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RESUMO

A mucuna é uma leguminosausada como adubo verde, no periodo de
entressafras, em sistemas agricolas. Sua simbiose com microrganismos capazes
de realizar fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é uma forma alternativa, e
vantajosa de promoc¢édo de crescimento e melhoramento da qualidade do solo.
Este trabalho objetiva realizar a caracterizacdo da estrutura gendmica por
métodos moleculares de 24 bactérias obtidas dos nodulos deraizes da mucuna
(Mucuna aterrima) cultivadas em trés regides do estado de Goias: Rio Verde,
Porangatu e Santo Antonio de Goias. A caracterizacdo molecularfoi baseada na
separacdo do DNA genomico pela técnica de PFGE (Eletroforese em Gel de
Campo Pulsado) e pela amplificacdo de regides conservadas e ndo conservadas
do genoma pela PCR(Reacdo em Cadeia da Polimerase). Também foi realizado
0 sequenciamento da regido 16S rRNA e sua restricdio com a endonuclease
Haelll(ARDRA). Os resultados obtidos nos ensaios foram tratados pela anéalise
de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard e o algoritmo UPGMA, com
construcdo de dendrogramas de similaridade, a fim de estimar a relagdo
filogenética dos isolados. A analise pelo PFGE revelou a presenca de material
genético circular de alto peso molecular junto a um replicon de peso 1,2 Mb
para maioria dos isolados. As regides IRS 16-23S rRNA e REP foram
consideradas de alto valor discriminatorio a nivel intraespécies. O estudo das
regides housekeeping (ginll e atpD) mostraram-se inadequando para o teste de
MLSA (Analise de Sequéncias Multilocus), contudo podem ser empregados em
estudo filogenéticos de polimorfismo, assim como o gene melA. O gene nifH foi
exibido para seis isolados de mucuna. Ja o gene nodC ndo foi evidenciado para
nenhum isolado. A regido 16S rRNA apresentou fragmentos com 1,5 kb para
todos os isolados e sua restricdo com a enzima Haelll apresentou um bom
agrupamento para separacdo filogenética. Os dados do sequenciamento foram
comparados com sequencias de banco de dados do NCBI para obtengdo da
identificacdo das bactérias estudadas. Foram identificados 11 isolados com
similaridade acima de 91% sendo consideradas dos génerosEnterobacter,
Bacillus e Stenotrophomonas. As elucidacfes dessas caracteristicas genotipicas
visam fornecer subsidio para o entendimentoda relacdo entre bactérias isoladas
dos nodulos e plantas hospedeiras, assim como investigar a dindmica da
estrutura gendmica destes procariotos e a diversidade das bactérias associadas a
mucuna. O estudo ainda pode auxiliar na estratégia de selecdo de grupos de
bactérias para serem utilizadas como inoculantes para a cultura da mucuna.

Palavra-chave: genoma, mucuna, bactérias endofiticas, inoculantes e simbiose.



ABSTRACT

Mucuna is a legume used as green manure, during intercrop period, in farming
system. The plant association with microrganisms, which are able to perform
biological nitrogen fixation (BNF), is an alternative and advantageous way of
promoting growth as well as to improve soil quality. The aim of this study is to
characterize, by molecular methods, the genomic structure of 24 bacteria which
were isolated from root nodules of mucuna (Mucuna aterrima). Mucuna plants
were grown in soil colected from 3 different cities in Goias state: Rio Verde,
Poranguatu and Santo Anténio de Goias. Molecular methods were based on
genome separation using pulsed field gel eletrocphoresis (PFGE) technique, and
by using amplification of conserved and non-conserved regions of genome
throught polymerase chain reaction (PCR) technique. It was also performed the
sequencing of the 16S rRNA region, and its restriction by using restriction
endonuclease Haelll (ARDRA). The assays results obtained were treated by
using similarity analysis based on Jaccard’s coefficient and UPGMA algorithm
to construct a similarity dendrogram, in order to estimate phylogenetic relation
of the bacterial isolates. The sequencingwere compared to the sequences of
endophytic bacteria from NCBI database. PFGE analysis showed a circular
genetic material with high molecular weight and replicon of 1,2 Mb for most of
isolates. IRS 16-23S and REP regions have been considered high discriminatory
power intraspecies. The study of the housekeeping (ginll e atpD) regions has
shown to be unsuitable for MLSA (Multilocus Sequence Analysis) test, however
it can be used in phylogentic polymorphism studies as well in melA gene. The
nifH gene was presented in 6 isolates of mucuna. Whereas the nodC gene was
not found in any of the isolates. The 16S rRNA region presented fragments of
1,5kb for all the isolates and its restriction to Haelll enzyme presented a better
clustering for phylogenetic separation. The sequencing database were compared
to NCBI database sequences to obtain bacteria identification. There were
identified 11 isolates with similarity over 91% considering genus Enterobacter,
Bacillus, and Stenotrophomonas. These genotypic features aim to aid
understanding the relation between bacteria which were isolated from nodules
and host plants, as well as to investigate the dynamic of the genomic structure
of these prokaryotes, and the diversity of bacteria associated with mucuna. The
study can also help in the strategy of selecting groups of bacteria to be used as
inoculants to mucuna culture in the ‘Cerrado goiano’.

Keywords: genome, mucuna, endophytic bacteria and symbiosis.
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que a taxa associada agrupados no teste de bootstrap foram de 1000 replicas e
podem ser observados ao lado dos ramos (FELSENSTEIN, 1985). As distancias
evolutivas foram calculadas usando o método de Probabilidade Composicao
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1 INTRODUCAO

Adubacdo verde é uma pratica agricola que consiste no cultivo de espécies
capazes de reciclar os nutrientes para tornar o solo mais fértil e produtivo,
possibilitando a reducéo, ou até mesmo na exclusdo, do emprego de fertilizantes
nitrogenados minerais, contribuindo para uma maior sustentabilidade da
agricultura brasileira e garantindo a conservacdo de recursos naturais
(BARRADAS, 2010). As espécies vegetais capazes de contribuir para o sistema
solo-planta, poderdo sercultivadas até o estado vegetativo e entdo incorporadas
ao solo cobrindo o terreno ao longo de alguns meses ou durante todo o ano.
Assim amatéria verde pode ser incorporada ao solo por revolvimento ou pode
ser mantida em sistema de cobertura do solo (ESPINDOLA; ALMEIDA &
GUERRA, 2004).

Dentre as espécies utilizadas como adubo verde, o grupo das leguminosas
merece destaque pela sua habilidade em associar-se com bactérias fixadoras
bioldgicas de nitrogénio (FBN). A técnica de adubacdo verde pode ser
trabalhada em sistema de consércio com espécies da familia das gramineas e das
leguminosas onde h& a combinacao de residuos com caracteristicas favoraveis a

protecdo do solo e nutri¢do das plantas (PERIN et al., 2004).

A Mucuna aterrima conhecida popularmente como mucuna preta é uma
planta pertencente a familia Fabaceae,genericamente denominada de
leguminosas(FORMENTINI, 2008; FARIA, 2004). Esta planta pode apresentar
associacdosimbidtica com bacteérias diazotréficas,podendo contribuir com aFBN
no ambiente pela utilizacdo dométodo de inoculagdo. A técnica esta descrita em
De-Polli e Franco (1985) e consiste em cobrir as sementes com veiculos

contendo a cultura bacteriana (inoculante), aumentando a eficiéncia da simbiose
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e promovendo a elevacdo da capacidade de FBN atmosférico e melhor

desenvolvimento do vegetal.

A caracterizacdo e identificacdo genética de bactériassdo ferramentas Uteis
para avaliagdo da diversidade destes organismos e podem favorecer 0s
programas de selecdo e posterior formulacdo de inoculantespara as
leguminosas:visando uma estratégia de selecdo de interacfes mais eficientes e
adaptaveis a situacOGes especificas; ampliando a contribuicdo da FBN nos
sistemas agricolas (HUNGRIA, 1994a; REIS JUNIOR; TEIXEIRA & REIS,
2004).Para Magalhées e colaboradores (2005) a técnica de eletroforese em gel
de campo pulsado (PFGE) ¢ considerada “padrdo ouro” para identificagdo de
linhagens bacterianas em estudos moleculares. Sendo um método muito
complexo e com elevado poder discriminatorio. A PFGE somada a técnicas de
andlise de multilocus constituem metodos de identificacdo com alta

sensibilidade e poder discriminatorio.

Assim foram estudadas 24 bactérias isoladas de nodulos de mucuna
quanto as caracteristicas gendmicas e moleculares utilizando a PCR de genes
marcadores e genes especificos bem como regides intergénicas (16-23S rRNA),
regides repetitivas e ARDRA. Foi ainda determinado o perfil em PFGE e
realizado o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, com identificacdo
taxondmica de 11 isolados. Os dados obtidos foram utilizados para anélises de
agrupamento por similaridade o que permitiu a observacdo da diversidade
genética das bactérias associadas a mucuna estudadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CERRADO

O termo Cerradoé empregado para designar o conjunto de ecossistemas
(savanas, matas, campos e matas de galeria) que ocorrem no Brasil Central
(EITEN, 1977; RIBEIROet al., 1981).

O Cerrado brasileiro, por sua abrangéncia, é a principal regido de savana
no continente americano. O Bioma do Cerrado ocupa 23,82% do territdrio
brasileiro, cerca de 2.036.448 de Km?, e esté difundindo desde o limite sul da
floresta amazodnica até as periferias dos estados de S&o Paulo e Parana, cobrindo
os estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui, Rondonia, Parana, S&o Paulo e Distrito Federal,
além dos encraves no Amapa, Roraima e Amazonas (Figura 1). Sendo
considerado o segundo maior bioma da América do Sul (BOELAUG, 2002;
CASTRO et al., 2008; IBGE, 2004; BRASIL, 2015).

Por sua localizacdo central (Figura 1), o Cerrado pode ser considerado um
“corredor” para as espécies do Brasil, pois esse faz limite com quase todos 0s
biomas brasileiros (exceto o pampa). Assim sendo, 90% das aves brasileiras se
reproduzem nessa regido (MOTTA; CURI; FRANZMEIER, 2002).

O Cerrado apresenta extrema abundéncia de espécies endémicas. Sua
diversidade bioldgica é reconhecida como a savana mais rica do mundo,
abrigando 11.627 espécies de plantas nativas catalogadas. Os mamiferos
representam 199 espécies conhecidas e aves compreendemcerca de 837
espécies. Os numeros de peixes (1200 espécies), répteis (180 espécies) e
anfibios (150 espécies) sdo elevados. Esse biomatambém abriga 13% das
borboletas, 35% das abelhas e 23% dos cupins dos tropicos (BRASIL, 2015;
CAVALCANTI; JOLY, 2002).
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S8o conhecidas cerca de 7.000 espécies vegetais, mais de 220 espécies
com uso medicinal e mais 416 podem ser usadas na recuperacdo de solos
degradados, como barreiras contra 0 vento, protecdo contra a erosdo, ou para

criar habitat de predadores naturais de pragas (BRASIL, 2015; MENDONCA et
al., 1998).

Figura 1 — Localizag80o geografica dos Biomas brasileiros e evidencia¢do do Cerrado em seus

respectivos estados.
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Fonte:http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/21052004biomashtml.shtm

Em Goiéas o Cerrado cobre 97% de todo seu territorio (IBGE, 2004) e seu
solo é altamente intemperizado (processo que levam a diminuicdo da fertilidade
do solo por perda de nutrientes) e lixiviado (processo causado pela chuva que ao
penetrar no solo, leva consigo elementos quimicos essenciais), logo apresenta
sérias limitacdes para as culturas, em termos de fertilidade natural do solo. No
geral o solo do Cerrado goiano sdo &cido e possuem baixa disponibilidade de
nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, boro, cobre, molibdénio
e zinco; contudo uma concentracdo elevada de aluminio pode ser encontrada
(LOPES, 1996). Sendo necessario a aplicacdo de fertilizantes e calcario ao solo
para torna-lo produtivo.
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2.20 SOLO E SEUS MICRORGANISMOS

Para Moreira e Siqueira (2006) o solo é um habitat extremamente peculiar,
pois consiste de um arranjo de diversos micro-habitats resultante da combinacéo
de matéria organico e mineral, apresentando uma natureza heterogénea
complexa e dinamica em relacdo a outros habitats terrestres. Dessa maneira 0
solo pode abrigar organismos com metabolismos dispares, convivendo lado a
lado, em estado de equilibrio dindmico. Onde, em alguns casos, essa relacéo
pode gerar um sistema de dependéncia essencial para a sobrevivéncia de tais

organismos.

Portanto € possivel inferir que 0s organismos residentes em cada micro-
habitat € natural e evolutivamente mais adaptaveis as condi¢es daquele nicho,
devido ao seu maquinario metabolico, permitindo sua colonizacdo e
sobrevivéncia (SCHIMEL, 2001).

As comunidades microbianas sdo muito abundantes e consistem grande
parte da biomassa do solo, podendo ser distribuidas bactérias (incluem
actinomicetos e cianobactérias), fungos e algas. O grupo dos procariotos podem
apresentar concentraces de 10° bactérias por grama de solo (GREEN:;
BOHANNAN, 2006). Sendo que esta concentracdo pode aumentar
significativamente no solo rizosférico devido ao aumento na disponibilidade de
substrato (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Segundo Moreira e Siqueira (2006) muito fatores fisico (pH, temperatura,
umidade, porosidade do solo e pressdo) e quimicos (salinidade, disposicdo de
nutrientes e toxinas), assim como o tipo de vegetacdo e a bagagem genética do

microrganismo ditam a diversidade microbiana em um micro-habitat.
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2.2.1 Comunidade Microbiana do Solo

Existem varias formas de classificar e agrupar 0s microrganismos
encontrados nos solo. Entretanto em nivel taxondmicos mais elevados é possivel
compreender nove filos de bactérias: Proteobacteria, Actinobacteria,
Acidobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes, Firmicutes, Planctomycetes,
Verrucomicrobia e Gemmatimonadetes (JANSSEN, 2006).

Para Quirino e colaboradores (2009), por meio do sequenciamento de
genes 16S rRNA, o solo do Cerrado apresenta uma proporcdo média de 18,9%
de Alphaproteobactéria, 16,1% de Acidobactéria e 26,85% de Actinobactéria.
Os demais grupos (Betaproteobactéria, Gammaproteobactéria,
Deltaproteobactéria, Chloroflexi, Bacteroidetes, Firmicutes, Planctomycetes,

Verrucomicrobia e Gemmatimonadetes) representam 5% da comunidade.

Dois Filos sdo bem retratados em diversos trabalhos envolvendo

microrganismos do solo, Proteobacteria e Firmicutes.

2.2.1.1 Proteobacteria

O Filo Proteobacteria é extremamente rico em diversidade morfologica e
fisiologica, agrupando grande quantidade de espécies bacterianas. Sua
prépriadenominagéo origina-se do nome do deus grego dos oceanos, “Proteus”,
este era capaz de mudar de forma, refletindo assim a pluralidade do grupo. O
Filo contém cerca de 1.875 espécies, distribuidas em 72 familias e 425 géneros;
agrupando 30% do total de bacteérias ja descritas (6.250) (GARRITY, 2005).

O grupo das Proteobacteria pode ser subdividido em cinco grupos
menores, segundo suas sequéncias de 16S rRNA. Destes cinco grupos, quatro
(o, B, v e 0) sdo facilmente encontrados no solo € um (&) coloniza o trato
gastrointestinal de seres humanos e animais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O

grupo mais abundante é o das a-proteobacterias que consiste na maioria dos
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géneros fototroficos e espécies simbidnticas de plantas (rizobios); enquanto as -
proteobacterias sdo exemplos de mediadores da nitrificacdo. J& as -
proteobacterias enquadram espécies de importancia cientifica e médica, tais
como as da familia  Enterobacteriaceae, = Xanthomonadaceae e
Pseudomonadaceae. As &-proteobacterias incluem, principalmente, bactérias
redutoras de sulfato e ferro (HALLMANN et al., 1997; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

2.2.1.2 Firmicutes

As bactérias do Filo Firmicutes sdo procariotos gram-positivos com
citologia de cocos ou bacilos, capazes de formar enddsporos, e também abrange
as bactérias acidas laticas. Tais bactérias sdo enquadradas neste grupo pelo
sequenciamento da sua regido 16S rRNA e seu baixo conteldo de guanina e
citosina (AHMAD; SELVAPANDIYAN; BHATNAGAR, 2000).

O género Bacillus € um dos mais importantes do Filo, pois é um
importante produtor de proteases extracelulares (DIAS et al., 2008), de acido
indol acético e de bacteriocinas (DIAS et al.,, 2009). Outro género de
importancia é o do Clostridium, pela sua capacidade de fixar nitrogénio no solo
(KNIGHT; HARDY, 1966).

2.3 ADUBACAO VERDE

A adubacdo verde/cultura de cobertura pode contribuir para a melhoria da
qualidade do solo. Tal contribuicdo pode ser dada pelo aumento de matéria
organica, atividade biologica, estabilidade de agregados e infiltracdo
(BARRADAS, 2010). A reciclagem de nutrientes (nitrogénio, carbono e
fosforo), que sdo acumulados durante o seu crescimento e liberados durante a

sua decomposicdo quando mantidas como cobertura do solo sdo outras
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vantagens dos adubos verdes (Figura 2), pois podem disponibilizar estas

substancias para a cultura comercial.

Outros beneficios estdo implicitos na fisiologia do vegetal. O extenso
sistema radicular com raizes profundas do vegetal possui alta eficiéncia na
descompactacgédo e aeracdo do solo, contribuindo para a fertilidade e qualidade
do ambiente agrario (SULLIVAN, 2003).0 uso de leguminosas, no geral, é uma
ferramenta para controlar plantas invasoras e melhorar as condi¢es do solo
(CAAMAL-MALDONADO et al., 2001). No entanto, segundo Sullivan (2003),
alguns adubos verde/culturas de cobertura possuem a desvantagem de servir de

hospedeiros de pragas e doencas.

Figura 2 —Camada de adubo verde cobrindo o solo.

Fonte: Grupo Cultivar. Plantas para adubacédo verde melhoram o solo. Revista agropecuaria.
Disponivel em: <http://www.revistaagropecuaria.com.br/2011/08/29/plantas-para-adubacao-
verde-melhoram-o-solo/> Acesso em: 02/11/2015.

Contudo um dos maiores beneficios da adubacéo verde estd na associacao
do grupo das leguminosas, corriqueiramente empregadas como adubos verdes,
com bactérias fixadoras biologicas de nitrogénio (FBN), ou diazotroficas.
(PERIN et al., 2004). O aumento do aporte de nitrogénio no sistema agricola
aumenta o teor de proteinas nos graos, elevando seu valor nutricional, e evita a
ocorréncia de clorose total de folhas mais velhas. A clorose ocorre devido a

menor producdo de clorofila causada pela deplecdo de nitrogénio, seguida de
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necrose folicular. Ao evitar este processo o vegetal produz mais nutrientes e
aumenta sua produtividade (SFREDO; OLIVEIRA, 2010).

De acordo com Okito e colaboradores (2004) e Kumar e colaboradores
(2006) a baixa adesdo da pratica do processo de inoculacdo de estirpes
selecionadas de rizobios esta no fato da capacidade da leguminosa nodular com
bactérias nativas da regido; entretanto, estudos apontam que a selecdo de estirpes
mais competitivas e caracterizadas, melhoram a taxa de FBN e o crescimento
vegetal. Estudos de selecdo e caracterizacdo de rizObios para adubos verdes
como a mucuna preta ja vem sendo abordado por trabalhos na regido norte do
pais, que resultaram em estirpes promissoras para 0 emprego destas como
biofertilizantes (LIMA, 2009).

2.4Mucuna aterrima (PIPER & TRACY) HOLLAND

A Mucuna aterrima conhecida popularmente como mucuna preta € uma
planta pertencente a familia Fabaceae (leguminosa), originaria da Africa, de
porte herbaceo, anual, rasteira, vigorosa, com ramos trepadores voluveis e
desenvolvidos que atingem cerca de 0,50 a 1 metro de altura (Figura 3). Possui
uma alta resisténcia a seca e média resisténcia ao frio. Com flores grandes de
coloracdo violacea ou branca; vagens largas, grossas e com poucas sementes.
Suas sementes sdo grandes, pretas e com hilo branco (FORMENTINI, 2008;
FARIA, 2004; MITIDIERI, 1983).0 ciclo da cultura é longo, apresenta 140 a
150 dias até o florescimento e 200 a 240 dias até a colheita das vagens
(WUTKE, 1993).

As espécies de mucuna sdo leguminosas que vem sendo utilizadas no
processo de adubacéo verde — principalmente no verdo, cobrindo o solo por um
periodo de 4 a 6 meses — apresentando, normalmente, grande rendimento de

massa verde por unidade de area, contribuindo como uma importante fonte de
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matéria organica. Possui sistema radicular bastante ramificado e profundo, o que
permite extrair nutrientes das camadas mais profundas do solo (FORMENTINI,
2008).

Figura 3 —Mucuna aterrima (PIPER & TRACY) HOLLAND.

Fonte: www.pirai.com.br/adm/Editor/ckfinder/userfiles/images/pirai_mucuna%?20preta_site.JPG

Seu desenvolvimento vegetativo muito rapido, sua resisténcia a baixa
disponibilidade hidrica e a solos com baixa fertilidadenaturaltorna a mucuna a
leguminosa de escolha para cultivos e tratamento de solo danificado em regides
ndo utilizadas parapraticas agricolas convencionais. A mucuna beneficia o solo
sendo capaz de aumentar a disponibilizagéo de nitrogénio, quando em condicdes
de inoculacdo (HOUNGNANDANeEet al., 2000; OKITO et al., 2004).

2.5 ASSOCIACAOPLANTA- BACTERIAS

Muitos microrganismos sao capazes de se associar com espécies vegetais.
Tais microrganismos recebem o nome de endofitos (termo de origem grega que
significa “de dentro da planta”) (CARROLL, 1988). Na visdo de Azevedo e
Araujo (2007) os microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior
de tecidos e/ou Orgdos vegetais sem causar prejuizos ao seu hospedeiro. Tais
microrganismos sao diferentes dos organismos patogénicos, que causam

moléstia ao vegetal, e dos epifiticos que vivem na superficie das plantas.



31

Entretanto tais conceitos sao mutaveis, pois alguns microrganismos endofiticos
sdo capazes de se tornar patogénicos segundo o genotipo do hospedeiro e as
condicdes do ambiente; e um epifitico pode, eventualmente, infectar plantas e 1a

permanecer por determinados periodos (AZEVEDO, 1998).

A infeccdo de vegetais por endofitos pode ocorrer por diversas “portas”,
sedo capazes de penetrar pelas aberturas de estdmatos, lenticelas e hidatédios;
por injurias causadas por insetos e maquinas agricolas; ou por areas de
emergéncias laterais das raizes, sendo essa dUltima a mais comum,
quantitativamente (LODEWYCKX et al., 2002; SPRENT; DE FARIA, 1988).
Outra forma de entrada em tecido vegetal € pela producdo de enzimas
hidroliticas capazes de degradar a parede celular das plantas (LODEWYCKX et
al., 2002).

Vérias sdo as razbGes e interessesbiotecnoldgicos por essa classe de
bactérias. Pois as bactérias endofiticas sdo capazes de se associar intimamente
com as plantas hospedeiras, fixar biologicamente o nitrogénio, induzir
resisténcia a condices de estresse, controlar pragas (fitopatogenso, insetos e
nematoides), realizar mudancas fisiolégicas no vegetal e favorecer o
crescimento vegetal por reguladores, além de produzir enzimas de interesses
industriais e farmacoldgicos e serem excelentes marcadores evolutivos devidos
sua coo evolucdo com suas hospedeiras (AZEVEDO; ARAUJO;MACHERONI
JR, 2000; BENT; CHANWAY, 1998, HALLMAN et al., 1997, 1998;
LODEWYCKX et al., 2002; MISAGHI; DONNDELINGER, 1990).

Estima-se que cerca 300.000 espécies de plantas no mundo abrigam uma
ou mais espécies de bactérias endofiticas (STROBEL et al., 2004). Contudo,
apesar da grande diversidade, acredita-se que apenas uma pequena porgdo
dessas bactérias sdo conhecidas (TORSVIK; OVREAS; THINGSTAD, 2002).
Sendo alguns géneros procariontes bem estabelecidos nesse grupo, como é o
caso doBacillus (COHN, 1872) Agrobacterium (CONN, 1942),
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Brukolderia(GERMIDA et al.,, 1998), Pseudomonas (MIGULA, 1894) e
Enterobacter (HORMAECHE; EDWARDS, 1960), além do grupo dos rizobios
(bactérias simbibnticas FBNs). Muitas dessas espécies sdo também classificadas

como Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCPs).

As RPCPs podem afetar o crescimento vegetal de forma direta ou indireta
(GLICK, 1995). Tais bactérias podem realizar o biocontrole de fitopatégenos
por diversos mecanismos, e assim, indiretamente, estimular o crescimento de
plantas (COMPANT et al., 2005). De formas mais direta o grupo de
rizobactérias podem promover o crescimento de plantas atraves de fixacdo de
nitrogénio, sintese de sideroforos (sequestradores de ferro), sintese de fito-
hormonio (acido indol acetico — AIA, auxinas, citoquininas e giberelinas),
solubiliza fosforo inorganico e producdo de melanina(polimerizagcdo de
compostos fendlicos e protecdo) (FRIZZO, 2007; HYNES; BRUKSCH;
PRIEFER, 1988).

Espécies bacterianas, como Azospirillum brasiliense e Pseudomonas
putida, tém sido relacionadas com o desenvolvimento radicular, enquanto
Bacillus megaterium e Bacillus mucilaginosus estdo ligadas a uma melhor
assimilagdo de elementos como carbono, nitrogénio e fosforo do vegetal
(EGAMBERDIYEVA, 2007).

Para Franco e Dobereiner (1994), a maioria das espécies de leguminosas
de importéncia econdbmica podem ser associadas com bactérias capazes de
colonizar, nodular e fixar nitrogénio atmosferico em condi¢fes minimas de
nitrogénio, aumentando seu aporte no solo. Apesar da taxa de fixagdo variar com
a espécie de leguminosa, a FBN ¢, em geral, limitada pelas condicdes abidticas
do solo, como: a acidez, o tipo de solo, textura e composicdo, temperatura e

umidade e presenca de metais pesados.

Outra forma de interacdo benéfica planta-bactéria € a associacdo de

leguminosas com bactérias do grupo dos rizobios. [Essas  se
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associamsimbioticamente com 0s vegetais promovendo, principalmente
nitrogénio ao mesmo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As leguminosas capazes de estabelecer simbiose eficiente com
microrganismos fixadores de nitrogéniosao espécies promissoras em programas
de revitalizacdo de solos degradados, promovendo o enriquecimento do solo
pelo aumento de nutrientes minerais, tornando esta associagdo economicamente
viavel para o setor agrario, pois diminui a aplicacédo de fertilizantes nitrogenados
industrializados no cultivo (MATSUDA; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

A selecdo de isolados de rizobios como componentes de inoculantes
devem visar a eficiéncia e sua adaptabilidade as condicdes prevalecentes no
local da cultura, como os solos acidos e de baixa fertilidade. Tais bactérias
também devem ser capazes de competir frente a populacdo nativa e
apresentarem varios aspectos agrondémicos e culturais, tais como potencial de
nodulacdo, fixacdo de N, e crescimento da planta hospedeira (LIMA; PEREIRA;
MOREIRA, 2005; ZILLI et al., 2006).

Fertilizantes organicos tais como: estercos, compostos e residuos
agroindustriais tém sido empregados para o enriquecimento do solo para o
aumento do nitrogénio, mas sdo insuficientes para substituir os fertilizantes
nitrogenados totalmente na agricultura mundial. Assim, a adubacdo verde com
leguminosas inoculadas, € uma alterativa viavel e assume relevancia em razéo
de levar grandes quantidades de nitrogénio, minimizando a dependéncia de
insumos externos na unidade de producédo (ESPINDOLA et al., 2005).

2.6 BACTERIAS DIAZOTROFICAS

As bactérias diazotréficas abrangem ampla faixa de microrganismos
procariotos, incluindo representantes de arquebactérias, cianobactérias, bactérias

gram-positivas ou negativas que apresentam grande diversidade morfoldgica,



34

fisioldgica, genética e filogenética (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Moreira e
colaboradores (2010) e Tokeshi (2008) classificam os diazotroficos em trés
categorias: (1) os de vida livre, que fixam nitrogénio para seu proprio consumo
(Clostridium, Fischerella e Rhodospirillum); (2) os associados a espécies
vegetais, onde ndo ocorre formacdo de nodulos (Acetobacter, Herbaspirillum,
Azospirillum e Azoarcus); ou, ainda, (3) os que estabelecem simbiose com
leguminosas, havendo uma relagdo mais complexa, que envolve uma
cooevolugdo mais restrita entre planta e o hospedeiro, com formacéo de nodulos
radiculares. Esta ultima envolve as bactériasem um grande grupo denominado,
genericamente, de rizObios englobando o0s géneros da familia
Rhizobiaceae:Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,

Mesorhizobium e Allorhizobium.

Outros autores classificam os rizobios ndo apenas em 6 géneros, mas em
7, contendo 40 especies pertencentes ao grupo dasAlphaproteobacteria:
Allorhizobium,Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium,
Sinorhizobium, (WEI et al., 2002)e Methylobacterium (KATO et al., 2008; SY
etal., 2001).

Mais  recentemente, algumas  espécies dos  géneros da
grupoBetaproteobacterias, Burkholderia (BONTEMPS et al., 2010) e
Cupriavidus(LIU et al., 2012),e outras espécies dos géneros Devosia (VERMA
et al.,, 2009) e Shinella (LIN et al., 2008) capazes de fixar nitrogénio
simbioticamente foram adicionadas ao grupo (MOULIN et al., 2001).Todos

estes géneros podem ser considerados como diazotrofos simbioticos.

2.6.1 Diazotrofos Simbioticos

A capacidade de fixar nitrogénio simbioticamente é encontrada em varios
grupos de microrganismos que estabelecem uma relacdo estreita entre planta-

bactéria. Em alguns casos, sdo formadas estruturas diferenciadas
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conhecidascomo nddulos (Figura 4),6rgdos colonizados pelas formas
bacteroides (endo-simbioticas) dos rizobios, nas raizes de leguminosas
(EVANS; BURRIS, 1992; MARIN, 1999).

As bactérias diazotroficas podem promover o crescimento vegetal tanto
pela FBN como pela producéo e fornecimento de substancias que auxiliam o
crescimento radicular, como o &cido indolacético (AlA) e fésforo, entre outros.
Assim, as bactérias diazotrdficas associativas a leguminosas sdo consideradas
rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (RPCV); e assumem papel
importante na interacdo simbidtica com raizes de plantas e ciclagem de
nutrientes (MOREIRA, 2010).

Figura 4— Nodulag&o de raizes de leguminosas por rizébios.

Fonte: Hungria e Silva (2011).

Durante a associacdo pode-se observar a formacdo de nodulos radiculares,
visiveis a olho nu. A simbiose de rizobios pode ocorrer de forma parasitica,
quando ha formacao de nddulos inefetivos, brancos; ou mutualistica, quando ha
formacdo de nodulos efetivos de coloracdo rosada(MOREIRA & SIQUEIRA,
2006). Portanto os rizobios sdo facilmente isolados dos nodulos de plantas
hospedeiras, porem sdo dificilmente identificados e isolados no solo, pois, em
geral, sdo bacterias diazotroficas simbidticas (ELKAN; BUNN, 1992).
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A relacdo simbiotica se dana estrutura de nddulos, com os rizobios na sua
forma pleomorfica (bacterdide).Essa organizacdo nodular esta envolvida na
fixacdo do nitrogénio atmosférico (FBN) (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Tal
transformacdo bioquimica, FBN, gera uma forma combinada do
nitrogénio(amoénia). A amonia por sua vez é rapidamente convertida a amidas
e/ou ureidos devido sua toxicidade para a planta (SANTOS; REIS, 2008). As
amidas e ureidos sdoutilizados pela planta hospedeira para formacdo de
metabolitos; e por sua vez o vegetal fornece a bactéria fotoassimilados,
principalmente sacarose, que contribuindo para o crescimento microbiano e

propicia a relacdo simbiotica (MARIN, 1999).

Segundo Marin (1999) tais bactériassdo, geralmente, mdveis, gram-
negativas e aerdbicas; usualmente produzem granulos de poli-p-hidroxibutirato
como fonte de armazenamento energético. Os rizébioscostumeiramente sdo
divididos em trés grupos de acordo com a velocidade de crescimento: os de
crescimento rapido (géneros Rhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium),
crescimento intermediario (género Mesorhizobium) e crescimento lento (género
Bradyrhizobium). Em sua maioria, sdo bactérias mesofilicas e possuem grande
variedade de condicGes metabdlicas (MARIN 1999).

2.6.2Nodulacao

Para que se estabeleca asimbioseentre bactéria e planta hospedeira sdo
necessarias diversas e sucessivas etapas(Figura 5). O processoinicia-secom a
adaptacédo da bactéria a planta eculminam na fixacdo do nitrogénio atmosférico
na sua forma combinada, amdnio (NH,") e nitrito (NO;3). Oprocesso de
nodulacdo ocorre aproximadamente 2 horasapds o contato da bactéria com as
raizes, podendo variar de acordo com a planta hospedeira ou rizébio envolvido
(BHUVANESWARI; TURGEON; BAUER, 1980).0sndédulos primérios se

desenvolvem em regides de alongamento e nas zonas deformacédo de pequenos
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pélos radiculares, considerada a regido preferencial para ainfeccdo da bactéria
fixadora (BHUVANESWARI; TURGEON; BAUER, 1980).

Anterior a infeccdo precede uma complexa troca de sinais moleculares
entre a planta hospedeira e a bactéria, por meio de mensageiros molecularesque
promovem mudancgas celulares no vegetal e na bactéria (GAGE, 2004,
GEURTS; BISSELING, 2002; PERRET et al., 2000).

O modelo proposto por Gage (2004), Patriarca e colaboradores (2004),
Timmers, Auriac e Truchet (1999) descrevem uma atracdo quimiostatica das
bactérias em direcdo as raizes, colonizando a rizosfera. Em resposta a
colonizacdo, a planta secreta flavonoides. Tais compostos ativam enzimas
responsaveis pela inducdo da transcricdo de genes nodno procarioto. Os genes
nod sdo codificadores de um conjunto de moléculas sinalizadoras (Nods) ou
oligossacarideos de lipoquitina (LCOs), que promovem modificacbes nas

membranas vegetais, favorecendo a infeccéo.

As modificacdes ocorrem pelo reconhecimento dos fatores de nodulagao
(NFs) por receptores que parecem ser lectinas especificas, produzidas pelofuturo
hospedeiro.Durante o contato (NF-lectina)ocorre a adesdo celular, o
enrolamentos dos pélos radiculares, a degradacédo da parede celular na regido de
curvatura do pélo, e a inducdo da divisdo celular vegetal.Com a evolucdo da
infeccdo acontece aformacdo umcanal dentro do pélo radicular e o rearranjo
docitoesqueleto microtubular na regido do periciclo (camada mais externa do
cilindro vascular, com potencial mitotico), posteriormente ocorrem ativacdo das
celulas na parteinterna do cortex, as quais se dividem formando um primoérdio
radicular (Figura 5). Logo apo6s, nospélos radiculares ocorre a infeccdo, entrada
da célula bacteriana em seu hospedeiro. A ativacdo celular se estende
progressivamente para 0 meio e aparte mais externa do cortex de acordo
comdois gradientes de diferenciacdo celular,resultando na formacdo de um

primordio nodular.
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Dentro do grupo dos rizébios é possivel encontrar aproximadamente 60
tipo de fatores de nodulacdo,NFs (YANG et al.; 1999) e estes sé@o considerados
estirpe-especifico; diferindo entre si pelo nimero de residuos de N-
acetilglicosaminas, na natureza dos grupos acil-graxos e nos substitutivos dos
terminais redutores e ndo redutores (D’ HAEZE; HOLSTERS, 2002), porem
todos conferem as diferentes espécies de rizdbio a capacidade de nodular e
estabelecer relacdo simbidtica com leguminosas. Portanto a funcdo dos Nods
consiste em direcionar as espécies de rizobios para seus hospedeiros
apropriados, facilitando a ligacdo do rizobio com a parede celular dos pelo
radicular (TEIXEIRA, 1997)

Existem variosgenes envolvidos para a sintese dos fatores de nodulacéo
(genes nod, noe e nol). Podendoser classificados como genes “comuns” ou
“especificos”ao hospedeiro. Os genes “comuns” sdo responsaveis pela sintese da
estrutura basica dosNFs (3-5-N-acetilglicosamina e 1-4-B-glicosamina) ou pela
regulacédo da ativacao dos genes nod. Enquanto os genes “especificos”regulamas
modificacdes especificas nas extremidades redutoras e ndo redutoras do
esqueleto basico dos NFs. Este ultimo também é responsavel por conferir
caracteristicas de especificidade entre bactéria e planta hospedeira, caracteristica
que confere nome ao grupo (MANYANI et al., 2001). Downie (1998) relata a
identificacdo de mais de 50 genes envolvidos no processo de nodulagéo, estando
a maioria deles localizados em plasmideos simbidticos (pSym). Entretanto tais
genes também podem ser encontrados nos genomas cromossomais de alguns
rizobios (A. caulinodans, B. japonicum, S. fredii e M. loti), indicando uma

essencialidade de tais genes para sobrevivéncia da bactéria.

Os “genes comuns” podem ser representados pelos genes nodA, nodB,
nodC, nodD (gene regulatério), nodM e nodN, dos quais possuem elevada
homologia entre estirpes de rizobios. J& os “genes especificos” sdo retratados

como genes nod especificos do hospedeiro (hsn, host specific nodulation) e os
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genes nod GNS (genotipic specific nodulation) (FISHER et al.,, 1985;
HUNGRIA, 1994b).

Figura 5 — Representacdo gréafica das etapas que constituem o processo de infeccdo vegetal

por rizébios e nodulacéo das raizes de leguminosas.
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(1) Excrecdo de substancias quimiotaticas pelas raizese atracao das bactérias para a superficie
radicular; (2) Secrecdo de flavonoides pelos hospedeiros, estimulacdo, nas bacteérias, da
producéo dos fatores de nodulacéo, liberacdo de sinais mitdgenos para a divisao celular e a
expressao de receptores de lectina nas raizes; (3) Divisao celular no cértex radicular e
producdo do meristema primario; (4) Adesao das bactérias aos pélos radiculares e iniciodo
processo de infeccédo pela curvatura do pélo; (5) Divido dascélulas do periciclo (proximas aos
polos do xilema e do cortex)e inicio da formacédo do cordédo de infecgéo; (6) Formagéo do
corddode infecgdo e cresce em direcdo ao meristema priméario do nodulo. Paralelamente, as
células no periciclo continuam a divisdo; (7) Fusdo das massas de células em divisao e

crescimento do corddo de infeccdo; (8) Alongamento e diferenciacdo do nédulo.

Fonte:Taiz e Zeiger (1991) e www.plantphys.net.
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Em muitas espécies de rizébios os genes “comuns” nodA, nodB e nodC
estdo agrupados em um unico operon, nodABC (LONG, 1989). A transcricdo
desses genes € essencial aos estagios de pré-infeccdo (DUDLEY et al., 1987) e é
mediada pelo regulador transcripcional NodD (FISHER et al.,, 1988). A
importancia de tais genes se d& pela formacao do esqueleto basico dos NFs. A
sintese é realizada pelo NodC (N-acetilglicosaminiltransferase) que realiza o
alongamento da cadeia oligomérica dos acUcares, NodB (deacetilase) que
remove o grupo N-acetil em uma terminagdo ndo redutora do oligossacarideo, e
NodA (aciltransferase) que liga a cadeia acil no oligossacarideo
deacetilado(BROUGHTON et al., 2003).

Kamst e colaboradores (1997) em seu trabalho com S. meliloti descreve
que apesar de ser considerado um gene “comum” e estar presente em todos os
rizobios investigados, o gene nodC possui um papel importante na

especificidade e determinacéo do tipo de hospedeiro.

Ainda que os genes nod sejam usados em estudos filogenéticos é comum
que os resultados obtidos nestes trabalhos sejam divergentes com estudos
realizados com regides ribossomais 16SrRNA. Pois 0s genes nod estdo
correlacionados em maior grau com o tipo de planta hospedeira envolvida no
processo de nodulacdo (LAGUERRE et al., 2001). Estudos com tais regides, séo
portanto, importantes para entender a relagdo de co-evolucdo entre plantas

hospedeiras e bactérias FBN.

2.7FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO - FBN

De acordo com Hungria (1994a) o nitrogénio ¢ um elemento essencial,
porém limitante, na agricultura tropical, devido sua utilizacdo para formacao de
aminoacidos no metabolismo vegetal. O nitrogénio (N) do ambiente advem de

trés formas distintas: (1) do solo, em que o N é resultado da decomposicdo da
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matéria organica; (2) de fertilizantes nitrogenados industrializados; e (3) pela
fixacdo bioldgica atraves de bactérias fixadoras de nitrogénio (LESSA, 2007;
MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006; REIS; OLIVARES, 2006).

Mesmo que o nitrogénio constitua cerca de 78% da atmosfera na sua
forma gasosa, dinitrogénio (N,), as plantassdo incapazes de assimila-lo, portanto
apenas compostos nitrogenados do solo, em formas utilizaveis, sdo absorvidos
pela planta, sendo que, apenas 0,04% do nitrogénio disponivel esta nessa forma
(DOBEREINER, 1997; HOFFMANN, 2007; ROSSWALL, 1976).

A sintese quimica da amonia, também chamada de sintese de Haber-Bosch
é utilizada para a producéo de fertilizantes nitrogenados para a agricultura. Esse
processo possui custos elevados devido anecessidade de condicdes especiais. A
reacdo da transformacédo baseia-se na captura do nitrogénio atmosférico e na
reacdo do gas natural com A&gua, fornecendo moléculas de hidrogénio
imperativas a reacdo. A sintese deve ocorrer a temperaturas entre 400 e 600°C e
pressdo de aproximadamente 200 atm, sendo catalisada com ferro. A amonia
formada, porémé um gas, sendo necessario refrigerd-lo e manté-losob alta
pressdo para conserva-lo no estado liquido. (BOTHE; BARBOSA;
DOBEREINER, 1983).

Ferro/450°C/200atm
Nag) + ks 2N Hs )

Apenas 25% donitrogénio fixado na Terra decorrem de processos
industriais;aFBN contribui com 65%, enquanto fenémenos naturais, como a
acdo de descargas elétricas, radiacdo ultravioleta e a acdovulcanica,
correspondem a 10% (HUNGRIA; CAMPO, 2005; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Em contraste com o0s processos industriais, as bactérias chamadas
diazotrdficas ou FBNs&o capazes de realizar o processo de fixagdo de nitrogénio
em condic¢des de temperaturas e pressdes ambientes comauxilio do maquinéario

metabdlico aperfeicoado pela evolucdo simbidtica (SIQUEIRA; FRANCO,
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1988; EPSTEIN; BLOOM, 2006). Fato que contribui para a diminuicdo de

custos e otimizacdo do processo.

Tais classes de bactérias FBN sdo capazes de transformar o nitrogénio
atmosférico em sua forma inorganica combinada (aménia), também chamada de
nitrogénio fixado, utilizando processos bioquimicos mediados pelo complexo da
enzima nitrogenase. Processo esse que disponibiliza o nitrogénio atmosférico
para o vegetal (DOBEREINER, 1997; HOFFMANN, 2007).

De acordo com Dean, Bolin e Zheng (1993) a conversédo ocorre atraves da

seguinte reacao:

Ny + 8H" + 8¢  +16ATP M9 o ONH; + Hyg + 16 ADP + 16 P;

N,: nitrogénio atmosférico; H™: hidrogénio; e”: elétron; ATP: adenosina trifosfato; NHa:
Amonia; Hy: hidrogénio; ADP: adenosina difosfato; P;: fostato inorganico.

A reducéo do substrato pela nitrogenase envolve trés diferentes tipos de
reacfes de transferéncia de elétrons: (i) reducdo da Fe-proteina por
transportadores de elétrons, como flavodoxina ou ferrodoxina; (ii) transferéncia
de elétrons da Fe-proteina para a MoFe-proteina, na presenca de ATP; (iii)
transferéncia de elétrons para o substrato, utilizados para reduzir N, e H" a NHj;
e Hy(DEAN; BOLIN; ZHENG, 1993).

2.7.1 Nitrogenase

O complexo enzimatico da nitrogenase é formado, basicamente, por duas
metaloproteinas: um complexo maior ou molibdénio-ferro proteina (Mo/Fe-
proteina ou dinitrogenase) e o componente menor ou ferro proteina (Fe-proteina
ou dinitrogenase redutase), que catalisam, na presenca de ATP e cofator MoFe,

a reducéo de nitrogénio atmosférico a amonia (Figura 6).

A Fe-proteina é um dimero de subunidades idénticas (y, — codificadas

pelos gene nifH), onde cada dimero apresenta um dominio tipo a hélice/folha 3
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pregueada, covalentemente ligados por um nucleo [4Fe-4S] e unidos a 2
residuos de cisteinas (Figura 6)(EADY, 1991; GEORGIADIS et al., 1992;
MENSINK; HAAKER, 1992). A Fe-proteina é o componente que se liga a ATP
e atua como doador de elétrons pelo processo de reducdo da mesma. Os elétrons
da Fe-proteina sdo entdo transferidos para a Mo/Fe-proteina, com consumo de
ATP (BURRIS, 1991; BURRIS, 1999; KIM; REES, 1994; TAIZ; ZIEGER,
2004).

Figura 6 — Modelo da estrutura do complexo nitrogenase (Mo/Fe-proteina ou dinitrogenase

em azul e Fe-proteina ou dinitrogenase redutase em verde).

Fe protein
(@ P

Fe protein

Fonte:http://www.nature.com/nrmicro/journal/v2/n8/images/nrmicro954-f1.gif

Ja a Mo/Fe-proteina é um tetramero a, (codificado pelo gene nifD) B,
(codificado pelo gene nifK) que possui aproximadamente 2 atomos de
molibdénio, 30 de ferro, 30 de enxofre, 1 ndcleo com dois grupos fosforicos
(ndcleo P) e 2 sitio para cofator, FeMo-co (Figura 6) (ROBERTS et al., 1978;
SMITH, 1990; EADY, 1991). A Mo/Fe-proteina recebe os elétrons transferidos
da Fe-proteina e os direciona, pela reacdo de reducéo, para o nitrogénio, captado
em seu sitio ativo, até sua transformacdo a amonia. Posteriormente a amonia é
transferida do bacteroide para o citosol da planta hospedeira, onde ocorre a
reacdo de assimilacdo mediada pelas enzimas glutamina sintetase e glutamato

sintase. A assimilacdo acontece pela disponibilizacdo da amonia nas suas formas
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organicas de amidas, aminoacidos ou ureidos, dependendo do tipo de nodulo
formado, e transporte dessas substancias pelo xilema que as distribui para 0s
demais Orgdos do vegetal (BURRIS, 1999; HUNGRIA et al., 1994c; TAIZ;
ZIEGER, 2004).

Existem, contudo, sistemas alternativos homdélogos ao da Fe/MoFe-
proteina, em que ha a substituicdo da molécula de molibdénio por vanadio (Va-
proteina) ou entdo a presenca de uma unica Fe-proteina (EADY, 1996). Ribbe,
Gadkari e Meyer (1997) em seus estudos discutiram aindaa existéncia de um
quarto tipo de nitrogenase, caracterizada na bactéria termofilica Streptomyces
thermoautotrophicus sendo essa dependente de oxigénio e do radical
superoxido, ambos nocivos para a maioria das nitrogenases, para a fixacdo do
nitrogénio. Entretanto, o complexo enzimatico da nitrogenase, apesar da ampla
variedade de bactérias diazotroficas existentes, se apresenta relativamente
conservado em termos de estrutura e funcdo (BURRIS, 1999; KIM; REES,
1994).

Outra propriedade da nitrogenase é sua baixa especificidade por substrato,
ou seja, além de reduzir o nitrogénio a amdnia, a nitrogenase € capaz de reduzir
outras moléculas com ligacdo tripla, semelhante ao N,, como por exemplo o
acetileno, azida de nitrogénio, cianeto de hidrogénio e oxido nitroso (SILVER;
POSTGATE, 1973; BALDANI et al., 2009)

Em 1988, Merrick; Arnold e colaboradores estudaram genes envolvidos
com a fixacdo de nitrogénio da Klebsiela pneumoniae; onde relataram a
presenca de cerca de 20 genes envolvidos nesse processo. Tais genes estdo
agrupados em 8 operons adjacentes (nifJ, nifHDKTY, nifENX, nifUSVWZ,
nifM, nifF, nifLA e nifBQ) e uma regido com tamanho de 24-25 kb no
cromossoma da K. pneumoniae(Figura 7). Pelo envolvimento dessas regides
com o processo de FBN, tais genes foram chamados de nif. Desde entdo, todos

0S genes que apresentaram homologia com os genes de fixagdo de nitrogénio de
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K. pneumoniae foram chamados de genes nif. Os genes que nao apresentaram tal
homologia, porém demonstrava a mesma funcdo dos genesnifforam designados
de genes fix (HUNGRIA, 1994b).

Figura 7— Disposicdo esquematica dos genes nif em Klebsiella pneumoniae, com 20 genes e

8 operons.
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Setas pretas: direcdo da sintese dos operons. Amarelo: genes responsaveis pelo transporte de
elétrons (nifJF). Azul: genes estruturais para subunidades gama da Ferro-proteina (nifHSV).
Vermelho, genes estruturais para subunidades alfa e beta da Molibdénio/Ferro-proteina
(nifDKZ). Branco, genes com fung¢des ndo muito bem definidas (nifTYM). Verde, genes
responsaveis pela sintese do cofator molibdénio/ferro (NifENXUSWBQ). Magenta, genes

regulador negativo (nifL). Cinza, gene regulador positivo (nifA).

Fonte: Disponivel em: <http://www.asahi-net.or.jp/~it6i-wtnb/BNF.htmI>Acesso em
01/11/2015. Adaptado de Triplett (2000).

Apesar de existirem cerca de 20 genes nif apenas trés deles apresentam
funcdo estrutural (nif HDK), codificando as metaloproteinas estruturais do
complexo enzimatico nitrogenase. E oito estdo relacionados com a biossintese
da FeMo-co (nifBEHNQUVW) (Figura 7). Os demais genes estdo envolvidos
com outros processo durante a FBN, como a geracdo de energia (nifl —
envolvida com o transporte de elétrons e nifF — doador de elétrons para proteina
NifH), processamento e maturacdo pos-traducional (nifY -  insercdo da

FeMoco), regulacdo da expressdo da nitrogenase (nifL — regulador negativo e
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nifA — regulador positivo) e ainda alguns permanecem com a funcéo
desconhecida (nifMT) (MERRICK, 1988; TEIXEIRA, 1997; TEIXEIRA et al.,
1999; TRIPLETT, 2000).

Segundo Becking (1992), em Rhizobium os genes que codificam a
estrutura da nitrogenase estdo agrupados em um unico plasmidio simbiotico

(pSym), porém de operons distintos (nifH e nifDK).

O gene nifH tem sido um dos genes envolvidos com a FBN mais
estudados entre os rizobios, pois consiste em uma evidéncia direta da relacéo
entre espécies dessas bactérias e seus hospedeiros, além de ser conhecida como
uma regido conservada na maioria dos microrganismos FBN (HAUKKA;
LIDSTROM, 1998; LAGUERRE et al., 2001). Entretanto tal caracteristica ndo é
exclusiva de diazotréfos simbioticos. Estudos descrevem a presenca de genes
nifna porcdo extracromossomal (pEA3) do genoma de diazotrofos de vida livre
associados a rizosfera de diversos cereais, como na espécie Enterobacter
agglomerans (SINGH; KLEEBERGER; KLINGMULLER, 1983; SINGH,;
KLINGMULLER, 1986; KREUTZER et al., 1991). Como evidenciado para 0s
genes nod os genes nif também ndo possuem relacdo filogenética direta com o
gene ribossomal 16S, contudo exibem uma larga similaridade com estudos de
filogenia do gene nodA (HAUKKA et al., 1998).

2.8 ESTUDO DA DIVERSIDADE

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
desempenham funcdes Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas
(MYERS, 1996). A caracterizacdo molecular é uma ferramenta util para o
conhecimento da diversidade desses microrganismose pode ser empregada para
esclarecer relacbes evolutivas e co-evolutivas (PAIVA et al., 2013; WOESE,
1991).
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Devido a importancia dos microrganismos do solo e sua associacdo com
vegetais em relagfes simbioticas ou assimbidticas, muitos estudos filogenéticos
tém sido realizados. Sendo possivel assim, determinar os fatores que regulam as
estruturas das comunidades microbianas ao longo do tempo e espago
(ANDRADE et al., 2007; GRAYSTON, et al., 2004; IBEKWE et al., 2002;
KOWALCHUCK et al., 2002; MARTINS et al., 1997; SMALLA et al., 2001.).

Nos ultimos anos, a diversidade microbiana vem sendo determinada
principalmente pelo uso de técnicas moleculares como a PCR, sequenciamento
de regides especificas e até de genomas(CHAGAS JUNIOR; OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2010).

A técnica de PCR descrita por Saiki e colaboradores (1985) permite
amplificar regides especificas do genoma, sendo possivel observar, in vitro, as
varias copias desse fragmento. A sequéncia alvo a ser amplificada é determinada
utilizando-se  primers  (sequéncias iniciadoras de oligonucleotideos)
complementares a regido de interesse. O primer entdo sofre anelamento com a
sequéncia alvo na fita molde, e estd é amplificada pela etapa de extensdo pela

acdo de uma DNA polimerase termoestavel.

Muitas técnicas moleculares, hoje utilizadas, partem da técnica de PCR ou
usam suas variacOes para estudos de diversidade. Sendo uma das ferramentas

mais faceis e uteis para esse fim.

O estudo dos padrdes de genes que codificam para os acidos ribonucleicos
ribossomais (rRNASs) de procariotos tém sido largamente empregado para
estudos de sua diversidade (STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999; WOESE,
1991).

Os RNAs ribossomais sdo considerados crondmetros moleculares, pois
sdo moléculas universais com funcgdes altamente especificas estabilizadas ao

longo da evolucgéo e ndo sofrem influéncia por mudancas no meio ambiente, mas
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seus genes (rDNA) apresentam variabilidade em maior ou menor extensao em
diferentes regides da molécula (LANE et al. 1985). Atualmente, o gene 16S
rDNA ¢é o mais utilizado para inferir a respeito das relagdes filogenéticas entre
bactérias devido a maior facilidade de sequenciamento e comparacdo em bancos
de dados (RDP, Gen-Bank, EMBL) (COUTINHO et al., 1999; WOESE, 1991).

Entretanto, alguns autores afirmam que em varios grupos de procariotos
abaixa variabilidade nas regibes 16S rRNA pode nao refletir a diversidade
detectada por outras propriedades morfo-fisiologicas e genéticas (GERMANO et
al., 2006; MENNA et al., 2006; VAN-BERKUM; FUHRMANN, 2000;
VINUESA et al., 1998; WILLEMS et al., 2001).

Para deteccdo da diversidade,as regides espacadoras intergénicas 16S-23S
rDNA (IRS) posicionada entre os genes 16S e 23S, consistemem fontes de
estudo com maior valor discriminatorio, devido sua maior variabilidade em
tamanho e composicdo de bases ao serem comparadas as regifes génicas
ribossomais (16S e 23S), podendo ser empregadas em analises de
microdiversidade, onde o potencial discriminatério entre os fragmentos deve ser
maior (GUETLER; STANISICH, 1996; ROSADO; DUARTE; MENDONCA.-
HAGLER, 1999).

Para Gonzalez (2008), Guetler e Stanisich (1996) e Laguerre et al. (1996)
a IRS tem sido usada com sucesso para caracterizar e identificar rizébios a nivel
de género e espécie, obtendo informacdes taxondmicas, devido as variagdes no

numero de bases dessas regides.

A técnica conhecida como método de analise de sequéncia multilocus
(MLSA) também tem sido empregada em estudos de filogenia para identificacéo
e reclassificagdo de espécies (ARDLEY et al., 2012; GEVERS et al., 2005
VINUESA et al., 2005a).



49

A técnica consiste em sequenciar regides génicas, locus, que atuem como
marcadores filogenéticos,diferente das rRNAs. Desta forma o MLSA confere
robustez a classificacdo e agrupamento filogenético de bactérias, ja que diminui
os efeitos de translocagdes horizontais e recombinagdes de um Unico gene e
possui uma taxa de evolucdo mais rapida que a encontrada para 0S genes
ribossomais (GEVERS et al., 2005).A metodologia de MLSA ja foi aplicada em
estudos taxondmicos de diferentesgéneros bacterianos, como
Bradyrhizobium,Bulkholderia, Bacillus,  Vibrio, Mycobacterium e
Ensifer,Methylobacterium, Blastobacter, Devosia, Ochrobactrum,
Shinella,Microvirga, Phyllobacterium, Cupriavidus (antes conhecido por
Ralstonia) eGluconacetobacter(ARDLEY et al., 2012; GEVERS et al., 2005;
MARTENS et al., 2007; RIVAS; GARCIA-FRAILE; VELAZQUEZ, 2009;
THOMPSON et al., 2005; VINUESA et al., 2005a).

De acordo com Zeigler (2003) e Thompson e colaboradores (2005), os
genes utilizados comomarcadores filogenéticos alternativos, além de serem
conservados para o0 grupo em estudo, precisam obedecer alguns critérios como:
1) estar distribuidos no genoma com uma distanciaminima entre os genes de 100
kb; 2) estar presentes no genoma em uma Unica cOpia; 3)apresentar uma
extensdo nucleotidica suficiente para permitir o sequenciamento; 4)
conterinformacg@es suficientes para a analise; e 5) estar correlacionados com
dados obtidos com ogene ribossomal 16S e com os percentuais de similaridade
obtidos por hibridizagdo DNA-DNA.

Os genes housekeepingvém sendo amplamente usado em testes com
MLSA, pois sdo suficientemente adequados para 0s critérios supracitados.
Alguns genes como o atpD, que codifica subunidade beta da proteina
ATPsintetase, possuem alta correlagdo com a regido 16S rRNA, e portanto sao
excelentes marcadores para comparagdo com o0 mesmo. No entanto, a

recombinacdo genética deste gene pode causar grande heterogeneidade genética
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e, portanto, ele deve ser usado com cautela em estudos filogenéticos (GAUNTet
al, 2001; MENNA; BARCELLOS; HUNGRI, 2009; STEPKOWSKI et al,
2007). Em seu estudo Menna,Barcellos e Hungri (2009) também acharam boa
correlagéo entre os genes glnll, que codifica a proteina glutamina sintetase 11, de
Bradyrhizobium e suas regides 16S rRNA, favorecendo uma construgéao

filogenética mais sélida.

Segundo Rosado,Duarte e Mendonca-Hagler (1999) outra forma de
identificacdo de espécies diazotroficas, é pela sequéncia codificadora da
subunidade Fe-proteina de nitrogenases, nifH. Tal gene apresenta sequéncias
extremamente conservadas, sendo considerado um dos genes funcionais
existentes mais antigos. Sua utilizacdo em processos de identificacdo microbiana
permite realizar uma correlagdo entre a estrutura e a funcdo da comunidade

procariotica, devido seu carater funcional.

A classificacdo baseada em genes conservados como 0 16S rRNA pode
diferir consideravelmente da classificacédo baseada nos genes funcionaisnod, nif
e fix, no entanto esses sdo bem semelhantes entre si. Fato que pode ser explicado
pelo fenbmeno das transferéncias horizontais de material genético entre genes
plasmidiais de espécies de rizobios, como o Mesorhizobium loti (HAUKKA et
al. 1998; SULLIVAN et al., 1995; SULLIVAN; RONSON, 1998). Portanto, é
importante distinguir entre o progresso evolutivo dos plasmideos e 0 progresso

evolutivo dos cromossomos (EARDLY et al., 1992).

Outra ferramenta de identificacdo comumente usada € a rep-PCR (PCR de
elementos repetitivos), também conhecida como fingerprinting genémico. Tal
método consiste na amplificagdo de sequencias repetitivas altamente
conservadas, presentes em multiplas copias no genoma da maioria das bacteérias.
Trés familias de sequéncias repetitivas foram identificadas: (1) sequéncias REP,
utiliza primers que se anelam a regides palindromicas extragénicas repetitivas

com tamanhos de 35-40 pb; (2) sequéncias ERIC, utiliza primers que se anelam
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a sequéncias intergénicas consensuais altamente repetitivas de enterobactérias
com tamanhos de 124-127 pb; e (3) Elemento BOX, usa primers que se anelam
a sequéncias de DNA altamente repetitivas e conservadas, divididas com
tamanho de 154 pb. As regibes BOX sdo consideradas mais robustas e
produzem um padrdo de fragmentos complexos, quanto a REP possuem menor
complexidade, no entanto geram padrbes de fingerprinting reprodutiveis e
confidveis para diferenciagdo de isolados. O conjunto ERIC é mais sensivel a
condi¢Oes subdtimas da PCR, presenca de contaminantes nas amostras, porém
também gera um padrdo discriminatorio elevado (RADEMAKER; BRUIJN,
1997).

2.9ANALISE DA ESTRUTURA GENOMICA POR PFGE

A eletroforese em gel de campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis -
PFGE) € uma técnica utilizada para separacdo do genoma total bacteriano
intacto, podendo separar cromossomos inteiros ou grandes fragmentos de DNA
(aproximadamente 600 kb), megaplasmideos e plasmideos. O método foi
desenvolvido em 1984 por Schwartz e Cantor como alternativa a eletroforese em
gel de agarose convencional, para separar grandes fragmentos de DNA (maiores
que 50 kb). A técnica é baseada na troca da direcdodo campo elétrico empregado
no sistema, sendo que, a migracéo das moléculas de DNA pela rede de agarose é
constantemente reorientada. Portanto as moléculas de DNA sdo compelidas a se
posicionarem de forma paralela ao campode forca sempre que ocorre uma
mudanca na direcédo, antes de migrarem para a dire¢do do pdlo positivo, fazendo
com que os fragmentos menores e/ou lineares se reorientem com maior
facilidade em relacdo aos maiores e/ou circulares, que demoram mais para se
adaptarem a nova direcdo. Otempo entre as mudancas de orientacdo pelo campo

elétrico e a migracdo das moléculas para o polo positivo gera a separacdo dos
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repliconse a formacao de um perfil de bandas diferencial (MAGALHAES et al.,
2005; JACOBS, PAYNE; BENDICH, 1996).

Na PFGE os padrdes de restricdo de genomas bacterianos completos sdo
analisados e comparados. O cromossomo bacteriano é digerido por uma
endonuclease de restricdo de corte raro, com o objetivo de abrir as moléculas
circulares de DNA. Para proteger o DNA bacteriano de danos mecanicos, 0s
microrganismos sdo imobilizados pela mistura da suspensdo bacteriana em
agarose fundida antes da lise celular. Os blocos contendo DNA purificado e
digerido sdo inseridos em géis de agarose, e 0s fragmentos do DNA separados
por eletroforese em gel de campo pulsado geram perfis de bandas que sdo
comparados para determinar a relacdo entre eles (LUKINMAA et al., 2004;
JACOBS, PAYNE; BENDICH, 1996; TENOVER et al., 1997; TENOVER et
al., 1995).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo gendmica e molecular de 24 bactérias associadas

a Mucuna aterrima no Cerrado Goiano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a caracterizacdo molecular pela técnica de Eletroforese em Gel de
Campo Pulsado (PFGE), separando osreplicons das 24 bactérias isoladas de

nodulos de Mucuna aterrima do Cerrado goiano e de estirpes controles.

Realizar a caracterizacdo molecular pela extracdo do DNA e anélise
poligénica pela técnica da PCR para os genes 16S rRNA, regides espacadoras
intergénica (16-23S rRNA), regides repetitivas pelo primer REP, genes
envolvidos na fixacdo de nitrogénio (nif), nodulacdo (nod) e gene housekeeping
(ginll, atpD), assim como o polimorfismo gerado pela técnica de ARDRA do
gene 16S rRNA de 24 bactérias isoladas de nodulos de Mucuna aterrima do

Cerrado goiano e de estirpes controles.

Utilizar os dados obtidos para estabelecer a similaridade e a diversidade

das bactérias em estudo, utilizando o programa NTSYSS.

Realizar a caracterizacdo molecular pelo sequenciamento da regido 16S
rRNA, a fim de estimar o género de 24 bactérias isoladas de ndédulos de Mucuna

aterrimado Cerrado goiano.



54

4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Bioguimica de Microrganismos
da UnUCET da Universidade Estadual de Goias (UEG) localizado em Anépolis,

Goiaés.

4.1 MATERIAL AMOSTRAL - BACTERIAS

Os vintesquatro isolados dos nodulos de raizes de mucuna preta (Mucuna
aterrima) utilizados neste trabalho assim como as estirpes controle foramcedidas
pela Embrapa Arroz e Feijdo em Santo Anténio de Goias, GO; obtidos de
campos experimentais de sistema organico de producdo, e de trés regides
goianas: Porangatu, Rio Verde e Santo Anténio de Goias — “Fazendinha”(Tabela
1).

Tabela 1 — Cddigo dos isolados obtidos a partir de nddulos de mucuna preta (planta isca) com
seus respectivos municipios, local de coleta e quantidade de isolados.

Codigo* Municipio Local Quantidade
48 Rio Verde Cultivo 8 Isolados
58 Porangatu Cultivo 3 Isolados
62 Porangatu Cultivo 6 Isolados
67 Rio Verde Cultivo 5 Isolados
72 Santo Antonio de Goids - "Fazendinha" Cultivo 2 Isolados

Total: 24 Isolados

* Cadigo dos isolados de mucuna usados nas analises

Foram utilizadas como referéncias e controles para as analises 11
bactérias:Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080);Rhizobium
galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium
leguminosarum  (estirpe BR7606);Rhizobium meliloti  (estirpe  SEMIA
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135);Mesorhizobium mediterraneum (estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii
(estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA
6157); Azospirillum brasilense (estirpe Abvb).

4.2 CARACTERIZACAODA ARQUITETURA GENOMICA

A caracterizacdo da arquitetura gendmica foi realizada pela técnica de gel
de eletroforese em campo pulsado (pulsed-field gel electrophorese - PFGE). As
etapas pertinentes a técnica de PFGE podendo ser visualizada no esquema da

Figura 8.

Inicialmente as colbnias de bactérias foram inoculadas em meio PY
liquido (0,5% de peptona; 0,3% de extrato de levedura e 4,5 mM CaCl,)
contendo 10 ug/mL de acido nalidixico, a 140 rpm, por 18 horas, em 28 °C para
seu crescimento e desenvolvimento até que a suspencdo bacteriana atingisse
uma densidade 6ptica (D.O.) entre 0,4-0,8, lida em espectrofotdmetro a 600nm

(etapa 1 da Figura 8).

A extracdo do DNA gendmico (replicons: cromossomico e plasmidiais)foi
realizada segundo Mavingui e colaboradores (1997) utilizando o pellet de um
mililitro da suspengao bacteriana,50 ulL de solucdo tampdo SET (50 mM de
Tris-HCI, pH 7,5; 20 mM de EDTA e 200 mM de NaCl) e 50 uL de agarose
low-melting-point (LMP) para imobilizacdo das células em plug gel (etapa 2, 3 e
4 da Figura 8). Osplugsforam tratados com solugdes tamponante EC-lise (10
mM de Tris-HCI, pH 7,6; 100 mM de EDTA, pH 8,0; 50 mM de NaCl; 0,2% de
desoxicolato de sodio; 0,5% de N-laurilsarcosina de sédio; 0,5% de Triton X-
100) contendo 0,5 mg/mL de lisozima, para rompimento da parece e exposicdo
do conteudo celular (etapa 5 da Figura 8). Em seguida a solucdo tampdo EC-
lise/lisozima foi substituida por outra solucdo tamponante, DB (0,5 mM de

EDTA e 1% de laurilsarcosina), e foi adicionado 0,1 mg/mL de proteinase K, a
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fim de realizar a degradacdo da porcdo proteica das células no plug e purificar
seu material genético (etapa 5 da Figura 8).

Figura 8 — Esquema ilustrativo das etapas do processo de preparacao de gel de eletroforese

em campo pulsado (PFGE).

CULTURA BACTERIANA PLUGS @ TRATAMENTO ENZIMATICO

= —

=8 . b
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®

®

ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO

Fonte: Proprio autor.

O gel de agarose foi preparado a 1,0% com TBE 0,5X (44,5 mM de tris
base; 44,5 mM de &cido borico; 25,5 mM de EDTA,pH 8,0). O protocolo para
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) foi organizado de acordo com o
método publicado por Schwartz e Canto (1984), sob corrente elétrica de 150 V
em 4 fases lineares por 24 horas (12 fases: pulsos de 5s por 1 hora; 22 fases:

pulsos de 15s por 1 hora; 3?2 fases: pulsos de 25s por 10 hora; 42 fases: pulsos de
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40s por 12 hora) (etapa 7 da Figura 8). Os géis foram corados segundo
Sambrook e colaboradores (1989), em brometo de etidio (1 mg.mL™),
observados em transluminador UV e fotografados com camera digital. Os perfis
de bandas formados foram comparados ao marcador de peso molecular DNA
Size Standards — Lambda Labber (OLIVEIRA et al., 2007) (etapa 8 da Figura
8).

Os dados obtidos foram analisados pelo software Vision Works LS®
(Verséo 6.3.3) e as medidas dos fragmentos foram obtidas pelos testes de médias
de Tukey utilizando o software SISVAR® (FERREIRA, 2008).

4.3 ANALISEMOLECULAR PELA PCR

Para a extracdo do DNA, foram utilizados 24 isolados e 11 bactérias
controles. Estas foram cultivadas em meio liguido YM sem corante e com
adicdo de cloranfenicol (2,5 pg.mL™) e &cido nalidixico (10 pg.mL™), por

24horas sob agitacdo de 140 rpm a 30 °C.

Posteriormente, 3,0mL da suspensdo de bactérias foi centrifugada
(minispin plus Eppendorf®), por 4 minutos a 13.000 rpm. As células foram
lavadas com solucéo salina (NaCl 0,9%), a fim de retirar exopolissacarideos e o

sobrenadante foi descartado.

O aglomerado de celulas foi ressuspenso em 600uL de solucdo de lise de
DNA (50uM de Tris (hidroximetil) aminometano — tris pH 7,6; 20 mM de &cido
etilenodiamino tetra-acético — EDTA; 400mM de cloreto de sodio — NaCl; 1%
de dodecil sulfato de sodio — SDS) e incubado em banho termostatizado (TE
2005 Tecnal®) por 10 minutos a 80 °C. Posteriormente as amostra foram

transferidas para o banho de gelo por 5 minutos.
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Quatro microlitros de solucdo de RNAse (24 mg.mL™) foram adicionados
ao meio reacional e levadas a incubagédo por 15 minutos a 37 °C. A reacdo foi

submetida ao banho de gelo por 5 minutos para interromper a reacdo enzimatica.

Em seguida 200uL de cloreto de sédio 0,5M foram transferidos para
reagdo, e incubados por 5 minutos em banho de gelo para aglomeracdo e
precipitacdo do DNA. A mistura foi entdo centrifugada a 13.000 rpm por 15
minutos e seu sobrenadante foi transferido para um novo tubo ja contendo
600uL de isopropanol (P.A.), a temperatura ambiente, e levado ao banho de gelo
por 15 minutos. O meio reacional foi centrifugado a 13.000 rpm no periodo de
20 minutos e o sobrenadante descarto. O volume de 600uL de solucdo de etanol
70% foi adicionado para lavagem do precipitado e a mistura foi levada a
centrifugacao por 3 minutos a 13.000 rpm, posteriormente o sobrenadante foi

descartado; esta Ultima etapa foi repetida mais uma vez.

O DNA extraido foi seco em temperatura ambiente por um periodo de
aproximado de 24 horas, e em seguida, 55 pL de tampéo ToE; foi adicionado ao
sistema para a dissolucdo do material genetico e prevencdo da acdo de
exonucleases(CHUEIRE, 2003). A suspensdo foi armazenada a - 20 °C em

ultrafreezer (Q315U-32 Quimis®) para utilizacdo em andlises posteriores.

O produto da extracao foi submetido a técnica da PCR. A amplificacdo foi
realizada utilizando oligonucleotideos para regides especificas do genoma como
a regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA e sequéncias denominadas de
palindrdmicas extragénicas repetidas (REP), e dos genes 16S rDNA, ginll, atp,
nodC enifH (Tabela 3); com 20 puL de uma mistura reacional (Tabela 2)
seguindo protocolo de Reis Junior e colaboradores (2004) com modificacdes
(Tabela 4).

Os produtos das amplificacBes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (1,3% ou 1,7%), a 70 volts por 120 minutos, utilizando tampédo TBE
0,5X (445 mM de tris base; 44,5 mM de acido borico; 255 mM de
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EDTA,pH8,0). Os perfis de bandas formados foram comparados a marcadores
de peso molecular da BioLabs®, 1kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.

Os fragmentos amplificados por PCR obtidos da regido 16S rRNAforam
avaliados pela técnica de ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction
Analysis) que consiste na utilizacdo de enzimas de restricdo com padrdes de
corte diferentes para observar diferentes sequéncias do gene 16S rRNA
(GRIFONI et al., 1995), por conseguinte os dados obtidos foram utilizados para
as analises de similaridade. Assim, cada produto de PCR foi submetido ao corte
com a enzima de restricio Haelll (reconhece 5°..GG|CC... 3’nucleotideos).
Neste procedimento, 5 uL do produto da PCR de 16S rRNA amplificado foi
“digerido”por 2 U de endonucleaseHaelll em tamp&o enzimético 1 vez e agua
g.s.p. 20 uL. A mistura foi levada ao banho-maria a 37 °C por 1 horas. Apos a
“digestdo”, o padrdo de bandas foi visualizado por eletroforese em gel de
agarose (2,0%), em tampdo TBE 0,5X por 2 h a 70 V, juntamente com o
marcador de peso molecular 1kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder da
BioLabs®.

Os géis foram corados segundo Sambrook e colaboradores (1989), em
brometo de etidio (1 mg.mL™); observados em transluminador UVmodelo Multi
Doc-It Imaging System®(UVD)e fotografados com camera digital, a fim de
separar e classificar os fragmentos de DNA amplificados nas reagdes das PCRs
e pela técnica de ARDRA (OLIVEIRA et al., 2007).

Os dados obtidos pelas amplificacdes foram analisados pelo software
Vision Works LS® (Versdo 6.3.3) e as medidas dos fragmentos foram obtidas
pelos testes de médias de Tukey utilizando o software SISVAR® (FERREIRA,
2008).



Tabela 2 — Concentragdo dos reagentes utilizados no sistema de reacdo para amplificacdo por PCR e respectivas regioes.

16S rRNA* gInllI®  atpD® nodC’ nifHr® nifHi®® melA’ IRS 16-23S" REP*
Tris-HCI (pH 8,8) 10 mM 10mM 10mM 10mM 10mM 10mM 10 mM 10 mM 10 mM
KCI 50 mM S0mM 50mM 50mM 50mM 50mM 50 mM 50 mM 50 mM
MgCl, 1,5 mM 38mM 19mM 20mM 20mM 15mM 15mM 1,5 mM 1,5 mM
dNTP! 03mM  04mM 03mM 04mM 05mM 0,1mM 0,2mM 0,3 mM 0,2 mM
Oligonucleotideo forward 0,3 uM 02uM 02uM 04puM 02puM 0,1 uM 0,2 uM 0,3 uM 0,2 uM
Oligonucleotideo reverse ~ 025uM  02uM 02uyM 04puM 02uM 0,1 pM 0,2 uM 0,25 uM 0,2 uM
Taqg polimerase 1U 15U 1U 1U 15U 1U 15U 15U 15U
DMSO’ - - - 1% - - - - 4%
DNA3 1:0 1:1 1:9 1:9 1:6 1:9 1:1 1:0 1:6
Volume final 20 uL 20pL 20pL  20pL 20puL 20pL 20 pL 20 uL 20 uL

! Mistura dos quatro nucleotideos (ATP, GTP, CTP, TTP). “Dimetilsulféxido. * Proporcées de diluicdes de DNA em &gua ultra pura

(DNA:Agua).* 16S rRNA: regido do gene ribossomal 16S rRNA; gInlI: regido gene codificador para glutamina sintetase I1; °atpD: regido gene
codificador para subunidade p da ATP sintetase; 'nodC:regido do gene envolvidos na nodulagio; ®nifHr:regido do gene envolvidos na fixacéo de
nitrogénio especifica para o grupo dos rizébios; nifHr:regido do gene envolvidos na fixacdo de nitrogénio menos conservada;‘°melA:regi&o do

genecodificador de melanina !IRS 16-23S: regides espacadoras intergénica (16-23S rRNA); * REP:regides repetitivas.
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Tabela 3— Primers utilizados com suas respectivas sequéncias para amplificacdo de sequéncias genicas: IRS 16S-23S rRNA, REP, 16S rRNA,

ginll, e nifH.
Regido Primer* Sequencias (5’ — 3°)° Tm (°C)*  Peso (pb)* Referéncia
Y1f TGG CTC AGA ACG AAC GCT GGC GGC 81,6
16S rRNA 1500 Young; Downer; Eardly (1991)
Y3r CTGACCCCACTT CAGCATTGT TCC AT 73,3
ginl12f YAA GCT CGA GTA CAT YTG GCT 55,0 660
ginll Vinuesa et al. (2005b)
gInll689r  TGC ATG CCS GAG CCG TTC CA 77,1
atpD255f GCTSGGCCGCATCMTSAACGTC 67,4
atpD 550 Vinuesa et al. (2005)
atpD782r GCCGACACTTCMGAACCNGCCTG 77,6
nodC540f TGATYGAYATGGARTAYTGGCT 61,6
nodC 930 - 1300 Sarita et al. (2005)
nodC1160r CGYGACARCCARTCGCTRTTG 61,7
nifHFf TAC GGN AAR GGS GGN ATC GGC AA 61,8
nifHr 780 - 890 Laguerre et al. (2001)
nifHIr AGC ATGTCY TCSAGY TCNTCCA 75,8
nifHif AAA GGY GGW ATC GGY AARTCC ACC AC 64,1
nifHi® 400 Rash, Mergel, Bothe (2002)
nifHir TTG TTS GCS GCR TAC ATS GCC ATC AT 70,2
pHRf TGC GGC TGGATCACCTCCTT 61,3
IRS’ 8 Laguerre et al.(1996)
P23r CCG GGT TTC CCC ATT CGG 71,7
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REPf II'ICG ICG ICATCIGGC 32,2

REP 8 Versalovic et al. (1994)
REPr ICG ICT TAT CIG GCC TAC 41,9
mel Af CCG AAC GTC CAT GGC GTG GCTGGTC 63,8

melA 1850 Cabrera-Valladares et al. (2006)
mel Ar CCG GAG CCC GGG TGT TAG GCG GAC A 64,0

If: primer forward; r: primer reverse. ?H: A, Cou T; I: inosina; K: Gou T; M: Aou C; N: A, C,GouT; R: Aou G; S: CouG; Y: C ou
T.3Temperatura de melting. # Os isolados que obtiveram fragmentos com tamanhos descritos para cada regido foram considerados positivos.
*Regides nifH especifica para o grupo dos rizébios. ° Regides nifH menos conservadas. ' Regido espacadora interagéncia 16-23S rRNA. 8

Possuem tamanhos variados.

Tabela 4— Condigdes dos ciclos (tempo e temperatura) utilizados para amplificacdo pela PCR para os diferentes oligonucleotideos.

Ciclos Intermediarios (30 vezes)

Regido  Desnaturacdo Inicial (1 vez) Extensdo Terminal (1 vez)
Desnaturagéo Anelamento Extenséo
16S rRNA 95 °C por 3 min 94°C por45seg 62°Cpord5seg 72°C por 1 mine 30 seg 72 °C por 5 min
ginll 95 °C por 4 min 94°C por 1 min 58 °C por 1min 72 °C por 2 min 72 °C por 7 min
atpD 95 °C por 2 min 95°%C por45seg 58°Cpor30seg 72°C por1mine 30seg 72 °C por 7 min

94 °C por 20seg 65°C por 30seg 72 °C por 30 seg (1 vezes)
nodC* 94 °C por 3 min 72 °C por 5 min
96 °C por 20seg 62 °C por 30 seg 72 °C por 35 seg (2 vezes)
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nifHr

nifHI*

IRS
REP

melA

95 °C por 3 min

95 °C por 3 min
95 °C por 3 min

95 °C por 3 min

96 °C por 20 seg
96 °C por 20 seg
96 °C por 20 seg
96 °C por 20 seg
94 °C por 45 seg
96 °C por 20 seg
96 °C por 20 seg
96 °C por 20 seg
96 °C por 20 seg
96 °C por 20 seg
96 °C por 20 seg
94 °C por 45 seg
94 °C por 1 min

94 °C por 1 min

59 °C por 30 seg
56 °C por 30 seg
53 °C por 30 seg
50 °C por 30 seg
57 °C por 1 min
65 °C por 30 seg
62 °C por 30 seg
59 °C por 30 seg
56 °C por 30 seg
53 °C por 30 seg
50 °C por 30 seg
62 °C por 45 seg
40 °C por 1 min

57 °C por 1 min

72 °C por 40 seg (3 vezes)
72 °C por 45 seg (4 vezes)
72 °C por 50 seg (5 vezes)
72 °C por 1 min (25 vezes)
72 °C por 3 min
72 °C por 30 seg (1 vezes)
72 °C por 35 seg (2 vezes)
72 °C por 40 seg (3 vezes)
72 °C por 45 seg (4 vezes)
72 °C por 50 seg (5 vezes)
72 °C por 1 min (25 vezes)
72 °C por 1 min e 30 seg
65 °C por 8 min

68 °C por 3 min

72 °C por 5 min

72 °C por 10 min

72 °C por 5 min
65 °C por 15 min

68 °C por 10 min

* VariagOes nos ciclos intermediarios. A quantidade de ciclo foi descrita subsequente a fase de extenséo de cada ciclo intermediério.
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4.4 TRATAMENTO DOS DADOS

Os perfis de bandas das analises moleculares pela PCR e dos perfis de
PFGE para cada isolado foram transformadas em dados binarios e analisados
utilizando-se o Programa NTSYS-pc® (versdo 2.10), a partir da construcdo de
uma matriz 0-1, onde a presenca de determinada caracteristica era declarada 1 e
sua auséncia 0. Os valores gerados para cada isolado foram comparados e suas
semelhancas estimadas pelo Coeficiente de Jaccard (J) em que J = a/(n-d),
sendo “a” 0 numero de combinagdes com a presenca das caracteristicas menos
as combinagdes de auséncia das mesmas, “d” 0 numero de combinagfes de
auséncia de caracteristicas e “n” 0 numeros de combinagdes possiveis. Os
indices de Jaccard foram obtidos pelo algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method With Arithmetic Mean) e os isolados foram agrupados e
representados graficamente por um dendrograma de similaridade (SNEATH &
SOKAL, 1973).

Como recomendado por Hungria e colaboradores (2008) fragmentos
maiores que 12000 pb e inferiores a 300 pb dos produtos da PCR de rizdbios e
outras bactérias promotoras de crescimento vegetal foram desconsiderados para
analise. Pois apresentam alta variabilidade e pouca resolucdo no perfil,
dificultando a determinacdo do peso molecular dos fragmentos. Tais bandas
também podem representar falsos amplificados de PCR (DNA né&o amplificado,
maiores que 12000pb, ou RNAs, inferiores a 300pb).

4.5SEQUENCIAMENTO DA REGIAO 16S rRNA

Os produtos de PCR da regido 16S rRNAforam submetidos a um processo
de purificacdo com PEG (polietilenoglicol) antes do sequenciamento. Para tal,

foi adicionado PEGem uma proporcdo 1:1 ao produto de PCR, que entdo foram
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mantidos a 37°C por 30 minutos para solubilizacdo doexcesso de
oligonucleotideos iniciadores e nucleotideos livres. Posteriormente as
amostrasforam centrifugadas a 14.000 rpm, por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e 125 pL de etanol gelado 80% foram adicionados. A solucdo foi
mantida em repouso por 1 minuto, para a precipitacdo do DNA. A mistura foi
levada a centrifuga por 2 minuto a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
a lavagem com etanol foi repetida mais uma vez. O etanol remanescente foi seco
em estufa a 37 °C e uma aliquota de 15 pL de tampéo T1oE; (Tris-HCI 10mM e

EDTA 1mM) foi usada para ressuspender o material genético.

As reagOes de sequenciamento foram realizadas em microtubos de 200 pL
utilizando o Kit ABI PRISM®BigDye® Terminator v3.1. Foramrealizadas
reacbes para o oligonucleotideo iniciador, forward Y1. As reacdes de

sequenciamento apresentam-sena Tabela 5.

Tabela 5- Sistema de reagdo de Sequenciamento utilizada para amplificagdo da regido 16S

rRNA.
Reagentes Volume (uL)
Oligonugleotideo Y1 (10 pM) 0,7
Produto de PCR 16S 4,0
BigDye Terminator 0,56
Tampao 5 X (400 mM Tris-HCI, pH 9,0; 10 mMMgCI2) 1,4
Volume da Reacao 8,2

As condigdes utilizadas no termociclador foram: abertura inicial das fitas a
96 °C por 1 minuto; seguida de 25 ciclos emtrés etapas, (1) abertura das fitas a
96 °C por 15 segundos, (2) anelamento dos primers a 50 °C por 15 segundo e (3)
extensao a 60 °C por 4 minutos.
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As reacdes de sequenciamento passaram entdo por uma etapa de
purificacdo. Onde 19,8 uL de &gua ultra pura foram adicionadas a reacdo, junto
com 2L de acetato de aménio 7,5 M e 60 pL de izopropanol (P.A.). A mistura
foi homogeneizada por inversao e levada ao banho de gelo onde permaneceu por
10 minutos. Posteriormente a reagdo foi centrifugada a 13.000 rpm, por 20
minutos. O sobrenadante foi descartado e 500 pL de etanol 70% foram
adicionados. Novamente a mistura passou pelo processo de centrifugacdo a
13.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e a reacdo foi

mantida em estufa a 37 °C, por 24 horas, para secagem.

As amostras foram entdo enviadas para Universidade Federal do Parana,
que em parceria realizou o sequenciamento dos isolados pela resuspenssdao em
A4uL de formamida (grau biologia molecular) e leitura em sequenciador
automatico de DNA (ABI 3500 Genetic Analyser).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1ARQUITETURA GENOMICA - PFGE

A analise da estrutura gendmica pela técnica de gel de agarose em campo
pulsado revelou a presenca de um Unico replicon para a maioria dos isolados

testados. Tal replicon obteve um peso molecular proximo a 1,2 Mb (Figura 9).

Apenas os isolados 48-28, 48-32, 58-2 e 58-9 ndo demostraram perfil de
separacdo (Figura 9). Sendo possivel sugerir que tais materiais genéticos que
ficaram retidos nos pocos, desse isolados e dos demais, possuem replicons
circulares de alto peso molecular e, por tanto, ndo pode migrar pela malha do gel

de agarose.

Estudos com estirpes de rizobios revelam padrdes de replicons
diversificados para cada espécie de rizobios, assim como para outras espéecies de
bactérias endofiticas. A dindmica de relagdes genétipicas e fenotipicas entre 0s
microrganismos do solo tornam esse grupo uma populacdo mista e rica em
diversidade genoma, dificultando estudo de identificacdo genética devido a

translocagdes horizontais de seus contetdos genéticos. (LI et al., 2008)

Cromossomos com 3,6 Mb e plasmideos com tamanhos entre 1,7
(pSymA) e 1,3 (pSymB) Mb foram caracterizados em Sinorhizobium meliloti no
trabalho de Galebert e colaboradores (2001) e de Mavingui e colaboradores
(2002). J& o sequenciamento completo do genoma de Mesorhizobiumloti
apontou a existéncia de um cromossomo unico com seteMb e dois plasmideos,
pMLa (352 kb) e pMLb (208 kb) (KANEKO et al., 2000).

Analises com outros géneros de rizobios demostraram perfis variados. A
divergéncia entre os perfis comprova a diversidade genética do grupo dos

rizobios, e corroboram com a teoria de cooevolucdo, onde cada especie €
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evolutivamente mais adaptada a uma planta hospedeira especifica (HUNGRIA,
1994c).

O representante do género Bradyrhizobium, B. japonicum, exibe apenas
um replicon cromossomal de noveMb, sem presenca de plasmideos (KANEKO
et al., 2002). Enquanto o genoma de Rhizobium etli mostra um cromossomo de
4,38 Mb e seis plasmideos: p42a (194 kb), p42b (184 kb), p42c (250 kb), p42d
(371 kb), p42e (505 kb), p42f (642 kb) (GOZALEZ et al., 2006). Perfil
semelhante pode ser encontrado para o R. leguminosarum com um cromossomo
de 5,05 Mb e seis plasmideos: pRL7 (151 kb), pRL8 (147 kb), pRL9 (352 kb),
PRL10 (488 kb), pRL11 (684 kb) e pRL12 (870 kb) (YOUNG; PENNYCOOK;
WATSON, 2006).

Os plasmideos simbidticos (pSym) do grupo dos rizobios tem grande
importancia nos estudos da classe, pois contém a maioria dos genes responsaveis
pela nodulacdo e fixacdo do nitrogénio, conferindo a bactéria a habilidade de
infectar, colonizar ambientes anaerdbicos e metabolizar uma variedade de
formas quimicas de nitrogénio, além do nitrogénio gasoso (GALIBERT et al.,
2001).

Plasmideos simbiGticos também podem ser fontes génicas para
transformacdo de bactérias, originalmente ndo simbioticas, para bactérias
simbidticas, por transferéncia horizontal como foi evidenciado porLi e

colaborados (2008) dentro do género de Bacillus spp. pelo gene nifH.

Outros organismos endofiticos apresentam caracteristicas distintas em seu
replicon daquelas encontradas em espécies de rizobios (CROSSMAN et al.,
2008; HE et al., 2011; REN et al., 2010). Fato esse que confirma a grande

variabilidade da arquitetura gendmica de microrganismos do solo.

A arquitetura genémica do género Bacillus é bastante variada. A espécie

B. cereus ATCC 10987 apresenta um cromossomo de 5,2 Mb e um plasmideo
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de 208 kb; ja a estirpe ATCC 14579 expde um cromossomo com tamanho de 5,4
Mb e um plasmideo denominado de pBClin15 com peso molecular de 15 kb,
demonstrando a variacdo a nivel de replicon dentro de uma mesma espécie. A
espécie B. anthracis Ames exibiu um replicon cromossomal de 5,2 Mb e dois
plasmidiais de 182 kb (pXO1) e 95 kb (pX0O2) (RASKO et al., 2004). Ja o B.
thuringiensis CT-43 contém 11 replicons, sendo um cromossomo com 5,5 Mb e
os 10 plasmideos pCT6880 (6,9 kb),pCT8252 (8,3 kb), pCT8513 (8,5 kb),
pCT9547 (9,5 kb), pCT14 (14,7 kb), pCT51 (51,5 kb), pCT72 (72,1kb), pCT83
(83,6kb),pCT127 (127,9 kb) e pCT281(281,2 kb) (HE et al., 2011).

De acordo com Ren e colaboradores (2010) a espécie de Enterobacter
cloacae demonstra a presenca de um cromossomo de 5,3 Mbe dois plasmideos,
PECL_A e pECL_B com tamanhos de 200 kb e 86 kb, respectivamente.

Pelo sequenciamento completo de estirpes de Stenotrophomonas
maltophiliaforam identificados 4,9 Mb em seu cromossomo sem presenca de
plasmideos em seu material genético (CROSSMAN et al., 2008).

Contudo nenhum padrdo no perfil de replicons foi obtido nessa etapa
inicial de andlise para os isolados de mucuna. A falta de plasmideos entre 0s
isolados de mucuna e bactérias controle levantam varias hipdteses. Entre as
presuncdes pode-se citar a “domesticagdo de cepas”, onde algumas bactérias
com genoma mais maleavel perderam material genético pela auséncia de pressado
seletiva. Ou a diminuicdo da duplicacdo e expressdo dos plasmideos pelafalta de
estimulos, devido ao meio de cultura usado para multiplicar as coldnias (PY) ser
rico em nutrientes,ndo sendo necessario que bactéria ative vias metabolicas de
duplicacdo dos plasmideos simbiontes e, portanto, ha uma maior dificuldade de
caracteriza-los devido sua menor quantidade (SILVA; QUEIROZ,
DOMINGUES, 2012).
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Figura 9 — Perfil eletroforético do DNA gendmico, pela técnica de PFGE, de 24 isolados de mucuna e 10 estirpes controles em gel de agarose

(1%) com marcador molecular DNA Size Standards — Lambda Labber.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium leguminosarum
(estirpe BR7606); Mesorhizobium mediterraneum (estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe
SEMIA 6145); Azospirillum brasilense (estirpe Abv5). Marcador molecular: DNA Size Standards — Lambda Labber.
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5.2CARACTERIZACAOMOLECULAR PELA PCR

5.2.1Regido Espacadora Intergénica 16-23S (IRS 16-23S)-PCR

Das 35 bactérias pesquisadas, 32 (48-9, 48-11, 48-15, 48-16, 48-25, 48-26,
48-28, 48-32, 58-5, 58-9, 62-1, 62-2, 62-3, 62-4, 62-8, 62-12, 67-4, 67-5, 67-8,
67-9, 67-15, 72-7, SEMIA 4077, SEMIA 4080, BR522, SEMIA 6156, BR7606,
BR10055, SEMIA 135, CFN42, IG, Abv5) apresentaram perfis eletroforéticos
polimorficos da regido intergénica entre os genes 16S e 23S rRNA. Entre o0s
isolados de mucuna, 22 bactérias exibiram fragmentos com variacdo de 1 a 4.
Enquanto as 10 cepas controle demonstraram perfis de bandeamento com 1 a 3
fragmentos (Figura 10).0s genes que codificam para osribossomos tém
sidoextensivamente estudados em muitas espécies procarioticas, e 0 nimerode
operons varia de uma (em micoplasmas) a doze coépias (em bacilos)por
cromossomo (ROSADO et al.,, 1997).Em rizobio, de uma a trés copiasdo
operontem sido detectadas: uma em B. japonicum e em R. tropici, trés em S.
meliloti, R. galegae, R. leguminosarum e R. etli (HAUKKA, 1997).

Os tamanhos variaram de 640 a 2855 pb para os isolados e de 750 a 8160
pb para as estirpes controles (Figura 10). Foi possivel observar uma
concentracdo de fragmentos da regido IRS no intervalo entre 900 a1500 pb em
24 bactérias (48-25, 48-26, 48-28, 48-32, 58-5, 58-9, 62-1, 62-2, 62-3, 62-4, 62-
12, 67-4, 67-5, 67-8, 67-15, SEMIA 4077, BR522, SEMIA 6156, BR7606,
BR10055, SEMIA 135, CFN42, I1G, Abvb5).

Padrdo semelhante ao encontrado para os isolados de mucuna pode ser
observado em trabalho desenvolvido com inoculantes comerciais do Brasil onde
foram estudadas bactérias que possuem perfis com fragmentos de amplificacéo
para esta regido de tamanhos entre 700 e 1350 pb; (OLIVEIRA et al., 2012). Ja
no estudo realizado em isolados de Lathyruse Oxytropis foi encontrado
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fragmentos de 1500 a 2500 pb para espécies de rizobios do solo chinés (SUI et
al., 2009). Fernandes, Fernandes e Hungria (2003) relatam que em isolados de
rizobios do guando é possivel encontra 1 a 2 fragmentos para a IRS 16-23S
rRNA com tamanhos entre 535 a 1630 pb. Mesmo numero de fragmentos
podem ser localizados em estirpes de Bradyrhizobium com tamanhos de 800 a
1800 pb (GERMANO et al., 2006). Tais estudos demonstram a grande
diversidade de tamanhos presentes nestas regides, sendo uma Otima ferramenta

para andlise filogeneética dentro das espécies diazotroficas.

Figura 10-Perfil eletroforético da amplificacdo em PCR da regido intergénica (16S-23S
rRNA) de 22 isolados de nédulos de mucuna e 10 estirpes controles em gel de agarose (1,7%)
com marcador molecular 1 kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium
galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium leguminosarum
(estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135);Mesorhizobium mediterraneum
(estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe
SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe Abv5). Marcadores moleculares: 1kb-DNA-
Ladder e 100pb-DNA-Ladder.

A variacdo nos tamanhos das regides IRS do rRNAdentro das espécies de
bacterianasja vem sendo abordada por diversos trabalhos e consiste em um

padrdo confiavel para caracterizacdo filogenética (BARRY et al., 1991;
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JENSEN; WEBSTER & STRAUS, 1993; FERNANDES; FERNANDES &
HUNGRIA, 2003; NOUR et al., 1994; PAFFETTI et al., 1996).

Aparentemente um padrdo de bandeamento manteve-se presente em seis
(48-9, 48-11, 48-15, 48-26, 48-32 e 62-2) isolados, sendo formado por um perfil
de 3 bandas que variaram entre 610 a 970 pb (Figura 10). Outros padrbes de
perfis repetidos podem ser encontrados nos isolados 62-1, 62-4, 67-4 e 67-5 que
exibiram variagcOes de 675 a 1285 pb para trés faixas de bandas; nos isolados 67-
9 e 67-15 que demonstraram duas bandas cada com tamanhos de 677 a 871 pb,
aproximadamente. As bacterias controles BR10055 e CFN42 também
mostraram perfis homdlogos, essas possuem dois fragmentos cada, 1221 e 1510
pd (Figura 10).

A andlise de similaridade da regido IRS 16-23S rRNA revelou a
separacdo de 6 grupos (I a VI) com 40% de homologia entre seus membros
(Figura 11).

E possivel observar uma distribuicdo das bactérias controles entre os
grupos, onde, com excecdo do isolado 62-8 (grupo 1V), todos os agrupamentos
possuem uma ou mais cepas controles (Figura 11). Portanto, quase todos 0s
isolados de mucuna do Cerrado foram capazes de se agrupar com as estirpes
controle, sendo possivel inferir uma proximidade taxondmica entre as bactérias
avaliadas e o grupo de bactérias dos rizobios e promotoras do crescimento

vegetal.

O grupo | mostra 0 maior agrupamento com 10 componentes, possuindo
paridade, aproximada, de 42% com a estirpe controle BR522. Esse grupo
apresenta trés perfis da regido IRS 16-23S rRNA com 100% de similaridade
entre si. O primeiro perfil é formado pelos isolado 48-9 e 62-2; o perfil nUmero
dois dado pelos isolados 48-16 e 67-9; ja os isolados 48-11, 48-15 e 72-7
compdem o terceiro perfil. Esses ultimos exibiram um indice de similaridade de

60% com a bactéria 48-26. Ainda no grupo | é possivel observar uma
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semelhanca proxima a 77% do isolado de mucuna 48-32 com a cepa controle
desse grupo (BR522) (Figura 11).

Figura 11-Dendrograma definido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard para as avaliacdes dos fragmentos da regido espacadora
intergénica 16S-23S rRNA obtidos em gel de agarose (1,7%) nas analise molecular de 22
bactérias isoladas de nddulos de mucuna e 10 bactérias controle.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium
galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium leguminosarum
(estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135);Mesorhizobium mediterraneum
(estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe
SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe Abv5).

O grupo I, também considerado o segundo maior grupo, sendo formado
por 8 elementos. Sendo um desses a bactéria controle BR7606. O grupo Il pode
ser subdividido em trés grupos menores. Os isolados 62-4, 67-4 e 67-5 com
similaridade de 100% junto com o isolado 58-5 formam o primeiro subgrupo
com semelhanca de 77%; o segundo é composto pelos isolados 62-1 e 67-15
com indice de homologia equivalente a 100% e pelo isolado 58-9, que apresenta

77% de semelhanca; o subgrupo ndmero trés é a bactéria controle BR7606 e
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esse SO se agrupam com 0s demais membros do grupo Il com indice de
similaridade de 40% (Figura 11).

O agrupamento 11 é constituido pelos isolados 48-25 e 48-28 com 75% de
similaridade e pelas estirpes controle BR 520, SEMIA 4077 e SEMIA 135,
agrupadas com 44% de semelhanga com esses isolados de mucuna. Ja o grupo V
é formado pelos isolados 62-12 e 67-8, também, com 75% de similaridade. Os
isolados do grupo V possuem um indice de homologia equivalente a 58% com a

cepa controle Abv5 (Figura 11).

As bacterias 62-3, 1G, SEMIA 6156, BR10055 e CFN42 compdem o
grupo VI e exibem uma homologia de 44% entre si, sendo considerado o grupo
com maior quantidade de cepas controle. Dentro desse grupo é possivel
constatar que os isolados 62-3 e |G apresentam perfis idénticos; fato

evidenciado também para as cepas controles BR10055 e CFN42 (Figura 11).

Pela avaliacdo do perfil eletroforético dos fragmentos amplificados da
regido espacadora intergénica dos genes 16S e 23S de rRNA ¢ possivel afirmar
que essa € uma regido adequada para discriminar filogeneticamente a nivel

intraespécie as bactérias estudadas.

5.2.2Regides Palindromicas Extragénicas Repetitivas(REP)-PCR

A analise do produto da PCR da regido REP demonstrou uma grande
variabilidade no perfil de bandas. Os isolados e as bactérias controle
apresentaram de 2 a 14 fragmentos separados em gel de agarose 1,7%.
Entretanto,15 isolados (63%) possuem de 4 a 10 fragmentos (Figura 12).
Quantidades semelhantes de fragmentos foramabordadas no estudo de Ogutcu e
colaboradores (2009), onde estirpes de Rhizobium apresentaram de 4 a 9

fragmentos. Em trabalho realizado com isolados de feijdo-fava foi encontrado
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perfis de até 16 fragmentos para rizobios (ANTUNES, 2010), enquanto nos de
feijoeiro-comum foram observados até 10 fragmentos (CARDOSO, 2014).
Figura 12—Perfil eletroforético da amplificacdo em PCR das regides palindrémicas

extragénicas repetitivas (REP) de 24 isolados de ndédulos de mucuna e 11 estirpes controles
em gel de agarose (1,7%) com marcador molecular 1 kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080);
Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium
leguminosarum (estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Mesorhizobium

mediterraneum (estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156);

Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe
Abv5). Marcadores moleculares: 1kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.

Em ambos os estudos, devido a quantidade de fragmentos gerados, a
regido REP foi considerada como marcador sensivel e confidvel para
identificacdo e caracterizacdo de subespécies de rizobios e bactérias promotoras
do crescimento vegetal. Tais resultados ratificam dados de trabalhos anteriores
para determinacdo filogenética de subespécies pelo perfil de fragmentos gerados
pela técnica REP-PCR (RADEMAKER; BRUIIN, 1997; PINTO; HUNGRIA;

MERCANTE, 2007).

O uso da técnica de REP-PCR € vantajoso porque, em uma Unica reagéo,
obtém-se um namero elevado de bandas, permitindo a detecgdo de polimorfismo
suficientemente elevado para a analisegenética das bactérias (CHUEIREet al.,
2000).
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Quanto ao peso molecular das bandas, essas foram agrupas em uma faixa
de 100 a 7500 pb. Contudo, como recomendado por Hungria e colaboradores
(2008) os fragmentos foram reagrupados no intervalo préximo a 300 e 7500 pb
(Figura 12).Trabalhos com cepas de Rhizobium galegae com fragmentos de 500
a 6500 pb (RADEVA et al., 2001) e de Rhizobium spp com fragmentos de 300 a
4500 pb (OGUTCU et al., 2009) demonstram a grande diversidade dos pesos
moleculares que as regides palindrémicas extragénicas repetitivas possuem no

grupo dos rizobios.

A maior concentracdo de bandas obtidas nesse estudo esta no intervalo de
600 a 700 e 1000 a 1200 pb, onde 19 e 21 bactérias, respectivamente,
apresentaram bandas nessa regido. Enquanto a menor afluéncia esta na faixa de
1700 a 1800 pb para 5 isolados (48-16, 62-1, 62-3, 62-8 e 67-5) e 3 bactérias
controles (SEMIA 6145, BR7606 e IG) (Figura 12).

Seis perfis foram visualmente semelhantes entre si (48-9, 48-11, 48-15,
48-26, 48-32 e 62-2), com presenca de 7 a 8 fragmentos de tamanhos entre 450 a
2400 pb. Pouca paridade visual foi encontrada entre os perfis dos isolados de

mucuna e das bactérias controle (Figura 12).

A analise de similaridade das regifes palindrdmicas extragénicas
repetitivas apresentou uma elevada multiplicidade de agrupamentos, com escala
de similaridade variando de -12 a 100%. Houve formacgédo de nove grupos (I a
IX) com similaridade aproximada de 30% (Figura 13). Deste modo a regido
REP pode ser considerada como um alto critério discriminatério entre 0s
isolados avaliados.Mesmo resultado pode ser encontrado por Grange (2001) que
constatou um grau elevado de polimorfismo entre isolados de rizébio de feijao
na regido do Cerrado, com a presenca de perfis distintos,formando uma grande

quantidade de grupos com baixa similaridade.

Os grupos I, I, 1V, VI e IX apresentaram pelo menos uma bactéria

controle como uma de seus membros. Portanto, os isolados que estiverem
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agrupados préximos a tais grupos possuem grande probabilidade de

apresentarem taxonomia proxima ao grupo dos rizébios (Figura 13).

Figura 13 —Dendrograma definido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard para as avaliacGes dos fragmentos das regides
palindrémicas extragénicas repetitivas (REP) obtidos em gel de agarose (1,7%) nas analise

molecular de 24 bactérias isoladas de n6dulos de mucuna e 11 bactérias controle.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080);
Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium
leguminosarum (estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Mesorhizobium
mediterraneum (estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156);
Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe
Abvb).
O grupo | corresponde aos isolados com maior similaridade entre si. Esse
é formado pelos isolados 48-9 e 48-15, onde seus perfis da regido REP foram
considerados anélogos, com 100% de similaridade, e pelo isolado 48-11
agrupado com paridade de 91%; ja o isolado 62-4 teve similaridade de 68% com

os demais membros do grupo. A bactéria controle SEMIA 6156 também foi
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enquadrada no grupo, com 50% de paridade, reforcando a hipétese de que os
isolados desse grupo tenha alta similaridade com a classe dos rizobios. Com

36% de similaridade o isolado 48-25 fui incorporado ao grupo (Figura 13).

O grupo Il foi o mais representativo entre o nimero amostral, com 12
membros representados porsete dos 24 dos isolados e 5 das 12 das bactérias
controle. Esse grupo pode ser dividido em trés subgrupos com similaridade
proxima a 48%. O primeiro subgrupo é formado pela bactéria controle BR7606
com semelhanca de 56% entre os isolado 48-16 e 62-1. O segundo subgrupo €
composto por oito membros; desses, alguns membros (48-28 e 72-15) possuem
paridade de 52% com a controle Abv5, enquanto os demais (58-9 e 62-12)
possuem diferentes homologias com os controle BR522 (74%), SEMIA 135
(62%) e SEMIA 4080 (54%). O subgrupo namero trés, composto de apenas um
isolado, 58-5, mostrou maior grau de diferenciacdo dos demais membros do

grupo 11, com 31% (Figura 13).

A associacdo formada pelos gruposllil, VII e VIIIé compostasomente por
isolados de mucuna que possuem menor homologia com bactérias controle,

respectivamente, em relacdo aos seus perfis da regido REP (Figura 13).

O grupo IV é formado apenas por estirpes controle (SEMIA 6145 e
BR10055), com 37% de similaridade. J& o grupo VI, também composto por dois
membros, exibe um isolado de mucuna, 67-15, agrupado com a controle CFN42,
com homologia aproximada de 30%. Enquanto o grupo IX demonstra uma
diversidade maior em seu perfil, e apresenta uma relacdo de baixa similaridade
com as demais bactérias estudadas. No entanto uma semelhanca de 48% entre as
bactérias do grupo IX (SEMIA 4077 e IG) pode ser inferida (Figura 13).

Os resultados desse estudo demonstram que a analise de REP-PCR foi
eficiente para discriminar os isolados de nodulos de mucuna, embora nem

sempre sejam adequadas nas avalia¢Oes filogenéticas, devido ao elevado grau de
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bandeamento em gel de agarose (CHUEIRE et al., 2000; FERNANDES et al.,
2003; CARDOSO, 2014).

5.2.3Regides Conservadas — Genes 16S rRNA eHousekeeping
(atpD e gnlll)

A regido que codifica 0 genel6S rRNA, consiste em uma regido
conservada entre asbactérias, mas, a0 mesmo tempo, possui variabilidadee
quantidade de informacdes suficientes para revelar as relacdes filogenéticas
entreas espécies (Woese, 1987; Weisburg et al., 1991; Willems; Collins, 1993).
Figura 14 — Perfil eletroforético da amplificacdo em PCR da regido 16S rRNA de 24 isolados

de nddulos de mucuna e 11 estirpes controles em gel de agarose (1,0%) com marcador
molecular 1 kb-DNA-Ladder.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium
galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium leguminosarum
(estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Mesorhizobium mediterraneum
(estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe
SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe Abv5). Marcador molecular:
1kb-DNA-Ladder.

As amplificagdes do gene 16S rRNA dos isolados analisados apresentaram
um Unico fragmento com variacdo entre 1400 a 1500 pb em seu peso molecular

(Figura 14). Fato esse que corrobora com os resultados encontrados em

trabalhos com grupos de rizobios (CHUEIRE et al., 2003), Pseudomonas,
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Enterobacter (MAGNANI, 2005) e Bacillus (WISOTZJSEY et al., 1992),
demonstrando a universalidade e conservacdo do gene entre os procariotos
(TOLEDO, 2008).

Ja a analise das amplificagdes do gene codificador da glutamina sintetase
I1, gInll, apresentou um padrédo variado em seu perfil de bandas (Figura 15). Dos
isolados testados apenas o isolado 72-7 ndo foi capaz de ser amplificado pelo
oligonucleotideo testado, apresentando, portanto pode apresentar uma maior
variacgdo em sua sequencia em relacdo aos demais. Foram observadas
amplificacbes paraquatro bactérias de referéncia (SEMIA 4080, BR10055,
SEMIA 135 e CFN42) (Figura 15). Essas demonstraram prevaléncia em dois

fragmentos com tamanhos distintos, 750 a 1480 pb.

Figura 15— Perfil eletroforético da amplificacdo em PCR da regido ginll de 23 isolados de

nddulos de mucuna e 4 estirpes controles em gel de agarose (1,3%) com marcador molecular
1 kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.

SEMIA 4080
BR10055
SEMIA 135
CFN42
100pb

1Kb

- 10000pb

- 3000pb
- 2000pb
- 1500pb

-1200pb
- 1000pb

- 700pb
- 600pb
- 500pb

- 400pb
- 300pb

-200pb

Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4080); Rhizobium galegae (estirpe
BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135).
Marcadores moleculares: 1kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.

Foi possivel observar uma variacdo de 1 a 5 fragmentos, sendo que 11
isolados apresentaram trés fragmentos com tamanhos variando entre 200 a 1500

pb (Figura 15). O fragmento esperado de 650 a 700 pb foi identificado para 19
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isolados. Tamanhos esses semelhantes aos encontrados em estirpes de
Bradyrhizobium por Menna, Barcellos e Hungria (2009) com 602 pb para regido
ginll. Contudo um fragmento com peso molecular médio de 1395 pb pode ser
observado para quatro isolados (38-25, 48-28, 48-32 e 62-4) e as quatro
bactérias controle, sendo possivel que essas bactérias apresentem duas copias do
gene glInll que se encontro em uma distancia inferior a 100 pb, e portanto, foram
amplificadas em uma Unica sequencia. Outros fragmentos representativos com
tamanhos meédios entre 360 e 225 pb séo observados em 12 isolados (48-9, 48-
11, 48-15, 48-16, 48-25, 48-26, 48-28, 48-32, 62-1, 62-2, 62-4, 67-9) (Figura
15).

Apesar de ndo muito discutidos na literatura os perfis de polimorfismo
gerados pelo gene gInll neste trabalho, podem ser apresentados em 3 padroes. O
primeiro grupo, formado pro trés fragmentos, abrange os isolados 48-9, 48-11,
48-15, 48-26, 62-1 e 67-9; ja os isolados 48-28 e 48-32 sdo enquadrados no
segundo grupo com cinco fragmentos; o terceiro padrdo esta presente no isolado
62-3 e trés bactérias controle (BR10055, SEMIA 135 e CFN42) com presenca
de duas bandas; os demais isolados apresentaram padrdes mais variados e com

pouca semelhanca entre si (Figura 15).

Em bactérias fixadoras de nitrogénio a glutamina sintetase I1(GSII) é,
preferencialmente, expressaem condigdes de nitrogénio limitado e constitui uma
importante porta de entrada do nitrogénio para sua fixacdo, pois converte
amonio e glutamato em glutamina, aminoacido ndo essenciale fonte de
nitrogénio organico (FISHER, 1992). Em 1995, Merrick e Edwards discutiram a
presenca da GSII  em cinco géneros de espéecies fixadoras
(Rhizobium,Bradyrhizobium,Agrobacterium,Streptomyces, Frankia) e
eucariotos. Desde entdo pouco estudos sdo realizados com diferentes grupos
procarioticos para o gene ginll, pois outro tipo de glutamina sintetase é mais

bem distribuidonas outras espécies (gInA).
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A regido atpD foi amplificada em oito isolados (48-9, 48-11, 48-15, 48-
16, 48-25, 48-26, 48-28 e 48-32) e quatro estirpes controle (SEMIA 4080,
SEMIA 6145, BR10055 e CFN42) (Figura 16). Os fragmentos da regido
atpDvariaram com tamanhos entre 400 a 580 pb. Fragmentos de 574 a 700 pb
foram encontrados em estirpes de Bradyrhizobium por Menna, Barcellos e
Hungria (2009) e com tamanho de 500 pb para Rhizobium por Hou e
colaboradores (2009).

Padrdes de polimorfismo foram evidenciadas em dois isolados, 48-16 e
48-28, com presenca de 9 (300 a 1400 pb) e 6 (150 a 1120 pb) bandas,
respectivamente (Figura 16).

Figura 16 — Perfil eletroforético da amplificacdo em PCR da regido atpDde 8 isolados de

nodulos de mucuna e 4 estirpes controles em gel de agarose (1,3%) com marcador molecular
100pb-DNA-Ladder.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4080); Rhizobium galegae
(estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA
6145). Marcador molecular: 100pb-DNA-Ladder.
De acordo com os critérios adotados por Zeigler (2003) e Thompson e
colaboradores (2005) para andlise de sequencias multilocus, as sequencias
adotadas neste trabalho, gInll e atpD, ndo sdo adequadas para esse teste, pois

ndo foram consideradas universais para o grupo de isolados estudados e
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apresentaram polimorfismo em suas copias, sendo possivel encontrar regifes
génicas de tamanhos distintos. Contudo os genes housekeeping aqui abordados
poderdo ser empregados em estudos de homologia com genes de espécies
padroes, a fim de definir relacOes evolutivas entre as copias dos genes obtidas
dos isolados de mucunas e de espécies fixadoras bem caracterizadas, contribuido

para estudos evolutivos de genes conservados em bactérias endofiticas.

5.2.4Regides Rizobiais — Gene nifH (nifHr e nifHi) e nodC

A extracdo de DNA e amplificacdo de genes marcadores, como o nifH, é
uma ferramenta que tem sido amplamente utilizada para a deteccdo da
biodiversidade de bactérias diazotroficas. Esse fato somado ao evento da
contribuicdo do gene nifH na capacidade de FBN (LAGUERRE et al., 2001)
colabora com a busca deste gene em bactérias do solo, pois fornecem
informac0es sobre quais tipos de organismo podem estar envolvidos na FBN,
confirmando a presenca dos genes em microrganismo ja esperados ou

identificando novos organismos que podem ser pequeno colaboradores da FBN.

A analise pela PCR da sequéncia nifHr comprovou que dentro dos 24
isolados estudados 11 (48-9, 48-11, 48-15, 48-16, 48-25, 48-26, 48-28, 48-32,
58-9, 62-2 e 67-9), 46%, apresentaram regibes amplificadas pelo
oligonucleotideo usado por Laguerre e colaboradores (2001) (Figura 17).
Desses, apenas 6 (48-9, 48-11, 48-15, 48-26, 48-28 e 62-2) exibiram fragmentos
proximos a 890 pb como os observados por Grange (2005) em estudos

realizados com estirpes brasileiras de R. etli.

Entre as bactérias controle somente trés (BR522, BR7606, SEMIA 135)
ndo apresentaram fragmentos préximos a 780 e 890 pb. Portanto, seis dos 24
isolados e oito das 11 bactérias controle demonstraram fragmentos compativeis
com a regido nifH estabelecida por Laguerre e colaboradores (2001). Contudo

um numero maior, 11 de 24 isolados e 11 de 11 bactérias controle (Figura 17),



85

apresentaram um perfil de bandeamento pelos oligonucleotideos, especificos

para 0 grupo dos rizobios, usados na analise, demonstrando alguma paridade

com as regides padroes e usuais da regido codificadora da nitrogenase.

Figura 17 —Perfil eletroforético da amplificacdo em PCR da regido nifH para rizébios de 11

isolados de nodulos de mucuna e 11 estirpes controles em gel de agarose (1,7%) com
marcadores moleculares 1 kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080);
Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium
leguminosarum (estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Mesorhizobium

mediterraneum (estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156);

Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe
Abv5). Marcadores moleculares: 1kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.

Segundo Vieira (2007), os genes relacionados a fixacdo denitrogénio em

algumas espécies de rizébio, tal como os do género Rhizobium se localizam no

plasmideo, podendo haver perda desse plasmideo por algumas estirpes. Tal

perda pode ser resultado da exposicdo a altas temperaturas, instabilidade

plasmidial das cepas ou até mesmo pelo rompimento mecanico gerado no

momento da extracdo de DNA.A perda dos genes pela bactériaacarreta na falta

de sua habilidade para fixar nitrogénio. Deste modo, algumas cepas pode
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apresentar falsos resultados negativos ndo sendo possivel amplificar a regido
nifH.

Além dos rizébios, outros grupos de bactérias diazotréficas apresentam
genes para expressdo de nitrogenase, como é o exemplo de algumas espécies dos
géneros Actinobacteria, Bacillus, Clostridium (ROSCH; MERGEL; BOTHE,
2002), Burkholderia (BALDANI et al., 1997, REIS JUNIOR et al., 2004),
Alcaligenes, Azoarcus, Azohydromonas, Azomonas, Azonexus, Azospirillum,
Azotobacter, Dechloromonas, Delftia, Herbaspirillum, Ideonella, Klebsiella,
Methylosinus,  Pelomonas, = Pseudomonas, Raoultella, = Rhodobacter,
Rhodovulum, Xanthobacter (ROESCH et al., 2007), Gluconacetobacter e
Enterobacter (VIDEIRA, 2012).

O perfil de separacdo variou de 1 a 7 fragmentos para os isolados do
Cerrado, com predominancia de cinco fragmentos para cinco bactérias (48-9,
48-11, 48-15, 48-26, 48-28, 48-32, e 62-2), e de 1 a 14 fragmentos para as
bactérias controle (Figura 17). O polimorfismo gerado pelos oligonucleotideos
construidos por Laguerre e colaboradores (2001), sendo esses com maior
especificidade dentro do grupo dos rizébios, ndo € muito estudado, mas pode ser
observado também no trabalho de SANTOS (2010), onde é possivel discernir

pelo menos cinco bandas para a regido nifH.

Os tamanhos dos fragmentos entre os isolados de mucuna foram 550 pb
(48-28) a 5760 pb (48-16), enquanto para as controles foram de 290 pb (BR522)
a 6800 pb (SEMIA 4077). O maior agrupamento de bandas para os isolados foi
na faixa de 900 a 1000 pb com 10 representantes (exceto para 48-28), seguido
da faixa de 1150 a 1300 pb com 9 representantes (exceto para 48-28 e 58-9). Ja
no grupo das bactérias controle a faixa de 700 a 1000 pb foi representada por 10
bactérias. No total amostral, somente quatro perfis (48-28, BR203, SEMIA 135
e Abv5) néo apresentam bandas de 900 a 1000 pb (Figura 17).
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Pela andlise visual foi possivel constatar a presenca de cinco perfis
distintos, observados em mais de uma bactéria (Figura 17). O primeiro perfil
exibe a presenca de cinco bandas, com tamanhos de 840 a 4830 pb, para cinco
isolados (48-9, 48-11, 48-15, 48-26 e 62-2). O segundo perfil apresentou trés
bandas, com tamanhos de 980 a 5760 pb, para dois isolados (48-16 e 67-9). O
perfil nimero trés foi encontrado nas bactérias controle BR522 e BR7606, onde
foi possivel observar 4 bandas variando de 940 a 2740 pb. O quarto perfil
mostrou um bandeamento de 12 fragmentos de peso moleculares entre 430 a
2950 pb para as bactérias controle BR10055 e CFN42.J4 o perfil cinco constatou
uma variacao de 400 pb a 6800 pb com presenca de 8 bandas para as bactérias
SEMIA 4077 e IG (Figura 17).

Um segundo par de oligonucleotideos foi testado para a regido nifH. O par
de oligonucleotideos foi criado por Rdsch, Mergel e Bothe (2002) sendo que a
sequencia apresenta substituicdo de nucleotideos para proporcionar maximo
Anelamento (oligonucleotideo degenerado), ou seja, com capacidade de anelar-
se com regides nifH menos conservadas com menor homologia, sendo possivel

rastrear tais genes em espécies endofiticas fora do grupo dos rizébios.

Em seu trabelho Rosch, Mergel e Bothe (2002) amplificaram regides de
400 pb em diversas espécies do filo Proteobacteria e Firmicutes, dentre elas
algumas era representantes dos géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium, Rhodospirillum, Burkholderia, Herbaspirillum,
Enterobacter, Pseudomonas, Frankia, Rhodococcus, Clostridium e
Paenibacillus. Uma regido de mesmo tamanho também foi rastreada pelos
oligonucleotideos inespecificos do gene nifHem estirpe do género Bacillus
(SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2014).

Apesar do carater degenerado do segundo par de oligonucleotideos
somente cepas controle (BR10055, CFN24 e Abv5) apresentaram fragmentos de

400 pb para essa amplificacdo (Figura 17). Tal fato demonstra uma maior
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afinidade da regido nifH encontrada nos isolados com a respectiva regido
encontrada no grupo dos rizébios, devido a maior afinidade do oligonucleotideo

especifico em relacdo ao do degenerado.

Pela construcdo do dendrograma de similaridade do perfil polimorfico da
regido nifHr e possivel inferir a formacdo de 7 grupo com similaridade préxima
a 31% (Figura 18). Onde o grupo | foi apresentado como o de maior semelhanca
entre seus membros e com maior nimero amostral. Esse possui oito membros,
onde cinco deles (48-9, 48-11, 48-15, 48-26 e 62-2) apresentam homologia de
100% em seus perfis. Enquanto o isolado 48-32 demonstra 57% de paridade
com tais perfis. Esses isolados de mucuna do Cerrado demonstram uma
semelhanca com as bactérias controle BR522 e BR7606 (Rhizobium) de 31%
(Figura 18).

As bactérias controle foram distribuidas nos grupo I, IlI, 1V, VI e VII.
Sendo que os grupos IV, VI e VII foram formados somente por cepas controles
(Figura 18). Onde as bactérias RhizobiumSEMIA 4077 e IG, grupo 1V, exibiram
uma homologia de 100% entre seus perfis REP. Ja entre os membros do grupo
VI,SEMIA 6156 e Abv5, a similaridade foi de 50%. O grupo VII representado
pelo controle SEMIA 135 foi considerado com perfil mais dispar dos demais,
sendo possivel observar um agrupamento de 2% de paridade com 0s mesmo
(Figura 18).

Dentre os isolados de mucuna testados, o isolado 48-25 foi o que mostrou
maior similaridade com as estirpes controleSEMIA 6145, BR10055 e CFN42
(Rhizobium) préxima a 42%, e com a SEMIA 4080 préximo a 35%; inferindo
um agrupamento com 4 das 11 bactérias controle testadas. Logo tal isolado (48-
25) com o perfil de bandeamento mais proximo a essas cepas controle foram
consideradas mais préximo evolutivamente, quanto ao gene nifH, assim como 0s
demais isolados do grupo I. Portanto, esses isolados podem ser considerados

taxonbmicamente mais proximo ao grupo de bactérias rizobio; seguidos dos
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grupos Il (26% de similaridade) e do isolado 48-28 (grupo V) com semelhanca
de 21%. A maioria dos membros analisados foram agrupados com 17% de
homologia (excecdo: SEMIA 6156, SEMIA 135 e Abv5), demonstrando alguma

relacdo filogenética entre elas (Figura 18).

Figura 18-Dendrograma definido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard para as avaliacdes dos fragmentos da regido nifH de
rizébios obtidos em gel de agarose (1,7%) nas anélise molecular de 11 bactérias isoladas de

nodulos de mucuna e 11 bactérias controle.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080);
Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium
leguminosarum (estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Mesorhizobium
mediterraneum (estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156);
Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe
Abvb).

A reacdo de amplificacdo por PCR da regido nodC nédo foi capaz de
amplificar nenhuma regido dos isolados testados. Portanto os isolados avaliados
ndo sdo capazes de infectar e formar nodulos em hospedeiros vegetais. No
entanto, tal evento ndo significa que essas bactérias ndo possam estar presentes

no interior dos nédulos. Bactérias endofiticas ndo simbidticas ja foram isoladas
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de nodulos de feijoeiro (OLIVEIRA-FRANCESQUINI, 2014). Dentre o0s
isolados de Phaseolus vulgaris L., feijoeiro, foram encontradas espécies de
Bacillussp., Brevundimonas sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp.,
Pseudomonassp. eXanthomonassp.; o que para Hallamann e colaboradores
(1997) sdo consideradas como bactérias oportunistas capaz de infectar

nodulosformados por simbiontes rizobianos.

5.2.5Regido para Melanina — GenemelA

Os fragmentos encontrados pela amplificagdo do gene melAexibiram um
perfil de polimorfismo variado. Os tamanhos variaram entre 280 a 3000 pb.O
nimero de cépias foi de 1 a 7 fragmentos. Sendo os fragmentos com tamanho
entre 400 a 700 pbforam os de maior prevaléncia em 22 isolados e oito bactérias
controle (Figura 19).

Figura 19 — Perfil eletroforético da amplificacdo em PCR da regido melA de 15 isolados de

nodulos de mucuna e 5 estirpes controles em gel de agarose (1,7%) com marcadores
moleculares 1 kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium
galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Bradyrhizobium elkanii (estirpe
SEMIA 6156). Marcadores moleculares: 1kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.
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Contudo o oligonucleotideo aqui estudado tornou-se um bom marcador
molecular, devido a sua capacidade de gerar polimorfismo entre os isolados. As
multiplas copias servem como parametro discriminatorio para construcdo de

dendrogramas de similaridade, a fim de definir correlacdo filogenética.

O fragmento que representa a regido codificadora de tirosinase, de
tamanho proximo a 1853pb, foi observado nos isolados 48-32 e 62-2 (1662 pb e
1783 pb, respectivamente), podendo haver ter relagcao dessa regido com o gene
de melanina (enzima tirosinase) de rizobios encontrado por Cabrera-Valladares
e colaboradores (2006). As estirpes controle BR10055 e CFN42 também
demonstraram amplificados para sequencias génicas de melanina com 1800 pb
(Figura 19).

Regibes que codificamgenes relacionados a sintese de melanina ja foram
identificadas em  diveresas espécies de bactérias: Pseudomonas
maltophila,Rhizobium meliloti, R. etli, R. leguminosarum, R. phaseoli,
Shewanella colwelliana, Marinomonas mediterranea MMB-1 eBacillus
thuringiensis subsp. Kurstakialém de varias espécies do
géneroVibrio(CABRERA-VALLADARES et al., 2006;COYNE; AL-HARTHI,
1992;WANG et al., 2000).

Mercado-Blanco e colaboradores (1993) descreve que 0S genes
necessarios para a producdo de melanina (mel) estdo geralmente presentes em
plasmideos, tanto simbioticos quanto ndo simbioticos. No entanto, apesar da
localizacdo genética de alguns genes de mel em plasmideos simbidticas, a
producdo de melanina ndo € necessaria para fixacdo de nitrogénio (LAMB;
HOMBRECHER; JOHNSTON, 1988). Contudo a presenca dos genes mel em
plasmideos favorecem a translocacdo horizontal dos mesmos e
consequentemente o aumentando as chances de rastrear tais genes em outras

especies endofiticas.
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Com analise de similaridade gerada pelo polimorfismo dos fragmentos da
regido melAfoi possivel determinar um semelhanca de 40% entre os 10 grupos
de isolados formados. A baixa similaridade confere a regido um alto valor

discriminatorio para anélises filogenéticas (Figura 20).

Os grupos mais numerosos foram o grupo Il e V, com quatro membros
cada. Os isolados 48-11 e 48-26 além das bactérias controle BR10055 e CFN42
apresentaram perfis muito semelhantes e, portanto, foram agrupados com

similaridade de 80% ou superior (Figura 20).

As bactérias controle obtiveram maior similaridade com os isolados 48-25
e 58-9, pela estirpe SEMIA 6156 com semelhanca de 42% em seus perfis; com a
estirpe controle SEMIA 4080 e os isolados 58-5, 62-3 e 67-5 que apresentaram
44% de analogia; e com semelhanca de 50% para os perfis de 62-2, BR10055 e
CFN42. Inferindo alguma relacéo filogenética entre essas bactérias (Figura 20).
Figura 20 — Dendrograma definido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard para as avaliagcdes dos fragmentos da regido melA
obtidos em gel de agarose (1,7%) nas analise molecular de 15 bactérias isoladas de nédulos de

mucuna e 5 bactérias controle.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium
galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Bradyrhizobium elkanii (estirpe
SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp.

O isolado 48-16 e a estirpe controle SEMIA 4077 mostraram baixa
correlacdo do gene melA com as demais bactérias, proporcianando um maior

distanciamento evolutivo entre os genes (Figura 20).

Pouco se sabe sobre a funcdo da melanina em rizobios e outras bactérias
endofiticas. Autores sugerem que talvez a melaninaesteja envolvida com a
polimerizacdode moléculas fendlicas que surjam por ocasido da senescéncia de
nodulos, destoxificando-os (HYNES; PRIEFER, 1988; FR1ZZO, 2007). Estudos
recentes indicam que a producdo de melanina evoluiu paralelamente em grupos
diferentes de organismos para a protecdo a estresses ambientais (PLONKA;
GRABACKA, 2006).

Observando os oligonucleotideos conservados analisados (nifHr, ginll,
atpD e melA) é possivel verificar um alto nimero de copias com tamanhos
diferentes, que podem significar variagdes génicas na regido original dos genes,
como consequéncias de processos evolutivos de insercdo ou delecdo de bases
nitrogenadas; ou até mesmo processos de translocacdo horizontal parcial,ou
total, deoperons, onde tém sido relatada em muitosgéneros de bactérias,
incluindo os rizobios () (AZEVEDO, 1998;SHAMSELDIN et al., 2008).

Tais processos também podem ter ocorrido nas regides intergénicasdevido
a uma serie de alteracBes no genoma bacteriano ao decorrer da evolucédo e a
menor pressdo de selecdo desta regido em relacdo aos genes conservados
(AZEVEDO, 1998). Para Jensen, Webster e Straus (1993) a variabilidade
daregido IRS 16-23S rRNAtambém pode ser parcialmente explicada pela
insercdo de varios genes tRNA (sequéncias conservadas com papel funcional)
em regides IRS, aumentando o comprimento dos fragmentos e a variacdo no

tamanho destas sequencias.
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Outra hipotese esta ligada a amplificacdes incompletas do gene, onde 0s
oligonucleotideos foram capazes de anelar-se com regides no interior do gene, ja
que esses oligonucleotideos possuem grande especifidade para o grupo dos
rizobios e tais genes conservados (nifH, ginll, atpD e melA) podem diferir em
outras espécies. Uma abordagem para elucidar esta questdo € o sequenciamento
das regides amplificadas e analise da homologia com sequencias ja conhecidas

de regiGes do genesnifH, ginll, atpD e melA.

5.2.6ARDRA - Gene 16S rRNA

O polimorfismo gerado pela “digestdo” da regido 16S rRNA exibiu um
padréo diverso para os isolados, com presenca de duas a 6 bandas e tamanhos
entre 100 e 1300 pb. Sendo a maior concentragdo na faixa de 100 a 300 pb com
16 isolados e 8 estirpes controle apresentando pelo menos um fragmento nessa
regido de separacdo (Figura 21). Padrdo semelhante foi encontrado para
bactérias endofiticas associadas ao milho (ROESCHet al., 2007) e representam
um formato de comparacdo confiavel para divisdo de filos entre bactérias
(REIS-JUNIOR et al., 2002).

Os perfis de similaridade da “digetdo” do gene 16S rRNA gerou um
agrupamento de oito grupos (I a VIII) com homologia de 40% em seus perfis
(Figura 22). O grupo mais numeroso obteve oito isolados (58-2, 62-1, 62-4, 62-
8, 62-12, 67-5, 67-8 e 67-15), sendo representado pelo grupo VIII. Os perfis dos
isolados 62-4 e 67-5 foram considerados idénticos, assim como os perfis obtidos
das bactérias controle SEMIA 6145 e BR10055, ja a estirpe SEMIA 4080 foi
considera 80% similar as estirpes SEMIA 6145 e BR10055. Os demais

agrupamentos apresentaram similaridade inferior a 70% (Figura 22).

A bactéria controle SEMIA 6157, grupo VIII, foi considerada de pouca
homologia com as demais bactérias, possuindo semelhanca de apenas 7% de seu

perfil em comparacdo com as demais (Figura 22).
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O grupo Il possui 0 maior aglomerado de estirpes controle, sendo
representadas pelas cepas SEMIA 4080, SEMIA 6145, BR10055 e CFN42 e
pelos isolados 48-11 e 48-15 que possuem 51% de paridade com essas estirpes
controle e os isolados 48-16 e 48-32 com semelhanca de 42% com as controles
(Figura 22).

Figura 21 — Perfil eletroforético de ARDRA de produtos PCR amplificados da regido 16S

rRNA de 18 isolados de nddulos de mucuna e 10 estirpes controles em gel de agarose (2,0%)
com marcadores moleculares 1 kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium
galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium leguminosarum
(estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Bradyrhizobium elkanii (estirpe
SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum
brasilense (estirpe Abvb). Marcadores moleculares: 1kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder.

As Dbactérias 67-9 e Abv5, grupo Ill, agruparam-se com 50% de
homologia. Valor esse também encontrado para o isolado 48-26 e as bactérias

controle SEMIA 4077 e SEMIA 6156, grupo V11 (Figura 22).

Pelos indices de similaridade obtidos dos perfis da “digestao” com a
endonuclease Haelll a analise pode ser considerado com um nivel
discriminatério semelhante ao padrdo obtido pela IRS 16-23S rRNA. Contudo
os trés teste discriminatorios (IRS 16-23S rRNA-PCR, REP-PCR e ARDRA)
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ndo apresentaram resultados de agrupamentos muito semelhantes entre si; pois
apenas os isolados 48-9, 48-11 e 48-15 tiveram agrupamentos proximos pelas
trés técnicas. Fato que comprova a alta diversidade genética encontrada nos
microrganismos do solo goiano associados & mucuna.
Figura 22 — Dendrograma definido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard para as avaliagdes dos fragmentos da “digestao” da
regido 16S rRNA pela endonuclease Haelll obtidos em gel de agarose (2,0%) nas anélise

molecular de 18 bactérias isoladas de nédulos de mucuna e 8 bactérias controle.
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Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080);
Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium
leguminosarum (estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Bradyrhizobium
elkanii (estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157);

Azospirillum brasilense (estirpe Abvb).

5.3SEQUENCIAMENTO DA REGIAO 16S rDNA

A partir do sequenciamento parcial dos amplificados da regido 16S rRNA
dos isolados foi possivel inferir a presenca de trés géneros de bactérias dentro de

nodulos de mucuna. Tais géneros ja foram abordados como espécies endofiticas:
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Enterobacter, Bacillus e Stenotrophomonas e sdo considerados como bactérias
promotoras do crescimento vegetal (Tabela 6).
Tabela 6— Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA de isolados de nédulos de mucuna e

identificacdo por homologia com sequéncias génicas 16S rRNA de bactérias contidas no
banco de dados do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Isolado Peso (pb) Espécie E-value ID NuUmero de Acesso
48-11 641 Enterobacter cloacae 0.0 98% NR_118568.1
48-15 577 Enterobacter cloacae 0.0 98% NR_118568.1
48-26 700 Enterobacter sp. 0.0 99% NR_118568.1
48-32 692 Enterobacter cloacae 0.0 99% NR_118568.1

58-5 691 Stenotrophomonas maltophilia 0.0 99% NR_041577.1
62-1 507 Bacillus thuringiensis 4e - 152 91% NR_102506.1
62-2 696 Enterobacter cloacae 0.0 98% NR_118568.1
62-4 689 Bacillus anthracis 0.0 99% NR_074453.1
62-8 741 Bacillus megaterium 0.0 99% NR_116873.1
62-12 727 Bacillus amyloliquefaciens 0.0 99% NR_117946.1
72-7 611 Bacillus amyloliquefaciens 0.0 99% NR_117946.1

O sequenciamento parcial foi realizado com o oligonucleotideo Y1,
obtendo de sequencias com tamanhos medios de 661 pares de base para 11
isolados. A andlise pelo “blast” (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) gerou
homologias iguais ou superiores a 91%, conferindo boa classificagdo a nivel de
género para os isolados. O género Enterobacter foi inferido para 45% dos
isolados; o mesmo numero isolado foi identificado no género Bacillus; ja o
género Stenotrophomonas foi observado para 10% dos isolados (Tabela 6 e
Figura 23).

A menor homologia foi encontrada para o fragmento de 507 pb do isolado
62-1 que apresentou homologia com a espécie Bacillus thuringiensis de 91%. Os
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demais isolados apresentaram paridade de 98 a 99% com suas respectivas
sequencias de referéncia. Uma nova etapa de sequenciamento com ambos 0S
oligonucleotideos testados deve ser realizada para confirmacdo das espécies e
elucidacao da taxonomia (Tabela 6).
Figura 23 — Gréfica da representatividade dos géneros obtidos pelo sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA de 11 isolados de nddulos de mucuna identificados por homologia com

sequéncias génicas 16S rRNA de bactérias contidas no banco de dados do NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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A ocorréncia de bactérias endofiticas ndo simbidticas em nddulos de
leguminosas ja foi relata em diversos trabalhos com espécies de Glycine
max(soja), Arachis hypogaea (amendoim), Macroptilium
atropurpureum(siratro),Phaseolus vulgaris (feijao), Hedysarum spp., Trifolium
pratense (trevo vermelho) eMelilotus dentatus.Os géneros frequentemente
encontrados nesses ndédulos foram: Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacter, Pantoea e Paenibacillus(IBANEZ et al., 2009; KAN et al., 2007;
LIMAet al., 2009; MHAMDIet al., 2005; MURESUet al., 2008; SILVA, 2012;
STRUZet al., 1997; WANG et al., 2006).

Para Hallamann e colaboradores (1997) essas espécies ndo simbiéticas da
rizosfera infectam os tecidos vegetais juntamente com os rizobios, espécie
simbidtica, sendo capazes de permanecer e viver nos nddulos rizébiais por pelo
menos uma parte do seu ciclo de vida, ndo havendo prejuizo visivel nos tecidos
de seu hospedeiro vegetal. Consistindo assim em espécies oportunistas, capazes

de colonizar nddulos induzidos por rizébios.
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A evolucdo de bactérias, originalmente ndo simbidticas, para bactérias
simbioticas, através de aquisicdo de genes simbioticos dos rizébios de nodulacéo
e fixacdo de nitrogénio por transferéncia horizontal no interior dos nodulos ja foi
evidenciada por Li e colaborados (2008) dentro do género de Bacillus spp.
eBradyrhizobium japonicum, onde 99% do gene nifH ja foram considerados
similares em ambas as espécies.A analise pelo programa MEGA7 demonstra a
relacdo filogenética entre as sequéncias obtidas da regido 16S rRNAde isolado
de mucuna, comparadas a sequéncias de bactérias obtidas no banco de dados do
NCBI com alta similaridade obtidas pelo BLAST.

A relacéo evolutiva obtida revelou um padrdo de ramificacdo j& esperada
(IBANEZ et al., 2009; KAN et al., 2007; LIMAet al., 2009; MHAMDIet al.,
2005; MURESUEet al., 2008; QUIRINO et al., 2009; SILVA, 2012; STRUZet
al., 1997; WANG et al., 2006) havendo a formagao de dois grupos principais.
Um grupo representa o filo das Proteobacteria, enquanto o segundo simula o filo

Firmicutes.

O ramo das Proteobacterias foi separado em trés subgrupos, compondo as
classes a, B e y do filo. A classe a foi organizada pelos membros controle:
Agrobacterium  radiobacter, Azospirillum  brasilense, Bradyrhizobium
japonicum, Rihobium etli, R. galegae, R. leguminosarum, R. tropici,
Mesorhizobium mediterraneum. Ja a classe B foi representada pela bactéria
Burkholderia silvatlantica. Nenhum isolado de mucuna foi alinhado as classes a
¢ B. A classe y foi composta por espécies de Enterobacter sp., Enterobacter
cloacae, com alta semelhanca para os isolados 48-11, 48-15, 48-26 e 48-32; de
Stenotrophomonas maltophilia, com paridade de 100% com o isolado 58-5; e
Pseudomonas brenneri (Figura 24).0 ramo do filo Firmicutes agrupou diversas
espécies do género Bacillus com os isolados 62-1, 62-4, 62-8, 62-12 e 72-7.
Sendo o isolado 62-1 o mais distante taxonomicamento dos demais, por

conseguinte um novo processo de sequenciamento deve ser realizado para este
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isolado, a fim melhor identifica-lo. Em contrapartida o isolado 62-8 apresentou

um alinhamento de 100% com a espécie de Bacillus megaterium(Figura 24).

Figura 24 — Relacéo evolutiva do gene 16S rRNA em isolados de mucuna. A historia
evolutiva do gene 16S rRNA para 11 isolados de mucuna e 20 bactérias de referencia obtidas
no banco de dados do NCBI foi inferida usando 0 método UPGMA (FELSENSTEIN, 1985;
SNEATH; SOKAL, 1973) e a relacdo filogenética consenso de bootstrapcom 1000
repeticdes; ramos comcutoff de 50%. A percentagem de arvores idénticasfoi expressao na
lateral dos ramos. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método de
Probabilidade Composicdo Maxima (TAMURA; NEI; KUMAR, 2004), sendo essas unidades
do namero de substituicBes de bases por local. Todas as posi¢6es contendo lacunas e dados
em falta foram eliminados. Houve um total de 444 posi¢des no conjunto de dados final. As
analises foram realizadas em MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2015).
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Poucos estudos podem ser encontrados na literatura para bactérias
endofiticas de mucuna do Cerrado. O presente estudo elucida questbes de
relacbes ecologia e entendimento das interacbes planta/bactérias neste
ecossistema. A fim de selecionar bactérias promotoras de crescimento vegetal
utilizadas como inoculantes em sistemas de entressafras da agricultura do

Cerrado goiano.

De forma comparativa 0 agrupamento mais proximo do obtido pelo
sequenciamento foi alcancado pelo perfil polimérfico da restricdo do gene 16S

rRNA. O gue torna essa técnica uma ferramenta util para determinacdo ao nivel
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de filos e classes. Ja as analises com regides IRS 16-23S rRNA e REP
demonstraram padrdes polimorfico mais variado, podendo ser empregado para

determinacédo de subespécies.

O polimorfismo gerado nas regides nifHr, atpD e gInll ndo era esperado,
contudo o evento também foi esclarecido com o sequenciamento da regido 16S
rRNA que elucidou a taxonomia dos isolados estudados em 3 géneros,
Enterobacter, Bacillus e Stenotrophomonas. Portanto a especificidade dos
oligonucletideos para rizébios podem amplificar mais de uma regido dos
géneros identificados, gerando o padrédo de fragmentos observados para essas

regioes.

6CONCLUSAO

A analise da estrutura gendmica pela técnica PFGE revelou a presenca
de um Unico repliconbem definido para a maioria dos isolados com peso
molecular proximo a 1,2 Mb e a presenca de material genético circular e/ou de

alto peso molecular retido nos pogos.

Entre as anélises de PCR utilizando os varios oligonucleotideos, foi
possivel observar uma grande variacdo de polimorfismo de fragmentos e

agrupamentos de similaridade.

As regides IRS 16-23S rRNA e REP, demonstram ser regides com
amplo polimorfismo, sendo considerada, portanto, boas regides para

identificacdo de subespécies.
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Seis isolados demonstraram amplificacfes para regido nifH especifica
para rizobios. Os perfis gerados para essa regido demonstram correlacdo com os
encontrado por rizébios, revelando algum nivel de ancestralidade para este gene

com o grupo dos rizébios.

Nenhuma regido foi amplificada das amostras de mucuna para a
sequéncia de oligonucleotideos do gene nodC. Certificando que as bactérias dos
géneros Enterobacter,Bacillus e Stenotrophomonas ndo sdo capazes de nodular
vegetais pelas vias do gene nod, j& que os isolados foram identificados como

pertencentes a estes.

A andlise dos genes para melanina melAehousekeeping, ginll e atpD,
exibiram padrbes de polimorfismo que poderam ser usados como marcadores

moleculares para determinacéo filogenética.

O polimorfismo gerado pela “digestdao” da regido 16S rRNA exibiu
um padrdo diverso para os isolados. O resultado representou um formato de

comparacéo confiavel para divisdo de filos entre bactérias analisadas.

Os resultados obtidos para 11 isolados de mucuna quanto ao
sequenciamento da regido 16S rRNA, constatou a presenca de trés géneros
predominantes (Enterobacter, Bacillus e Stenotrophomonas) delineando estas
como pertencentes a microbiota associadas a plantas de mucuna cultivadas no

Cerrado goiano.
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Tabela 7 —Peso molecular calculado, computacionalmente, dos fragmentos/bandas de IRS 16S-23S rRNA pela reacdo de PCR de 22 isolados

obtidos de nodulos de mucuna e 10 estirpes controles.

Isolados

Bandal Banda?2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7

48-9
48-11
48-15
48-16
48-25
48-26
48-28
48-32

58-5

58-9

62-1

62-2

62-3

62-4

62-8
62-12

67-4

67-5

67-8

67-9
67-15

836
892
854
869

866

875

796
797
726

690
660
617
712
646
660
697
707
701

698
678

682
672




12-7
SEMIA
4077
SEMIA
4080
BR522
SEMIA
6156
BR7606
BR10055
SEMIA
135
CFN42
SEMIA
6157
Abvbs

8158

4429

1635

1541

1510

1510

1129

1221

1221
1103

974

1008
987
1019

930

1058

761

Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); R. galegae (estirpe BR10055); R. etli (estirpe CFN42); R.
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leguminosarum (estirpe BR7606); R. meliloti (estirpe SEMIA 135);Mesorhizobium mediterraneum (estirpe BR522); Bradyrhizobium elkanii
(estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobium sp. (estirpe SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe Abv5).-: Ausencia de fragmento/banda.
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Tabela 8 —Peso molecular calculado, computacionalmente, dos fragmentos/bandas de REP pela rea¢do de PCR de 24 isolados obtidos de

nddulos de mucuna e 11 estirpes controles.

g - N © 3 o © ~ « ® S b S8 2 3 3 =] S 3 2 R & & &
E 2 ® g g ©® g g ©T == § € € 8 € & € € 8 € €& €& € %
2 g 8 g 3 g g g 3 3 8 8 § ¥ 3 & 3 § § ¥ & ® ¥ &
= o @ m m o o o m m oM o M M @ m M M M ™M m M @ M
48-9 - - - 2259 1836 - - 1466 - 1244 - 986 - - - 614 - - 430 - - - -
48-11 - - - - 1844 - - 1465 - 1244 - 988 - - - 612 - - 433 - - - -
48-15 - 2400 1851 1465 1244 - 988 - - - 618 - - 43 - - - -
48-16 - 3517 - - 1901 1789 - - 1303 - 1011 - - - - - - - - - - - -
48-25 5287 3131 - - 1880 - 1660 1411 - 1255 1112 949 - 796 - 685 524 - - - - - -
48-26 - - - - 1935 - 1538 - - 1277 1012 - - - 744 625 - 450 - - - - -
48-28 - 4286 - - - - - 1491 - - 1138 - 854 - - - - - - - 3% - -
48-32 - - - 2313 1901 - 1560 - 1312 - 1030 - - 781 - 65263 - 461 - - - - -
58-2 - 4925 2711 - 1933 - 1674 - 1363 1218 - 971 877 - 719 - 505 460 - 390 - - -
58-5 - - 2711 2125 - - - - 1393 1281 - - - - - - - - - - - - -
58-9 - - - - - - - - - - 10734 930 - - - - - - - - - - -
62-1 - - - - - 1750 - - 1380 - 1177 - - - - 617 545 - - - - - -
62-2 - - - 2191 - - 1625 - 1335 - 1077 - 8% - - 669 - 478 - - - - -
62-3 6237 3724 - - - 1730 - - 1333 1209 1023 909 832 - - 617 - - - - 336 - -
62-4 - - - - 1807 - - 1401 - - - 979 - - - 689 - 4% - - - - -
62-8 7186 3903 2603 2041 - 1792 1584 - 1310 - - 915 800 - 747 631 573 - 418 - 354 - -
62-12 - - - - - - 1500 - - - 1011 916 - - - - 546 - - - - - -
67-4 - 4925 2711 - 1822 - - - 1303 - - - 844 - 705 - - - - 377 - - -
67-5 6091 4365 - 2169 - 1756 - - - 1254 1082 924 832 - 712 637 - - - 3710 - - -
67-8 7533 4698 2735 - - - 1660 1434 1310 - 1184 930 858 - 744 - - - - 392 - - -
67-9 6694 3400 - - 1968 - - - 1396 - 1039 - - - - - - 488 - 391 - - -
67-15 - 4320 - 2429 - - 1513 1426 - 1281 1000 - 821 - 709 625 559 @ - - - 365 - -
72-7 - 4904 2993 2036 - - - 1451 1365 1228 - 994 898 - 705 606 546 451 401 - - - 267




72-15 6270 3757 - - - - 1692 - - - 1194 975 875 - - - - - - - - - -
SEMIA 4077 6000 3000 - - 1939 - 1521 - 1390 - 1105 - 862 783 724 - - - 416 378 337 305 273
SEMIA 4080 - - - - - - - - 1363 - - 999 821 - - 672 526 - - - - - -

BR522 - - - - - - - - - - 1189 - - - - - 519 - - - - 319 -
SEMIA 6145 - 4904 2803 - 1947 1701 - - - 1299 - 997 - - - 670 546 - - - - - 287
SEMIA 6156 - - - - - - 1671 1423 - 1243 - - - - - 684 548 - - - - - -

BR7606 - - - - 1929 1701 - - - - - - - - - 677 516 - - - - 328 -
BR10055 - 4669 2635 - - - 1686 - 1300 1207 1000 - - - - 684 551 - - - - - 299

SEMIA 135 - - - - - - - 1440 - - 1172 970 862 - - - 508 - - 377 - - -

CFN42 5048 - 2747 - 1992 - 1593 - 1280 1152 - 892 - - - 540 - - - 344 - -
e - 4140 - - 1878 1722 1583 1414 - - 1061 - 875 790 - - - - - 393 351 310 280
Abv5 - 3000 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 293

Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli
(estirpe CFN42); Rhizobium leguminosarum (estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Mesorhizobium mediterraneum (estirpe
BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum brasilense
(estirpe Abvb).-: Ausencia de fragmento/banda.
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Tabela 9 — Peso molecular calculado, computacionalmente, dos fragmentos/bandas da regido nifHr pela reacdo de PCR de 7 isolados obtidos de

nddulos de mucuna e 11 estirpes controles.

g . N « 3 o © ™~ b~ ?3 S 9 9 8 I 8 &8 &5 8 2 R
3 e 2 B 2 2 B 2 B 2 3 § 8 8 8 8 8 8 8 °- B
2 < < < < < 5 < < 5 S T & 8 8 8 8 8 88 & &
- m m m m m m m m m 0 0 M M M M M M M M M
48-9 459 133 120 97 84
i 5 i i i i i i 6 7 i 2 3 i S i
48-11 459 135 120 97 84
i 5 i i i i i i 5 7 i 2 8 i i S i
48-15 437 136 121 99 84
) 0 ) i i ) i i 5 6 i 4 3 i i i i i i i
48-16 575 120 98
9 i ) i i ) i i ) 7 i 9 i i i i i i i i
48-25 215 172 154 119 105 95
) i ) i 3 3 5 ) 0 2 6 i i i i i i i i
48-26 483 136 122 98 85
i 2 i i i i i i 5 5 i 3 8 i i S i
48-28 307 236 154 138 103 86 55
i i 6 1 i i 5 5 i 7 8 1 S i
48-32 448 315 157 136 121 99
i 1 4 i i i 6 i 5 6 i 4 T i i ST i
58-9 94
62-2 483 137 123 99 86
i 2 i i i i i i 5 4 i 4 8 7 i i ST i
67-9 561 119 98
6 i ) i i ) i i ) 0 i 3 i i i i i i i i
SEMIA 679 - 376 - - - - - - - 100 90 8 71 - - 44 40 - -
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4077 6 5 0 6 1 4 4 2
SEMIA 505 403 306 263 215 190 119 94 78 67 54 43 38 29
4080 9 1 9 7 3 1 i i ) 6 i 5 0 5 0 0 6 0
BR522 263 183 133 94
i i i 7 i i 8 i 9 i i 5 ST i i - i
SEMIA 283 196 163 148 118 112 95 70 66
6145 i i ) 9 i 6 2 2 ) 2 7 o -~ 7 5 i i i i
SEMIA 78
6156 i i i i i i i i i i i i 4 i i - i
BR7606 273 182 134 95
i i i 6 i i 2 i 7 i i 5 ST i i ST i
BR10055 294 195 159 150 118 111 95 69 65 54 49 43
) i ) 5 i 0 2 0 ) 2 3 o 6 4 0 2 5 i
SEMIA 135 ] ] ] o191 ] ] ] ] ] ] o ] ] o ]
-
CFN42 278 196 160 150 119 113 95 70 66 54 49 43
i i i 7 i 6 5 0 i 6 3 9 ~ o0 5 6 5 717 i
IG 649 376 100 90 81 71 43 40
5 i 5 i i i i i i i 6 2 7 4 -9 2 i
Abv5 183 78

Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli
(estirpe CFN42); Rhizobium leguminosarum (estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Mesorhizobium mediterraneum (estirpe
BR522); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum brasilense

(estirpe Abvb).-: Ausencia de fragmento/banda.
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Tabela 10 — Peso molecular calculado, computacionalmente, dos fragmentos/bandas da regido ginll pela reagcéo de PCR de 23 isolados obtidos

de nddulos de mucuna e 4 estirpes controles.

Isolados Bandal Banda2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Banda8 Banda9 Bandal0 Bandall
48-9 - - - - 645 - - - 295 - 226
48-11 - - - - 654 - - - 306 - 229
48-15 - - - - 657 - - - 314 - 235
48-16 - - - - - - - 355 303 - 208
48-25 - 1434 - - 684 - - - 326 - -
48-26 - - - - 657 - - - 324 - 246
48-28 2047 1373 - - 691 - 446 357 - - -
48-32 2128 1338 - - 681 - - - 331 255 -
58-2 - - - - 669 - 413 - - - 244
58-5 - - - - 675 - - - - - -
58-9 - - - - 672 - - - - - -
62-1 - - - - 697 - - - 344 267 -
62-2 - - - - - - - - 326 281 -
62-3 - - 906 - 691 - - - - - -
62-4 - 1066 - - 684 498 - - 347 266 -
62-8 - - - - - - - - - - 171
62-12 - - - - 657 498 448 - - - 237
67-4 - - - - 645 - - - - - -
67-5 - - 909 760 672 - 424 - - - -
67-8 - - - - 678 542 435 - - - -
67-9 - - - - 691 - - - 344 - 234
67-15 - - - 781 650 - - - - - -
72-15 - - 961 768 - - - - - - -
SEMIA 4080 - 1510 923 738 - - - - - - -
RM2001 - 1497 - 759 - - - - - - -
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BR10055
CFN42

1463 -
1444 -

753
744

Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4080); Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42); Rhizobium

meliloti (estirpe SEMIA 135).-: Ausencia de fragmento/banda.

Tabela 11 — Peso molecular calculado, computacionalmente, dos fragmentos/bandas da regido atpD pela reagdo de PCR de 8 isolados obtidos de

nodulos de mucuna e 4 estirpes controles.

Isolados Bandal Banda?2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Banda8 Banda9 Bandal0 Bandall Bandal12
48-9 - - - - - - - 408 - - - -
48-11 - - - - - - - 408 - - - -
48-15 - - - - - - - 410 - - - -
48-16 1399 1194 1038 883 745 - 580 467 382 304 - -
48-25 - - - - - - 523 - - - - -
48-26 - - - - - - - 414 - - - -

48-28 - 1119 - - - 668 530 - - - 231 147

48-32 - - - - - - - 406 - - - -
BR522 - - - - - 525 - - - -
SEMIA 6145 - - - - - - 515 - - - -
BR10055 - - - - - - 530 - - - -
CFEN42 - - - - - - 574 - - - -

Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4080); Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe CFN42);

Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145).-: Ausencia de fragmento/banda.
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Tabela 12 — Peso molecular calculado, computacionalmente, dos fragmentos/bandas da regido melA pela reacéo de PCR de 15 isolados obtidos
de nddulos de mucuna e 5 estirpes controles.

Isolados Bandal Banda?2 Banda3 Banda4 Banda5 Banda6 Banda7 Banda8 Banda9 Bandal1l0 Banda 1l

48-9 - - - - - 846 - - - - 295
48-11 - - - - 999 808 - 611 - 364 -
48-15 - - - - - 809 - 607 - - -
48-16 - - 1416 - - - - - - - -
48-25 - - - 1161 931 - 787 - 488 317 -
48-26 3000 - - - 987 813 - 607 - 375 -
48-28 - 1581 1320 1123 - - - 535 438 300 -
48-32 2547 1662 - - 976 812 - 603 - 375 289

58-5 - - - 11705 - - - - 438 - 289

58-9 - - - 11179 938 - - - 472 - -

62-2 2391 1783 - - - - s - - - -

62-3 - - - 1127 - - 733 - 433 - -
62-12 - 1500 - - 996 - 727 537 - 358 -

67-5 - - - 1089 - - - 691 420 - -

67-8 - - - - - - - - 423 - -

SEMIA 4077 - - - 1158 - - - - - - -

SEMIA 4080 - - - - - - - 629 446 376 -

SEMIA 6156 - - - 1122 - 867 - - 453 - -
BR10055 - 1812 - 1107 - 847 704 - 451 - 286
CFN42 2329 1800 - 1098 - 854 706 - 455 - 291

Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli (estirpe
CFN42); Bradyrhizobium elkanii (estirpe SEMIA 6156). Marcadores moleculares: 1kb-DNA-Ladder e 100pb-DNA-Ladder. -: Ausencia de
fragmento/banda.
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Tabela 13 — Peso molecular calculado, computacionalmente, dos fragmentos/bandas da restricdo enzimatica, pela Haelll, do gene 16S rRNA

pela reacdo de PCR de 18 isolados obtidos de nddulos de mucuna e 8 estirpes controles.

S T § 8 3 8 & © & © 8
g S e T W W ©W T©W T T 2 =
s § 5 & 5 5 5 E 5 58§
—_ m m a4)] a4)] a4)] a4)] a4)] m
48-9 192 106
48-11 680 525 311 204 140
48-15 680 505 297 206 113
48-16 205 114
48-25 405 192 140
48-26 427 212 151
48-32 215 133 109
58-2 716 493
58-5 527 139 100
62-1 639 454 267 123
62-4 696 493 309 128
62-8 1315 1129 674 461 140
62-12 627 422 207
67-5 645 462 243 125
67-8 735 494
67-9 290 111
67-15 627 454 302 130
72-7 976 523 369 285
SEMIA 4077 494 332 206
SEMIA 4080 569 290 213 179
SEMIA 6145 539 289 220 187 124
SEMIA 6156 482 274 238
BR7606 673
BR10055 542 285 223 190 129
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SEMIA 135 1007 589 504 449 302 229

CFN42 612 299 222 191 133
IG 510

Abv5 299

Estirpes controle: Rhizobium tropici (estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4080); Rhizobium galegae (estirpe BR10055); Rhizobium etli
(estirpe CFN42); Rhizobium leguminosarum (estirpe BR7606); Rhizobium meliloti (estirpe SEMIA 135); Bradyrhizobium elkanii (estirpe
SEMIA 6156); Bradyrhizobiumsp. (estirpe SEMIA 6145 e SEMIA 6157); Azospirillum brasilense (estirpe Abv5).-: Ausencia de
fragmento/banda.





