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Apresentação

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo, 
água, ar, flora, fauna, energia), de preservar e conservar a natureza são 
cada vez mais necessárias para a sociedade moderna acarretando em 
uma busca constante por sistemas de produção agropecuários apoiados 
em princípios ecológicos e naturais. 

Dentro desse cenário, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu 
atual plano diretor de pesquisa, desenvolvimento e inovação com 
a seguinte missão “gerar conhecimentos e viabilizar tecnologias e 
inovação apoiados nos processos agrobiológicos, em benefício de uma 
agricultura sustentável para a sociedade brasileira”.

A série documentos se constitui em uma linha de publicações que visa 
disponibilizar informações relevantes das mais diversas etapas dos 
processos de pesquisa científica e tecnológica. Podem disponibilizar 
revisões de literatura sobre temas relevantes, relatórios técnicos, um 
determinado procedimento metodológico, levantamentos de campo, 
entre outros tipos de conteúdo.

A presente publicação intitulada “Base de Dados genômica de estirpes 
que compõem o inoculante de cana-de-açúcar e milho” tem indicação 



para todos aqueles interessados em conhecer mais sobre o assunto, 
portanto, boa leitura.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Introdução

De acordo com Prosdocimi et al. (2002) um banco de dados pode ser 
considerado “uma coleção de dados inter-relacionados, projetado para 
suprir as necessidades de um grupo específico de aplicações e usuários”. 
Sua função é estruturar e organizar as informações de forma que facilite 
consultas e atualizações de dados. Segundo Napoli (2003) a construção 
de bancos de dados para armazenamento de informações de sequências 
de DNA, proteínas e suas estruturas tridimensionais, bem como vários 
outros produtos da era genômica, tem sido extremamente importante e 
um grande desafio, principalmente devido à imensa quantidade de dados 
gerados em inúmeros laboratórios de todo o mundo. 

Um dos principais banco de dados sobre informações genômicas é o 
GenBank do Centro Nacional para Informação Biotecnológica dos EUA 
(NCBI), disponível em: <www.ncbi.nlm.nih.gov>. Outros bancos de 
dados distribuídos por países da Europa e Japão funcionam de forma 
integrada com o NCBI, mantendo a constante troca de informações e 
dados, como fruto da parceria estabelecida com o European Nucleotide 
Archive (ENA) e com DNA Data Bank of Japan (DDBJ) (BENSON et 
al., 2011). Além desses parceiros, o Escritório Americano de Patentes 
e Marcas também contribui na alimentação do banco de dados, com 
sequências proveniente das patentes emitidas (BENSON et al., 2011). 
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O GenBank é acessado a partir do NCBI Entrez, sistema que integra 
dados de sequencias de DNA, RNA e proteínas relacionando-os 
juntamente com a taxonomia, genomas, estrutura e domínio de 
proteínas, bem como com a literatura através do Pubmed (BENSON et 
al., 2011). O GenBank reúne e organiza as informações em diferentes 
divisões, seja com base na taxonomia ou até mesmo na estratégia 
de sequenciamento utilizada para obtenção dos dados (BENSON et 
al., 2011). Em 2011, o GenBank continha mais de 1.200 genomas 
completos de bactérias e archea,(BENSON et al., 2011). De acordo 
com o Banco de Dados GOLD - Genomes OnLine Database (http://
www.genomesonline.org/), atualmente existem 2572 projetos  
genomas completos, sendo 153 de arqueobactérias, 2268 de bactérias 
e 151 de eucariotos (GOLD, 2013). Além do GenBank outros bancos 
de dados atendem as necessidades de consultas específicas, como 
por exemplo: o Pfam (PUNTA et al., 2012), para comparação entre 
família de proteínas, o SwissProt (BAIROCH e APWEILER, 1996), que 
reúne informações como modificações pós-traducionais e domínios de 
proteínas, o KEGG (KANEHISA et al., 2004), para comparação de vias 
metabólicas, entre outros.

A ferramenta mais utilizada para comparação de sequências de DNA com 
os bancos de dados genômicos é o BLAST ou Basic Local Alignment 
Search Tool (ALTSCHUL, 1990). Através do algoritmo utilizado pelo 
BLAST, que agiliza o alinhamento de sequência local, podemos comparar 
uma sequência de DNA ou proteína qualquer com todas as sequências de 
um banco de dados específico. De acordo com Napoli (2003) o programa 
BLAST não conduz a uma comparação da extensão total das sequências, 
mas procura identificar, no banco de dados, a presença de uma pequena 
sequência similar com a sequência desconhecida de interesse ou 
“pergunta” (Query), descartando os resultados não produtivos. A partir 
da identificação desse pequeno fragmento similar, a comparação é 
então estendida para a vizinhança da região de similaridade identificada, 
aumentando o tamanho da região avaliada e possibilitando a comparação 
da sequência desconhecida com as sequências presentes no banco de 
dados. Essa estratégia aumenta sobremaneira a velocidade de análise do 
BLAST. O resultado desta busca tem como retorno aquelas sequências 
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(DNA ou proteínas) com maior similaridade presentes no banco de 
dados (Subject). Para facilitar a análise pode-se, por exemplo, utilizar 
na busca apenas uma das várias subdivisões do GenBank, e também 
limitar a pesquisa a sequências de um dado organismo de interesse. 
Através da análise de similaridade realizada no BLAST, várias regiões 
do DNA ou da proteína deduzida podem ser identificadas, o que auxilia 
na definição da provável função de qualquer segmento de DNA que 
apresente homologia significativa a outras sequências de DNA ou 
proteínas com função estabelecida e sequência previamente depositada 
no GenBank (SANTOS e ORTEGA, 2003). Para análise de similaridade, 
programas como o BLAST utilizam algoritmos e matrizes de pontuação 
que quantificam a similaridade entre sequências a partir de uma tabela 
de valores que descreve a probabilidade de um determinado aminoácido 
ou base de DNA ocorrer no alinhamento entre duas sequências. Na 
descrição das comparações de sequência, vários termos são bastante 
usados. De acordo com Napoli (2003): “A homologia de sequência é 
um termo mais geral indicando a relação evolutiva entre as sequências. 
Duas sequências são consideradas homólogas se derivarem da mesma 
sequência ancestral. Similaridade refere-se à presença de locais similares 
e idênticos em duas sequências, enquanto homologia indica que duas 
sequências possuem uma probabilidade alta de compartilharem o mesmo 
ancestral” (NAPOLI, 2003). 

Na interpretação dos resultados do BLAST são avaliados os seguintes 
parâmetros: Valor-E (E-value) que corresponde à probabilidade do 
alinhamento ocorrer ao acaso; Identidade ou Identities que é o número 
de pareamentos idênticos entre a sequência desconhecida de interesse 
(query) ou “pergunta” e a sequência do banco de dados; Positivos ou 
Positives que referem-se a porcentagem de pareamento de semelhança 
química, no caso da comparação entre duas proteínas, representado 
pelo os sinais “+” (ALTSCHUL 1990; 1991; FORMIGHIERI, 2005). A 
pontuação (Score) corresponde à soma dos valores atribuídos a partir 
da matriz de pontuação para cada pareamento idêntico ou similar 
entre a sequência desconhecida de interesse ou pergunta e sequência 
presente no banco de dados (FORMIGHIERI, 2005).
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Destaca-se que os parâmetros citados não devem ser analisados 
individualmente (ALCALDE, 2002). O principal parâmetro de análise 
é o E-value, valor estatístico da probabilidade que o alinhamento 
ocorra ao acaso (ALTSCHUL, 1991). Quanto menor o E-value, 
menor a chance de que o alinhamento tenha acontecido por acaso e 
consequentemente, mais semelhantes são as sequências alinhadas. 
Conforme exposto por Alcalde (2002) “o valor da similaridade de duas 
sequências é determinado pela presença de uma região alinhada de 
aminoácidos idênticos ou substituições conservadas, que recebem uma 
pontuação positiva, e de substituições não conservadas, que recebem 
uma pontuação negativa. Quando não existe similaridade numa região 
extensa o algoritmo cria uma lacuna (gap) em uma das sequências com 
o objetivo de encontrar o melhor alinhamento. Tanto para a criação 
de lacunas quanto para seu prolongamento, o algoritmo estabelece 
uma penalidade. Então a similaridade entre as duas sequências é 
determinada pela soma total das notas obtidas para cada um dos 
aminoácidos nas regiões alinhadas, descontadas as penalidades de 
abertura e prolongamento das lacunas” (ALCADE, 2002). 

Há várias modalidades de BLAST, sendo o tBLASTx, de grande 
utilidade nos estudos de genômica e anotação. Nesta ferramenta, tanto 
a sequência de interesse ou pergunta submetida como a sequência 
comparada da base de dados (Subject) são de nucleotídeos; no entanto, 
antes de verificar a similaridade são geradas as seis sequências de 
aminoácidos possíveis a partir de uma dada sequência de nucleotídeos, 
ou seja, tanto a sequência de interesse ou pergunta quanto cada uma 
das presentes na base de dados. Cada uma dessas sequências de 
nucleotídeos decodificadas como proteínas correspondem a cada uma 
das três fases de leituras possíveis em cada uma das fitas do DNA a 
partir do nucleotídeo 1, 2 e 3 na direção 5’ - 3’, porém apenas uma 
das seis leituras possui significado biológico e os demais resultados 
são desprezados (SANTOS e ORTEGA, 2003). O tBLASTx permite uma 
comparação entre as proteínas deduzidas a partir de uma sequência 
de DNA, tornando análise mais robusta,  uma vez que as proteínas 
de dois organismos podem ser mais parecidas entre si do que os 
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nucleotídeos que as codificam (SANTOS e ORTEGA, 2003). Além do 
tBLASTx, o BLAST possui outras modalidades, como o BLASTn, que 
busca similaridade entre sequências de nucleotídeos, BLASTp que 
busca similaridade entre sequências de proteínas e BLASTx que busca 
similaridade entre sequências de nucleotídeos e proteínas (ALTSCHUL, 
1990, 1991; ALTSCHUL et al.,1997). A definição da modalidade de 
BLAST utilizada depende do tipo de sequência de interesse ou pergunta 
e do banco que será utilizado para a comparação. 

Utilizando-se diferentes ferramentas da bioinformática, uma grande 
variedade de informações existentes nos bancos de dados pode ser 
acessada e analisada com múltiplas finalidades como, por exemplo, 
em pesquisas comparativas para estudos funcionais de genoma, 
identificação de genes relacionados a doenças e estudos evolutivos 
(SANTOS e ORTEGA, 2003). Foi demonstrado por genômica comparativa 
que entre os procariotos, na história evolutiva, vários segmentos de DNA 
foram trocados entre distintas espécies, num processo de transferência 
horizontal bastante intenso (SANTOS e ORTEGA, 2003).

Outro banco de dados de grande importância é o Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes - KEGG (KANEHISA et al., 2004) que surgiu 
como parte dos projetos de pesquisa dos laboratórios do Centro de 
Bioinformática da Universidade de Kyoto e do Centro de genoma 
humano da Universidade de Tokyo. O KEGG, disponível em <http://
www.genome.ad.jp/kegg/> é um recurso da base de dados para 
compreender as funções da informação genômica (genes e proteínas) 
aplicadas a sistemas biológicos, tais como a célula ou organismos. 
Ele disponibiliza uma representação gráfica do sistema biológico, 
consistindo de fluxogramas que interrelacionam genes, funções e 
moléculas que constituem as vias metabólicas, permitindo uma visão 
completa do papel dos genes e proteínas presentes em um genoma com 
os processos celulares. Segundo Kanehisa et al. (2004) este sistema 
eventualmente poderá se tornar uma representação computacional em 
forma gráfica, não só de células e organismos, mas também da biosfera, 
permitindo a análise in silico de diferentes sistemas biológicos.
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Anotação genômica e                     
predição de genes

A partir da obtenção da sequência de DNA de um genoma ou parte 
dele é necessário identificar os genes e atribuir a cada um deles uma 
função biológica através da análise in silico, processo conhecido como 
anotação genômica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/build.
shtml, acessado em 04/04/2012). Para a predição de genes, ou seja, para 
se fazer a busca por ORFs (Open Reading Frames), que correspondem 
à sequências com possíveis regiões codificadoras identificadas por um 
códon iniciador e um terminador, diferentes programas (Ex: ORF Finder, 
GenScan) utilizam estratégias como a identificação de sequências no DNA 
que possam funcionar como região promotoras seguidas por sequências 
que possam gerar proteínas, moléculas de RNA transportador, RNA 
ribossômico, ou que tenham similaridade com genes/proteínas hipotéticos 
ou desconhecidos, regiões repetitivas (fagos, transposon, etc), regiões 
regulatórias (peptídeo sinal, “enhancer”, “clustered, regularly interspaced 
short palindromic repeats” - CRISPRs, etc) (SANTOS e ORTEGA, 2003; 
PRODOSCIMI et al., 2003; WHEELER et al., 2003, GRISSA et al., 2010).

Dessa forma, após a identificação dos genes é possível associá-los 
à prováveis funções e determinar as regiões codificadoras e não-
codificadoras, construindo assim um mapa genômico estrutural e funcional 
do organismo. Nessa fase é necessária a anotação das vias metabólicas, 
na qual o objetivo é a identificação das rotas bioquímicas completas, 
incompletas e alternativas que o organismo possui (PRODOSCIMI et 
al., 2003). Segundo Prodoscimi e colaboradores nesse processo é 
“fundamental a participação de biólogos especialistas em diversas áreas 
para que se possa descobrir como o metabolismo do organismo pode 
influenciar seu modo de vida e seu comportamento. Esse é o momento 
onde é possível levantar várias hipóteses que relacionem o funcionamento 
dos organismos com dados de seu genoma. Tais hipóteses devem ser 
testadas experimentalmente, permitindo assim a caracterização do genoma 
funcional em resposta a condições diversas as quais o organismo pode ser 
submetido “in vitro” ou “in vivo” (PRODOSCIMI et al., 2003).
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Na atualidade, grande parte dos genes e proteínas potenciais 
identificados no processo da anotação, não possuem homólogos 
conhecidos ou apresentam homologia com genes e proteínas de função 
biológica desconhecida, sendo, portanto considerados como hipotéticos 
ou desconhecidos. Estima-se que em Escherichia coli, Arabidopsis 
thaliana e em Drosophila melanogaster, em torno de 40 a 60% dos 
genes anotados não possuem produto gênico ou função biológica 
conhecida (SANTOS e ORTEGA, 2003).

De acordo com Formighieri (2005), a fim de se facilitar as análises   
futuras e para que se atinja o objetivo de um projeto genoma é   
importante que, desde o início, a anotação seja feita com minúcia e 
precisão, confirmando-se a identificação dos genes e sua função, pois, 
uma anotação mal feita pode gerar ou frustrar expectativas futuras e 
acima de tudo levará tempo para sua correção.

Genomas de bactérias diazotróficas 
sequenciadas

A grande maioria dos genomas de bactérias fixadoras de nitrogênio 
depositadas no banco de genes (NCBI) refere-se a bactérias simbióticas 
do gênero Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium e 
Azorhizobium, que fixam nitrogênio em estrutura especializada formada 
durante associação com plantas leguminosas. Dentre bactérias que se 
associam às plantas não leguminosas, especificamente com aquelas da 
família Poaceae, já foram sequenciados os genomas de Azoarcus BH72 
(KRAUSE et al., 2008), Pseudomonas stutzeri estirpe A1501 (YAN et 
al., 2008), Klebsiela pneomoniae estirpe 342 (FOUTS et al., 2008), 
Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL5T (BERTALAN et al., 
2009) e Herbaspirillum seropedicae estirpe Z78 (PEDROSA et al, 2011). 
Em adição, os genomas das espécies Azospirillum brasilense estirpe 
Sp245, isolada pela equipe da Embrapa Agrobiologia, e de Burkholderia 
unamae estirpe MTI-641 também estão sendo sequenciados. Portanto, 
existe uma oportunidade única para o avanço de conhecimento e 
exploração do potencial biotecnológico dessas bactérias. Entretanto, 
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é essencial que os estudos sobre o genoma das bactérias como, 
por exemplo, da bactéria G. diazotrophicus, estejam associados aos 
conhecimentos acumulados ao longo dos anos sobre a própria bactéria 
especialmente aqueles aspectos que efetivamente contribuirão para o 
futuro uso prático da bactéria na agricultura.

Metodologia aplicada no 
sequenciamento e na montagem  
do genoma

O sequenciamento do DNA total das estirpes do inoculante para cana-
de-açúcar (Herbaspirillum seropedicae HRC54, H. rubrisubalbicans 
HCC103, Burkholderia tropica PPe8 e Azospirillum amazonense 
CBAmC) e da estirpe do inoculante de milho (H. seropedicae ZAE94), 
listadas na Tab. 1, foi realizado utilizando o sequenciamento em larga 
escala na plataforma do Illumina/Solexa em parceria com a empresa 
Fasteris, Suíça. Cabe informar que a estirpe G. diaoztrophicus PAL5 não 
faz  parte do presente documento  uma vez que o genoma seqüenciado 
(BERTALAN et al., 2009) já está disponível na base de dados do Centro 
Nacional para Informação Biotecnológica dos EUA (NCBI) e que pode 
ser acessada sem restrições.

As informações sobre 03 genomas completos de bactérias diazotróficas 
e 01 de bactéria endofítica não fixadora de nitrogênio (Tab. 2), 
previamente depositados no banco de genes do NCBI, foram usadas 
como referência para a montagem do genoma de cada estirpe do 
inoculante. A validação do sequenciamento foi feita através do 
software MAQ (Mapping and Assembly with Qualities, version 0.7.1).

As sequências obtidas foram montadas utilizando o programa VELVET 
(realizado pela empresa FASTERIS SA), que é um software para montagem 
de genomas, concebido para utilizar sequências curtas (pequenos reads), 
gerados pelas tecnologias de em larga escala, e capazes de montar contigs 
com alta qualidade (ZERBINO e BIRNEY, 2008).
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Tabela 1. Bactérias diazotróficas endofíticas que compõem os inoculantes de 
cana-de-açúcar e milho.

*Todas as estirpes estão depositadas na coleção de culturas da Embrapa Agrobiologia. ¤ Genoma 
previamente seqüenciado e disponível na base de dados do Centro Nacional para Informação 
Biotecnológica dos EUA (NCBI), podendo ser acessado sem restrições.

Tabela 2. Bactérias diazotróficas e endofíticas utilizadas como genoma de 
referência no processo de sequenciamento e montagem dos genomas das 
estirpes dos inoculantes.

*Bactéria endofítica e não-diazotrófica

 
Espécies Estirpe* 

Inoculante para cana-de-açúcar 
Herbaspirillum seropedicae BR 11335 = HRC54 
Herbaspirillum rubrisubalbicans BR 11504 = HCC103 
Azospirillum amazonense BR 11145 = CBAmC 
Burkholderia tropica BR 11366T = PPe8 
Gluconacetobacter diazotrophicus¤ BR 11281T = PAL5 

Inoculante para milho 
Herbaspirillum seropedicae BR 11417 = ZAE94 

 

 
Espécie/estirpe sequenciada Genoma de 

referência Informações adicionais 

Herbaspirillum seropedicae 
estirpes HRC54 e ZAE 94 

H. seropedicae 
estirpe Z78, SMR1 

NC_014323.1;    
tamanho 5,6 Mb;       

Pedrosa et al., 2011 
Herbaspirillum rubrisubalbicans 
estirpe HCC103 

H. seropedicae 
estirpe Z78, SMR1 

Burkholderia tropica estirpe 
PPe8 

B. phytofirmans 
estirpe PsJN* 

NC_10681 e 
NC_010676;   possui 01 
plasmídio; Weilharter et 

al., 2011 

Azospirillum amazonense 
estirpe CBAmC 

Azospirillum sp 
B510 

NC. 013854.1;     
tamanho 4,83 Mb; 

possui 06 plasmídeos;       
Kaneko et al., 2010 
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A ferramenta computacional RAST foi utilizada com o objetivo de 
localizar de forma rápida os potenciais genes presentes no genoma. 
O programa é automatizado e foi desenvolvido para a anotação de 
genomas bacterianos e archaea. O mesmo identifica as ORFs (Open Read 
Frames), rRNA e tRNA e  atribui funções aos genes (AZIZ et al. 2008).

Informações geradas pelo 
sequenciamento das estirpes e 
anotação automática no sistema 
RAST

O sequenciamento do genoma das cinco (05) estirpes do inoculante    
para cana e milho, tomando como base os genomas de referência 
listados na Tab. 2, mostrou uma cobertura de mais de 95% do total de 
reads mapeados (Tab. 3). Quando analisados os reads mapeados nas 
duas pontas, os valores foram menores, já que foi obtido um percentual 
de 1,6 a 3% de reads quando mapeados somente em uma ponta.

O emprego do programa MAQ (Mapping e Assembly with Qualities) 
possibilitou estimar o tamanho do genoma das estirpes que compõem 
o inoculante de cana e milho (Tab. 4). As duas estirpes da espécie 
Herbaspirillum seropedicae apresentaram tamanho muito similares: 
5.530.106 pb (estirpe HRC54), 5.653.622 pb (estirpe ZAE94). De 
maneira muito similar, ocorreu com a estirpe HCC103 pertencente 
a espécies H. rubrisubalbicans: 5.628. 704 pb. Por outro lado, o 
tamanho do genoma da estirpe A. amazonense CBAmc foi estimado 
em 7. 256.180 pb, considerado menor do que de outras espécies de 
Azospirillum já depositadas no banco de dados. O tamanho do genoma 
da estirpe de B. tropica PPe8, foi de 8.720.735 pb, considerado normal 
para genomas pertencentes ao gênero Burkholderia. A montagem dos 
genomas gerou um número bastante variável de contigs (567 a 4832) 
e scaffolds (176 a 879) e que foi dependente da estirpe analisada (Tab. 
4). O tamanho médio de cada contig apresentou-se na faixa de 1558 
a 9846 pb enquanto que esse valor variou de 8255 a 31421 para os 
scaffolds. O contig de maior tamanho foi calculado possuir 76.355 pb 
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Tabela 3. Percentual de reads mapeados nas estirpes do inoculante para 
cana e milho com base nas sequências completas dos genomas das bactérias 
referências listadas acima.

Tabela 4. Informações genômicas das cinco estirpes diazotróficas geradas pelo 
sequenciamento na plataforma Illumina/Solexa.

 

Estirpes mapeadas 
% de reads 
mapeadas 

% de reads 
mapeados nas 
duas pontas 

% de reads 
mapeados em 

uma ponta 
H. seropedicae ZAE94 97.0 94.9 2.0 
H. seropedicae HRC54   97.3 95.7 1.6 
H. rubrisubalbicans HCC103 97.9 96.2 1.6 
B. tropica PPe8 96.0 93.2 2.9 
A. amazonense CBAmC 95.8 93.0 3.0 

 

 

Organismo 

Scaffolds 
 

Contigs 

Nº 
Tamanho 

médio 
(pb) 

Total  
(pb) 

 
 

Nº 
Tamanho 

médio 
(pb) 

Tamanho 
máximo 

(pb) 
H. seropedicae ZAE94 213 26.542 5.653.622 

 

1.459 3.820 51.288 
H. seropedicae HRC54 176 31.421 5.530.106 

 

1.188 4.602 60.470 
H. rubrisubalbicans 
HCC103 

228 24.687 5.628.704 
 

567 9.846 76.335 

B. tropica PPe8 681 12.805 8.720.735 
 

4.832 1.760 15.133 
A. amazonense 
CBAmC 879 8.255 7.256.180 

 

4.560 1.558 28.919 

 

para a estirpe HCC103 pb, enquanto o scaffold de maior tamanho foi 
de 521.241 pb na estirpe ZAE94 (Tab. 4).

A anotação automática gerada pelo programa RAST mostrou a 
ocorrência de praticamente todas as categorias de genes encontrados 
em outras bactérias já sequenciadas e depositadas nos bancos 
de dados, incluindo as diazotróficas (Fig. 1). Algumas categorias 
apresentaram um número de sequências codantes superior a 200: 
carboidratos; aminoácidos e derivados; metabolismo de proteínas; 
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enquanto as categorias resposta a estresse, respiração, cofatores, 
vitaminas, grupos prostéticos e pigmentos apresentaram mais de 100 
sequencias codificadoras. Outras categorias essencialmente envolvidas 
em atividades metabólicas em bactérias diazotróficas, mas em menor 
número de genes foram: virulência, metabolismo de S, K e P etc. 

É sabido que somente com a anotação automática não será possível 
identificar todos os genes e as respectivas funções nos genomas das 
cinco estirpes. Para tanto, faz-se necessário estabelecer uma base 
de dados que permita a avaliação individual dos genes previamente 
anotados pelo sistema automático RAST. Além disso, deve permitir 
a exploração do potencial biotecnológico dos genes presentes nos 
genomas, em especial aqueles envolvidos no processo de fixação 
biológica de nitrogênio, na interação planta-bactéria, na promoção      

Fig. 1. Categoria de genes identificados nos genomas das estirpes que compõem o 

inoculante de cana-de-açúcar e milho gerados por meio da anotação do sistema RAST.



21Base de dados genômica de estirpes que compõem o inoculante de cana-de-açúcar e milho

Tabela 5. Subcategorias de genes presentes nos genomas das estirpes 
sequenciadas e que estão envolvidos na formação da parede celular e capsular. 

Estirpes 

Genes identificados no genoma 

Parede celular 
e capsular 

Polissacarídeos 
extracelulares e 

capsulares 

Componentes 
de parede 

celular 
H. seropedicae ZAE94 128 37 34 
H. seropedicae HRC54 132 33 34 
H. rubrisubalbicans HCC103 125 38 33 
B. tropica PPe8 140 68 38 
A. amazonense CBAmC 140 17 0 

 
de crescimento e também daqueles 30 a 40% de genes identificados 
na categoria de função desconhecida. A Tab. 5 exemplifica           
algumas subcategorias de genes que estão envolvidos com o processo 
de formação de parede celular e capsular encontradas nas cinco 
estirpes.

Base de dados genômica das 
estirpes do inoculante para                
cana e milho

A base de dados contendo as informações genômicas (sequências) 
das 05 estirpes encontra-se hospedada nos servidores da Embrapa 
Agrobiologia, Seropédica, RJ. O acesso ao genoma é feito através do 
programa GAAT (Genome Assembly and Annotation Tool), gentilmente 
cedido pela UFPR, no endereço http://bioinfo-ext.cnpab.embrapa.
br conforme ilustrado nas Fig. 2 e 3. Para a prospecção do conteúdo 
genômico da estirpe de interesse é necessário apresentar proposta de 
projeto visando o desenvolvimento de pesquisas em conjunto. Após 
a aprovação da proposta o usuário recebe a senha designada pelo 
coordenador do projeto.
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Fig. 2. Página do website da Embrapa Agrobiologia com o endereço de acesso ao 

programa GAAT (Fig. 2A) e com a interface da base de dados do genoma da estirpe 

Burkholderia tropica PPe8 (Fig. 2B).

A

B
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Fig. 3. Interface da base de dados do genoma da estirpe Burkholderia tropica PPe8 com 

as informações referentes ao número de contigs (Fig. 3A) e o detalhamento do número as 

ORFs presentes no contig # 3 (Fig. 3B).

A

B
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Perspectivas

O desenvolvimento biotecnológico de inoculantes é uma das prioridades 
nas pesquisas da Embrapa Agrobiologia, o que necessariamente requer 
um constante avanço do conhecimento científico para atender as 
demandas resultantes de lançamento de novas variedades e cultivares 
de culturas de importância comercial aliado ao impacto das mudanças 
climáticas na agricultura. Neste contexto, é necessário determinar, a 
nível biológico, como a comunicação molecular entre planta e bactéria 
ocorre e como influencia sua regulação genética durante processos 
como a fixação e transferência do nitrogênio (N) para a planta e, em 
outras atividades que estimulam o crescimento vegetal durante a 
associação entre os organismos. Adicionalmente, estudos comparativos 
do genoma funcional de mutantes e da estirpe selvagem do modelo 
endofítico G. diazotrophicus e a caracterização funcional de promotores 
e proteínas permitirão elucidar os diversos processos que exercem 
papel importante para a sobrevivência, o potencial biotecnológico e 
o caráter endofítico dessa bactéria, tais como adesão, colonização e 
estabelecimento em plantas de cana-de-açúcar e outros plantas da 
família das Poaceas.

O conhecimento de menos 90% das sequências do genoma de cada 
estirpe permitirá que sejam identificadas aquelas que se encontram 
normalmente conservadas nestas espécies de bactérias fixadoras de 
nitrogênio, aquelas que são exclusivas de cada espécie comparada 
e possivelmente genes com função desconhecidos conforme já 
observado para outros genomas descritos na literatura (KRAUSE et 
al., 2006; FOUTS et al., 2008). É possível que genes com atividade 
de interesse para outras áreas de pesquisa (farmacêutica e industrial) 
sejam encontrados conforme já observado para a Gluconacetobacter 
diazotrophicus (BERTALAN et al., 2009) e Gluconobacter oxydans 
(PRUST et al., 2005), Herbaspirillum seropedicae SMR1 (PEDROSA 
et al., 2011) sequenciados recentemente. As possibilidades de 
patenteamento de genes na área de FBN são ainda muito incipientes, 
porém existe potencial para o caso dos promotores de transcrição 
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que estão sendo selecionados. A prospecção de genes de interesse 
presentes nos genomas sequenciados será continuada e, portanto não 
deverá ser descartado o desenvolvimento de novos compostos e suas 
aplicações derivado do conhecimento acumulado.

Na área de Agrobiotecnologia, os ganhos advindos do sequenciamento 
dessas bactérias virão com a aplicação do conhecimento gerado 
com a interrupção da função dos genes de interesse e avaliação na 
interação com a planta, assim como da super-expressão de genes 
alvos sob o controle de promotores de transcrição especificamente 
selecionados. Não se pode também descartar os futuros programas de 
transgenia através da clonagem e expressão destes genes em bactérias 
diazotróficas endofíticas visando o controle de pragas e doenças. 

Em conclusão, podemos inferir que o sequenciamento genômico das 
estirpes do inoculante para cana e milho, abre novas perspectivas 
para a prospecção de genes de interesse Agrobiotecnológico e a 
consequente exploração comercial com a possibilidade de depósito 
de patentes. Se considerarmos que existem cerca de 4.000 genes no 
genoma da cada estirpe e que 1% possuem potencial biotecnológico, 
teríamos então 40 pedidos de patentes para depósito junto ao INPI 
(Instituto Nacional de Propriedade Industrial). Obviamente, haverá 
necessidade de esforço contínuo da pesquisa junto ao banco de 
dados das estirpes de bactérias diazotróficas para que o potencial 
biotecnológico seja efetivamente explorado e forneça à sociedade 
brasileira informações que agregam valor ao agronegócio nacional.
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Glossário de termos

ANOTAÇÃO - Atribuição de características funcionais, estruturais 
primárias através da busca por homologia das sequências de DNA 
obtidas por sequenciamento ou secundárias e terciárias por predição 
de sequencia de aminoácidos codificados. Descrição de funções e 
identificação de genes e seus produtos. 

CONTIG - Segmento contíguo de sequências de DNA, resultante 
da montagem de reads obtidos como parte de um projeto de 
sequenciamento de genoma.

ORF - “Open Reading Frames” ou fase aberta de leitura do DNA, que 
correspondem a sequências com possíveis regiões codificadoras, 
identificadas por um códon iniciador e um terminador.

READS - Sequências de DNA obtidos a partir de uma reação de 
sequenciamento.

SCAFFOLD - Conjunto de contigs organizados em sequência e 
representam grandes porções de um genoma.
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