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Introducéao

O género Azospirillum abrange espécies bacterianas de
vida livre que podem estimular o crescimento de
diversas plantas economicamente importantes através
de caracteristicas fisiolégicas diversas como, por
exemplo, a producéao de fito-horménios ou a fixacdo de
nitrogénio (revisto por BASHAN e DE-BASHAN, 2010).
Azospirillum amazonense é uma bactéria que foi
inicialmente isolada de gramineas forrageiras
cultivadas na Amazonia e no estado do Rio de Janeiro.
Posteriormente, foi também isolada de plantas de
arroz, milho e sorgo, cultivadas em Seropédica, RJ
(MAGALHAES et al., 1983; BALDANI e BALDANI,
2005), de cana-de-acucar no Havai e na Tailandia, de
palmeiras na regiao amazoénica e também de abacaxi e
banana (BALDANI et al., 2005). Verificou-se que o
consoércio de A. amazonense com outras quatro
espécies de bactérias endofiticas diazotréficas é capaz
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de promover o crescimento vegetal quando inoculado
em plantas de cana-de-acucar (OLIVEIRA et al., 2002,
2006). Além disso, mostrou-se o potencial da bactéria
como inoculante agricola através de ensaios de
inoculacao de arroz em casa-de-vegetacao, que
indicaram uma contribuicao significativa da fixacao de
nitrogénio pelo microrganismo como efeito responsavel
pelo estimulo do crescimento vegetal (RODRIGUES et
al., 2008). Como consequéncia, A. amazonense
CBamc passou a fazer parte do inoculante para
cana-de-acucar lancado pela Embrapa.

Alguns estudos sobre a genética da fixacao de
nitrogénio em A. amazonense tém sido conduzidos,
tendo-se detectado os operons nifHDK, nifUSV,
nifENX, nifA, fixABC e ginB (POTRICH et al., 2001).
O sistema DRAG/T de controle pés-traducional da
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nitrogenase nao foi encontrado, sendo que a atividade
desta enzima somente é inibida parcialmente pela
presenca de amoénio, caracteristica esta favoravel na
utilizacao do microrganismo como biofertilizante/
inoculante (HARTMANN et al., 1986). Recentemente,
a sequéncia de DNA gendmico da estirpe Y2 foi
determinada, o que revelou seu potencial genético e
metabdlico (SANT'ANNA et al., 2011). Em relacao a
fixacdo de N, e metabolismo geral de N, genes
previamente caracterizados foram confirmados pelo
sequenciamento do genoma, e novos genes em
potencial foram identificados. Contudo, o
sequenciamento do genoma por si s6 nao é suficiente
para confirmar o envolvimento de genes em
determinada via metabdlica ou atividade. Este seria o
papel dos estudos de gendmica funcional como, por
exemplo, da transcriptdmica.

As analises de RNA constituem ferramenta basica em
estudos de expressao génica. Os avancos recentes em
técnicas de genética molecular tém permitido
conhecer a expressao génica global de um tipo celular
sob uma dada condicado, nos chamados estudos de
transcriptdbmica, envolvendo a anélise de todo o
conteudo de RNA da bactéria (PASSALACQUA et al.,
2009; YAN et al., 2010). Por outro lado, andlises de
transcricao reversa seguida de reacao em cadeia com
polimerase (RT-gPCR) permitem quantificar transcritos
a partir de genes individuais de modo sensivel e
econdmico (UDVARDI et al., 2008). Estas estratégias
requerem procedimentos de extracao e preparo das
amostras que possibilitem a obtencdo de um RNA de
alta qualidade.

Este documento descreve a padronizacao de um
procedimento para a extracdao de RNA total de células
da estirpe CBamc de A. amazonense (BR11145) (REIS
JR. et al., 2004) fixando nitrogénio, para a obtencao
de amostras de alta qualidade.

Condicdes de cultivo,
monitoramento da atividade de
nitrogenase e coleta das amostras

A bactéria foi inicialmente cultivada em frascos de
250 mL contendo 50 mL de meio liquido LGl
(MAGALHAES et al., 1983) suplementado com
sacarose 5 g/L e glutamato de s6dio 2 mM como
fonte Unica de nitrogénio e incubado sob agitacao a
120 rpm, 30°C. O crescimento celular foi

acompanhado medindo-se a densidade 6tica da cultura
a 600 nm (D.O.
monitorada através de ensaios de reducao de acetileno
(ARA). Apés se verificar altos niveis de atividade de
nitrogenase (Fig. 1), adicionou-se glutamato de sédio
15 mM (concentracao final) de modo a inibir a
atividade dessa enzima. Aliquotas de 15 mL da

), e a atividade de nitrogenase foi

suspensao bacteriana foram coletadas antes e cerca
de 90 min apés a adicdo do glutamato'" para tubos
tipo Falcon, e estes foram centrifugados a 5.000 x g
por 2 min. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento celular foi prontamente congelado em banho
de nitrogénio liquido, e armazenado a -70°C.

Extracdo de RNA e avaliacdo das
amostras resultantes

RNA total de Azospirillum amazonense estirpe CBamc
fixando N,: 1) método do fenol a quente (SCHERRER e
DARNELL, 1962); 2) método do reagente Trizol
(Invitrogen, manual e procedimento disponiveis em
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/

IR
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Fig. 1. Perfil de crescimento e atividade de nitrogenase da
bactéria Azospirillum amazonense estirpe CBamc nas
condicOes deste estudo. As setas indicam os pontos de coleta
para a extracdao do RNA total, enquanto o asterisco (*) mostra
o ponto de adicdo de glutamato de sédio 15 mM

(concentracao final).

) Futuramente, pretende-se comparar estas duas condigdes (pré- e pés-adigdo
de glutamato, ou "fixacdo de N," versus "abundéncia de N") para a
caracterizacdo de genes envolvidos na fixacdo de nitrogénio em A.
amazonense. Em Escherichia coli, 90 minutos (periodo de tempo, no presente
trabalho, para a coleta da amostra "pds-adicdo de glutamato") é suficiente
para alteracdes do conteddo de RNA frente a determinado estimulo ambiental
(GOLDING et al., 2005); pressupds-se no presente estudo que em A.
amazonense o tempo de resposta seja semelhante.
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trizol_reagent.pdf); 3) método modificado do reagente
Trizol (com o reagente utilizado a quente, 65°C); 4) uso
do reagente RNAprotect Bacteria (Qiagen, manual
disponivel em http://www.qgiagen.com/literature/
render.aspx?id =179) seguido do método modificado
do reagente Trizol (com o reagente a quente); 5)
método modificado do reagente Trizol (com o reagente
a quente) seguido do uso do kit RNeasy Mini (Qiagen,
manual disponivel em http://www.qgiagen.com/hb/
rneasymini); e 6) método padronizado, desenvolvido e
apresentado neste documento, mesclando parte do
método modificado do reagente Trizol (com o reagente
a quente) com o método do kit RNeasy Mini. O RNA
extraido através dos seis procedimentos foi
quantificado por espectrofotometria no ultravioleta em
Nanodrop 2000c. A Tab. 1 mostra os valores de
absorbéancia das amostras de RNA total resultante dos
seis procedimentos utilizados a partir de duas amostras
biolégicas iniciais cada, sendo possivel verificar que o
procedimento 6 foi o que resultou em amostras de
maior qualidade (considerando as razdes A, /A, e
AZGO/A23O)'

De acordo com andlises por eletroforese em gel de
agarose desnaturante (Fig. 2), apenas o procedimento
padronizado mesclando parte do método modificado do
reagente Trizol (com o reagente a quente) com o
método do kit RNeasy Mini (método 6) foi satisfatério
para a obtencao de amostras de RNA de qualidade.

A presenca de bandas bem definidas e a maior
intensidade da banda do rRNA subunidade 23S em
relacdo a do 16S sugerem que as amostras do
procedimento estabelecido contém RNA intacto e livre
da atividade de RNases potencialmente contaminantes.

Detalhamento do procedimento
estabelecido

O manual do método do Trizol sugere a lise das células
através de pipetagem repetitiva com o reagente a
temperatura ambiente. Como demonstrado na Fig. 2
(método 2), este procedimento nao foi satisfatério para
a obtencao de amostras de RNA com a qualidade
minima requerida. Em nosso procedimento adaptado,
utilizando o mesmo principio da técnica do fenol a
guente para a extracdo de RNA (SCHERRER e
DARNELL, 1962), o reagente foi pré-aquecido a 65°C
e 2 mL do mesmo foi utilizado para lisar o sedimento
celular proveniente de 15 mL de suspensao, através de
pipetagem repetitiva em banho-maria nessa
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Tabela 1. Parametros espectrofotométricos das
amostras de RNA total de A. amazonense estirpe
CBamoc, resultante dos seis procedimentos testados.

Pré-adicdo de glutamato 2,3 1,84 1,08
Pés-adicdo de glutamato 2,9 1,95 1,24
Pré-adicdo de glutamato 2,9 1,95 0,91

2 Pés-adicdo de glutamato 2,8 1,97 0,91
3 Pré-adicao de glutamato 3,6 1,94 1,47
Pés-adicdo de glutamato 2,9 2,09 1,54
4 Pré-adicao de glutamato 3,7 2,08 2,08
Pés-adicdo de glutamato 3,6 2,09 1,78
5 Pré-adicao de glutamato 6,0 2,09 2,08
Pés-adicdo de glutamato 2,7 2,11 1,70
6 Pré-adicdo de glutamato 1,3 2,13 2,34

Pés-adicdo de glutamato 1,3 2,12 2,30

' Concentracdo de RNA estimada através da absorbancia da amostra a 260
nm (A260), determinada no espectrofotdmetro Nanodrop 2000c.

2 De acordo com SAMBROOK et al. (1989), esta razdo é utilizada para
avaliar a pureza relativa de acidos nucleicos (DNA e RNA) em relagdo a
proteinas.

3 De acordo com LUEBBEHUSEN (2004), esta raz&o é utilizada para avaliar a
pureza relativa de acidos nucleicos (DNA e RNA) em relacdo a compostos
arométicos como fenol ou Trizol.

1 2 3 4 5 6

M pré pis M pré pés M pré pés pré pos M M pré pos M pré pos

Fig. 2. Eficiéncia relativa dos métodos de extracdo de RNA
total de A. amazonense estirpe CBamc fixando N,, para a
obtencdo de amostras de qualidade. Os numeros indicam o
método utilizado, conforme descrito no texto. As amostras
resultantes foram visualizadas através de eletroforese em

gel de agarose desnaturante (SAMBROOK et al., 1989).

M = marcador de tamanho molecular 0.5-70 kb RNA ladder
(Invitrogen, n°® catdlogo 15623-200); pré = amostra pré-
adicdo de glutamato (ver explicacdo no texto); pds = amostra

pés-adicdo de glutamato.

temperatura. O restante do procedimento seguiu
essencialmente como descrito no manual do reagente
até a etapa de adicao de isopropanol para precipitacao
do RNA. Nesta etapa, apés uma breve
homogeneizacao por pipetagem repetitiva na

presenca do isopropanol, 70uL da amostra foram
prontamente transferidos para uma coluna do kit
RNeasy Mini acoplada a um tubo de coleta de 2 ml
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fornecido pelo kit. O sistema foi centrifugado por

15 s a > 8.000 x g. O eluato foi descartado e o
restante da amostra foi aplicado na coluna, repetindo-
se o procedimento de centrifugacao. A partir de entéo,
seguiu-se o protocolo do manual do kit, com a adicao
do tampao RPE, etc. Ao fim do procedimento de
isolamento de RNA, a amostra foi eluida em 40 uL de
H,O tratada para RNases.

Consideracoes finais

O procedimento padronizado tem permitido o preparo
de amostras de RNA total da estirpe CBamc de

A. amazonense com alta qualidade. O valor das razbes
AZGO/AZSO € AZGO/AZSO
deste estudo (Tab. 1), por exemplo, indica que a
mesma contém aproximadamente 100% de acidos
nucleicos em relacao a proteinas (SAMBROOK et al.,
1989), e baixo contelido de compostos aromaticos
como fenol ou Trizol (LUEBBEHUSEN, 2004). A
qualidade das amostras de RNA preparadas através do
procedimento descrito neste documento esta de
acordo com o que exigem metodologias para estudos
de expressao génica como RT-qPCR, hibridizacdo em
microarranjo de DNA, e sequenciamento em larga
escala de cDNA (ou "RNA-Seq").

determinados para a amostra
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