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RESUMO

BRASIL, Marivaine da Silva. Ocorréncia e Diversidade Genética de Bactérias
Diazotréficas Endofiticas em Variedades de Arroz RJ. Seropédica: UFRRJ,
2005. 105 pp. (Tese de Doutorado em Fitotecnia).

Em areas de clima tropical, o nitrogénio ¢ um dos principais nutrientes limitantes para o
crescimento e produtividade da cultura de arroz, devido a baixa quantidade encontrada
desse elemento nos solos. O pouco nitrogénio disponivel para a cultura pode ser
proveniente da mineralizagdo do nitrogénio do solo presente na matéria organica, da
fixagdo biologica realizada por bactérias diazotrdficas tais como aquelas Azotobacter,
Klebsiela, Azospirillum, Serratia, Azoarcus, Herbaspirillum ¢ Burkholderia, bem como
através da adubagdo quimica com fertilizantes nitrogenados. E possivel que diferentes
variedades de arroz possam exercer um efeito seletivo sobre as populagdes desses
microrganismos. Esse estudo foi realizado com o objetivo de isolar, caracterizar e
estudar a diversidade genética de bactérias diazotroficas endofiticas associadas a trés
variedades de arroz (IR42, IAC 4440 e CNA 7553) cultivadas em vasos com solo sob
condi¢des de alagamento. O trabalho foi dividido em dois capitulos sendo que o
primeiro refere-se ao isolamento e caracterizacdo de isolados bacterianos obtidos de
amostras de diferentes partes de plantas de arroz visando identificar novas estirpes que
possam ser utilizadas em futuros experimentos de inoculagdo. O segundo capitulo
refere-se ao desenho de “primers” para a amplifica¢ao da regido que flanqueia os genes
nifH-D e a otimizacdo da reacdo de PCR para a detec¢do de bactérias fixadoras de
nitrogénio, em amostras de DNA extraidas de plantas de arroz, sem a necessidade de
isolamento da bactéria em meio de cultivo. Foram instalados dois experimentos e as
plantas foram coletadas durante a fase vegetativa, florescimento, enchimento e
maturacdo dos graos. Amostras de raizes, colmos e folhas foram separadas para o
isolamento de bactérias diazotroficas em meios de cultivo especificos assim como para
a detecgdo dessas bactérias a partir do DNA extraido dos tecidos da planta. De maneira
geral, foi observada uma diversidade de espécies diazotroficas entre os isolados obtidos
para as trés cultivares de arroz analisado. Além do isolamento de Herbaspirillum
seropedicae ¢ Burkholderia kururiensis foi observado a ocorréncia de Azospirillum
amazonense e outras espécies que ndo constam na literatura como pertencentes ao grupo
das bactérias fixadoras de nitrogénio em arroz. Os novos “primers” desenhados para a
regido dos genes nifH-D possibilitaram a deteccdo de bactérias diazotroficas a partir da
analise de DNA extraido do colmo de plantas de de arroz, embora a metodologia
necesssite ainda de pequenos ajustes para que possa ser utilizado para ampliar o
conhecimento sobre a diversidade das bactérias endofiticas presentes nas cultivares de
arroz.

Palavras—Chave: 16S DNAr, genes nifHDK, Herbaspirillum, Burkholderia,
sequenciamento



ABSTRACT

Brasil, Marivaine da Silva. Occurrence and genetic diversity of endophytic
diazotrophic bacteria associated with rice varieties RJ. Seropédica: UFRRJ,
2005. 105 pp. (Thesis of Doctorate in crop Science).

In areas of tropical climate the nitrogen is one of the most limiting nutrient to the plant
growth and productivity of rice crop due to its low amount present in the soils. The
nitrogen available can be derived from the N mineralization and biological nitrogen
fixation carried out by diazotrophic bacteria such as Azotobacter, Klebsiela,
Azospirillum, Serratia, Azoarcus, Herbaspirillum and Burkholderia. 1t is possible that
different rice varieties can exert a selective effect on the population of these bacteria.
The aims of this study were to isolate, characterize and verify the genetic diversity of
endophytic diazotrophic bacteria associated with three rice varieties (IR42, IAC4440
and CNA 7553) cultivated in pots with soil and maintained under flooding conditions.
The work was divided in two chapters, the first ones dealing with the isolation and
characterization of bacterial isolates obtained from different plant tissues of rice plants
envisaging future use of them in inoculation experiments. The second chapter refers to
the design of new pairs of primers flanking the nifH-D region (~1400 bp) as well as to
optimize the PCR reaction aiming to detect nitrogen-fixing bacteria in DNA extracted
from rice plant tissues with no requirement of bacterial isolation. Two experiments were
carried out with the rice varieties grown in pots and sampled at the vegetative,
flowering, ripening and grain filling stages. Samples of roots, stems and leaves were
used to isolate the bacteria in nitrogen-free semi-solid media and also detect these
diazotrophic bacteria in DNA extracted from the same plant tissues. In general, it was
observed a genetic diversity among the diazotrophic species obtained from the three rice
varieties. Besides the isolation of Herbaspirillum seropedicae and Burkholderia
kururiensis, it was also observed the occurrence of Azospirillum amazonense and other
species so far not known as nitrogen-fixing bacteria in rice. The new primers designed
to amplify the region of the nifH-D genes by PCR allowed the detection of nitrogen-
fixing bacteria in DNA samples extracted from stems of the rice varieties. However, the
methodology requires small improvement so that the diversity of endophytic
diazotrophic bacteria colonizing these rice varieties could be better understood.

Keywords: 16S DNAr, genes nifHDK, Herbaspirillum, Burkholderia, sequencing



1. INTRODUCAO GERAL

O arroz ¢ o cereal que serve de alimento para mais da metade da populagao
mundial (CHOUDHURY & KENNEDY, 2004). O censo realizado pelo IRRI
(INTERNATIONAL RICE RESEARCH INSTITUTE) em 2002 mostra que a area
mundial plantada com arroz ¢ de 147,14 milhdes de hectares e a produgdo ¢ de 576,28
milhdes de mega gramas. No Brasil o arroz ¢ um alimento indispensavel, sendo que sua
plantacdo pode ser para consumo proprio, para producdo em larga escala ou para ser
utilizado como cultura de rotagao.

Nos paises da regido tropical, o nitrogénio ¢ o principal nutriente limitante da
cultura do arroz, interferindo no seu crescimento e na produtividade. Nessas regioes,
grande parte dos compostos nitrogenados disponiveis para a cultura é proveniente da
mineralizacdo do nitrogénio do solo presente na matéria organica e da fixagao biologica
dos microrganismos de vida livre como Azotobacter, Klebsiela e aqueles que se
associam com a planta como as dos géneros Azospirillum, Serratia, Azoarcus,
Herbaspirillum, Burkholderia (KUNDUN & LADHA, 1995). Nesses paises a maior
parte do cultivo do arroz ¢ feita sob condi¢des de alagamento e dessa forma favorece o
crescimento e a fixagdo de nitrogénio por algas do tipo Anabaena, que se associam
simbioticamente com a pteridofita Azolla e microrganismos fotossintéticos como as
cianobactérias.

Em 1929 SEN descobriu que plantas de arroz podem se beneficiar da associagao
com bactérias diazotroficas que colonizam a sua rizosfera, através do isolamento de
Azotobacter spp. das raizes desse cereal. Desde entdo, diversos microrganismos
fixadores de nitrogénio foram isolados da rizosfera de plantas de arroz cultivadas em
condig¢des de sequeiro e irrigado (BALDANI, 1996), como as espécies de Azospirillum
(BALDANI & DOBEREINER, 1980), Klebsiela (LADHA et al., 1983), Alcaligenes
(YOU & ZHOU, 1989). Entretanto, a descoberta de bactérias denominadas endofiticas,
que colonizam o interior das raizes e colmos de plantas, sugerem que estes
microrganismos podem fornecer o nitrogénio fixado diretamente ao seu hospedeiro
(BODDEY et al., 1995; REINHOLD-HUREK & HUREK, 1998). Em razao desta
descoberta, muitos estudos tém sido realizados buscando isolar microrganismos
endofiticos em plantas de arroz. Sabe-se hoje que o tecido deo arroz ¢ colonizado por
diversos microrganismos endofiticos como, por exemplo, o Herbaspirillum seropedicae
(BALDANI et al., 1986) Azoarcus spp. (REINHOLD et al., 1986), Burkolderia spp.
(BALDANI, 1996), Serratia marcescens (GY ANESHWAR et al., 2001).

Os microrganismos diazotroficos endofiticos apresentam vantagens quando
comparados com os de vida livre e associativo, pois ndo precisam competir por
exsudatos das raizes e o nitrogénio fixado pode ser diretamente assimilado pelas plantas
evitando perdas (BALDANI et al., 1997) Em vista destas vantagens, ha um esforco
intensivo por parte dos pesquisadores da area em demonstrar a contribuicdo da fixagdo
biologica de nitrogénio (FBN) por esses microrganismos.

E possivel que diferentes variedades de arroz possam exercer um efeito seletivo
sobre as populagdes de microrganismos. Ha poucos registros de avaliagdo da
biodiversidade em relacdo as variedades de arroz a e¢ microbiota fixadora de N,
associada a ela (RODRIGUES, 2003; STOLTZFUS et al., 1997). Dessa maneira essa
tese foi dividida em dois capitulos, sendo que no primeiro foi avaliada a diversidade de
bactérias diazotréficas endofiticas isoladas de diferentes variedades arroz. O segundo



refere-se ao ajuste da técnica de PCR utilizando “primers” que flanqueiam as regioes do
gene nifHD para a detecgdo de bactérias diazotroficas em plantas de arroz.
Desta forma este estudo teve como objetivo geral:

- Avaliar a ocorréncia e diversidade genética de bactérias diazotroficas endofiticas em
trés variedades de arroz

A hipétese formulada foi:

A diversidade de bactérias diazotréficas endofiticas em plantas de arroz estd
relacionada com as variagdes na contribuicio da FBN observadas nas diferentes
variedades de arroz. A detec¢do de novas estirpes contribuird para maximizar a fixa¢ao
bioldgica de nitrogénio em arroz.



CAPITULO 1 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS ASSOCIADAS A DIFERENTES
VARIEDADES DE ARROZ



RESUMO

Brasil, Marivaine da Silva. Ocorréncia e Diversidade Genética de Bactérias
Diazotroéficas Endofiticas em Variedades de Arroz RJ. Seropédica: UFRRJ,
2005. 105 pp. (Tese de Doutorado em Fitotecnia).

Com o objetivo de estudar a ocorréncia e caracterizar fenotipicamente e genoticamente
as bactérias diazotroficas endofiticas associadas a trés variedades de arroz (IR42,
[IAC4440 e CNA7552) foram implantados dois experimentos em vasos (4 kg solo/vaso)
e crescidas sob condi¢des de alagamento. Foram realizadas 4 coletas (fase vegetativa,
floragao, enchimento de grao e maturagdo). Amostras de raizes, colmos e folhas foram
separadas, desinfestadas superficialmente e inoculadas em meios de cultivos especificos
para o isolamento de bactérias diazotroficas. Apds a verificagdo do crescimento
(formacdo de pelicula caracteristca) em meio de cultivo, esses isolados bacterianos
foram caracterizados fenotipicamente. Um total de 168 bactérias foram obtidas, as quais
foram distribuidas em 4 grupos: 55 isolados pertencentes ao género Herbaspirillum, 50
ao género Burkholderia, 56 ao género Azospirillum e 7 pertencentes ao género
Sphingomonas. Os maiores nimeros de isolados foram obtidos da cultivar de arroz IR42
(61), seguido da IAC 4440 (55) e CNA 7553 (47) e a parte da planta com maior nimero
de isolados foi a raiz em todas as cultivares analisadas. As bactérias identificadas
morfologicamente como petencentes aos géneros Herbaspirillum e Burkholderia foram
caracterizadas genotipicamente através do uso de técnicas moleculares como o uso de
“primers” espécie-especificos, andlise de restricdo dos produtos de amplificagdo da
regido 16S DNAr (ARDRA) e sequenciamento do gene ribossomal 16S. A utilizagdo
dos “primers” especificos para Herbaspirillum seropedicae permitiu a identificacdo de
40 isolados bacterianos como pertencentes a essa espécie. Para os isolados bacterianos
caracterizados como Burkholderia, através do uso de “primers” espécie-especificos para
B. kururiensis e B. tropica, puderam ser identificados 42 isolados bacterianos como
pertencentes a espécie B. kururiensis. A andlise dos perfis polimorficos gerados pela
técnica de ARDRA confirmou os resultados gerados pela utilizagdo de “primers”
especificos para Hebaspirillum seropedicae e Burkholderia kururiensis. Nao foi
observada influéncia dos cultivares de arroz no agrupamento dos isolados bacterianos
nos dois grupos de bactérias analisadas (Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp). O
sequenciamento do gene 16S DNATr de isolados bacterianos representantes de todos os
subgrupos formados na andlise de ARDRA permitiu verificar que os isolados
bacterianos foram distribuidos nos ramos de bactérias Gram positivas e negativas dentro
das subclasses alfa, beta e gama proteobactérias.

Palavras — Chave: 16S DNAr, Herbaspirillum, Burkholderia, sequenciamento.



ABSTRAT

BRASIL, Marivaine da Silva. Occurrence and genetic diversity of endophytic
diazotrophic bacteria associated with rice varieties RJ Seropédica: UFRRJ,
2005. 105 pp. (Thesis of Doctorate in Crop Science).

The objective of this study was to evaluate the occurrence and the phenotypic and
genotypic characterization of endophytic diazotrophic bacteria associated with rice
varieties. Two experiments were implanted in pots (4 kg soil/pot) and plants were
grown under wetland conditions. Four harvests were accomplished (vegetative phase,
flowering, grain filling and maturation). Samples of roots, stems and leaves were
separated, superficially desinfected and inoculated in culture medium for isolation of the
diazotrophic bacteria. After positive growth (pellicle formation), the isolates were
phenotipically characterized. A total of 168 bacteria were obtained and distributed
within 4 groups: 55 isolated belonging to the genus Herbaspirillum, 50 to the genus
Burkholderia, 56 to the genus Azospirillum and 7 to the genus Sphingomonas. The
larger numbers of isolates were obtained from the rice variety IR42 (61), followed by
IAC 4440 (55) and CNA 7553 (47). The part of the plant with larger number of isolates
was the roots. The bacteria characterized as belonging to the genus Herbaspirillum and
Burkholderia were also characterized through the use of molecular techniques such as
the use of species-specific primers, restriction analysis of the region 16S amplified
DNAr (ARDRA) and sequencing of the 16S ribossomal gene. The use of the specific
primers allowed identifying 40 isolated as belonging to Herbaspirillum seropedicae.
For the isolated characterized as Burkholderia, with the use of species-specific primers
for B. kururiensis and B. tropica, 42 isolates were identified as B. kururiensis. The
analysis of ARDRA confirmed the data with utilization of primers species-specifics for
H. seropedicae and B. kururiensis. It was not observed an influence of the rice variety in
the grouping of the Herbaspirillum spp. and Burkholderia spp isolates. A sequencing of
the gene 16S DNAr of isolates representatives of all subgrupos formed by the ARDRA
analysis and showed that they were distributed in the branches of bacteria Gram positive
and negative within the alpha, beta and gamma proteobacteria.

Keywords: 16S DNAr, Herbaspirillum, Burkholderia, sequencing



2. INTRODUCAO

Um dos principais nutrientes necessarios para nutri¢do e crescimento da planta
de arroz ¢ o nitrogénio. O principal tipo de adubo nitrogenado usado nas lavouras de
arroz € a uréia, porém a eficiéncia de utilizacdo dessa forma de nitrogénio ¢ muito
baixa, em conseqiiéncia da ocorréncia da desnitrificacdo, volatilizagdo e lixiviacdo de
amoOnia, que resultam, além do baixo indece de utilizagdo, a poluicdo atmosférica, e
toxidez nos lencois de agua.

Uma das alternativas para o uso de N que pode minimizar esses problemas seria
Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) feita por bactérias diazotréficas, que se
associam 4s plantas de arroz. O isolamento dessas bactérias por métodos de desinfest¢do
supeficial indicam que a maioria dessas bactérias coloniza o interior dos tecidos e sdo
denominadas diazotréficas endofiticas e entre as mais encontradas e isoladas estdo as
dos géneros Herbaspirillum e Burkholderia. Baseando nessas informagdes esse primeiro
capitulo relata o isolamento e caracterizagdo de bactérias diazotrdficas endofiticas
associadas a diferentes variedades de arroz, procurando classificar e identificar os
isolados através da taxonomia polifasica.

Neste sentido o objetivo deste capitulo foi estudar a ocorréncia e caracterizar
fenotipicamente e genoticamente as bactérias diazotrdficas endofiticas associadas a
diferentes variedades de arroz.



2.1 REVISAO DE LITERATURA
2.1.1 A cultura do Arroz

O arroz ¢ um dos mais antigos alimentos produzidos pelo homem, e diversos
historiadores e cientistas apontam o sudeste da Asia como o local de origem desta
cultura. Duas formas silvestres sdo precursoras do arroz cultivado: a espécie Oryza
rufipogon, procedente da Asia, originando a O. sativa; e a Oryza barthii (= Oryza
breviligulata), derivada da Africa Ocidental, dando origem a O. glaberima
(EMBRAPA-CNPAF, 2004). E o segundo cereal mais produzido mundialmente e o
terceiro mais consumido (FAO, 2003). A China destaca-se como o principal produtor
mundial de arroz representando 30,6% da produgdo, sendo que os maiores produtores
mundiais sdo também os maiores consumidores (FAO, 2003).

O comércio mundial do arroz ainda ¢ bastante reduzido sendo a produgdo na
maioria dos paises, destinada ao consumo interno. E o alimento mais consumido pela
populacdo brasileira, (IBGE, 2003). O setor orizicola responde por 6% do valor bruto da
produgdo agricola, perdendo para a cultura da soja, milho e cana-de-agucar (IBGE,
2003). Segundo a FAO (2003), o Brasil ¢ o décimo maior produtor mundial de arroz
fora do continente asiatico e sua producdo esta concentrada nas regides: Centro-Oeste,
Sudeste e Sul, sendo que esta ultima representa cerca de 50% da produ¢do nacional
(CONAB, 2003). Segundo dados registrados pelo Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento a produtividade média do arroz estd estimada em 3,2 Mg/ha para o ano
de 2004 (MAPA, 2004). Os estados mais produtivos, considerando-se a area plantada
superior a 10 mil hectares, sdo: Santa Catarina (7,230 Mg/ha), Rio Grande do Sul (4,880
Mg/ha) e Mato Grosso do Sul (2,795 Mg/ha) (MAPA, 2004). Os sistemas de cultivo
adotados nessas regides variam de acordo com o clima e solo, sendo o0 mesmo cultivado
em dois ecossistemas, varzeas e terras altas. O método de plantio mais utilizado ¢ o
arroz irrigado e o arroz de sequeiro.

O ecossistema de varzeas representa cerca de 40% da area total da cultura e
contribui com 60% da produg¢do estimada em aproximadamente 10 milhdes de
megagramas na safra 2003/2004 (CONAB, 2004). Nesse ecossistema predomina o
sistema de cultivo com irrigacao controlada, que ocupa cerca de um milhdo de hectares
na regido subtropical (RS/SC), onde a cultura é manejada sob alto nivel tecnoldgico e
apresenta rendimento médio ao redor de 5,5 Mg/ha. O ecossistema de terras altas
desempenhou um papel de grande relevancia na produ¢do de arroz sob o sistema de
cultivo de sequeiro, nas décadas de 60 a 80. Em decorréncia ao alto risco da exploragao
e da redugdo da area de fronteira agricola, o sistema de sequeiro decresceu na década de
90 atingindo menos de dois milhdes de hectares na safra de 98/99. Atualmente o arroz
de terras altas migrou para as regides de adequada distribui¢do pluviométrica em
especial o Centro-Norte do MT apresentando uma producdo de dois milhdes de
megagrama/ha (CONAB, 2004). Essa estratégia renovou o interesse da cultura e
possibilitou a ado¢do de tecnologias recomendadas pela pesquisa como, por exemplo, o
cultivo minimo (Embrapa-CNPAF, 2001).

Dentre as praticas usadas para o desenvolvimento da cultura de arroz, estd a
exploragdo da simbiose Anabaena-Azolla. A avaliagdo através da técnica de dilui¢do
isotopica de "N, mostrou que de 60 a 75% do N acumulado eram derivados da simbiose



em sistema de producdo de arroz com disponibilidade de dgua (KUMARASINGHE &
ESKEW, 1993). Apesar do alto potencial, o uso de Azolla apresenta limitagdes
relacionadas com o manejo, porque além da necessidade de mao-de-obra intensiva, o
crescimento e o teor de nitrogénio da Azolla sdo influenciados pelos fatores ambientais,
como vento e oscilacdes na superficie da dgua, além de ser sujeita ao ataque de varias
pragas e ser sensivel a alguns herbicidas (FIORE, 1987).

A Rotacgao de culturas com plantas leguminosas como por exemplo, Desmodium,
Calopogonium, Siratro, Stylosanthes e Sesbania, tem sido também utilizada como uma
possivel estratégia para melhorar a de produgdo de arroz, via a introducao do N oriundo
do processo de FBN das leguminosas (PAREK et al., 1990). Porém, a cultura de arroz
pode também obter contribui¢do de N a partir de bactérias diazotréficas associativas que
colonizam as plantas de arroz, uma vez que diversas bactérias diazotroficas como
Azotobacter, Azospirillum spp., Herbaspirillum, Azoarcus spp. € Burkholderia spp. ja
foram isoladas dessas plantas (BALDANI, 1996).

2.1.2 Importancia da fixacao biologica de nitrogénio (FBN) para a cultura do
arroz

Um dos principais nutrientes necessarios para nutri¢cdo e crescimento da planta
de arroz ¢ o nitrogénio. Entretanto, a maioria dos solos onde o arroz ¢ cultivado ¢ pobre
em N e dessa maneira faz-se necessaria a adubagdo nitrogenada para suprir a demanda
de N por essa cultura (CHOUDLHURY & KENNEDY, 2004). O principal tipo de
adubo nitrogenado usado nas lavouras de arroz ¢ a uréia, porém a eficiéncia de
assimilagdo dessa forma de nitrogénio ¢ muito baixa, freqiientemente entre 30 e 40%
(CHOUDLHURY et al., 2002). Ocorrendo perdas por desnitrifica¢do, volatilizagao de
amonia e por lixiviagdo (De DATTA & BURESH, 1989), que resultam na polui¢do
atmosférica, através da emissdo de gases toxicos como o 6xido nitroso (REEVES et al.,
2000) e quando lixiviado, causa toxidez nos lengois de agua (SHERESTHA & LADHA,
1998). Um outro problema do uso da uréia como adubo ¢ que esta pode esgotar a
matéria organica do solo a longo prazo (CHOUDLHURY & KENNEDY, 2004).

Uma das alternativas para o uso de N que pode minimizar esses problemas seria
Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) feita por bactérias diazotroficas, que parece
estar intimamente relacionada com o genétipo da planta. Alguns estudos tém sido feitos
para selecionar plantas com alta contribui¢cdo de N proveniente do processo bioldgico
(REIS et al., 2000). BODDEY et al. (1995) estimaram a contribuicdo da FBN, através
da técnica de diluido isotopica de N'°, em 15 diferentes variedades de arroz e
encontram diferencas significativas em relacdo a capacidade de se beneficiar da FBN
entre as variedades. Comparando os genétipos IR 42 e IAC 4440, CAMPO (1999)
observou que ndo havia diferenca no nimero de bactérias diazotréficas encontradas nos
dois genoétipos, porém o gendtipo IR 42 apresentou maior contribuicdo da FBN.
Contudo, RODRIGUES (2003), observou diferencas no numero de bactérias
diazotroéficas endofiticas em plantas de arroz cultivadas em dois tipos de solos.

2.1.3 Bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio associadas a plantas de arroz

No final da década de 80, folhas e colmos de plantas de cana-de-agticar foram
usadas para isolar bactérias diazotroficas. Essa estratégia permitiu a descoberta de novas
espécies de bactérias que colonizam o interior da planta sem causar sintomas de doenca
(CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988). Entretanto, a introdugdo do termo



endofitico na area da FBN foi feita somente em 1992 por DOBEREINER, para designar
todos os microrganismos diazotréficos capazes de colonizar o interior das raizes de
gramineas. Nesse habitat, as bactérias se protegem das altas concentracdes de oxigénio
(inibitéria para a atividade da enzima nitrogenase) e possivelmente tem carbono
derivado das plantas mais prontamente disponivel, sendo que a competicao com outros
microrganismos também ¢ menor que no solo e rizosfera.

As bactérias diazotroficas endofiticas colonizam o cértex da raiz, penetram na
endoderme e colonizam os vasos condutores, podendo ser translocadas para a parte
aérea da planta. Essas bactérias penetram e infestam e colonizam o apoplasto, xilema,
parénquima de xilemas lignificados, bem como células mortas e podem também
colonizar o aerénquima como observado em arroz (JAMES et al., 1999).

A primeira bactéria diazotréfica caracterizada como endofitica foi o
Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al, 1986), seguida de Gluconacetobacter
diazotropphicus [reclassificagdo de Acetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE &
DOBEREINER, 1988)] (YAMADA et al., 1997, 1998). Herbaspirillum seropedicae foi
isolado de raizes lavadas e desinfestadas de sorgo, milho e arroz (BALDANI et al.,
1986) e Gluconacetobacter diazotropphicus de raizes, colmos e folhas de cana-de-
acucar no Brasil (REIS et al., 1994).

A descoberta de bactérias diazotroficas endofiticas pode explicar as
contribui¢des da fixacdo biologica de N, observadas para as culturas com as quais elas
se associam (BALDANI et al., 1997). Alguns estudos mostram a ocorréncia de varias
bactérias diazotroficas em plantas de arroz cultivadas sob condi¢des de inundacdo. O
isolamento dessas bactérias apds a desinfestagdo superficial dos tecidos indica que as
mesmas podem ser consideradas endofiticas (BARRAQUIO, et al., 1997;
STOLTZFUS, et al., 1997). Porém, esse aspecto ¢ uma evidéncia insuficiente para
atribuir o carater endofitico a estas bactérias, sendo necessaria a caracterizacdo do
endofitismo através do uso de microscopia eletronica (JAMES, 2000; JAMES &
OLIVARES, 1998; REINHOLD-HUREK & HUREK, 1998). Por outro lado, os meios
de culturas nao refletem a real diversidade de bactérias que poderiam ser encontradas no
ambiente, porque qualquer meio de cultura ¢ em maior ou em menor grau, seletivos para
um ou outro grupo de microrganismo ¢ ainda, algumas estirpes poderiam estar em
estado ndo cultivavel no meio ambiente e ficariam excluidas da andlise (ROSADO,
2000).

As bactérias diazotroficas endofiticas em arroz aparecem em numeros maiores
nos colmos, indicando que a parte aérea do arroz fornece um nicho sustentavel
(BARRAQUIO et al.,, 1997). Entre as bactérias diazotroficas endofiticas mais
encontradas e isoladas em plantas de arroz estdio as do género Azoarcus,
Herbaspirillum, Burkholderia e Serratia.

O género Azoarcus foi originalmente descrito com duas espécies de bactérias
diazotroficas Azoarcus communis e Azoarcus indigens (REINHOLD-HUREK &
HUREK, 1993) e apresentava também trés grupos distintos que continham bactérias
diazotroéficas (Grupos: C, D com isolados de raizes de “kallar grass” e E com isolados
de fungos). Porém através de estudos filogenéticos utilizando SDS-PAGE para a anélise
de proteinas extracelulares, andlise genética por "fingerprinters", caracteristicas
morfoldgicas e nutricionais, descobriu-se que todas as estirpes dentro dos grupos C, D e
E, representavam grupos especificos e formavam trés diferentes linhagens localizadas
entre os grupos dos géneros Azoarcus/Thaurea/Rhodocyclus e a similaridade com outros
géneros diferentes era bem grande (em torno de 94%) (HUREK et al., 1997). Estas
caracteristicas sugeriram a alocagdo desses grupos em trés géneros novos com uma



espécie cada, denominados: Azovibrio restrictus, Azospira oryzae, Azonexus fungiphilus
(REINHOLD-HUREK & HUREK, 2000).

No processo de colonizacdo a Azoarcus spp. penetra proximo as pontas das
raizes, na zona de enlogagdo e diferenciacdo, podendo entrar também na zona de
emergéncia de raizes laterais (REINHOLD-HUREK & HUREK, 1998). Membros desse
género sdo amplamente distribuidos em arroz inundado estando presentes em 75% das
amostras de espécies de arroz selvagens, 80% das variedades cultivadas e 33% dos
modernos cultivares (ENGELHARD et al., 2000). A afinidade com plantas de arroz
parece variar dentro do género Azoacus, algumas estirpes, por exemplo, as do grupo D,
sdo freqlientemente detectadas em raizes de arroz inundado, indicando que elas estdo
bem adaptadas as raizes (ENGELHARD et al., 2000).

O género Herbaspirillum foi estabelecido por BALDANI et al (1986) como
bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a raizes de arroz, milho e sorgo. Nessa
época, o género consistia apenas de uma espécie H. seropedicae, atualmente
compreende mais sete espécies, H. rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), H.
frisingense (KIRCHHOF et al., 2001), H. lusitanum (VALVERDE et al., 2003), H.
clorophenolicum, H. putei, H. hutiense ¢ H. autotrophicum (DING &YOKOTA, 2004).
Entre as oito bactérias descritas acima, as quatro primeiras sdo fixadoras de nitrogénio,
embora tenha sido observado o gene nifH na estirpe tipo de H. putei. As espécies
diazotroficas do género Herbaspirillum podem ser encontradas em raizes, colmos e
folhas de varias plantas, incluindo espécies de gramineas economicamente importantes,
como o arroz e cana-de-agucar, que podem conter altos nimeros de bactérias.

A espécie H. seropedicae ¢ a diazotrdfica endofitica mais estudada, atualmente,
em plantas de arroz. ELBETAGY et al. (2001), obtiveram varios isolados da espécie de
arroz selvagem Oryza officinalis. Outros trabalhos descrevem sobre o potencial de
fixagdo de nitrogénio e promocao de crescimento dessa espécie para a cultura do arroz,
(BALDANI et al., 1996, GYANESHWAR et al., 2002) além de descrever o mecanismo
de infec¢do e colonizagdo dessas bactérias na planta (JAMES et al, 2002).

O H. rubrisubalbicans era conhecido como Pseudomonas rubrisibalbicans
(GILLIS et al., 1991), porém foi reclassificada por BALDANI et al. (1996) tornando-se
uma outra espécie dentro do género Herbaspirillum. Essa bactéria pode causar a doenga
chamada "estria mosqueada" em algumas variedades de cana-de-agticar. A espécie tem
sido encontrada em raizes ¢ colmos de cana-de-acucar, arroz e sorgo, € apresenta a
capacidade de fixar nitrogénio (PIMENTEL et al., 1991). A mesma se distingue de H.
seropedicae pela capacidade de utilizar meso-eritritol em meio semi-sélido com N
mineral e ndo utilizar N-acetilglucosamina (DOBEREINER et al., 1995).

Uma outra bactéria diazotréfica do género Herbaspirillum ¢ o H. frisingense,
que foi isolada de plantas fibrosas C4 (Spartina pectinata, Miscanthus sinensis,
Miscanthus sacchariflorus, Pennisetum purpureum) (KIRCHHOF et al., 2001). A
espécie apresenta caracteristicas morfoldgicas como o tamanho e forma da célula,
aparéncia da colonia idéntica a das duas espécies descritas acima, porém pode ser
diferenciada pela capacidade de ndo utilizar adipato, meso-erytritol, L-rhamanose e
meso-inositol (KIRCHHOF et al., 2001). A mais nova espécie de bactéria diazotrofica
descrita para o género Herbaspirillum ¢é o H. lusitanum, que foi isolada de nodulos de
Phaseolus vulgaris (VALVERDE et al., 2003). Essa nova bactéria ndo apresenta a
capacidade de utilizar maltose, meso-inositol, meso-eritritol e adipato como fonte de
carbono (VALVERDE et al., 2003).

A maioria das espécies nao fixadoras do género Herbaspirillum sdo bactérias
que foram reclassificadas para este novo grupo, como o H. clorophenolicum antes
denominada Comamonas testosteroni isolada do sedimento de um corrego poluido
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situado proximo a uma area industrial na Korea, ¢ capaz de degradar compostos
clorofenolicos provenientes de ambientes altamente poluidos (IM et al, 2004). A espécie
H. putei, foi isolada de uma nascente de agua e baseando-se em caracteristicas
fenotipicas, analises quimiotaxonomicas, analise da seqiiéncia 16S DNAr e hibridizagdo
DNA:DNA essas estirpes foram caracterizadas como essa nova espécie (DONG &
YOKOTA, 2004). As bactérias denominadas Aquaspirillum autotrophicum e
Pseudomonas hutiense, foram reclassificadas neste mesmo trabalho como H.
autotrophicum e H. hutiense, respectivamente.

O género Burkholderia ¢ constituido por 47 espécies e somente seis apresentam
a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico: B. vietnamiensis (GILLIS et al., 1995), B.
kururiensis (ZHANG et al., 2000), B. tuberum, B. phymatum (VANDAMME et al.,
2002), B. uname (CABALERO-MELADO et al., 2004) e B. tropica (REIS et al., 2004).
Hé ainda em processo de descricdo e validagcdo o nome da espécie “B. brasilensis”.

A primeira espécie de Burkholderia diazotrofica descrita foi isolada da rizosfera
de plantas de arroz crescidas no Vietna, e chamada de B. vietnamiensis (GILLIS et al.,
1995). Posteriormente ela foi encontrada associada com milho e café em diferentes
regioes do México (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001). Novos isolados foram
obtidos de cereais como sorgo, milho e arroz (BALDANI et al., 1999), bem como de
frutas (CRUZ et al, 2001) crescidas no Brasil. Outra espécie, B. kururiensis,
representada por somente a estirpe KP23, foi originada de amostras de sedimentos
coletadas numa érea contendo tricloetielno no Japao (ZHANG et al., 2000). A sua
capacidade fixar nitrogénio foi demonstrada por ESTRADA DE LOS SANTOS et al.
(2001), porém nao ha informagao sobre a ocorréncia dessa espécie em associagdo com
plantas. Outras duas novas espécies diazotroficas foram descritas - B. tuberum and B.
phymatum, ambas formam noddulos em duas especificas leguminosas tropicais,
Aspalathus carnosa € Machaerium lunatum respectivamente (VANDAMME et al.,
2002).

As duas bactérias diazotroficas do gé€nero Burkholderia descritas mais
recentemente sao B. unamae ¢ B. tropica. A espécie B. unamae foi isolada da rizosfera
de milho, café e cana-de-agucar crescidas no México. O uso do meio semi-solido sem
nitrogénio JMV contendo manitol como fonte de carbono (BALDANI, 1996) permitiu o
isolamento da espécie B. tropica (REIS et al., 2004) e a bactéria ndo oficialmente
descrita “B. brasilensis” de plantas de cana-de-agucar e arroz cultivadas no Brasil.

Recentemente, GYANESHWAR et al. (2001) isolaram bactérias do interior de
raizes e colmos de plantas de arroz crescidas nas Filipinas e a caracterizagdo parcial do
16S DNAr desses isolados mostrou que os mesmos poderiam pertencer a espécie
Serratia marcescens. Essa espécie tem sido considerada como um patégeno a humanos
e de insetos, entretanto, ha também relatos que a espécie pode ser isolada de material de
solos e plantas (GRIMONT et al., 1981).

Todos os géneros relacionados acima mostram que uma grande variedade de
bactérias diazotroficas endofiticas podem ser isoladas do interior de plantas de arroz.
Dessa forma, faz-se necessario a busca por isolamento de novas bactérias que possam
ajudar no conhecimento da ecologia inerente a essas bactérias, bem como explorar a
capacidade das plantas de arroz em receber o N fixado via o processo de FBN.

A caracterizacao dessas bactérias pode ser feita atrvés da analise polifasica onde
todas as informagdes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas sdo incorporadas para a
identificacdo e determinagao do isolado bacteriano (VANDAMME et al, 1996). As
informagdes fenotipicas sdo derivadas de proteinas e suas fungdes, diferentes
marcadores quimiotaxondmicos € muitas outras caracteristicas que se expressam, ja as
informagdes genéticas sdo derivadas da andlise direta dos acidos nucléicos (DNA e
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RNA) (VANDAMME et al, 1996). Essas informagdes podem ser analisadas através de
varias técnicas conforme ilustrado na Figura 1.

Informacio genotipica

RNA
. Base seqiienciada
\ I ! . Perfil de RNA de
- e —, bai)lco | peso
molecular
\ } 235 V4 DNA
- - . > LY DNA total
1 e % molecular de G+C
i f e  Restrigao (RFLP,

PFGE)
e  Tamanho do genoma
e  Hibridizaggo DNA-
DNA

Seguimentos de DNA

e PCR
e Ribotyping, ARDRA,
RAPD, AFLP

e Sondas de DNA
e  Sequenciamento de

DNA
Proteina
e  Eletroforese de proteinas
totais da célula
e  Padro enzimatico
Informacao fenotipica
Marcadores quimiotaxonomicos Caracteristica expressa
e Andlise dos lipideos e Morfologia celular e de
celulares coldonia
e Compostos da parede e Fisiologia (Biolog e API)
celular ¢ Enzimologia
e Padrdo de Poliaminas e Sorologia (monoclonal e
e Exopolissacarideos policlonal)

Figura 1 — Desenho esquematico das técnicas utilizadas para a andlise de taxonomia
polifasica. Adaptado de Vandamme et al (1996).
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Experimento em Vasos

- Variedades de arroz e tipo de Solo

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizados trés cultivares de arroz; IR
42, IAC 4440 e CNA 7553 (Rio Formoso). As duas primeiras variedades de arroz foram
escolhidas com base na contribui¢do da FBN, sendo que a variedade IR 42 apresenta
alta contribuicdo da FBN e a variedade IAC 4440 baixa (CAMPOS, 1999). A terceira
variedade ¢ comercial. O solo do tipo ARGISSOLO (Embrapa, 1999) utilizado para o
desenvolvimento foi coletado (primeiros 20 cm num total de 450 Kg) no campo
experimental da Embrapa Agrobiologia, numa area onde o arroz foi cultivado por 20
anos (de 1960 até a década de 80). Este solo foi peneirado e 4 amostras de 10 g cada
foram analisadas quanto a composicao quimica e nimero de bactérias diazotroficas. A
analise quimica dos 20 cm superficiais do solo apresentou a seguinte composic¢ao: 3,3
cmoly/dm® de Ca™ + Mg™, 0,3 A1, 55 ¢ 67 mg/kg , respectivamente de P ¢ K ¢ pH em
agua de 4,9. Este solo foi adubado de acordo com a analise quimica com CaCOs;
(4g/vaso), KCI (229 mg/vaso), super fosfato simples (600 mg/vaso), ZnSO4.7H,0 (10
mg/vaso) N-NH, (400 mg/vaso).

Dois experimentos foram implantados, o primeiro em dezembro de 2001 e o
segundo outubro de 2002, em vasos (4 kg solo/vaso) sob condi¢des de alagamento. O
delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados em fatorial 3x4 (3
cultivares de arroz e 4 épocas de coleta — fase vegetativa, floragdo, enchimento de grao
e maturacao) com 4 repeticoes. A instalagdo dos experimentos foi realizada quinze dias
apods a adubacdo e dez dias apds a germinacao das sementes, foi adicionada uma lamina
de agua de aproximadamente 3,0 cm e esta foi mantida até o término do experimento.

2.2.2 Contagem de bactérias dizotroficas no solo

A estimativa do nimero de bactérias diazotréficas no solo (Azospirillum spp. A.
amazonense, Herbaspirllum spp. e Burkholderia), foi feita através da técnica do
Numero Mais Provavel (NMP) e de acordo com a metodologia proposta por
DOBEREINER et al. (1995) e BALDANI (1996). Os meios de cultura utilizados para
essa avaliacao foram:

- Meio NFb semi-solido e so6lido (fonte de carbono — dcido malico, com pH 6,5), para a
contagem e isolamento, de Azospirillum brasilense € A. lipoferum,

- Meio LGI semi-solido e sélido (fonte de carbono — sacarose, pH 6,0-6,2) para a
contagem e isolamento, respectivamente, de A. amazonense;

- Meio JNFb semi-so6lido (fonte de carbono - dcido malico com pH 5,8), para avaliar a
ocorréncia de Herbaspirillum spp e NFb solido contendo trés vezes a concentragao do
indicador para efetuar o isolamento do microrganismo;

- Meio JMV semi-solido e so6lido (fonte de carbono — manitol com pH 4,5-5,0), para a
contagem e isolamento, respectivamente, de Burkholderia spp.

13



2.2.3 Desinfestacdo superficial da parte aérea das plantas

Foram testados trés tratamentos, com o objetivo de selecionar o método mais
eficiente na desinfestacao superficial da parte aérea da planta:
a) alcool 70%: Nesse tratamento, foi passado algodao embebido em alcool 70% sobre a
superficie das folhas e colmos.
b) cloramina T 1% : A parte aérea da amostra de arroz foi fracionada em colmo e folhas,
ambos foram colocados em frascos contendo a solucdo de cloramina T 1% por 1
minuto, depois lavadas em agua estéril logo apds, as amostras foram transferidas para
uma solu¢do de tampao fosfato 0,05 M e posteriormente lavadas em agua destilada
estéril (DOBEREINER et al., 1995).
¢) hipoclorito de sédio 0,5%: Novamente a amostra de arroz foi fracionada em colmo e
folhas e entdo colocadas em frascos contendo a solu¢do de hipoclorito e depois lavadas
em agua esteéril.

Ap6s a desinfestacdo as amostras (colmo e folhas) foram pesadas e diluidas (107!
a 10°) em solucfo salina, 0,1 mL de cada suspensdo diluida foi inoculada nos meios
semi-seletivos JNFb e JMV para o crescimento de bactérias diazotroficas endofiticas do
género Herbaspirillum e Burkholderia .

2.2.4 Isolamento e caracterizacio de bactérias diazotréficas endofiticas isoladas
de diferentes variedades de arroz

- Isolamento e caracterizacio fenotipica

Para o primeiro experimento foi feito o isolamento de bactérias diazotrdficas
endofiticas em meios de culturas para Herbaspirillum spp., Azospirillum spp. e
Burkholderia spp. Foram utilizados pedacgos das raizes e da parte aérea. A parte aérea e
raizes foram desinfestadas superficialmente em hipoclorito de sddio 0,5% e cloramina T
1%. No experimento 2 foram repetidos os procedimentos, porém foi dada maior énfase
ao isolamento de bactérias dos géneros Herbaspirillum e Azospirillum, devido ao
nimero baixo de isolados obtidos no primeiro experimento para esses grupos de
bactérias. A metodologia de isolamento dessas bactérias foi feita segundo a metodologia
descrita por Dobereiner et al. (1995).

O isolamento de bactérias diazotroficas decorreu apds o crescimento positivo
(formagao de pelicula em forma de véu) nos frascos inoculados com o tecido vegetal.
Estes foram repicados para novos meios semi-solidos semi-especificos (NFb, LGI,
JNFb e JMV) e incubados por 3 dias a 30 °C. Decorridos os 3 dias de incubagdo os
frascos que apresentaram pelicula, foram riscados em placas contendo meios sélidos
semi-especificos (NFb, NFb com 3X a concentra¢do do corante — azul de bromotimol,
LGI, JNFb e IMV).

As colbnias crescidas apds a riscagem nesses meios € incubagdo por 5 dias a
30°C, foram comparadas com as colonias de estirpes tipo de 4. brasilense (Sp7), A.
lipoferum (Sp59), A. amazonense (Y2), Herbaspirillum seropedicae (267), H.
rubrisubalbicans (M4), H. frisingense (84b), “Burkholderia brasilensis” (M130), B.
vietnamiensis (TVV75), B. kururiensis (Kp23) e B. tropica (Ppe8). Colonias
semelhantes as estirpes tipo foram novamente repicadas para novos meios semi-solidos
descritos acima. Coldnias diferentes foram repicadas em todos os meios semi-sélidos
semi-seletivos para verificar o carater diazotréfico dessas bactérias em outro meio.

Com o aparecimento de pelicula nesses novos meios, seguiu-se a etapa de
purificacao. Na purificagdo final das culturas de Azospirillum spp. e Herbaspirillum spp,
foi usado o meio Batata (DOBEREINER et al., 1995) e para Burkholderia spp. foi
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utilizado o mesmo meio do isolamento. Nessa etapa as caracteristicas morfologicas das
colonias também foram comparadas com as estirpes tipo, assim, colonias idénticas as
estirpes foram novamente repicadas para novos meios semi-solidos e semi-seletivos
para poder se verificar ao microscOpio Otico as caracteristicas celulares (motilidade,
tamanho de célula) desses isolados.

Ap6s o isolamento e purificacdo os isolados foram estocados sendo que para a
estocagem das espécies A. brasilense, A lipoferum e Herbaspirillum spp foi utilizado
meio Batata enquanto que para 4. amazonense e Burkholderia spp. a estocagem foi feita
nos proprios meios semi-seletivos. As colonias puras das bactérias isoladas, também
foram estocadas em microtubos tipo “Eppendorf” contendo 0,6 mL de dgua estéril.

2.2.5 Caracterizacio genotipica dos Isolados Bacterianos

a) Extracao de DNA dos isolados bacterianos e das estirpes tipo

O método utilizado foi o de lise térmica (LAGUERRE et al. 1994). As bactérias
foram crescidas por 48 horas em meio Dygs liquido, 50 pL da cultura crescida foi
diluida em 450 pL de 4gua ultrapura esterilizada e 100 pL dessa diluigdo foi fervida por
10 minutos, 10 uL dessa suspensao foi utilizada nas reacdes de PCR (Reagdo em cadeia
da polimerase), descritas a seguir, cujo volume final foi de 50 pL, ajustados com adi¢do
de 4gua ultrapura (ultraPURE™, Invitrogen Co.).

b) Uso de “primers” especificos para Herbaspirillum seropedicae

Na caracterizagdo molecular da espécie H. seropedicae foram utilizados
“primers” desenhados a partir da regido 23S DNAr seguindo o protocolo sugerido por
Kirchhof et al. (1997) para reagdao de PCR.

Reagentes: Concentracdo Final:
Tampao para PCR 1 vez o volume da reacdo
MgCl, 1,5 mM

“Primer” 1440 50 uM

“Primer” HS 50 uM

dNTP 200 uM

Tag DNA polimerase 20U

As seqiliéncias dos “primers” sdo: 1440 (5’-GTTGGCTTAGAAGCAGCC-3") e
HS (5-ATGCAAAAACCGGGA-3’). O programa utilizado para PCR foi: 1 etapa
inicial de desnaturagdo (93 °C por 3 min.) seguido por 30 ciclos intermedidrios (93 °C
por 45 seg., 55 °C por 45 seg.; 72 °C por 1 min) e 1 etapa final de extensdo (72 °C por
10 min) e resfriamentoa 4 °C.

¢) Uso de “primers” especificos para B. kururiensis e B. tropica

Para a caracterizacdo molecular de isolados caracterizados como B. kururiensis e
B. tropica foram desenhados “primers” especificos a partir da regido 16S DNAr e
posteriormente testados com as estirpes padroes de cada espécie

Os “primers” foram desenhados em colabora¢do com a estudante de Doutorado
Joana Falcdo Salles, a partir do alinhamento das seqiiéncias do gene 16S DNAr de
bactérias do género Burkholderia, Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter e
Ralstonia depositadas no NCBI (National Center for Biotechonology Information), o
programa usado para o alinhamento das seqiiéncias foi o Clustal W. (THOMPSON et
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al, 1994). As regides selecionadas, foram analisadas por BLAST, para procurar
seqiiéncias de nucleotideos homodlogos no banco de dados do GenBank. Este
procedimento foi repetido até a obtencao de sequéncias suficientes para a construgdo de
“primers” especificos para as espécies acima citadas. A seqiiéncia 6tima para os primers
reversos especifico para B. kururiensis (BKR 5’-TGCCATACTCCAGCGC-3’) e B.
tropica (R1 5’-GGCCATATTAGGACCT-3’) sdo descritos na Tabela 1. O “primer”
direto (BKTF 5’-CTGCGAAAGCCGGAT-3’) foi desenhado e testado por Salles et al.
(2002). Nesse “primer”, devido a formag¢ao de “hairpin” (grampo por auto-pareamento),
na segunda base na 5’ final, uma guanina foi trocada por timina, sem afetar a
especificidade do “primer”.

Tabela 1 — Regido de alinhamento dos “primers” espécie-especificos desenhados para
Burkholderia kururuensis e B. tropica e outras espécies de bactérias

Rgiao de alinhamento dos “primers” desenhados

Organismo (acesso n°) * BKR R1
(posicao 641-656) (posicao 449-464)

Estirpes do género 5- GCGCTGGAGTATGGCA-3"  5'- AGGTCCTAATATGGCC- 3’

Burkholderia

B. tropica Ppe8" (AJ4200332)  T----T----------- Teemmmeeeemoo

B. anthina R-4183"7  AG---A-------oooo- T--CT------ CA---

(AJ420880)

“B.brasilensis” MI130 - - C--GG-C----CCC-T

(AF4919306)

B. kururiensis Kp23" e C--GG-C----CCC-T

(AB024310)

B. graminis AUS35"(U96941)  ----- Acma e CCTGG- - - - - - - CCGG

B. vietnamiensis =~ A~ A----oo-ooo-- T--CT------ CA-T-

TVV70'(U96929)

B. sordicola -A-----emmeeeemoeooas TC-CT- - - - - CA-TG

SNU02123"(AF512827)

B. sacchari T----G-------------- TT- GG- - - - - - CCC-G

IPT1017(AF263278)

B. pyrrocinia AG---A---------- T---T--mn---- AA- -

LMG14191"(U96930)

B.  solanacearum  R780"  CG---A----G--T------ TTCGGT- - - - - CCTGG

(U28232)

Estirpes de outros géneros

Herbaspirillum  seropedicae ~ CG---A----G--T-- TTTGG- - - - - - CCTGG

767" (AJ238361)

Azospirillum amazonense ~ CG---T----TC--G-

Y2'(X79742)

Ralstonia paucula ~ AG---A----GC-T-- TCTGG- - - - - - CCTGG

LMG3413"(AF085226)

* Numero de acesso n° da seqiiéncia 16S DNAr no GenBank (NCBI)
® Resultados presentes de acordo com a o alinhamento no ClustalW. As linhas pontilhadas indicam nucleotideos
idénticos
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O protocolo para amplificagdo das espécies de Burkholderia analisadas foi:

Reagentes Concentracao Final
Tampao para PCR 1 vez o volume da reacgao
MgCL; 3,75 mM

dNTP 200 uM

“Primer” BKTF 0,4 uM

“Primer” BKR ou Rl 0,4 uM

Formamida 1%

Taq DNA polimerase  2,5U

Na termociclagem, inicialmente a temperatura foi mantida a 94 °C por 4 minutos
e para aumentar a especificidade da reagdo, uma PCR tipo “Touchdown” foi conduzida
como se segue: A temperatura de anelamento inicial foi de 62 °C com diminui¢do da
mesma em 2 °C para 60 °C no 5° ciclo, depois em 25 ciclos adicionais até 58 °C. A
temperatura de desnaturagdo foi de 94 °C por 1 minuto, o anelamento foi feito com as
temperaturas descritas acima por 90 s, a temperatura de extensdo foi de 72 °C por 2
minutos. A etapa final constituiu de extensdo a 72 °C por 10 minutos, seguido de
resfriamento a 10 °C.
d) Analise de Diversidade dos Isolados Bacterianos

- Amplificacio do gene 16S DNAr por PCR

Para o volume de reacdo de amplificagdo 50 pL foram utilizados os “primers”:
Yl (5’-TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3’) e Y3 (5-
CTAGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT-3’) (YOUNG et al.,1991) com seguinte
protocolo:

Reagentes Concentracdo Final
Tampao para PCR 1 vez o volume da reacdo
MgCL, 2,0 mM

dNTP 200 uM

“Primer” Y1 0,12 uM

“Primer” Y3 0,12 uM

Taq DNA polimerase 1,0U

Para obtencdo de uma maior especificidade da reagdo foi utilizado 1,25
uL/reacdo de Tween 20 diluido em 4gua milliQ estéril na razao 1: 4

As condigdes de termociclagem foram: 1 etapa inicial de desnaturagdo (93 °C
por 2 min.) seguido por 35 ciclos intermedidrios (93 °C por 45 seg., 62 °C por 45 seg.;
72 °C por 2 min.) e 1 etapa final de extensao a 72 °C por 5 minutos.

- Restricao dos Fragmentos 16S amplificados (ARDRA)

Os produtos de amplificagdo da regido 16S DNAr de cada isolado bacteriano
foram clivados com as endonucleases de restrigdo tetraméricas, Alul (5'-. AGCT-3"/3'-
TCYGA-5") e Mspl (5'-C'CG G-3/3'-G GC'C-5"), para os isolados caracterizados
como pertencentes ao género Herbaspirillum ¢ Alul (5'- AG'CT-3'/3'-TCYGA-5"),
Hinfl (5-GYANT C-3'/3"-C TNA"G-5") ¢ Rsal (5'-GT AC-3"/3'-CA"TG-5") para os
isolados bacterianos caracterizados como pertencentes ao género Burkholderia. A
escolha das enzimas de restri¢ao foi baseada no trabalho de RODRIGUES (2003), que
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utilizou essas enzimas, obtendo assim sucesso na distingdo de isolados bacterianos
caracterizados como Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp.

As condicdes para uma reagao de 10 puL de reacdo foram: 5,0 U (unidades) de
enzima de interesse, 1,0 pL de tampao de reacdo da enzima e 8 pL de material
amplificado.

e) Visualizacao dos fragmentos gerados por amplifica¢do e restricio

Os fragmentos amplificados foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose (1,2% v/v) em tampao de corrida TAE 1X, a 65V, por 1,5 h. E os produtos de
restricdo foram analisados em gel de agarose (2,5% v/v) por 2,5 h, utilizando-se o
mesmo tampao de corrida e a mesma voltagem utilizada na andlise dos fragmentos
amplificados. As bandas formadas no gel foram visualizadas apds coloragdo com
brometo de etideo e exposi¢ao em luz ultravioleta e fotografadas com filme Polaroid
tipo 667.

f) Analise dos perfis de restricio

Os perfis de restricdo de cada isolado bacteriano gerados foram comparados e
suas semelhancas estimadas pelo coeficiente de JACARD e analisados através de uma
matriz de similaridade. Para caracteristicas binarias, esse coeficiente define as
semelhangas entre dois individuos como sendo expresso por Ji,= a/(n-d), onde Jy, € a
semelhanca entre os individuos X e Y, “a” ¢ o nimero de combinagdes da presenca de
fragmentos dos individuos, “n” ¢ o niimero de combinagdes possiveis e “d” € as
combinagdes da auséncia de fragmentos. Os isolados foram agrupados pelo método das
médias das distincias UPGMA (SNEATH & SOKAL, 1973) e representados
graficamente por um dendrograma (NYTSYS-pc, versio 1.8, Exceter Software,

Setauket, N.Y.).

g) Sequenciamento da regido 16S DNAr dos isolados bacterianos e da regido
flanqueada pelos “primers” 1440/HS

- Precipitacido do produto de amplificacao

Os produtos de amplificagdo foram purificados através da precipitacdo
adicionando-se 8 pL de NaCl 5,0 M, 40 pL de polietilenoglicol (8000) 22% a 32 pL do
material de DNA amplificado. A mistura foi incubada a 4 °C por uma noite, apds a
incubagao foi centrifugada a 16000 x g (Centrifuga Ependorf 5402R) por 30 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70% e
centrifugado a 4 °C por 15 minutos, seco ao ar e ressuspendido em 20 pL de agua
milliQ esterilizada, 2,0 pL desse material foi submetido a eletroforese em gel de agarose
(0,7%) visando verificar a qualidade de material amplificado e estimar a concentracao
para posterior reacao de sequenciamento.

- Reacio de sequenciamento

Para o sequenciamento do gene 16S DNAr foram utilizados os “primers”
arrolados na Tabela 2 e para o sequenciamento do produto de PCR dos isolados
caracterizados com “primers”especifico para H. seropedicae” utilizou-se os “primers”
14440/HS. A reagdo de sequenciamento foi feita utilizando 300 ng dos produtos de PCR
purificados, 5,0 uM de cada “primers”e 4,0 uL do kit “TE Dynamics Kit”)(Amersham
Biosciences) e dgua ultrapura (ultraPURETM, Invitrogen Co.) para o volume final de 10
L. As condicdes para a reacdo de sequenciamentoforam: 30 ciclos de desnaturacio
anelamento e extensdo de 95 °C por 20 seg., 50 °C por 15 seg.; 60 °C por 1 min.
respectivamente. Apos a reacdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas
adicionando 1,0 uL de acetado de amonio 7,5 M e 27,5 uL de etanol 70% que foram
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incubadas a 4 °C por uma noite, apds a incubacgao, centrifugadas a 520G por 30 minutos
a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 150 pL de etanol
70% e centrifugado 520G por cinco minutos a 4 °C. As amostras foram secas ao ar, e
ressuspendidas em 7,5 (1L de tampao de sequenciamento para Mega BACE (“loading”)
e analisadas em seqlienciador automatico MegaBACE1000 (Amershan Biosystem).

Tabela 2 — “Primers”utilizados para amplificagcdo e sequenciamento do gene 16S DNAr
dos isolados bacterianos

“Primers” Seqiiéncia (5°—>3°) Referéncia

Y1 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC  YOUNG et al., 1991

Y2 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG  YOUNG et al., 1991

Y3 CTGACCCCACTTCAGCTTGTTCCAT YOUNG et al., 1991

16S362f CTCCTACGGGAGGCAGTGGGG SOARES-RAMOS et al., 2003

16S786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG SOARES-RAMOS et al., 2003
1651203f GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC SOARES-RAMOS et al., 2003
1651110r TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC SOARES-RAMOS et al., 2003
16S805r GACTACCAGGGTATCTAATCCTG SOARES-RAMOS et al., 2003

- Programas utilizados para analise das sqiiéncias de DNA

As comparagdes das seqliéncias geradas foi feita empregando o programa
BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTn, ALTSCHUL, et al., 1997), em seguida foi
feito o alinhamento das seqiiéncias de DNA utilizando o programa Clustal W
(THOMPSON et al., 1994), apds o alinhamento das seqiiéncias foi contruida a a arvore
filogenética, utilizando o algoritimo UPGMA no programa MEGA
(www.megasoftware.net, KUMAR et al., 2004).

2.2.6 Amplificacdo da regido do gene nifH da nitrogenase

Os isolados bacterianos que ocuparam posi¢des diferentes das bactérias
diazotroficas ja descritas nos ramos da arvore filogenética gerada pela analise da 16S
DNAr foram submetidos ao processo de amplificagdo por PCR da regido do gene nifH
(UEDA et al., 1995a) visando confirmar o carater de diazotrofico. O seguinte protocolo
foi usado:

Reagentes: Concentracdo Final:
Tampao para PCR 1 vez o volume da reagao
MgCl, 1,5 mM

“Primer” 19F 2,0 uM

“Primer” 407R 2,0 uM

dNTP 0,2 mM

Tagq DNA polimerase (Promega) 2 unidades/ reagao

Foram utilizados 10 uL de amostra de DNA para uma reacao de 50 uL de DNA.
As seqiiéncias dos primers sdo: 19F (5’GCIWTYTAYGGIAARGGIGG3’) e 407R
(5’AAICCRCCRCAIACIACRTC3’) (onde I= inosina, R=A ou G ,W=AouTeY=C
ou T). As condigdes de termociclagem foram: 1 etapa inicial de desnaturagdo (94 °C por
4 min.) seguido por 35 ciclos intermediarios (94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min.; 72 °C
por 1 min) e 1 etapa final de extensdo (72 °C por 4 min).

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTn
http://www.megasoftware.net/

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Contagem de bactérias diazotroficas no solo

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que o numero de bactérias
diazotroficas encontrados nesse solo corresponde aos ja relatados na literatura (em torno
de 10° a 10%/g solo) para bactérias presentes nas amostras de solo cultivados com
gramineas crescidas na regido de Seropédica, RJ (BALDANI, 1986, BALDANI, 1983,
MAGALHAES, 1983, BALDANI, 1996).

Tabela 3- N° de bactérias diazotréficas estimado pelo método do niumero mais provavel
(NMP) no solo antes do plantio, obtidos nos meios semi-solidos NFb, LGI, JNFb e IMV

Meios de cultivo n° de bactérias/g de solo'
x 10*
NFb 5,0
LGI 3,5
JNFb 0,25
IMV 0,45

' (Média de trés repeticdes).

Foram obtidas 20 isolados diazotroficos do solo, os quais foram caracterizadas
morfologicamente como pertencentes as espécies Azospirillum lipoferum (3), A.
brasilense (5), A .amazonense (7), € Burkholderia spp. (5). Nao foram isoladas bactérias
do género Herbaspirillum, dado este que corrobora com os estudos de Baldani et al.
(1992) e Olivares et al (1997) que relatam que esta bactéria ndo sobrevive no solo sem a
presenca da planta hospedeira.

2.3.2 Eficiéncia do processo de desinfestagido da parte aérea da planta

A contagem do numero de bactérias diazotroficas presente nas trés cultivares de
arroz ap6s a desinfestacao superficial do colmo e das folhas em relacdo as plantas ndo
desinfestadas (controle) esta apresentada na Tabela 4. Esses testes foram realizados com
0 objetivo escolher o tratamento onde fosse possivel isolar somente bactérias que
colonizam o interior da parte aérea das plantas de arroz, por essa razao foi escolhido o
tratamento 3 (desinfestagdo com hipoclorito de so6dio) uma vez que o numero de
bactérias encontradas apos esse tratamento foi 100 vezes menor do que o controle, e até
10 vezes menor em relagdo aos outros tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Eficiéncia dos métodos de desinfestacdo do colmo e das folhas de trés
cultivares de arroz, sobre a populacdo nativa de bactérias diazotroficas, cultivadas em
meios JNFb e IMV.

Meio de  Cultivares Colmo Folhas
Cultura de arroz

Tipos de Desinfestacdo

1 2 3 4 1 2 3 4
N° de células (x10%)/g de matéria fresca
JNFb IR 42 11000 0,25 1 100 1100 anmd 25 20
IAC 4440 400 0,2 1 1 110 0,04 0,04 25
400 anmd 0,1 10 250 1,5 1,5 2,5
CNA 7553
JMV IR 42 250 0,25 1 100 2500 anmd 0,25 40
IAC 4440 1100 0,01 0,1 1 450 0,25 0,01 25
1100 0,01 1 10 250 0,04 4 150
CNA 7553

Legenda: 1- Plantas ndo desinfestadas; 2- Desinfestacdo com cloramina -T 1%; 3- desinfestagdo com
hipoclorito de sédio 0,5%; 4- desinfestagdo com alcool 70%; a.n.m.d- abaixo do nivel minimo de
deteccgdo. (Média de trés repetigdes)

Segundo BARRAQUIO et al. (1997), as técnicas de desinfestagdo superficial
dos tecidos das plantas podem variar muito, devido as diferentes condi¢des de
crescimento, idade e estrutura das raizes das plantas. Em conseqiiéncia, faz-se
necessario o teste de varios desinfetantes para determinar, o melhor método de
desinfestagdo superficial do tecido da planta de interesse.

A desinfestag@o superficial da parte da planta ¢ importante porque o isolamento
irda depender da morte daqueles organismos que vivem na superficie ou dentro de
tecidos mortos (saprofitos) (McCULLY, 2001). No entanto, a desinfestacdo completa
pode resultar na perda de endofiticos devido a penetracdo da solugdo desinfetante dentro
do tecido da planta e ainda, se a mesma for incompleta, pode mascarar a verdadeira
localizagcdo do microrganismo, devido a adsorcdo das células nas estruturas celulares
das plantas (HARTMAMM et al, 2000, McCULLY, 2001). Nas raizes, a desinfestagao
superficial ¢ um pouco mais dificil, principalmente se ha colonizacdo de
microrganismos nos tecidos corticais os quais sdao fortemente lignificados e suberizados,
formando um complexo altamente hidrofobico que s6 pode ser penetrado por forte
esterilizagdo (McCULLY, 2001).

Na desinfestacdo dos tecidos vegetais sdo utilizados varios desinfetantes, tais
como hipoclorito de sodio (FISHER et al., 1992, QUADT-HALLMANN et al; 1997,
AZEVEDO, 1998), etanol (FISHER et al, 1992, AZEVEDO, 1998), peroxido de
hidrogénio (MISAGHI & DONNDELINGER, 1990) e cloreto de merctrio
(SRISKANDARAIJAH et. al.; 1993). Também pode ser usada a combinagdo de dois ou
mais desses desinfetantes (AZEVEDO 1998), seguido de varias lavagens com agua
estéril ou solugdo tampao. Detergentes como Tween 20, Tween 80 ou Triton X-100
também podem ser adicionados a fim de reduzir a tensao superficial, além de permitir
que o desinfetante penetre em sitios além da epiderme, como tecidos corticais, por
exemplo (HALLMANN et. al.; 1997).

No isolamento de bactérias diazotroficas endofiticas das raizes e colmos de
cana-de-acticar (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1998), arroz (BALDANI et
al.1986), milho (MAGALHAES et al., 1979) e diversas outras espécies de gramineas, a
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cloramina T e o d&lcool (70%) foram usados com eficiéncia no processo de
desinfestagao.

2.3.3 Isolamento e caracterizacio fenotipica de bactérias diazotroficas endofiticas

Nos dois experimentos foram isolados um total de 168 bactérias, sendo 7 do tipo
“amarelas” e que foram identificadas como pertencentes ao género Sphingomonas
conforme dados obtidos por VIDEIRA et al. (2004). As demais bactérias foram
distribuidas em 3 grupos: 55 isolados pertencentes ao género Herbaspirillum, 50 ao
género Burkholderia e 56 ao género Azospirillum (Figura 1). Para esse ultimo género foi
observado um grande nimero de isolados da espécie Azospirillum amazonense (39)
(dados ndo apresentados).

25 A
w 20 -
]
S
5 5 4 Herbaspirllum spp.
g B Burkholderia spp.
2 10 | O Azospirillum spp.
< .
%5 Bl Sphingomonas spp.
2 ]
<
z i

0 il

CNA 7553 IR 42 IAC 4440
Figura 2 — Numero de isolados bacterianos caracterizados morfologicamente como
pertencentes a Azospirillum spp., Burkholderia spp. Herbaspirillum spp. e
Sphingomonas spp. originados dos cultivares CNA 7553, IR 42 e IAC 4440 de arroz.

Foram obtidos maiores niumeros de isolados da cultivar de arroz IR42 (61),
seguido da TAC 4440 (55) e CNA 7553 (47) (Figura 2). Na cultivar IR42 foi obtido
maior numeros de isolados caracterizados como Azospirillum (22), seguido de
Herbaspirillum (16), Burkholderia (16) e Sphingomonas (2). No caso do cultivar IAC
4440 o mesmo numero de isolados caracterizados como pertencentes aos géneros
Azospirillum e Herbaspirillum foram obtidos (19). Por outro lado, 17 isolados
bacterianos foram caracterizados como Burkholderia spp. € 4 como Sphingomonas spp.
Para o cultivar CNA 7553 o niimero de isolados caracterizados como Azospirillum spp.
e Herbaspirillum spp. foi o mesmo (15) para ambos os géneros. Porém o niimero de
isolados caracterizados como Burkholderia nesse cultivar foi maior (17). O maior
nimero de isolados caracterizados como “amarelas” foi obtido da cultivar IAC 4440 (4
isolados) enquanto que da cultivar CNA7553 foi obtido somente dois isolados (Figura
2).

Esses dados contrastam com os obtidos por RODRIGUES (2003), que observou
um maior numero de isolados na cultivar IAC 4440 em solo proveniente do estado do
Rio de Janeiro em relagdo a cultivar IR42 num primeiro ensaio. Porém, o nimero de
isolados provenientes da IR42 foi maior do que na IAC 4440 no segundo ensaio, dados
que confirmam aqueles apresentados na Figura 2.

Um grande nimero de bactérias do género Azospirillum foram isoladas dos
cultivares analisados, apesar desse género ndo ser considerado endofitico por alguns
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autores. As espécies A. lipoferum, A. brasilense e A. amazonense ja foram isoladas de
raizes, colmo, de plantas de arroz (LADHA et al., 1982; BALDANI, 1984). BALDANI
(1984) cita que o arroz cultivado no solo série Itaguai apresentou uma maior ocorréncia
de Azospirillum e que diferiu estatisticamente das espécies encontradas no solo série
ecologia. De acordo com LADHA, et al. (1987), aproximadamente 85% dos isolados do
género pertencem a espécie A. lipoferum, indicando a preferéncia de colonizagdo da
espécie por plantas de arroz. Nesse estudo, diferente do que foi relatado por LADHA, et
al. (1987), foram obtidos maiores numeros de isolados -caracterizados como
pertencentes a espécie A. amazonense (dados nao apresentados).

Os outros isolados identificados como pertencentes ao género Azospirillum nao
foram caracterizados morfologicamente em nivel de espécie, uma vez que a
identificacdo do A. amazonense ¢ facil e rapida porque, o mesmo utiliza a glicose como
fonte de carbono e tem colonias bem peculiares nos meios LGI e Batata. Ja as outras
duas espécies mencionadas acima utilizam o 4cido malico como fonte de carbono e sdo
muito parecidas em placas com o meio NFb e Batata (DOBEREINER et al., 1995),
dificultando assim a identificagdo com base na morfologia.

Como ja foi relatado, o género Herbaspirillum ocorre em nimeros elevados em
plantas de arroz, sendo H. seropedicae a espécie encontrada colonizando plantas de
arroz (BALDANI et al., 1986, CAMPOS 1999, ELBETAGY et al., 2001). Porém, o
nimero de isolados caracterizados como Herbaspirillum por RODRIGUES (2003) nas
variedades IR 42 e IAC 4440 pode ser considerado baixo, 3% e 18%, para o primeiro e
segundo experimentos, respectivamente. Além disso, ndo foram obtidos isolados da
cultivar IAC 4440 no primeiro experimento. A autora argumentou que o ndo isolamento
dessas bactérias foi em conseqiiéncia do longo periodo de incubagdo no meio JNFb na
fase inicial de isolamento, proporcionando assim o desenvolvimento de outras bactérias,
como por exemplo o Azospirillum que utiliza a mesma fonte de carbono (acido malico)
(DOBEREINER et al., 1995).

Alguns isolados (13) apresentaram caracteristicas diferentes daquelas descritas
para o género Herbaspirillum (BALDANI et al., 1986), como por exemplo, o tamanho
da colonia, maior e com bordas esbranquigcadas, porém o formato ¢ movimento da
célula (bastonetes e circulares e vibratorios, respectivamente) foram idénticos aos das
estirpes tipo Z67 (H. seropedicae), M4 (H. rubrisubalbicans) e 84b (H. frisingense)
usadas como referéncia na caracterizacdo fenotipica. Isolados com caracteristicas
semelhantes também foram encontrados por RODRIGUES (2003) quando analisou a
populacdo de bactérias diazotroficas originadas de plantas de arroz cultivadas em dois
diferentes tipos de solos.

Um grande nimero de bactérias classificadas como Burkholderia spp. também
foram isoladas das trés cultivares de arroz em estudo. Esses resultados corroboram com
as observagdes feitas por BALDANI et al. (1996), STOLTZFUZ (1997) e
RODRIGUES (2003) que verificaram ntimeros elevados de isolados desse género em
plantas de arroz.

A identificacdo de novos isolados bacterianos baseadas apenas em caracteristicas
fenotipicas e fisioldgicas, nem sempre corresponde as caracteristicas das estirpes tipo da
espécie. Dessa maneira ¢ necessaria a utilizagdo de técnicas mais refinadas como as de
biologia molecular para a caracterizagdo de isolados ao nivel de espécie (KIRCHHOF et
al., 1997).

De uma maneira geral, a raiz foi a parte da planta que originou um maior nimero
de isolados de bactérias diazotréficas caracterizadas como Herbaspirillum spp. e
Burkholderia spp. (44), seguida do colmo (36) e da folha (25) (Figura 3). Para o género
Azospirillum, foram observados um total de 18 isolados bacterianos provenientes da
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folha dos cultivares IR 42 e IAC 4440 enquanto somente 4 isolados foram obtidos da
cultivar CNA 7553 (Figura 2). Segundo BALDANI (1996) no espaco intercelular esta
localizada a maioria das bactérias endofiticas e esse local € rico em glicoproteinas, que
agem como fonte de carbono e nitrogénio para as bactérias. Talvez essa afirmagdo possa
explicar o grande nimero de bactérias diazotroficas endofiticas colonizando as raizes
desinfestadas de arroz, seguidas de colmo e folhas conforme observado por BALDANI
(1984), BALDANI (1996), BARRAQUIO et al. (1997) e RODRIGUES (2003). Além
disso, as raizes e colmos podem ter seus tecidos internos mais facilmente colonizados,
devido a pontos de entradas naturais, como fendas e fissuras, na superficie da planta que
permitem a entrada de bactérias endofiticas durante o seu ciclo de crescimento (JAMES,
2000).

N° de isolados bacterianos

Raiz | Colmol| Folha | Raiz | Colmol Folha Colmol Folha
Herbaspirillum spp. Rurkholderia snn Azospirillum spp.
OCNA 7553 ®WIR 42 @IAC 4440

Figura 3 - Numero de isolados bacterianos originados da raiz, colmo e folhas dos
cultivares de arroz CNA 7553, IR 42 e IAC 4440.

2.3.4 Caracterizacao genotipica de bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de
plantas de arroz

1) Uso de “primers” especificos para Herbaspirillum seropedicae

As técnicas biomoleculares podem auxiliar tanto na detec¢do do microrganismo
no ambiente, como também ajudar nos estudos de taxonomia e de diversidade
microbiana.

Na Tabela 5 estdo listadas a origem dos isolados bacterianos caracterizados
fenotipicamente como pertencentes ao género Herbaspirillum bem como das estirpes
tipo utilizadas como referéncia para a caracterizagdo morfologica e molecular.
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Tabela 5 - Origem dos isolados bacterianos caracterizados fenotipicamente como
Herbaspirillum spp. e das estirpes tipo utilizadas como referéncia para a caracterizagao
morfoldgica e molecular.

Isolados bacterianos Cultivares Parte da Planta

4,18, 19, 20, 24, 27, 32, 37 (H) IR 42 Raiz

7, 8,26, 34,38, 39, 64 (H) IR 42 Colmo

22,25,33,36, 62,63 (H) IR 42 Folha

9,10, 15, 16, 28, 29, 30, 56 (H) IAC 4440 Raiz

5,6, 14, 23,31, 52, 55,58 (H) IAC 4440 Colmo

17, 53,57 (H) IAC 4440 Folha

1,2,3,11,12, 13,40, 54,59 (H) CNA 7553 Raiz

35, 60 (H) CNA 7553 Colmo

21,50, 51, 61 (H) CNA 7553 Folha

Estirpes tipo Amostra Cultivar Referéncia:

Z 67" (H. seropedicae) Raiz Arroz BALDANI et al. (1986)

M4" (H. rubrisibalbicans) Folha  Cana-de- OLIVARES (1997)
agucar

84b" (H. frisingense) Colmo  Pennisetum KIRCHHOF et al. (2001)
purpureum

O perfil eletroforético do produto de amplificacao por PCR da regido flanqueada
pelos “primers” 1440/HS pode ser visualizado na Figura 4. A utiliza¢do dos “primers”
especificos para Herbaspirillum seropedicae permitiu distinguir 16 isolados, os quais
ndo apresentaram produto de amplificacdo do tamanho esperado de 390 pb (Tabela 6).
O sinal negativo da reacdo para esses 16 isolados bacterianos corresponde a afirmagao
feita por KICHHOF et al (1997) e HARTMANN (2000) que destacam que o
conhecimento sobre as caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas nao ¢ suficiente para
identificar uma bactéria diazotrofica ao nivel de espécie. RODRIGUES (2003), fez uso
desses “primers” para caracterizar 32 isolados bacterianos com caracteristicas
fenotipicas de Herbaspirillum spp. e observou que somente 20 apresentavam produto de
amplificacdo do tamanho esperado. Entretanto, a utilizagdo da sonda oligonucleotidica
Hsero 445, também especifica para a espécie H. seropedicae, ndo foi capaz de
reconhecer esses mesmos 20 isolados. A autora atribui que essa diferenca pode estar
relacionada as regides usadas para o desenho dos primers (16S DNAr) e da sonda (23S
DNAr).
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2000 pb

1000 pb
500 pb

Legenda : P (Padrao 1Kb plus DNA ladder), 1- controle negativo (dgua), 2- M4, 3- 84b, 4- Z67, 5¢ 6 -
Isolados H7 e H15 Respectivamente.

Figura 4 - Perfil eletroforético do produto de amplificacdo da regido flanqueada pelos
“primers” especificos 1440/HS.

“Primers” especificos para H. seropedicae e Gluconacetobacter diazotrophicus
foram usados para identificar e distinguir estirpes dessas espécies quando inoculadas em
plantas micropropagadas de cana-de-agicar (KIRCHHOF et al. 997). Apesar de ser
muito estudada, apenas dois trabalhos (RODRIGUES, 2003, KIRCHHOF et al., 1997)
reportam o uso desses “primers’ para caracterizar a espécie Herbaspirillum
seropedicae. Os demais trabalhos referem-se ao uso de sondas oligonucleotidicas
desenhadas a partir da regido 16S DNAr (KICHHOF et al, 1997; KIRCHHOF et al.,
2001; ELBETAGY et al., 2001).

Tabela 6 - Caracterizagdo molecular dos isolados bacterianos através da utilizagdo do
par de “primers” 1440/HS, especifico para H. seropedicae.

Isolados Bacterianos Produto de amplificacio por PCR
com o par de “primers” 1440/HS

2H, 6H, 7H, 8H, 12H, 14H, 15H, 16H,

17H, 18H, 19H, 20H, 21H, 22H, 23H,

25H, 26H, 27H, 28H, 29H, 33H, 37H, +
38H, 39H, 40H, 50H, 51H, 52H, 53H,

54H, 56H, 57H, 58H, 59H, 60H, 61H,

62H, 63H, 64H.

1H, 3H, 4H, 5H, 9H, 10H, 11H, 13H, -
24H, 30H, 31H, 32H, 34H, 35H, 36H,

55H

+ = presenc¢a de produto de PCR do tamanho esperado
- = auséncia do produto de PCR do tamanho esperado
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2) Uso de “primers” especificos para identificacdo de B. kururiensis e B. tropica

O uso dos pares de “primers” BKTF/BKR e BKTF/R1, possibilitou a
amplifiicacdo do fragmento no tamanho esperado para as estirpes tipo das espécies B.
kururiensis e B. tropica (500 pb e 390 pb, respectivamente) permitindo sua identificagao
e a discriminagdo entre si e, também dos isolados bacterianos objeto desse estudo. A
lista dos isolados bacterianos caracterizados como Burkholderia spp., bem como as
estirpes tipo utilizadas para caracterizagdo morfologica e molecular pode ser observada
na Tabela 7

A Figura 5 apresenta o perfil eletroforético do produto de amplificagdo quando
os pares de primers BKTF/BKR e BKTF/R1 foram utilizados. Nesse caso nao foi obtido
produto de amplificacdo quando o par de “primers” BKTF/R1 foi utilizado. Esse
resultado corresponde a descrigdo da espécie B. tropica feita por REIS et al (2004) onde
essa bactéria tem possivelmente a preferéncia em colonizar plantas ricas em sacarose.

Tabela 7 - Origem dos isolados bacterianos caracterizados fenotipicamente como
Burkholderia spp. e das estirpes tipo utilizadas como padrdo de referéncia para a
caracterizagdo morfoldgica e molecular.

Isolados Bacterianos Cultivare Parte da Planta

s
20, 28, 30, 31, 40 (B) IR 42 Raiz
2,6,21,29,35,41,45 (B) IR 42 Colmo
3,32,36,42 (B) IR 42 Folha
5,7,13,16,17, 22,43 (B) IAC 4440 Raiz
4,8, 14,19, 23, 44 (B) IAC 4440 Colmo
9,10, 18, 24 (B) IAC 4440 Folha
1,11,12,25,33,38,48 (B) CNA 7553 Raiz
15, 26, 34, 37, 46, 49 (B) CNA 7553 Colmo
27,39,47,50 (B) CNA 7553 Folha
Estirpes tipo Amostra Cultivar Referéncia
Kp23' (B. kururiensis) solo ZHANG et al. (2000)
M130 (“B. brasilensis™) raiz Arroz BALDANI (1996)
Ppe 8" (B. tropica) Colmo  Cana-de-agucar REIS et al. (2004)
TVV75' (B. vietnamiensis)  Raiz Arroz GILLIS et al. (1995)

* oge . ~
Utilizada apenas na caracteriza¢do molecular
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2000 pb
1000 pb —

500pb —p

B)

Legenda: Em A e B -P (Padrdo 1 Kb plus DNA ladder), 1- 4gua, 2 a 5 - estirpes tipo: ATCC 2416",
TVV75T, Kp23, M130, Somente em A: 6- isolado bacteriano 1B, 7 - estirpe tipo PpeST, 8- isolado
bacteriano (4B), 9 - estirpe M209, 10 e 11 - (isolados bacterianos 39B) e 2B. B): 6- isolado bacteriano 4B,
7-estirpe tipo Ppe8”, 8, 9, 10-estirpes isoladas de cana-de-agucar (Ppe7, Ppe6 e Ppe5) —11- estirpe isolada
de abacaxi (AB98), 12- isolado 39B.

Figura S5 - Perfil eletroforético do produto de amplificagdo da regido flanqueada pelos

“primers” especificos para B. kururiensis (A) e B. tropica (B) de diversas estirpes tipo e
isolados de plantas de arroz.

A utilizagdo de “primers” desenhados a partir da regido 16S e 23S DNAr, bem
como do gene recA € uma pratica bastante comum para discriminar as espécies de
Burkholderia. No entanto, a literatura relata somente a existéncia de um par de primer
utilizado para discriminar B. vietnamiensis do complexo genomovar V de B. cepacia e
que foi desenhado por BAUERNFEIND et al. (1999).

Um total de 50 isolados foram testados com os “primers” especificos para as
espécies B. kururiensis (BKR) e B. tropica (R1). Dentre esses, 42 apresentaram produto
de amplificacdo quando utilizado o “primer” especifico para B. kururiensis enquanto
que 9 isolados ndo apresentaram produto de amplifica¢do tanto para o primer BKR
quanto para o R1 (Tabela 8).

28



Tabela 8 - Caracterizacdo molecular dos isolados bacterianos identificados
fenotipicamente como Burkholderia spp. , através da técnica de PCR e uso do par de
“primers”’, BKTF/BKR especificos para B. kururiensis.

Isolado bacteriano Sinal da PCR com o primer BKR
1B, 3B, 5B, 7B, 9B, 10B, 11B, 12B, 13B,

14B, 15B, 16B, 17B, 18B, 19B, 20B, 21B,

22B, 23B, 24B, 25B, 26B, 27B, 28B, 29B, +

30B, 31B, 32B, 33B, 34B, 37B, 38B, 40B,

42B, 43B, 44B, 45B, 46B, 47B, 49B, 50B

2B, 4B, 6B, 8B, 24B, 19B, 36B, 39B, 41B, -

48B

*- Nio foi obtido produto de amplificacio quando usado os “primers” especificos para B. tropica (R1).

+ = presenga do produto de PCR do tamanho esperado; - = auséncia do produto de PCR do tamanho
esperado.

3) Analise de Diversidade genética dos Isolados Bacterianos Através da Técnica de
ARDRA

a) Isolados caracterizados como pertencentes ao género Herbaspirillum .

Foi obtido um produto de aproximadamente 1500 pares de bases (dados ndo
apresentados) apos a reagdao de amplificacao pela técnica de PCR do gene 16S DNAr
para os 55 isolados bacterianos caracterizados como Herbaspirillum e para as estirpes
tipo usadas como referéncia. O tamanho do fragmento (~1500pb) corresponde ao
relatado por YOUNG et al, (1991) que desenhou os “primers” utilizados para amplificar
praticamente todo o gene.

Os perfis de restricao dos produtos de amplificagdo por PCR geraram 15 bandas
polimorficas e 8 perfis de restricdo distintos. A enzima A/ul foi a que produziu maior
numero de bandas (8) e que apresentou maior poder discriminatdério gerando 6 perfis
distintos, enquanto que Mspl produziu oito bandas, 5 perfis distintos (Figura 6).

A Tabela 9 apresenta os tipos de perfis eletroforéticos associados a cada um dos
isolados bacterianos segundo a Figura 6.
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-

R

Tipos de Perfil: ABBCACCCDCACBAAADBD

Legenda: P - Padrdo, marcador de marcador 100 bp ladder (Promega), 1 — Z67, 2- M4, 3- 84b, 4 a 19 -
isolados 1H, 2H, 3H, 4H, SH, 9H, 10H, 12H, 13H, 24H, 27H, 30H, 31H, 34H, 35H, 55H,
respectivamente.

Figura 6 — Perfis de restricdo dos fragmentos amplificado da regido 16S DNAr das
estirpes tipo Z67 (H. seropedicae), M4 (H. rubrisubalbicans), 84b (H. frisingense) e dos
i1solados bacterianos caracterizados como Herbaspirillum. Mspl (A) e Alul (B).
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Tabela 9 -Perfil de restrigdo da regido 16S DNAr dos isolados bacterianos
caracterizados como Herbaspirillum spp., ap6s a digestdo coma as enzimas Mspl e Alul
e tipos de agrupamento gerados pela técnica de ARDRA.

Perfis de Restricao

Estirpes e Isolados Bacterianos Mspl  Alul Tipos de Perfis
767 A A 1
M4 A A 2
84b B B 3
2H, 6H, 7H, 8H, 12H, 14H a 23H, 25H,

26H, 27H, 28H, 29H, 33H, 37H, 38H, A A 1
39H, 40H, 50H, 51H, 52H, 53H, 54H, 56

a 64H

35H A B 2
30H, 31H, 32H, 36H, 52H C A 4
24H C B 5
1H, 3H, 4H, 5H, 10H, 11H, 13H C C 6
9H, 34H, 55H D D 7

* As letras representam o tipo de perfil gerado por cada enzima segundo a Figura 6.
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Figura 7 - Dendrograma de similaridade (UPGMA) obtidos através da técnica de
ARDRA de 55 isolados bacterianos caracterizados como pertencentes ao género
Herbaspirillum obtidos de trés cultivares de arroz (CNA 7553, IR 42 e IAC 4440) e trés
estirpes de referéncia (267, M4 e 84b). Nivel de similaridade aproximado de 22%.

A anélise do dendrograma mostra que todos os isolados que amplificaram com
os “primers” especificos para H. seropedicae foram similares (100%) a estirpe tipo da
espécie (267) (Figura 7).

Os dados apresentados no dendrograma para o primeiro ¢ segundo grupos
corroboram com os resultados obtidos por CRUZ et al. (2001), que observaram tipos
diferentes de perfis de restricdo definidos pela técnica de ARDRA para as espécies H.
seropedicae e H. rubrisubalbicans. A baixa diversidade intra-especifica mostrada no
primeiro grupo também esta de acordo com resultados obtidos por RODRIGUES (2003)
e BRASIL (2001), os quais usaram a técnica de ARDRA para estudar a diversidade de
isolados bacterianos caracterizados como Herbaspirillum em plantas de arroz e capim
forrageiro. REIS Jr (2002) e AZEVEDO (1998) também utilizaram a mesma técnica,
nesse caso, para agrupar isolados caracterizados como 4. amazonense obtidos de plantas
de arroz, sorgo e milho e Brachiaria e também observaram baixa diversidade entre os
isolados.

A técnica de ARDRA pode ser usada para separar isolados ao nivel de género e
espécie. BRASIL (2001), diferenciou isolados bacterianos caracterizados como
Azospirillum de isolados bacterianos caracterizados como Herbaspirillum. CRUZ et al

32

Wwwww&wmwmmmm%

ﬁ%aﬂﬁmmﬂ?ﬁ G%Tﬁwmmﬂmmm%g%

°>r L .

Tipos de

-

a2 e e T a0 St i T]
= o
= I
=

<

o e e

Perfil

<rre”

CRCH 2N 2 2 Y

> << <o

oepp <<



(2001) diferenciou isolados caracterizados como Herbaspirillum separando-os de
isolados bacterianos caracterizados como Burkholderia spp.

O dendrograma mostra que os isolados caracterizados e agrupados como H.
seropedicae apresentam baixa diversidade intraespecifica. Esses dados corroboram com
os dados descritos por CRUZ et al., 2001, BRASIL (2001), RODRIGUES (2003) e
SOARES — RAMOS (2003) que verificaram a formacdo de um unico grupo para a
espécie de H. seropedicae através da técnica de ARDRA.

Estudos utilizando a técnica de ARDRA a partir da regido 16S DNAr em
Gluconacetobacter diazotrophicus (GUEDES, 2004), A. amazonense (AZEVEDO,
1998, REIS Jr, 2002; BRASIL 2001) mostraram a baixa diversidade intraespecifica
dessas bactérias. No entanto, foi verificado que ¢ possivil verificar uma maior
diversidade dentro da espécie A. amazonense quando ¢ analisado o gene 23S DNAr e a
regido intergénica 16-23S DNAr (AZEVEDO 1998; REIS Jr., 2002). Segundo RUIZ et
al. (2000), devido a alta variabilidade no tamanho e nas seqiiéncias presentes no espago
intergénico das bactérias, esta regido ndo ¢ adequada na identificagdo de espécies
devido a falta de padronizagdo dos perfis entre as estirpes. Dessa maneira a regido
flanqueada pelos primers especificos para H. seropedicae (1440/HS) desenhados a partir
da regido hipervarivael da 23S DNAr foi seqiienciada a fim de ser obtida maiores
informagdes sobre a diversidade intraespecifica dos isolados bacterianos identificados
como pertencentes a espécie H. seropedicae.

O dendrograma do perfil de restri¢do apresentado nesse estudo indica que os
isolados agrupados no segundo e terceiro grupos podem pertencer a géneros ou espécies
diferentes das usadas para efeitos comparativos. Para testar esta hipotese, o gene 16S
DNATr dos isolados bacterianos SH, 10H, 13H, 55H, 34H, 4H, 3H, 31H, 24H, 7H e 27H,
foi seqlienciada, afim de obter resultados mais conclusivos sobre a identidade desses
isolados bacterianos.

b) Isolados caracterizados como Burkholderia spp.

Os 1isolados bacterianos caracterizados como pertencentes ao género
Burkholderia, assim como os isolados caracterizados como pertencentes ao género
Herbaspirillum apresentaram produto de amplificacdo da regido 16S DNAr de
aproximadamente 1450 pb. A restricdo desse produto de PCR gerou 28 bandas
polimorficas e 19 perfis distintos. As enzimas Alul e Hinfl apresentaram o mesmo
numero de bandas, dez cada uma, ¢ Rsal 8 bandas. A/ul foi a enzima com maior
nimeros e perfis polimoérficos (8) e com maior poder discriminatorio seguida da Hinfl
(7) e Rsa (4). Os perfis gerados pelas enzimas podem ser visualizados na Figura 9. Na
Tabela 10 encontra-se o tipo de perfil gerado para cada isolado bacteriano caracterizado
como Burkholderia spp., bem como o tipo de grupo formado no dendrograma de
similaridade.
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Tabela 10 - Perfil de restricdo do produto de amplificacdo da regido 16S DNAr dos
isolados bacterianos caracterizados como Burkholderia spp., apés a digestdo coma as
enzimas A/lul e Hinfl e os tipos de agrupamento gerados pela técnica de ARDRA

Perfis de restricao

Estirpes e Isolados Bacterianos Alul  Hinfl Rsal Tipos de perfis
M130 A" A A 1
Kp23 B B B 2
Ppe8 B C B 3
TVV7S C A A 4
40B A A A 1

1B, 5B, 9B, 10B, 11B, 12B, 13B, 14B,
16B, 17B, 18B, 20B, 22B, 23B, 26B, 27B, B
28B, 29B, 30B, 31B, 32B, 35B, 37B, 38B,
42B, 46B, 47B, 49B, 50B

vy
vy
&}

19B B A A 5
15B, 21B, 33B, 34B, 36B, 43B,44B, 45B, B A B 6
3B, 7B B C A 7
25B D B B 8
2B D D C 9
4B, 6B, 8B, 24B, 48B E E C 10
39B C F C 11
41B E G A 12

* As letras representam o tipo de perfil gerado por cada enzima segundo a Figura 7
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Tipos de Perfil: A BBCDEBBEBBBBEDBBCE

P12345678910111213141516171819
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B)

Tipos de perfil: ABCADFBFFBBABFABB GH
P12 34567 8910111213141516171819

&)

Tipos de perfil: ABBACCBCCBBABCBBBCA

Legenda: P (Padrao, marcador 100 bp ladder, Promega), 1 — M130, 2- Kp23, 3- Ppe8, 4- TVV75,5a 19 -
isolados 2B, 4B, 5B, 1B, 6B, 10B, 11B, 19B, 23B, 24B, 25B, 33B, 38B, 39B, 41B, respectivamente.

Figura 8 — Perfis de restricdo dos fragmentos amplificados da regido 16S DNAr das
estirpes M130 (B. brasilensis), Kp23 (B. kururiensis), Ppe8 (B. tropica) TVVTS5 (B.
vietnamiensis) ¢ dos isolados bacterianos caracterizados como Burkholderia spp. Alul
(A), Hinfl (B) e Rsal (C).
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Figura 9 - Dendrograma de similaridade (UPGMA) obtidos através da técnica de
ARDRA de 50 isolados bacterianos caracterizados como pertencentes ao género
Burkholderia e obtidos de trés cultivares de arroz (CNA 7553, IR 42 e IAC 4440) ¢
quatro estirpes tipo (M130, KP23, Ppe8 e TVV75). Nivel de similaridade aproximado
de 27%.

O dendrograma de similaridade, para os isolados bacterianos caracterizados
como Burkholderia spp. apresenta trés grupos distintos conform e Figura 9. No primeiro
grupo se encontram os isolados que apresentaram produto de amplificagdo quando
utilizados “primers” BKTK/BKR especificos para B. kururiensis. Nesse grupo pode ser
observado a formacgao de subgrupos, com 70% de similaridade, tal resultado corrobora
com os encontrados por RODRIGUES (2003), que encontrou a foramg¢do de subgrupos
dentro do grupo formado pelas estirpes M130 e Kp23. Nos segundos ¢ terceiros grupos
estdo aqueles isolados que ndo apresentaram produto de amplificagdo quando utilizados
esses mesmos “primers”. Esses isolados podem pertencer a géneros e espécies
diferentes. As novas espécies diazotroficas de Bukholderia B. unamae e B. tropica
foram identificadas primeiramente através da técnica de ARDRA por CABALLERO-
MELADO et al. (2004) e REIS et al (2004). O método também foi capaz de distinguir
as espécies de Burkholderia do complexo de B. cepacia, porém nao discriminou todos
os genomovares dentro do complexo (SEGONDS et al., 1999; FIORI et al., 2001).
Esses dados mostram que a técnica de ARDRA ¢ eficaz para a distingdo e classificagao
das bactérias ao nivel de espécie conforme demonstrado para as espécies de
Azospirillum (FANI et al, 1995). Segundo COENYE & VANDAMME (2003) o
conhecimento da diversidade dos membros do género indica que o nivel de interagdes
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entre essas bactérias e seus hospedeiros € muito complexa, diversa e freqiientemente
contraditoria.
A regido 16S DNAr dos isolados bacterianos 3B, 4B, 19B, 24B, 25B e 39B, os
quais pertencem a diferentes grupos de similaridade foi seqilienciada para obtengdo de
dados mais refinados sobre a classifica¢dao desses isolados bacterianos.

4) Sequenciamento da regido 16S DNAr dos isolados bacterianos

O gene 16S DNATr ¢ o mias utilizado para estudos de comparacdes filogenéticas
e taxondmicas em espécies de bactérias, devido a sua caracteristica de universalidade,
constancia (tamanho da molécula de 1500 pb ¢ constante para todas as bactérias) e
funcionalidade que nao ¢ afetada por mudangas ambientais (WOESE, 1987) além de ser
uma molécula com baixa homologia entre os reinos (WOESE & FOX, 1977). A
seqiiéncia nucleotidica desse gene apresenta regides altamente conservada e regides de
variagdes o que permitia sua utlizagdo para a analise e comparagdes filogenéticas
(WOESE, 1987). Estes estudos permitiram a divisdo dos organismos procariontes em
Archeobactérias e Eubactérias.

As arqueobactérias sdo divididas de acordo com caracteristicas fenotipicas em
bactérias metanogénicas, halofitas e termofitas. O grupo das eubactérias foi dividido de
acordo a posi¢do e estrutura de duas hélices formadas no gene 16SDNAr, em alfa-
proteobacéria, beta-proteobactéria, gama-proteobactéria e  delta-proteobactéria
(WOESE, 1987). A partir do seqiiénciamento do gene 16S dos isolados bacterianos
acima citados, estes puderam ser agrupados dentro do grupo das eubactérias se
posionando nos subrupos descritos nas Figuras 10 e 12.

a) Isolados caracterizados inicialmente como Herbaspirillum

A andlise filogenética utilizando a seqiiéncia do gene 16S DNAr de 10 isolados
bacterianos agrupados nos diferentes tipos na andlise d¢ ARDRA e comparados com as
seqiiéncias de diversas bactérias similares depositadas no GenBank (Figura 10)
posicionou estas bactérias dentro de diferentes ramos da classe das Proteobacterias. Os
isolados 14H, 24H, 27H, foram agrupados dentro do ramo das espécies de
Herbaspirillum (Figura 10).

Os isolados 34 e 55H foram posicionados no ramo das bactérias do género
Acinetobacter ¢ com a seqii€éncia de bactéria glaciais que ainda nao foram cultivadas
(Figura 10). Acinetobacter ¢ um grupo de bactérias que pode ser considerada
comospolita, ou seja ja foi encontrada em todos ambientes, mas que apresenta uma
taxonomia ainda confusa (TOWNER, 2000) e muitos individuos desse género
apresentam identificacdo fenotipica um pouco complexa (GERNER-SMIDT et al.,
1991).

Dentro do ramo das alfa-proteobactérias encontra-se o isolado 31H (Figura 10),
0o qual também apresentou a seqiiéncia 16S homologa a espécie Azohizobium
caulinoduluns. No dendrograma de restrigdo este isolado foi agrupado no grupo III
apresentando o tipo 8 de produto restricdo (Figura 6), se diferindo das espécies de
Herbaspirillum. O A. caulinoluns tem sido freqiientemente encontrado colonizando
endofiticamente plantas de arroz (ENGLHARD et al.,, 2000; GILLIS et al., 1995,
KIRCHHOF et al., 1997).

Os isolados 3H e 5H, 10H e 13H foram agrupados no mesmo ramo dos Bacilos
(Figura 10) e também se diferenciaram no dendrograma de restricao (Figura 7). Muitas
bactérias do género Bacillus foram encontradas colonizando a rizosfera de gramineas e
os dados mostram que algumas espécies como B. megaterium, B. subtilis, B. cereus, B.
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azotofixans (reclassificado como Paenibacillus) sdao capazes de fixar nitrogénio
atmosférico (SELDIN et al., 1984, SPRENT, 1979). XIE et al (2003) isolou quarenta
estirpes de Bacillus spp. e usando sondas especificas para o gene nifH e nifHDKE
observaram que as mesmas apresentam os genes estruturais da enzima nitrogenase,
porém ndo indica que possuem toda a estrutura para o funcionamento da nitrogenase.
Produtos de amplificacdo usando “primers” especificos para o nifH (UEDA et al,
1995a) foram observados para os isolados 3H, 5H, 10H, 13H, 24H, 31H e 55H (Figura
10), indicando que os mesmos sdo potenciais candidatos a serem incluidos no grupo dos
fixadores de nitrogénio. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar a
hipdtese levantada.

38



H27 \
79 Sequéncia (AF214642)

rbaspirillum spp.(AB049133)
14H

H.seropedicae (Y10146)

71H.rubrisubalbicans (AF137508)
24H

6 P.huttiensis (AY043371)
0 SeqUénCia (ABO74614) > Beta- Proteobactéria

H.frisingense (AJ238359)
H.putei (AB109890)
.chlorophenolicum (AB094401)
A.autotrophicum (AB074524)
96| 185 — H.lusitanum (AF543312)
-agaricidamnosum (Y08845)
P.lemoignei (AB021375)
.Solanacearum (AY464978)

99 —Burkholderia spp. (AF24 7424)/
34H

55H

100

10iBacteria Glacial (479380) Gama-Proteobactéria
29 Acinetobacter (AY847584)

A.brasilense (X79739)

99 ﬁf\éc;rgizobium spp. (AY904794)

0
100 A.caulinodans (X 77126)
—— 3H

Alfa-Proteobacteria

Bacillus spp. (AY505514)
B.pumilus (AB098578)

10H
13H

100

Bactérias Gram-Positivas

NN O

H5

A
0.02

Figura 10 - Arvore filogenética pressuposta para as seqiiéncias 16S DNAr de 11
isolados bacterianos obtidos neste estudo e microrganismos representativos das
subclasses alfa e beta Proteobacteria e bactérias Gram-Positivas disponiveis no
GenBank (ntimero de acesso entre parénteses). A arvore foi construida pelo método de

agrupamentos vizinhos (“neiborjoin”). A analise de bootstrap foi feita com 100
repetigoes.
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Legenda: P- Padrdo de peso molecular (1Kb Ladder — Promega), 1 — controle negativo (agua), 3,4, 5, 6, 7,
8 —isolados bacterianos 3H, SH, 10H, 13H, 24H, 31H e 55H, respectivamente.

Figura 11 — Perfil eletroforético do produto de amplificacdo da regido flanqueada pelos
primers nifHF e nifHR para os isolados bacterianos identificados como pertencentes ao
género Bacillus através da analise filogenética do gene 16S DNAr.

b) Isolados caracterizados inicialmente como Burkholderia

A regido 16S DNAr de 6 isolados bacterianos caracterizados inicialmente como
pertencentes ao género Burkholderia foi seqlienciada, as sequeicas forma alinhadas e
utilizadas para constru¢do de uma darvore filogenética que pode ser visualizada na
Figura 12. Os isolados 3B, 25B e 19B foram posicionados no mesmo ramo das espécies
de Burkholderia. Porém o isolado 3B enquadra-se apenas dentro do género e ndo se
posiciona proximo a espécie B. kururiensis. Este isolado o que apresentou produto de
amplificacdo para os “primers” especificos da espécie, sugerindo que pode haver uma
diversidade intraespecifica, como ja po de ser observadi dendrograma da figura 6. O
isolado 25B se posicionou no mesmo ramo da espécie B. kuruiensis, confirmando os
resultados obtidos na reagdo de PCR com “primers” especificos para B. kururiensis,
porém diferiu do resultado encontrado para andlise d¢ ARDRA onde o mesmo isolado
se enquadrou num subgrupo diferente da espécie em questdo (Figura 7). O isolado 19B
nao apresentou produto de amplificagdo com o “primer” especifico para B. kururiensis e
no dendrograma originado da analise de ARDRA formou um grupo separado das
espécies de Burkholderia (Figura 7). No entanto, este se posicionou no ramo da espécie
B. vietnamiensis com valor 100 de “bootstrap” (Figura 12). Esse dado corrobora com as
informacdes de GILLIS et al. (1995) e RODRIGUES (2003) que isolaram espécies de
bactérias do género Burkholderia de raizes e parte area de plantas de arroz incluindo a
espécie B. vietnamiensis.

Os isolados 4B e 24B agruparam-se dentro do ramo das espécies de
Herbaspirillum (Figura 12). Os mesmos ndo apresentaram produto amplificagdo para os
“primers” especificos para B. kururiensis € ndo foram agrupados no mesmo grupo da
espécie na analise de ARDRA. Portanto, ¢ possivel que pertengcam mesmo ao género
Herbaspirillum.

Uma ramificacdo com valor de bootstrap igual 100 foi formada entre uma
sequéncia de bactéria ndo cultivada do grupo da gama-proteobactéria, a Luteibactor
rhizovicina e o isolados 39B (Figura 12). Este isolado formou um grupo independente
na andlise de ARDRA e também ndo apresentou sinal de amplificagdo para os “primers”
especificos para B. kururiensis. A espécie Luteibactor rhizovicina foi isolada da
rizosfera de cevada, possui propriedades antibactericidas e antifungicas, porém o nome
da espécie ainda nao foi validado. (JOHANSEN et al, sequéncia AJ580499 submetido
no banco NCBI, ano 2003).
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Figura 12 - Arvore filogenética pressuposta para as seqiiéncias 16S DNAr de 9 isolados
bacterianos obtidos neste estudo e microrganismos representativos das subclasses alfa e
beta Proteobacteria disponiveis no GenBank (numero de acesso entre parénteses). A
arvore foi construida pelo método de “neiboirjoin” (agrupamentos vizinhos). A andlise
de bootstrap foi feita com 100 repeti¢des.
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5) Sequenciamento da regido 23S DNAr flanqueada pelos “primers” (1440/HS)
especificos para H. seropedicae

A regido flanqueada pelos “primers” especificos para H. seropedicae foi
seqiienciada com o objetivo de verificar a diversidade intraespecifica de 37 isolados
identificados como pertencentes a espécie.

Apos o sequenciamento, os contigs foram analisados por BLASTn, porém nio foi
possivel verificar nenhum depdsito de seqiiéncias 23S DNATr para essa espécie no banco
de dados. Entretanto, foi observado uma homologia das seqiiéncias com membros das
espécies Collimonas fungivorans e Ralstonia solanacearum (Figura 13). Essas espécies
pertencem ao mesmo grupo filogenético do género Herbaspirillum ou seja, sdo do
grupo das beta  proteobactérias, da familia Oxalobactereacea ¢ da ordem
Burkholderiales (www.ncbi.nlm.nih.gov). A espécie Collimonas fungivorans foi
recentemente descrita por De BOER et al (2004), segundo os autores a seqiiéncia do
gene 16S DNAr dessas espécies € 96 % similar ao das espécies de Hebaspirillum.

Apesar dos “primers” serem desenhados a partir de uma regido hipervariavel do
gene 23S DNAr, ndo foi possivel verificar diversidade intraespecifica apds o
alinhamento das seqiiéncias obtidas (Figura 13). A unica excecao foi o isolado 17H que
apresentou quatro nucleotideos diferentes (GGATGC) na posig¢ao 265 a 351 da regido
flanqueada pelos “primers” 1440/HS (Figura 14). As seqiiéncias de nucleotideos obtidas
para essa regido do gene serdo depositadas no GenBank, ficando assim disponiveis para
futuras analises de filogenias com outros microrganismos que possam ser isolados.

Soore E
Sequences producing significant alignments: (hits) WValue
gi| 48428765 | gh| AY5934580.1] Collimonas fungivorans fosmid CF... 620 0.0
gi]| 17429991 | enb | ALG46073.1] PRalstonia solanacearuwm GMIL000 ... B15 e-173
gi| 17429824 | enk | ALE4E072 .1 Ralstonia solanacearwm GMI1000 ... E15 e-173
gi| 174258340 erb | ALG46064.1] PRalstonia solanacearuwm GMIL000 ... B15 =-173
gi| 2828816 | gh| AF012419, 1| AF012419 Ralstonia solanacearum st... E15 e-173
gi| 25285813 |gh| AF012416.1|AF01241¢6 Ralstonia solanacearum sSt... B15 =-173
gi| 17431274 | enk | ALE4E051.1] RBalstonia solanacearwm GMI1000 ... B07 e-171
gi| 2828817 | gh| AF012420. 1| AF012420 PRalstonia solanhacearum St.. . S99 e-168
gi| 2828815 | gh| AF0124158.1| AF012418 Ralstonia solanacearum st... 5939 e-165
gi|282881d | gh| AF012417. 1| AF012417 PRalstonia solanhacearum St... S99 e-168
gi|28285818 | gb| AFO12421.1 | AF012421 PRalstonia pickettii strai... 583 e-163
gi| 5262790 | ewb | V18704, 1| EMU18704 EBurkholderia multivorans 2... 434 e-119
gi| 5262802 | emb | Y18705.1|EVI1IS8705 EBurkholderia vietnamiensis... 410 e-111

Figura 13 — Resultado da analise utilizando por BLASTn comparando a seqiiéncia
flanqueada pelos “primers 1440/HS da estirpe tipo de H. seropedicac e isolados
bacterianos identificados como pertencentes a essa espécie
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Figura 14 - Alinhamento da seqiiéncia flanqueada pelos “primers” 1440/HS mostrando
a regido de 267 pb a 350 pb. Seqiiéncia de 37 isolados bacterianos identificados como
H. seropedicae ¢ a estirpe de referéncia da espécie Z67. O Alinhamento foi feito por
Clustal W 1,8 software e editados no programa GeneDoc.

2.3.5 Analise polifasica dos isolados Bacterianos

O termo taxonomia polifasia foi empregado pela primeira vez por COLWELL
(1970) que o utilizou para a delineacdo de taxa em todos os niveis. Nesse estudo foi
utilizada a taxonomia polifasica para a classificagdo e identificacdo dos isolados
bacterianos originados de plantas de arroz, uma vez que as informagdes fenotipicas e
genotipicas desses isolados foram cruzadas gerando a Figura 11 e 12 para os isolados
caracterizados como pertencentes aos géneros Herbaspirillum e Burkholderia spp.,
respectivamente.
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Tabela 11 — Taxonomia polifasica dos isolados bacterianos originados das cultivares IR 42, TAC 4440 ¢ CNA7553 e caracterizados

fenotipicamente como pertencentes género Herbaspirillum.

Isolados bacterianos Cultivar e parte da Tipo de fenotipo Informacdes genotipicas
planta
“Primers” ARDRA Sequenciamento
1440/HS Grupos 16S DNAr Regiio da 23S DNAR
27H IR 42 - Raiz Herbaspirillum spp. + 1 Herbaspirillum spp. C. fungivorans
24 H IR 42 - Raiz Herbaspirillum spp. - 5 H. huttiensis NA
18, 19, 20, 37 (H) IR 42 - Raiz Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
4 (H) IR 42 - Raiz Herbaspirillum spp. - 6 NA C. fungivorans
32 (H) IR 42 - Raiz Herbaspirillum spp. - 4 NA NA
34H IR 42 - Colmo Herbaspirillum spp. - 7 Acinetobacter spp. NA
7,8, 26,38, 39, 64 (H) IR 42 - Colmo Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
22,25,33, 62, 63(H) IR 42 - Folha Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
36 (H) IR 42 - Folha Herbaspirillum spp. - 4 NA NA
10 (H) IAC 4440 - Raiz Herbapirillum spp. - 6 Bacillus pumilus NA
15, 16, 28, 29, 56 (H) IAC 4440 - Raiz Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
30H IAC 4440 Raiz Herbaspirillum spp. - 4 NA NA
9H IAC 4440 - Raiz Herbaspirillum spp. - 7 NA NA
14 (H) IAC 4440 - Colmo Herbaspirillum spp. + 1 H. seropedicae NA
6,23, 58H IAC 4440 Colmo Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
5H IAC 4440 - Colmo Herbaspirillum spp. 6 Bacillus pumilus NA
31H IAC 4440 - Colmo Herbaspirillum spp. - 4 A. culinodans NA
52H IAC 4440 - Colmo Herbaspirillum spp. - 4 NA NA
17, 53,57 (H) IAC 4440 - Folha Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
2, 12,40, 54, 59 (H) CNA 7553 - Raiz Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
3,11, 13 (H) CNA 7553 - Raiz Herbaspirillum spp. - 6 Bacillus pumilus NA
1H CNA 7553 - Raiz Herbaspirillum spp. - 6 NA NA
35, 60H CNA 7553 - Colmo Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
21,51,61 (H) CNA 7553 - Folha Herbaspirillum spp. + 1 NA C. fungivorans
Legenda: + = presen¢a do produto de PCR do tamanho esperado; - = auséncia do produto de PCR do tamanho esperado; NA, ndo se aplica (Produto de PCR néo
seqiienciado).

44



Tabela 12 — Taxonomia polifasica dos isolados bacterianos originados das cultivares IR 42, TAC 4440 ¢ CNA7553 e caracterizados
fenotipicamente como pertencentes género Burkholderia.

Isolados bacterianos Cultivar e parte da Tipo de fenotipo Informacdes genotipicas
planta
“Primers” ARDRA Sequenciamento
BKTF/BKR Grupos 16S DNAr
20, 28, 30, 31 (B) IR 42 - Raiz Burkholderia spp. + 2 NA
40B IR 42 - Raiz Burkholderia spp. + 1 NA
29, 35,37 (B) IR 42 - Colmo Burkholderia spp. + 2 NA
2B IR 42 - Colmo Burkholderia spp. - 10 NA
6B IR 42 - Colmo Burkholderia spp. - 11 NA
25B IR 42 - Colmo Burkholderia spp. + 8 B. kururiensis
21B IR 42 - Colmo Burkholderia spp. + 6 NA
3B IR 42 - Folha Burkholderia spp. + 7 Burkholderia spp.
32,42B IR 42 - Folha Burkholderia spp. + 2 NA
36B IR 42 - Folha Burkholderia spp. - 5 NA
5,13,16, 17,22 (B) IAC 4440 - Raiz Burkholderia spp. + 2 NA
7B IAC 4440 - Raiz Burkholderia spp. + 7 NA
43B IAC 4440 - Raiz Burkholderia spp + 6 NA
14, 23, 44 (B) IAC 4440 - Colmo Burkholderia spp. + 2 NA
4B IAC 4440 - Colmo Burkholderia spp. - 11 Herbaspirillum spp.
19B IAC 4440 Colmo Burkholderia spp. + 5 B. vietnamiensis
9,10, 18 (B) IAC 4440 - Folha Burkholderia spp. + 2 NA
24B IAC 4440 - Folha Burkholderia spp. - 11 Herbaspirillum spp.
1,11, 12,38 (B) CNA 7553 - Raiz Burkholderia spp. + 2 NA
25B CNA 7553 - Raiz Burkholderia spp. + 8 NA
33B CNA 7553 - Raiz Burkholderia spp. + 6 NA
48B CNA 7553 - Raiz Burkholderia spp. - 11 NA
15, 26, 37, 46, 49B CNA 7553 - Colmo Burkholderia spp. + 2 NA
34B CNA 7553 - Colmo Burkholderia spp. + 6 NA
27,47, 50B CNA 7553 - Folha Burkholderia spp. + 2 NA
41B CNA 7553 - Folha Burkholderia spp. - 12 NA

Legenda: + = presenca do produto de PCR do tamanho esperado; - = auséncia do produto de PCR do tamanho esperado; NA, ndo se aplica (Produto de PCR nio seqiienciado)
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Através da analise polifasica muitos microrganismos diazotréficos tém sido
classificados e identificados, e muitas novas espécies de bactérias foram descobertas,
como por exemplo, as novas espécies de Burkholderia e Herbaspirillum ja comentadas
na revisao de literatura. E ainda, esta nova taxonomia permite a comparagdo de varios
isolados colocando dentro de grupos que apresentam as mesmas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas.
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3. CONCLUSOES

Foram isolados um total de 168 bactérias as quais foram agrupadas através de
caracteristicas morfologicas em 4 géneros: Herbaspirillum, Burkholderia,
Azospirillum e Sphingomonas;

Foram obtidos maiores numeros de isolados da cultivar de arroz IR42 (61),
seguido da IAC 4440 (55) e CNA 7553 (47);

. A raiz foi a parte da planta que originou um maior numero de isolados
caracterizadas como Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp. (44), seguida do
colmo (36) e da folha (25);

. A utilizacdo dos “primers” especificos para Herbaspirillum seropedicae
permitiu distinguir 16 isolados, os quais ndo apresentaram produto de
amplificacdo do tamanho esperado de 390 pb para a espécie;

O uso dos pares de “primers” BKTF/BKR e BKTF/RI1, possibilitou a
identificacdo e a discriminacdo das estirpes tipo das espécies B. kururiensis e B.
tropica, e também dos isolados bacterianos objeto desse estudo;

. A andlise dos perfis polimorficos gerados pela técnica de ARDRA permitiu
agrupar os isolados caracterizados como Herbaspirillum em trés grandes grupos,
porém apresentou pouca diversidade entre os isolados bacterianos;

. A andlise dos isolados caracterizados como pertencentes ao género Burkholderia
mostrou-se mais diverso que o de Herbaspirillum, com a formagdao de varios
subgrupos;

O sequenciamento de algumas bactérias mostraram a ocorréncia de isolados
distribuidos nos ramos de bactérias Gram positivo e negativo dentro das
subclasses alfa, beta e gama Proteobactérias.
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CAPITULO 2- AJUSTE DA TECNICA DE PCR COM “PRIMERS” QUE
FLANQUEIAM A REGIAO DOS GENES NIF HD PARA A DETECCAO DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS EM PLANTAS DE ARROZ
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RESUMO

Brasil, Marivaine da Silva. Ocorréncia e Diversidade Genética de Bactérias
Diazotroéficas Endofiticas em Variedades de Arroz RJ: Seropédica: UFRRJ,
2005. 105 pp. (Tese de Doutorado em Fitotecnia).

O objetivo deste estudo foi desenhar novos “primers” que flanqueiam a regiao
codificadora do operon nif HDK visando detectar, pela técnica de PCR, a presenca de
bactérias diazotroficas endofiticas em amostras de DNA extraidas do tecidos de plantas
de arroz, assim como, avaliar a diversidade de bactérias diazotroficas sem a necessidade
de isolamento das mesmas. Foram desenhados quatro novos “primers” (nifH, D1, D2, e
nifK) a partir de seqiiéncias dos genes depositados no GenBank. A reagdo de PCR foi
otimizada com as combinagdes dos pares de “primers” nifH/D1, D1/D2 e D1/nifK ¢ o
DNA extraido da estirpe referéncia de H. seropedicae (Z67). Produtos do tamanho
esperado foram obtidos e dessa forma foram estabelecidos os protocolos para a reagdo
de PCR para as combinagdes de “primers” acima. Os “primers” nifH/D1 foram testados
em amostras de DNA extraido das estirpes referéncia de H. frisingense (84b), B.
kururiensis (Kp23), B. tropica (Ppe 8), B. vietnamiensis (TVV75), A. amazonense (Y2),
A. lipoferum (Sp59), G. diazotrophicus (Pal 5) e A. brasilense (Sp7). Foi observado um
produto do tamanho esperado (1422 pb) para as 6 estirpes testadas (Sp7, Sp59, Y2, Ppe
8, Z67 e 84b) e produtos de amplificacdo de tamanho menor para as estirpes TVV75 e
Pal 5. A reagdo de PCR se mostrou bastante eficiente para as estirpes de Herbaspirillum
testadas e para a estirpe Sp59 de A. lipoferum, porém as estirpes M130 e Ppe 8
apresentaram produtos inespecifcos os quais diminuiram em condi¢cdes mais
estringentes de reagdo. Nao foi possivel sequenciar os produtos de PCR dessas bactérias
com os “primers” desenhados ja que sdo degenerados. A utilizacdo dessa mesma
combinagdo de “primers” para a deteccdo de bactérias diazotroficas a partir do DNA
extraido do colmo de arroz das variedades IR 42 e IAC 4440 possibilitou a obtencao de
produtos de PCR do tamanho esperado, porém a qualidade do produto foi ruim. O
produto de PCR foi clonado no vetor pGEM T- easy .e a clonagem desses produtos foi
confirmada por PCR com os ‘primres” T7 e SP6 para amplificacdo do fragmento. Foi
observado o de produto de PCR para os clones obtidos de amostras de colmo da cultivar
IR 42. Para os clones obtidos das amostras da cultivar IAC 4440 foi possivel amplificar
dezoito potenciais clones dessas amostras foram parcialmente seqlienciados e os
resultados mostraram que quatro dos clones apresentaram identidade de cerca de 95%
com seqiiéncias de bactérias diazotroficas do género Herbaspirillum. Um maior nimero
de amostras de tecidos das planta necessita ser analisado visando determinar a
diversidade de bactérias diazotroficas endofiticas que colonizam o arroz.

Palavras — Chave: Diversidade, Sequenciamento, Bactérias diazotoficas
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ABSTRACT

Brasil, Marivaine da Silva. Occurrence and genetic diversity of endophytic
diazotrophic bacteria associated with rice varieties RJ, Seropédica: UFRRJ,
2005. 105 pp. (Thesis of Doctorate in crop Science).

The objective of this study was to design new pairs of primers flanking the nifH-D
region as well as to optimize the PCR reaction aiming to detect nitrogen-fixing bacteria
in DNA extracted from rice plant tissues with no requirement of bacterial isolation. Four
new set of primers (nifH, D1, D2, and nifK), based on the sequences deposited in the
GenBank, were designed. The PCR reaction was optimized for the set of primers
nifH/D1, D1/D2 and D1/nifK using DNA extracted from the reference strain H.
seropedicae (Z67). Product of the expected size was obtained and the protocols for PCR
reaction using the combination of primers above were established. The primers nifH/D1
were tested with DNA extracted from the reference strains of H. frisingense (84b), B.
kururiensis (Kp23), B. tropica (Ppe 8), B. vietnamiensis (TVV75), A. amazonense (Y2),
A. lipoferum (Sp59), G. diazotrophicus (Pal 5) and A. brasilense (Sp7). A product of
the expected size (1422 pb) was observed for 6 strains (Sp7, Sp59, Y2, M130, Ppe 8,
767 and 84b) and smaller size products amplification of for the strains TVV75 and Pal
5. The PCR reaction was very efficient for the Herbaspirillum strains and for the strain
Sp59 of A. lipoferum,. However, the strains M130 and Ppe 8 showed unspecific
products which decreased with more stringent conditions. However it was not possible
to sequence the products of PCR of these reference strains with the nif primers since
their are degenerated. The use of the same combination of primers to detect diazotrophic
bacteria of DNA extracted from colm of the varieties rice IR 42 and IAC 4440 showed
PCR products of the expected size, however the quality of the product was poor. These
products were cloned and analyzed with by PCR with the primers T7/SP6, directed to
the multi site restriction region of the cloning vector pGEM-T easy. PCR products were
detected for clones derived from DNA samples extracted from colm of cultivar IR42.
However, the quality of the products was very poor and therefore no sequencing could
be performed. In contrast, the efficiency of the PCR reaction was very high for samples
from the cultivar IAC4440. Eighteen clones were partially sequenced and the results
showed that four of them presented around 95% of identity with sequences of
diazotrophic bacteria of the genus Herbaspirillum. A much higher number of tissue
samples need to be analyzed envisaging to determine the population of endophytic
diazotrophic bacteria colonizing rice .

Keywords: Diversity, Sequencing, Diazotrophic bacteria
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4. INTRODUCAO

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é uma caracteristica inerente a algumas
bactérias, as quais possuem todo o aparato genético para essa funcdo. As proteinas
envolvidas no processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio sdo codificadas por um
conjunto de genes denominados nif. Esses genes codificam um complexo de proteinas
enzimaticas responsaveis pela FBN denominada nitrogenase. Os principais genes desse
aparato enzimatico ¢ o nifHDK que codificam as subunidades estruturais da enzima
nitrogenase, no entanto para que esta funcione sdo necessarios outros conjunto de genes
que codificam proteinas relacionadas com a regulacao da expressao desses genes.

Os genes nif juntamente com os ribossomais apresentam uma historia
evolucionaria bastante antiga e ambos tem sido utilizados para a avaliagdo da
diversidade estrutural e funcional de bactérias fixadoras de nitrogénio. Esses genes
podem melhorar o entendimento dos estudos filogenéticos para esse grupo de bactérias
e ainda diferenciar os membros dessa classe de genes.

O presente capitulo apresenta o ajuste da técnica de PCR, utilizando “primers”
desenhados a partir das conservadas do gene nifHDK a fim de verificar a diversidade de
bactérias diazotroficas associadas a diferentes variedades de arroz.

O objetivo deste capitulo foi:

- Desenhar “primers” para a regido codificadora do operon nif HDK visando o uso pela
técnica de PCR;

- Avaliar a aplicacdo da técnica de PCR com os “primers” desenhados no estudo da
diversidade de bactérias diazotroficas endofiticas;

- Aplicar a técnica de PCR com os “primers” para os genes nif H-D no estudo da
ocorréncia de bactérias diazotroficas endofiticas em tecidos de plantas de arroz.
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4.1 REVISAO DE LITERATURA
4.1.1 O processo da fixacao biolégica de nitrogénio (FBN)

A FBN ¢ um dos processos mais importantes para manutengdo da vida terrestre
(ODUM, 1983), uma vez que o nitrogénio ¢ o elemento quimico mais requerido para as
principais vias biossintéticas dos aminoacidos e dos nucleotideos (LEHININGER,
2002). A FBN ¢ componente fundamental do ciclo de nitrogénio, fornecendo este
elemento contido na atmosfera e compensando as perdas em decorréncia de processos
como, volatilizagdo de amdnia e da desnitrificacao (DIXON & KAHN, 2004).

A forma estavel e molecular diatdmica (N, ou N=N) do nitrogénio ¢ a mais
abundante na atmosfera. Esta conformagdo encarece, em termos energéticos, a fixacao
bioldgica de nitrogénio, porque uma grande quantidade de energia ¢ necessaria para
quebrar a ligagdo triplice, e assim tornar este elemento soluvel e biologicamente
assimilavel na forma de amonia (NH3) ou aménio (NH4") (SIQUEIRA & FRANCO,
1988). A amonia pode ser produzida industrialmente através da submissao da mistura de
N, e H, a altas temperaturas (400 a 500 °C) e pressdes (35 a 100 Mpa), onde sdo
necessarias a queima de cerca de 1,3 Megagrama de combustivel fossil para fixar um
Megagrama de nitrogénio. Os seres procariotos sdo 0s Unicos organismos terrestres
capazes de converter metabolicamente o nitrogénio atmosférico em formas quimicas
uteis para os organismos vivos (LEHNINGER, 2002). O processo pode ser sintetizado
através da reagao estequiométrica sugerida por SIMPSON & BURRIS (1984):

N,+ 10H™ + 8¢ + 16 Mg-ATP —2NH," + 16 Mg-ADP + 16P; + H2

A enzima nitrogenase ¢ o fator chave da biofixacdo de nitrogénio, pois catalisa a
divisdo do nitrogénio. Essa enzima pode também reduzir o acetileno em etileno,
fornecendo assim uma maneira conveniente de se medir indiretamente a fixacdo de
nitrogénio onde quer que ela esteja ocorrendo (SPRENT & SPRENT, 1990). Esse
método aliado ao uso do marcador isotopico '°N abriu novos caminhos nas técnicas de
medi¢do, as quais estd revelando que a capacidade de fixar nitrogénio ¢ bem difundida
entre os microrganismos autotroficos e heterotroficos (BODDEY et al., 2004).

A capacidade de fixar nitrogénio pode ser encontrada em quase todos os grupos
filogenéticos de bactérias, incluindo bactérias sulfurosas, firmibacteria, actinomicetos,
cianobactérias e todas as divisdes de Proteobactérias (DIXON & KAHN, 2004). Estes
microrganismos podem viver livres no solo ou na agua, associadas a plantas
(colonizando a superficie ou o interior de folhas, caules) e aos intestinos dos animais.
Podem ser anaerobicos, aerdbicos e anaerobicos facultativos. A Figura 15 mostra uma
visdo geral dos grupos de bactérias diazotroficas encontradas no ambiente.

52



Grupo V 5
i

\:} N::‘qf' 3 ¥ Mo — nitrogenase dependente
4":,:%'*1 " i ; s Grupo I
b::";.":‘:} 214 g’ f b iy,
“‘ N
och (118 !
A
= — ““‘I-n,-m = Frankia NITHD
“H?fthh
£ nEmsaRt ; = - - dmhhqn.“
lmmmt;:l ] e %%ﬂﬂ
a0 A " 2 R g
" o™ . LR ~ Grupo II

1] ’4::%
g i % % "ty
#’ 'ﬁ g .ﬁ' ‘?',5 = % =
o 1‘
Grupo IV / f ] E5 Grupotn
Nio caracterizado H Mo - nitrogenase independente

Figura 15 — Visdo geral dos cinco principais grupos filogenéticos de bactérias fixadoras
de nitrogénio baseado nas seqiiéncias dos genes estruturais da enzima nitrogenase
conforme descrito por RAYMOND et al. (2004).

Todos os procariontes diazotroficos possuem a enzima nitrogenase. Como a
enzima ¢ sensivel ao oxigénio, cada microrganismo desenvolveu uma estratégia
diferente para livrar-se do excesso de oxigénio, seja produzindo goma, aumentando a
taxa de respiragdo, procurando sitios onde a tensdo de oxigénio ¢ baixa, ou até mesmo
induzindo o hospedeiro a produzir substancias que combinam com o oxigénio como,
por exemplo, a leghemoglobina produzida em nodulos de leguminosas (SIQUEIRA &
FRANCO, 1988).

Um tipo de nitrogenase tolerante ao oxigénio foi observado em Streptomyces
thermoautotrophicus. Este microrganismo ¢ quimiolitotrofico terméfilo e portanto a
bioquimica desse tipo de sistema pode ser diferente do que normalmente ¢ encontrado
na maioria dos microrganismos diazotroficos (RIBBE et al., 1997).

4.1.2 A enzima nitrogenase

A nitrogenase compreende um complexo de proteinas preservado durante a
evolucdo (RAYMOND et al., 2004). As duas componentes principais desse complexo
sdao as duas metalo-proteinas, dinitrogenase redutase e a dinitrogenase que apresentam
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estruturas e caracteristicas mecanicas conservadas (LEHNINGER, 2002; DIXON &
KAHN, 2004).

A dinitrogenase redutase ou ferro-proteina ¢ um dimero com peso molecular de
57 a 72 kDa, com duas subunidades idénticas o agrupamento 4Fe-4S sendo a ponte que
liga as duas subunidades sensivel ao oxigénio (DIXON & KAHN, 2004). Este centro
funciona como ATP/ADP dependente e doador de elétrons para a dinitrogense ou
MoFe-proteina, (REES & HOWARD, 2000). A subunidade maior heterotetramica (a; e
b,) do complexo enzimatico ¢ a dinitrogenase ou MoFe-proteina, a qual contém o centro
catalitico. Seu agrupamento redox apresenta um total de dois molibdénios, 32 ferros e
30 enxofres por tetrdimero (REES & HOWARD, 2000). Essa proteina contém dois tipos
de centro redox: O agrupamento P composto de 8Fe-7S e o grupamento M ou cofator
FeMo, S9-homocitrato que ¢ o sitio de redu¢do do substrato (SEEFELDT et al., 2004)
(Figura 16).

(b}

Legenda: a) As fitas em cinza e rosa sdo as subunidades MoFe-proteina e as em azul e verde sdo as
subunidades Ferro-proteina. b) Complexos e cofatores da FeMo-proteina, o ADP esta em vermelho, Mo
em preto, hemocitrato em cinza claro, atomos de Fe em alaranjado e S em amarelo.

Figura 16 — Enzima e cofatores do complexo da nitrogenase (LEHNINGER, 2002).

A fixagdo de nitrogénio ¢ realizada por uma forma altamente reduzida da FeMo-
proteina e requer 8§ elétrons (6 para a redugdo do N, 2 para a producao de uma molécula
de H;). A reducdo dessa proteina ¢ feita através da transferéncia de elétrons da Fe-
proteina. Os oito elétrons sao transferidos (1 por vez) a cada ciclo, quando a Fe-proteina
que ja esta reduzida (esta pode ser reduzida por uma ferrodoxina ou flavodoxina do
sistema da célula) se liga a um dos dois sitios de ligacao para a FeMo-proteina e quando
a Fe-proteina se encontra oxidada se dissocia da FeMo-proteina que se encontra agora
reduzida (SCHINDELIN et al., 1997). A formacgdo desse complexo tem um papel
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crucial no mecanismo enzimdatico, porque essa conformagdo ¢ requerida para o
acoplamento, hidrolise de ATP e finalmente a transferéncia interna de elétrons na
FeMo-proteina do grupamento P para o grupamento M que se encontra ligado ao
substrato (N;) (DIXON & KAHN, 2004). O papel do ATP nesse caso ¢ catalitico tanto a
ligacdo do ATP quanto a sua hidrolise produzem mudangas conformacionais na proteina
o que ¢ uma entrada de energia livre que ajuda na transferéncia de elétrons
(LEHNINGER, 2002).

Todo o microrganismo diazotro6ficos possui o sistema enzimdtico molibdénio-
ferro proteina da nitrogenase, mas em condi¢des onde ha baixo contetido de molibdénio
alguns organismos podem produzir sistemas alternativos de nitrogenase contendo
vanadium-ferro ou ferro-ferro como cofatores (BISHOP et al, 1980, EVANS &
BURRIS, 1992). Essas nitrogenases ja foram encontradas em Azotobacter vinelandii,
Anabaena variabilis, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus (LOVELESS &
BISHOP, 1999). Acredita-se que existe uma semelhanga estrutural e funcional entre os
tipos de nitrogenases, baseada no fato de que os fatores Fe-V e Fe-Fe sdao capazes de
substituir o cofator Fe-Mo, sugerindo que estes Uultimos elementos ndo sdo
indispensaveis para a reducgdo do nitrogénio (LUDDEN et al., 1998).

4.1.3 Genes codificadores e reguladores da nitrogenase

As proteinas envolvidas no processo de fixacdo bioldgica de nitrogé€nio sdo
codificadas por um conjunto de genes denominados nif. Esses genes foram descobertos
apos estudos da genética do processo de FBN em Klebsiela pneumoniae. Foi observado
que os genes da fixacdo de nitrogénio nessa bactéria ocupam uma regido de
aproximadamente 25 kb, apresentando-se num total de 20 genes (nifA, nifB, nifD, nifE,
nift, nifH, nif], nifK, nifl, nifM, nifN, nifQ, nifS nif T, nifU, nifV, nifX, nifY, nifW, nifZ)
organizados em 8 operons (ARNOLD et al., 1988, MERRICK, 1993).

A identificagdo e os estudos genéticos dos genes nif em Klebsiela pneumoniae
permitiram comparagdes com outros diazotréficos como Azotobacter, Rhodobacter,
Enterobacter, Bradyrhizobium entre outras (MERRICK, 1993). Através deste estudo
observou-se que dos 20 genes nif identificados em K. pneumoniae, 14 sao comuns na
maioria das bactérias diazotroficas sugerindo que esse grupo de gene € necessdrio para a
biossintese da nitrogenase. A Figura 17 mostra esquematicamente os genes estruturais
da enzima nitrogenase e seus principais reguladores.

nfA° B H D K_ E N _X

Figura 17 — Desenho esquematico do arranjo dos genes estruturais da enzima
nitrogenase (nif HDK) e seus principais reguladores (nifA, nifB, nifENX).

Como foi descrito acima, os principais genes estruturais da enzima nitrogenase
sdo HDK, porém para que a nitrogenase realmente se expresse sdo necessarios a acao de
genes reguladores, onde os principais sdo os nifA, nifB, nifENX. Entretanto, os grupos
de genes nifQ, nifS nifT, nifU, nifV, nifX, nifY, nifW, nifZ, também estdo relacionados
com a regulagdo da nitrogenase. O arranjo desses genes ¢ comum para maioria das
espécies de bactérias diazotroficas conhecidas (RAYMOND et al., 2004). A analise
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estrutural ¢ importante para o entendimento da fixacdo bioldgica de nitrogénio ao nivel
bioquimico e por revelar as relagdes genéticas entre os diferentes diazotroficos
(POSTGATE & EADY, 1988).

A construgdo e regulacdo do complexo enzimatico sdo altamente dispendiosas e
envolve na ordem de 20 kb de DNA ou mais para codificar todas as proteinas requeridas
para sua constru¢do e funcionamento (ZEHER et al., 2003). Assim, a expressdo da
nitrogenase ¢ altamente regulada ao nivel que vai desde a transcrigdo (CHEN et al.,
1998) 4 pos-traducao da proteina (KIM et al., 1999).

Segundo (DIXON & KAHN, 2004) a resposta regulatéria, depende da interagdo
dos diferentes elementos de regulacdo, que pode variar nos diferentes organismos,
gerando uma plasticidade no sistema. Dessa maneira ndo ¢ possivel generalizar todos os
sistemas regulatorios presentes nos diferentes microrganismos diazotréficos.

4.1.4 O uso de genes nif para a analise de diversidade de bactérias diazotréficas

A analise filogenética de bactérias através do uso dos genes ribossomais (16S e
23S DNAr) permitiu o agrupamento de diversos filotipos como por exemplo as
betaproteobactérias, bem como a distribuicdo de gendtipos individuais (ZHER et al.,
2003). Através dessa ferramenta foi possivel constatar que a maioria dos
microrganismos cultivados ndo representa numericamente a abundancia, e
principalmente a diversidade de microrganismos no ambiente (BULL, 2000). Através de
investigagdes que envolvam o uso dos genes ribossomais foram identificados muitos
microrganismos dos mais variados habitats e com caracteristicas bastante peculiares
(RAPPE et al., 2002).

PACE et al (1986) desenvolveram um método para determinar a diversidade e a
composicdo das espécies de bactérias utilizando os genes ribossomais que podem ser
isolados diretamente de amostras ambientais. Embora tenha revolucionado a visdo
moderna da diversidade microbiana, a andlise dos genes RNAr sozinha ndo permite
ainda, um completo conhecimento sobre a ecologia microbiana e portanto ndo fornece
informacgdo definitiva sobre a biologia, fisiologia e fungdo ecoldgica dos diversos
microrganismos (ZHER et al., 2003).

A partir do inicio da década de 90 os genes nifHDK, que juntamente com o0s
ribossomais também apresentam uma historia evolucionaria bastante antiga tem sido
utilizados para a avaliacao da diversidade estrutural e funcional de bactérias fixadoras
de nitrogénio (RAYMOND et al., 2004). Esses estudos tem sido realizados gragas ao
sequenciamento e depoésito desses genes, principalmente o nifH, em banco de dados
(ZHER et al., 2003).

O gene nifH ¢ um dos mais antigos genes funcionais existente e a arvore
filogenética para esse gene ¢ muito consistente com a filogenia para o gene 16S DNArr,
(YOUNG, 1992) principalmente para os grupos alfa e gama proteobactérias (ZHER et
al., 2003). Essa caracteristica tem levado muitos cientistas a realizarem estudos de
diversidade filogenética utilizando parte do gene nifH. Outros estudos tem sido
realizados utilizando o nifD (UEDA et al, 1995 b, DEDYSH et al., 2004), porém pouco
se sabe sobre a filogenia inerente ao mesmo, bem como sobre o gene nifK.
Possivelmente, as poucas seqiiéncias disponiveis no banco de dados tém limitado a
analise e comparagdo filogenética (RAYMOND et al., 2004). Porém, esses genes
podem fornecer um melhor entendimento nos estudos filogenéticos entre estirpes
intimamente relacionadas como também, diferenciar melhor os membros da familia dos
genes nif. Os estudos de diversidade utilizando os genes nif tem sido feitos com
amostras de DNA ou RNAm coletados no ambiente e “primers” degenerados
desenhados principalmente para os genes nifH e nifD (POLY et al., 2001) e em reagdes
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de cadeia da polimerase (PCR) ou Transcriptase Reversa seguida de Reacdo em Cadeia
da Polimerase RT-PCR. Os amplicons que resultante sdo geralmente analisados através
de outras técnicas de “fingerprinting” como o Gradiente de Desnaturagdo em Gel de
Eletroforese (DGGE) (ROSADO et al., 1998; LOVELL et al., 2000; PICENO et al.,
1999), andlise do polimorfismo de restrigdo do fragmento terminal (T-RFLP)
(OHKUMA et al., 1999, TAN et al., 2003), clonagem e sequenciamento (ZHER &
MCREYNOLDS, 1989; UEDA et al., 1995a ¢ b; ZANI et al., 2000; HAMELIN et al.,
2002; HUREK et al., 2002; DEDYSH et al., 2004). Todos esses estudos contribuem
para o aumento de seqiiéncias depositadas no banco de dados e desta forma podem
fornecer mais informacdes sobre a diversidade genética de bactérias diazotroficas
presentes no ambiente.

Todos os trabalhos acima citados utilizam “primers” degenerados e desenhados a
partir de regides do gene nifH ou nifD que codificam sequéncias de aminoacidos
altamente conservados. A introdu¢do de degeneragdo na sequencia dos “primers”
permite ampliar consideravelmente a deteccdo de sequéncias de microrganismos ainda
ndo culturdveis. Aa maioria destes “primers” listados na literatura amplificam
segmentos de DNA de até 500 pb, o que pode gerar resultados inconsistentes nos
estudos de diversidade filogenética (BURGMANN et al, 2004). Diante do exposto,
torna-se importante o desenho e avaliagdo de novos pares de “primers’ que
correspondem as regides conservadas dos genes nifHDK, porém capazes de gerar
produtos de amplificagdo de maior tamanho e consequentemente permitindo que a
diversidade genética seja melhor avaliada. .
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42 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Desenho de “primers” que flanqueiam as regioes do nifH-D, D e D-K

Foram desenhados pares de “primers” para as regides dos genes nifHDK a partir
de seqiiéncias do genes depositados no GenBank (National Center for Biotechonology
information; www.ncbi.nlm.nih.gov). O programa usado para o alinhamento das
seqiiéncias foi o Clustal W. (THOMPSON et al., 1994) e o desenho dos primers contou
com a colaboracdao do pesquisador Felipe Rodrigues da Silva (Embrapa Cenargen).
Apds o alinhamento, as regides mais conservadas foram manualmente apuradas. As
regides selecionadas foram entdo analisadas por BLAST visando identificar seqiiéncias
de nucleotideos homologos as existentes no banco de dados do GenBank. Este
procedimento foi repetido até se conseguir obter a melhor regido para o desenho dos
“primers”. Em seguida, alinhou-se essa seqiiéncia dentro das grandes regides e
utilizando o programa “Generunner” foi feita a verificagdo da presenca de “hairpins”
(autopareamento das bases formando uma hélice em forma de grampo) e também foi
verificada a temperatura de anelamento de cada par de “primer”. Considerando que os
“primers” deveriam abranger também organismos com diferenca na seqiiéncia de DNA
da regido amplificada os “primers” foram sintetizados com bases degeneradas em
determinados locais, ou seja, que podem corresponder a 2 ou 3 bases nitrogenadas.
posicdes. As Figuras 18 e 19 mostram as regides selecionadas para desenho de cada
“primer”, local da degeneracdo, bem como o tamanho do fragmento que poderad ser
gerado apds a amplificacdo pela técnica de PCR.
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Legenda: A) “Primer” D1 (61,8°C, 1804-1821) 5’-CCTATGCCGGTTCCAAGG. B) Primer D2 3’-
TGGCGCGAGATGTAGTTC (57,7 °C, 2476-2459). Amplificam 673 pares de bases, de 1804 a 2476 da
seqiiéncia gi|1495468| do GenBank. Degeneracdes: D1 5’- CCTAYGCCGGTTCCAAGG ou
CCTA(T/C)GCCGGTTCCAAGG  (58,6° (C), D2 3’-TGGCGCGMGATGTAGTTC ou
TGGCGCG(A/C)GATGTAGTTC (54,7 °C).

Figura 18— Alinhamento de diferentes seqiiéncias da regido do gene nifD de diversas
bactérias diazotroficas e escolha da regido para o desenho dos pares de “primers”:
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Legenda: A) nifH 5°-GTCCGGCGAGATGATGGC (1020-1037 do gi|1495468|, 64,6 °C) B)
nifK 3’-GGCGGCGTCTTCGGTCAT (3542-3525 do gi|1495468|, 67 °C). Amplificam 2522
pares de base do operon, contendo as regides intergénicas. Degeneragdes: nifH 5°-
NTCNGGYGARATGATGGC ou NTCNGG(C/T)GA(G/A)ATGATGGC (40 °C), nifK 3’—
NGCNGCRTCYTCNGTCAT ou NGCNGC(A\G)TC(T\C)TCNGTCAT.

Figura 19— Alinhamento de diferentes seqii€éncias da regido dos genes nifH e nifK de
diversas bactérias diazotréficas e escolha da regido para o desenho dos pares de
“primers”:

A regido flanqueada pelo par de “primers” nifH/D2 somam total de 1422 pb e a

regido flanqueada pelo par de “primers” D1/nifK soma um total de 1636 pb. A Figura
20 mostra didaticamente a regido e o tamanho flanqueado por cada par de “primers”.
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Figura 20 — Representagdo esquematica dos trés genes nifHDK indicando os sitios
flanqueados pelos quatro pares de “primers” nifH, D1, D2, e nifK usado no estudo e o
tamanho estimado do produto de amplificagao pela técnica de PCR.

4.2.2 Extracio de DNA total das estirpes tipo de bactérias diazotroficas

Foi feita a extragdo de DNA total das seguintes bactérias diazotroficas:
Azospirillum  brasilense (Sp7'), A. lipoferum (Sp59"), A. amazonense (Y2V),
Herbaspirillum seropedicae (Z67"), H. frisingense (84b"), Burkholderia tropica
(Ppe8"), B. vietnamiensis (TVV75"), Burkholderia spp. (M130). O protocolo utilizado
foi adaptado de SAMBROK et al. (1989) conforme descrito abaixo:

As estirpes bacterianas foram crescidas por 16 h a 30 °C em tubos contendo 5
mL de meio dygs, apos esse periodo, foi feita a coleta das células bacterianas por
centrifugacdo a 520 G por 10 min a 4 °C e ressuspendidas em 567 pL. de tampao Tris-
EDTA (TjoE;). A esta suspensdo foram adicionados 30 uL de solucdo de SDS 10% e
3,0 uL de Proteinase K (20mg/mL), em seguida incubados por 1h a 37°C. Decorrido
esse periodo foram adicionados a solugdao 100 pL de NaCl 5M, e 80 pL de tampao de
extragdo CTAB diluido em NaCl (1,4 M). A solugao foi homogeneizada por inversao e
incubada por 20 min a 65 °C. Em seguida a mesma foi deixada sob agitacdo suave
durante 1h. Apds esse periodo, & solugdo foram adicionados 1 volume de
cloroférmio:élcool:isoamilico (24:1)e a solugdo foi incubada sob agitacdo suave durante
lh. Decorrido esse tempo a solugdao foi centrifugada a 16000 x g em centrifuga
refrigerada por 10 min a 4 °C. Em seguida o sobrenadante foi transferido para novo
tubo, onde foi feita a digestdo do RNA com 5 pL. de RNAse 10mg/mL por 30 min a 37
°C. Apds esse tempo, foram adicionados a solugdo 1 volume de
Fenol:Cloroformio:Alcool isoamilico (25:24:1), esta foi centrifugada por 10 minutos a
1600 x g a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo onde foi adicionado
Cloroférmio: Alcool Isoamilico (24:1) e apds agitagdo, a solugdo foi centrifugado por
10 min a 16000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e o DNA foi
preciptado com 0,6 volumes de isopropanol gelado, que foi centrifugado por 15 min a
1600 x g a 4 °C. O isopropanol foi retirado e o preciptado de DNA lavado com alcool
70% e submentido a centrifugagdo a 1600 x g por 10 min a 4 °C. O alcool foi retirado ¢
o preciptado foi ressuspendido em 50 pL de TjoE; Todas as centrifugagdes foram
realizadas em microcentrifuga refrigerada tipo Ependorf 5010R .
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4.2.3 Extracido de DNA de tecidos de plantas de arroz

As amostras de plantas utilizadas para a extragdo de DNA foram obtidas durante
as coletas dos experimentos (ver capitulo 1) para todas as épocas amostradas. O
protocolo proposto por FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998) foi utilizado para a
extracdo de DNA de plantas de arroz conforme descrito abaixo:
150 mg de tecido vegetal foi macerado em nitrogénio liquido, e a este foram
adicionados 700uL de tampao de extracado CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20mM
EDTA, 100 mM Tris e 1% B-mercapetanol). A solu¢do foi incubada a 65 °C por 1h e
apods esse periodo os tubos ficaram em repouso para esfriar em capela de exaustdo. Em
seguida foram adicionados a solugdo 600 uL de cloroférmio alcool-isoamilico (24:1) e a
mesma foi levada a centrifugacdo por 5 minutos a 1600 x g. O sobrenadante foi
transferido para novo microtubo e a este foram adicionados 400 pL de isopropanol frio
e em seguida incubado a -20 °C por 30 minutos. ApoOs esse periodo a solucao foi
centrifugada a 1600 x g por 10 minutos, o sobrenedante foi retirado e o precipitado foi
lavado com 1 volume de etanol 70% gelado. O etanol foi retirado e precipitado foi
submetido a secagem em capela de exaustao e ressuspendido em 25 uL de tampao TE
(T10E;) contendo RNAse (10 mg/mL), sendo a esta solugdo incubada a 37°C por 1h .

OBS: todas as amostras de DNA obtidas pelos trés protocolos descritos acima
foram armazenadas a -20 °C e também quantificadas em gel de agarose 1% através da
comparacdo com quantidades (100 ng, 200 ng) conhecidas de DNA plasmidial. As
amostras de DNA foram ainda quantificadas em espectrofotdometro com a leitura do
DNA feita no comprimento de ondas de 260 nm. Todas as centrifugagdes foram
realizadas em microcentrifuga refrigerada tipo Ependorf 5402R .

As amostras do colmo coletadas na época de florescimento dos cultivares IR 42
e TAC 4440 foram utilizadas para os estudos de ocorréncia de bactérias diazotréficas via
0 uso da técnica de reagdo por PCR. As variedades foram escolhidas tendo em vista os
estudos de quantificacdo da FBN realizado por CAMPOS (1999) que observou uma
baixa contribuicao da FBN na variedade IAC 4440 em contraste com a alta contribui¢ao
da FBN na variedade IR42. A escolha do colmo da planta assim como a época de coleta,
foi baseada nos dados de literatura que indicam maiores populacdes de bactérias
diazotroficas no colmo do que a raiz na época de florescimento de plantas de arroz
(BALDANI, 1996; BARRAQUIO et al., 1997; RODRIGUES, 2003).

4.2.4 Otimizacao da reacido de PCR para os pares de “primers” nifH/D2, D1/D2
e D1/nifK.

Segundo ROUX (1995), para uma oOtima condicdo de reacdo de PCR sdo
necessarios a otmizacao de alguns parametros como a concentragdo de cloreto de
magnésio, pH do tampao, condigdes de ciclagens e temperatura de anelamento dos
“primers”.

Foi feito um experimento de reagdo por PCR com um gradiente de temperatura
de analamento (50 a 65 °C) para os “primers” nifH/D2, D1/D2. Foram usadas diferentes
concentragdes de DNA (50 e 10 ng/[IL da estirpe Z67 de H. seropedicae) e cloreto de
magnésio (2,5 mM e 3,75 mM), além da adicdo de substancia adstringente como o
tween, cuja funcdo ¢ diminuir a tensdo entre as moléculas e a solugdo tampao (ROUX,
1995). Para os “primers” D1/nifK ndo foi utilizado o tween, e variou-se a concentragao
dos “primers” (0,2; 0,6; 1,2 e 1,8 uM) e as temperaturas de anelamento variaram entre
40 °C e 55 °C, estimada com base na Tm (temperatura na qual 50% dos “primers” estdo
anelados e 50% encontram-se dissociados do DNA molde) dos “primers” utilizados.
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A temperatura inicial de anelamento foi de 50°C para os pares de “primers”
nifH/D2 e D1/D2 enquanto que para o par D1/nifK foi de 40 °C. O gradiente de
temperatura variou em 15 °C tendo as temperaturas de anelamento o tempo de 45
seg/ciclo. As condigdes de termociclagem foram: 1 etapa inicial de desnaturagdo (93 °C
por 2 min.) seguido por 35 ciclos intermediarios (93 °C por 45 seg., temperatura de
anelamento por 45 seg.; 72 °C por 2 min) e 1 etapa final de extensdo (72 °C por 5 min),
e resfriamento a 4 °C. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1,2% em TAE 1X, a 65V apds o tempo de corrida de 1,5 h. As bandas
formadas no gel foram visualizadas apds coloragao com brometo de etideo e exposi¢ao
a luz ultravioleta e fotografadas com filme Polaroid tipo 667.

4.2.5 Clonagem do produto de amplificagio por PCR com o par de “primers”
nifH/D2 a partir de amostras de DNA extraidas de plantas de arroz

A clonagem do produto de PCR foi realizada de acordo com as seguintes etapas:
a) Preparo de células competentes

O método utilizado foi uma adaptacio de SAMBROOK et al. (1989) e seguiu as
condicoes descritas abaixo:

Uma coldnia de bactéria da linhagem de interesse foi crescida em 5 mL de meio
LB e incubada por 16 horas sob agitacdao de 200 rpm a 37 °C (fase estacionaria). Apos
esse periodo os 5 mL da cultura foram inoculados em 500 mL de meio LB e icubados a
37 °C, sob agitacdao de 200 rpm, até que a cultura atinjinsse uma D.O.¢ponm entre 0,5 e
0,8. Assim que a cultura atingiu a D.O necessaria, esta foi distribuida em 12 tubos tipo
Falcon estéreis, de 50 mL cada, e acondicionados em gelo por 30 minutos. Apds esse
periodo a cultura foi submetida a duas centrifugagcdes consecutivas a 130 G por 15
minutos a 4 °C. ApoOs a primeira centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em um volume de 500 mL de 4gua Mili-Q estéril e gelada
na segunda centrifugacdo o preciptado foi ressuspendido em 250 mL de agua Mili-Q
estéril e gelada. Este foi levado a nova centrifuugagdo a 3200 x g por 15 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi descatado e o preciptado foi ressuspendido em 10 mL de glicerol
10% estéril e gelado. Este foi transferido para 2 tubos, e levado a centrifugagao a 3200 x
g por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido
em 1 mL de glicerol 10%. Um volume de 42 pL destas células foi distribuido em
microtubos para criogenia ¢ estocadas a -70 °C até o momento de uso. Todas as
centrifugagdes foram realizadas em microcentrifuga refrigerada tipo Ependorf 5402R .

- Verificacdo da competéncia das células

A competéncia das células foi verificada através da metodologia descrita abaixo:
Em um microtubo foram adicionados 2 puL (10 pg) do plasmideo comercial PUC 18
(Invitrogen) e mais 42 ul das células competentes. Em outro microtubo foram
adicionados 2 pL de agua estéril mais 42 puL das células competentes. Separadamente os
conteudos dos microtubos foram transferidos para duas cubetas de 0,1 cm de eletrodo da
BIO-RAD, as quais foram submetidos a eletroporagdo no eletroporador “Eletros cell
manipulator” 600 (BTX Electroporation System), com as seguintes condi¢cdes de
eletroporacdo: 1,8 kV (para cubetas de 0,1 cm), 25 pF, 200 ohms. Apds o choque
elétrico foram adicionados 1 mL de meio LB na cubeta o qual foi misturado e
transferido para novos microtubos os quais foram incubados a 37 °C com agita¢do de
250 RPM por 1 hora. Apos esse periodo foi feita diluigdes da cultura crescida em 107,
10, 10° e 100 pL destas foram plaqueadas em meio LB com antibidtico especifico,
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além de X-gal e IPTG na concentacao 0,5 mM e de 80 pg/mL respectivamente. As
placas foram incubadas a 37 °C por 16 horas e ap0s crescimento foi feito o céalculo da
competéncia seguindo a seguinte equacgdo: Fator de diluicdo do DNA x Fator de
diluicao das células x N° de colonias crescidas x Inverso da diluigdo. (Células com bom
fator de competéncia devem estar na ordem de 10%- 10° em diante).

A marca e o genoétipo das células utilizadas é:

DH10B (ElectroMAX™ DH10B™ Cells — Invitrogen Cat. N° 18290-015). Gendtipo:F~
mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ¢80lacZAM15AlacX74recAlendAlaral39A  (ara,leu)
7697 galUgalKA-rpsL (Str™) nupG

b) Ligacao do Produto de amplificacdo no vetor de clonagem

A ligagao do produto de amplificagdo foi feita no vetor de clonagem pGEM®-T
Easy (Promega) Figura 21. A quantidade de inserto e de vetor utilizado na reacdo de
ligagdo seguiu as recomendagdes dos fabricantes:

As condigdes de reagdo foram as seguintes:

Reagentes Concentragdes
dATP 1 mM

Tampao 11X

Vetor 20 ng

T4 DNA Ligase 1U

O volume da reagao dependeu da quantidade de inserto colocado. A solucdo de
reacdo foi incubada a 4 °C por uma noite.
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Figura 21 — Vetor utilizado para a clonagem do produto amplificagdo gerado pelos
“primers” nifH/D2 (Figura obtida do site www.promega.com).

O produto de ligagao foi submetido a didlise por 1h , utilizando-se membrana de
0,22 um sobre agua. O material dialisado foi ressuspendido e eletroporado de acordo
com a metodologia descrita para a verificagdo da competéncia da célula (Item 8.3.5 a).
No entanto, apds incubagdo foi verificado o tipo de coldnia formada (azuis ou brancas).
Coldnias brancas foram selecionadas, uma vez que essas potencialmente contém o
inserto de DNA alvo, para extragdo plasmidial para serem utilizados em reagao de PCR
utilizando “primers” internos do vetor de clonagem (Figura 21) e posterior
sequenciamento.

4.2.6 Protocolo de extracio de DNA plasmidial

A extragdo plasmidial de todas as coldnias brancas obtidas foi feita seguindo o
protocolo sugerido por SAMBROOK et al. (1989) e descrtito a seguir.

As colonias brancas obtidas foram transferidas, com o auxilio de palitos para
microplaca “deepwell” (96 pocos) contendo 1mL de meio LB pH 7,0, com 100 ug/mL
de ampicilina. Apos esse procedimento a placa foi selada com adesivo (Simport), que
foi perfurado (dois furos em cada pogo) com agulha estéril, para garantir a aeracdo. Em
seguida a placa foi incubada a 37 °C por 20 horas sob agitagao a 200 rpm. Decorrido
esse tempo a placa foi centrifugada por 6 minutos a 3200 x g a 20 °C, o sobrenadante
foi descatado e a cada pogo da placa foram adicionados 240 pL de tampao GET (23 mL
de glicose 20% p/v filtrada; 10 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0; 3,0 mL de Tris-HCI 1M,
agua milliQ até o volume final de 500 mL). A placa foi selada com adesivo (Simport) e
o precipitado foi ressuspendido em vortex, e submetido a centrifugacdo por 9 minutos,
3200 x g a 20 °C. O sobrenadante foi descartado e & cada pogo da placa foram
adicionados 80 pL da solugdo de 584 uL RNAse (10 mg/mL) diluida em a 9,35 mL de
GET. Em seguida essa suspensdo de células foi transferida para placa de 250 pL
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polipropileno e esta foi incubada por 30 minutos a 37 °C e a cada poco foram
adicionados 80 pL de solucdo de lise (500 uL de NaOH 4M; 1 mL de SDS 10%; 8,5
mL de dgua milliQ estéril). A placa foi selada com adesivo (Sorenson) e misturada 30
vezes por inversdo e submetida a centrifugacdo rapida. Apos a centrifugagdo, foram
adicionados a cada pogo 80 pL de acetato de sodio (3M, pH 4,6), selou-se a placa com
adesivo (Sorenson) e féz-se a mistura dos componentes vezes por inversdo. A seguir a
placa foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugada rapidamente e
levada a incubagdo a -20 °C por uma noite. Decorrido esse tempo e apds o
decongelamento da solugdo a placa foi submetida a uma répida centrifugacdo e em
seguida submetida a incubagdo a 85 °C por 30 minutos, sem ao adesivo. Em seguida a
placa foi esfriada em gelo por 10 minutos e centrifugada por 30 minutos a 3200 x g. O
sobrenadante foi transferido para uma placa tipo milipore sobreposta a uma placa de
fundo V. Esta foi levada a centrifugacdo por 6 minutos, a 3200 x g a 20 °C. A seguir
foram adicionados 100 pL de isopropanol gelado ao filtrado e selou-se a placa com
adesivo (Sorenson) e foi feita a mistura dos componentes por inversdo e logo apos
levou-se a placa a rapida centrifugacdo que em seguida permaneceu incubada a
temperatura ambiente por no minimo 15 minutos. Decorrido esse tempo, a placa foi
centrifugada por 45 minutos a 3200 x g a 20 °C, o sobrenadante foi removido e a cada
poco foram adicionados 150 pL de etanol 70% gelado, em seguida a placa foi
centrifugada por 10 minutos, a 3200 x g a 20 °C. O sobrenadante foi removido e o
precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 40 pL de agua milliQ
estéril e estocado a —20 °C.

As amostras de DNA plasmidial foram quantificadas em gel de agarose a
1%, utilizando as concentracaos de 200, 400, 800 e 1000 ng do DNA plasmidial PUC
18 (Invitrogen) como padrido para comparagdo. Todas as centrifugacdes foram
realizadas em microcentrifuga refrigerada tipo Ependorf 5010R .

4.2.7 Amplificacio do DNA plasmidial utilizando o par de “primers” T7/SP6

Foi feita a reagdo de PCR utilizando os “primers” T7 (5°-
TAATCGACTCACTATAGGCGA -3°) e SP6 (3’- ATTCTATAGTGTCACCTAAAT)
cuja seqiiéncias estdo contidas no proprio vetor de clonagem (pGEM®T-Easy) e que
flanqueiam a regido do inserto do DNA (Figura 21) e mais uma regiao do plasmideo de
aproximadamente 1500 pb. Com isso o produto amplificado foi proveniente do DNA
plasmidial que continha o inserto de DNA da regido alvo (nifHD).

A reacdo de PCR utilizando os “primers” T7 e SP6 para uma reacdo de 50 uL
seguiu o seguinte protocolo:

Reagentes Concentracdo Final
Tampao para PCR 1 vez o volume da reacao
MgCl, 2,0 mM

dNTP 200 uM

Primer T7 0,2 uM

Primer SP6 0,2 uM

Tag DNA polimerase 1,0 U
As condigdes de termociclagem foram: 1 etapa inicial de desnaturagdo (93 °C

por 3 min.) seguido por 30 ciclos intermedidrios (93 °C por 1 min., 55 °C por 1 min.; 72
°C por 1 min.) e 1 etapa final a 72 °C por 3 minutos. Os fragmentos amplificados foram
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separados por eletroforese em gel de agarose 1,2% em TAE 1X a 65V por 2 horas e 30
minutos. As bandas formadas no gel foram visualizadas ap6s coloracdo com brometo de
etideo e exposicdo em luz ultravioleta e fotografadas com filme Polaroid tipo 667.

4.2.8 Sequenciamento do produto de amplificacio por PCR com os “primers”
nifH/D2 das estirpes tipo diazotroficas e dos clones selecionados

A metodologia para o sequenciamento dos produtos de PCR citados acima foram
realizados segundo a metodologia descrita no item 2.2.5. (g) do capitulo 1.
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43 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Otimizacdo da reacio de PCR utilizando os pares de “primers” nifH/D2,
D1/D2 e D1/nifK

A otimizacdo da temperatura de anelamento comega com o calculo da Tm que ¢
geralmente em torno de 5° C mais baixa que a temperatura usada nas condi¢cdes normais
da reagdo de PCR (ROUX et al, 1995). Segundo SILVA-PEREIRA (2003), as faixas
das concentragdes de reagentes para se iniciar a otimizagdo de uma reagao de PCR sdo:
1) Tag DNA polimerase - 0,5 a 5 unidades/50 pL de reacdo; 2) ANTP — 20 a 200 uM
para cada um dos quatro dNTP; 3) cloreto de magnésio — 0,5 a 3,0 mM; 4) “primers” —
0,1 a 0,5 mM. O autor comenta também, que o Cloreto de Magnésio ¢ um dos
componentes mais criticos em uma otimizagdo porque a sua concentracdo afeta o
anelamento de “primers”, temperatura de desnaturagdo do molde de DNA,
especificidade do produto amplificado, atividade e fidelidade da enzima 7ag DNA
polimerase.

O DNA extraido da estirpe tipo de H. seropedicae Z67 foi utilizado nos
experimentos de ajuste da reagdo de PCR quando utilizado os “primers” nifH/D2,
D1/D2 e D1/nifK. As Tabelas 13, 14 e 15 apresentam os resultados dos experimentos de
otimizacao para os pares de “primers” nifH/D2, D1/D2 e D1/nifK, respectivamente.

Foi possivel observar um produto de amplificagcdo de 1400 pb aproximadamente
para o produto de PCR quando utilizados os “primers” nifH/D2, com temperatura de
anelamento de 62 °C (tratamentos C e D) (Tabela 13). Nesse caso a concentracdo de
DNA foi o fator limitante da reacao de PCR.

Tabela 13 - Otimizagao das condi¢gdes da PCR utilizando os “primers” nifH/D2.

Gradiente de temperatura em °C (A°C=15°C com aumento de 1,36°C)
Tratamentos 50 51,36 52,7 54,8 5544 56,8 58,16 59,52 60,88 6224 63,6 65

A - - - - - - - - - - - -
B . - - - - - - - -
C - - - - - + - + + + -+
D +  +- - +/- +/- +/- +/- - + + - -
E - - - - - - - - - - - -
F - - - - - - - + - - - -
G - - - - - - - - - - - -
H + +- +/- - +/- +/- +/- - - - - -

Legenda: + = presenca de banda ; - = auséncia de banda; +/- = banda fraca

Tratamentos:

A= C/ tween, 2,50 mM de MgCl,, e 50 ng/uL. de DNA
B= C/ tween, 3,75 mM de MgCl,, e 50 ng/uL de DNA
C=S/tween, 2,50 mM de MgCl,, e 50 ng/uL. de DNA
D =S/ tween, 3,75 mM de MgCl,, ¢ 50 ng/uL de DNA
E = C/ tween, 2,50 mM de MgCl,, ¢ 25 ng/uLL de DNA
F = C/ tween, 3,75 mM de MgCl,, e 25 ng/uL de DNA
G =S/ tween, 2,50 mM de MgCl,, e 25 ng/pL de DNA
H=S/tween, 3,75 mM de MgCl,, e 25 ng/uL. de DNA
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Na Tabela 14 sao apresentados os resultados referentes a reacdo de PCR para os
pares de “primers” D1/D2. Pode-se observar que houve produto de amplificacdo do
tamanho esperado, ou seja, aproximadamente 600 pb para os tratamentos C ¢ D. O
tratamento D foi aquele que apresentou uma maior amplitude de temperatura de
anelamento (entre 50 e 62 C). As concentragcdes de 50 ng/uL e 3,75 mM de DNA e
cloreto de magnésio (MgCly), respectivamente foram considerados as melhores para a
obteng¢ao do produto, sem inclusive a necessidade de adi¢cdo de tween.

Tabela 14 - Otimizagao das das condi¢gdes da PCR utilizando os “primers” D1/D2.

Gradiente de temperatura em °C (A°C=15°C com aumento de 1,36°C)

Tratamentos 50 51,36 52,7 54,8 55,44 56,8 58,16 59,52 60,88 62,24 63,6 65

A - - - - - - - - - - -
B - - - - - - - - - - - -
C + + - - - + - + + + -+
D + - - - + + + - + + - -
E - - - - - - - - - - - -
F - - - - - - - - - - - -
G - - - - - - - - - + + -
H - + - - - - - - + - - -

Legenda: + = presenca de banda; - = auséncia de banda;

Tratamento:

A= C/ tween, 2,5 mM de MgCl,, e 50 ng/uL. de DNA
B = C/ tween, 3,75 mM de MgCl,, e 50 ng/uL de DNA
C=S/tween, 2,5 mM de MgCl,, e 50 ng/uL de DNA
D =S/ tween, 3,75 mM de MgCl,, e 50 ng/uL. de DNA
E = C/tween, 2,5 mM de MgCl,, e 25 ng/uL. de DNA
F = C/ tween, 3,75 mM de MgCl,, e 25 ng/uL. de DNA
G =S/ tween, 2,5 mM de MgCl,, e 25 ng/uL. de DNA
H=S/tween, 3,75 mM de MgCl,, ¢ 25 ng/uL de DNA

A melhor temperatura para o anelamento dos pares de “primers” D1/nifK foi ao
redor de 50 °C, além da concentracdo de 2,5 mM de cloreto de magnésio e de 1,2 uM
para os primers (tratamento E). Nesse caso as concentragdo do “primer” e do MgCl,
foram os fatores limitantes da reagdo de PCR (Tabela 15).
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Tabela 15 - Otimizagao das das condi¢gdes da PCR utilizando os “primers” D2/nifK

Gradiente de temperatura em °C (A°C=15°C com aumento de 1,36°C)
Tratamentos 40 41,36 42,72 44,8 4544 46,8 48,16 49,52 50,88 52,24 53,6 55

A - - - - - - - - - - - -
B - - - - - - - - - - - -
C - - - - - - - - - - - -
D - - - - - - - - - - - -
E - - - - - - + + + + - -
F - - - - - - - - - - - -
G - - - - - - - - - - - -
H - + - - - - - - - + - -

Legenda: + = presenca de banda; - = auséncia de banda

Tratamentos :

A= 2,5 mM de MgCl,, ¢ 0,2uM de cada primer,
B = 3,75 mM de MgCl,, e 0,2uM de cada primer
C=2,5mM de MgCl,, e 0,6uM de cada primer
D = 3,75 mM de MgCl,, ¢ 0,6uM de cada primer
E =2,5mM de MgCl,, e 1,2uM de cada primer
F=3,75 mM de MgCl,, e 1,2uM de cada primer
G =2,5mM de MgCl,, e 1,8uM de cada primer
H=3,75 mM de MgCl,, e 1,8uM de cada primer

A otimizacdo do protocolo de PCR para primers degenerados e desenhados para
a regido do gene nifH também foi feita por BURGMANN et al. (2004). Os autores
variaram a concentracdo de cloreto de magnésio, temperatura de anelamento, numero de
ciclos da reagdo e a concentracdo dos pares de “primers”. Essa estratégia permitiu que
os autores pudessem estabelecer protocolos de reagdo de PCR utilizando para esss
novos “primers”, apos a avaliagdo do produto de PCR gerado a partir do DNA extraido
de 14 estirpes tipo de bactériaas diazotréficas.

A otimizacdo final das condigdes da reacdo de PCR para um volume final de
para cada um dos pares de “primers” testados podem ser visualizados na Tabela 16.
Foram utilizados 200 uM de dNTPs e uma unidade de enzima (1 U).

Tabela 16 — Condigdes finais de otimizagdo da reacdo de PCR com a utilizagdo de
diferentes pares de “primers” desenhados a partir do operon nifHDK.

Nome do par  Concentragao de Concentracao  Concentracio de Temperatura de
de “primer” cada “primer” de MgCl,; (mM) DNA (ng/pL) anelamento (°C)

(»M)
nifH/D1 0,2 3,75 50 62
D1/D2 0,2 2,5 50 5562
D1/nifK 0,2/0,6 3,75 50 50

As condigdes de termociclagem estabelecidas foram: 1 etapa inicial de
desnaturacdo (93 °C por 2 min.) seguido por 35 ciclos intermediarios (93 °C por 45
seg., temperatura de anelamento de acordo com a Tabela 16 por 45 seg.; 72 °C por 2
min.) e etapa final a 72 °C de extensdo por 5 minutos. Os fragmentos amplificados
foram separados por eletroforese em gel de agarose (1,2%) em TAE 1X a 65V por 2
horas e 30 minutos. As bandas formadas no gel foram visualizadas apds coloragdo com
brometo de etideo e iluminagdo em luz ultravioleta e fotografadas com filme Polaroid
tipo 667.

Os pares de “primers” nifH/D2 foram testados em amostras de DNA extraido
das estirpes tipo das seguintes bactérias diazotroficas: Azospirillum brasilense (Sp7'),
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A. lipoferum (Sp59"), A. amazonense (Y2"), Herbaspirillum seropedicae (Z67"), H.
frisingense (84b"), Burkholderia tropica (Ppe8'), B. vietnamiensis (TVV75"),
Burkholderia spp. (M130). Os mesmos foram também testados em amostras de DNA
extraido de plantas para avaliar a ocorréncia destas bactérias em tecidos da planta.

Foi observado um produto de aproximadamente 1400 pb para as 7 estirpes
testadas (Sp7, Sp59, Y2, M130, Ppe 8, Z67 e 84b) (Figura 23) e produtos de
amplificacao de tamanho menor para as estirpes TVV75 e Pal 5 (em torno de 1200 pb e
800 pb respectivamente). No entanto, para as estirpes Sp7, Y2, M130 e Ppe8 a
eficiéncia da reagdo de amplificacdo foi menor do que para as estirpes 267, Sp59 e 84b
(Figura 22). Segundo POLLY et al (2001), a eficiéncia da reacdo de PCR ¢ reduzida
quando se utilizam “primers” degenerados e ¢ preciso lembrar que os primers
desenhados apresentam um perfeito pareamento com a seqiiéncia do gene nif para H.
seropedicae estirpe Z67.

Por outro lado, foi observado produtos inespecificos para as estirpes M130 e
Ppe8 (Figura 22). Como o objetivo de otimizar a reacdo de PCR para as estirpes M130 e
Ppe8 foram alteradas as concentracdes de DNA e a temperatura de anelamento para 100
ng/ul e 64 °C, respectivamente. Desse modo, produtos de amplificagdo do tamanho
esperado de aproximadamente 1400 pb foram obtidos (dados ndo apresentados). A
inespecificidade apresentada corroboram com os descritos por BURGMANN (2004),
que observaram produto de amplificagdo inespecifico na reagdo de PCR como novos
“primers” degenerados que flanqueiam o gene nifH. Os autores comentam que a
otimizagdo da reagdo ocorreu através do aumento das condi¢des de estringéncia por
exemplo, o uso de tween, DMSO, aumento na concentracdo de cloreto de magnésio e
temperatura de anelamento.

1500 pb
1000 pb

250 pb

Legenda: P - Padrdo de peso molecular (1 Kb ladder — Promega) 1— controle negativo (agua), 2 — estirpe
Sp7, 3 — estirpe Sp59, 4 — estirpe Y2, 5 — estirpe M130 , 6 — estirpe Ppe8, 7 - estirpe TVV75, 8 - estirpe
767, 9 — estirpe 84b, 10 - estirpe Pal 5.

Figura 22 — Perfil de amplificagdo da regido flanqueada pelos primers nifH/D2 do
DNA extraido de culturas puras das estirpes tipo de bactérias diazotréficas.

Produto de amplificacdo com aproximadamente 1400 pb também foi obtido na
reacdo de PCR com os “primers” nifH/D1 a partir de amostras do DNA extraido de
colmos e raizes de plantas de arroz (Figura 23). A maioria das amostras apresentou um
sinal fraco enquanto que outras amostras apresentam produtos inespecificos. A

71



eficiéncia da reacdo de PCR a partir de DNA extraido de amostras ambientais ¢ bem
menor do que com o DNA extraido de culturas puras de bactérias diazotréficas
(BURGMANN et al., 2004). Uma hipdtese para essa diferenca ¢ que a seqiiéncia alvo
para o anelamento dos “primers” em amostras de plantas encontra-se em menor
quantidade e menos acessivel. Segundo BURGMANN et al (2004) a inespecificidade
encontrada nas reacdes de PCR a partir de DNA de amostras ambientais pode ser devido
a co-amplificacdo de seqiiéncias nao alvo. O material de DNA obtido de tecidos de
planta contém DNA de diversos microrganismos ndo fixadores de nitrogénio além do
DNA da propria planta, e também de inibidores de reacdo de PCR como compostos
fenolicos o qual a planta pode apresentar.

P12 3 456 7 8 910 11 P

- - » > -

1500pb —_»
1000pb —»

AR
AEREA

250 pp —»

Figura 23 — Perfil de amplificagdo da regido flanqueada pelos primers nifH/D2 do
DNA extraido de colmos e raizes de plantas de arroz.

4.3.2 Sequenciamento da regiao flanqueada pelos “primers” nifH/D1 a partir do
produto de PCR das estirpes de referéncia de bactérias diazotroficas.

O produto de PCR flanqueado pelos pares de “primers” nifH/D1 a partir do
DNA de 7 estirpes de referéncia de bactérias diazotréficas (Y2, Pal5, Sp59, Sp7, 84b,
Kp 23 e M130 (Figura 24) foi seqiienciado a fim de se obter seqiiéncias dessa regido
para que pudessem ser comparadas com outras seqliéncias disponiveis no banco de
dados, bem como utiliza-las para estudo de diversidade. No entanto, o sequenciamento
desses produtos utilizando os primers degenerados nao foi eficiente, e dessa maneira as
seqiiéncias dessas estirpes ndo puderam ser analisadas.
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Legenda: 1 a 7 — estirpes Y2, Pal5, Sp59, Sp7, 84b, Kp 23 ¢ M130 respectivamente. E o padrado de peso
molecular utilizado foi o 1Kb ladder (Promega).

Figura 24 - Produto de PCR flanqueado pelos pares de “primers” nifH/D1 a partir do
DNA de 7 estirpes de referéncia de bactérias diazotréficas, submetidas ao processo
direto de sequenciamento utilizando os “primers degenerados nifH/D1.

4.3.3 Clonagem do produto de PCR flanqueados pelos pares de “primers”
nifH/D1 obtidos a partir de amostras de DNA extraidas do colmo de plantas
de arroz

Amostras do colmo das cultivares IR 42 e IAC 4440, na época de florescimento,
foram submetidas a reacdo de amplificacdo de PCR com os “primers” nifH/D1. Os
produtos de amplificacdo obtidos foram submetidos ao processo de clonagem conforme
descrito anteriormente. Foram obtidas 96 coldnias brancas para cada cultivar de arroz e
que possivelmente contém o inserto alvo. O DNA plasmidial dessas colonias foi
extraido e utilizado a uma nova reagdo de PCR com os “primers” internos T7 ¢ SP6 do
vetor de clonagem (pGEM — T Easy, (Figura 25). Essa reagdo de PCR foi realizada com
o objetivo de detectar os clones ou seja, individuos que continham o fragmento alvo
inserido no vetor. Esta estratégia tem sido usada pela maioria dos trabalhos de clonagem
do produto de PCR flanqueado por primers da regido do gene nifH e D (UEDA et al.,
1995a e b; LOVELL et al., 2000; BROWN et al, 2003; BURGMANN et al. 2004).

Foram obtidos produtos de amplifica¢do com tamanho aproximadado de 1600
pb, para 34 amostras de DNA plasmidial e que foram originados da clonagem do
produto de PCR com os “primers” nifH/D1 a partir do DNA do colmo da cultivar IR 42
(Figura 26). O fragmento obtido esta de acordo com o tamanho esperado uma vez que
os “primers” se alinham na seqliéncia do vetor de clonagem e amplificam todo o
fragmento alvo inserido. O baixo rendimento obtido pela reacdo de PCR (Figura 26)
inviabilizou o uso dessas amostras nas rea¢des de sequenciamento visando identificar os
microrganismos diazotrdéficos que estavam colonizando o tecido da planta de arroz.
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Figura 25 — Perfil de amplificacdo da reagdo de PCR com os pares de “primers”
T7/SP6 de 34 clones obtidos da clonagem do produto de PCR com os primers nifH/D1
do DNA extraido do colmo da cultivar IR 42. As setas brancas indicam o produto de
PCR. O Padrao de peso molecular utilizado foi o 1 Kb ladder plus (Invitrogen).
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Figura 26 — Perfil de amplificacdo dos produtos de PCR com primers T7/SP6 com
novos DNA plasmidias extraidos dos clones obtidos da clonagem do produto de PCR
com os primers nifH/D1 do DNA extraido do colmo da cultivar IR 42. As setas brancas

indicam o produto de amplificagdo. O padrdo de peso molecular utilizado foi o 1Kb
ladder (Promega).

Apenas 4 amostras originados da clonagem do produto de PCR com os
“primers” nifH/D1, obtidos do DNA do colmo da cultivar IAC 4440, apresentaram
produto de PCR do tamanho esperado apds a reacdo de PCR com os “primers” T7 e SP6
(Figura 27). Por outro lado, foi observado diversos produtos de amplificacdo de
tamanho menor e que variaram entre 300 a 700 pb (Figura 27).
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Figura 27 - Perfil de amplificacdo dos produtos de PCR com primers T7/SP6 com
DNA plasmidias extraidos dos clones obtidos da clonagem do produto de PCR com os
primers nifH/D1 do DNA extraido do colmo da cultivar IAC 4440. O padrao de peso
molecular utilizado foi o 1Kb ladder (Promega).

4.3.4 Sequenciamento dos clones obtidos

Foram seqiienciadas 18 amostras (Figura 28), cujas sequéncias apresentaram em
torno de 600 nucleotideos para ambos as diregdes da fita do DNA. As seqiiéncias foram
analisadas no programa BLASTn, e as quatro amostras que com um fragmento de
aproximadamente 1600 pb (Figura 27) apresentaram as seqiiéncias parciais idénticas em
de 95% com seqiiéncia do gene nifH e nifD de Herbaspirillum spp (Figura 28 A).
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Legenda: Resultado da comparagdo por BLAStn das seqiiéncia obtidas apos o sequenciamento da regido
flanqueada pelos “primers” T7 (5°-3”). A) possivel clone com 1600 pb de produto de PCR B) possivel
clone com 700 pb de produto de PCR. C) possivel clone com produto de PCR de 300 pb.

Figura 28 — Comparagdo por BLASTn da seqiiéncia de 3 possiveis clones obtidos da
variedade IAC 4440.

A 1identificacdo dos quatro clones esta de acordo com os dados de literatura e
com os resultados obtidos no capitulo 1, onde ja foi demonstrada que bactérias do
género Herbaspirillum colonizam endofiticamente e em niimeros elevada a variedade de
arroz estudada. Porém, deve-se salientar que foram obtidos poucos clones para se fazer
qualquer inferéncia sobre a abundancia de determinados grupos de bactérias fixadoras
de nitrogénio nestas variedades. Além disso, somente uma parte da regido flanqueada
pelos “primers” T7 e SP6 foi seqiienciada, o que dificulta o alinhamento por BLASTn
dessa regido com seqii€ncias disponiveis no banco de dados. Analises da relacao dessas
seqiiéncias com as estirpes de referéncia utilizadas nesse estudo também ndo foram
feitas, devido a dificuldade de sequenciamento utilizando-se os “primers” degenerados.
E preciso lembrar que somente cerca de 10% do total de bactérias que colonizam as
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plantas de arroz sdo fixadoras de nitrogénio (STOLTZFUS et al., 1997). Portanto, a
complexidade do DNA disponivel para o alinhamento do primer ¢ relativamente alta
dificultando assim o pareamento especifico dos mesmos na regido dos genes nifH-D.
Por outro lado, os dados de literatura que ja exploraram a ocorréncia de bactérias
fixadoras nestas duas variedades de arroz, mostraram que além espécies de Azosprillum
conhecidas, Herbaspirillm seropedicae e Burkholderia kururiensis também foram
isolados B. vietnamiensis e Sphingomonas spp (RODRIGUES, 2003).

Diante dos fatores abordados acima, algumas andlises deverdo ser feitas para
uma analise mais completa e detalhada dos resultados. Por exemplo, a otimizagdo do
protocolo de transformacdo do produto de PCR, para que produtos inespecificos como
os obtidos para os “clones” de tamanho menor sejam minimizados ou eliminados. Da
mesma forma, o desenho de novos “primers” que flanqueiam a regido interna do
fragmento amplificado para que toda a regido de 1400 pb dos genes nifH-D seja
totalmente seqiienciada permitindo dessa maneira inferir sobre a filogenia das bactérias
diazotroficas presentes nos tecidos das variedades de arroz.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

5. CONCLUSOES

Foi possivel observar um produtos de amplificagdo com o DNA extraido da
estirpe 267 de Herbaspirillum utilizando “primers” degenerados para regidoes do
operon nifHDK;

As condigoes da reacdo de PCR foram otimizadas estabelecendo-se:
temperatura de anelamento de 62 , 50-62 e 50 °C, 50 ng/uL de DNA, 3,75, 2,5
mM e 3,75mM de MgCl, utilizando os pares de “primers” nifH/D1, D1/D2,
D1/mifK, sendo a concentracdo dos mesmos de 0,2, 0,2 ¢ 0,2/0,6 uM de cada
respectivamente;

Produtos de aproximadamente 1400 pb foram obtidos com o uso do par de
“primers” nifH/D1 para 7 estirpes diazotroficas testadas (Sp7, Sp59, Y2, M130,
Ppe 8 e 84b) e para as amostras do DNA extraido de colmos e raizes de plantas de
arroz;

Produtos de amplificacdio de tamanho menor (em torno de 1200 pb e 800 pb)
foram observadospara as estirpes TVV75 e Pal 5.;

Nao foi possivel o sequenciamento do fragmento do gene nifH-D das estirpes de
referéncia utilizando os primers degenerados nifH/D1;

A seqiiéncia parcial dos 4 clones obtidos da cultivar IAC4440 apresentaram 95%
de identidade com seqiiéncias do gene nif de Herbaspirillum depositadas no banco
de dados do NCBI.
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