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Introdugao

A cultura da soja se beneficia do processo de fixagao biologica do N,
(FBN), dispensando o uso de fertilizantes nitrogenados. Atualmente, qua-
tro estirpes de Bradyrhizobium sdo recomendadas para a formulagéo de
inoculantes comerciais no Brasil, duas pertencentes a espécie B. elkanii,
a SEMIA 587 (recomendada no periodo de 1968 a 1975 e apds 1979) e
a SEMIA 5019 (=29W), recomendada desde 1979 e duas estirpes de B.
japonicum selecionadas pela Embrapa Cerrados, a SEMIA 5079 (=CPAC
15) e a SEMIA 5080 (=CPAC 7), que vém sendo recomendadas desde
1992.(Hungria et al., 2006). A estirpe SEMIA 5079 pertence ao mesmo
sorogrupo da SEMIA 566 e, no Brasil, essas estirpes apresentam baixa
competéncia saprofitica, contudo, logo depois se estabelecem no solo
fortemente (Hungria et al., 2008).

A importancia de determinagio dos genes da estirpe SEMIA 5079, de
alta competitividade e eficiéncia de fixagdo do N, reside em que, com o
langamento de cultivares de soja mais produtivas, uso de novas praticas
agricolas e o cultivo em solos inoculados anteriormente, torna-se neces-
sario selecionar estirpes mais eficientes e competitivas, bem como isso
ira facilitar a identificaco das estirpes estabelecidas nos solos brasileiros,
para futuros estudos em FBN.
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Realizar o seqilenciamento completo de um genoma de bactéria, porém,
é um processo caro e demorado, que estd muito além da capacidade
da maioria dos laboratérios. Uma estratégia alternativa seria a de se-
glienciamento parcial de genomas. Esta demonstrado, por exemplo, que
informagbes importantes e representativas da estrutura e do conteudo do
genoma de Sinorhizobium fredii NGR234 puderam ser obtidas a partir do
seqiienciamento parcial € ao acaso de bibliotecas de DNAdo tipo “shotgun”
(Viprey et al., 2000).

Para o desenvolvimento deste trabalho, o objetivo foi de realizar a cober-
tura de 10% a 15% do genoma da estirpe SEMIA 5079, procurando genes
relacionados a capacidade saprofitica, & competitividade e a eficiéncia do
processo de fixagao biolbgica do N,

Material e Métodos

Apartir dos péletes obtidos de células da estirpe SEMIA 5079, crescidaem
meio de cultura Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), centrifugagéo a
10.000 g por 20 minutos e estocagem a -70°C, o DNA gendmico das bac-
térias foi extraido pele método usual descrito por Sambrook et al. {1989).

O preparo da biblioteca “shotgun”, conforme descrito por Fleishmann et al.
{(1995), envolveu a purificagio do DNA e fragmentagéo ao acaso, por meio
mecanico (nebulizagio). O DNA misturado com glicerol a 50% e NaOAc
3M foi nebulizado por 30 segundos a uma presséo de 2 kgf cm?, a fim
de obter fragmentos de 500 pares de bases (pb) a 3 kb. A fragmentagao
foi confirmada em gel de agarose a 1%. A seguir, as extremidades foram
reparadas e fosforiladas pelo fragmento enzimatico Klenow da DNA po-
limerase de Escherichia coli. Os fragmentos foram separados em gel de
agarose “low melting” (g.a.). Apds a recuperagao dos fragmentos a partir
do gel de agarose, os mesmos foram colocados para se ligarem ao vetor
pUC18 digerido com a enzima de restricdo Smal-BAP e defosforilados
com a enzima T4 DNA ligase. Apos a ligagao, o material foi utilizado para
transformagéo de células de E. cofi estirpe DH10B, através da técnica
de eletroporagio. As células foram plaqueadas em meio Luria-Bertani
(Sambrook et al., 1989) contendo ampicilina (100 pg.mL"), IPTG e X-gal
e as bactérias foram crescidas durante a noite a 37°C.
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No processo de seqgiienciamento, coldnias brancas individuais (clones re-
combinantes) foram incculadas em placas de crescimento de cultura com
96 pogos contendo meio “Terrific Grow - TB" (Invitrogen™). As bactérias
foram crescidas com agitagdo de 150 rpm, a 37°C, "overnight”. As placas
de crescimento de cultura foram utilizadas para estoque em glicerol (80%)),
sendo entdo reinoculadas. Apés o crescimento, foram obtidos péletes por
centrifugagio a 4.000 rpm, por 8 min. O DNA foi, entdo, extraido pelo
método de rompimento alcalino. Apés o rompimento da parede celular
das bactérias, os restos de parede celular, polissacarideos e proteinas
remanescentes foram seletivamente precipitados com KOAc 3M (acetato
de potassio estocado a 4 °C, pH 4,7-4,9). O sobrenadante foi filtrado por
filtros dltiplos (MultiScreen, Millipore) para obtengdo do DNA que atraves
da filtragem e purificagéo, foi ressuspenso em agua, verificando a con-
centragdo em gel de agarose a 1%. O DNA precipitado foi seqlenciado
utilizando o “kit" “DYEnamic™ ET dye terminator”. As reagbes de PCR foram
realizadas com os “primers” “Universal’ e “Reverso”, para a amplificagéo
dos genes. Os produtos da reag@o foram analisados em um seqlienciador
automatico (MegaBace1000, Amersham), pelo método dos terminadores
fluorescentes.

As leituras obtidas foram submetidas & analise de bioinformatica, realizada
no LNCC, com o “software” para SABIA (System of Automated Bacterial
Integrated Annotation), que integra varios programs de dominio publico
para a montagem e a anotagao de genomas (Almeida et al., 2004).

Resultados e Discussao

Foi validada uma biblioteca, totalizando 2.198 leituras, 88% com boa
qualidade, possuindo menos de 10% de vetores. Foram lidas 24 placas,
que resultaram em 2.470.301 pares de bases (pb), 1.036.812, as quais
com qualidade igual ou superior a 20 (Tabela 1). Estimando o genoma
em 9.000.000 de pb, essas bases de bea qualidade seriam suficientes
para cobrir cerca de 11,5% do genoma. Contudo, pela natureza da bi-
blioteca “shotgun”, em que varios fragmentos correspondem a seqiién-
cias idénticas, a cobertura obtida, até o presente momento, & de 6,63%
(Tabela 1).
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Tabela 1. Leituras e cobertura obtidas no genoma de B. japonicum SEMIA
5079 (CPAC 15).

Parametro Situagéo

Nimero de bases depositadas (bp) (sem vetor) 2.470.301 (100%)
Nimero de bases com qualidade >=20 (bp) 1.036.812 (39,43%)
Numero de bases com qualidade >=30 (bp) 744,334 (28,31%)
Numero de bases de vetor (bp) 158.931 (6,04%)
Média do tamanho das leituras {bp) 1123,89
Namero total de leituras 2.198
Namero de leituras de bases sem vetor (<=10% 1.939
vetor)
Numero de leituras de 10-80% de bases de vetor 211
Numero de leituras com mais que 80% de bases 48
com vetor
Tamanho estimado do Genoma (bp) 9.000.000
Cobertura do Genoma 597.517

{6,63% do tamanho

estimado do genoma)

Abusca de genes putativos com ferramentas da bicinformética ja resultou
em 560 “contigs”, definindo, cada um, no minimo uma ORF (“open reading
frame”) ou “CDS” (coding DNA sequence). Comparando com o genoma
ja seqiienciado da estirpe USDA 110 de B. japonicum, em que foram en-
contradas 8.317 CDSs (Kaneko et al., 2002), o nimero ja detectado nessa
etapa inicial do panorama gendmico é equivalente a, no minimo, 6,7% dos
genes putativos da SEMIA 5079. Ja foram identificados, nesta estirpe, genes
putativos que codificam enzimas do metabolisme do N, como a glutamato
sintetase e a urease, do metabolismo dos acidos graxos, do metabolismo
do Fe, como a bacterioferretina e receptores de Fe, que podem estar
envolvidos, tanto com a capacidade competitiva, através da produgéo de
sideréforos, como com a absorgdo do Fe, genes condificando a sintese
de flagelos, entre outros. Também foram identificados genes de nodulagéo
{nodl, nodN) e fixagdo de N, (fixG, fixK2, fixJ, fixL, fixN, fixO, fixP, fixQ).
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Conclusio

A estratégia alternativa de seqiienciamento parcial de genomas por
“shotgun” mostra-se eficiente para a prospecgao de genes de interesse,
relacionados a fixagao do N,, & capacidade saprofitica e & competitividade
da estirpe SEMIA 5079.
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