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RESUMO

SANTOS, T. R. Reserva nitrogenada no género Beijerinckia isolada da rizosfera de
cana-de-aclUcar. 2011. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&do Paulo, 2011.

Beijerinckia sp., bactéria de vida livre fixadora de nitrogénio, comumente encontrada em
solos tropicais lateriticos. Em Beijerinckia derxii a presenca de granulos intracelulares
indicou o acumulo de material nitrogenado durante a fase estacionaria. A cianoficina
produzida por cianobactérias é a Unica reserva nitrogenada intracelular descrita até
hoje. O presente trabalho teve por objetivos verificar o acimulo de material nitrogenado
intracelular associado a Fixacdo Biolégica de Nitrogénio em cinco isolados de
Beijerinckia da rizosfera de cana-de-acucar (Saccharum sp.); selecionar a melhor
metodologia de extracdo dessa reserva nitrogenada; analisar quimicamente esta
reserva e verificar se um gene correspondente ao cphA, encontrado em cianobactéria,
esta presente nestes isolados. Os resultados mostraram um aumento na concentracao
de proteina celular total concomitantemente a atividade da nitrogenase durante a fase
estacionaria de todos os isolados. A fixacdo de nitrogénio durante esta fase sugere que
o destino do nitrogénio fixado seriam os granulos de armazenamento. A andlise quimica
por HPLC confirmou a presenca de arginina em teor muito elevado em relagdo aos
demais aminoacidos apds a extracdo por um dos métodos testados, sugerindo uma
reserva diferente da cianoficina. Em recombinantes de Escherichia coli confirmou-se um
possivel gene envolvido no armazenamento de material nitrogenado em Beijerinckia sp.
A ocorréncia de reservas nitrogenadas parece ser comum a este género e pode estar
associada ao processo de fixacdo biolégica de nitrogénio.

Palavras-chave: Beijerinckia. Fixagcdo de Nitrogénio. Acumulo Nitrogenado.
Aminoécidos. Cianoficina. Cana-de-acgucar.



ABSTRACT

SANTOS, T. R. Nitrogen reserve in the genus Beijerinckia isolated from sugarcane
rhizosphere. 2011. 87 p. Masters thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Beijerinckia sp., bacteria of free-living nitrogen-fixing, commonly found in tropical lateritic
soils. In Beijerinckia derxii the presence of intracellular granules indicated the buildup of
nitrogenous material during the stationary phase. The cyanophycin produced by
cyanobacteria is the only intracellular nitrogen reserves described to date. This study
was designed to evaluate the intracellular buildup of nitrogen associated with Biological
Nitrogen Fixation in five Beijerinckia isolated from the rhizosphere of sugarcane
(Saccharum sp.); select the best method for extraction of nitrogen reserve; chemically
analyze this reservation and verify that the cphA a corresponding gene, found in
cyanobacteria, is present in these isolates. The results showed an increase in total
cellular protein concentration concomitantly nitrogenase activity during the stationary
phase of all isolates. The nitrogen fixation during this phase suggests that the fate of
fixed nitrogen would be the storage granules. Chemical analysis by HPLC confirmed the
presence of very high content of arginine in relation to other amino acids after extraction
of the methods tested, suggesting a different reserve of cyanophycin. In recombinant
Escherichia coli confirmed a possible gene involved in nitrogen storage material in
Beijerinckia sp. The occurrence of nitrogen reserves seems to be common to this genus
and can be associated with the process of Biological Nitrogen Fixation.

Keywords: Beijerinckia. Nitrogen Fixation. Nitrogen Accumulation. Aminoacids.
Cyanophycin. Sugarcane.
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1 INTRODUCAO
1.1 Fixacéao Biologica de Nitrogénio

O nitrogénio é um elemento essencial constituinte de todos os seres vivos
presente, principalmente, nas proteinas e acidos nucléicos. Apesar da atmosfera ser

composta por 78% de N, a maioria dos organismos Vivos necessita absorver nitrogénio

combinado, o que torna este elemento um dos fatores limitantes do crescimento celular
(VITOUSEK, 1997). A molécula de N, é composta de tripla ligacdo, altamente estavel e
somente alguns microrganismos procarioticos, bactérias e actinomicetos tém a
capacidade de utilizar o nitrogénio atmosférico, por possuirem o complexo enzimatico
denominado nitrogenase (NEVES; RUMJANEK, 1998). Esta enzima, responsavel pelo
processo de fixagcdo de nitrogénio, reduz o N, a amonia (REES; HOWARD, 2000). A
reacdo € termodinamicamente desfavoravel, requerendo grande quantidade de energia
de ativacdo para reduzir N, a amoénia (BARBOSA; TORRES, 1999).

A bactéria fixadora de nitrogénio (BFN) é chamada diazotréfica. Na natureza, o
processo de fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) pode ser realizado por
microrganismos simbiontes, como Rhizobium, por microrganismos de vida livre, como
as bactérias do género Beijerinckia e Azotobacter (RAIJ, 1991) e por bactérias
endofiticas como Herbaspirillum seropedicae (BASTIAN et al., 1998). Nas BFN de vida
livre e nas endofiticas o nitrogénio fixado € usado pela prépria bactéria para sintese de
seu material nitrogenado e sua multiplicacdo. As simbiontes apds um periodo em que a
populacdo se divide, passam por uma fase denominada bacterdide e, ja dentro do
nodulo, param de se multiplicar. Entdo, excretam amodnia que € assimilada no
citoplasma das células da planta hospedeira e formam solutos organicos nitrogenados,
0S quais sdo transportados pelo xilema e distribuidos para o resto do vegetal
(DILWORTH; GLENN, 1991).

No ciclo do nitrogénio (Figura 1) a fixacdo bioldgica de nitrogénio € responsavel
por uma parcela do total de aménia requerida pelos seres vivos; outra parte é
proveniente da decomposicdo, por microrganismos, de compostos organicos

nitrogenados de plantas, microrganismos e animais mortos. Uma terceira possibilidade



18

7z

de obtengcdo de amoénia € a reducdo de nitratos e nitritos, realizada por vegetais
superiores e microrganismos. A amoénia produzida é incorporada a aminoacidos,
podendo fazer parte de proteinas ou de outros compostos nitrogenados ou também
servir de fonte de energia, sendo oxidada a nitrato pelas bactérias quimiolitotréficas,
processo denominado nitrificagcdo. O processo inverso, a desnitrificacdo, ocorre quando
0 nitrato € reduzido, dando origem ao gas nitrogénio que volta a atmosfera, resultando
na perda do nitrogénio combinado (BARBOSA; TORRES, 1999).

Nitrogénio

/'—\ atmosférico
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nitrogénio
POF processos re
industriais, raios,
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bactérias no sole
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Figura 1. Ciclo do nitrogénio.
Fonte: Portal Escola Ciéncia e Cultura (2010).

A fixacdo bioldgica do nitrogénio constitui uma alternativa para agricultura
sustentavel, produtiva e ambientalmente equilibrada. As bactérias diazotréficas, além
de contribuirem com o nitrogénio combinado, exercem papel importante no
desenvolvimento das plantas: produzem substancias promotoras de crescimento

vegetal como fitormdnios (OLIVEIRA, 2009), sideroforos e antibioticos; suprem os solos
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com matéria organica e recuperam solos degradados (POSTGATE, 1998;
DOBEREINER, 1997).

1.2 Nitrogenase

Os microrganismos fixadores de nitrogénio, através da enzima nitrogenase, fixam
o N, atmosférico na presenca de ATP como fonte de energia. A nitrogenase € o fator
chave da fixacado bioldgica de nitrogénio. Essa enzima € composta por duas proteinas
distintas (REES; HOWARD, 2000) uma delas, chamada Molibdo-Fe-proteina (MoFe
proteina) ou proteina | € um tetramero que liga e reduz o nitrogénio. Acredita-se que um
dos centros metdlicos, o co-fator FeMo, represente o sitio de reducdo do substrato da
enzima. A outra proteina € um dimero composto por polipeptideos idénticos chamada
Ferro-proteina ou proteina Il, que tem a funcdo de passar elétrons para a proteina |
(BURRIS, 1991). Os componentes do sistema da nitrogenase sao sensiveis ao
oxigénio, portanto os microrganismos que sado aerdbios estritos tém mecanismos para
proteger suas nitrogenases (WHITE, 1995). A Figura 2 mostra um esquema da reducao

do N, a amo0nia, catalisada pela nitrogenase.

Fe Protein

Fe red 1

Fe red

Figura 2. Fluxo de elétrons na reducao do nitrogénio.
Fonte: Taiz e Ziegler (1998).



20

A transferéncia de elétrons da Ferro-proteina para a Molibdo-Fe-proteina requer
a hidrélise de ATP para ADP+ Pi. A Ferro-proteina é reduzida pela ferredoxina ou
outros redutores. Quando reduzida, esta proteina é ligada a duas moléculas de ATP e
se combina com a MoFe-proteina. Quando um elétron é transferido, ocorre a hidrolise
de ATP. Este complexo protéico é dissociado e a MoFe-proteina fica reduzida e doa
elétron para a molécula de N,. Como um Unico elétron € insuficiente para a reducao
completa do nitrogénio, o ciclo se repete até que sejam acumulados elétrons suficientes
para ocorrer a reducao total. Como duas moléculas de ATP séo requeridas para cada
elétron transferido, a reacdo dispende um minimo de 16 moléculas de ATP em
condicbes ideais (BURRIS, 1991). O processo completo de funcionamento da
nitrogenase é muito complexo e ainda nao esta totalmente esclarecido.

A reacdao final da reducédo do N, pode ser resumida na seguinte equacao:

N, + 8H" +8e° — 2NH3z+H,

As nitrogenases foram purificadas de diferentes tipos de microrganismos e
mostraram-se extremamente similares entre si independente de sua origem (BURRIS,
1991). Esta enzima tem como substrato fisiolégico o nitrogénio, porém apresenta a
capacidade de reduzir outros substratos como: o acetileno (C;H,) que é reduzido a
etileno (C,Hg); o Oxido nitroso (N2O) reduzido a nitrogénio e agua, e prétons de
hidrogénio (2H") reduzidos a hidrogénio (H,) (SPRENT; SPRENT, 1990). Segundo
Zhao et al. (2006), esta enzima também pode utilizar como substratos a azida e o

cianeto.

1.3 Caracteristicas do género Beijerinckia

O género Beijerinckia foi descrito pela primeira vez em 1939 como pertencente a
espécie Azotobacter indicum. Posteriormente foi re-classificado como o novo género
Beijerinckia (DERX, 1950). Sdo bactérias Gram-negativas, na forma de bacilos
ligeiramente curvados, contendo no citoplasma grandes globulos redondos muito
refringentes, compostos por polihidroxialcanoatos (HOLT et al., 1994).

S&o microrganismos fixadores de N, quimiorganotroficos, com metabolismo

aerobio e crescimento na faixa de pH entre 3,0 a 9,5-10,0 e a temperatura o6tima entre
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20 e 30 °C. N&o é capaz de crescer em meio de cultura com peptona. A glicose, frutose
e sacarose sao utilizadas por todas as linhagens (HOLT et al.,, 1994). Produz
exopolissacarideo ou muco polissacaridico elastico que torna o meio de cultura liquido
altamente viscoso. Esse muco é citado como o principal, sendo o Unico, mecanismo de
protecdo aos sistemas sensiveis ao oxigénio, como € 0 caso da nitrogenase
(BARBOSA; ALTERTHUM, 1992).

Outras observacdes a respeito da fisiologia de B. derxii foram muito importantes
para ampliar os conhecimentos a respeito deste microrganismo e aumentar as
informacdes relacionadas ao seu papel ecologico. Procurando uma explicacdo de
porque a enzima nitrogenase apresentava-se ativa durante a fase estacionaria de
crescimento, onde o nimero de células permanece constante, MIYASAKA et al. (2003),
detectou que B. derxii ATCC 33962 era capaz de acumular material nitrogenado
concentrado em grénulos intracelulares contendo arginina.

Quatro espécies de Beijerinckia estdo descritas até hoje, sendo elas: B. indica, B.
mobilis, B. fluminensis e B. derxii (BECKING, 1974). Todas elas sdo espécies de vida

livre, encontradas no solo, principalmente em regides tropicais (HOLT et al., 1994).

1.4 Beijerinckia e sua importancia nos solos

Segundo Becking (1961), uma grande porcentagem de solos lateriticos contém
Beijerinckia sp. Os solos lateriticos caracterizam-se por serem acidos, pobres em
fosfato e nitrogénio combinado e ricos em elementos téxicos como o aluminio e
manganés. A predominancia desta bactéria neste tipo de solo deve estar ligada a
adaptacao as condi¢cdes ambientais que favorecem o seu desenvolvimento e ndo o de
outras bactérias. Como solos lateriticos sdo mais comuns em regides tropicais, a
presenca de Beijerinckia em grande numero nesses solos explicaria, em parte, sua
distribuicdo geografica (BECKING, 1961); sua auséncia em zonas secas, também
revela sensibilidade contra o ressecamento (DOBEREINER, 1959a). Ao contrario, seu
namero aumenta com o crescimento dos niveis de umidade, atingindo seu maximo em
solos encharcados (DOBEREINER; ALVAHYDO, 1959). Este fato levou ao estudo

desta bactéria como bioinoculante de culturas de arroz. A pesquisa mostrou que, com a
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inoculacdo de uma das linhagens de Beijerinckia, a producdo de arroz foi similar aquela
obtida com adubagdo nitrogenada (DOBEREINER; RUSCHEL, 1961). Tais estudos
chamaram a atencdo para a possivel contribuicdo de Beijerinckia ao meio ambiente,
como bactéria fixadora de nitrogénio.

No Brasil, o género Beijerinckia foi detectado em 59% dos solos amostrados por
Dobereiner (1959a). Apesar de ser encontrada com frequiéncia em solos brasileiros, um
estudo mais aprofundado, pesquisando as caracteristicas fisioloégicas desta bactéria
somente teve inicio varios anos apos a divulgacao de seus primeiros isolamentos. Em
1988, Barbosa e Carvalhal isolaram oito linhagens de Beijerinckia de 25 amostras de
solo de cerrado, da regidao de Emas, Pirassununga, S.P. O sistema de fixacdo de N, de
Beijerinckia sp., o complexo nitrogenase, mostrou-se bem estabelecido e adaptado,
mesmo sob condi¢des desfavoraveis para o crescimento celular. Barbosa et al. (2002)
verificaram que em condi¢cdes como pH 2,8 ou baixa disponibilidade de O, ou presenca
de substancias toxicas, como o aluminio e tiossulfato de sodio, a atividade da
nitrogenase foi sempre preservada.

Também em solos brasileiros, foi verificada uma estreita relagdo de Beijerinckia
com plantas de cana-de-agucar. Entre os solos de canaviais estudados, 95% continham
Beijerinckia sp., evidenciando uma influéncia favoravel da vegetacdo no
desenvolvimento desta bactéria, possivelmente devido a presenca de sacarose residual
nas raizes, que atuaria como fonte de carbono (DOBEREINER, 1959b).

Vérios gendtipos de cana-de-acucar apresentam facilidades de se associarem
com bactérias fixadoras de nitrogénio e assim obtém grande parte do nitrogénio
necessario através da fixacdo biologica de nitrogénio. Varias espécies de bactérias
fixadoras de N: como Beijerinckia, Bacillus, Azotobacter, Derxia, Enterobacter e
Azospirillum foram isoladas do solo e da rizosfera de cana-de-aglUcar e outras
gramineas. A pesquisa tem demonstrado que a chave para o sucesso da fixacéo
biologica de N: na agricultura esta numa selecdo de genotipos e de bactérias que se
associem mais eficientemente (QUESADA et al., 2003).



23

1.5 Producéo de substancias promotoras de crescimento vegetal

As bactérias fixadoras de N, podem produzir substancias que atuam de maneira
similar aos fitormoénios produzidos pelas plantas (TIEN et al., 1979). Esses compostos
sdo chamados de reguladores de crescimento de plantas- RCPs (MELO, 1998).

Estudos que envolveram a co-cultura de Beijerinckia com outros microrganismos,
ndo diazotroficos mostraram que B. derxii é capaz de influenciar positivamente o
crescimento e manutencéo da viabilidade de seus parceiros na co-cultura in vitro. Na
tentativa de explicar os estimulos produzidos pela inoculagdo em plantas, varias
substancias nitrogenadas foram pesquisadas no sobrenadante de culturas de B. derxii,
crescida em diversas condicbes. Além da presenca de diferentes aminoacidos, de
poliaminas e de acido indolacético, também foi detectada a capacidade da bactéria em
produzir etileno (THULER et al., 2003). O etileno é um dos horménios vegetais mais
usados na agricultura, em funcéo de seus efeitos sobre muitos processos fisioldgicos,
tais como, controle do amadurecimento de frutos, inducdo de raizes, quebra da
dorméncia de sementes e gemas, senescéncia de flores e folhas (RODRIGUES; LEITE,
2004).

Payne et al. (1957) demonstraram a liberacdo de aminoéacidos por bactérias no
solo e no meio de cultura. Em estudo publicado em 1994 Pati et al. mostraram que as
bactérias diazotroficas Azotobacter chroococcum, Beijerinckia indica e Corynebacterium
sp. liberaram determinados aminoacidos no meio de cultura. Segundo Oliveira (2009),
foram obtidos da rizosfera de cana-de-acucar nove isolados do género Beijerinckia dos
quais cinco isolados liberaram diferentes aminoacidos. A producdo de aminoacidos e
vitaminas por microrganismos da rizosfera é um fator importante no estudo das
interacOes entre bactéria-planta.

Considerando que aminoacidos sdo excelentes fontes de carbono e nitrogénio,
além de serem unidades de proteinas, sua absorcdo € altamente favoravel para uma
grande variedade de organismos como, por exemplo, as plantas. Estas utilizam uma
grande variedade de formas quimicas de nitrogénio, variando de compostos inorganicos
simples, como NH*4 e NO'; as formas de N poliméricos, como as proteinas (NASHOLM

et al., 2009). O aminoacido arginina, por exemplo, age como um eficiente promotor de
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enraizamento de toletes da cana-de-acUcar, causando ainda emergéncia precoce das
gemas (NETTO, 2006).

1.5.1 Arginina

A arginina é um aminoacido metabolicamente verséatii e além de ser um
precursor da sintese de poliaminas, serve como fonte de carbono, nitrogénio e de
energia através de uma variedade de vias catabolicas em bactérias. O catabolismo da
arginina foi previamente visto numa ampla base de bactérias (ABDELAL, 1979)
incluindo Pseudomonas (ITOH; NAKADA, 2004). Segundo Lu (2006), a biossintese de
L-arginina em bactérias foi um foco de interesse de pesquisa nas Ultimas décadas em
regulacdo metabdlica, da qual resultaram varios achados de interesse geral. Ha trés
rotas para a biossintese de arginina provenientes de L-glutamato. Na chamada via
linear como em Escherichia coli, uma molécula de Acetil-CoA é consumido para
converter L-glutamato em L-ornithina em cinco etapas através de uma série de
intermediarios acetilados.

Ha quatro vias catabdlicas da arginina utilizadas pelas bactérias: (1) Via arginase
foi mais bem estudada em bacilos e Agrobacterium. A arginase tem sua funcéo
conhecida no ciclo da uréia dos eucariontes e também serve como a primeira enzima
da via arginase para a utilizacdo de arginina em muitos microorganismos; (2) Via
arginina deiminase (ADI) esta via é amplamente distribuida entre as eubactérias e
archaea, e os genes foram inicialmente caracterizados em Pseudomonas aeruginosa. A
principal funcéo fisiolégica desta via parece ser o fornecimento de ATP em condi¢des
anaerobias; (3) Via arginina succinyltransferase (AST) foi descoberta em Pseudomonas
e Burkholderia. A organizacdo dos operons conhecidos (aru) é altamente conservada
em Pseudomonas e Burkholderia e pode proporcionar uma vantagem em resposta a L-
arginina exogena nestas bactérias, que podem utilizar L-arginina de forma muito
eficiente como a unica fonte de carbono e nitrogénio; (4) Via arginina transaminase/
oxidase/ desidrogenase enzimas desta via foram relatadas pela primeira vez em
Pseudomonas putida (LU, 2006).
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Synechococcus apresenta a via arginina oxidase e o gene aoxA que codifica
uma oxidase L-aminoacidos (L-AOX) com L-arginina sendo o melhor substrato para o
crescimento celular (BOCKHOLT; SCHOLTEN-BECK; PISTORIUS, 1996). O aoxA
mutante (enzima ausente) ndo pdde crescer em presenca de L-arginina como Unica
fonte de nitrogénio, sugerindo que a enzima L-AOX é essencial para a utilizagdo de
arginina neste microrganismo. Em outra cianobactéria Synechocystis, a enzima
arginase é responsavel pela utilizacdo de L-arginina pela via arginase. A arginina pode
servir como fonte de nitrogénio apos a mobilizacdo de cianoficina (multi- L-arginyl poli-L-
aspartato), uma reserva Unica de granulos intracelulares em cianobactérias
(QUINTERO et al., 2000).

Segundo Lu (2006), existem varios reguladores de transcricdo relacionados ao
controle do metabolismo da arginina em bactérias, os principais tipos sdo ArgR / AHRC
e ArgRp. Apesar das diferencas na organizagéo de genes do metabolismo da arginina,
as proteinas ArgR e seus locais de destino sdo altamente conservados entre 0s
organismos muito diversificados, incluindo bactérias Gram-positivas (AHRC de B.
subtilis), Gram-negativas, e extremofilos. Em geral, a regulacéo é exercida pela ligacdo
do ArgR a seu sitio operador anterior aos genes-alvo, levando a repressao de genes da
biossintese de arginina e ativacdo de genes catabolicos na presenca de arginina. E
possivel que alguns genes relacionados ao metabolismo da arginina sdo induzidos ou
reprimidos apenas quando a concentracdo de arginina intracelular atinja um nivel
elevado ou quando o sistema de regulacdo esta ausente.

As principais aplicagfes da arginina estdo na industria farmacéutica e como
intensificador de sabor na industria alimenticia. Nos seres humanos, a arginina é
classificada como um aminoacido condicionalmente essencial para a sintese de
proteina, e seu metabolismo também da origem ao 6xido nitrico, metabdlitos do ciclo da

uréia creatina, prolina e poliaminas (IKEDA, 2003).

1.6 Poli aminoacidos versus proteinas

Segundo Feng et al. (2007), as poliamidas abrangem uma grande quantidade de

compostos de polimeros com seus constituintes ligados por ligacbes amida e séo
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divididas em duas categorias: os poli aminoacidos que sdo formados por um tipo de
mondmero, e as proteinas que sdo compostos constituidos por diferentes tipos de
aminoacidos. A maioria das poliamidas sdo proteinas e um pequeno grupo de
poliamidas séo referidas como poli aminoacidos, a fim de distingui-los das proteinas
devido a diferentes caracteristicas de biossintese. Existem varias diferengas entre eles:
(1) A proteina é composta por grande variedade de aminoacidos, enquanto o poli
aminoacido é composto de apenas um tipo de aminoacido, pelo menos no esqueleto
principal. (2) As proteinas séo biosintetizadas sob a direcdo de DNA, o que significa que
a sintese de proteinas é modelo-dependente, incluindo a transcricdo, complexo
ribossomo e o mecanismo de traducédo. Pelo fato da biossintese de poli aminoacido ser
catalisada por algumas enzimas simples, os inibidores da tradu¢cdo como o cloranfenicol
ndo afetam a biossintese de poli aminoacidos. (3) As proteinas apresentam
comprimento exato, enquanto os poli aminoacidos mostram dispersao notavel de peso
molecular. (4) Enquanto ligagbes amida em proteinas sdo formadas apenas entre 0s
grupos a-amino e y -carboxilico (ligacdes a-amida), ligacbes amida em poli aminoacidos
envolvem funcdes da cadeia de outro lado, ou seja, grupos B-e y-carboxilico e e-amino.
Existem trés diferentes poli aminoacidos apresentados na natureza: poli-y-
glutdmico (PGA-y), poli-g-lisina (¢-PL) e cianoficina. O PGA-y é constituido de unidades
acido D e L-glutamico ligadas por ligagbes amida entre a-amino e y-grupos acido
carboxilico. A e-PL é composta de monémero de lisina pela ligacdo do grupo a-carboxila
e grupo €-amino da lisina. Diferente desses dois tipos de poli aminoacidos, o0s
constituintes do terceiro poli aminoacido, cianoficina, € um esqueleto de a-aspartico
contendo residuos de arginina independentes ligados ao grupo B-carboxila (FENG et

al., 2007).

1.6.1 Acido Poli-y-glutamico (PGA-y)

Poli-y-glutdamico é um polimero extracelular hidrossolivel e biodegradavel,
constituido de unidades acido D-e L-glutadmico ligadas por ligagdes amida entre a-amino
e y-grupos acido carboxilico. PGA-y foi descoberto como sendo a capsula da bactéria

gram-positiva Bacillus anthracis. Posteriormente, descobriu-se em outros Bacillus sp,
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tais como, B. licheniformis, B. megaterium, B. subtilis e B. amyloliquefaciens. A sintese
de PGA-y é independente de ribossomo sendo um processo catalisado por enzima
(FENG et al., 2007).

A chave intermediaria da sintese de PGA-y € o a-cetoglutarato, que € um
precursor direto do acido L-glutamico e é sintetizado no ciclo dos &cidos tricarboxilicos.
Verificou-se que em B. licheniformis as enzimas: glutamato sintase e a glutamato
desidrogenase sado insensiveis a concentracdo do produto final, que resulta em alta
concentracdo intracelular de acido L-glutamico e € favoravel ao aumento da
produtividade das PGA-y (SCHREIER; BERNLOH, 1984).

Segundo Feng et al. (2007), diversas aplicacbes tem sido desenvolvidas nas
industrias de alimentos e cosméticos, bem como em industrias farmacéuticas. Além
disso, pode funcionar como um agente de adaptacdo em diversas aplicacfes

ambientais, tais como ions absorventes de metais pesados.

1.6.2 Poli (e-L-lisina)

Poli (e-L-lisina) (e-PL) é um polimero catibnico em pH neutro e caracteriza-se
pela ligacado peptidica entre a carboxila e os grupos €-amino da L-lisina. A ¢-PL foi
descoberta pela primeira vez por Shima e Sakai em 1977 que encontraram um
composto no meio de cultura de uma cepa denominada Streptomyces albulus 346. Para
isolar poli (e-L-lisina) de linhagens produtoras foi usado um corante acido, o Poly- R-
487. Quando as variedades produziam o polimero extracelular, o corante era
condensado em torno dessas colbnias. Por este método, vérias cepas foram
analisadas, como Streptomyces, Kita satospora e um fungo Epichloe sp. (FENG et al.,
2007).

No inicio do crescimento de Streptomyces albulus 346, a produtividade maxima
de poli (e-L-lisina) (e-PL) € apenas cerca de 0,5 g/L sob a condi¢do de cultivo otimizado.
O controle do pH no meio de cultivo é essencial para a acumulagao de ¢-PL durante o
processo de crescimento. O valor inicial do pH do meio de cultura é mantido em 6,0 e,
quando as células cresciam até a fase estacionaria, a acumulagao de ¢-PL poderia ser

observada. Para produzir e-PL de maneira eficiente, o valor de pH do meio é regulado
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na faixa de pH 3,0 a 5,0. Posteriormente, a produtividade €-PL por células em repouso,
utilizando a glicose e (NH4)2SO4 como substratos e sob condi¢cbes de pH acido a
acumulagao de ¢-PL foi melhorada significativamente sendo obtida uma produtividade
maxima de 4 - 5 g/L (SHIMA; SAKAI, 1977).

Segundo Feng et al. (2007) a poli (e-L-lisina) € de atividade antibittica e usada
principalmente para industria de alimentos. Além disso, a €-PL combinada com outros
aditivos alimentares, tais como o vinagre, glicina e o etanol aumenta a eficiéncia da
preservacdo de varios alimentos. Como a ¢-PL € inofensiva ao ser humano e
biodegradavel sua capacidade de ligacdo a agua foi utilizada para a sintese de hidro-
gel por reticulagao de €-PL e polissacarideos. O hidro-gel j& € um produto comercial

aplicado na agricultura e industrias médicas.

1.6.3 Cianoficina: reserva nitrogenada

A presenca de reservas nitrogenadas em qualquer tipo de célula € raramente
citada na literatura. No entanto, um tipo de reserva intracelular de nitrogénio foi descrito
por Simon em 1971, que isolou de células de Anabaena cylindrica, uma cianobactéria
fixadora de N, um polipeptidio formado de dois aminoacidos: &cido aspartico e arginina
com razdo molar 1:1. Este polimero foi denominado cianoficina e se apresenta na forma
de granulos com peso molecular variando de 25000 a 100000 daltons; a estrutura da
cianoficina é altamente ramificada sendo formada por um esqueleto de &cido aspartico
ao qual estdo ligados residuos de arginina a cada grupo carboxila livre (SIMON;
WEATHERS, 1976). A Figura 3 mostra a estrutura quimica da cianoficina.

Posteriormente, a reserva foi descrita em outra espécie de cianobactéria nao
fixadora de Nj: Aphanocapsa 6308 (ALLEN; WEATHERS, 1980). Em microrganismos
procarioticos, o acumulo de polimeros organicos e inorganicos é feito na forma de
corpos de inclusdo. Estes materiais sdo formados quando 0s microrganismos se
desenvolvem de forma nao balanceada, pelo excesso ou falta de algum macronutriente
(PERRY; STALEY, 1997).

A cianoficina apresenta estrutura quimica unica, sendo sintetizada no final da

fase exponencial e sua maxima producdo ocorre durante a fase estacionaria de
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crescimento. Simon (1973); Dembinska e Allen (1988) determinaram, em Anabaena
cylindrica que, em presenca de cloranfenicol, ndo havia inibicdo da sintese de

cianoficina, ficando evidente que sua producéo € independente de ribossomo.
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Figura 3. Estrutura quimica da cianoficina.
Fonte: Berg (2003).

Mackerras et al. (1990) sugeriram que a cianoficina serve como reservatério
dindmico, que depende do suprimento de nitrogénio do ambiente e das demandas
metabdlicas das células. Este mecanismo capacitaria a cianobactéria a maximizar seu
acumulo nitrogenado, com a vantagem de tornar o nitrogénio fixado sempre disponivel,
provendo a cianobactéria de uma capacidade competitiva sobre outros
microrganismos.

A biossintese do polimero de reserva € catalisada pela cianoficina sintetase
(CphA). A sintese do polimero requer ATP, um polimero pré-formado de cianoficina e
0S aminoacidos constituintes: arginina e aspartato (HAI et al., 1999). Berg et al. (2000)
sugeriram que a enzima possui dois sitios de ligacdo para ATP e provavelmente dois

sitios ativos; os polimeros pré-formados sédo alongados pela por¢cdo C-terminal sendo
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0s aminodcidos constituintes adicionados passo a passo, primeiro o acido aspartico
seguido pela arginina.

Segundo Aboulmagd, Oppermann-Sanio e Steinblchel (2000) a cianobactéria
Synechocystis sp PCC6308 sintetiza cianoficina num teor maximo de 16% da massa
seca celular. A funcionalidade do gene cphA de Synechocystis sp PCC6308 foi
comprovada por expressdo heterdloga da enzima CphA ativa e sintese de cianoficina
em Escherichia coli que obteve um teor maximo de 26,6% da massa seca celular . A
Figura 4 mostra o perfil proteico destas E. coli recombinantes.
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Figura 4. Perfil protéico da cianoficina extraida da cianobactéria, Synechocystis sp. PCC6308
(coluna 1) e das linhagens de E. coli recombinantes (colunas 2 a 7).
Fonte: Aboulmagd, Oppermann-Sanio e Steinbiichel (2000).

Até ha poucos anos, cianoficina era descrita apenas em cianobactérias.
Krehenbrink, Oppermann-Sanio e Steinbiichel (2002) analisaram 65 sequéncias
genbmicas de microrganismos ndo-cianobactérias e encontraram genes capazes de
codificar proteinas homélogas a CphA em Acinetobacter sp linhagem ADP1 com 40%
de identidade de aminoé&cidos, em Bordetella bronchiseptica linhagem RB50 (39%), em
Bordetella pertussis, linhagem Tahoma | (39%), em Bordetella parapertussis, linhagem
12822 (39%), em Clostridium botulinum linhagem ATCC 3502 (39%), em
Desulfitobacterium hafniense linhagem DCB-2 (38%) e em Nitrosomonas europaea
linhagem ATCC 25978 (37%).

Segundo Krehenbrink, Oppermann-Sanio e Steinblchel (2002) Acinetobacter sp

DSM 587 acumula cianoficina até 1,4% de proteina celular total sob condi¢cdes de
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limitacdo de fosfato e a atividade da cianoficina sintetase foi detectada, indicando sua
funcdo de reserva, nesta linhagem. O gene homélogo ao cphA de Acinetobacter sp
linhagem DSM 587 foi amplificado e introduzido em Escherichia coli. A linhagem
recombinante de E. coli expressou atividade de cphA e acumulou cianoficina até 7,5%
da massa seca celular, indicando a funcionalidade da enzima. Neste recombinante, a
cianoficina era composta de aspartato, arginina e lisina, enquanto que a cianoficina
isolada de Acinetobacter sp linhagem DSM 587 mostrou composi¢do equimolar de
aspartato e arginina, evidenciando que a capacidade de biossintese desta reserva nao
é restrita a cianobactéria.

Além da clonagem e a expressdo do gene cphA em E. coli recombinante (HAI et
al., 2006), também podem ser linhagens hospedeiras Ralstonia eutropha e
Pseudomonas putida (VOSS et al., 2004; DINIZ; VOSS; STEINBUCHEL, 2006). A
composicao destas “cianoficinas recombinantes” €& similar aquela observada em
cianobactéria exceto pela deteccdo de pequena quantidade de lisina (Lys) (ZIEGLER et
al., 1998; OPPERMANN-SANIO; STEINBUCHEL, 2002). A disponibilidade de
sequéncias do genoma dos varios microrganismos tornou possivel relatar que diversas
espécies de ndo-cianobactérias possuem genes que apresentam similaridades
elevadas a seqiiéncia de genes codificadores da cianoficina sintetase (KREHENBRIK et
al., 2002; FUSER; STEINBUCHEL, 2007).

Um importante papel da cianoficina na natureza foi descrito por Watanabe;
Kiyohara (1960) que propuseram um meétodo, usando cianobactérias, para melhorar a
fertilidade dos solos cultivados com arroz. O aumento da fertilidade dependia da
multiplicacéo, fixacdo de nitrogénio e producdo de cianoficina pelas cianobactérias.
Com a morte celular, sua decomposicdo era promovida pela acdo de enzimas de
outros microrganismos habitantes do solo. A decomposicéo liberava a cianoficina ao
ambiente, aumentando, assim, seu teor em nitrogénio.

A cianoficina purificada também desperta interesse biotecnolégico uma vez que o
polimero pode ser modificado quimicamente e convertido em poliaspartato pela redugéo
do conteudo de arginina (SCHWAMBORN, 1998). Pode ser aplicada em varios
processos técnicos como um substituto biodegradavel do poliacrilato (OPPERMANN-
SANIO; STEINBUCHEL, 2002). Um indice elevado de cianoficina, um alto rendimento
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celular, um tempo de cultivo mais curto e procedimentos de cultura mais simples
melhoraria suas condi¢des de producao (ABOULMAGD et al., 2001).

Ha muitos biopolimeros conhecidos, mas apenas trés tipos deles foram
encontrados em microorganismos até o presente. Devido a diversidade de
microrganismos em diferentes condicbes ambientais, € possivel identificar mais
linhagens com alta capacidade para produzir poli aminoacidos e outros biopolimeros.
Poli aminoacidos sdo biomateriais Uteis para uma boa interacdo com o meio ambiente,
alta solubilidade e capacidade de biodegradacéo. No entanto, um grande obstaculo na
sua aplicacdo em larga escala € o custo bastante elevado e a baixa produtividade

(FENG et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

Avaliar se cinco isolados de Beijerinckia sp. da rizosfera de cana-de-acucar séo

capazes de acumular material nitrogenado em forma de granulo intracelular;

e Selecionar a melhor metodologia de extragcdo dessa reserva nitrogenada e

determinar sua concentracao;

e Analisar a composicao quimica da reserva;

e Verificar se um gene correspondente ao cphA, encontrado em cianobactéria, esta

presente nos isolados de Beijerinckia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material bioldgico

Durante o trabalho ja finalizado por Oliveira (2009), foram isoladas e identificadas
linhagens de Beijerinckia sp. provenientes da rizosfera de cana-de-agucar (Saccharum
sp) provenientes das Fazendas Sao Francisco e Santa Rita, Sertdozinho, Estado de
Sé&o Paulo. Os seguintes isolados foram objeto de estudo do presente trabalho: ICBR
48, ICBR 55, ICBR 88, ICBR 91 e ICBR 177. Os numeros de acesso atribuidos no
banco de dados do GenBank sao, respectivamente, Beijerinckia sp. - FJ441065;
Beijerinckia sp. - FJ44106; Beijerinckia sp. - FJ441067; Beijerinckia sp. - FJ441072;
Beijerinckia sp. FJ441073.

Beijerinckia derxii ATCC 33962 foi isolada de solo de cerrado da regido de Emas,
Pirassununga, Estado de Séao Paulo (BARBOSA; CARVALHAL, 1988) e identificada pelo
ATCC (American Type Colection Culture).

3.2 Preservacao das bactérias e meios de cultura

Os isolados de Beijerinckia sp. foram cultivados em meio seletivo LG liquido ou
acrescido de 15g.I" de agar para meio sélido. O meio LG contém (g.L™): K2HPO4 —
0,10; CaCl2.2H20 - 0,02; MgS04.7H20 - 0,2; Na2Mo04.2H20 - 0,002; KH2PO4 -
0,03; FeCl3.2H20 - 0,01; CoCI2.H20 - 0,0008 e Glicose - 10 (BARBOSA et al., 2002).
As culturas puras de Beijerinckia sp. foram preservadas a -80 °C em glicerol a 20% no
meio LG (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995).

A Escherichia coli foi cultivada em meio LB (Luria-Bertani) contendo (g.L™): Triptona
— 10; Extrato de levedura — 5 e Cloreto de Sédio (NaCl) — 10 (SAMBROOK; RUSSELL,
2001). Para o cultivo dos recombinantes foi acrescido no meio 1 pl.mL™* de ampicilina (100

mg.mL™).
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3.3 Avaliacdo do crescimento e do acumulo da reserva nitrogenada nos isolados
de Beijerinckia sp.

As analises a seguir foram realizadas com todos os isolados em triplicata e
também com a espécie B. derxii ATCC 33962 para comparacao dos dados.

Os isolados do género Beijerinckia foram semeados em meio LG sdlido
(BARBOSA et al.,, 2002). Ap6s crescimento a 30 °C por 8 dias, uma colbénia foi
inoculada em tubo de ensaio com 7 mL de meio LG e incubado por 48 h a 30 °C, 200
rpm. Apds este periodo, 5 mL de cultura foram inoculados em frasco Erlenmeyer
(capacidade 250 mL) contendo 55 mL de LG liquido e incubada a 30 °C sob agitacdo
por 72 h. Passado esse tempo, os 60 mL foram inoculados em frasco Erlenmeyer de
1000 mL contendo 440 mL de meio LG. A cultura permaneceu sob agitacdo (200 rpm)
de 72 a 120 h a 30 °C (TOLEDO, 2001). Apés este periodo sob agitacdo, que teve a
finalidade de aumentar o numero de células, foi verificado que o crescimento
populacional estacionou e a cultura foi incubada sem agitacdo em estufa a 30 °C por

aproximadamente 500 h para o aumento exclusivamente da biomassa (Figura 5).

G— 30°C por 8 dias 48ha30°C
t::"”— = 7 200rpm /A
§ ()
meio LG
7mL ioLG
mi- meto 5mL de cultura +
55mL de LG
30°C por 72h* 30°C por 72h
[\ < 200 /o 200rpm
[ , rpm \

« crescimento estacionou

+ sem agitagao a 30°C por 500h 60mL de cultura +

440mL de LG

Figura 5. Esquema do ensaio experimental para avaliacdo do crescimento de Beijerinckia sp.

Periodicamente, foram retiradas amostras da cultura estacionada para a

determinacao de:



36

e Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) segundo Barbosa et al. (1995);
e Atividade da Nitrogenase por meio do ARA (Acetylene Reduction Assay) segundo
Turner e Gibson (1980);

e Conteudo protéico total das culturas pelo método de Bradford (1976).

3.3.1 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)

A quantificacdo bacteriana foi realizada por contagem de unidades formadoras
de colbnias (UFC), método da gota descrito por Barbosa et al. (1995). Foram feitas
diluicdes seriadas para determinacdo do numero de bactérias viaveis: 100 pL de cultura
foram adicionados a 900 uL de agua estéril e a suspensédo foi homogeneizada. Desta
suspensao foram retirados 100 pL, transferidos para o préximo tubo e feitas diluices
seriadas. Foram semeadas quatro diluicdes (10, 10, 10®, 107), seis gotas de cada
diluicho e cada gota contendo 25 pL. As colbnias foram contadas apos 48 h de

incubacédo a 30 °C.

3.3.2 Reducéo de acetileno

A determinacdo da atividade especifica da nitrogenase foi feita seguindo a
técnica de “Acetylene Reduction Assay” (ARA) segundo Turner e Gibson (1980). Em
frasco de vidro (capacidade 10 mL) foram colocados 2 mL de cultura e vedado com
tampa de borracha e lacre de aluminio. Retirou-se 10% da fase aérea do frasco e
injetou-se 0,8 mL de acetileno (substrato da nitrogenase). O frasco ficou sob agitacao
por 2 h e foi verificada por cromatografia gasosa a reducdo do acetileno em etileno.
Utilizou-se o cromatdgrafo a gas Shimadzu GC-14A, com coluna Porapak-N 80/100 —
INOX a 70 °C, injetor a 180 °C e detector de ionizacdo de chama a 230 °C. Os padrdes
de acetileno e etileno foram preparados e analisados da mesma forma utilizando-se

meio de cultura liquido.
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3.3.3 Dosagem de proteina celular total

O conteudo protéico total das culturas foi determinado pelo método de Bradford
(1976), usando albumina bovina como padrdo. As medidas foram realizadas em

espectrofotometro Cary 50 Bio Spectrophotometer.

3.4 Remocao do exopolissacarideo (muco polissacaridico) celular

Quando o conteudo protéico celular estabilizou por volta de 500 h de cultura, o
volume total (500 mL) foi centrifugado por 30 min a 13.000 rpm para eliminar o meio de
cultura. As células foram lavadas com agua destilada para remocdo do
exopolissacarideo celular. O numero de lavagens era no minimo seis vezes,
dependendo da quantidade de exopolissacarideo produzido pela linhagem. No final, o
precipitado celular foi ressuspenso em 50 mL (10% o volume de cultura inicial) de 4gua

destilada estéril.

3.5 Determinacéo da biomassa

Dez mililitros de cada suspenséo celular foram centrifugados (7000 rpm, 10 min,
10 °C), ressuspensos em agua e filtrados em membrana de poro 0,45 pm Millipore
(Millipore S. A., Massachusetts, EUA). As membranas junto com as células foram secas
por 4 h a 100 °C na estufa, e posteriormente por 20 min em dessecador, quando foi

determinada a massa seca celular por pesagem das membranas.

3.6 Reagéo de Sakaguchi

Apés a remocdo do exopolissacarideo, células integras de todas as linhagens
foram submetidas a reagdo de Sakaguchi, pelo método de Baker modificado (1947).
Foram feitos esfregacos em lamina, fixados e mergulhados por 15 min na seguinte
solucéo: 2 mL de NaOH a 1% em agua, 50 uL de a-naftol 1% em etanol 70% e 100 pL
de hipoclorito a 1% em agua. Apos este periodo, as laminas foram secadas com papel

filtro. Em seguida, o material foi mergulhado em solucédo 1:1 de piridina e cloroférmio. A
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visualizacdo do esfregaco foi feita por microscopia 6ptica e registrado por fotografia.

Este método evidencia a presenca de arginina no material de reserva por meio da

coloracdo, ou seja, o grupo guanidina do aminoacido arginina em meio alcalino forma

um complexo verde com o a- naftol que, em presenca de hipoclorito de sodio (NaClO)

passa a avermelhado segundo Mackerras et al. (1990).

3.70Dbtencao dos granulos e purificacdo da reserva nitrogenada

1)

2)

Para a extracao e purificacdo da reserva foram testados os seguintes métodos:
Simon e Weathers (1976) descrito para extracdo de cianoficina em
cianobactérias.

As células de Beijerinckia sp. foram congeladas, por 24 h em freezer a 20
°C, com a finalidade de facilitar o rompimento celular. A ruptura celular foi
concluida com a sonicacdo por ultra-som a 20% de amplitude, em sonicador
(Branson — VWR Scientific®), por 5 min utilizando o detergente Triton X-100.
Apods a sonicacao da amostra (50 mL) foi dosada proteina total e a suspenséo foi
lavada com agua destilada até a remocéao do Triton.

O precipitado foi ressuspenso em HCI 0,1N, pH 2 para solubilizar o
contetdo da reserva. Apés 30 min a temperatura ambiente, a amostra foi
centrifugada a 13.000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi reservado e o
precipitado foi re-extraido com HCI 0,1N. Por fim, os sobrenadantes foram

agrupados e o pH neutralizado (pH 7) para precipitacdo do material de reserva.

Steinblchel et al. (2009) método descrito para extracdo de cianoficina em
Saccharomyces cerevisiae.

Os extratos celulares de Beijerinckia sp. ap0s a sonicacao descrita acima
foram centrifugados duas vezes a 13.000 rpm por 10 min. Apos a centrifugacéo o
sobrenadante e o precipitado celular foram tratados separadamente.

Ao sobrenadante foram adicionados 200 pg. mL™ de proteinase K e
incubado a 60 °C “overnight”. Apds a incubacdo foi adicionado &lcool etilico

(75%) gelado para ocorrer precipitacdo do material de reserva e depois
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centrifugado a 13.000 rpm por 15 min. Realizou-se uma lavagem com acetona e,
apos a secagem do material a 65 °C este foi dissolvido em Tris- HCI 20 mM (pH
7) e precipitado novamente. As etapas de lavagem foram repetidas trés vezes
para purificar.

O precipitado separado no inicio do método foi ressuspenso em HCI 0,1M
e centrifugado a 13.000 rpm por 15 min. Este sobrenadante foi neutralizado com
NaOH 1N para ocorrer precipitacdo. O precipitado foi centrifugado e lavado duas
vezes com H,O destilada. Para purificar o material de reserva, este foi dissolvido

em HCI 0,1M e precipitado por mais trés vezes.

Elbahloul et al. (2005) proposto para extragdo de cianoficina em Acinetobacter
calcoaceticus ADP1.

O conteudo celular de Beijerinckia sp foi liofilizado e determinado o peso
seco. O conteudo liofilizado foi suspenso em 5 mL de acetona e vigorosamente
agitado por 5 min para dissolver os lipidios da parede celular. As células foram
centrifugadas por 10 min a 13.000 rpm para remocéo da acetona. Depois foram
lavadas duas vezes com Tris- HClI 50 mM (pH 7,5), a 13.000 rpm por 10 min,
para remover todas as proteinas sollveis e outros compostos. As células foram
suspensas em 5 mL de HCI 0,1M e agitadas por 30 min em temperatura
ambiente. Foram centrifugadas e 5 mL do sobrenadante foram transferidos para
outro tubo. Adicionaram-se 5 mL de tampao de precipitacdo (Tris- HCI 0,1M pH
7,5) e ajustou-se para pH 12 com a adicdo de NaOH 0,1M. A mistura foi
incubada por 10 min no gelo para completar a precipitacdo e depois centrifugada
a 13.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e 1 mL de HCI 0,1M foi
adicionado ao precipitado para solubilizar o material de reserva novamente.
Centrifugou-se por 2 min para remover as proteinas insoluveis. A concentracao
do material purificado foi medida por espectrometria pelo método de Bradford
(1976).
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3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de sulfato de dodecil
sodico (SDS-PAGE)

Apo6s a purificacdo da reserva foi realizada a técnica de Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida -Dodecil Sulfato de Sddio (SDS-PAGE) com gel de acrilamida 12,5%,
segundo Laemmli (1970), para analise do perfil da reserva nitrogenada de todos os
isolados. Para a coloracdo do gel foi utilizada uma solugdo de Comassie Blue.

A técnica foi padronizada para acertar a concentracao e o valor do pH do tamp&o
até encontrar o valor adequado. Inicialmente o pH do tampao utilizado na técnica era de
6,8 que ocasionava a precipitacdo do material nitrogenado. Foi feito um tampao de
amostra com citrato (pH 2,5), segundo Ferreira (2002), acrescido de uréia (8M).
Ajustou-se o tampéao para pH 2 para manter a solubilizacdo do material até o final da

técnica.

3.9 Determinacado da composicao de aminoacidos da reserva

A composicao dos aminoacidos do material nitrogenado extraido dos granulos foi
determinada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) apés sua hidrélise
segundo Avdalovic et al. (1999). Realizada no laboratério de Quimica de Peptideos do
Instituto de Quimica de Sao Paulo — USP/SP, pela Profd Dr2 Maria Terésa Machini de
Miranda.

O analisador de aminoacidos Dionex® €& composto por: amostrador automatico
(AS40), bomba quaternéaria (GS50), forno para a coluna (LC25), coluna de troca i6nica
(2x250 mm, AminoPac PA10), detector eletroquimico (ED50) e uma plataforma

“Chromeleon” para controle e aquisicao de dados.
3.10 Espectrometria de massa
As analises por espectrometria de massa foram realizadas em espectrémetro no

modo ESI (“eletrospray ionization”) por injecdo direta. A técnica baseia-se em um

analisador do tipo quadrupolo que ioniza a amostra utilizando um “eletrospray’.
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3.11 Anédlise estatistica

Os dados de dosagem protéica celular e de atividade da nitrogenase foram
submetidos & andlise estatistica de variancia pelo ANOVA (p< 0.05), e teste de
comparacdes mdultiplas - Tukey (p< 0.05). Foram empregados para comparar 0S

isolados entre si e com Beijerinckia derxii.

3.12 Verificacao da presenca de genes cphA

Foi feita uma busca por genes semelhantes ao cphA de Synechocystes em
genomas de alfa-proteobacterias e também uma comparacdo da sequéncia genémica
deste gene ao genoma ja completo de Beijerinckia indica (subsp. indica ATCC 9039).
Essa busca de similaridade foi realizada no banco de dados do GenBank através do
programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997). Este programa esta disponivel no site do

NCBI (National Center for Biotechnology Information — www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.12.1 Extragc&do de DNA gendmico

A extragdo do DNA gendmico das linhagens de Beijerinckia foi realizada com a
utilizacao do “kit” de extracao “Wizard Genomic DNA Purification” Promega (Promega S.
A., EUA), seguindo orientagdes do fabricante. A eficiéncia da metodologia foi
comprovada através da visualizacdo do DNA por eletroforese em gel de agarose (1,0%
p/v) em tampédo 1x TAE (Tris-Acetate-EDTA), foi utilizado o marcador de peso molecular
de 1kb DNA ladder Invitrogen (Invitrogen S. A., California, EUA); o gel foi corado em
solucdo com brometo de etidio (0,5 pg.mL™), visualizado e fotografado em equipamento
Multi Doc-It Digital Imaging System — M20 Transilluminator — Cambridge — UK.
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3.12.2 Amplificagdo de gene provavelmente envolvido na sintese da reserva

nitrogenada em Beijerinckia sp.

A amplificacdo da sequéncia gendmica de B. derxii ATCC 33962 e dos isolados
de Beijerinckia sp. foi realizada utilizando a técnica de PCR e o0s seguintes iniciadores
desenhados com base na sequéncia gendmica de B. indica similar ao cphA: 5'-
AGATCATCCTCGCGCAATGTC — 3 e 5- AGCCGACTTTCTTGAAACGCA - 3. A
reacdo de amplificacdo foi feita em termociclador (Eppendorf, Master Cycler 5330)
programado para realizar uma desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 min, 30 ciclos de:
desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento a 57 °C por 1 min e extenséo a 72 °C por
3 min, seguida de extenséo final a 72 °C por 10 min. Ap6s a amplificacdo, 2 pl da
reacdo de PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose como descrito no
item 3.11.1. Para posterior sequenciamento o produto de PCR foi purificado utilizando o
“kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification” seguindo instrucdes do fabricante
GE Helthcare (GE S. A., Rio de Janeiro, R.J., Brasil). O DNA foi quantificado em

equipamento Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer.

3.12.3 Clonagem e transferéncia de plasmidio por transformacéo

Apenas o gene amplificado de B. derxii ATCC 33962 foi clonado no vetor pGEM
T-Easy (Promega) seguindo instrucfes do fabricante, e expresso na linhagem de
Escherichia coli XL1 Blue (BULLOCK; FERNANDEZ; SHORT, 1987). A linhagem de E.
coli XL1 Blue foi inoculada em 25 mL de meio LB contendo MgCl, (10 mM) e MgSQO, (10
mM) e incubada em agitador rotativo a 37 °C por 3 h. Em tubos estéreis, foram
centrifugadas 10 mL da cultura por 15 min, 4000 rpm, 4 °C e o “pellet” foi ressuspenso
com 4 mL de tampéao de transformacao, as células foram mantidas por 15 min em gelo
e novamente centrifugadas. Para obtencdo das células competentes, a massa de
células foi ressuspensa em 0,8 mL do tampé&o de transformacado, a suspensao celular
foi dividida em aliquotas de 200 uL e mantida em banho de gelo. As células foram

utilizadas imediatamente.
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Para cada 200 pL de células competentes, adicionaram-se 5 pL de DNA, (~150
ng) incubou-se em banho de gelo por 30 min e a mistura foi submetida a um choque
térmico a 42 °C por 2 min e imediatamente resfriada em gelo. Adicionou-se 600 pL de
meio LB, e incubou-se por 1 h a 37 °C. Clones transformantes foram selecionados em
meio de cultura contendo ampicilina, suplementado com IPTG (isopropil-tio-B-D-
galactosideo) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo) para diferenciar

clones recombinantes contendo o inserto de DNA.

3.12.4 Extracédo de plasmidio

Para a confirmacgédo da insercdo do amplicon no vetor foi feita a extracdo do
plasmidio do recombinante com o Kit PureYield™ Plasmid Miniprep System seguindo
instrucdes do fabricante (Promega), e digerido com a enzima EcoRI. A analise dos

fragmentos foi realizada por eletroforese em gel de agarose (1,0% p/v).

3.12.5 Verificacdo do acumulo de material nitrogenado no recombinante

O clone recombinante foi cultivado em meio LB com ampicilina conforme descrito
no item 3.2 e acrescido de arginina (10 mM) e &cido aspartico (10 mM). Estas culturas
ficaram por 4 h sob agitacdo a 37 °C para ocorrer o crescimento celular e depois por 48
h sem agitacdo em estufa a 37 °C para verificar o acumulo da reserva na fase
estacionaria. Foram retiradas amostras em alguns intervalos de tempo para dosagem
de proteina total pelo método de Bradford (1976) e para determinacdo de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) pelo método da gota segundo Barbosa et al. (1995).
Linhagem de E. coli XL1 Blue contendo apenas o vetor pGEM T-Easy foi utilizado como
controle nestes experimentos para avaliar a producdo do material de reserva de

nitrogénio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros ensaios foram direcionados as medidas do crescimento dos
isolados de Beijerinckia sp., para se determinar o inicio da fase estacionaria. Em
Beijerinckia derxii o acumulo de material nitrogenado ocorreu na fase estacionaria de
crescimento (Miyasaka et al., 2003). Ja em cianobactérias como o Synechococcus sp,
nao-diazotréfica, acumula cianoficina como uma reserva temporaria de nitrogénio
assimilado durante a transi¢éo da fase exponencial para a fase estacionaria (HAI et al.,
1999).

Os isolados ICBR 48 e ICBR 91 permaneceram mais tempo sob agitacao, pois
apresentaram uma fase exponencial maior comparado com a dos outros isolados. Os
dados da Tabela 1 mostram que todas as culturas bacterianas j4 estavam em fase
estacionaria quando foram transferidas de cultura em agitagcdo para condicdes

estacionadas para verificacdo do aumento protéico total.

Tabela 1 — Acompanhamento da fase estaciondaria de cada isolado de Beijerinckia sp., sob
condicBes estacionadas em estufa a 30 °C, por medidas de Unidades Formadoras
de Colénias (UFC. mL™).

ICBR 48 ICBR 55 ICBR88 ICBR91 ICBR 177 B. derxii
Tempo(h) (UFC.mL™) (UFC. mL™) (UFC.mLY)  (UFC.mLY) (UFC.mL")  (UFC.mL?Y

o* 9,8 10° 9,6 10° 6,2 10° 8,7 10® 7,0 10° 8,0 108
72 9,6 108 6,3 108 8,8 108 9,7 108 9,2 108 9,3108
144 8,2 10° 5,9 108 8,2 108 8,0 108 8,1 108 7,9 108
216 8,0 10° 6,6 10° *x 7,0 108 ok ok

254 b i 7,7 108 ok 8,2 108 7,6 108
288 7.7 108 6,0 108 *x *k ok ok

362 7,5 108 5,8 108 7,0 108 6,8 108 7,0 108 8,1 108
434 7,3 108 5,6 108 7,4 108 6,3 108 8,6 10° 8,3 108
506 7,9 108 7,6 108 6,6 108 7,9 108 7,7 108

* Oh refere-se ao 1° dia de cultura estacionada
**nos tempos em branco ndo se realizou contagem

A Tabela 2 mostra que todos os isolados apresentaram atividade da nitrogenase
na fase estacionaria. A enzima permaneceu ativa na maior parte do tempo diminuindo
ao longo do periodo. Dados descritos por Thuler et al. (2003) mostraram, que, quando
agitada, a populagéo de Beijerinckia derxii apresentava uma queda brusca na atividade

da nitrogenase, no final da fase exponencial. A cultura sem agitagcdo, contudo nao
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perdia essa atividade. Segundo Miyasaka et al. (2003), na cultura de B. derxii sem
agitacdo, em auséncia de crescimento celular, havia condi¢cdes de funcionamento da
nitrogenase pela menor disponibilidade de oxigénio pois, segundo Barbosa e Alterthum
(1992), a nitrogenase fica inativa em presenca de altas taxas de O,. Contudo, o género
Beijerinckia sp. produz um exopolissacarideo que € citado como o principal, sendo o
anico, mecanismo de protecdo aos sistemas sensiveis ao oxigénio, como é o caso da
nitrogenase. Segundo Zhao et al. (2006), a nitrogenase é o fator chave da fixacdo
biologica de nitrogénio. Além de catalisar a reducdo de N, a amoénia, reduz também

pequenas moléculas insaturadas como acetileno, azida e cianeto.

Tabela 2 - Atividade especifica da nitrogenase (fmoles/ufc.h) de cada isolado de Beijerinckia
sp., sob condic¢des estacionadas em estufa a 30 °C.

Tempo(h) ICBR48 ICBR55 |ICBR 88 ICBR91 ICBR 177 B.derxii

0* 1,31 2,66 5,7 3,22 2,74 2,07
72 0,54 2,17 3,74 1,31 1,36 2,89
144 0,37 1,04 1,77 0,96 1,12 1,78
216 0,46 0,74 0,62

254 1,41 0,62 1,13
288 0,54 0,27

362 0,35 0 0,56 0,56 0,46 0,85
434 0,08 0 0,69 0,21 0,28 0,34
506 0 0,14 0,19 0 0

* Oh refere-se ao 1° dia de cultura estacionada

As Figuras 6, 7, 8, 9, 10 e 11 a seguir mostram o aumento protéico celular ao
longo da fase estacionaria de todos os isolados de Beijerinckia sp. indicando um
possivel acimulo de material nitrogenado nestes isolados.

Quando as culturas deixaram de ser agitadas (72 h) os valores de concentracao
de proteina total em todos os isolados, foram proximos, em média com 67 pg/mL. No
intervalo em que as culturas ficaram estacionadas o tempo de duracao da atividade da
nitrogenase variou entre os isolados. O ICBR 48 e ICBR 91 tiveram um aumento
protéico celular semelhantes de 41,6% e 43,1% respectivamente. O isolado ICBR 55
teve 0 menor aumento protéico (31,5%) e a atividade cessou em 360 h. O isolado ICBR
88 teve 0 maior aumento protéico celular, 80,2%, e permaneceu com a enzima ativa

durante toda a fase estacionaria. Porém, a atividade enzimatica da ICBR 91
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permaneceu durante as 500 h e teve um aumento inferior ao da ICBR 88. Por isso néo
se pode afirmar que ha uma relacdo direta do acumulo protéico com o tempo de
duracdo da atividade da nitrogenase, na fase estacionaria. A ICBR 177 e a B. derxii
cessaram a atividade em 434 h e tiveram um aumento protéico de 35,7% e 38,3%

respectivamente (Tabela 3).
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Figura 6. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante a
fase estacionaria do isolado ICBR 48.
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Figura 7. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante a
fase estacionaria do isolado ICBR 91.
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Figura 8. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante a

fase estacionaria do isolado ICBR 55.
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Figura 9. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante a

fase estacionaria do isolado ICBR 88.
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Figura 10. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante
a fase estacionaria do isolado ICBR 177.
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Figura 11. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante
a fase estacionaria do isolado Beijerinckia derxii.
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Uma comparacdo entre os valores de atividade da nitrogenase e de aumento
protéico celular mostra que a bactéria ICBR 88 foi aquela que apresentou maiores
valores de atividade enzimatica e também um maior aumento protéico até o final do
ensaio. No entanto, nos demais isolados néo foi possivel se correlacionar diretamente o
aumento da concentracao protéica celular com a atividade da nitrogenase.

Os dados da dosagem protéica total foram submetidos a Analise de Variancia -
ANOVA, seguida por comparacdes multiplas pelo método de Tukey. Observou-se que,
nestes primeiros experimentos para todos os isolados, existe aumento significativo no

conteudo protéico celular em relagdo ao tempo (p< 0,001).

Tabela 3 - Biomassa dos cinco isolados de Beijerinckia sp. e da B. derxii e aumento protéico
total durante a fase estacionéria.

Isolados Média da Primeira Ultima Aumento Aumento
massa seca dosagem dosagem protéico protéico
celular protéica da fase protéica da fase celular celular
(g.mL™) estacionaria estacionéria (ng.mL™) (%)
(ug.mL™) (ug.mL™)
ICBR 48 1,08 73,89 104,66 30,77 41,6
ICBR 55 1,22 68,35 89,85 21,50 31,5
ICBR 88 1,52 57,84 104,22 46,38 80,2
ICBR 91 1,32 70,29 100,55 30,26 43,1
ICBR 177 1,48 66,30 89,97 23,67 35,7
B. derxii 1,34 65,11 90,03 24,92 38,3

A Tabela 3 mostra a média da massa seca determinada apés as lavagens para
remocdo do exopolissacarideo. N&ao foi possivel correlacionar as medidas de massa
seca dos isolados com a concentracdo protéica. Talvez se as medidas fossem
determinadas em maior quantidade de células os resultados poderiam apresentar
melhores correlacées. Sendo assim, a diferenca dos valores de aumento protéico total
poderia ter duas hipdteses: a primeira é que a populagcéao bacteriana néo teria atingido o
seu potencial de armazenamento de material nitrogenado, em forma de granulos, neste
intervalo de tempo analisado, ou seja, o tempo de 500 h na fase estacionaria ndo foi o
suficiente para detectar o aumento maximo de reserva de todas as culturas. Esta idéia
foi motivada pelos dados obtidos com a Beijerinckia ICBR 88 que, no ponto de 500 h,

ainda nao havia estabilizado os valores de proteina total, mostrando, portanto,
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tendéncia a continuar aumentando a reserva nitrogenada. Neste caso seria necessario
prolongar o tempo das medidas durante a fase estacionaria de crescimento; a segunda
hipétese é que os isolados podem ser de espécies diferentes, justificando assim
diferencas metabdlicas durante esta fase de crescimento.

O aumento de proteina celular concomitante a manutencdo da atividade da
nitrogenase verificados nos cinco isolados de Beijerinckia sp., durante a fase
estacionaria de crescimento, sugere que o destino do nitrogénio fixado seria os
granulos de armazenamento, como proposto para Beijerinckia derxii por Miyasaka
(2003). Esses dados também sugerem que a ocorréncia de reservas nitrogenadas seja
comum ao género Beijerinckia e estd associada ao processo de fixacdo biolégica de
nitrogénio, ja que a atividade da nitrogenase foi detectada durante grande parte da fase
estacionaria.

A reagcdo de Sakaguchi foi utilizada por Simon em 1971 para caracterizagao
quimica da cianoficina em cianobactérias e, revelou presenca de arginina nos granulos
intracelulares de Anabaena cylindrica. A Figura 12 mostra a cor avermelhada no interior
das células de Beijerinckia, regido evidenciada pela reacdo de Sakaguchi (BAKER,
1947), positiva para todos os isolados, ou seja, todos apresentam granulos
intracelulares de material nitrogenado e ha presenca de arginina em sua constituicao.
Segundo Simon e Weathers (1976), a cianoficina € um polimero constituido de
guantidade equimolar de arginina e acido aspartico como um esqueleto de poliaspartato

com argininas ligadas ao grupo p-carboxila de cada aspartato pelo seu grupo a-amino.
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Beijerinckia derxii

ICBR 55 ICBR 88

Figura 12. Granulos intracelulares visualizados por microscopia éptica (1000x) por meio da
reacao de Sakaguchi, apresentando uma coloracdo avermelhada no interior celular.
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Verificada a presenca de granulos de reserva procederam-se as extragfes deste
material nitrogenado.

A Tabela 4 mostra as dosagens protéicas totais realizadas com células integras.
Os valores obtidos ap6s a sonicacdo (50 mL de amostra sonicada) mostraram um
aumento de proteina total, o que revela que com as células integras ndo se consegue
determinar os maiores valores de proteina celular. Dando continuidade ao método, esta
tabela mostra as dosagens apos a extracao (3 mL de amostra purificada em pH 2) pelo
método de Simon e Weathers (1976). Os célculos de porcentagem da reserva apés o

método de purificacdo mostraram que cerca de 12% do material foi recuperado.

Tabela 4 - Dosagens protéicas durante as etapas da metodologia descrita por Simon e
Weathers (1976) e porcentagem de reserva recuperada ao final do método.

Dosagem poés- Dosagem pés- Dosagem pos-

Isolados lavagem para sonicacao purificacdo % reserva

remocao do muco (ng/mL) (ng/mL) pH2  recuperada

(ng/mL)

ICBR 48 441,83 740,20 4057,5 11,0
ICBR 55 428,06 616,95 4410,0 14,3
ICBR 88 439,75 801,34 5005,5 12,5
ICBR 91 498,68 756,59 4062,9 10,7
ICBR 177 503,12 739,74 4419,0 11,9
B. derxii 468,67 625,18 3625,5 11,6
concentracdo 10x 10x 15x

Como reservas nitrogenadas em Beijerinckia nunca foram estudadas, portanto
ndo havendo método na literatura apropriado para sua recuperacdo, houve a
necessidade da aplicacdo de mais de um método para se certificar que ndo se estaria
perdendo material. Foram, entdo, testados diferentes métodos para se chegar aquele
gue produzisse melhores resultados. Assim, o proximo passo foi empregar o método de
Simon e Weathers (1976) com modificagBes: o precipitado foi re-extraido por mais duas
vezes com HCI 0,1N. Como pode ser visto na Tabela 5 houve maior recuperacéo de
material purificado ao final do método modificado comparado com o método do mesmo

autor, sem as modificagoes.
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Tabela 5 - Comparacao da porcentagem de reserva recuperada apos o método descrito por
Simon e Weathers (1976) modificado.

Dosagem pos- Dosagem pos-
Isolados purificacdo % reserva purificacdo % reserva
(ng/mL) pH 2 recuperada  (ug/mL) pH 2 recuperada
(sem modifica¢ao) (modificado)
ICBR 48 4057,5 11,0 6056,3 16,4
ICBR 55 4410 14,3 4909,3 15,9
ICBR 88 5005,5 12,5 5020,9 12,6
ICBR 91 4062,9 10,7 6639,8 17,6
ICBR 177 4419 11,9 6556,0 17,7
B. derxii 3625,5 11,6 4776,1 15,3

A andlise por HPLC para a avaliagdo da composicao em aminoacidos da reserva
nitrogenada de B. derxii ndo detectou arginina no material extraido pelo método de
Simon e Weathers (1976). Na amostra de B. derxii foram detectados Varios
aminoéacidos: lisina, alanina, treonina, glicina, valina, isoleucina, leucina, metionina,
histidina, fenilalanina, glutamato, tirosina e aspartato. Este dltimo, descrito como
componente da cianoficina segundo Simon (1971), foi detectado em propor¢ao molar
pequena em relacdo aos outros aminoacidos (Figura 13). Estes resultados contradizem
a reacao de Sakaguchi que revelou a presenca de arginina nos granulos intracelulares
de todos os isolados. Portanto, esta metodologia descrita para cianobactérias ndo é o
método apropriado para a purificacdo da reserva nitrogenada no género Beijerinckia sp.
Por isto, foi testada outra técnica de purificacdo descrita por Steinblchel et al. (2009)

padronizada para extracéo de cianoficina em Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 13. Perfil da reserva extraida de B. derxii, pelo método de Simon e Weathers (1976)
modificado, apds analise de aminoacidos por HPLC.
A Figura 14 mostra o perfil da reserva extraida, pelo método de Simon e
Weathers (1976) modificado, nos isolados de Beijerinckia apresentando diversas
bandas de pesos moleculares diferentes.

Padrio 48 55 88 91 177 B. derxii
KDa

200
120 |

Figura 14. Perfil da reserva extraida, pelo método de Simon e Weathers (1976) modificado, em

cinco isolados de Beijerinckia sp. (ICBR48 — 35,54 ug, ICBR55 - 36,83 ug, ICBR88 — 46,38 ug,

ICBR91 - 28,42 ug, ICBR177 — 41,57 pg) e em B. derxii (28,16 pg) pela técnica SDS-PAGE em
gel 12,5%.
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A repeticdo dos ensaios vistos nas Figuras 15, 16, 17, 18, 19 e 20 (ANEXO A),
mostra o aumento protéico celular e a atividade especifica da nitrogenase em todos os
isolados de Beijerinckia durante a fase estacionaria. Cada isolado iniciou com uma
concentracdo de proteina total diferente como visto também nos primeiros ensaios
descritos anteriormente. O aumento no contetdo protéico em relacdo ao tempo é
significativo (p< 0,001) em cada isolado. A nitrogenase permaneceu ativa, mas diminuiu
sua atividade ao longo do tempo. Esta queda ndo permite que se faca uma correlacéo
direta entre atividade da enzima e acumulo nitrogenado, uma vez que atividade
enzimatica diminui e a quantidade de reserva aumenta. Este fato provavelmente ocorre
porque nao deve haver uma programacdo da célula para direcionar o produto da
nitrogenase (NH3) ao acumulo. Certamente o nitrogénio fixado participa da sintese de
todas as moléculas nitrogenadas, necessarias as ceélulas. Porém, segundo Kolter,
Siegele e Tormo (1993), quando a populacdo bacteriana encontra-se estavel, em
condigbes de fase estacionaria com a diminuicdo de nutrientes, ela ndo mais se
multiplica, mas, a sintese de proteinas apesar de ser diminuida, ndo cessa, pois, esta
fase apresenta proteinas caracteristicas, sé encontradas nesse estagio de
desenvolvimento celular. O presente trabalho mostra, no entanto, que mesmo em
condi¢des pouco favoraveis (diminuicdo de nutrientes) na fase estacionaria a célula
continua com sua nitrogenase ativa por um longo tempo e que parte do produto é
armazenado para utilizacdo no momento de maior escassez dos nutrientes.

Com o método de extracdo descrito por Steinblchel et al. (2009) ndo foram
obtidos bons resultados, pois, ao final desta metodologia ndo foram detectados niveis
significativos de amino&cidos na analise por HPLC. Neste método também se utiliza o
principio da alternancia de pH 2 e 7 para solubilizar e precipitar, respectivamente, o
material nitrogenado em questdo, como descrito por Simon e Weathers (1976). A
principal diferenga desta nova técnica é a utilizagéo de proteinase K.

Outra metodologia de purificacdo descrita por Elbahloul et al. (2005) foi testada.
Para isto, 0s ensaios na fase estacionaria foram repetidos conforme os primeiros. As
Figuras 21, 22, 23, 24, 25 e 26 mostram que todos os isolados apresentaram aumento
de proteina total e a atividade da nitrogenase se manteve durante o ensaio, diminuindo

ao longo do tempo. O isolado ICBR 88 foi 0 que teve maior aumento protéico com 45,14
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pHg/mL similar ao valor do primeiro experimento relatado anteriormente com 46,38
pg/mL. O ICBR 55 e ICBR 91 tiveram um aumento protéico similar de 30,08 pg/mL e
31,31 pg/mL respectivamente. Os isolados ICBR 177 e B. derxii apresentaram também
um aumento similar de 33,65 pug/mL e 34,53 ug/mL (Tabela 6). O isolado ICBR 48 teve
0 menor aumento de proteina total com 28,01 pg/mL, sendo que nos primeiros
experimentos foi a ICBR 55 que apresentou o menor valor (21,50 pg/mL). Portanto,
ocorre uma variacdo no acumulo de material nitrogenado num mesmo isolado, ou seja,

um mesmo isolado apresentou variacdes, quando comparados 0s experimentos de
cada um (ANEXO B).
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Figura 21. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante
a fase estacionaria do isolado ICBR 48.
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Figura 22. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante

a fase estacionaria do isolado ICBR 55.
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Figura 23. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante

a fase estacionaria do isolado ICBR 88.
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Figura 24. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante

a fase estacionaria do isolado ICBR 91.
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Figura 25. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante

a fase estacionéria do isolado ICBR 177.
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Figura 26. Perfil do aumento protéico celular e da atividade especifica da nitrogenase, durante

a fase estacionéria do isolado Beijerinckia derxii.

A Figura 27 mostra a comparacao dos perfis protéicos de cada isolado nestes

ultimos ensaios ao longo da fase estacionéria. Verifica-se que o perfil do isolado ICBR

88 destaca-se dos demais apresentando maior aumento.
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504 576
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Figura 27. Comparacéo dos perfis protéicos de cada isolado.
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O método ANOVA seguido por comparagfes multiplas pelo método de Tukey foi
empregado para comparar 0 aumento protéico total dos isolados entre si e com
Beijerinckia derxii. Verificou-se que os isolados ICBR 48, ICBR 55, ICBR 91 e ICBR 177
ndo apresentaram diferengas significativas com a B. derxii. Porém, o isolado ICBR 88
apresentou diferenca significativa com a B. derxii e com todos os outros isolados no

aumento maximo protéico durante a fase estacionaria (p< 0,05) (Figura 28).
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Figura 28. Comparagéo do aumento maximo de proteina total em relagdo ao tempo inicial de
todos os isolados, pelo teste estatistico Tukey (p< 0,05).

A Tabela 6 mostra a massa seca celular de cada isolado apos a liofilizacao.
Observa-se que o isolado ICBR 88 apresentou maior peso seco e por isso pode estar
relacionado ao aumento protéico celular. Os demais isolados apresentaram valores
préximos de peso seco celular e consequentemente, valores (ug.mL™) parecidos de
aumento protéico durante a fase estacionaria. Estes dados revelam que os valores de
peso seco celular foram mais consistentes quando se utilizou a técnica de liofilizacdo ao
invés da filtracdo em membrana de poro. A liofilizagdo possibilitou relacionar os dados

de massa seca com o0 aumento protéico, ndo sendo possivel com a outra técnica.
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Tabela 6 - Biomassa dos cinco isolados de Beijerinckia sp. e da B. derxii e aumento protéico
celular durante a fase estacionaria.

Médiado Primeiradosagem Ultimadosagem Aumento

Isolados peso seco  protéicadafase protéica da fase protéico
celular estacionaria estacionaria celular
(g.mL™) (ug.mL™) (g.mL™) (ng.mL™)
ICBR 48 0,069 22,64 50,65 28,01
ICBR 55 0,064 16,15 46,23 30,08
ICBR 88 0,116 50,95 96,09 45,14
ICBR 91 0,057 11,22 42,53 31,31
ICBR 177 0,076 23,66 57,31 33,65
B. derxii 0,079 25,31 59,84 34,53

A Tabela 7 mostra as dosagens protéicas realizadas antes e apds a purificacdo
(ImL de amostra purificada em pH 2) pelo método de Elbahloul et. al. (2005). Os
calculos da porcentagem de reserva recuperada apds o método de purificacdo
mostraram que cerca de 21% do material foi recuperado. A produtividade foi em média
0,22% do peso seco celular que, comparada a produtividade de cianoficina produzida
por Acinetobacter calcoaceticus ADP1 (1,4% do peso seco celular) (ELBAHLOUL et. al.,
2005), é considerada baixa. Porém, € maior se comparada com a produtividade de
cianoficina produzida por Anabaena cylindrica, 0,1% do peso seco celular (SIMON,
1973).

Tabela 7 - Dosagens protéicas e porcentagens de reserva recuperada ap0s as etapas da
metodologia descrita por Elbahloul et al. (2005).

Dosagem antes Dosagem pés- .

Isolados da purificacio purificacio r% reserrvda Produg}wdade
(ng/mL) (ngimL)pHo  'ecuperada C4)
ICBR 48 777,9 156,2 20,1 0,23
ICBR 55 702,8 138,9 19,8 0,22
ICBR 88 869,2 247,7 28,5 0,21
ICBR 91 810,4 142,1 17,5 0,25
ICBR 177 830,1 176,4 21,2 0,23
B. derxii 644,0 122,3 19,0 0,15

A metodologia padronizada para extracdo de cianoficina em Acinetobacter
calcoaceticus ADP1 por Elbahloul et al. (2005) foi aplicada na amostra de B. derxii e

detectou-se arginina em grande propor¢cao molar (126,56) e aspartato em proporcao
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molar muito pequena comparada a arginina. A Figura 29 mostra que foram detectados
varios aminocidos: lisina, alanina, treonina, glicina, valina, isoleucina, leucina,
metionina, histidina, fenilalanina, glutamato, tirosina e aspartato em propor¢cées muito
pequenas comparadas com a proporcao de arginina presente na amostra. Todas as
amostras dos demais isolados, extraidas por este mesmo método, apresentaram um
perfil semelhante com um alto teor de arginina (ANEXO C). Segundo Krehenbrink,
Oppermann-Sanio e Steinbtchel (2002), a cianoficina isolada de Acinetobacter sp.
linhagem DSM 587 mostrou composicdo equimolar de aspartato e arginina. Isto pode
significar que a reserva nitrogenada encontrada no género Beijerinckia seja diferente da
cianoficina encontrada em cianobactérias e em Acinetobacter sp.
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Figura 29. Perfil da reserva extraida de B. derxii, pelo método de Elbahloul et al. (2005), ap6s
analise de aminoéacidos por HPLC.

A Figura 30 mostra a reacdo de Sakaguchi realizada na amostra ICBR 88
purificada apds a extracao pelo método de Elbahloul et al. (2005). A cor avermelhada
evidencia a presenca de arginina e quando comparada aos controles apresenta uma
intensidade maior na cor, indicando um alto teor de arginina. Todas as amostras

extraidas dos demais isolados de Beijerinckia sp. também apresentaram coloracao
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avermelhada. A presencga de arginina também foi confirmada por espectrometria de
massa dessa amostra ICBR 88 (ANEXO D) e dos demais isolados, pela deteccao da
massa molar da arginina. Segundo Abdelal (1979), a arginina € um aminoacido
metabolicamente versatil e além de ser um precursor da sintese de poliaminas, serve
como fonte de carbono, nitrogénio e de energia através de uma variedade de vias

catabdlicas presentes numa ampla base de bactérias.

1 2 3

i}

Figura 30. Reacgdo de Sakaguchi: 1) controle com agua, 2) controle com arginina (0,5mM) e 3)
amostra purificada ICBR 88 ap6s o método de Elbahloul et al. (2005).

Reservas nitrogenadas sdo raras porgque nitrogénio prontamente assimilavel é
escasso na natureza. Os aminoacidos que compdem o material de reserva em
bactérias podem ser utilizados por outros organismos. Podem, portanto, apresentar um
importante papel ecoldgico atuando como estimulante do metabolismo vegetal, fazendo
com que as plantas se recuperem mais rapidamente de estresses causados por varios
fatores como: seca, injaria por defensivo, ataques de pragas e doencas,
proporcionando as culturas um potencial produtivo. O aminoacido arginina, por
exemplo, age como um eficiente promotor de enraizamento de toletes da cana-de-
acucar, causando ainda emergéncia precoce das gemas (NETTO, 2006). As principais
aplicagbes da arginina estdo na industria farmacéutica e como intensificador de sabor
na industria alimenticia. Nos seres humanos, a arginina € classificada como um
aminoacido condicionalmente essencial para a sintese de proteina, e seu metabolismo
também d&a origem ao Oxido nitrico, metabodlitos do ciclo da uréia creatina, prolina e

poliaminas. A arginina atua num importante papel na divisao celular, cicatrizagdo de



64

feridas, removedor da aménia do corpo, funcdo imune, e liberacdo de horménios.
(IKEDA, 2003).

As proteinas apresentam peso molecular exato, enquanto os poli aminoacidos
mostram dispersao notavel de peso molecular (FENG et al., 2007). A cianoficina é uma
reserva nitrogenada de peso molecular que varia de 25000 a 100000 daltons mostrando
assim um perfil com bandas de diferentes pesos moleculares (SIMON; WEATHERS,
1976). Pela técnica SDS-PAGE foram obtidos os perfis da reserva de todos os isolados
de Beijerinckia. Estes perfis foram iguais entre os isolados e apresentaram diversas
bandas que variavam de 15000 a 120000 daltons (Figuras 31 e 14) indicando ser um
poli aminoécido. Porém, é diferente do perfil da cianoficina observado em
Synechococcus sp PCC6308 e nas linhagens de E. coli recombinantes por Aboulmagd,

Oppermann-Sanio e Steinbichel (2000) (Figura 4).
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Figura 31. Perfil da reserva purificada, pelo método de Elbahloul et al. (2005), em cinco
isolados de Beijerinckia sp. (ICBR48 — 38,34 ug, ICBR55 -33,35 g, ICBR88 — 31,38 g,
ICBR91 - 31,42 g, ICBR177 — 33,56 pg) e em B. derxii (38,12 pg) pela técnica SDS-PAGE em
gel 12,5%.

Segundo Feng et al. (2007), existem trés diferentes poli aminoacidos
apresentados na natureza: poli y-glutamico (PGA-y), poli e-lisina (¢-PL) e cianoficina. O
poli-y-glutdmico € um polimero extracelular, hidrossollivel e descoberto como sendo a
capsula da bactéria gram-positiva Bacillus anthracis. A poli e-lisina é um polimero

também extracelular descoberto pela primeira vez em Streptomyces albulus 346.



65

7z

Diferente desses dois tipos de poli aminocidos, a cianoficina é uma reserva
nitrogenada intracelular descoberta inicialmente em Anabaena cylindrica.

A cianoficina € um polimero cuja sintese € catalisada pela cianoficina sintetase
(CphA). Até ha poucos anos, cianoficina era descrita apenas em cianobactérias.
Krehenbrinck, Oppermann-Sanio e Steinblchel (2002) analisaram sequéncias
genbmicas de microrganismos n&o-cianobactérias e encontraram genes capazes de
codificar proteinas ortélogas a CphA. Um estudo inicial com base na sequéncia de
genes cphA presentes em cianobactérias, clostridia, beta e gama-proteobactérias
revelou que B. derxii ATCC 33962 ndo apresentava gene com similaridade ao cphA
encontrado nesses grupos bacterianos.

A busca no genoma de Beijerinckia indica (subsp. indica ATCC 9039) revelou
apenas a presenca de um gene (murD) com baixa similaridade ao cphA de
Synechocystes. Esse gene (murD), localizado na regido 771775 a 773163 do genoma
de B. indica e no locus Bind 0690, codifica uma UDP-N-cetylmuramyl-tripeptide
synthetase. Com base no genoma de B. indica ATCC 9039 foram desenhados
iniciadores (primers) para amplificagdo deste gene. A Figura 26 mostra os amplicons
obtidos em PCR utilizando como molde o DNA gendmico de diferentes isolados de
Beijerinckia.
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Figura 32. Perfis de migracdo em gel de agarose (1%) dos amplicons de 2096 pb de todos os
isolados de Beijerinckia sp. obtidos por PCR com “primers” desenhados com base na sequéncia
gendmica de B. indica.
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O amplicon de 2096 pb do DNA gendémico de Beijerinckia derxii ATCC 33962
foi sequenciado apenas para confirmacdo dos dados. O alinhamento realizado pelo
programa BLASTn deste amplicon com a sequéncia genomica de B. indica ATCC 9039
apresentou 100% de identidade (ANEXO E).

A Figura 33 mostra o perfil da digestdo do plasmidio com a enzima EcoRI
apresentando 3 bandas: 1?) vetor pGEM T-Easy com o inserto (~5090 pb); 22) vetor
pPpGEM T-Easy (~3000 pb) e 32) inserto (2096 pb), confirmando a inser¢cdo do amplicon
de 2096 pb da B. derxii ATCC 33962 no vetor.
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Figura 33. Perfis de migracdo em gel de agarose 1%; 1) DNA GeneRuler 1Kb Ladder,
Invitrogen; 2) Plasmidio digerido com EcoRlI; 3) Amplicon de 2096 pb de B. derxii ATCC 33962.

A linhagem recombinante, E. coli XL1 Blue abrigando o vetor pGEM T-Easy
contendo o amplicon de 2096 pb, que foi cultivada em meio com arginina e acido
aspartico revelou pela reacdo de Sakaguchi a presenca de granulos intracelulares de
coloracdo avermelhada (Figura 34), indicativo da presenca de arginina como observado

nos isolados de Beijerinckia (Figura 12).
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Figura 34. Granulos intracelulares visualizados por microscopia éptica (1000x) por meio da reagao
de Sakaguchi, apresentando uma coloracao avermelhada no interior celular do recombinante E. coli

XL1 Blue.

As Figuras 35, 36, 37 e 38 mostram os perfis das concentragbes de células

(UFC/mL) e de proteina total detectada nessas células. Como se observa, em todas as

condi¢des de cultivo testadas, a linhagem controle (E. coli XL1 Blue contendo apenas o

vetor pGEM T-Easy) ndo apresenta aumento no contetdo de proteina total durante a

fase estacionaria de crescimento. Por outro lado, para a linhagem E. coli XL1 Blue

abrigando o vetor pGEM T-Easy contendo o amplicon de 2096 pb observa-se um

aumento na concentracdo de proteina total durante a fase estacionaria de crescimento

em niveis semelhantes aqueles observados para linhagens de Beijerinckia, sugerindo

gue ocorre o acumulo de material de reserva de nitrogénio.
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Figura 35. Perfil da concentragéo de proteina total (ug.mL™) e da viabilidade celular (UFC. mL™)

durante a fase estacionaria do controle (E. coli XL1 Blue sem o amplicon de 2096 pb) em meio LBA

contendo arginina (10 mM).
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Figura 36. Perfil do aumento protéico celular (ug.mL™) e da viabilidade celular (UFC. mL™),
durante a fase estacionaria, do recombinante (E. coli XL1 Blue com o amplicon de 2096 pb) em
meio LBA contendo arginina (10 mM).
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Figura 37. Perfil da concentracéo de proteina total (ng.mL™) e da viabilidade celular (UFC. mL™)
durante a fase estacionaria do controle (E. coli XL1 Blue sem o amplicon de 2096 pb) em meio
LBA contendo arginina (10 mM) e acido aspartico (10 mM).
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Figura 38. Perfil do aumento protéico celular (ug.mL™) e da viabilidade celular (UFC. mL™),
durante a fase estacionaria, do recombinante (E. coli XL1 Blue com o amplicon de 2096 pb) em
meio LBA contendo arginina (10 mM) e &cido aspartico (10 mM).

A matéria organica do solo pode conter uma grande variedade de compostos
organicos nitrogenados, aminoacidos livres em geral representam apenas uma
pequena fracdo deste conjunto. Em contraste, aminoacidos ligados que formam
peptideos e proteinas podem contribuir com mais da metade do “pool” de nitrogénio
organico da solugdo do solo (NASHOLM et al., 2009). A aplicacdo de cianobactérias na
agricultura se mostrou viavel pelos resultados verificados por Watanabe e Kiyohara
(1960). Em culturas de arroz observaram que a inoculacdo de uma linhagem de
Beijerinckia, foi capaz de aumentar sua producao similar da adubacg&o nitrogenada,
indicando a contribuicdo desta bactéria através da disponibilidade de algum tipo de
composto nitrogenado ou substéancia estimuladora do crescimento vegetal
(DOBEREINER; RUSCHEL, 1961).
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CONCLUSOES

A ocorréncia de reservas nitrogenadas € comum aos cinco isolados de
Beijerinckia sp. e estd associada ao processo de Fixacdo Biologica de

Nitrogénio;

e O método de extracdo da reserva que mostrou melhores resultados foi o de
Elbahloul et. al. (2005);

e A reserva nitrogenada encontrada em Beijerinckia sp. apresenta composicao de
aminoacidos diferente da cianoficina pelo alto teor de arginina evidenciado e por

nao ter sido encontrado acido aspartico na mesma propor¢cdo molar da arginina;

e Presenca de uma reserva nitrogenada intracelular inédita, nunca descrita

anteriormente em outros microrganismos;

e Descoberta de um possivel gene envolvido no acimulo de material nitrogenado

em Beijerinckia sp.
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ANEXO A — Repeticdo dos ensaios com todos os isolados de Beijerinckia sp.

durante a fase estacionaria de crescimento
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Figura 15. Perfil do aumento protéico total e da atividade especifica da nitrogenase, durante a

fase estacionaria do isolado ICBR 48.
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Figura 16. Perfil do aumento protéico e da atividade especifica da nitrogenase, durante a fase

estacionaria do isolado ICBR 55.
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Figura 17. Perfil do aumento protéico e da atividade especifica da nitrogenase, durante a fase

estacionaria do isolado ICBR 88.
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Figura 18. Perfil do aumento protéico e da atividade especifica da nitrogenase, durante a fase

estacionaria do isolado ICBR 91.
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Figura 19. Perfil do aumento protéico e da atividade especifica da nitrogenase, durante a fase

estacionaria do isolado ICBR 177.
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Figura 20. Perfil do aumento protéico e da atividade especifica da nitrogenase, durante a fase

estacionaria do isolado Beijerinckia derxii.
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ANEXO B - Perfis do aumento protéico celular e da atividade da nitrogenase dos isolados, em triplicata,

durante a fase estacionaria

ICBR 177
ICBR 48 ICBR 88 ICBR 91
ICBRS55 =
R = = ~ 120 r 60 3 120 + 35
30 3 s = 5 - : 9 -~ ,
05 E - 35 § 5 120 6,0 g E 105 ¥ 50 S é 105 A 3,0
90 25 8 1 . i 2 E 105 50 3 S 90 2 S 90 9 55
£ A S > 9 k] =2 r 40 = )
> 20 = 3 = ol | s 75 a0 E z B 2 2 75 2,0
50 i1 ] 20 5 s £ 60 F 30 £ S 60 3 ,
15 §& H b 5 60 30 g S £ g s
45 3 2 15 32 = @ 45 L 20 © 2 45 4 ’
2 45 g © X &
30 0 £ : 16 £ < 20 § £ 30 4 © 35 4 1,0
z : - 3 g ¥ 0 § 2 15 10 5 [[§
15 05 2 - X 05 2 g 15 0 E 5 [ g % 15 4 05
0 0,0 & $+ > " - —— ® 00 ! 0 + T T T T T T * 00 < a 0 - T T T T T 0,0 g 5 0 T T T T T T > 0,0
; 1e 0 W ; < =
0 72 144 216 288 360 432 504 » n "“' e M m M £ 0 72 144 216 288 360 432 504 0 72 144 216 360 432 504 f 0 72 144 216 288 360 432 504
npo N Tempo(h; =2
Tempo () po(h) Tempo (h) < Tempo (h)
Proteina total -Trtern kad <@ dbwiuls vprsicn ——e—— Proteinatotal  ——@—— Adividade especi
. pecifica
——&—— Atividade especifica Proteina total Atividade if } @ Proteina total ~ ==——@= Atividade especifica
ICBR 55
ICBR 48 - = ICBR 88 ICBR 91 ~ ICBR 177 )
= < < i
H <} = o
() — 5 105 350 5 P b= 4
5 40 35 3 120 . 3 g 3w B0 2 = 120 30
5 3 £ w05 40 @ oy 300 3 £ w0 2 £ 105 25
30 © 2 0 g S 75 250 © E:Y g | 8 w (
> E = 75 e |2 £ b 50 £ | 3 75 20
=3 8 3 60 200 T = :
0 @ S 60 20 3 g 2 s ® 200 2 S 60 15
20 g © 45 - 2 a5 150 & = @ - (
5 = < [} © 150 € 45
< £ 5 £ 2 S 30 0§ c 10
(5] o 30 10 © T 30 100 ¢ ° o T 30 ;
0 10 & 5 15 T S £ 5 100 o ° 05 ¢
- N k= a 15 50 Z 2 15 5 2 15 S
5 e o 0 - T T T T T T > 00 Z = o 50 S o o 00
. o 4 . . . . . - o0 Z . T T T ' v 0
0 -+ T T T T T » 00 = = 0 + T T T T T + 0,0 >
2 0 72 144 216 290 362 434 506 Z o 72 144 254 362 434 506 Z 0 72 144 254 360 432 504 b
0 72 144 290 362 434 506 0 72 144 216 288 360 432
- ; ———e—— Proteina total ~ =——s— Atividade especifica . - "
———— Proteina total ——e—— Atividade especifica ——e—— Proeina total  ——@—— Aiividade especifica ——e—— Proteina total  ——e—— Atividade especifica & Proteina total & Atividade especifica
.
ICBR 48 ICBR 55 ICBR 88 ICBR 91 - ICBR 177
- =
= ] 10,0
0 100 8 5 % 50 % 105 - ; 20 50 w0 $ 0 | ,
. E E 50 E] I 90 A o @ oy 250 @ E ] 8,0
0 80 32 5 a0 3 E 250 G~ E 3 E 50
o e A < S 75 l 200 24 Bl 200 ¢ 2 40 6,0
60 E k] 30 £ 2 6 4 ' gg = 30 = = i
0 = 3 30 = k| 3 b 150 o5 g 150 ¢ 5 30 1
0o 9 2 Py 2 3 7] 7] e 4.0
0 40 o © 20 @ S 45 7 =0 2 20 8 © 4 '
: e £ 20 s © | F 100 Z 7o o 100 & £ 20 1
20 © I} & S 30 £ o 3 < 20
0 g S 10 0 3 S y 5o ZE||] g w0 s0 g 10 1 :
o+ ® g0 £ & 2 s %57 R g 2 T2 g 00
z 0 00 = a0 T T T T T 0,0 & o + T T T T T T T 00 T T T T T T v
0 72 144 216 288 360 432 504 s S 2
< 0 72 144 216 288 360 432 504 g 0 72 144 254 360 432 500 0 72 144 216 288 360 432 504 < 0 72 144 252 360 432 500
Tempoh Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)
——@— proteina total =@ Atvidade especifica ‘ Proteina total Atividade especifica ———@—— Proteina total =@ Atividade especifica @ Proteina total =@ Atividade especifica ~——@— Proteina total =@ Atividade especf'w%




ANEXO C - Propor¢éo molar média dos aminoacidos presentes na reserva

de todos os isolados de Beijerinckia sp.

médio ICBR 48 48a dil 10x 48b dil 10x 48c dil 10x
No. Prop No. No. No.
Mols Mol Peak Name Mols Proporcdo  Mols Proporcdo  Mols  Proporcgéo

Médio Média nmols molar nmols molar nmols molar
13,59 473,85 Arginine 13,46 520,29 13,59 417,79 13,71 483,47
0,08 2,80 Lysine 0,08 3,11 0,08 2,54 0,08 2,75
0,12 4,02 Alanine 0,12 4,45 0,12 3,64 0,11 3,98
0,05 1,82 Treonine 0,05 1,98 0,05 1,61 0,05 1,87
0,09 3,12 Glycine 0,09 3,46 0,09 2,81 0,09 3,09
0,07 2,36 Valine 0,07 2,55 0,07 2,14 0,07 2,40
0,05 1,78 Proline 0,05 1,96 0,05 1,60 0,05 1,77
0,05 1,64 Isoleucine 0,05 1,78 0,05 1,52 0,05 1,63
0,07 2,43 Leucine 0,07 2,65 0,07 2,24 0,07 2,39
0,03 1,00 Histidine 0,03 1,00 0,03 1,00 0,03 1,00
0,02 0,71 Phenylalanine 0,02 0,74 0,02 0,72 0,02 0,69
0,12 4,18 Glutamate 0,13 4,84 0,13 3,96 0,11 3,76
0,07 2,60 Aspartate 0,08 2,91 0,08 2,49 0,07 2,40
0,02 0,63 Tyrosine 0,01 0,57 0,02 0,66 0,02 0,64

médio ICBR 55 55a dil 10x 55b dil 10x 55c¢ dil 10x
Prop No. No. No.

No. Mols Mol Peak Name Mols Propor¢do  Mols Proporcdo  Mols  Proporgéo
Médio Média nmols molar nmols molar nmols molar
12,25 488,79 Arginine 12,06 457,44 12,41 468,52 12,29 540,42
0,06 2,33 Lysine 0,06 2,23 0,06 2,17 0,06 2,58
0,09 3,61 Alanine 0,09 3,50 0,09 3,38 0,09 3,96
0,04 1,61 Treonine 0,04 1,56 0,04 1,51 0,04 1,77
0,07 2,88 Glycine 0,07 2,74 0,07 2,75 0,07 3,14
0,05 2,08 Valine 0,05 1,83 0,05 1,85 0,06 2,58
0,04 1,60 Proline 0,04 1,56 0,04 1,52 0,04 1,72
0,04 1,50 Isoleucine 0,04 1,49 0,04 1,42 0,04 1,59
0,05 2,19 Leucine 0,06 2,15 0,06 2,08 0,05 2,34
0,03 1,00 Histidine 0,03 1,00 0,03 1,00 0,02 1,00
0,02 0,64 Phenylalanine 0,02 0,67 0,02 0,63 0,01 0,62
0,10 4,17 Glutamate 0,10 3,71 0,11 4,12 0,11 4,69
0,06 2,27 Aspartate 0,05 1,98 0,06 2,13 0,06 2,69
0,01 0,54 Tyrosine 0,01 0,47 0,01 0,52 0,01 0,64

médio ICBR 91 91a dil 10x 91b dil 10x 91c dil 10x
Prop No. No. No.

No. Mols Mol Peak Name Mols Proporcdo  Mols Proporgao Mols  Proporcéo
Médio Média nmols molar nmols molar nmols molar
7,73 145,48 Arginine 7,79 126,91 7,25 174,23 8,15 135,30
0,13 2,42 Lysine 0,15 2,44 0,10 2,36 0,15 2,45
0,18 3,27 Alanine 0,20 3,31 0,13 3,20 0,20 3,28
0,08 1,53 Treonine 0,10 1,56 0,06 1,48 0,09 1,56
0,18 3,32 Glycine 0,21 3,34 0,14 3,26 0,20 3,36

82



0,11 2,06 Valine 0,13 2,10 0,08 1,93 0,13 2,15

0,08 1,48 Proline 0,09 1,51 0,06 1,45 0,09 1,49
0,07 1,35 Isoleucine 0,09 1,39 0,05 1,29 0,08 1,38
0,12 2,16 Leucine 0,14 2,22 0,09 2,10 0,13 2,17
0,05 1,00 Histidine 0,06 1,00 0,04 1,00 0,06 1,00
0,04 0,80 Phenylalanine 0,05 0,82 0,03 0,78 0,05 0,81
0,16 2,94 Glutamate 0,18 2,95 0,11 2,59 0,20 3,27
0,13 2,34 Aspartate 0,14 2,26 0,10 2,46 0,14 2,29
0,04 0,65 Tyrosine 0,04 0,66 0,03 0,64 0,04 0,66
médio ICBR 88 88a dil 10x 88b dil 10x 88c dil 10x
Prop No. No. No.

No. Mols Mol Peak Name Mols Proporcdo  Mols Proporcdo  Mols  Proporcgéo
Médio Média nmols molar nmols molar nmols molar
13,80 565,43 Arginine 13,65 559,18 13,80 552,70 13,96 584,42
0,05 1,98 Lysine 0,05 1,92 0,05 1,97 0,05 2,04
0,09 3,65 Alanine 0,09 3,54 0,09 3,64 0,09 3,76
0,04 1,58 Treonine 0,04 1,54 0,04 1,60 0,04 1,60
0,07 2,99 Glycine 0,07 2,85 0,07 3,00 0,07 3,13
0,05 1,92 Valine 0,05 1,86 0,05 1,86 0,05 2,05
0,04 1,60 Proline 0,04 1,54 0,04 1,59 0,04 1,66
0,03 1,37 Isoleucine 0,03 1,34 0,03 1,36 0,03 1,42
0,05 2,17 Leucine 0,05 2,10 0,05 2,13 0,05 2,28
0,02 1,00 Histidine 0,02 1,00 0,02 1,00 0,02 1,00
0,01 0,59 Phenylalanine 0,02 0,64 0,01 0,58 0,01 0,56
0,09 3,54 Glutamate 0,06 2,61 0,10 3,91 0,10 4,11
0,06 2,41 Aspartate 0,05 2,21 0,06 2,35 0,06 2,68
0,01 0,53 Tyrosine 0,01 0,49 0,01 0,52 0,01 0,59

médio ICBR 177 177a dil 10x 177b dil 10x 177c dil 10x
Prop No. No. No.

No. Mols Mol Peak Name Mols Proporcdo  Mols Proporcdo  Mols  Proporgéo
Médio Média nmols molar nmols molar nmols molar
14,90 399,70 Arginine 15,09 389,00 14,69 429,28 14,91 380,84
0,10 2,79 Lysine 0,11 2,76 0,10 2,90 0,11 2,71
0,15 4,02 Alanine 0,16 4,03 0,14 4,14 0,15 3,89
0,07 1,86 Treonine 0,07 1,86 0,07 1,93 0,07 1,79
0,12 3,32 Glycine 0,13 3,33 0,12 3,42 0,13 3,22
0,09 2,32 Valine 0,09 2,34 0,08 2,35 0,09 2,26
0,07 1,83 Proline 0,07 1,82 0,06 1,88 0,07 1,79
0,06 1,61 Isoleucine 0,06 1,59 0,06 1,67 0,06 1,56
0,09 2,47 Leucine 0,09 2,45 0,09 2,55 0,09 2,41
0,04 1,00 Histidine 0,04 1,00 0,03 1,00 0,04 1,00
0,03 0,87 Phenylalanine 0,03 0,87 0,03 0,89 0,03 0,85
0,16 4,33 Glutamate 0,17 4,29 0,16 4,55 0,16 4,15
0,10 2,68 Aspartate 0,10 2,61 0,10 2,81 0,10 2,64

0,03 0,72 Tyrosine 0,03 0,73 0,03 0,74 0,03 0,70




ANEXO D — Comparacéao do perfil da amostra ICBR 88 com os padrdes de

arginina (Arg) e poli arginina (Poli Arg) pela Espectrometria de Massa

Arg (288uM, injecdo direta)
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ANEXO E - Alinhamento feito pelo programa BLASTn do amplicon com a
sequéncia genomica de B. indica (subsp.indica ATCC 9039)

>1cl|64369
Length=2096

Score
Identities

= 3871 bits (2096), Expect = 0.0

2096/2096 (100%), Gaps = 0/2096 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 AGCCGACTTTCTTGAAACGCAGTGAGGAAGAGGCAAAACGCAATGTGCCGCGCGTICGTGC 60
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e et e e e e

Sbjct 1 AGCCGACTTTCTTGAAACGCAGTGAGGAAGAGGCAAAACGCAATGTGCCGCGCGTCGTGC 60

Query 61 GTCCGGAAACGTCTGAATCGATGCGCTATCTGATGCGTCTGAATGCGGARATTGGATCGG 120
Frrrrrrreerrrrrrrrrrrr e ettt e e ettt e e et

Sbjct 61 GTCCGGAAACGTCTGAATCGATGCGCTATCTGATGCGTCTGAATGCGGARATTGGATCGG 120

Query 121  CGCGTCTGGTTGATATCAAGGGCTATTTCATCGGCGGCAAGACCGGCACGGCCGACAAGA 180
FEEEEErrrrrr ettt r e e e e e e b e et

Sbjct 121  CGCGTCTGGITGATATCAAGGGCTATTTCATCGGCGGCAAGACCGGCACGGCCGACAAGA 180

Query 181  TCGTGCATGGCCATTACGCCAAGGATAAAGTGTTCACGACGTTCATGGCGATCATGCCGG 240
FEEEEEErr e et e r e e e e e e e e ey

Sbjct 181  TCGTGCATGGCCATTACGCCAAGGATAAAGTGTTCACGACGTTCATGGCGATCATGCCGG 240

Query 241  CCGACAAGCCGAAATATCTITTCCTGACGCTGATGGATGAGCCGCAGGGCCTGCCGGAAA 300
FEEEEEErr et e et r e e e e e e e e e e n |

Sbjct 241  CCGACAAGCCGAAATATCTTTTCCTGACGCTGATGGATGAGCCGCAGGGCCTGCCGGARAA 300

Query 301  CGGGCGGTTATCGGACGGCTGCCTGGAACTCTGGCTCGGTGACGGCACGGATCATCGAAC 360
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt e e et r et

Sbjct 301  CGGGCGGTTATCGGACGGCTGCCTGGAACTCTGGCTCGGTGACGGCACGGATCATCGAAC 360

Query 361  GGACCGGGCCTTTGCTTGGCATTCCGCCGCGTCTCGAATTGCCGACACAGCCTTTCCCGC 420
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt e e et r et

Sbjct 361  GGACCGGGCCTTTGCTTGGCATTCCGCCGCGTCTCGAATTGCCGACACAGCCTTTCCCGC 420

Query 421  TGCTCGCCAAGCTCGGCTATGGCATCGCCAATGTTCCCCAGACGAGTCGGGGAGAGCATT 480
FEEEEEErr et e et r e e e e e e e e e e n |

Sbjct 421  TGCTCGCCAAGCTCGGCTATGGCATCGCCAATGTTCCCCAGACGAGTCGGGGAGAGCATT 480

Query 481  GATGCGGCTTGATGCACTCTTCCCCGATGCATTAATCGAACCGCCGGCTTTTGGTGCGCG 540
FEEEEEEr et e et e e e e e e e e b e e e n |

Sbjct 481  GATGCGGCTTGATGCACTCTTCCCCGATGCATTAATCGAACCGCCGGCTTTTGGTGCGCG 540

Query 541  TGAGATCGCTGGCCTTGCCTGTGACAGCCGATTGGTTGCCAAGGATCAAGTCTTTTTCGC 600
FEEEEEEr et e et e e e e e e e e b e e e n |

Sbjct 541  TGAGATCGCTGGCCTTGCCTGTGACAGCCGATTGGTTGCCAAGGATCAAGICTTTTTCGC 600

Query 601  CGTTCCTGGCACCAAGGCGGATGGTTTGACCTATGCGCCCGAGGCGGTGCGGCGTGGTGC 660
FErrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e et r e e e et

Sbjct 601  CGTTCCTGGCACCAAGGCGGATGGTTTGACCTATGCGCCCGAGGCGGTGCGGCGTGGTGC 660



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

661

661

721

721

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

1261

1261

1321

1321

1381

1381

1441

1441

CTTGGCCGTCGTCACGGAACAATCCGCATCGGTGCCGTTCGAAACGGCGGCTCTGGTCAA

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e
CTTGGCCGTCGTCACGGAACAATCCGCATCGGTGCCGTTCGAAACGGCGGCTCTGGTCAA

AGTCGCGGATGTTCGTTCCGCGCTCGCGATTGCCTCGGCCCGTTTCTATGCGCGCCAGCC

FErrrrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrr et r et et r e
AGTCGCGGATGTTCGTTCCGCGCTCGCGATTGCCTCGGCCCGTTTCTATGCGCGCCAGCC

TGAAACCGTGGTTGCGGTGACGGGGACCAGCGGCAAGACATCGGTCGCAGCCTTTGCCCG

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrr e et ettt
TGAAACCGTGGTTGCGGTGACGGGGACCAGCGGCAAGACATCGGTCGCAGCCTTTGCCCG

GCAGATCTGGGCCAGCCTGGGGTTCAAGGCCGCTTCTGTCGGCACTTTGGGCGTCGTGGC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e
GCAGATCTGGGCCAGCCTGGGGTTCAAGGCCGCTTCTGTCGGCACTTTGGGCGTCGTGGC

CCCGGATGGCGCGAGCTATGGCGGTCTGACGACGCCTGATCCGATCAGCCTGCATCGCAC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CCCGGATGGCGCGAGCTATGGCGGTCTGACGACGCCTGATCCGATCAGCCTGCATCGCAC

GCTCGATGAATTGGCCGGCGCCGGCGTGACGCATCTTGCCTTGGAAGCGTCCTCGCACGG

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e
GCTCGATGAATTGGCCGGCGCCGGCGTGACGCATCTTGCCTTGGAAGCGTCCTCGCACGG

GCTCGATCAGCATCGGCTGGATTATGTGCGGCTGAAGGCGGCGGGTTTCACCAATCTCTC

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
GCTCGATCAGCATCGGCTGGATTATGTGCGGCTGAAGGCGGCGGGTTTCACCAATCTCTC

GCGCGATCATCTCGATTATCATCCGACCCTCGAAGCCTATTTCCAGGCGAAGCTCCTGCT

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
GCGCGATCATCTCGATTATCATCCGACCCTCGAAGCCTATTTCCAGGCGAAGCTCCTGCT

CTTCACCCATGTCTTGCCGGCTGACGGCACGGTGGTGGTCGATGCCGACAGTTCCGCCGG

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrre ettt et
CTTCACCCATGTCTTGCCGGCTGACGGCACGGTGGTGGTCGATGCCGACAGTTCCGCCGG

CCATGAGGTGATCGATGTCGCCAAGGCGCGCGGGCTGAAGGTCTTTTCCTTAGGGTTTGC

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrre ettt et
CCATGAGGTGATCGATGTCGCCAAGGCGCGCGGGCTGAAGGTCTTTTCCTTAGGGTTTGC

GGGCGAGACACTGCACCTCCTCGAGGCCAGACCCGAGGCGGCGGCGACTTTGCTGCGCTT

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrre ettt et
GGGCGAGACACTGCACCTCCTCGAGGCCAGACCCGAGGCGGCGGCGACTTTGCTGCGCTT

GACCTTCGCAGGCAAGGATTGGGCCTTGCGCCTGCCTCTGGTTGGGAGTTTCCAAGCTGC

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
GACCTTCGCAGGCAAGGATTGGGCCTTGCGCCTGCCTCTGGTTGGGAGTTTCCAAGCTGC

CAATGCCTTGATGGCGGCTGGCCTTTGCATCAGCACCGGCGCTGCGCCGGACGCGGTTTT

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
CAATGCCTTGATGGCGGCTGGCCTTTGCATCAGCACCGGCGCTGCGCCGGACGCGGTTTT

TGCCGCGCTTGAAAGGCTCGAAGGTGCCCCTGGCCGCCTCGAAAAGGTCGGTGAACGGCG

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt
TGCCGCGCTTGAAAGGCTCGAAGGTGCCCCTGGCCGCCTCGARAAAGGTCGGTGAACGGCG

86

720
720
780
780
840
840
900
900
960
960
1020
1020
1080
1080
1140
1140
1200
1200
1260
1260
1320
1320
1380
1380
1440
1440
1500

1500



Query
Sbjct
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Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query

Sbict

1501

1501

1561

1561

1621

1621

1681

1681

1741

1741

1801

1801

1861

1861

1921

1921

1981

1981

2041

2041

TGGTGCGTCCATTTTCGTCGATTATGCCCACAAGCCCGATGCGCTGGAAAAAGCCTTGCA

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt
TGGTGCGTCCATTTTCGTCGATTATGCCCACAAGCCCGATGCGCTGGAAAAAGCCTTGCA

GGCCTTGCGGCCCTTCACGCAAAAGAGGCTGATCGTGATTTTCGGGTGTGGTGGCGATCG

FErrrrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrr et r et et r e
GGCCTTGCGGCCCTTCACGCAAAAGAGGCTGATCGTGATTTTCGGGTGTGGTGGCGATCG

CGATGCCGGCAAGCGGCCCCTGATGGGTGAAATCGCTGCGCGGCTCGCCGATCATGTCAT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
CGATGCCGGCAAGCGGCCCCTGATGGGTGAAATCGCTGCGCGGCTCGCCGATCATGTCAT

TGTCACCGATGACAATCCGCGCAGCGAGGATCCAGATCTCATTCGCAAGGCCATTCTGCA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e ettt r e e ey
TGTCACCGATGACAATCCGCGCAGCGAGGATCCAGATCTCATTCGCAAGGCCATTCTGCA

AGGGGCTGGTTCAGGTCCTCATATTCGCGAGATCGGCGATCGCGAGGCGGCGATCAAAAG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt e e et e et e et
AGGGGCTGGTTCAGGTCCTCATATTCGCGAGATCGGCGATCGCGAGGCGGCGATCAAAAG

CGGAATTGGCATGCTGGAGCCCGGCGATCTTCTGCTGATTGCTGGCAAGGGCCATGAAAC

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
CGGAATTGGCATGCTGGAGCCCGGCGATCTTCTGCTGATTGCTGGCAAGGGCCATGAAAC

CGGCCAGATCCTGGCTGACAGGACGCTGCCCTTTTCCGATCGCGATTGCGCCCGCGCGGL

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
CGGCCAGATCCTGGCTGACAGGACGCTGCCCTTTTCCGATCGCGATTGCGCCCGCGCGGC

GCTTGAGGACCATGCTGCATGAACGAGATTTTGATGCCCGAAAGCGTCGATAAGGAGATT

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt e e et e et e et
GCTTGAGGACCATGCTGCATGAACGAGATTTTGATGCCCGAAAGCGTCGATAAGGAGATT

TTGTGGACGCCGCTCGGTCTCGTCACGCCTTTGCAGGCCCGTGTCAGTGGTCATGTTCCG

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrre ettt et
TTGTGGACGCCGCTCGGTCTCGTCACGCCTTTGCAGGCCCGTGTCAGTGGTCATGTTCCG
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1560
1560
1620
1620
1680
1680
1740
1740
1800
1800
1860
1860
1920
1920
1980
1980
2040

2040

TTGCGCCCGGCGCGCGGGATTTCCATCGATACGCGGACATTGCGCGAGGATGATCT 2096

TTGCGCCCGGCGCGCGGGATTTCCATCGATACGCGGACATTGCGCGAGGATGATCT 2096



