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Introducgao

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.). O rendimento médio nacional é bastante baixo, devido, a
pouca tecnologia empregada na cultura e ao cultivo em solos pobres,
especialmente em N. Consequientemente, o suprimento adequado de N,
pela simbiose com bactérias diazotréficas, representa uma alternativa
para aumentar os rendimentos nacionais a um baixo custo, além de evitar
a contaminacio dos recursos hidricos pelo nitrato e diminuir a emissao
de gases de efeito estufa. A eficiéncia do processo de fixagdo biolbgica
do nitrogé&nio pela cultura do feijoeiro tem sido considerada baixa. Tal fato
é atribuido a problemas relacionados a nodulagéo, pela dificuldade de in-
trodugdo de melhores estirpes e baixa tolerancia a estresses ambientais,
como temperaturas elevadas e deficiéncia hidrica. Através de um progra-
ma de selecao de estirpes mais eficientes no processo de fixagéo de N,
e com boa capacidade saprofitica e competitiva, foi identificada a estirpe
PRF 81 de Rhizobium tropici, recomendada desce 1998 para a produgéo
de inoculantes comerciais destinados a cultura do feijoeiro (Hungria et al.,
2000, 2003). Como o Brasil &, hoje, o pais que mais utiliza inoculantes
com rizobios, torna-se importante desenvolver estudos de genéticos com
estirpes brasileiras. A relevancia desses estudos genéticos é ainda maior
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no caso do microssimbionte do feijoeiro, cultura que necessita de impulso
tecnologico para incrementar rendimentos a um baixo custo.

Viprey et al., 2000 propuseram uma estratégia de obtencgsio parcial do
genoma, que pode ser denominada de “panorama gendmico”, baseada
no seqilenciamento de, aproximadamente, 10% a 15% do genoma. Esses
autores conseguiram identificar, utilizando essa estratégia, muitos genes im-
portantes da estirpe NGR234, atualmente classificada como Sinorhizobium
fredii. Essa mesma técnica sera utilizada para obter o panorama genémico
da estirpe PRF 81 R. fropici.com o objetivo de detectar genes relacionados
as altas capacidades competitiva e saprofitica, e a eficiéncia de fixaggo
N, dessa estirpe.

Material e Métodos

Extragdo do DNA gendmico

As celulas da estirpe PRF 81 foram obtidas apés crescimento em meio de
cultura LB, centrifugagéo a 10.000 g por 20 minutos e estocagem a —-70°C.
O DNA das bacteérias foi extraido pelo método usual descrito por Sambrook
et al. (1989) e utilizado para a construgao das bibliotecas de “shotgun”.

Construgdo de bibliotecas “shotgun”

A purificagdo do DNA gendmico foi realizada conforme descrito por
Fleishmann et al. (1995) e a fragmentagido do DNA ao acaso, por meio
mecanico (nebulizagao). Apds a fragmentagéo, as extremidades serdo
reparadas e fosforiladas pelo uso do fragmento Klenow da DNA polimera-
se de Escherichia coli. Fragmentos com tamanho entre 1,0 -3,0 kb foram
separados em gel de agarose “low melting”. Ap6s a recuperagéo destes
fragmentos a partir do gel de agarose, foi realizada a ligagio ao vetor
pUC18, digerido com a enzima de restrigdo Smal, e desfosforilados (BAP),
e posterior ligagio com T4 DNA ligase. Apés a ligagao, o materia! foi utilizado
para transformagéo de células de E. coli estirpe Top10, através da técnica
de eletroporagéo. As células foram plaqueadas em meio LB (Sambrook et
al.,1989) contendo ampicilina (250 pg. mL") e crescidas durante a noite a
37°C. Os clones recombinantes produzidos foram, entéo, transferidos para
placas do tipo ELISA de 96 pogos, contendo meio liquido “Terrif Broth, TB"
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(Invitrogen™), suplementado com ampicilina (250 pg. mL") e glicercl a 8%
e armazenados a -70°C.

Seqlienciamento dos clones

As colénias individuais das bibliotecas obtidas foram inoculadas em meio
“Terrific Grow” acrescido de ampicilina (250 pg. mL") e foram crescidas com
agitagéo de 300 rpm, por 16 horas, a 37°C. O DNA foi extraido pelo método
usual de rompimento alcalino. O DNA purificado foi ressuspenso em agua e
verificado em gel de agarose a 0,8%, conforme descrito por Sambrook et al,
(1989). Para o seqilenciamento, utilizou-se 0 “kit” “DYEnamic™ ET dye termi-
nator cycle sequencing (MegaBACE™)” (Amersham Pharmacia Biotech). As
reagdes de PCR foram realizadas com os “primers” "Universal” e “Reverso”
(Invitrogen), para se conseguir a amplificagéo dos genes. Os produtos da
reacgao foram analisados em um seqilenciador automatico (MegaBace 1000,
Amersham), pelo método dos terminadores fluorescentes.

Montagem e bioprospecg¢do automaética de genes

As segliéncias obtidas foram submetidas e armazenadas no Laboratério
Nacional de Computagao Cientifica (LNCC). As “ORFs” (“open reading
frames™), ou “CDSs" (coding DNA sequences) foram submetidas a uma
analise por ferramentas de bioinformatica e integradas a um “software”
SABIA: System of Automated Bacterial Integrated Annotation, que integra
a montagem e a anotagdo de genomas (Almeida et al., 2004a,b).

Resultados

O seqiiénciamento dos clones resultou no depdsito de 10.046.403 pares de
bases (pb), que corresponderiam a 1,44 vezes o genoma, com 43,45% das
bases com qualidade 220, 34,84% de bases com qualidade 230 e somente
3,57% de bases com vetores (dados ndo apresentados). Inicialmente foi
previsto o seqiénciamento de 10% a 15% do genoma da estirpe PRF 81,
estimado em sete milhdes de pb, mas a cobertura real obtida correspondeu
ao dobro do previsto (Tabela 1).

O projeto previa a identificagdo de umtergo dos genes, estimados em 1.500,
mas foram identificadas 2.161 CDSs, das quais, 1208 foram validadas, 691
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Tabela 1. Panorama genémico da estirpe de PRF 81 de Rhizobium tropici.

Parametro Situagao
Numero total de leituras 9.026
Numero total de leituras sem vetores (<=10% vetor) 8.431
N°de bases depositadas (bp) excluindo vetor, 10.046.403 (100%)
incluindo bases de baixa qualidade  * Cobertura = 1,44

vezes

Numero de bases com qualidade >=20 (bp) 4.526.803 (43,45%)
Numero de bases com qualidade >=30 (bp) 3.629.712 (34,84%)
Numero tota! de “contigs” 2.789
Tamanho médio dos “contigs” 1.303.99
Cobertura por “contigs" phrap (pb) 2.097.134
NOmero medio de leituras em um “contig” 3,24
Qualidade media das bases nos “contigs” phrap 23,04

Cobertura do genoma (estimado em 7.000.000 pb),
considerando-se a soma dos “contigs” (pb)

Cobertura do genoma 31,07%

2.175.048

foram classificadas como hipotéticas conservadas e 262 como hipotéticas.
Foram identificados genes putativos, em todas as classes funcionais. O
maior namero de CDSs validados foi relacionado ac metabolismo de ami-
noacidos, de carboidratos e do metabolismo secundario. Contudo, 60,4%
das CDSs n&o puderam ser classificadas em categorias KEGG (Figura
1}). Também foram identificados genes de nodulagio (nodA, nodC, nodi,
nodQ, nodS, nodT, nodU, nofG} e fixagao do N, (nifA, nifN, nifR, nifS, nifX,
nifW, fixA, fixB, fixC, fixL).

Obteve-se um elevado numero de CDSs relacionadas a biodegradagéo
e xenobidticos, particularmente do benzoato, bem como a presenga de
CDs relacionadas a quimiotaxia e sintese de flagelos. Essas CDs devem
estar relacionadas a adaptabilidade e a capacidade competitiva elevada
da estirpe PRF 81. E importante destacar, também, a presenga de quatro
proteinas de secregdo do tipo Il (trés relacionadas a “pilli” e uma a “fimbrae”),
seis do tipo 1l {biocssintese de flagelos) e quatro do tipo IV (proteinas de
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Classificagéo Categorias KEGG W

Figura 1. Distribuicdo percentual das CDSs de R. tropici PRF 81, segundo a base
de dados KEGG.

transferéncia de conjugagéo fraG —similaridade elevada com Sinorhizobium
meliloti € R. elli, irb1 — similaridade com NGR 234 e R. elli; trbD, maior
similaridade com R. elfi e virB6, presente em R. elfi e 8. meliloli). Essas
proteinas de secreg¢ao indicam similaridade elevada entre os mecanismos
de infecgdo para a formagao de nédulos e patogenicidade.

Conclusoes

Aestratégia de obtengao parcial de um genoma mostrou-se viavel, permitin-
do aidentificagdo de genes importantes na estirpe PRF 81 (FSEMIA 4080),
de Rhizobium ftropici, economicamente importante, pois & recomendada
para o uso em inoculantes comerciais na a cultura do feijoeiro.
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