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O género Azospirillum compreende espécies que realizam a fixacdo do nitrogénio molecular tanto em associacao
com diferentes gramineas economicamente importantes, como em vida livre no solo. A complexidade do sistema de
fixacdo bioldgica do nitrogénio demonstra que, apesar do complexo nitrogenase apresentar similaridade estrutural e
funcional entre as bactérias diazotroficas, existem diferencas ja observadas entre as espécies de A brasilense e A
amazonense. A utilizagdo da metodologia de RDA (representational difference analysis) permite isolar seqiiéncias
génicas presentes preferencialmente na espécie A. amazonense que poderdo contribuir para o entendimento da
diversidade entre as espécies e estabelecer caracteristicas Unicas de A. amazonense que participam na associacdo da
bactéria com as plantas especificas. A técnica de RDA inicia com a obtencdo de uma "representacdo” de cada
genoma que estd sendo comparado, utilizando PCR para amplificar os fragmentos do genoma que esta ligado aos
oligonucleotideos. Desta forma sdo amplificados preferencialmente fragmentos que estdo presentes em uma
populacdo de DNA ndo estando presente na outra populagdo. O protocolo utilizado para analisar as diferencas entre
A amazonense e A brasilense descrito por Tinsley e Nassif (1996), foi modificado do original de Lisitsyn et alli
(1993). Neste protocolo 25 ug do DNA de A amazonense foram totalmente digeridos com Sau3A. Os fragmentos
foram extraidos com fenol/cloroférmio, precipitados com isopropanol e ligados com os oligonucleotideos RBam
12/RBam24. O DNA de A brasilense (40 ng) foi digerido mecanicamente (nebulizacdo) para obtengdo dos
fragmentos variando de 3 a 4 kb. Os fragmentos do DNA de A brasilense foram misturados com um excesso de
100:1 com os fragmentos obtidos de A amazonense e precipitados com isopropanol. A mistura contendo as duas
populacdes de DNA foi desnaturada a 100°C e imediatamente colocada na temperatura de hibridizacdo durante 24
horas. A amplificacdo subtrativa por PCR foi realizada em 30 ciclos utilizando como primer o oligonucleotideo
RBam24. Foram realizadas algumas alteragdes na metodologia original permitindo a padronizagdo da técnica de

RDA e o0s resultados demonstram que a temperatura ideal de hibridizacdo entre as espécies de Azospirillum ¢é de 68
°C, pois estes DNAs contém alto contetido GC. (BIC UFRGS)
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