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Tradicionalmente diversas técnicas fenotipicas sdo aplicadas para caracterizar bactérias, entretanto, os
avancos nas teécnicas moleculares tém possibilitado maiores indices de especificidade e confiabilidade.
Nesse caso, a maioria dos métodos utilizados compreende a aplicacdo de PCR (Polymerase Chain
Reaction) para estudos de marcadores genético-moleculares, dentre eles se destaca 0 gene 16S rDNA,
devido sua elevada conservacdo intraespecifica. Zymomonas mobilis tem atraido consideravel interesse
devido a sua elevada aptiddo biotecnoldgica. A variabilidade genética em sete linhagens de Zymomonas
mobilis UFPEDA foi analisada por meio do sequenciamento e perfil de restricdo do gene 16S rDNA. Cada
linhagem foi cultivada em meio SSDL por 24 horas & 30° para extragdo de DNA. As reacdes de PCR
foram realizadas com iniciadores e condicfes especificas para a amplificacdo do gene 16S rDNA. Os
fragmentos obtidos foram sequenciados e analisados com os programas BLASTn e MultAlin. Os perfis de
restricdo tedrico das endonucleases de restricho Haelll, Ndell e Stul foram gerados a partir do
DistinctiEnz. Por fim, foi construido um cladograma com o programa ClustalW pelo método de neighbor-
joining. Verificou-se o grau de conservacdo do gene 16S rDNA de linhagens de Z. mobilis UFPEDA,
sendo possivel observar diversos eventos de mutagdes pontuais, responsaveis pelo diferente padrdo de
clivagem entre as linhagens UFPEDA e as linhagens das cole¢des européias, ndo sendo possivel subtipar
as primeiras por esta técnica. Este trabalho evidéncia diferencas genéticas nas linhagens UFPEDA que
devem ser relacionadas com o padrdo fisiologico visando aprimorar a aptiddo biotecnoldgica dessa
colecéo.
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Genetic Variability of Zymomonas mobilis UFPEDA strains by 16S rDNA Gene Sequencing

Traditionally, several phenotypic techniques have been applied to investigate bacterial characterization,
however, advances in molecular techniques have enabled higher levels of specificity and reliability. In
this case, most methods used include the application of PCR (Polymerase Chain Reaction) studying
genetic-molecular markers, among them stands the 16S rDNA, because of its high intraspecific
conservation. The bacterium Z. mobilis has attracted considerable interest due to its biotechnology
potential. The genetic variability among seven strains of Zymomonas mobilis UFPEDA was analyzed by
the sequencing and the restriction patterns of 16S rDNA. Each strain was grown in SSDL for 24 hours at
30 degrees, followed by centrifugation and DNA extraction. PCR reactions were performed with primers
and conditions for amplification of the 16S rDNA. The fragments were sequenced and analyzed with the
programs BLASTn, MultAlin. The theoretical restriction patterns of restriction endonucleases Haelll,
Ndell and Stul were generated from DistinctiEnz. Finally, a cladogram was built using the program
ClustalW by neighbor-joining method. It was verified the degree of conservation of the 16S rDNA of
strains of Z. mobilis, and can be observed several events of mutations that certainly was responsible for
the different pattern of cleavage between the UFPEDA lines o and the lines of European collections, it is
not possible subtyping the first by this technique. This work evidences genetic differences in UFPEDA
strains which to be related to the physiological pattern aiming to improve the biotechnology ability of this
collection.
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1. INTRODUCAO
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Zymomnas. mobilis sdo bactérias gram-negativas, anaerdbias facultativas, pertencentes ao
subgrupo o proteobactérias. Microscopicamente, as células se apresentam em forma de
bastonetes curtos e grossos, com 2,0 a 6,0 um de comprimento e 1,0 a 4,0 um de largura,
geralmente agrupadas aos pares e apresentam de 1 a 4 flagelos. Essas bactérias ndo formam
esporos ou capsula e também ndo apresentam lipidios intracelulares ou glicogénio. Apresentam
colbnias de coloracdo branca, lenticulares, de bordas irregulares. Em meio liquido, seu
crescimento é caracterizado pela alta densidade celular dispersa, como também pelo sedimento
[1,2,3,4].

Essas bactérias ocorrem em regides de clima tropical, normalmente associada a plantas com
seivas contendo alto teor de agUlcar, ndo sendo patogénica ao homem, animais ou plantas. O
crescimento pode ocorrer em pH de 3,5 a 7,5 e em temperatura variando entre 25° a 42°C.
Muitas linhagens sdo tolerantes ao alcool, crescendo em meio com glicose acima de 25%. A
cepa de Z. mobilis CP4, por exemplo, cresce a temperatura de 38°C e ndo tolera concentracao de
cloreto de sédio (NaCl) maior que 1% [5, 6, 7].

Z. mobilis tem atraido consideravel interesse como resultado de seu rapido metabolismo e
eficiente habilidade em produzir etanol a partir de aglcares simples. No entanto, apesar das
aparentes vantagens como maiores rendimentos, taxas de crescimento especificas mais rapidas,
menor produgdo de biomassas, ndo necessidade de adi¢do controlada de oxigénio e boa
receptividade & manipulagdo genética, principalmente quando comparada a Saccharomyces
cerevisiae, principalmente micro-organismos utilizados na producdo de etanol; ainda ndo
existem, plantas em escala industrial que utilizem Z. mobilis para producdo de etanol
combustivel [8].

Atualmente, muitos avangos vém sendo obtidos na genética de Z. mobilis com o emprego de
técnicas da biologia molecular, as quais podem ser utilizadas para as mais diversas aplicagdes,
visando estudos de biodiversidade bem como das principais enzimas envolvidas na utilizacdo de
agucares [9, 10, 11, 12], e produgéo de levana [10].

A Colecdo de Culturas de Micro-organismos do Departamento de Antibi6ticos (UFPEDA)
teve seu inicio em 1951, com culturas trazidas do México pelo Professor Oswaldo Gongalves de
Lima. O acervo inicial era de cerca de 200 linhagens, formado por actinobactérias, leveduras e
eubactérias, e dentre essas estava a linhagem de Z. mobilis AG-11. Com a fundacéo do Instituto
de Antibio6ticos em oito de marco de 1952, a colecdo foi consolidada, tendo como funcdo
principal a preservacdo de micro-organismos produtores de antibidticos, isolados e identificados
por pesquisadores do proprio Instituto e de outras instituicGes. Em decorréncia da ampliacdo das
areas de pesquisa do Instituto, ao longo dos anos foram adicionadas linhagens microbianas de
interesse para a indlstria, para a salde humana e animal, para a agricultura e para 0 meio
ambiente.

Desse modo as linhagens de Z. mobilis depositadas na Cole¢do de Culturas da UFPEDA
representam um patrimdnio de grande importancia biotecnolégica em decorréncia dos varios
metabdlitos produzidos por esta bactéria. Desde 1976 métodos para identificacdo e
caracterizacdo de Z. mobilis sdo baseados em testes fisioldgicos [2]. Estes testes consumem
tempo e frequentemente sdo duvidosos. A diferenciacdo de linhagens de Z. mobilis ao nivel de
subespécies, baseado em testes fisiolégicos inclui o cultivo a 36°C e na avaliacdo do
crescimento na presenca de 0,5% NaCl, 0,0075% KCN ou 0,2% de sais biliares. Estes testes
consumem tempo e frequentemente sdo duvidosos [13]. Por isso, técnicas moleculares sdo
propostas como uma alternativa interessante para caracterizacao da variabilidade genética destas
bactérias.

Fazem parte do acervo da Colecdo UFPEDA 34 linhagens de Z. mobilis isoladas de varias
destilarias do Nordeste e Sudeste, bem como variantes obtidas pela fusdo de esferoplastos por
varios pesquisadores do Departamento de Antibidticos [14]. Portanto, técnicas moleculares s&o
importantes para avaliar a diversidade intraespecifica destas linhagens. Algumas dessas
linhagens ja foram caracterizadas quanto ao perfil plasmidial [15, 16]; pela analise de proteinas
totais (SDS-PAGE) e por técnicas moleculares como RAPD e rep-PCR [17, 18]. Entretanto,
uma caracterizagdo molecular mais detalhada ainda ndo foi efetuada.

Os é&cidos ribonucleicos ribossomais (rRNA) sdo considerados os biopolimeros mais
adequados para estudos de diversidade. Seus genes, os rDNA, sdo universalmente distribuidos
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entre os diversos grupos de seres vivos e apresentam elevado grau de conservagdo [19]. Todas
as células vivas contém rRNA classificados pela constante de sedimentacdo (Svedberg ou S). As
células procaridticas possuem rRNA 23S, 16S e 5S que junto a proteinas constituem 0s
ribossomos bacterianos. Os genes ribossomais sdo 0s genes mais estudados em bactérias [20].
Neste trabalho foi analisada a variabilidade genética de sete linhagens de Z. mobilis por meio do
sequenciamento e andlise filogenética do gene ribossomal 16S (16S rDNA).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material Bioldgico

As linhagens de Zymomonas mobilis foram isoladas de diversos habitats e fazem parte do
acervo da Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco — UFPEDA (Tabela 1).

2.2 Extracdo De Dna

Z. mobilis foi cultivada a 30° C, em tubos de ensaio contendo o meio padrdo SSDL. Apoés 24
horas de cultivo cada cultura foi centrifugada em tubo Falcon por 10 minutos a 1.000 Xg. O
sobrenadante foi descartado e acrescentado ao pellet 500 pL de tampéo TE (constituido de Tris-
HCI 1M pH 8,0 a 1%; e EDTA 0,5M pH 8 a 0,2%). O material foi ressuspendido e novamente
centrifugado nas mesmas condicdes anteriores, por duas vezes.

Em seguida foi acrescentado 0,10g de silica especial para extracdo de DNA e 40uL de
Dodecil sulfato de sodio (10%), seguida de agitacdo no “Bead-beater” por 60s/3.500 a 4.200
bpm e centrifugado por 10 minutos a 14000 Xg. O sobrenadante foi transferido para um
microtubo limpo e acrescentado 450 pL de clorofil (solu¢do de cloroférmio e alcool isoamilico
na proporcao de 24:1). misturado por inversdo e repetido a centrifugacdo nas mesmas condicoes.
Do sobrenadante, foi transferido 200 pL para um microtubo limpo, adicionado 20 pL de NaCl
5M e 120 pL de isopropanol e misturado por inversdo. Ap6s 10 minutos de repouso o material
foi centrifugado nas mesmas condicOes anteriores, e ao precipitado foi acrescentado etanol a
70% (gelado) seguido de centrifugacdo por 5 minutos. Apds a centrifugacéo, o sobrenadante foi
descartado e o microtubo foi invertido na estufa a 37°C por 30 minutos. Em seguida, as amostras
foram ressuspendidas em 50 pL de tampéo TE e colocado a -20°C.

Tabela 1: Relacao das linhagens de Zymomonas mobilis UFPEDA.

NUmero Sigla Autor Local
UFPEDA
202 CP4 Gongalves de Lima et al., 1970 Recife/PE
204 Z-2-80 Falcéo de Morais et al., 1983 Séo Paulo
206 P3 Falcdo de Morais et al., 1983 Engenho Pitu,
Vitdria de Santo Antdo/PE
208 Z-1-8la Falcdo de Morais et al., 1983 Usina Bulhdes, Jaboatéo/PE
241 ZAG-12 Calazans et al., 1989 -
355 Z-1-87 Falcéo de Morais et al., 1993 Engenho de Alagoas/AL
356 Z-1-88 Falcéo de Morais et al., 1993 Usina Laranjeiras, Vicéncia/PE

Para avaliar a qualidade do DNA, 5 pL dessa suspensédo foi adicionado a um microtubo e misturados a 3
pL de tampdo de amostra (glicose a 15%, azul de bromofenol a 0,25%) e aplicado em gel de agarose a 1%
utilizando como marcador Lambda HindlIl (Q-Bio Gene).

2.3 Amplificacdo Do Gene 16s Rdna

Para caracterizacdo molecular das linhagens de Z. mobilis foram utilizados iniciadores
especificos para amplificacdo do gene RNA ribossémico 16S (16S rDNA). Na amplificacdo das
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amostras, foram utilizados tamp&o 1X, MgCl, (1,5 mM) e Taq polimerase (0,05 U pL™) do kit
GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega), dNTPs (0,2 mM) (Promega) e iniciadores (1,0
uM/cada) (Integrated DNA Techonologies), diluidos em &gua MiliQ esterilizada (Tabela 2). O
volume total da reacdo foi de 25uL, sendo 1,0pL de DNA adicionado para cada reagdo. As
reacBes de PCR foram realizadas no termociclador PROGENE (Techne, Cambridge, UK).

O gene do RNA ribossomal 16S (16S rDNA) foi amplificado utilizando oligonucleotideos
iniciadores universais (21).As reacGes de PCR foram realizadas no termociclador PROGENE
(Techne, Cambridge, UK), programado com um ciclo inicial de 2 minutos a 40°C, conforme
recomendado pelo fabricante, mais 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos, cada ciclo
consistindo de uma etapa de desnaturacdo (1 minuto a 94°C), uma etapa de pareamento (30
segundos a 60°C) e uma etapa de alongamento (2 minutos a 72° C) e, por fim, uma etapa de
extensao final a 72°C por 10 minutos (Tabela 2).

Tabela 2: Primers e condicBes utilizados na amplificagdo do gene 16S rDNA das linhagens de
Zymomonas mobilis — UFPEDA.

GENE PRIMER SEQUENCIA (5°-3°) Condicdes de PCR
16S fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 5 min a 94°C,
rDNA 30x (Imina 94° C, 30s a
60°C, 2min a 72°C) e
rD1 AAGGAGGTGATCCAGCC 10mina72°C

Apo6s o processo de amplificacdo, 5uL de cada reacdo de PCR foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), em tampéo de corrida, utilizando o marcador lambda
Hindlll. O gel foi corado com Sybr® Green, observado em um transiluminador U.V. e, em
seguida, fotodocumentado.

2.4 Sequenciamento Do Dna E Andlise Das Sequéncias

Os produtos obtidos via PCR forma clonados em vetor T/A pCR2.1 TOPO (Invitrogen) de
acordo com as instrucfes do fabricante e transformadas em células de Escherichia coli DH5a.
As colonias transformadas foram inoculadas em meio de cultura LB acrescido de 100 mgL™ de
ampicilina. As col6nias obtidas foram sequenciadas em sequenciador automatico de DNA ABI
3100.

2.5 Analise Das Sequéncias E Construcdo Filogenética

Todas as sequéncias de 16S rDNA de Z. mobilis obtidas foram comparadas com outras
sequéncias depositadas no banco de dados Genbank do NCBI usando a ferramenta BLASTn
[22] (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/).

As sequéncias obtidas foram alinhadas multiplamente com o software Multialin [23], e, junto
com outras sequéncias depositadas no GenBank foram analisadas com o programa ClustalW
[24] com construcdo de um cladograma pelo método neighbor-joining [25]. Perfis de restricao
tedricos foram determinadas utilizando o programa DistinctiEnz disponivel online
(www.bioinformatics.org), utilizando as enzimas Haelll, Ndell e Stul [26].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analise Das Sequéncias
As sequéncias do gene 16S rDNA foram obtidas ap6s a amplificagdo do DNA gendmico

purificado das linhagens de Z. mobilis UFPEDA (CP4, Z-2-80, P3, Z-1-81A, ZAG-12, Z-1-87 e
Z-1-88). O tamanho do fragmento amplificado obtido variou conforme a linhagem de 666 pb (Z-
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1-81A) a 1306 pb (Z-2-80) (Tabela 3). O sequenciamento do gene 16S rDNA tém sido
extensamente utilizado em estudos de identificacdo e da diversidade bacteriana [27, 28, 29].

O alinhamento maltiplo das linhagens de Z. mobilis UFPEDA realizado com o programa
MultAlin permite verificar regides génicas com elevada conservacdo como a regido entre o
nucleotideo 92 e 390 (Figura 1), onde sdo encontrados poucos gaps e algumas mutacbes de
bases. Exemplos de mutacdo pontual do tipo transi¢do de bases nesta regido, caracterizado pela
substituicdo de bases do mesmo tipo, ocorrem nas posi¢es 113 (onde uma Guanina substitui
uma Adenina na linhagem CP4) e 262 (Guanina substitui uma Adenina na linhagem Z-1-88),
entre outros. Nesta regido também podemos observar mutagdes pontuais do tipo transversao
(substituicdo de uma base por outra de classe diferente), como a encontrada na posicao 284 na
qual Z-1-88 e Z-1-81A possuem uma citosina substituindo a guanina encontrada nas demais
linhagens.

Nas outras regides dos fragmentos amplificados podemos observar diversos outros exemplos
de mutagbes pontuais, principalmente na linhagem Z-1-81A. Essas mutag0es pontuais sdo
também chamadas de polimorfismos de base Unica (SNPs — Single Nucleotide Polymorphism)
sdo a forma mais frequentes de variacdo na sequéncia de DNA encontrada nos organismos [30].

Nas sequéncias analisadas observou-se diferentes graus de semelhancas com linhagens padréo
de colecdes internacionais: Z. mobilis subsp. mobilis ZM4, Z. mobilis subsp. pomaceae ATCC
29192 e com Z. mobilis subsp. mobilis LMG 445 (tabela 3).

As linhagens CP4, Z-2-80, P3, Z-1-81a, ZAG-12, Z-1-87, Z-1-88 apresentam 1152, 1306,
1138, 666, 1206, 1146 e 1158 pares de bases respectivamente. A linhagem CP4 teve 90% de
semelhanca com Z. mobilis ZM4 e 89% com as linhagens Z. mobilis ATCC 29192 e Z. mobilis
LMG 445. As linhagens Z-2-80, P3, Z-1-81a e Z-1-87 obtiveram 90% de semelhanca com as
linhagens padréo 1, 2 e 3. Enquanto que a linhagem ZAG-12 teve 92% de semelhanga com as
trés linhagens padrdo. J& a linhagem Z-1-88 obteve 90% de semelhanca com ZM4 e 89% com as
linhagens Z. mobilis ATCC 29192 e Z. mobilis LMG 445.

Para considerar que uma linhagem pertence a uma determinada espécie € necessario que ela
possua uma homologia na sequéncia do gene 16S rDNA igual ou superior a 98% (31). Nas
estudadas ndo se verificou esse grau de homologia com as linhagens depositadas no GenBank,
iSSO certamente ocorreu porque essas sequéncias representam apenas uma fragmento parcial do
gene 16S rDNA. Os alinhamentos obtiveram o score maximo e e-value igual a zero.
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1 1
GCGTTTGGCTTATCCCAC==--CTTATCTGGCAGAGGAGTGACCATGGC--TTCGGECTTATT-GTGCA-GGTTGCG-ARCGCGGC-CTTTTCTGCCTTC-GGTACGEARTAGC TAGEGGAAACTCGAGL
GGACTTGTTTTTTC-GTGAGACTGAGC TAGCA--GTTARA--GCTTGA--T-CGGGC T TAG-GGCGCACGGCTGCGTARCGLGT-GTTTATCTGCCTTCAGGTACGGARTAAC TAGGEGGAAACTCCAGL:
CGAARTTTTTTTCA-ACAGTGL TGACCCTGCA--GTCGARC-GATGGA--TTCGGLCTTAGTGGCGCACGGETGCGTARCGEGT-GGGAATCTGCCTTCAGGTACGGARTARCTAGEGGAARACTCGAGE
GGGTTGGGTTATACATGCAGTGC T-ACTCTGCA--GTTGARAAGATGGAGATACGGEL TTAG--GGGCARGGGTGCGTARCGCGCCGCTARTCTGCCTTCAGGTACGEARTARC TAGGEGGAAACTCGAGL

GGATARGGTTTTCATCTGTGC TGACCCTGCA--GTCGARCG-ATGGC--TTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGTGCGTARCGLGT-GGGAATCTGCCTTCAGGTACGGEARTARC TAGEGGAAACTCGAGE
GGGARTTAGATTATCGTCAGTGCTGACAGTGCA-AGTCGAACGCATGGC—-TTCGGEL T TAGTGGCGCACGECTGCGTARCGLGT-GGGARTCTGCCT TCAGGTACGGARTARC TAGGGGAAACTCGAGE

ATTTGGCTTTTCGCGCTGTGC TGACTCTTCC--GGCGARCGAT TAGA--TACGGEC TTAG-GGCGCACGGCTGCGTARCGLGT-GGGAATCTGCCTTCAGGTACGGEARTARC TAGEGGAAACTCGAGL
«.gbbbppctTebe ool gbplTeAc. cbela. GepcGaacg.aTgha T.CGGCTTAg.2GeGCAcGGeTGCGEARCGLGE . 2peaaTCTGCCTTCAGGTACGGARTAACTAGGGGAAACTCGAGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I
TAATACCGTATGATATCGAGAGATCARRGATTTATCGCCTGAAGATGAGCCCGCGT TGGATTAGCTAGT TGGTAGGG TRAAAGGC T TACCAAGGCGACGATCCATAGCTGG TCTGAGAGGATGATCAGCCA
TAATACCGTATGATATCGAGAGATCARRGATTTATCGCCTGARGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGT TGGTAGGGTAAAGGC TTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
TAATACCGTATGATATCGAGAGATCARRGATTTATCGCCTGARGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTAGGG TAARGGL TTACCARGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
TAATACCGTATGACATCGAGAGATCARAGATTTATCGCCTGAAGATGAGCCCGCGT TGGATTAGCTAGT TGGTAGGG TAAAGGC T TACCAAGGCGACGATCCATAGCTGG TCTGAGAGGATGATCAGCCA
TAATACCGTATGATATCGAGAGATCARRGATTTATCGCCTGARGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGT TGGTAGGGTAAAGGC TTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
TAARTACCGTATGATATCGAGAGATCARRGATTTATCGCCTGARGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTAGGG TAARGGL TTACCARGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
TAATACCGTATGATATCGAGAGATCARRGATTTATCGCCTGAAGATGAGCCCGCGT TGGATTAGCTAGT TGGTACGG TAAAGGC T TACCAAGGCGACGATCCATAGCTGG TCTGAGAGGATGATCAGCCA
TARTACCGTATGATATCGAGAGATCARRGATTTATCGCCTGARGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTAgGGTARAGGC TTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC TACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACARTGGGGGARACCCTGATCCAGCARTGCCGCGTGAGTGARGARGGCCTTAGGGTTGTARARCTCTTTTACC
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT TGGACAAT GGGGGARACCCTGATCCAGCARTGCCGCGTGAGTGARGAAGGCC TTAGGGTTGTARAGCTCTTTTACC
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACAATGGGGGARACCCTGATCCAGCARTGCCGCGTGAGTGARGARGGCCTTAGGGTTGTARAGCTCTTTTACC
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC TACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACARTGGGGGARACCCTGATCCAGCARTGCCGCGTGAGTGARGARGGCCTTAGGGTTGTARAGCTCTTTTACC
CGCTGGGACTGAGACACGGCCCACACTCCTACGGGAGGCAGCGE TGGGGAATAT TGGACAAT GGGGGARACCCTGATCCAGCARTGCCGCGTGAGTGARGAAGGCC TTAGGGTTGTARAGCTCTTTTACC
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACAATGGGGGARACCCTGATCCAGCARTGCCGCGTGAGTGARGARGGCCTTAGGGTTGTARAGCTCTTTTACC
CACTGGGACTGAGACACGGCCCACACTCCTACGGGAGGCAGCGTTGGGGARTATTGGACGATGGGGAARACCCTGATCCATCCATGCCTTCTGCGTGATTARCGCCTGARGGTTGTCARACTCGTTTACC
CaCTGGGACTGAGACACGGCCCAgACTCCTACGGGAGGCAGCag TGGGGAATATTGGACaATGGGGAAACCCTGATCCAgCaATGLCgcgTGaGTGAagAAgGCCTEAEGGTTGTaARACTCETTTACE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1
CGGGATGATAARTGACAGTACCGAGARARTAACCTCCGGCTARATTCGTGCCARCARCCGCGGTAATACGGARGGAGC TTGGGT TGGTCAGAAT TACCGGGCCTARARCA-ACGTARGCGGTTTARTARGT
CGGGATGATARTGACAGTACCGGGAGARTAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCECGEGTAATACGGAGGGAGC TAGCGTTGT TCGGAATTACTGGGCGTARAGCGTACGTAGGCGGGT TARTARGT
CGGGATGATARTGACAGTACCGGGAGARTAAGCTCCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGC TAGCGTTGTTCGGAAT TACTGGECGTARAGCGTACGTAGGCGGTTTARTAAGT
CGGGATGATARTGACAGTACCGGGAGARTAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCEGTAATACGGAGGGAGC TAGCGTTGT TCGGAATTACTGGGCGTARAGCGTACGTAGGCGGTTTARTAAGT
CGGGATGATARTGACAGTACCGGGAGARTAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGEGTAATACGGAGGGAGC TAGCGTTGT TCGGAATTACTGGGCGTARAGCGTACGTAGGCGGTTTARTARGT
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Figura 1: Alinhamento maltiplo das sequéncias de 16S rDNA das linhagens Zymomonas. mobilis
UFPEDA gerado pelo programa MultAlin.
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Tabela 3: Numero de pares de bases e semelhanca das linhagens testadas com linhagens padrdo de
outras colecoes.

Linhagem Tamanho do Semelhanca Semelhanca com  Semelhanca com
fragmento com Z. mobilis ~ Z. mobilis ATCC  Z. mobilis LMG
amplificado ZM4? 29192° 445°
CP4 1152 pb 90% 89% 89%
Z-2-80 1306 pb 90% 90% 90%

P3 1138 pb 90% 90% 90%
Z-1-8la 666 pb 90% 90% 90%
ZAG-12 1206 pb 92% 92% 92%

Z-1-87 1146 pb 90% 90% 90%
Z-1-88 1158 pb 90% 89% 89%

1- Z. mobilis subsp. mobilis ZM4 pertencente a American Type Culture Collection (ATCC)

2 - Z. mobilis subsp. pomaceae pertencente a American Type Culture Collection (ATCC)

3 - Z. mobilis subsp. mobilis LMG 445 pertencente a Belgian Coordinated Cultures of
Microorganisms (BCCM).

3.2 Perfis De Restri¢do Teoricos
Os perfis de restricdo das sequéncias foram obtidos a partir da clivagem in silico com o

programa DistinctiEnz. As trés endonucleases (Haelll, Ndell e Stul) testadas geram diferentes
perfis de restricdo expostos na Tabela 4.

Tabela 4: Perfis de restri¢éo tedricos utilizando as enzimas Haelll, Ndell e Stul.

Linhagem Haelll Ndell Stul
-y 76 -85 - 12;54-9 192-224—  24-76 . Sg - 140 - 353 799
zogo 078978 96 08148 2470 83 1477 8996360 - 761
p3 32-37 ; gg_— 41128 -160-  24- 419-97_67-3%3 -85 - 353 785
Z-1-8la 8-271-387 24+ 123 ?261139 ) 666
ZAG-12 49 - 85 - 222 - 364 — 486 24~ 285 ?2&5143 ) 356 — 850
Z-1-87 85 - 274 787 Al TS ase - Ta7
~.1.88 49 - 85 - 93 : 2222 - 344 - 24 - ;28 ?264143 - 356 802
e st 4 169 176 3 e 157378947
ATCC 29192 ® Zgz -8 28-11—2?12;71 a0 -12;18--3??1;37-65;333 - 126-379-947
LMG 445 e 72181 §54-8%31 o 24-13192--73?1;3-3558103 71-325 - 947

Coton e colaboradores [25] utilizaram essas enzimas para classificar linhagens de Z. mobilis
subsp. mobilis, Z. mobilis subsp. pomaceae e alguns novos isolados franceses pertencentes a
Adria Normandie Collection e concluiram que a enzima Hae 111 originou trés perfis de restrigdo
especificos para cada subespécie. Os resultados neste trabalham apresentam perfis de restrigdo
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diferentes aos propostos por esses autores, ndo possibilitando usar esse método para subtipar as
linhagens UFPEDA.

Pode-se atribuir essas diferencas entre as linhagens UFPEDA e as linhagens das colecBes
européias ao processo de mutagdo pontual. Por exemplo, para a enzima Stu | foi encontrado
apenas um sitio de clivagem para as linhagens CP4, P3, Z-ZAG-12, Z-1-87 e Z-1-88; trés para a
linhagem Z-2-80 e nenhum para Z1-81A. Enquanto as linhagens padrdo possuem 0 mesmo
perfil de clivagem. O mesmo efeito ocorre com as outras enzimas onde observou-se tanto
diferengas no numero quanto no tamanho dos fragmentos clivados.

3.3 Analise Filogenética

A relacdo filogenética das linhagens UFPEDA com outras linhagens de Z. mobilis
depositadas no GenbanK estd representada no cladograma gerado pelo programa ClustalW
(Figura 2). No cladograma tem-se a formacdo de quatro grupos polifiléticos. As linhagens
UFPEDA apresentaram-se mais agrupadas com a linhagem Z. mobilis ZM4.

Z_Mobilis_ZM4

Z1814

P4

2280

188

AL

P3

ZAG12
£_mobilis_NCIMB
Z,_mohilis_ANO101
Z_mobilis_LMG448
Z_mobilis_ATCC29192
Z_mobilis_LMG445
Z_mobilis_ATCC10988
Z_mobilis_LMG404

Figura 2: Cladograma gerado pelo programa ClustalW a partir das sequéncias de 16SrDNA de
linhagens de Zymomonas mobilis UFPEDA e outras Zymomonas mobilis depositadas no GenBank..

4, CONCLUSAO

A técnica de amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rDNA de linhagens de Zymomonas
mobilis UFPEDA é eficaz para relevar o grau de conservacdo deste gene. O alinhamento das
sequéncias possibilita a observagdo de diversos eventos de mutagGes pontuais que certamente
foram responsaveis pelo diferente padrdo de clivagem entre as linhagens UFPEDA e as
linhagens das colecdes européias, ndo sendo possivel subtipar as primeiras por esta técnica.

Baseados nestes resultados, outras metodologias devem ser empregadas para maior
caracterizacdo de variabilidade génica destas linhagens, possibilitando um melhor conhecimento
de sua diversidade e relacionando essa variabilidade com os padrdes fisiolégicos.
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