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Introducéao

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria
aer6bica, Gram-negativa, originalmente isolada do
interior de raizes, colmos e folhas da cana-de-acucar
(CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988; GILLIS et al.,
1989). G. diazotrophicus também ja foi encontrada em
batata doce (ljpomoea batatas), capim coloniao
(Pennisetum purpureum), café (Coffea arabica) e
abacaxi (Ananas comosus) (BALDANI e BALDANI,
2005). A estirpe PALD de G. diazotrophicus promove o
crescimento da cana-de-acucar, em parte, através da
fixacdo de nitrogénio, porém, outros mecanismos,
possivelmente a producao de auxinas e giberelinas
estao também envolvidos (SEVILLA et al., 2001;
BASTIAN et al., 1998). O sequenciamento completo e
a anotacao funcional do genoma da estirpe PAL5 da
bactéria G. diazotrophicus foram recentemente
finalizados em um projeto da rede Riogene, no qual a
Embrapa Agrobiologia é uma das instituicdes parceiras.
A sequéncia esté disponivel no GenBank (NC_010123,
NC 010124 e NC_010125). As informacdes genéticas
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geradas pelo sequenciamento deram um impulso no
entendimento sobre os processos fisioldgicos e
bioquimicos envolvidos no efeito positivo da bactéria
sobre o crescimento da cana-de-acucar.

Atualmente, o conhecimento do genoma esté sendo
usado para estudos de laboratério com o objetivo de
otimizar os efeitos positivos desta interacdo. Neste
sentido, a mutagénese é uma ferramenta poderosa
para esclarecer a funcao de genes de interesse. Um
protocolo eficiente de transformacao genética pela
técnica de eletroporacao foi estabelecido na Embrapa
Agrobiologia (ROUWS et al., 2006). Também foi
publicado um sistema eficiente de mutagénese
aleatéria de G. diazotrophicus por transposon (ROUWS
et al., 2008). Esta metodologia ja foi utilizada para a
geracao de mutantes com defeitos em motilidade
(ROUWS et al., 2008), sintese de acido indol acético
(RODRIGUES, 2008) e fixacao de nitrogénio (GUEDES
et al., 2008).
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Uma outra estratégia de mutagénese que é muito
utilizada nos estudos genéticos de microrganismos, e
que se distingue da mutagénese aleatoria, é a
mutagénese insercional que possibilita a interrupcao de
um gene de interesse previamente selecionado (MILLS,
2001). Neste caso, inicialmente o gene alvo é clonado
em um plasmideo vetor. Em seguida, o gene alvo pode
ser desativado /n vitro pela insercao de um gene
marcador, como por exemplo de resisténcia a
antibiético. Uma ferramenta simples para realizar esta
insercao consiste no uso do transposon comercial
EZ::Tnb <kan-2> transposon insertion kit (Epicentre).
O plasmideo contendo o gene mutante é transferido
para o organismo alvo, onde poderéa ocorrer
recombinacao homologa dupla, inserindo o marcador
no locus de interesse e desativando o gene alvo.

O presente trabalho mostra a utilidade da técnica de
mutagénese insercional para a estirpe PALbS de G.
diazotrophicus, usando o transposon comercial EZ::Tnh5
< kan-2> transposon insertion kit (Epicentre, nimero
de catalogo EZI982K). Para avaliar a utilidade desta
estratégia, a técnica foi aplicada ao gene Gd/uxI
(GenBank YP_001603070), envolvido em
monitoramento populacional ou quorum sensing, e que
foi identificado no genoma da estirpe PAL5 (ROUWS,
2008). Esta técnica de mutagénese insercional ndo se
restringe a este gene e pode ser aplicada a outros
genes da estirpe PALS de G. diazotrophicus.

Construcdo e selecao do plasmideo
mutagénico pB1TN17

Bibliotecas de DNA do tipo shotgun, formadas por
clones de Escherichia coli contendo plasmidios
derivados do vetor pUC18 (que codifica resisténcia ao
antibiético amapicilina) com insertos provenientes do
DNA genémico da estirpe PALS de G. diazotrophicus,
foram usadas para identificar clones contendo
plasmidios carregando o gene Gd/uxl. Selecionou-se um
clone contendo um plasmidio que neste trabalho foi
designado de pB1. O plasmidio pB1 foi mutado in vitro
usando o kit comercial EZ::Tn5 <kan-2> transposon
insertion kit (Epicentre) (Fig. 1).

Este kit contém separadamente o transposon artificial
EZ::Tnb <kan-2> transposon que codifica o gene
kan-2, fornecendo resisténcia ao antibiético
canamicina, e a enzima £Z::Tnb transposase que é
necessdria para a reacao de transposicao. A reacao foi

realizada em um volume de 10 pl contendo os
seguintes componentes: 280 ng DNA pB1; 0,7 pmol
EZ::Tnb5 <kan-2> transposon; 1 U EZ::Tnb transposase;
H,O qg.s.p 10 ul. Esta mistura foi incubada durante

2 horas a 37°C. Em seguida a reacao foi terminada
pela adicao de 1 ul de EZ::Tn5 10x stop solution e a
incubacgao por 10 min a 70°C.

Células da estirpe DH10B de E. coli foram
transformadas com 1 pl do produto de reacao de
transposicao pela técnica de eletroporacao e
selecionadas em placas com meio de cultura LB
contendo os antibidtico canamicina (50 ug/ml) e
ampicilina (100 ug/ml). Desta forma, 32
transformantes com dupla resisténcia devido a
precenca do plasmidio pB2 (resisténcia a ampicilina)
contendo uma insercao do EZ::Tn5 <kan-2>
transposon (resisténcia a canamicina) foram obtidos.

O DNA plasmidial de E. coli foi preparado por lise
alcalina como descrito (SAMBROOK et al., 1989). O
DNA plasmidial foi submetido a uma digestao com
enzima EcoRYV (Invitrogen), conforme recomendado
pelo fabricante. Para 7 plasmideos foi observado o
padrao de restricao esperado para uma insercao do
transposon no fragmento EcoRV englobando a regiao
de Gd/uxl (Fig. 1 e 2a).
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Fig. 1. Representacdo esquematica da mutagénese do
plasmideo pB1 usando o EZ::Th5 <kan-2> transposon
insertion kit.
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O sequenciamento do DNA destes 7 plasmideos foi
realizado com os primers FP-1
(ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC) e RP-1
(GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG), que sao
fornecidos com o EZ::Tn5 <kan-2> Transposon
Insertion Kit e que se anelam nas pontas do transposon,
possibilitando o sequenciamento do DNA que flanqueia o
mesmo, desta forma revelando o sitio exato de insercao
do transposon. Reacdes de sequenciamento foram
realizados usando um termociclador e o DYEnamic ET
dye terminator kit (GE healthcare, nimero de catalogo
US81090) em volume total de 10 ul com a seguinte
composiao: 100-300 ng de DNA plasmidial; 0,5 uM
primer (RP-1 ou FP-1); 4 pl de pré-mix de
sequenciamento; H,O g.s.p. 10 ul. A sequéncia de base
foi determinada em um sequenciador MegaBace 1000
(GE Healthcare). Em 6 plasmideos, o transposon se
inseriu fora do gene Gd/uxl, mas foi identificado um
plasmideo com a insercao dentro do gene Gd/uxl,
préximo ao término 5' (Fig. 2b). Este plasmideo foi
designado de pB1TN17 e em seguida usado para a
mutagénese insercional do gene Gd/ux| da estirpe PAL5
de G. diazotrophicus (Fig. 1 e 3).

Mutagénese do gene Gd/uxl na
estirpe PALDS pela eletroporacao
com o plasmideo mutante pB1TN17

A estratégia de mutagénese utilizada neste estudo visou
a substituicao do gene Gd/uxl selvagem pelo gene
mutante, contendo a insercao do transposon, presente
no plasmideo pB1TN17 (Fig. 3). A falta de sucesso de
transferir plasmideos derivados de pUC18 (familia
pMB1) para G. diazotrophicus PALS sugere que a
origem de replicacao nao é compativel com

G. diazotrophicus (ndo mostrado). Por isso, o DNA
fornecido em plasmideos derivados de pUC18 sé pode
ser mantido se 0 mesmo se integrar em uma unidade de
replicagdo, como o cromossomo por exemplo. Por causa
desta caracteristica, o plasmideo pB1TN17 pbde ser
usado como plasmideo "suicida" em G. diazotrophicus.

Células de G. diazotrophicus PALS foram
transformadas com aproximadamente 100 ng de DNA
do plasmideo pB1TN17 conforme descrito (ROUWS et
al., 2006). Apés 3 dias de incubacado em placas
contendo 200 pg/ml do antibiético canamicina, 32
colbnias foram observadas, sugerindo a ocorréncia da
integracao do transposon do plasmideo pB1TN17 no
genoma. As coldnias foram transferidas para placas
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ATGCAGACCTATGTATTTTCCTATTCTAGCCGC TCGCARGT TCCAGATAT
RTATTTGCAARTGAGCAAGGCGAGATGTCGGGTGTTTRAGQBGCGTCTGG
GCTGEEATGTGCACGACGACGATGGAT TGGARAGTCGACGAGTTCGATACG
ACGTTGGACCCTCTTTATTTCGTCGTCGCCGACARACCGGEGGCARACATAT
TGCCTCCCTGAGATTGC T TTCC TGCARAAGGACCARACAATGC TARCCCGAR
TATTCCARAGATTTTTTTCCOGCTGGCTCTGTGCGGGTTTGTAATGCCGCC
TTTGAATGTACGCGACTCTGCCTTTATGC TCCCGGGATCGATGAACCGCT
TCGETCGGATCGGAAT TGCGCAGT TEGTGC TACACGC TARGCAATTATGCAC
TTTCGCAGRATGCGTCGGECAT TATAGGTGTGTATTATTCGATCATGCGG
AGAGTGTRCGCAAAGGTTGGETGEGCACCCGACACTC TGGTTAGTTCTAT
TCAAGARGATAAARPATATTGAGC TGEETCGATGGAATGTGTCGGAGGAGE
TGETAGGCTCGCTTGGCGCTCTATGTTGGCGCCTGTCGCTTGATATACCC
CATTATAATCGCGTCAT TARGETCGAR

Fig. 2. Selecdo do plasmideo pB1TN17 com uma insercdo do
elemento EZ::Tn5 dentro do gene Gd/uxl. a) Padrdo de
restricdo com enzima EcoRV desejado (linha 2) e ndo desejado
(linha 1). b.) Sequéncia da ORF de Gd/uxl, mostrando o sitio
de insercdo (entre as bases em vermelho) do EZ::Tnb6 <kan-

2> transposon em um dos 7 plasmideos analisados.
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Fig. 3. Representacdo esquematica da recombinacdo dupla
desejada para a mutagénese de Gd/uxl usando o plasmideo
mutagénico pB1TN17. A Fig. mostra como a recombinacéao
dupla entre o DNA gendémico e o plasmideo pB1TN17 provoca
a troca do locus original (Gd/uxl) pelo locus mutante
(Gdluxl::EZ::Tnb5). Os sitios da enzima de restricdo EcoRI,
usada no experimento de Southern blot, como também os
sitios de anelamento dos primers 42R e 43R usados no

experimentos de PCR estdo indicados.
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contendo 200 ug/ml de canamicina e 400 ug/ml de
ampicilina para distinguir os mutantes com insercoes
ocorridas através de recombinacao simples ou dupla
(Fig. 3). Vinte e nove mutantes cresceram na presenca
tanto de canamicina como de ampicilina, sugerindo que
ocorreu recombinacao simples, sendo que este tipo de
evento causa a integracdao completa do plasmideo,
inclusive o gene de resisténcia a ampicilina. Os trés
mutantes restantes, no entanto, apresentaram
sensibilidade a ampicilina, sugerindo que ocorreu a
substituicdo do gene Gd/uxl selvagem pelo gene
interrompido por meio de recombinacao dupla,
proporcionando a eliminacao do plasmidio vetor
inclusive o gene de resisténcia a ampicilina (Fig. 3).
Estes mutantes, desig-nados de mut17-1, mut17-4 e
mut17-5, junto com outros trés provavelmente
gerados por recombinacao simples, e designados
mut17-2, mut17-3 e mut17-6, foram submetidos a
analises moleculares.

Analise molecular dos
mutantes por Southern blot

Para verificar a ocorréncia de recombinacao dupla e a
insercao do transposon no local desejado,
experimentos de Southern blot foram realizados com
DNA dos mutantes mut17-1 a mut17-6. A sonda
consitiu em um fragmento do gene Gd/ux| que foi
obtido do plasmideo pB1 pela digestdo com a enzima
de restricao EcoRV (Fig. 1). Apés a separacao em gel
de agarose, o fragmento referente ao gene Gd/uxI foi
selecionado e purificado usando o kit Wizard SV gel
and PCR clean-up system (Promega, nimero de
catalogo A9281). Cerca de 25 ng da sonda foram
marcadas radioativamente com a32P-dCTP, durante
trés horas, a temperatura ambiente, usando o kit
random primers DNA labelling system (Invitrogen,
numero de catalogo 18187013), conforme
recomendacoes do fabricante.

Aliquotas de 500 ng de DNA gendmico isolado dos
mutantes foram digeridas com a enzima de restricao
EcoRl conforme recomendado pelo fabricante e
separado em gel de agarose a 0,7%. O gel foi
incubado primeiramente em solucao de desnaturacao
e, em seguida, em tampao de neutralizacdao conforme
descrito (SAMBROOK et al., 1989). Durante a noite, o
DNA foi transferido para filtro de nylon Hybond-N (GE
Healthcare) pelo método de transferéncia capilar
(SAMBROOK et al., 1989) com solucao de 10 x SSC.

O DNA foi fixado nos filtros por incubacao em forno a
80°C por 1 hora. Os filtros foram pré-hibridizados em
Modified Church Buffer (MCB) durante 1 hora a 65°C,
a sonda foi desnaturada a 100°C durante 5 min e
adicionada ao tampao de pré-hibridacao e a hibridacao
foi realizada durante a noite. Os filtros foram lavados
4 vezes por 20 min com uma solucao de 0,1% SDS e
1 x SSC, revelados e depois expostos em filmes MXG
(Kodak) para a visualizacao.

Os resultados confirmaram a ocorréncia da troca do
locus original pelo locus mutante pela recombinacao
dupla nos mutantes mut17-1, mut17-4 e mut17-5
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Fig. 4. Andlise molecular de mutantes da estirpe PAL5 de G.
diazotrophicus com insercdo do transposon no gene Gd/uxl. a)
Perfil de hibridizacdo por Southern blot realizado com DNA de
PAL5 selvagem (linha 1), dos trés mutantes gerados pelo
mecanismo de recombinacdo dupla, mut17-1, mut17-4 e
mut17-5 (linhas 2, 5 e 6 respectivamente) e de trés mutantes
gerados por recombinacdo simples, mut17-2, mut17-3 e
mut17-6 (linhas 3, 4 e 7 respectivamente). b) Perfil de
amplificacdo por PCR do DNA total da estirpe selvagem PALS5
(linha 3), de dois mutantes gerados por recombinacdo dupla,
mut17-1 e mut17-4 (linhas 4 e 7 respectivamente) e de dois
mutantes gerados por recombinacdo simples, mut17-2 e
mut17-3 (linhas 5 e 6 respectivamente) utilizando os primers
42R e 43R flanqueiando o gene Gd/uxl. O controle negativo foi
uma reacdo de PCR sem DNA (linha 2); Linha 1: 1 Kb plus
DNA ladder (Promega).
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(Fig. 4a). Observa-se que, nestes mutantes, o
fragmento EcoR/ no qual o gene Gd/uxl esta localizado,
se apresenta maior de que na estirpe selvagem PALDS.
Da mesma forma, o padrao de bandas observado para
os mutantes mut17-2, mut17-3 e mut17-6
correspondeu com a oocorréncia de recombinacao
simples e a consequente integracao do vetor pB1TN17
no genoma. Neste caso, duas bandas menores sao
observadas, explicadas pela presenca de um sitio de
restricao EcoR/ no plasmideo pB1TN17 que se integrou
inteiramente no locus de Gd/uxl (Fig. 4a).

Analise molecular
dos mutantes por PCR

Andlise por PCR foi realizada para verificar o resultado
dos experimentos de Southern blot. PCR foi realizado
com DNA total isolado da estipe selvagem PAL5 e dos
mutantes usando Tag DNA polimerase (Invitrogen,
nUumero de catalogo 10342). Usando os
oligonucleotideos 42R (CGCGTTTTGGCAAGTATCTA)
e 43R (CTCTCCGCATGATCGAATAA), que flangueiam
o gene Gd/uxl no genoma (Fig. 3), esperava-se obter um
produto de PCR maior para os mutantes com insercao
do transposon, do que para estirpes contendo o gene
selvagem. A mistura de reacdo, com volume total de
50 ul, teve a seguinte composicao: 50 ng de DNA; 5 ul
de tampéo 7aq; 1,5 mM MgCIZ; 0,2 mM dNTPs; 0,2 uM
primer 42R; 0,2 uM primer 43R; 1 U polimerase Tagq;
H,O g.s.p. 50 ul. As reacdes foram realizados em um
termociclador com o seguinte programa de
temperaturas: 93°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de
93°C por 45 seg, 50°C por 45 seg e 72°C por 2 min. A
extensao final ocorreu a 72°C por 10 min.

De fato, foi observado um produto de
aproximadamente 1250 pb na estirpe selvagem PALD
nao transformada e em dois transformantes com
recombinacao simples, que mantiveram uma cépia
intacta do gene Gd/uxl nos seus genomas além da
cépia mutante (Fig. 4b). A auséncia de um produto de
PCR referente a cépia mutante nestes transformantes
deve-se provavelmente ao fato que o gene mutante é
maior, previlegiando a amplificacdo do fragmento
selvagem. Em contraste, os mutantes gerados pela
recombinacao dupla apresentaram bandas com
tamanho maior (aproximadamente 2500 pb), o que
corresponde com a insercao do transposon (Fig. 4b).
Este dado confirma a ocorréncia da recombinacao
dupla nestes mutantes. Atualmente, os mutantes no

gene Gd/uxl estdo sendo usados na investigacao do
papel de monitoramento populacional na estirpe PALS
de G. diazotrophicus.

Conclusao

Este trabalho mostra a viabilidade de um método de
mutagénese insercional, usando o transposon
comercial EZ::Tn5 <kan-2> transposon insertion Kit.
O gene de monitoramento populacional Gd/uxl foi
inativado /n vitro pela insercao deste transposon e
entao transferido para células da estirpe PAL5. O
perfil de resisténcia a antibidticos possibilitou a selecao
de mutantes gerados pelo mecanismo molecular de
recombinacao dupla e o sucesso da mutagénese foi
confirmado por ensaios moleculares de Southern blot e
de PCR. O presente método de mutagénese também ja
foi aplicado a outros genes, que foram amplificados por
PCR e clonados em vetor de clonagem. Portanto, a
técnica de mutagénese descrita aqui oferece uma
ferramenta rapida e eficiente para a introducéao de
mutacdes em genes alvos no genoma da estirpe PALS
de G. diazotrophicus.
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