico, ja que oferece em concentragdo ideal todos os nutrientes requeridos pela
bactéria. Nos meios minimos suplementados com salicina ou sacarose o inicio do
desenvolvimento bacteriano ocorreu de forma mais lenta. O crescimento em salicina foi
ligeiramente superior ao verificado em meio minimo com sacarose (Fig.5). Este melhor
desempenho em meio minimo com salicina pode ser explicado pelo estresse que a bactéria

passou para se readaptar a utilizar sacarose apds o pré-inoculo em AMM*.
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Figura 5. Curva de crescimento de A. amazonense em meio rico M79 (triangulo verde), e em dois meios

minimos suplementados com diferentes fontes de carbono, AMM suplementado com sacarose (quadrado

vermelho) ou AMM* suplementado com salicina (losango azul) e a 37 °C e 200rpm.
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Neste trabalho foi caracterizado o sistema para metabolizagdo da salicina sa/lRCBA em
A. amazonense e comprovado que a bactéria pode crescer em meio com salicina como fonte
de carbono. Portanto, podemos indicar esta como mais uma diferenca quanto ao metabolismo
de carbono dentro do género Azospirillum. Dentro deste gé€nero somente A. irakense
compartilha este sistema para assimilacdo da salicina, ndo sendo encontrado nas outras
espécies, como Azospirillum spB510 e Azospirillum brasilense. Este resultado demonstra uma
maior aproximagdo filogenética entre A. amazonense e A. irakense suportando os resultados

demonstrados por Sant’ Anna e colaboradores [Sant’ Anna et al., 2011].
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4. Conclusao Geral

Neste trabalho foi possivel demonstrar a organizacdo dos genes relacionados ao
metabolismo de salicina em A. amazonense assim como a capacidade desta bactéria em
utilizar salicina como fonte de carbono para seu desenvolvimento. A andlise do sistema
salRCBA de A. amazonense apresentou um alto grau de conservagao com o sistema presente
em A. irakense e C. segnis.

Em Azospirillum amazonense sistema responsavel pela metabolizacdo da salicina estdo
organizados no sistema denominado salRCBA. Os genes salA, salB e salC tem suas orf
dispostas na mesma orienta¢do formando uma tnica unidade de transcri¢do, enquanto a orf do
gene salR esta disposta na dire¢ao oposta indicando uma transcri¢do divergente.

Os genes relacionados a este sistema codificam respectivamente:

® O repressor transcricional SalR da familia Lacl/GalR, que se liga a sequéncia
operadora do operon salCBA, impedindo que estes genes sejam transcritos;

® O receptor de membrana externa SalC da familia FepA/PhuA que tem como
funcdo o transporte da molécula de salicina através da membrana externa de
bactérias;

e E as B-glicosidases SalB e SalA pertencentes a familia 3 das glicosil hidrolases.
Estas sdo divididas em duas subfamilias, sendo SalA pertence a subfamilia AB e
SalB esta inserida na subfamilia AB’ por possuir sua regido C-terminal truncada.

A presenca de crescimento de A. amazonense em meio de cultivo contendo salicina
como fonte de carbono sugere a presenca de atividade de B-glicosidase nesta espécie. Este é
mais uma dado que comprova o versatil metabolismo de carbono apresentado pelo género
Azospirillum. Dentro deste género somente A. irakense compartilha este sistema para
assimilacdo da salicina, ndo sendo encontrado nas outras espécies, como Azospirillum spB510
e Azospirillum brasilense. Isto vai de acordo com a maior aproximagao filogenética entre A.

amazonense e A. irakense mostrada por Sant’ Anna e colaboradores [Sant’ Anna ef al., 2011].
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6. Anexo 1

Proteina Organismo Numero de acesso
SalA Azospirillum amazonense |ZP_08868306
SalA Azospirillum irakense AAF21798

Cseg 2421 |Caulobacter segnis YP_003593514

Caul 3288 |Caulobacter sp. K31 YP_001684913

Mpl 8095 | Novosphingobium sp. PP1Y |YP_004538639
BglX Escherichia coli K-11 NP_416636
AscG Escherichia coli K-12 AP_003281.1
SalB Azospirillum amazonense |ZP_08868305
SalB Azospirillum irakense AAF21799

Cseg 2422 |Caulobacter segnis YP_003593515

Bcep 18194| Burkholderia sp. 383 YP_366403

Avi_0107 |Agrobacterium vitis S4 YP_002548060
BgxA Erwinia chrysanthemi Q46684
SalC Azospirillum amazonense |ZP_08868304
SalC Azospirillum irakense AAF66621
SalC Caulobacter segnis YP_003593516
SalR Azospirillum amazonense |ZP_08868303
SalR Azospirillum irakense AAF66688
SalR Caulobacter segnis YP_003592489

Tabela 1. Lista de proteinas utilizadas neste trabalho e seus respectivo

numero de acesso no GenBank.



