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RESUMO 

A utilização massiva de fertilizantes químicos na agricultura tem efeitos perniciosos 

ao ambiente. As bactérias do gênero Azospirillum são amplamente estudadas, pois são 

capazes de promover o crescimento vegetal. Essa característica lhes confere potencial para 

serem utilizadas na agricultura como uma alternativa ecologicamente compatível. Embora 

a espécie Azospirillum amazonense seja menos conhecida, o estudo de sua biologia 

molecular poderia contribuir para a elucidação dos mecanismos envolvidos na promoção 

do crescimento vegetal. 

Na primeira parte deste trabalho, foram descritas ferramentas genéticas que podem 

facilitar o estudo da biologia molecular de A. amazonense. Métodos de conjugação e 

eletroporação foram otimizados utilizando vetores com origens de replicação de amplo 

espectro (pVS1 e pBBR1). Além disso, mutantes para o gene glnK foram gerados 

utilizando o sistema do vetor pK19MOBSACB. Finalmente, um protocolo de análise de 

promotores baseado na expressão de proteínas fluorescentes foi desenvolvido para permitir 

estudos de regulação gênica. 

Na segunda parte do trabalho, uma análise abrangente das características do draft do 

genoma de A. amazonense foi realizada. Essa espécie apresenta um repertório versátil de 

genes, crucial para seu modo de vida na rizosfera. Genes putativos relacionados com 

metabolismo de nitrogênio e de carbono, produção de energia, produção de fitormônio, 

transporte, quorum sensing, resistência a antibióticos, síntese de bacteriofitocromo, 

quimiotaxia e motilidade foram identificados. Os genes da fixação do nitrogênio e da 

nitrilase poderiam estar diretamente relacionados com a promoção do crescimento vegetal. 

A identificação de genes da RubisCO sugere que A. amazonense seja capaz de fixar 

carbono, característica do seu metabolismo antes desconhecida. Outro aspecto relevante é 

que alguns genes de A. amazonense, como os da nitrogenase e da RubisCO, são mais 

próximos filogeneticamente aos genes de membros da ordem Rhizobiales do que dos de 

espécies do mesmo gênero. 
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ABSTRACT 

The massive use of chemical fertilizers in agriculture has harmful effects to the 

environment. Bacteria from the Azospirillum genus are widely studied, since they are able 

to promote plant growth. This feature gives them the potential to be used in agriculture as 

an ecologically compatible alternative. Although the Azospirillum amazonense is a lesser-

known species, the study of its molecular biology could contribute to a better 

understanding of the mechanisms implicated in plant growth. 

In the first part of this study, genetic tools that can support the study of the molecular 

biology of A. amazonense were described. Conjugation and electrotransformation methods 

were established utilizing vectors with broad host-replication origins (pVS1 and pBBR1). 

Furthermore, glnK-specific A. amazonense mutants were generated utilizing the 

pK19MOBSACB vector system. Finally, a promoter analysis protocol based on fluorescent 

protein expression was optimized to aid genetic regulation studies on this bacterium. 

In the second part of this study a comprehensive analysis of the genomic features of 

this species was presented. The species A. amazonense presents a versatile repertoire of 

genes crucial for its plant-associated lifestyle. Genes of A. amazonense related to 

nitrogen/carbon metabolism, energy production, phytohormone production, transport, 

quorum sensing, antibiotic resistance, chemotaxis/motility and bacteriophytochrome 

biosynthesis were identified. Noteworthy genes were the nitrogen fixation genes and the 

nitrilase gene, which could be directly implicated in plant growth promotion, and the 

carbon fixation genes, which had previously been poorly investigated in this genus. One 

important finding was that some A. amazonense genes, like the nitrogenase genes and 

RubisCO genes, were closer phylogenetically to genes from Rhizobiales members than to 

those from species of its own order. 



 

 

INTRODUÇÃO 
 

Fertilizantes químicos 

As plantas necessitam de elementos químicos para sua adequada nutrição. 

Deficiências na disponibilidade desses elementos podem afetar o crescimento vegetal e, 

por conseguinte, a produtividade agrícola. Portanto, a utilização de fertilizantes químicos 

foi um dos alicerces do aumento expressivo na produtividade agrícola mundial, que se 

iniciou por volta da metade do século passado (HUANG et al., 2002). O aumento 

populacional progressivo e a consequente demanda por produtos de origem agrícola são os 

principais responsáveis pelo consumo cada vez maior de fertilizantes. Em relação à 

quantidade utilizada desses compostos, os fertilizantes nitrogenados compõem a parcela 

majoritária (cerca de 100 milhões de toneladas ao ano) (HTTP://www.fertilizer.org), já que 

normalmente a escassez de nitrogênio no solo é o principal fator limitante do crescimento 

vegetal (RAVEN et al., 2001). 

Embora necessário, o uso contínuo e elevado de fertilizantes inorgânicos tem 

consequências perniciosas para o meio-ambiente. Tendo em vista que esses efeitos são 

oriundos principalmente da utilização de fertilizantes nitrogenados, os exemplos 

subsequentes se referem àqueles causados por esses compostos. Segundo Sutton et al. 

(2011),  os principais são: 

- a diminuição da biodiversidade dos ecossistemas, no qual o fenômeno de 

eutrofização (multiplicação excessiva de algas) exerce papel principal; 

- o risco à saúde humana, pois o consumo de água com altas concentrações de nitrato 

aumenta a chance de desenvolvimento de câncer de intestino e que a exposição a óxidos de 

nitrogênio por via aérea causa doenças respiratórias e cardiovasculates; 

- e o aumento da concentração de gases do efeito estufa na atmosfera. 

Esses problemas ambientais têm consequências econômicas elevadas. Por exemplo, 

estima-se que o excesso de nitrogênio no ambiente custe à União Européia entre 70 e 320 

bilhões de euros ao ano (SUTTON et al., 2011). Portanto, em virtude dos problemas 

causados pela utilização de fertilizantes químicos, há uma preocupação crescente em se 

utilizar métodos que promovam uma agricultura sustentável, menos adversa ao ambiente. 

Nesse sentido, o uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCVs) se destaca 
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como uma alternativa ecologicamente compatível. Portanto, diferentes laboratórios do 

mundo vêm estudando esses organismos, tendo como objetivo final seu emprego na 

agricultura para reduzir o consumo de fertilizantes químicos. 

 

Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCVs) 

Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCVs, ou PGPR, do inglês plant 

growth promoting rhizobacteria) são bactérias de vida livre que exercem um efeito 

benéfico sobre o crescimento de plantas (ANTOUN & PRÉVOST, 2005; KLOEPPER et 

al., 1989). Visando a sistematização de seu estudo, essa definição originalmente não 

contemplaria bactérias simbióticas que produzem nódulos radiculares na planta hospedeira, 

como os rizóbios e espécies do gênero Frankia (ANTOUN & PRÉVOST, 2005). 

Entretanto, como não há homogeneidade na literatura referente a essa definição, ao longo 

do texto desta tese, sempre que se fizer menção ao acrônimo RPCVs, o conceito original 

deverá ser considerado. 

As RPCVs ocupam a rizosfera, a camada de solo influenciada pela raiz, atraídas por 

exsudatos que contêm metabólitos vegetais que podem ser utilizados como nutrientes 

(KLOEPPER et al., 1989). Em contrapartida, as RPCVs exercem efeitos benéficos sobre o 

crescimento vegetal, que podem ser diretos, através da síntese de substâncias estimuladoras 

para a planta, ou indiretos, pela proteção da planta contra doenças provenientes do solo, 

normalmente causadas por fungos (LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009; VERMA et 

al., 2010). Dentre os mecanismos diretos de promoção do crescimento vegetal, destacam-

se a fixação biológica do nitrogênio, a síntese de fitormônios, a inibição da síntese de 

etileno e o aumento da disponibilidade de nutrientes para a planta. (FUENTES-RAMIREZ 

& CABALLERO-MELLADO, 2005). 

A utilização de RPCVs como inoculantes agrícolas possui muitas vantagens em 

comparação com fertilizantes e pesticidas químicos (BERG, 2009), já que: 

- são mais seguros; 

- demonstram reduzido dano ambiental e menor risco potencial à saúde humana; 

- são eficazes em pequenas quantidades; 

- são capazes de se multiplicar, mas são controlados tanto pela planta quanto pelas 

populações microbianas nativas; 

- e decompõem-se mais rapidamente do que os pesticidas químicos convencionais. 
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Os gêneros mais conhecidos de RPCVs incluem: Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, 

Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella e Pseudomonas. Alguns gêneros possuem espécies 

endofíticas, como Herbaspirillum seropedicae, Azoarcus spp. e Gluconacetobacter 

diazotrophicus, que são capazes de invadir os tecidos vegetais e por isso, estabelecer uma 

interação mais íntima com a planta (FUENTES-RAMIREZ & CABALLERO-MELLADO, 

2005). Como o organismo de interesse neste trabalho é a bactéria Azospirillum 

amazonense, os tópicos seguintes se deterão na caracterização do gênero e da espécie em 

questão. 

 

O gênero Azospirillum 

O gênero Azospirillum pertence à classe α-Proteobacteria e compreende bactérias 

Gram-negativas de vida livre, flageladas e fixadoras de nitrogênio. Esses microrganismos 

têm distribuição mundial e são normalmente encontrados na rizosfera e nas raízes de 

diferentes tipos de plantas. Geralmente, os Azospirilla apresentam um metabolismo do 

nitrogênio e do carbono versátil, que confere adaptabilidade ao competitivo ambiente da 

rizosfera (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Além do mais, essas bactérias 

são capazes de acumular grânulos de polihidroxibutirato, que em condições adversas 

podem servir como fonte de carbono e energia (TAL & OKON, 1985). 

Muitos estudos demonstraram que as bactérias do gênero Azospirillum exercem 

efeitos benéficos sobre espécies vegetais. No entanto, apesar de mais de três décadas de 

estudo intensivo terem decorrido, ainda não se sabe o modo exato de ação dessas bactérias 

sobre as plantas. Entretanto, até o momento, segundo Bashan & de-Bashan (2010), os 

resultados indicam que: 

- a maioria das linhagens de Azospirillum pode fixar nitrogênio, mas somente uma 

fração dele, se alguma, é transferida para planta; 

- a maioria das linhagens sintetiza fitormônios, no entanto a transferência para planta 

é provavelmente limitada; 

- o efeito mais perceptível é a modificação na arquitetura radicular da planta, que 

confere maior absorção de água e nutrientes. Entretanto, apesar desse fenômeno ser 

atribuído a ação de fitormônios bacterianos, ainda não se sabe se um conjunto desses 

elementos ou se um único está envolvido no processo;  
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Em virtude das discussões existentes em relação à fixação do nitrogênio e à produção 

de fitormônios, mecanismos alternativos de promoção do crescimento vegetal também têm 

sido estudados. Existem resultados promissores em relação à solubilização de fosfatos, à 

redução de estresses abióticos e ao controle biológico de patógenos. Entretanto, as 

evidências ainda são insuficientes para se chegar a uma conclusão definitiva da 

importância desses mecanismos na estimulação do crescimento de plantas (BASHAN & 

DE-BASHAN, 2010). 

Em contrapartida, a existência de uma miríade de mecanismos possíveis de promoção 

do crescimento vegetal através da inoculação com Azospirillum, levou a Bashan & de-

Bashan (2010) a propor a Hipótese dos Mecanismos Múltiplos. Essa conjectura se baseia 

na premissa de que não haveria um único mecanismo envolvido, mas uma combinação de 

poucos ou mais mecanismos na estimulação do crescimento vegetal. Os mecanismos 

poderiam variar em relação às espécies vegetais, às linhagens de Azospirillum e as 

condições ambientais prevalentes durante a interação. Em outras palavras, esse ponto de 

vista holístico preconiza que seria precipitado atribuir os efeitos da inoculação a um único 

mecanismo, pois sem a ação de outros mecanismos, talvez eles fossem parciais ou até 

mesmo não ocorressem. 

Seria importante ressaltar que a maioria dos resultados obtidos é decorrente de 

estudos realizados com a espécie Azospirillum brasilense (TARRAND et al., 1978), 

considerada como organismo-modelo do gênero. Até o momento, outras quinze espécies 

de Azospirillum foram descritas: A. amazonense (MAGALHÃES et al., 1983), 

Azospirillum canadense (MEHNAZ et al., 2007), Azospirillum doebereinerae (ECKERT et 

al., 2001), Azospirillum formosense (LIN et al., 2011), Azospirillum halopraeferens 

(REINHOLD et al., 1987), Azospirillum irakense (KHAMMAS et al., 1989), Azospirillum 

largimobile (DEKHIL et al., 1997), Azospirillum lipoferum (TARRAND et al., 1978), 

Azospirillum melinis (PENG et al., 2006), Azospirillum oryzae (XIE & YOKOTA, 2005), 

Azospirillum palatum (ZHOU et al., 2009), Azospirillum picis (LIN et al., 2009), 

Azospirillum rugosum (YOUNG et al., 2008), Azospirillum thiophilum (LAVRINENKO et 

al., 2010) e Azospirillum zeae (MEHNAZ et al., 2007). Portanto, fica claro que a 

diversidade biológica do gênero vem sendo pouco explorada, bem como o seu potencial 

biotecnológico. 



 16

  
Figura 1. Filogenia de Azospirilla e espécies relacionadas baseada no rDNA 16S. 
Esta figura é uma reprodução da análise realizada por Lin et al. (2011). O tamanho dos ramos é proporcional 
à distância evolutiva. Valores de bootstrap (1000 réplicas) acima de 50% estão representados adjacentes aos 
nós. 

 

Além disso, estudos independentes, através da análise filogenética do rDNA 16S 

(Figura 1), demonstraram que o genêro Azospirillum não é um grupo natural 

(monofilético), mas na verdade um grupo parafilético. Apesar de A. amazonense e A. 

irakense pertencerem ao gênero Azospirillum, são mais próximos filogeneticamente de 

espécies dos gêneros Rhodocista e Skermanella do que de outros Azospirilla propriamente 

ditos (Figura 1). Por esta razão, estudos concernentes a essas espécies de Azospirillum são 

relevantes, pois podem existir diferenças significativas no modo de ação e na eficácia 

dessas bactérias sobre o desenvolvimento vegetal. 
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A espécie Azospirillum amazonense 

A espécie A. amazonense, alvo do presente trabalho, foi originalmente isolada de 

gramíneas forrageiras da região Amazônica (MAGALHÃES et al., 1983). Estudos 

subsequentes demonstraram sua ampla distribuição ecológica, mostrando sua associação 

também com arroz, sorgo, milho, cana-de-açúcar e outras gramíneas (BALDANI & 

BALDANI, 2005). 

As principais características distintivas dessa espécie em comparação com A. 

brasilense, conforme Magalhães et al. (1983) e Fu et al. (1989) , são as seguintes: 

- o menor tamanho celular; 

- a multiplicação preferencial em pH entre 5,8 e 6,8 e a sensibilidade a pH alcalino; 

- a utilização de sacarose como fonte de carbono; 

- a ausência do sistema DraG/DraT de controle pós-traducional da dinitrogenase 

redutase; 

- a ausência de flagelos laterais. 

Embora a bactéria tenha sido descrita em meados dos anos 80, trabalhos sobre sua 

fisiologia, genética e atividade como RPCV ainda são fortuitos. Recentemente, estudos 

preliminares têm demonstrado que A. amazonense contribui significativamente para o 

conteúdo de nitrogênio de gramíneas de importância econômica, sendo essa qualidade 

atribuída a sua capacidade de fixar nitrogênio (REIS JUNIOR et al., 2008; RODRIGUES 

et al., 2008). Entretanto, estudos adicionais são fundamentais para confirmar esses 

resultados, para identificar outros mecanismos de ação e para avaliar se a utilização de A. 

amazonense como inoculante seria uma prática ecológica e economicamente viável. 

 

Aspectos gerais da genética molecular de Azospirillum 

Diferentes grupos de pesquisa têm feito esforços na investigação de genomas de 

Azospirillum, já que eles poderiam fornecer informações relevantes sobre a biologia desses 

organismos. 

As bactérias desse gênero possuem genomas relativamente complexos, visto que são 

grandes e são constituídos por múltiplos replicons. O tamanho, o número e a estrutura dos 

replicons variam conforme as linhagens (MARTIN-DIDONET et al., 2000). Entre as 

espécies avaliadas, A. irakense possui o menor genoma, com 4,8 Mpb distribuídos em 
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quatro replicons (MARTIN-DIDONET et al., 2000). Em contraposição, o maior genoma, 

pertencente à bactéria A. lipoferum Sp59b, possui 9,7 Mpb distribuídos em oito replicons 

(MARTIN-DIDONET et al., 2000). Apesar do genoma de A. amazonense Y2 ser também 

constituído por quatro replicons como A. irakense, possui menor tamanho, totalizando 

cerca de 7,3 Mpb (MARTIN-DIDONET et al., 2000). Essa complexidade estrutural dos 

genomas de Azospirillum somada à presença de um número elevado de sequências que 

codificam transposases são fatores que dificultam projetos genoma envolvendo essas 

bactérias (VALVERDE et al., 2006). De fato, o único genoma totalmente finalizado do 

gênero foi o da linhagem Azospirillum sp. B510, cuja sequência foi publicada recentemente 

(KANEKO et al., 2010). Esse genoma é composto por sete replicons de diferentes 

tamanhos que totalizam cerca de 7,6 Mpb. Além disso, uma característica relevante é a 

existência de 387 sequências codificantes de transposases (base de dados do KEGG) 

dispersas nos replicons, observação que ilustra a abundância de sequências repetitivas nos 

genomas de Azospirilla. 

Recentemente, também foi publicado o genoma da espécie Rhodospirillum centenum 

(também conhecida como Rhodocista centenaria) (LU et al., 2010), filogeneticamente 

próxima a A. amazonense e A. irakense (Figura 1). Em comparação com o genoma de 

Azospirillum sp. B510, o genoma de R. centenum é menos complexo, sendo composto por 

apenas um replicon de 4,35 Mpb e possuindo apenas 38 sequências codificantes de 

transposases. 

O genoma draft de A. brasilense Sp245 também foi disponibilizado, constituído por 

7,5 Mpb divididos em 66 contigs (http://genome.ornl.gov/microbial/abra/19sep08/). 

Entretanto, por enquanto, uma análise abrangente desses dados ainda não foi publicada. 

Embora a disponibilização recente desses genomas tenha sido um progresso 

fundamental, os dados gerados ainda foram pouco explorados. Até o momento, a maioria 

dos estudos de caracterização gênica de Azospirillum foi realizada com genes isolados de 

bibliotecas genômicas, se detendo, principalmente, na análise daqueles que em princípio 

pudessem contribuir para a estimulação do crescimento vegetal, como os envolvidos na 

fixação do nitrogênio e na síntese de AIA (ácido indolacético, um tipo de auxina). 

Entretanto, grande parte desses estudos foi realizada com a linhagem A. brasilense Sp7, 

portanto praticamente nada se sabe nesse sentido sobre outras espécies de Azospirillum, 

especialmente A. amazonense. Consequentemente, seria relevante sequenciar os genomas 
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dessas outras bactérias, pois, como relatado anteriormente, a variabilidade interespecífica 

pode contribuir para descobertas importantes na área de biotecnologia. 

 

Biologia molecular da fixação do nitrogênio 

Tendo em vista que o crescimento vegetal parece ser influenciado positivamente por 

A. amazonense através da fixação do nitrogênio, este tópico versará sobre as bases 

moleculares desse processo. 

O nitrogênio é um elemento que constitui uma ampla diversidade de moléculas 

biológicas, especialmente proteínas e ácidos nucleicos. Embora componha cerca de 80% 

da atmosfera como nitrogênio molecular (N2), muitos organismos não são capazes de 

assimilá-lo nesta forma. Para isso, o nitrogênio molecular deve ser necessariamente 

convertido a amônia, fonte nitrogenada mais reativa e assimilável. Esse processo 

fundamental para a disponibilização de nitrogênio para todos os organismos é denominado 

fixação do nitrogênio e ocorre através de duas vias principais: a industrial, pelo método de 

Haber-Bosch, e a biológica, pelos organismos diazotróficos (RUBIO & LUDDEN, 2008). 

Como previamente salientado, a fixação industrial gera consequências adversas ao 

ambiente, por isso a fixação biológica tem sido estudada. 

O processo biológico de fixação é realizado por determinadas espécies procarióticas 

através de metaloenzimas conservadas denominadas nitrogenases. O tipo mais estudado 

dessas enzimas é a nitrogenase dependente de molibdênio, que possui dois componentes 

proteicos principais (RUBIO & LUDDEN, 2008): 

- a molibdênio-ferro-proteína ou dinitrogenase, codificada pelos genes nifD e nifK, 

que é um complexo heterotetramérico (α2β2) contendo um cofator FeMo no sítio ativo de 

cada subunidade α (NifD) e um grupamento P em cada interface entre as subunidades α e 

β; 

- e a ferro-proteína ou dinitrogenase redutase, codificada pelo gene nifH, que é um 

complexo homodimérico (γ2) contendo sítios de ligação a MgATP em cada subunidade e 

um único grupamento [4Fe4S] na interface entre ambas subunidades. 

A dinitrogenase redutase tem a função de reduzir a dinitrogenase, transferindo 

elétrons do seu grupamento [4Fe4S] em uma reação que depende da hidrólise de MgATP. 

O grupamento P da dinitrogenase realiza a transferência de elétrons da dinitrogenase 
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redutase para o cofator FeMo, onde o dinitrogênio é reduzido à amônia (BARNEY et al., 

2009). Essa reação pode ser representada como segue: 

N2 + 8e- +16 ATP +8 H+ → 2NH3 + 16 ADP + 16 Pi + H2 

Tanto em Azospirillum spp. quanto em R. centenum, os genes envolvidos na fixação 

do nitrogênio estão organizados sequencialmente em grandes grupamentos gênicos (Figura 

2). 

  

 
Figura 2. Organização dos genes envolvidos na fixação do nitrogênio em Azospirillum spp. e R. 
centenum. 
As setas representam os genes e sua respectiva orientação de transcrição. A legenda está representada no 
canto superior direito da figura. 
 

Seria relevante destacar que o operon nif da linhagem A. brasilense Sp7 foi o 

primeiro operon nif descrito do gênero (PASSAGLIA et al., 1991; FRAZZON & 

SCHRANK, 1998; POTRICH et al., 2001; SPEROTTO et al., 2004; SCHRANK et al., 

1987), apresentando uma organização muito semelhante ao da linhagem A. brasilense 

Sp245.  

Além dos genes nifHDK, que codificam os componentes principais da nitrogenase, 

outros genes presentes nesse bloco são essenciais para a de fixação do nitrogênio. Por 

exemplo, os genes nifY, nifENX, nifUSV e nifQ estão envolvidos na montagem do cofator 

Fe-Mo, enquanto que os genes fixABCX, codificam elementos responsáveis pelo transporte 

de elétrons para a nitrogenase (RUBIO & LUDDEN, 2008; EDGREN & NORDLUND, 

2004). 

Tendo em vista que o processo de fixação biológica do nitrogênio é energeticamente 

dispendioso para célula, existem diferentes mecanismos de controle da expressão e da 

atividade da nitrogenase. A Figura 3 representa de forma esquematizada a cascata de 

regulação da fixação do nitrogênio em A. brasilense. 
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Figura 3. Regulação da fixação do nitrogênio em A. brasilense. 
A legenda está representada no canto inferior direito da figura. As proteínas PII, GlnZ e GlnB, têm papel 
central na regulação do metabolismo . A enzima uridililtransferase (GlnD) as  modifica pós-traducionalmente 



 22

em função da disponibilidade de nitrogênio. Em condições de limitação de nitrogênio, as proteínas PII  são 
uridililadas, e em condições de suficiência de nitrogênio, são desuridililadas. Dependendo de seu estado 
conformacional, as proteínas PII atuam diretamente e indiretamente na regulação de diferentes alvos 
proteicos, desde transportadores (AmtB), enzimas (DraG, DraT, NtrB, NifH) e fatores de transcrição (NtrC e 
NifA). 
 

Essa figura demonstra que, uma vez disponível, a amônia é incorporada ao 

metabolismo através das enzimas glutamina sintetase (GlnA) e glutamato sintase (GltBD), 

que produzem os doadores-chave de nitrogênio para as subsequentes reações biosintéticas 

(WESTBY et al., 1987). Em níveis baixos de glutamina, ou seja, quando o aporte de 

nitrogênio está reduzido, uma enzima denominada uridililtransferase, codificada pelo gene 

glnD, uridilila as proteínas sinalizadoras PII, que têm papel central na regulação de 

diversas proteínas do metabolismo nitrogenado (VAN DOMMELEN et al., 2002; 

ARAÚJO et al., 2008). Em A. brasilense, duas proteínas PII parálogas estão presentes, a 

proteína GlnB e a proteína GlnZ (DE ZAMAROCZY et al., 1996). A proteína GlnB 

uridililada ativa o fator transcricional NifA, que em baixa tensão de oxigênio, por 

intermédio do fator sigma N (sigma 54), promove a transcrição de genes relacionados com 

a fixação do nitrogênio (ARAÚJO et al., 2004; ARSENE et al., 1996; CHEN et al., 2005). 

Além disso, a proteína GlnB uridililada é incapaz de interagir com a proteína NtrB, que por 

sua vez fosforila o fator de transcrição NtrC, que ativa a transcrição de genes importantes 

do metabolismo do nitrogênio, como glnB e glnZ (DE ZAMAROCZY, 1998; HUERGO et 

al., 2003). Além disso, GlnB uridililada não interage com DraT, que desta maneira fica 

inativa, não interferindo no funcionamento da dinitrogenase redutase (HUERGO et al., 

2006; HUERGO et al., 2009). Já a proteína GlnZ uridililada ativa a proteína DraG, que 

remove a ADP-ribose da dinitrogenase redutase, ativando-a (HUERGO et al., 2006; 

HUERGO et al., 2009). A GlnZ uridililada também libera o transportador AmtB para 

conduzir amônia para o interior da célula (DE ZAMAROCZY, 1998). 

Em contraposição, níveis altos de glutamina indicam suficiência de nitrogênio, então 

a enzima adenilil-transferase (GlnE) inativa a enzima glutamina sintetase (VAN 

DOMMELEN et al., 2009). Além disso, a glutamina disponível ativa a atividade 

removedora de uridilil da proteína GlnD, que então remove os grupos uridilil das proteínas 

PII (VAN DOMMELEN et al., 2002; ARAÚJO et al., 2008). Consequentemente, a 

proteína NifA fica inativa e os genes da fixação do nitrogênio não são transcritos. 

Adicionalmente, a proteína GlnB desuridililada promove a atividade de fosfatase de NtrB, 

que por sua vez remove o fosfato de NtrC, inibindo a transcrição de genes do metabolismo 
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do nitrogênio (DE ZAMAROCZY, 1998). Além disso, GlnB não-uridililada ativa DraT, 

que por sua vez inativa a dinitrogenase redutase por ADP-ribosilação, impedindo que a 

fixação do nitrogênio ocorra (HUERGO et al., 2006; HUERGO et al., 2009). Já a proteína 

GlnZ não-uridilada interage com AmtB, impedindo o transporte de amônia, e 

concomitantemente, sequestra a enzima DraG para a membrana celular, impedindo que a 

dinitrogenase redutase seja reativada (HUERGO et al., 2006; HUERGO et al., 2007).  

No entanto, seria pertinente ressaltar que em A. amazonense o sistema DraG-DraT 

não está presente (FU et al., 1989; HARTMANN et al., 1986). Consequentemente, a sua 

capacidade de fixação do nitrogênio é pouco afetada pela presença de amônia, 

característica favorável para a utilização desse microrganismo como inoculante 

(HARTMANN et al., 1986). 

Em Azospirllum e outros organismos diazotróficos, o processo de fixação do 

nitrogênio também é modulado pela disponibilidade de O2, pois os componentes metálicos 

da nitrogenase são inativados por oxidação. Recentemente, um estudo demonstrou a 

presença das proteínas FixLJ e FixK em A. brasilense, envolvidas na percepção dos níveis 

de oxigênio (LI et al., 2010). A proteína FixL é uma histidina quinase que detecta oxigênio 

através de seu grupo funcional heme. Em condições de baixa tensão de oxigênio, essa 

proteína se autofosforila e transfere o grupo fosforil ao fator de transcrição FixJ. A proteína 

FixJ fosforilada ativa a transcrição de outro fator transcricional, denominado FixK, que por 

sua vez, promove a transcrição do gene da proteína NifA (LI et al., 2010). Como relatado 

anteriormente, a proteína NifA está envolvida na transcrição dos genes que codificam os 

componentes da nitrogenase, em condições de limitação de nitrogênio. Nas bactérias 

Bradyrhizobium japonicum e H. seropedicae, o fator transcricional NifA também está 

envolvido na percepção dos níveis de oxigênio (FISCHER et al., 1988; OLIVEIRA et al., 

2009). Nesses microrganismos e em A. brasilense, essa proteína é composta por três 

domínios principais (DIXON & KAHN, 2004):  

- o domínio C-terminal hélice-volta-hélice, que reconhece os sítios de ligação no 

DNA; 

- o domínio catalítico AAA+, que está envolvido na abertura do complexo de 

transcrição por intermédio do fator sigma N acoplado à RNA polimerase; 

- e finalmente, o domínio N-terminal GAF, que inibe a atividade do domínio 

catalítico em condições inadequadas para fixação do nitrogênio.  
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Apesar de pouco compreendida, a sensibilidade de NifA ao oxigênio é atribuída a 

presença de quatro resíduos de cisteína distribuídos no domínio AAA+ e na região ligadora 

desse domínio com o domínio hélice-volta-hélice (FISCHER et al., 1988; OLIVEIRA et 

al., 2009). Uma vez que o fator transcricional NifA de A. brasilense também possui esses 

resíduos de cisteína conservados, acredita-se que eles estejam envolvidos na sua 

sensibilidade ao O2 (ARSENE et al., 1996), conforme seus equivalentes em B. japonicum e 

H. seropedicae. 

A complexidade do sistema de fixação de nitrogênio fica evidente pelo número de 

proteínas e interações envolvidas nesse processo. Embora os sistemas sejam relativamente 

conservados entre as proteobactérias diazotróficas, existem variabilidades espécie-

específicas em seus componentes. Em relação à A. amazonense, as características básicas 

do sistema de fixação são praticamente desconhecidas. Portanto, estudos que permitam a 

elucidação das bases moleculares de seu sistema de fixação do nitrogênio são pertinentes. 

 

Ferramentas e técnicas genéticas de manipulação 

O sequenciamento de genomas teve impacto significativo na área de bacteriologia, 

pois tem disponibilizado informações relevantes sobre diferentes aspectos da biologia 

bacteriana. Em vista disso, uma das preocupações atuais é interpretar a quantidade massiva 

de dados gerada pelos Projetos Genoma. Portanto, com esse objetivo, é fundamental que 

sejam desenvolvidas ferramentas e técnicas genéticas espécie-específicas, como vetores de 

clonagem, metodologias de transferência de DNA, sistemas-repórter e principalmente, 

técnicas de mutagênese sítio-dirigida. Essas últimas talvez sejam as mais importantes, pois 

estudos de função gênica dependem da geração de mutantes e da avaliação dos fenótipos 

resultantes (DAVISON, 2002; SCHWEIZER, 2008). 

Embora centenas de bactérias já tenham sido sequenciadas, a utilização dessas 

metodologias está restrita a um número pequeno de espécies, destacadamente ao 

organismo-modelo Escherichia coli (DAVISON, 2002; SCHWEIZER, 2008). Em relação 

às bactérias do gênero Azospirillum, existe uma carência de ferramentas e técnicas mais 

sofisticadas. Dois exemplos ilustram bem esse problema. O primeiro é em relação à 

metodologia padrão de transferência de DNA. Apesar de um protocolo de eletroporação ter 

sido descrito há mais de 20 anos atrás (VAN DE BROEK et al., 1989), a conjugação é a 

forma usual de se transferir DNA para Azospirillum (HOLGUIN et al., 1999). 
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O segundo exemplo se refere às metodologias de mutagênese sítio-dirigida. Em geral, 

a maioria dos mutantes de A. brasilense foi gerada pela inserção disruptiva de um cassete 

de resistência no gene-alvo (exemplos podem ser encontrados em (XIE et al., 2010; 

LERNER et al., 2009; LERNER et al., 2009), artifício que pode causar efeitos polares nas 

regiões adjacentes à inserção (LINK et al., 1997). A ausência de metodologias mais 

elaboradas tem como consequência a falta de eficiência na manipulação genética das 

espécies de Azospirillum, o que afeta diretamente a produtividade no estudo dessas 

bactérias. 

Existem características intrínsecas de cada espécie (ou até mesmo de cada linhagem) 

que têm de ser consideradas ao se desenvolver as metodologias de manipulação genética. 

Diferenças na susceptibilidade a antibióticos e na competência de transformação são 

alguns exemplos (DAVISON, 2002). Portanto, as técnicas e ferramentas genéticas devem 

ser otimizadas exclusivamente para uma espécie ou linhagem determinada, para que se 

tenha agilidade na obtenção dos resultados experimentais. 

Portanto, com a disponibilização do genoma de A. amazonense, o estabelecimento de 

técnicas e ferramentas específicas se tornou imprescindível para aproveitar toda 

informação provida pelas sequências, tendo em vista que é uma espécie menos conhecida e 

que a quantidade de recursos para seu estudo é muito limitada. 

 

Objetivo geral 

Tendo em vista o escasso conhecimento da biologia molecular de A. amazonense, os 

objetivos principais deste estudo foram: 

- Otimizar ferramentas genéticas para o estudo de A. amazonense; 

- Identificar aspectos genéticos gerais da biologia de A. amazonense. 

 

Objetivos específicos 

- Otimizar metodologias de transferência de DNA para A. amazonense; 

- Otimizar uma metodologia de mutagênese sítio-dirigida para A. amazonense; 

- Otimizar um sistema-repórter para A. amazonense; 

- Sequenciar e anotar o genoma de A. amazonense; 
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- Identificar e analisar genes potencialmente envolvidos na fixação de nitrogênio em 

A. amazonense; 

- Verificar a história filogenética dos genes nif de A. amazonense; 

- Desenvolver um modelo do metabolismo do nitrogênio de A. amazonense; 

- Identificar genes no genoma de A. amazonense potencialmente fundamentais a seu 

modo de vida adaptado à interação com plantas. 
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CAPÍTULO 1 
Artigo publicado na revista BMC Microbiology (Fator de impacto: 2,96) 

 

Tools for genetic manipulation of the plant growth-promoting bacterium 

Azospirillum amazonense 

Fernando H Sant'Anna, Dieime S Andrade, Débora B Trentini, Shana S Weber & 

Irene S Schrank.  

BMC Microbiol. 2011; 11: 107 

 

O material suplementar desse trabalho foi removido da versão final do artigo, por 

isso não há menção sobre ele no manuscrito. Entretanto, ele foi agregado ao final desse 

capítulo a fim de facilitar o entendimento do trabalho. 
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Figure S1 - Identification of PII gene homologs in the A. amazonense genome by Southern 

Blot  

Hybridization pattern utilizing a radioactive glnB probe over A. amazonense total DNA digested 

with different restriction enzymes: 1 - SalI, 2 - NcoI, 3 - PstI, and 4 - HincII 

 

 

 

Figure S2 - Isolation of the glnB region by Inverse PCR.  

Agarose gel electrophoresis of Inverse PCR  amplification products  

NC - negative control, 1 - NcoI circularized DNA, 2  - SalI circularized DNA 
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Figure S3 - Fluorescence detection of the A. amazonense transconjugants 

Wild-type A. amazonense is in the middle. A. amazonense bearing the pHRGFPGUS  

plasmid is on the left. A. amazonense bearing the pPZPLACEYFP plasmid is on the  

right. 

 

 

Figure S4 - Physical maps showing the primer binding sites at the glnK and glnB regions 

of A. amazonense   

Genes are represented by the large arrows. The small arrows represent the primer binding sites. 

Restriction sites are indicated by capital letters: S- SalI, B - BglII and N- NcoI.  
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Figure S5 - Schematic diagrams showing the construction of the reporter vectors  

The constructions are depicted in Table 1. aph - kanamycin resistance cassette, bla – ampicillin 

resistance cassette, eyfp – enhanced yellow fluorescent protein gene, gfp – green fluorescent 

protein, LB – left border, mob – mobilization, RB – right border, rep – replication, uidA - beta-

glucuronidase (GUS) gene. 
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CAPÍTULO 2 

Artigo publicado na revista BMC Genomics (Fator de impacto: 4,21) 

 

Genomic insights into the versatility of the plant growth-promoting 

bacterium Azospirillum amazonense 

Fernando H Sant'Anna, Luiz GP Almeida, Ricardo Cecagno, Luciano A Reolon, 

Franciele M Siqueira, Maicon RS Machado, Ana TR Vasconcelos & Irene S Schrank 

BMC Genomics. 2011; 12: 409 

 

O seguinte trabalho foi resultado de um esforço em conjunto do nosso laboratório 

com o Laboratório Nacional de Computação Científica (LNCC, Petrópolis, RJ). Ao 

último laboratório coube o sequenciamento, montagem e anotação automática das 

sequências. O nosso laboratório foi responsável pela validação manual das ORFs e pela 

análise dos resultados. Participei de praticamente todas as etapas do trabalho, entretanto, 

intensivamente das partes que se referem ao metabolismo do nitrogênio e do carbono, 

quorum sensing e taxonomia. 
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Additional file 1. Supplementary table 1. Genes of A. amazonense described throughout the study 
 
ORFS 

Id Name Product Category Classification 
AZA02775  ABC-type transporter, ATPase and permease components ABC transporter  
AZA06024  ABC transporter, ATP-binding protein ABC transporter  
AZA07069  ABC transporter, ATP-binding protein ABC transporter  
AZA09826  ABC transporter, ATP-binding protein ABC transporter  
AZA15101  aliphatic sulfonate ABC transporter ATP-binding protein ABC transporter  
AZA19151  ABC-type branched-chain amino acid transport ATPase component ABC transporter  
AZA21566  ABC-type siderophore export system ABC transporter  
AZA21803  ABC transporter related protein ABC transporter  
AZA27760  ABC-type sugar transport system, periplasmic component ABC transporter  
AZA36299  ABC-type export system, outer membrane channel protein ABC transporter  
AZA36319 macB macrolide transport protein ABC-type efflux carrier ABC transporter  
AZA36612  ABC transporter, ATP-binding protein ABC transporter  
AZA40587 mkl ABC transporter, ribonucleotide transport ATP-binding protein ABC transporter  
AZA44644  ABC transporter, permease protein ABC transporter  
AZA53052 utrC urea ABC transporter, permease protein ABC transporter  
AZA55128  ABC transporters with duplicated ATPase domains ABC transporter  
AZA62081  ABC transporter related protein ABC transporter  
AZA62938  ABC transporter, ATP-binding protein, putative ABC transporter  
AZA66683  ABC transporter permease ABC transporter  
AZA70834  putative ABC transporter ATP-binding protein ABC transporter  
AZA71708  peptide ABC transporter, periplasmic peptide-binding protein ABC transporter  
AZA76751  ABC transporter, periplasmic substrate-binding protein ABC transporter  
AZA83258  ABC-type amino acid transport/signal transduction systems ABC transporter  
AZA83819  ABC transporter related protein ABC transporter  
AZA87640  putative ABC transporter, ATP-binding protein ABC transporter  
AZA88337  ABC transporter ATP-binding protein ABC transporter  
AZA88760  ABC transporter, permease protein ABC transporter  
AZA88809  ABC-type transporter, periplasmic binding protein ABC transporter  
AZA88925  ABC transporter related protein ABC transporter  
AZA89042  ABC transporter, permease protein ABC transporter  
AZA89100  ABC transporter, permease protein ABC transporter  
AZA89130  glutamine transport system permease protein (ABC family) ABC transporter  
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AZA89131  amino acid ABC transporter ABC transporter  
AZA89360  sugar ABC transporter, permease protein ABC transporter  
AZA89361  sugar ABC transporter, ATP-binding protein ABC transporter  
AZA89586  sugar ABC transporter, ATP-binding protein ABC transporter  
AZA89588 ycjP ABC transporter permease protein ycjP ABC transporter  
AZA89589  sugar ABC transporter, substrate-binding protein ABC transporter  
AZA89605  ABC transporter ABC transporter  
AZA89688  ABC transporter ATP-binding protein ABC transporter  
AZA89696  macrolide ABC transporter ATP-binding/membrane protein ABC transporter  
AZA89734  ABC transporter ABC transporter  
AZA89773  n peptide/opine/nickel uptake ABC transporter ATP-binding protein ABC transporter  
AZA89994  ABC transporter, ATP-binding protein ABC transporter  
AZA89996  ABC transporter, permease protein ABC transporter  
AZA90133  ABC transporter permease protein, putative ABC transporter  
AZA90202  ABC-type nitrate/sulfonate/bicarbonate transport system ABC transporter  
AZA90215  ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC transporter  
AZA90416 utrA urea ABC transporter, urea binding protein ABC transporter  
AZA90417 utrB urea ABC transporter, permease protein UrtB ABC transporter  
AZA90418 utrD urea ABC transporter, ATP-binding protein UrtD ABC transporter  
AZA90419  urea ABC transporter, ATP-binding protein UrtE ABC transporter  
AZA06086  acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA06133  acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA06350  Beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA07395  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase Antibiotic resistance  
AZA09088  multidrug resistance protein Antibiotic resistance  
AZA10909  acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA11424  drug resistance transporter, EmrB/QacA subfamily Antibiotic resistance  
AZA16488  beta-lactamase class C Antibiotic resistance  
AZA20396 acyI penicillin amidase Antibiotic resistance  
AZA25605  metal-dependent hydrolases of the beta-lactamase superfamily I Antibiotic resistance  
AZA34622  metallo-beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA35214  cation/multidrug efflux pump Antibiotic resistance  
AZA35257 acrB acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA37804  acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA38070  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase Antibiotic resistance  
AZA39395 mrcA penicillin-binding protein 1A Antibiotic resistance  
AZA39732  beta-lactamase, putative Antibiotic resistance  
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AZA40019  putative metallo-beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA44895  acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA46788 mrdA penicillin-binding protein 2 Antibiotic resistance  
AZA47678  fusaric acid resistance protein Antibiotic resistance  
AZA48055 yegN probable multidrug efflux pump, AcrB/AcrD/AcrF family Antibiotic resistance  
AZA56169  beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA59089  acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA59335  acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA62861  penicillin-binding protein, 1A family Antibiotic resistance  
AZA63807 ampC putative beta-lactamase precursor (cephalosporinase) Antibiotic resistance  
AZA66998  beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA67294  drug resistance transporter, EmrB/QacA subfamily Antibiotic resistance  
AZA68914  beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA72319  probable tetracycline 6-hydroxylase Antibiotic resistance  
AZA74640  drug resistance transporter, EmrB/QacA subfamily Antibiotic resistance  
AZA74663  multidrug resistance protein Antibiotic resistance  
AZA75319  beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA75353  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase Antibiotic resistance  
AZA79411  outer membrane multidrug efflux protein Antibiotic resistance  
AZA84109 acrB acriflavin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA85715  multidrug resistance efflux system protein Antibiotic resistance  
AZA87534  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase Antibiotic resistance  
AZA87557 proP major facilitator superfamily (MFS) multidrug efflux pump Antibiotic resistance  
AZA87630  putative glyoxylase/belomycin resistance protein Antibiotic resistance  
AZA87694 mdtN multidrug resistance protein MdtN Antibiotic resistance  
AZA87717  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase Antibiotic resistance  
AZA87935  beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA87971  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dihydroxybiphenyl Antibiotic resistance  
AZA88541 acrA efflux transporter Antibiotic resistance  
AZA88558 mdtA multidrug resistance protein mdtA Antibiotic resistance  
AZA88732 emrB multidrug resistance protein B Antibiotic resistance  
AZA88734 emrA multidrug resistance protein A Antibiotic resistance  
AZA89502  metallo-beta-lactamase family protein Antibiotic resistance  
AZA89575  daunorubicin/doxorubicin resistance ATP-binding protein drrA Antibiotic resistance  
AZA89640  multidrug resistance protein Antibiotic resistance  
AZA89643  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase Antibiotic resistance  
AZA89667  non-motile and phage-resistance protein Antibiotic resistance  
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AZA89788  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase Antibiotic resistance  
AZA89961 drrA daunorubicin resistance ATP-binding protein Antibiotic resistance  
AZA90138 bcr Bcr/CflA subfamily drug resistance transporter Antibiotic resistance  
AZA90166  glyoxalase/bleomycin resistance protein/dioxygenase Antibiotic resistance  
AZA90169  beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA90232  multidrug resistance efflux pump Antibiotic resistance  
AZA90322  multidrug efflux pump Antibiotic resistance  
AZA90365  tetracycline-efflux transporter Antibiotic resistance  
AZA90492  beta-lactamase Antibiotic resistance  
AZA33581 bphB bacteriophytochrome protein Bacteriophytochrome  
AZA38997 noeJ mannose-1-phosphate guanylyltransferase Biofilm formation  
AZA88211 noeL GDP-mannose 4,6-dehydratase Biofilm formation  
AZA80303 cbbE ribulose-phosphate 3-epimerase Carbon Fixation  
AZA80325 cbbL ribulose-bisphosphate carboxylase large chain Carbon Fixation  
AZA80388 cbbA fructose-bisphosphate aldolase Carbon Fixation  
AZA80411 cbbT transketolase (TK) Carbon Fixation  
AZA90487 cbbP Phosphoribulokinase Carbon Fixation  
AZA90488 cbbR transcriptional regulator, LysR family Carbon Fixation  
AZA90630 cbbF fructose-1,6-bisphosphatase Carbon Fixation  
AZA90631 cbbS ribulose bisphosphate carboxylase small chain Carbon Fixation  
AZA90632 cbbX CbbX protein Carbon Fixation  
AZA89881 edd 6-phosphogluconate dehydratase Entner-Doudoroff  
AZA90627  KHG/KDPG aldolase Entner-Doudoroff  
AZA88036 fbaB fructose-bisphosphate aldolase Glycolysis  
AZA90645  putative homoserine lactonase Homoserine lactone degradation  
AZA87454 hupC Ni/Fe-hydrogenase 1 B-type cytochrome subunit Hydrogen metabolism  
AZA90297 hupD hydrogenase expression/formation protein hupD Hydrogen metabolism  
AZA89067 hupE urease accessory protein UreJ Hydrogen metabolism  
AZA89066 hupF hydrogenase expression/formation protein hupF Hydrogen metabolism  
AZA89065 hupG hydrogenase formation protein HupG Hydrogen metabolism  
AZA90479 hupH hydrogenase formation protein Hydrogen metabolism  
AZA87443 hupI rubredoxin Hydrogen metabolism  
AZA89062 hupJ hydrogenase expression/formation protein Hydrogen metabolism  
AZA89061 hupK hydrogenase expression/formation protein HupK Hydrogen metabolism  
AZA83590 hupL hydrogenase protein large subunit Hydrogen metabolism  
AZA89053 hupR hydrogenase transcriptional regulatory protein hupR Hydrogen metabolism  
AZA90299 hupS hydrogenase small subunit Hydrogen metabolism  
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AZA90643 hupT HupT protein Hydrogen metabolism  
AZA90718 hupU nickel-dependent hydrogenase small subunit Hydrogen metabolism  
AZA90720 hupV nickel-dependent hydrogenase, large subunit Hydrogen metabolism  
AZA89059 hypA hydrogenase nickel incorporation protein hypA Hydrogen metabolism  
AZA87413 hypB hydrogenase accessory protein HypB Hydrogen metabolism  
AZA89058 hypC hydrogenase expression/formation protein hypC Hydrogen metabolism  
AZA87446 hypD hydrogenase expression/formation protein Hydrogen metabolism  
AZA89055 hypE hydrogenase expression/formation protein HypE Hydrogen metabolism  
AZA90067 hypF NiFe hydrogenase maturation protein HypF Hydrogen metabolism  
AZA12397  lanthionine synthetase C family protein Lantibiotic biosynthesis  
AZA81926 sunT bacteriocin/lantibiotic ABC transporter Lantibiotic biosynthesis  
AZA85469 sunT ABC-type bacteriocin/lantibiotic exporter Lantibiotic biosynthesis  
AZA06501  Major Facilitator Transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA07574  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA07803  MFS transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA15878  major facilitator superfamily protein Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA16908  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA17681  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA29285  major facilitator family transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA57799  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA58482  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA59512  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA60508  major facilitator family transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA61555  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA75342  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA76479  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA79528  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA82255  MFS permease Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA87336  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA88247  MFS transport system component Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA88274  Major Facilitator Superfamily (MFS) Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA88393  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA88880  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA88891  MFS transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA88905  major facilitator family transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA88994  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA89165 hsrA MFS general substrate transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
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AZA89178  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA89223  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA89438 rmrB major facilitator superfamily protein Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA89613  putative major facilitator superfamily (MFS) transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA89751  major facilitator superfamily protein Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA89765  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA89831  Major facilitator superfamily MFS_1 precursor Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA89991  major facilitator family transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA90068  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA90091  major facilitator family transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA90263  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA90356  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA90509  major facilitator superfamily MFS_1 Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA90594  major facilitator transporter Major Facilitator Superfamily (MFS)   
AZA55000 fixL PAS/PAC sensor signal transduction histidine kinase Microaerophilic respiration  
AZA87394 fixK CRP/FNR family transcriptional regulator Microaerophilic respiration  
AZA87406 fixH cation pump-linked membrane protein fixH Microaerophilic respiration  
AZA88457 fixU FixU protein Microaerophilic respiration  
AZA89846 fixN cytochrome c oxidase subunit 1,cbb3-type Microaerophilic respiration  
AZA89847 fixO cytochrome c oxidase, cbb3-type, subunit II Microaerophilic respiration  
AZA89849 fixP cytochrome c oxidase, Cbb3-type, subunit III Microaerophilic respiration  
AZA89851 fixG cytochrome c oxidase cbb3 type accessory protein Microaerophilic respiration  
AZA90642 fixQ FixQ protein Microaerophilic respiration  
AZA90698 fixJ response regulator receiver protein Microaerophilic respiration  
AZA90710 fixS cytochrome oxidase maturation protein cbb3-type Microaerophilic respiration  
AZA90712 fixJ transcriptional regulatory protein Microaerophilic respiration  
AZA90655 nasE nitrite reductase small subunit Nitrate/nitrite metabolism  
AZA90025 cysE serine O-acetyltransferase Nitrogen fixation  
AZA90635 fdxA ferredoxin Nitrogen fixation  
AZA90029 fixA electron transfer flavoprotein alpha/beta-subunit Nitrogen fixation  
AZA90628 fixB FixB protein Nitrogen fixation  
AZA82897 fixC electron-transferring-flavoprotein dehydrogenase Nitrogen fixation  
AZA90637 fixX putative ferredoxin protein, FixX Nitrogen fixation  
AZA39368 nifA transcriptional regulator, NifA Nitrogen fixation  
AZA65617 nifB nitrogenase cofactor biosynthesis protein Nitrogen fixation  
AZA00090 nifD nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain Nitrogen fixation  
AZA87419 nifE nitrogenase MoFe cofactor biosynthesis Nitrogen fixation  
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AZA90011 nifH nitrogenase reductase Nitrogen fixation  
AZA00102 nifK nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain Nitrogen fixation  
AZA00120 nifN nitrogenase molybdenum-iron cofactor biosynthesis protein Nitrogen fixation  
AZA90400 nifQ nitrogen fixation protein NifQ Nitrogen fixation  
AZA90300 nifS cysteine desulfurase Nitrogen fixation  
AZA90636 nifU NifU protein Nitrogen fixation  
AZA90024 nifV homocitrate synthase Nitrogen fixation  
AZA90027 nifW nitrogenase-stabilizing/protective protein nifW Nitrogen fixation  
AZA90014 nifX nitrogenase molybdenum-iron protein Nitrogen fixation  
AZA00208  conserved hypothetical protein (4) Nitrogen fixation  
AZA90016  conserved hypothetical protein (3) Nitrogen fixation  
AZA90018  Rieske (2Fe-2S) iron-sulfur domain (5) Nitrogen fixation  
AZA90022  conserved hypothetical protein (6) Nitrogen fixation  
AZA90396  nitrogenase-associated protein (1) Nitrogen fixation  
AZA90402  iron-sulfur cluster assembly accessory protein (7) Nitrogen fixation  
AZA90634  conserved hypothetical protein (2) Nitrogen fixation  
AZA44366 glnK2 nitrogen regulatory protein P-II, GlnK2 Nitrogen metabolism  
AZA53589 glnA glutamine synthetase, type I Nitrogen metabolism  
AZA57320 rpoN RNA polymerase factor sigma N Nitrogen metabolism  
AZA87992 ntrC nitrogen assimilation regulatory protein Nitrogen metabolism  
AZA87994 ntrY nitrogen regulation protein NtrY Nitrogen metabolism  
AZA87996 ntrX nitrogen assimilation regulatory protein NtrX Nitrogen metabolism  
AZA88497 glnE glutamine synthetase adenylyltransferase Nitrogen metabolism  
AZA89468 ntrY nitrogen regulation protein NtrY Nitrogen metabolism  
AZA90389 amtB2 ammonium transporter Nitrogen metabolism  
AZA90638 gltD glutamate synthase, small subunit Nitrogen metabolism  
AZA90639 glnK nitrogen regulatory protein P-II, GlnK Nitrogen metabolism  
AZA90640 aat aminotransferase Nitrogen metabolism  
AZA90641 ntrB nitrogen regulation protein NtrB Nitrogen metabolism  
AZA90648 glnB nitrogen regulatory protein P-II, GlnB Nitrogen metabolism  
AZA90654 gltB glutamate synthase, large subunit Nitrogen metabolism  
AZA32850 phbB acetoacetyl-CoA reductase Poly-hydroxybutyrate biosynthesis  
AZA72336 phbC poly-beta-hydroxybutyrate polymerase Poly-hydroxybutyrate biosynthesis  
AZA88576 phbB acetoacetyl-CoA reductase Poly-hydroxybutyrate biosynthesis  
AZA89083 phbA acetyl-CoA acetyltransferase Poly-hydroxybutyrate biosynthesis  
AZA89855 phbA beta-ketothiolase Poly-hydroxybutyrate biosynthesis  
AZA90629 phaZ polyhydroxyalkanoate depolymerase Poly-hydroxybutyrate degradation  
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AZA63403 luxR transcriptional regulator, LuxR family Quorum sensing  
AZA90644 luxI acyl-homoserine-lactone synthase Quorum sensing  
AZA25986 salB beta-glucosidase Salicin degradation  
AZA26000 salA beta-glucosidase Salicin degradation  
AZA87787  alpha-glucosidase Sucrose degradation  
AZA01854  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA04400  TonB-dependent siderophore receptor TonB-dependent transporter  
AZA06033  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA06440  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA06565  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA07052  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA07492  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA07658  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA08067  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA09133  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA09279  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA10816  TonB-dependent outer membrane receptor TonB-dependent transporter  
AZA14532  TonB-dependent siderophore receptor TonB-dependent transporter  
AZA15559  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA15713  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA15905  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA16596  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA16651  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA16828  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA17637  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA18344  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA21127  TonB-dependent receptor, vitamin B12/cobalamin transport TonB-dependent transporter  
AZA22051  TonB-dependent sideophore receptor TonB-dependent transporter  
AZA22446  TonB dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA22616  TonB-dependent receptor protein TonB-dependent transporter  
AZA22774  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA24207  TonB dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA24508  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA24558  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA26015 cirA TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA29067  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA29136  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
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AZA32595  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA34449  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA36912  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA36929  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA37846  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA38746  tol biopolymer transport system TonB-dependent transporter  
AZA39144  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA40366  TonB-dependent siderophore receptor TonB-dependent transporter  
AZA40462  TonB-dependent receptor, putative TonB-dependent transporter  
AZA41560  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA42118  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA42312  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA43305  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA43763  TonB-dependent outer membrane receptor protein TonB-dependent transporter  
AZA44478  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA44838  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA45743  TonB-dependent siderophore receptor TonB-dependent transporter  
AZA47317  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA49407 iroN TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA49939  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA50366  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA50524  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA50533  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA50691  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA52119  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA58525 fhuA TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA58695  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA59668  TonB-dependent siderophore receptor TonB-dependent transporter  
AZA60277  tonB dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA61044  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA61526  TonB-dependent receptor Environmental Information Processing TonB-dependent transporter  
AZA61533  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA64315  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA65154  TonB-dependent receptor, plug TonB-dependent transporter  
AZA67151  TonB-dependent receptor, plug TonB-dependent transporter  
AZA68973  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA69179  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
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AZA70579  TonB-dependent receptor, putative TonB-dependent transporter  
AZA71591  TonB-dependent receptor, putative TonB-dependent transporter  
AZA72354  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA73082  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA73645  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA74103  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA76890  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA79474  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA79883  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA80916  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA80968  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA81511 exbD Biopolymer transport protein ExbD TonB-dependent transporter  
AZA87233  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA87290  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA87507 exbD TonB system transport protein ExbD type-1 TonB-dependent transporter  
AZA87509 TonB TonB protein TonB-dependent transporter  
AZA87760  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA87789  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA87908  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA87957  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88020  TonB-dependent receptor plug domain protein TonB-dependent transporter  
AZA88034  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88052  TonB dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88204  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88227  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88329  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88359  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88461 tolQ biopolymer transport protein TonB-dependent transporter  
AZA88767  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88861  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA88894  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA89263 bfrD TonB-dependent receptor bfrD TonB-dependent transporter  
AZA89405  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA89496  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA89590  TonB-dependent receptor TonB-dependent transporter  
AZA89602  ExbD TonB-dependent transporter  
AZA89921  TonB-dependent receptor domain protein TonB-dependent transporter  
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AZA90193  TonB-dependent siderophore receptor TonB-dependent transporter  
AZA90405  biopolymer transport protein exbB TonB-dependent transporter  
AZA90406  biopolymer transport ExbD protein TonB-dependent transporter  
AZA90407  biopolymer transport exbD1 protein TonB-dependent transporter  
AZA90559  TonB-dependent receptor yncD TonB-dependent transporter  
AZA87477 ureC urease, subunit alpha UreC Urea metabolism  
AZA87480 ureA urease, gamma subunit UreA Urea metabolism  
AZA87481 ureD Urease accessory protein UreD Urea metabolism  
AZA87506 ureF urease accessory protein UreF Urea metabolism  
AZA87516 ureE urease accessory-like protein UreE Urea metabolism  
AZA87589 ureG urease accessory protein UreG Urea metabolism  
AZA90633 ureB urease, beta subunit Urea metabolism  
AZA15221 glnD P-II uridylyltransferase Nitrogen metabolism  
AZA15920  nitrilase Phytormone production  
AZA87569 cheA2 CheA signal transduction histidine kinase Chemotaxis CheA2 
AZA90328  CheA signal transduction histidine kinase Chemotaxis CheA3 
AZA90451  CheA Signal transduction histidine Kinase (STHK) Chemotaxis CheA (C-terminus homolog to CheY) 
AZA87483 cheAY CheAY Chemotaxis CheA (C-terminus homolog to CheY) 
AZA87567 cheC CheC, inhibitor of MCP methylation Chemotaxis  
AZA87458 cheL chemotactic signal-response protein CheL Chemotaxis CheL 
AZA87492 cheR chemotaxis methyltransferase CheR Chemotaxis CheR 
AZA80979 motA chemotaxis MotA protein Chemotaxis  
AZA90662 motA chemotaxis motA protein Chemotaxis  
AZA51771 motB chemotaxis MotB protein Chemotaxis  
AZA85137 motB chemotaxis MotB protein Chemotaxis  
AZA88725 motB chemotaxis MotB protein Chemotaxis  
AZA90369  chemotaxis MotB protein Chemotaxis  
AZA87637 cheY chemotaxis protein Chemotaxis CheY 
AZA87485 cheY chemotaxis protein CheY Chemotaxis CheY 
AZA88408 cheY chemotaxis protein cheY Chemotaxis CheY 
AZA49142 cheYI chemotaxis protein CheYI Chemotaxis  
AZA11540 cheZ chemotaxis protein CheZ Chemotaxis CheZ 
AZA90691  chemotaxis two-component response regulator protein-glutamate methylesterase Chemotaxis CheB2 
AZA88501  chemotaxis-specific methylesterase Chemotaxis CheB2 
AZA87484 cheW CheW protein Chemotaxis CheW 
AZA90470 cheW CheW protein Chemotaxis CheW2 
AZA76052 cheW CheW protein Chemotaxis CheW 
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AZA90452  CheW protein Chemotaxis CheW2 
AZA90497  CheY-like receiver Chemotaxis CheYIII 
AZA89006  CheY-like response regulator Chemotaxis  
AZA90323  response regulator receiver (CheY-like) modulated CheB methylesterase Chemotaxis CheB3 
AZA90319 cheB response regulator receiver modulated CheB methylesterase Chemotaxis CheB2 
AZA85614 cheR3 MCP methyltransferase, CheR-type Chemotaxis CheR3 
AZA90318  MCP methyltransferase, CheR-type Chemotaxis CheR2 
AZA90685  MCP methyltransferase, CheR-type Chemotaxis CheR2 
AZA90217  MCP methyltransferase/methylesterase, CheR/CheB with PAS/PAC sensor Chemotaxis  
AZA89703 fliH flagellar assembly protein FliH Flagellum  
AZA87530 fliO flagellar assembly protein FliO Flagellum  
AZA23600 fliX flagellar assembly regulator FliX Flagellum  
AZA87459 flgG flagellar basal body distal rod protein - FlgG Flagellum  
AZA88657 flgA flagellar basal body P-ring biosynthesis protein FlgA Flagellum  
AZA87475 flgC flagellar basal body rod protein Flagellum  
AZA87537 fliL flagellar basal body-associated protein FliL Flagellum  
AZA87474 flgB flagellar basal-body rod protein FlgB Flagellum  
AZA23566 flgF flagellar basal-body rod protein FlgF Flagellum  
AZA82102 flhA flagellar biosynthesis Flagellum  
AZA87469 flhB flagellar biosynthesis protein FlhB Flagellum  
AZA87471 fliQ flagellar biosynthesis protein FliQ Flagellum  
AZA60822 fliR flagellar biosynthesis protein FliR Flagellum  
AZA87528 flhB flagellar biosynthetic protein FlhB Flagellum  
AZA87468 fliP flagellar biosynthetic protein fliP Flagellum  
AZA87463 flhF flagellar GTP-binding protein Flagellum  
AZA70724 flgD flagellar hook capping protein FlgD Flagellum  
AZA11648 flgE flagellar hook protein FlgE Flagellum  
AZA31666 flgE flagellar hook protein FlgE precursor Flagellum  
AZA78244 flaN flagellar hook-associated protein Flagellum  
AZA88315 flgK flagellar hook-associated protein 1 Flagellum  
AZA87546 flgL flagellar hook-associated protein FlgL Flagellum  
AZA88242 fliE1 flagellar hook-basal body complex protein fliE 1 Flagellum  
AZA88601 fliK flagellar hook-length control protein Flagellum  
AZA87578 flgH flagellar L-ring protein FlgH Flagellum  
AZA42701 fliG flagellar motor switch protein FliG Flagellum  
AZA90379 fliM flagellar motor switch protein FliM Flagellum  
AZA87457 motA flagellar polar motor protein MotA Flagellum  
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AZA90583 flgI flagellar P-ring protein FlgI Flagellum  
AZA89798 flbT flagellar protein Flagellum  
AZA89796  flagellar synthesis regulator, FleN Flagellum  
AZA90646 flaA flagellin Flagellum  
AZA36138  flagellin domain-containing protein Flagellum  
AZA89806  flagellin domain-containing protein Flagellum  
AZA87550 fliS flagellin-specific chaperone FliS Flagellum  
AZA90173 fliI flagellum-specific ATP synthase Flagellum  
AZA87460 fliN polar flagellar motor switch protein FliN Flagellum  
AZA78256 fliD putative flagellar hook-associated protein 2 - FliD Flagellum  
AZA76775  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp III, ribose and galactose sensor receptor 
AZA27777  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer with PAS/Pac sensor Aer-like Chemotaxis mcp III, ribose and galactose sensor receptor 
AZA84986  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer with PAS/Pac sensor Aer-like Chemotaxis  
AZA90554  methyl-accepting chemotaxis Chemotaxis mcp I, serine sensor receptor 
AZA88794 mcp methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis  
AZA89515 mcp methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis  
AZA89528 mcp methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA89608 mcp methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA89758 mcp methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis aerotaxis sensor receptor 
AZA90070 mcp methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis aerotaxis sensor receptor 
AZA02033  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp III, ribose and galactose sensor receptor 
AZA23142  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis  
AZA27812  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp II, aspartate chemoreceptor protein 
AZA28518  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp III, ribose and galactose sensor receptor 
AZA41421  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp II 
AZA63880  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA80173  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA81161  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA83437  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp III, ribose and galactose sensor receptor 
AZA88489  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp II, aspartate chemoreceptor protein 
AZA88686  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA88870  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp II, aspartate chemoreceptor protein 
AZA89115  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA89563  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis  
AZA89676  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp III, ribose and galactose sensor receptor 
AZA90000  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis  
AZA90197  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
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AZA90556  methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp I, serine sensor receptor 
AZA19614 mcp2 methyl-accepting chemotaxis protein 2 Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA88383 mcp4 methyl-accepting chemotaxis protein 4 Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA90386 mcp methyl-accepting chemotaxis protein McpB Chemotaxis aerotaxis sensor receptor 
AZA88564 mcpB methyl-accepting chemotaxis protein McpB Chemotaxis mcp IV, dipeptide chemoreceptor protein 
AZA88486 mcp methyl-accepting chemotaxis receptor/sensory transducer Chemotaxis  
AZA12638  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer Chemotaxis  
AZA21719  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer Chemotaxis mcp II, aspartate chemoreceptor protein 
AZA37653  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer Chemotaxis  
AZA86491  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer Chemotaxis mcp I, serine sensor receptor 
AZA88057  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer Chemotaxis mcp I, serine sensor receptor 
AZA90327  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer Chemotaxis  
AZA26184  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer with Pas/Pac sensor Chemotaxis aerotaxis sensor receptor 
AZA88611 mcp putative methyl-accepting chemotaxis protein Chemotaxis mcp II, aspartate chemoreceptor protein 
AZA90004  methyl-accepting chemotaxis sensory transducer Chemotaxis mcp II, aspartate chemoreceptor protein 
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INCOMPLETE ORFS 

Name Product Category Sequence 1 Sequence 2 
fixI cation transport ATPase  Microaerophilic 

respiration 
MPLDSLTTHCRHCGQPLLGAATERGAFCCQGCAGAYTLI
HDLGLDAYYDRRPAEAAAPAVADDGDGADPLLGLP 

VSLSPASAVDVTQTAADVVFQGDGLAAVAETLAVARRARAL
VRQNLAFTLLYNLCAVPVAIAGFATPFVAAAAMSGSSLAVM
ANALRLGSKKPRDGGYR 

pfkA 6-phosphofructokinase Glycolysis MSNGKRIGILTSGGDCAGLNAVIRAVVHRAVTTYSWQVL
GIEEGTHGLLDRPVRHRVLLPAHVDGNILRQGGTVLGTT
NKGDPFAYPMPDGTKKDRSQEIISGCKELGLDALIGIGG
DGSLAILRRLAQEGGLNLVGIPKTI 

VMVLEVMGRDAGHIALAAGIAGGADVILLPEIPWTVDGVAN
RIRQIRAQGRNFALVVVSEAAALPGGGKARQEFTDGQKRYG
GIGSYIGHLIAEATGAETRVTVLGHVQRGGSPNPRDRLIAS
AFGVHAVDLIAHGKYDRMVAWSNRKVIDVPIADAIKAYAAV
EVDGTLVRTARGLGIYVGE 

amtB ammonium transporter Nitrogen metabolism TISGGDTAWMLMSTALVLMMTIPGLALFYGGMVRKFNVL
AMVMQSFTITCLVTVIWALVGYSLSFTAASDAADAKEFI
GGFSRVLLAGMDPTGTHALAPTIPEPVFMMYQMTFAIIT
PSLITGAFADRMKFSSMLVFIALWSLLVYAPVAHTVWHP
NGFMAKLGVLDFAGGTVVHINAGIAGLVACLVIGKRKGY
PNADFSPHNLVLSLIGASLLWVGWFGFNAGSALTAGPRA
GMAMTVTQVATGAAALAWVFVEWALKGKPSVLGIISGAV
AGLVAITPAAGFVDTVGAFAIGIAAGVICFFTATSMKRA
LGYDDSLDAFGVHGIGGIVGAILTGVFAKMSIANSEGAF
AATLKDAPDTKLGLIEGNVGQVLTQLEGVAFTVVWCAVI
TFILLKIIDLVIGLRVDEDIERDGLDIALHGESIH 
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nasA nitrate reductase Nitrate/nitrite 
metabolism 

MARDAEAGALTGGVRSTCPYCGVGCGVVAQADGRVVGDT
DHPANRGRLCSKGSALAETLKDGERLTRPLIDGRAADWT
QALDLVAQRFKATIAEHGPDSVAFYVSGQCLTEDYYVAN
KLMKGFIGSGNIDTNSRLCMASSVAGHNRAFGADVVPGT
YEDLELADLVVLVGSNSAWCHPVLHQRLLAAKAKRPLRI
VAIDPRRTATCEDADLHLAVRPGADVALFNGLLAHLADQ
DQLDHAWMAAHAEGFEAALAAARQTADQTAALTGLDPAD
LARFYQWFASTPRVVTVYSQGVNQSSVGTDKVNAIINCH
LATGRIGKPGCGPFSITGQPNAMGGREVGGLANQLAAHM
RFDQPEAIDRVRRFWRAPNLATKPGLKAVEMFDAVLDGR
IKALWIIATNPADSLPRADQVREALRACPFVVVSDCWPN
DTTALADVVLPAAGWGERDGTVTNSERVISRQRPFRPAP
GEARADWRV 

TDAGRGQLRVAILVDGRLEACLFLAAGDGAQLPPRDVLAAL
LGDRVTDEARPSLLSGRAPGGSGAMGVKSTGRTVCACFSVG
LVTIRDAIVAKRLTSAEEIGACLKAGTNCGSCIPELKEILR
DVHASA 

nasD nitrite reductase large subunit Nitrate/nitrite 
metabolism 

MPPRQKLVVVGNGMAGMRTVDELLKRNPLKYDITVFGAE
PHVNYDRIMLSSVLAGEKDLEQIVINPRSWYEENGIELI
TGDAVTAIDTQARTVTSASGRVVAYDKVLLATGSRPIAP
PVPGLDLPGVCAFRDIADVNTMIAASQTHKRAIVIGGGL
LGLEAANGLLRRGMQVAVVHLMGTLMERQLDKAAAELLQ
RELDERGMNFFTNGQTEEIFGEGRVQGVRLADGREIPGD
LVVLAIGIRPNIDLARAAGLAINRGIEVGDDMRTSVPDI
FAVGECVEHRGKTYGLVAPLWDMAKVCADHMAREDATSD
YVPAAMATRLKVTGIDVFSAGDFIGDETTEEVVFRDAAR
NTYKRLVLRDDRLVGAVLYGDAQDGGWYFQLLREDKPLG
ELRD 

KGKIMGAIAEHGLTTLEGVRARTKASASCGSCTPQVEQLLA
LSLGDSYAKPTGEKPLCKCTTHSHDQVRRAIVDQELRTMPA
VMSTLGWSTPDGCHVCRPALNFYLLVAWPGEYQDDQQSRFV
NERNHANIQKDGTYSVVPRMWGGLTTADELRAIADVVDKYA
IPTVKVTGGQRIDLLGVTREQLPHVWKDLNDAGMVSGHAYG
KALRTVKTCVGSEWCRFGTQDSTGMGVKLERMTWGSWHAHK
VKLAVSGCPRNCAEATIKDFGVVAVDSGWELHVGGNGGIHV
RVTDLLCKVTTEEEVLEYCGAYLQLYREESRYLERTAPWIE
RVGLAHVKQRIVDDEAGRKALYAKFLYAQKFSQDDPWAERA
PGKAAAAPFRTLATVE 
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fliF flagellar MS-ring protein Flagellum LENLLQTLRNLGPVRLGAIGGVALLILALFGFLLFNGSS
PNMALLYSDLSPSDGGAIVQQLDQMQPKVPYQVSPDSTR
IEVPADQVGRIRMLMAQQGLPTGGNVGYEIFNQAESLGT
TSFMQSVQQLRALEGELSRTVNTLAPVQQSRIHLVLPKR
ELFSRETQKATASVVLRLRPGQQLKKEQVASVQHLIAAS
VPGLQPDMVSVVDDKGNLLARGMGSDSKEAMMATAEEKR
LAYQQRLTDKVEEIVGRTVGMGKVRAEVTVDMDFDHITT
NSEIFDPDSQVVRSTETNNENSEDINKEGQDPVTVANNL
PSANAENTTNGSSSSKTTKTNERINYEISKTVKVHEREA
GQVRRLSVAVLVDGNYVPDDKGVAQYQPRSDDELQKLGS
LVKSSIGFDGSRGDTVDVVSMKFATPEGELEAKEETLFG
LPKQDVFRIAETIVLAIVAILVILLVIRPLVARALDRTP
QLDEEPDLLSDQSGVP 

 

flbD transcriptional regulatory protein FlbD 
(LafK) 

Flagellum MRLLIVGTLEGYITAAGKIALQKGAKVAHTDSIGGALNA
LRGGQGADLVMIDVKLDVAMLIEALKTERITVPVVACGV
ATDAQAAVKAIRAGAKEYIPLPPDAQLIAAVLEAVAEES
HAIVSRDPSMGSVLRLADQIAPSDASVLITGESGTGKEL
MARYIHRKSRRANAVFVSVNCAAIPENLLESELFGHEKG
AFTGAVARRVGKFEEANGGTLLLDEISEMDIRLQAKLLR
AIQEREIDRVGGTQPVKVDIRVLATSNRFLEEEVRAGRF
REDLFFRLNVVNLALPPLRERPADIAILSQHFATKYSEA
NGLPERRVSPEAMAMLQAHRFRGNVRELENTMHRAVLLS
RGTEIGTDAILLTGAEPAAPAQGYSAVAPVAA 
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Additional file 2. Supplementary figure 1. Domain composition of the NifE and NifU proteins among bacteria from the orders 
Rhodospirillales and Rhizobiales. The oblong boxes represent protein domains which are colored according to the description in the 
legend. 
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Additional file 3. Supplementary table 2. Putative sigma N and NifA binding sites occurring upstream of some nif and fix genes. 
Gene Accession number Sigma 54 binding sites Distance from ATG (bp) Reference 

nifH AZA90011 CACTTGGCACACCGGTTGCTGAAA 157  

iron-sulfur cluster assembly accessory protein gene (7) AZA90402 GCCGTGGCACGCCCCTTGCGGAGG 31  

fixA AZA90029 CAGTTGGCATGGCCCTTGCCAATT 41  

nifB AZA65617 GACGTGGCACGGCCTTTGCTGAGT 98  

Consensus  mrNrYTGGCACGNNNNTTGCWNNw  Barrios et al., 1999 

     

Gene Accession number NifA binding sites Distance from ATG (bp) Reference 

nifH AZA90011 TGTTCCGTTTGCGACA 274  

nifH AZA90011 TGTCGGGTTCGGCACA 245  

iron-sulfur cluster assembly accessory protein gene (7) AZA90402 TGTCGCAAACCCGACA 113  

fixA AZA90029 TGTCGCCTATCCGACA 125  

nifB AZA65617 TGTCGATAACCGCACA 175  

Consensus  TGTNNNNNNNNNNACA  Buck et al., 1986 
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Additional file 4. Supplementary table 3. Accession numbers of the sequences utilized in the phylogenetic reconstructions. 
 
16S 

Species 16S accession number or sequence Taxonomic group 
Azorhizobium caulinodans ORS 571 D11342 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Azorhizobium doebereinerae BR5401 AF391130 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum amazonense Y2 AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCATGCCTAACACAT

GCAAGTCGAACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGTGAGTAACGC
GTGGGAACCTGCCCTTTGGTTCGGAATAACTCCGGGAAACTGGAGCTAA
TACCGGATGAGCCGGTTGGCCGTGGAGGCTGATCGGGAAAGATTTATCG
CCGAAGGAGGGGCCCGCGTCCGATTAGGTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGCCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCACGTGACGATGATGACGGTAACG
TGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAA
GGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGG
CTGTTCAAGTCAGGCGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCGTT
TGAGACTGAGCGGCTTGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAATTCCCAGTGT
AGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGC
TCACTGGACCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGACGT
TGGGGTCCTTAGGACTTCGGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACC
TTACCAGCTCTTGACATCTACTGACCGGTGCGGAGACGCACTTTCCACT
TCGGTGGCGGTAAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCCATCTTCAGTTG
CCATCATTAGGTTGGGCACTCTGGAGAAACTGCCGGTGACAAGCCGGAG
GAAGGCGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGACCTCGTGAGGGGGA
GCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAG
TGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGG
CTTTACCCGAAGCCGGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCCGACCACGGT
ACGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACC
TGCGGCTGGATCACCT 

Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
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Azospirillum brasilense Sp245 AGCGGCCCTGTCAAGTGGATGCGGTCTTCGGACCGGTGTCCAGCTTGAA
CCTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCATGCCTAAC
ACATGCAAGTCGAACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGTGAGTA
ACACGTGGGAACCTGCCTTTCGGTTCGGGATAACGTCTGGAAACGGACG
CTAACACCGGATACGTCCTTCGGGAGAAAGTTTACGCCGAGAGAGGGGC
CCGCGTCCGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGCCGACGA
TCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGG
CAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGT
AAAGCTCTTTCGCACGCGACGATGATGACGGTAGCGTGAGAAGAAGCCC
CGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCGAGCGTT
GTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCTGTTTAGTCAG
AAGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAACGGCTTTTGATACTGGCAGG
CTTGAGTTCCGGAGAGGATGGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTC
GTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCATCTGGACGGAC
ACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGACGCTGGGGTGCATGCA
CTTCGGTGTCGCCGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAACCCTTGA
CATGTCCACCACCGGCTCCAGAGATGGAGCTTTCAGTTCGGCTGGGTGG
AACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTACCGCCAGTTGCCATCATTCAG
TTGGGCACTCTGGTGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGCGGGGA
TGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGCGGTGACAGTGGGATGCGAAGTCGCAAGATGGAGCCAATCCCCA
AAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGGGTGCATGAAGTT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTTACCCGAA
GGTGGTGCGCTAACCCGCAAGGG 

Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum brasilense Sp7 AY324110 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum canadense DS2 DQ393891 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum doebereinerae 63f AJ238567 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum halopraeferens DSM 3675 X79731 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum irakense Z29583 Z29583 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum lipoferum (ncimb 11861) Z29619 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum lipoferum DSM 1691 GU256441 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum melinis TMCY 0552  DQ022958 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum melinis LMG 24250 GU256442  Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum oryzae COC8 AB185396 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum picis IMMIB TAR-3 AM922283 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum rugosum IMMIB AM419042 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum sp. B510 AB049111 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
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Azospirillum zeae N7 DQ682470 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Bradyrhizobium sp. BTAi1 CP000494 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Cyanothece sp. ATCC 51142 CP000806 Cyanobacteria 
Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 Y10109 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Magnetospirillum magnetotacticum DSM 3856 Y10110 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Mesorhizobium loti MAFF303099 BA000012 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Nostoc azollae' 0708 CP002059 Cyanobacteria 
Rhizobium etli CFN 42 NR_029184 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Rhodocista pekingensis 3-p AF523824 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Rhodopseudomonas faecalis gc AF123085 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Rhodopseudomonas palustris CGA009 BX572608 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Rhodopseudomonas palustris ATCC 17001 L11664 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Rhodopseudomonas rhenobacensis Klemme AB087719 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Rhodospirillum centenum SW CP000613              Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Rhodospirillum oryzae JA318 AM901295 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Rhodospirillum rubrum ATCC 11170 CP000230 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Rhodospirillum sulfurexigens JA143 AM710622 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Sinorhizobium meliloti 1021 AL591688 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Xanthobacter agilis SA35 X94198 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Xanthobacter aminoxidans 14a AF399969 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Xanthobacter autotrophicus 7c X94201 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Xanthobacter autotrophicus Py2 X94199 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Xanthobacter flavus 301 X94199 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Xanthobacter tagetidis TagT2C X99469 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Xanthobacter viscosus 7d AF399970 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

 
CbbSL 

Species CbbS accession number CbbL accession number Form Taxonomic group 
Acidiphilium cryptum JF-5 YP_001233963 YP_001233962 IC Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Acidithiobacillus ferrooxidans  AAD30509 AAD30508 IA Gammaproteobacteria 
Acidithiobacillus ferrooxidans AAK00292 Q07087 IA Gammaproteobacteria 
Azospirillum amazonense Y2 AZA90631 AZA80325 IC Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 NP_769226 NP_769225 IC Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Bradyrhizobium sp. BTAi1 YP_001242212  YP_001242213 IC Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Bradyrhizobium sp. BTAi1 YP_001236644 YP_001236643 IC Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Bradyrhizobium sp. BTAi1  YP_001238691 YP_001238690 IA Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Burkholderia xenovorans LB400 YP_552889 YP_552888 IC Betaproteobacteria 
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Cupriavidus necator (Ralstonia eutropha)  P09658 P0C2C2 IC Betaproteobacteria 
Nitrosospira multiformis ATCC25196 YP_411384 YP_411385 IC Betaproteobacteria 

Paracoccus denitrificans P1222 ZP_00629447 ZP_00629446 IC Rhodobacterales (Alphaproteobacteria) 
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1  YP_354362 YP_354363 IC Rhodobacterales (Alphaproteobacteria) 

Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025  YP_001168903 YP_001168904 IC Rhodobacterales (Alphaproteobacteria) 
Rhodopseudomonas palustris CGA009 NP_946906 NP_946905 IC Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Rhodospirillum centenum SW ACJ01400 ACJ01401 IC Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Rhodospirillum centenum SW ACI97688 ACI97689 IA Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Sinorhizobium meliloti 1021 NP_436730 NP_436731 IC Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Xanthobacter autotrophicus Py2 YP_001416819 YP_001416820 IC Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Xanthobacter flavus P23012 P23011 IC Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

 
NifH 

Species NifH accession number or sequence Taxonomic group 
Azorhizobium caulinodans ORS 571 AP009384 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum amazonense Y2 AZA90011 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum brasilense Sp245 ATGTCTTTGCGCCAGATTGCGTTCTACGGTAAGGGCGGTATCGGAAAGT

CCACCACCTCCCAGAACACCCTGGCCGCGCTGGTCGAGCTGGATCAGAA
GATCCTGATCGTCGGCTGCGATCCGAAGGCCGACTCGACCCGCCTGATC
CTGCACGCCAAGGCGCAGGACACCGTGCTGCACCTCGCCGCCGAAGCCG
GCTCGGTCGAGGATCTGGAACTCGAGGACGTTCTCAAGATCGGCTACAA
GGGCATCAAGTGCGTCGAGTCCGGCGGTCCGGAGCCGGGGGTCGGCTGC
GCCGGCCGCGGCGTGATCACCTCGATCAACTTCCTCGAAGAGAACGGCG
CCTACGACGACGTGGACTACGTCTCCTACGACGTGCTGGGCGACGTGGT
GTGCGGCGGTTTCGCCATGCCCATCCGCGAGAACAAGGCCCAGGAAATC
TACATCGTCATGTCCGGTGAGATGATGGCGCTCTACGCCGCCAACAACA
TCGCCAAGGGCATTCTGAAGTACGCGCACAGCGGCGGCGTGCGCCTCGG
CGGCCTGATCTGCAACGAGCGCCAGACCGACAAGGAAATCGACCTCGCC
TCGGCCCTGGCCGCCCGCCTCGGCACCCAGCTCATCCACTTCGTGCCGC
GCGACAACATCGTGCAGCACGCCGAGCTGCGCCGCATGACCGTGATCGA
GTACGCGCCGGACAGCCAGCAGGCCCAGGAATACCGCCAGCTCGCCAAC
AAGGTCCACGCGAACAAGGGCAAGGGCACCATCCCGACCCCGATCACGA
TGGAAGAGCTGGAGGAGATGCTGATGGACTTCGGCATCATGAAGTCGGA
GGAGCAGCAGCTCGCCGAGCTCCAGGCCAAGGAAGCCGCCAAGGCCTGA 

Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum canadense LMG 23617 GU256446 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum doebereinerae DSM 13131 FJ799358 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum halopraeferens DSM 3675 GU256447 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum irakense DSM 11586 GU256448 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum lipoferum DSM 1691 GU256449 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum melinis LMG 24250 GU256450 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
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Azospirillum oryzae JCM 21588 AB594477 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum picis DSM 19922 GU256451 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum rugosum DSM 19657 GU256452 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum sp. B510 AP010946 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Azospirillum zeae Gr61 FR669147 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Azospirillum zeae N7 DQ682472 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Bradyrhizobium sp. BTAi1 CP000494 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Cyanothece sp. ATCC 51142 AF003336 Cyanobacteria 

Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 DQ482050 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Mesorhizobium loti MAFF303099 BA000012 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Nostoc azollae' 0708 CP002059 Cyanobacteria 
Rhizobium etli CFN 42 U80928 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Rhodopseudomonas palustris CGA009 BX572607 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
Rhodospirillum centenum SW CP000613 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 

Rhodospirillum rubrum ATCC 11170 CP000230 Rhodospirillales (Alphaproteobacteria) 
Sinorhizobium meliloti 1021 AE006469 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 

Xanthobacter autotrophicus Py2 CP000781 Rhizobiales (Alphaproteobacteria) 
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DISCUSSÃO 

Apesar de A. amazonense ter um potencial biotecnológico considerável, o escasso 

conhecimento sobre as bases moleculares de sua biologia pode dificultar a identificação e o 

entendimento dos mecanismos responsáveis pelo efeito sobre o crescimento vegetal. Dois 

fatores principais até pouco tempo intrincavam o estudo da biologia molecular desse 

organismo: a ausência de genoma sequenciado e de ferramentas genéticas específicas. 

Portanto, neste estudo, esforços visando mitigar esses problemas foram realizados. 

Previamente ao sequenciamento do genoma de A. amazonense, poucas sequências 

dessa bactéria estavam disponibilizadas publicamente no GenBank, sendo que a maioria 

delas era de rDNA 16S. Devido a essa limitação no estudo de A. amazonense, em princípio 

nosso grupo de pesquisa se deteve no isolamento de genes de interesse dessa espécie. Os 

primeiros genes isolados dessa espécie foram genes que codificavam para as proteínas 

GlnK e GlnB (SANT'ANNA, 2007; TRENTINI, 2007). Ambas proteínas são conhecidas 

como proteínas PII e têm papel-chave na regulação do metabolismo do nitrogênio 

(ARCONDÉGUY et al., 2001; LEIGH & DODSWORTH, 2007; SANT'ANNA et al., 

2009). Entretanto, as funções dessas proteínas não foram avaliadas em A. amazonense, 

tendo em vista que não havia recursos técnicos para sua caracterização.  

Embora as sequências gênicas já revelem informações importantes sobre a biologia 

dos organismos, a experimentação in vivo é uma necessidade para se correlacionar funções 

específicas a determinadas regiões de DNA. Consequentemente, um dos objetivos 

principais do presente trabalho foi otimizar técnicas moleculares para a manipulação 

genética de A. amazonense. 

Toda manipulação genética depende da transferência de DNA recombinante para o 

organismo de interesse. Em virtude disso, metodologias de transferência de DNA para A. 

amazonense foram testadas. Os vetores pPZPLACEYFP e pHRGFPGUS foram utilizados, 

pois possuem as seguintes características em comum: 

- marca de resistência à canamicina, que possibilitaria a seleção das bactérias que 

receberam os vetores; 

- genes que codificam proteínas fluorescentes, propriedade adicional que permitiria 

uma rápida avaliação da transferência de DNA. Cada vetor codifica uma proteína distinta, 

pPZPLACEYFP produz a proteína EYFP e pHRGFPGUS produz a proteína EGFP; 



 
 

86 
 

- sítios de mobilização, ou seja, que possibilitariam a transferência por conjugação 

mediada por E. coli; 

- origens de replicação de amplo espectro. O vetor pPZPLACEYFP possui a origem 

de replicação pVS1 e o vetor pHRGFPGUS possui a origem de replicação pBBR1. 

Os plasmídeos foram transferidos para A. amazonense através de conjugação 

triparental mediada por E. coli. Os transconjugantes foram confirmados por apresentarem 

resistência à canamicina e fluorescência, demonstrando que os vetores se replicam 

apropriadamente nas células receptoras. 

Como a metodologia de conjugação demanda um tempo considerável, também foi 

testada a possibilidade de se transferir DNA para A. amazonense através de eletroporação. 

Inicialmente, empregou-se uma metodologia originalmente descrita para A. brasilense 

(VAN DE BROEK et al., 1989). As células de A. amazonense cultivadas em diferentes 

fases de crescimento foram lavadas e ressuspendidas em glicerol 10% e posteriormente 

transformadas utilizando diferentes parâmetros elétricos. Entretanto, apesar de vários 

parâmetros terem sido testados, os resultados decorrentes foram negativos. Van de Broek 

et al. (1989) relataram que a eficiência de transformação entre as linhagens de Azospirillum 

era variável e que esse fato poderia ser uma consequência das diferentes constituições de 

membrana. 

Como alternativa foi também testado um protocolo de eletrotransformação de 

Magnetospirillum gryphiswaldense (bactéria da mesma família de A. amazonense) 

(SCHULTHEISS & SCHULER, 2003), que utiliza uma composição de tampão contendo 

sacarose e MgCl2, compostos que atuariam como agentes estabilizadores de membrana 

(WANG & GRIFFITHS, 2009). Através dessa metodologia de eletroporação foi possível 

obter transformantes de A. amazonense. Diferentes parâmetros de eletroporação foram 

testados e os que tiveram melhores resultados - fase log inicial de cultivo, 200 ohms, 12,5 

kV/cm - não diferiram dos geralmente utilizados em outras bactérias (LURQUIN, 1997; 

AUNE & AACHMANN, 2010). Considerando que espécies relacionadas à A. amazonense 

são recalcitrantes a metodologias de transformação (SCHULTHEISS & SCHULER, 2003; 

VAN DE BROEK et al., 1989), pode-se concluir que o protocolo de eletroporação 

otimizado para A. amazonense foi um sucesso relativo. Embora as eficiências não tenham 

sido elevadas, foram suficientes para que os objetivos subsequentes fossem concretizados. 
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Uma vez que metodologias de transferência de DNA foram estabelecidas, visou-se 

desenvolver um protocolo de mutagênese sítio-dirigida para A. amazonense. A 

metodologia empregada também foi baseada em uma técnica usualmente utilizada em A. 

brasilense. O gene alvo glnK foi interrompido por um cassete de resistência à canamicina e 

ligado em um vetor derivado do plamídeo pSUP202 que continha uma marca de resistência 

a gentamicina (dados não mostrados). A ideia original seria transferir essa construção para 

A. amazonense e isolar linhagens que fossem sensíveis à gentamicina e resistentes à 

canamicina, oriundas da substituição do alelo selvagem pelo mutante. A integração do 

plasmídeo ao genoma da bactéria foi obtida facilmente (dados não mostrados), entretanto o 

segundo evento de recombinação, que permitiria a substituição do gene alvo e a excisão do 

plasmídeo, não foi detectado, apesar de milhares de colônias terem sido analisadas. 

Alternativamente, empregou-se outra metodologia de mutagênese sítio-dirigida 

baseada em um protocolo desenvolvido para Corynebacterium glutamicum (EGGELING & 

REYES, 2005). Primeiramente, a técnica de Crossover PCR foi empregada para gerar uma 

deleção em fase no interior do gene glnK. A vantagem dessa metodologia em relação ao 

usualmente empregado em A. brasilense, que se vale da inserção de cassetes de resistência 

nos genes-alvo (LINK et al., 1997), é que teoricamente os mutantes gerados não 

apresentariam efeitos polares decorrentes da disrupção gênica. Subsequentemente, o 

produto de amplificação contendo a deleção do gene glnK foi ligado ao vetor 

pK19MOBSACB. Esse plasmídeo possui a marca de contra-seleção sacB, que codifica a 

enzima levana sacarase que é letal na presença de sacarose. Sugere-se que a levana 

produzida a partir da sacarose se acumule no periplasma, o que seria tóxico às bactérias 

gram-negativas (REYRAT et al., 1998). A função primordial dessa marca é facilitar a 

contra-seleção de linhagens que realizaram o segundo evento de recombinação, ou seja, as 

bactérias que se desenvolverem na presença de sacarose provavelmente substituíram o 

alelo selvagem e tiveram o plasmídeo removido do genoma. 

A construção resultante, denominada pK∆K, foi transferida para a bactéria por 

conjugação e uma colônia resistente à canamicina e sensível à sacarose foi isolada, 

confirmando que o vetor foi integrado ao genoma. Em seguida, essa a linhagem 

merodiplóide, ou seja, que possui ambos alelos, selvagem e mutante, foi cultivada por 

várias gerações objetivando a eliminação do vetor integrado e a substituição do alelo 

selvagem pelo mutante. Como consequência, colônias resistentes à sacarose e sensíveis à 
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canamicina foram isoladas, indicando que mutantes em fase de A. amazonense foram 

gerados. A análise dos mutantes por PCR confirmou que esse sistema de mutagênese sítio-

dirigida pode ser satisfatoriamente empregado em A. amazonense. 

Neste trabalho, também foi desenvolvido um sistema-repórter baseado na expressão 

da proteína fluorescente EYFP. Com esse sistema aliado à análise in silico, foi possível 

detectar promotores sigma 70 putativos de A. amazonense. Sua aplicação principal seria a 

investigação de elementos envolvidos na regulação transcricional. 

A otimização de técnicas de manipulação genética para A. amazonense viabiliza 

inúmeras possibilidades. Por exemplo, em A. brasilense já foram realizados experimentos 

de expressão heteróloga de genes de interesse. Em 2004, Jayaraj et al. (2004) transferiram 

para essa espécie um plasmídeo que codificava uma quitinase vegetal. Como resultado, os 

transconjugantes apresentaram atividade inibitória contra fungos patógenos de plantas. Em 

outro estudo, um plasmídeo contendo o gene da enzima 1-aminociclopropano-1-

carboxilato (ACC) desaminase de Enterobacter cloacae foi transferido para A. brasilense. 

Essa enzima tem a propriedade de degradar o precursor de etileno, fitormônio que tem 

efeito inibitório na expansão celular vegetal. As bactérias que receberam o vetor foram 

capazes de promover o crescimento de plântulas de tomate (HOLGUIN & GLICK, 2001). 

Além desses, um trabalho recente demonstrou que plantas de trigo tiveram sua biomassa 

aumentada ao serem inoculadas com linhagens de A. brasilense contendo vetores que 

expressavam o gene ipdC (envolvido na produção do fitormônio estimulador ácido indol-

acético, AIA) (BAUDOIN et al., 2010). Até o momento, trabalhos desse tipo ainda são 

ocasionais, mas demonstram o potencial que a engenharia genética oferece. Embora, em 

geral, exista considerável resistência ao uso de organismos geneticamente modificados, 

não seria razoável descartar a perspectiva de se desenvolver linhagens de A. amazonense 

mais eficientes na estimulação do crescimento vegetal. 

A segunda parte do trabalho se deteve na análise do genoma de A. amazonense. A 

publicação do draft do genoma dessa bactéria foi possível graças ao advento de tecnologias 

de sequenciamento mais eficientes, no caso, o pirosequenciamento. Entretanto, em virtude 

dos problemas intrínsecos da técnica (KIRCHER & KELSO, 2010) e da complexidade do 

genoma em questão, que é relativamente grande e rico em sequências repetitivas, a 

montagem das sequências está longe do ideal. Um fato que ilustra bem esse problema é o 

número elevado de contigs que compõem esse genoma. Além disso, o tamanho do genoma 
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predito de 7,3 Mpb (MARTIN-DIDONET et al., 2000) não condiz com o tamanho do 

genoma sequenciado de 7 Mpb. A principal causa disso é que muitos reads de sequências 

repetitivas, como de transposases e de rDNA ribossômico, ficaram condensados em 

contigs únicos no processo de montagem (Luiz Gonzaga Paula de Almeida, LNCC, 

comunicação pessoal). Portanto, no estágio em que se encontra o genoma, análises 

quantitativas dos elementos repetitivos ainda não são confiáveis. No entanto, a cobertura 

de sequenciamento estimada em 35 x garante a acurácia das sequencias disponibilizadas. 

Por enquanto, foram anotadas cerca de 3300 CDSs no genoma de A. amazonense. 

Esse número está ainda muito abaixo do número de CDSs presentes em genomas de 

tamanho semelhante ao de A. amazonense, como por exemplo, os genomas de A. 

brasilense Sp245 com 6927 CDSs distribuídas em 7,5 Mpb 

(http://genome.ornl.gov/microbial/abra/19sep08/) e de Azospirillum sp. B510 com 6309 

CDSs em 7,6 Mpb (KANEKO et al., 2010). Portanto, esforços ainda têm de ser realizados 

para melhorar a qualidade da montagem e da anotação do genoma de A. amazonense. 

Mesmo com esses problemas, a quantidade de informação adquirida pelo 

sequenciamento do genoma de A. amazonense foi significativa. Através de uma abordagem 

direcionada a genes de interesse, foi possível elucidar aspectos relevantes de sua evolução 

e fisiologia. 

Do ponto de vista evolutivo, seria importante destacar dois pontos capitais. Primeiro, 

a maior semelhança de grande parte dos genes de A. amazonense com os de R. centenum. 

Essa observação confirma resultados de análises filogenéticas usando rDNA 16S, que 

demonstraram a estreita relação entre ambas espécies bacterianas (FANI et al., 1995; 

ZHANG et al., 2003). A maior implicação desses resultados é que futuramente a 

taxonomia de A. amazonense e R. centenum tenha de ser revista. 

O segundo ponto importante está relacionado com alguns genes de A. amazonense 

que são mais similares com os de membros da ordem Rhizobiales (famílias 

Bradyrhizobiaceae e Xanthobacteriaceae) do que com os de integrantes da própria ordem. 

Um exemplo notável corresponde ao sistema de fixação de nitrogênio de A. amazonense. 

Em relação a esse caso particular, é tentadora a hipótese de que tenha ocorrido um evento 

de transferência horizontal gênica entre o ancestral de A. amazonense e um membro da 

ordem Rhizobiales. Essa possibilidade não seria um caso isolado, já que diferentes estudos 

já demonstraram a transferência horizontal de genes da nitrogenase entre bactérias 
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(BOLHUIS et al., 2009; CANTERA et al., 2004). De fato, em procariotos, quando existe 

uma incongruência entre a história filogenética da espécie em relação a do gene, a 

transferência lateral de genes é a primeira conjectura considerada (DAUBIN et al., 2003). 

Se confirmada essa possibilidade, mais uma vez ficaria exemplificada a plasticidade 

dos genomas bacterianos, que são receptivos a inovações genômicas em razão da dinâmica 

do ambiente em que vivem (GOGARTEN & TOWNSEND, 2005). Entretanto, mais 

evidências seriam necessárias para descartar um provável caso de pseudo-ortologia 

(GOGARTEN & TOWNSEND, 2005), ou seja, onde uma duplicação gênica ocorrida no 

ancestral seguida de perdas gênicas diferenciais em cada linhagem mais recente também 

poderia explicar a topologia da árvore de nifH. Talvez a consequência maior da 

identificação dessas incongruências evolutivas é que a espécie A. brasilense nem sempre 

seria o modelo mais adequado para se basear. 

Do ponto de vista fisiológico, o genoma contribuiu para se identificar características 

do metabolismo de A. amazonense antes desconhecidas. A descoberta mais importante foi 

a localização de genes que codificam para a enzima RubisCO, envolvida na fixação de 

carbono. Portanto, a bactéria em questão poderia ter hábito autotrófico, já que utilizaria gás 

carbônico como fonte de carbono para sua subsistência. 

Outras revelações dignas de menção foram as contradições encontradas entre os 

dados gerados pelo sequenciamento em relação aos de estudos prévios. Por exemplo, o 

estudo de Martínez-Drets et al. (1985) sugeriu que A. amazonense não possuiria a via 

glicolítica no metobolismo do carbono, visto que não foram detectadas as atividades das 

enzimas fosfofrutoquinase e frutose bisfosfato aldolase em seu extrato celular. Entretanto 

os genes que codificam para tais proteínas estão presentes no genoma. Similarmente, 

apesar de o genoma apresentar um gene putativo que codificaria para uma provável 

homoserinalactona sintetase, o estudo de Vial et al. (2006) não detectou homoserina 

lactonas na cultura de A. amazonense Y2. Portanto, ao menos duas possibilidades 

explicariam esses resultados discrepantes: a ocorrência de artefatos técnicos que 

comprometeram as atividades das enzimas ou que impediram a sua detecção, ou talvez a 

existência de algum problema particular da espécie que impeça a apropriada expressão ou 

atividade dessas enzimas, como por exemplo, mutações em sítios críticos. Além desses 

casos, chamou atenção a presença de três genes que codificam proteínas PII no genoma, 

apesar de anteriormente se considerar que havia apenas dois deles (POTRICH et al., 2001; 
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SANT'ANNA, 2007). Essa seria uma característica diferencial em relação à espécie A. 

brasilense, possuidora de duas proteínas PII, que denotaria uma maior complexidade do 

sistema de regulação do metabolismo nitrogênio, visto que essas proteínas interagem com 

diversas proteínas-alvo. 

Além dos aspectos evolutivos e fisiológicos, o genoma também revelou genes que 

podem ter influência direta e indireta sobre a capacidade de A. amazonense em promover o 

crescimento vegetal. Concernente aos mecanismos diretos de promoção, além dos genes de 

fixação, foi identificado um gene que codifica para uma provável nitrilase, que poderia 

estar envolvida na síntese de AIA, composto conhecido por estar envolvido na regulação 

do crescimento vegetal (KRIECHBAUMER et al., 2007). Um recente estudo realizado 

com A. brasilense demonstrou que esse fitormônio não atua somente na planta, mas 

também altera a expressão de vários genes bacterianos, como por exemplo, os que 

codificam o sistema de secreção do tipo VI, envolvido na interação de bactérias com 

eucariotos (VAN PUYVELDE et al., 2011). Seria relevante verificar futuramente se esse 

gene de A. amazonense está realmente envolvido na síntese de ácido indolacético e caso 

confirmado, avaliar suas influências diretas. 

Ainda que mecanismos indiretos de promoção do crescimento vegetal não tenham 

sido avaliados em A. amazonense, foram detectados genes que poderiam atuar no 

antagonismo de organismos patogênicos. Nesse sentido destaca-se o gene que codifica para 

uma provável homoserinalactonase. Tendo em vista que as bactérias patogênicas 

dependem de quorum sensing para exercer sua virulência, essa enzima impediria que esse 

processo ocorresse pela degradação de homoserinalactonas (LOH et al., 2002; PARK et 

al., 2003). 

Embora a análise do genoma seja preliminar, já demonstrou a complexidade e 

versatilidade do genoma de A. amazonense. Cabe reiterar a necessidade de estudos para se 

compreender funcionalmente as sequências disponibilizadas. Por exemplo, das sequências 

codificantes anotadas, pelo menos um terço tem função desconhecida. Além disso, uma 

vez que as funções dos genes, durante o processo de anotação do genoma, são designadas 

através de análises comparativas in silico, as ferramentas genéticas otimizadas nesse 

trabalho serão aliadas fundamentais para se confirmar as predições e para se descobrir 

novas funções gênicas. Nesse sentido, a metodologia de mutagênese sítio-dirigida será 
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indispensável. Além disso, o sistema repórter desenvolvido poderá ser utilizado na 

investigação de promotores e sítios reguladores preditos no genoma de A. amazonense. 

Neste trabalho, avanços significativos concernentes ao estudo da biologia da espécie 

A. amazonense foram estabelecidos. Com isso, espera-se que futuramente as bases 

moleculares do processo de promoção do crescimento vegetal sejam melhor 

compreendidas. Contudo, tendo em vista a alta complexidade da biologia molecular desse 

microrganismo, estudos têm que ser intensificados para que isso se concretize. 
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PERSPECTIVAS 

- Otimizar a montagem do genoma, visando diminuir ao máximo o número de 

contigs; 

- Analisar continuamente a anotação dos genes; 

- Reclassificar taxonomicamente os integrantes do clado que contém as bactérias A. 

amazonense, A. irakense, Rhodocista spp. e Skermanella spp.; 

- Expressar e caracterizar a enzima putativa nitrilase; 

- Expressar e caracterizar a enzima putativa homoserinalactonase; 

- Construir e avaliar mutantes de genes potencialmente envolvidos no processo de 

estimulação do crescimento vegetal, principalmente os da fixação do nitrogênio e da 

síntese de fitormônios; 

- Identificar regulons de interesse, ou seja, identificar elementos transcricionais trans 

e cis-atuantes e os genes por eles regulados; 

- Identificar genes expressos durante o processo de fixação do nitrogênio através de 

análises proteômicas e transcriptômicas; 

- Avaliar se A. amazonense é capaz de antagonizar patógenos vegetais; 

- Avaliar a capacidade de A. amazonense em fixar gás carbônico; 

- Reavaliar a capacidade de A. amazonense em utilizar glicólise através da via 

glicolítica; 

- Reavaliar a capacidade de A. amazonense em realizar quorum sensing; 

- Avaliar a importância da transferência horizontal gênica no processo evolutivo de 

A. amazonense. 
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Summary 

Several Mycoplasma species have had their genome completely sequenced, including 

four strains of the swine pathogen Mycoplasma hyopneumoniae. Nevertheless, little is 

known about the nucleotide sequences that control transcription initiation in these 

microorganisms. Therefore, with the objective of investigating the promoter sequences of 

M. hyopneumoniae, 23 transcriptional start sites (TSS) of distinct genes were mapped. A 

pattern that resembles the σ70 promoter -10 element was found upstream of the TSSs. 

However, no -35 element was distinguished. Instead, an AT-rich periodic signal could be 

observed. About half of the experimentally defined promoters possessed the string 5'-

TRTGn-3', which was identical to the -16 element usually found in Gram-positive bacteria. 

The defined promoters were utilized to build position-specific scoring matrices (PSSM) in 

order to scan putative promoters upstream of all coding sequences (CDSs) of the M. 

hyopneumoniae genome. Two hundred and one signals were found distributed in 169 

CDSs. Most of these sequences were located up to 100 nucleotides from the start codons. 

This study shows that the number of promoter-like sequences in the M. hyopneumoniae 

genome is more frequent than expected by chance, indicating that most of the sequences 

found are probably biologically functional. 
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