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RESUMO

Considerando as plantas cultivadas, o milho (Zea mays L.) é o grdo mais
importante do continente americano, tanto na alimentagdo quanto na economia.
Muitas pesquisas tém mostrado que bactérias diazotroficas eficientes podem
contribuir positivamente para o desenvolvimento da cultura do milho. A
caracterizacdo genética de microrganismos permite o aprofundamento dos
estudos taxonémicos, fisioldgicos, ecologicos e econdbmicos desses seres Vivos.
O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo morfofisiologica e
genética de vinte bacterias isoladas de milho para posterior utilizacdo como
rizobactéria promotora de crescimento de plantas (RPCP). Para o estudo foram
observadas as caracteristicas morfofisiologicas das colonias quanto a capacidade
de utilizacdo de 13 fontes de carbono e testes quanto a presenca de enzimas
(catalase, protease, citrato liase, e urease) e a capacidade de solubilizacdo de
fosfato inorganico. Também foi realizado a anélise genética por PCR dos genes
16S rRNA, da regido intergénica 16S-23S rRNA e da regido BOX das 20
bactérias e das estirpes de referéncia SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum),
SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e
SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum). Os resultados dos testes de 20
bactérias e das estirpes de referéncia foram analisados por similaridade
utilizando o coeficiente de Jaccard. Pelos dados morfoldgicos foram observados
6 grupos para as bactérias estudadas. Para os testes de utilizacdo de fontes de
carbono as bactérias foram positivas para todos os meios testado. Quanto a
presenca das enzimas, 50% foram catalases positivas, 95,8% citrato positivas,
20,8% urease positivas, 29,2% hidrolases de proteinas e 50% séo solubilizadoras
de fosfato inorganico para os dois meios testados. Pela analise de agrupamento
utilizando os dados bioguimicos foi possivel caracterizar 7 grupos com
similaridade em torno de 70%. Por estes resultados foi possivel observar a
grande diversidade metabolica das bactérias estudadas. Para a regido BOX pode-
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se caracterizar 9 grupos entre as bactérias com similaridade em torno 50%. A
amplificacdo da regido intergénical6S-23S rRNA mostrou significativa variacao
no numero e tamanho dos fragmentos. Através da aplicacdo do método de
ARDRA para o gene 16S rRNA foram caracterizados 7 grupos que
apresentaram um amplo perfil de polimorfismo. Estes resultados demonstram a
variabilidade genética das bactérias associadas a planta de milho. As
caracterizacbes morfoldgicas, bioquimicas e moleculares poderdo auxiliar a
selecdo de bactérias candidatas a serem utilizadas para inoculacdo em ensaios in

vitro e a campo para a cultura do milho no Cerrado goiano.

Palavras-chave: Milho, Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal,

Caracterizacao de rizobios em gramineas.
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ABSTRACT

Whereas plants grown maize ( Zea mays L. ) is the most important grain of the
American continent , both in food and in the economy. Many researchers have
shown that efficient diazotrophs can contribute positively to the development of
corn . Genetic characterization of microorganisms allows deepening the
taxonomic , physiological , ecological and economic studies of these living
beings . The aim of this work was the characterization and genetic
Morphophysiological twenty bacteria isolated from corn for later use as
promoting rhizobacteria to plant growth ( PGPR ) . To study the physical and
physiological characteristics of the colonies as the capacity utilization of carbon
sources 13 and testing for the presence of enzymes ( catalase , protease , citrate
lyase and urease ) and the ability to solubilize inorganic phosphate was
observed. Genetic analysis by PCR of 16S rRNA intergenic 16S - 23S rRNA
region and the BOX of 20 bacteria and reference strains SEMIA 5079 (
Bradyhizobium japonicum ) , SEMIA 6161 ( Sinorhizobium freedii ) , SEMIA
4077 ( Rhizobium tropici ) and SEMIA 3012 ( Rhizobium leguminosarum ) . The
results of 20 tests and bacteria reference strains were analyzed for similarity
using the Jaccard coefficient . By morphological data 6 groups were observed
for the studied bacteria . For the tests using carbon sources bacteria were
positive for all tested media . For the presence of enzymes, 50 % were positive
catalase , citrate positive 95.8 % , 20.8 % positive urease , 29.2 % protein
hydrolases and 50 % are solubilizing inorganic phosphate for both media tested .
Using cluster analysis using biochemical data was possible to characterize 7
groups with similarity around 70 %. For these results we observed the great
metabolic diversity of bacteria studied . For the region - BOX can 9 to
characterize groups of bacteria with around 50% similarity. Amplification of
23S rRNA - intergénical6S region showed significant variation in the number

and size of the fragments . By applying the method to ARDRA 16S rRNA gene
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7 groups with a broad profile of polymorphism were characterized . These
results demonstrate the genetic variability of bacteria associated with plant
development . The morphological , biochemical and molecular characterizations
may help to select candidates to be bacteria used for inoculation in vitro assays

and field for maize in Goias Cerrado.

Key words: Corn, Plant Growth Promoting Bacteria, Characterization of
rhizobia in grasses.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) se apresenta como um dos cereais de maior
relevancia na alimentacdo e, considerando as plantas cultivadas, o milho é o
gréo mais importante do continente americano, tanto na alimentacdo quanto na
economia (LOPES et al., 2008).

Nos ultimos anos a producdo nacional de milho vem apresentando
destaque no cenario internacional, sendo o Brasil um dos grandes produtores
mundiais juntamente com os Estados Unidos e a China. No entanto, a
manutencdo de lavoura com perspectivas de alta produtividade exige o uso de
grande quantidade de fertilizantes nitrogenados para a adubacdo do milho
(MACHADO et al., 1998).

Muitas pesquisas tém mostrado que bactérias diazotréficas eficientes
podem contribuir positivamente para o desenvolvimento da cultura do milho
(ZILLI et al., 2007; PERIN, 2007; ALVES, 2007).

Ja foi observado que existem associados ao sistema radicular, bactérias
fixadoras de nitrogénio (ROESCH, 2007). Estas bactérias realizam a Fixagédo
Bioldgica do Nitrogénio (FBN) convertendo o nitrogénio atmosférico (N,) em
amonia (NHs), com gasto de energia na forma de ATP (BHATTACHARIJEE et
al., 2008).

As plantas podem incorporar 0 nitrogénio por meio da FBN realizada
pelas bactérias diazotréficas, o que influencia diretamente no seu crescimento
por meio de uma série de mecanismos, tais como: a capacidade de produzir
fitormonios, a inducdo da absorcdo de nutrientes e a resisténcia a doencas,
atuando assim como um agente promotor de crescimento no vegetal (BASHAN
et al., 2004).



A partir da rizosfera de milho, trigo e outras gramineas, tém sido realizado
0 isolamento de bactérias diazotroficas, com o objetivo de avaliar a viabilidade
agronémica da FBN proporcionada por esses microrganismos. Além de serem
capazes de realizar a FBN, muitos estudos também reportam que ha
interferéncia dessas bactérias no crescimento das plantas e na morfologia das
raizes através da biossintese de horménios vegetais (BASHAN E HOGUIN,
1997; ZAIED et al., 2003).

A aplicacdo dos métodos moleculares baseada nos estudos genéticos de
bactérias representa uma fonte abundante de informacOes para bacterias do
género Rhizobium. Devido aos métodos moleculares de analise filogenética, a
taxonomia de bactérias fixadoras de nitrogénio, isoladas em diferentes
ecossistemas, em geral tem sofrido uma revisdo significativa (JUNIOR et al.,
2009).

Ha poucos estudos no Brasil, principalmente em Goids, que enfatizem o
isolamento e a caracterizacdo de bactérias diazotréficas e/ou promotoras de
crescimento associadas a raiz de plantas de milho para testes de campo ou “in
vitro”, com a finalidade de selecdo de gendtipos de milho responsivos a
inoculacédo. Neste sentido o isolamento e a caracterizacdo genética de bactérias

associadas ao milho é uma etapa fundamental (SOUZA et al., 2010).



OBJETIVOS
1. Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo morfofisioldgica e genética de vinte bactérias

endofiticas isoladas de milho (Zea mays L.).

2. Objetivos especificos

e Determinar as caracteristicas morfolédgicas dos isolados.

e Caracterizar fisiologicamente os isolados por testes biogquimicos e
enzimaticos para obtencéo de sua diversidade metabdlica.

e Caracterizar geneticamente os isolados de milho, usando os marcadores
moleculares por PCR do gene 16S rRNA, da regido intergénica entre 16S
e 23S rRNA e regido BOX.

e Determinar a diversidade genética dos isolados e agrupa-los por meio da

analise de similaridade.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A Cultura do Milho.

Estudos revelam que a cultura do milho data cerca de 6.000 anos de
pratica e com o passar do tempo, as descobertas relacionadas ao seu potencial

nutricional levaram a expansao continental desse cereal (PEDRINHO, 2009).

Sabe-se que a planta de milho € encontrada nos mais diversos lugares,
desde latitude 40° S até 58° N e altitudes que variam entre 3.000 m, nos Andes
Peruanos, até abaixo do nivel do mar, em regibes do mar Caspio, 0 que a
identifica como uma planta que apresenta excelentes capacidades adaptativas
(CASTRO, 1999).

Entre os trés principais graos cultivados no mundo encontra-se o milho.
Este cereal contribui, em muitos paises da Africa, América Latina e parte da
Asia, com aproximadamente 20% de carboidratos e 15% de proteina para dieta
da populacdo. Em alguns casos, o grdo de milho é utilizado na alimentagéo
como Uunica fonte diaria de proteina (FRIEDMAN, 1996; NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1988).

O gréo seco de milho é constituido em média é de 72% de amido, 9,5% de
proteinas, 9% de fibra e 4% de 6leo. A semente do milho é formada pelo
endosperma, constituido principalmente do amido, pelo embrido, no qual se
concentram quase as totalidades dos lipidios, além de quantidades importantes
de proteinas e acucares, e pelo pericarpo, composto principalmente de fibras, e
pela ponta (PAES, 2008).

Devido sua importante composi¢cdo nutricional, o milho obteve grande

sucesso em sua utilizacdo na alimentacdo de aves e suinos, devido ao seu alto



teor de amido e seu alto valor energético, fazendo parte da maior porcdo das
ragOes fabricadas para este fim (PEIXOTO, 2002).

Em relacdo ao consumo humano, a forma de uso do milho pode ser
industrial por moagem seca, gerando farinhas diversas como a do proprio milho,
de fubd, quirera, 6leo etc. ou Umida, gerando principalmente o amido, havendo

ainda o consumo do gréo leitoso (milho verde) (CRUZ, 2007).

Em processos industriais o milho pode ser transformado em varios
subprodutos, como amido, 6leo, proteina, adogantes, margarinas, maionese,
balas, xaropes, bebidas, biscoitos, cosméticos, salgadinhos entre outros
(PEIXOTO, 2002; FAO, 1993).

Os residuos de proteinas obtidos do endosperma no processo de producgéo
do amido de milho séo considerados de grande importancia industrial em paises
desenvolvidos, sendo aproveitados como matéria-prima para a fabricacdo de
filmes comestiveis destinados ao revestimento de frutas, verduras e grdos, com a

finalidade de ampliar a vida de prateleira desses produtos (PAES, 2006).

Esse grdo ainda é aplicado em outros campos. Sua utilizacdo tem
aumentado e devera crescer ainda mais no setor da producdo de plasticos
biodegradaveis a partir de amido de milho e na producéo de etanol (DA ROZ,
2003).

O Brasil e os Estados Unidos da America sdo os dois principais
produtores de alcool de origem agricola, sendo esta producdo destinada ao ramo
de transportes. Nos Estados Unidos, a fabricacdo do alcool, que tem como
principal matéria prima o milho, é considerada uma das principais ferramentas
para reduzir a dependéncia energética do pais e estd crescendo mais de 20% ao

ano, desde 2001. A industria de alcool recebe subsidios em nivel federal e



estadual, cujo total estimou-se entre cinco e sete bilhGes de dblares para o ano de
2006 (CHAVANNE, 2008).

Na agricultura, a planta de milho, assim como qualquer outra planta
apresenta necessidades nutricionais que sdo determinadas pela quantidade de
nutrientes que esta extrai durante o seu ciclo de vida. Esta extracdo total
dependerd, portanto, do rendimento obtido e da concentracdo de nutrientes nos
grédos e na palhada. Dessa forma, tanto na producao de grdos como na de
silagem deve-se disponibilizar a planta a quantidade total de nutrientes que esta
extrai e que devem ser fornecidos pelo solo e através de adubacdes (COELHO;
DE FRANCA, 2010).

O uso de fertilizantes nitrogenados na cultura de milho provoca um alto
custo de producédo para o agricultor, os quais sdo repassados ao consumidor.
Sendo assim, existe a necessidade de avangos nas pesquisas sobre
microrganismos que se encontram na rizosfera de diversos vegetais e que
auxiliam os mesmos na obtencdo de nutrientes, diminuindo o custo e
aumentando a producdo (PEDRINHO, 2009).

O crescente interesse pelo estudo da fixacdo biologica na agricultura visa
minimizar o uso de fertilizantes minerais nitrogenados na producdo dos
cultivares. A utilizacdo destes fertilizantes minerais esta ligada a grandes
desvantagens, sendo as principais delas o alto custo dos adubos e problemas
ambientais, como a contaminacdo do lencol freatico por excesso na aplicacdo de
N, que é convertido na forma de nitrato (FERREIRA, 2008).

A interacdo entre fatores ambientais e o0 gendtipo da planta do milho,
influencia diretamente na sua produtividade, bem como a disponibilidade de
nitrogénio no meio (IKEDA, 2010).



Uma variedade de bactérias diazotroficas pode colonizar a planta do
milho, mas no que se refere a diversidade de espécies de bactérias fixadoras de
nitrogénio que apresentem relacdes simbidticas com essa planta, ainda ndo ha
conhecimentos bem definidos (ROESCH, 2007).

Considerando a necessidade de novas tecnoldgicas para 0s processos de
producdo do milho de forma mais adequada e eficiente, bem como a necessidade
de diminuir o uso de fertilizantes derivados de fontes ndo renovaveis na
agricultura, estudos voltados para a utilizacdo de bactérias diazotroficas podem
ser uma alternativa. Ainda a caracterizacdo destes microorganismos associados
ao milho permite explorar melhor seus potenciais biotecnolégicos, tornando-os
focos de grande interesse (ROESCH, 2007).

2. Interacéo Planta-Bactéria.

Estudos relatam trés tipos de interagGes que podem ocorrer entre plantas e
bactérias, sendo essas interacfes conhecidas como simbidticas, patogénicas e
associativas (ROMEIRO, 2012). A eficacia dessas relacbes depende da
adaptacdo dos microrganismos, que podem colonizar a superficie das plantas,
caracterizada como colonizacdo epifitica ou ocupar espagos dentro dos tecidos
vegetais, relacdo conhecida como colonizacdo endofitica (BRENCIC &
WINANS, 2005).

Microrganismos endéfitos sdo aqueles que habitam o interior das plantas,
sendo encontrados em 6rgaos e tecidos vegetais como as folhas, ramos e raizes
(NETO et al., 2002).

Esse conjunto de microrganismos inclui principalmente fungos e
bactérias, e ao contrario dos microrganismos patogénicos, ndo causam prejuizos

aos seus hospedeiros. Muito pelo contrario, os endofitos podem desempenhar
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importantes funcdes para a sanidade vegetal, j& que atuam como agentes
controladores de microrganismos fitopatogénicos, além de poder atuar no

controle de insetos e até proteger a planta contra herbivoros (NETO et al., 2002).

Quando as plantas conseguem se estabelecer nos seus respectivos habitats,
observa-se 0 desenvolvimento de mecanismos adaptativos interativos como as
relagbes mutualisticas com microrganismos, como no caso dos fungos
micorrizicos e das bactérias fixadoras de nitrogénio, que sao endofiticos (NETO
et al., 2002).

Da interagdo simbiotica entre plantas e bactérias diazotréficas resulta a
ocorréncia de diversos mecanismos, tais como, inducdo da expressdo de genes
responsaveis pelo crescimento dos pelos radiculares, mudancas nos niveis de
fitormonios, mudancas na absor¢do de nutrientes, inducdo da extrusdo de
prétons auxiliando a fotossintese ou através da excrecdo de substancias pelas
bactérias dentre elas as auxinas, as citocininas e as giberelinas que podem atuar
no desenvolvimento da cultura, 0 que caracteriza essas bactérias como
promotoras de crescimento vegetal (VERMA et al., 2001; SABINO, 2003;
PEDRINHO, 2009).

A interacdo entre rizObios e leguminosas pode ser citada como um
exemplo bem conhecido de relacdo simbidtica que promove crescimento
vegetal. Na simbiose endofitica, ocorre inicialmente o reconhecimento
especifico de sinais moleculares produzidos pela planta e pela bactéria, gerando
0 desenvolvimento de nodulos nas raizes (SPAINK, 2000) onde o

endossimbionte atua como fixador de nitrogénio (FREITAS et al., 2007).

Apesar de as gramineas ndo apresentarem formacdo de nddulos
(PACHECO, 2008), varios grupos de bactérias fixadoras de nitrogénio presentes

no solo estdo envolvidos em associa¢cdes mutualisticas vantajosas que ocorrem



nas raizes de gramineas, como a do milho (Zea mays L.). A bactéria contribui
diretamente com o nitrogénio fixado para seu hospedeiro, e a planta fornece
carboidratos aos microrganismos servindo como fonte de energia (RADWAN,
MOHAMED & REIS, 2004). Isso indica uma fonte de grande interesse para
estudos desse tipo de associacdo, que pode trazer como beneficio o aumento da
produtividade (BOBATO, 2006).

3. Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas.

Os microrganismos conhecidos como Rizobactérias Promotoras de
Crescimento em Plantas (RPCPs) constituem um diversificado e numeroso
grupo de bactérias encontrado no solo e quando em contato com plantas,
promove um aumento da regido radicular (PEDRINHO, 2009). Com o aumento
da superficie da raiz, hd uma maior eficiéncia na retirada de dgua, macro e micro
nutrientes pelas plantas. Outro ponto relevante dessa interacdo é que as RPCPs
desempenham um relativo efeito contrario sobre muitos microrganismos
patogénicos, que leva a um eficiente controle bioldégico na natureza
(PEDRINHO, 2009).

No interior da rizosfera das plantas, podem ser encontradas as
rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (RPCPs). Estas bactérias
interagem com a rizosfera de forma que podem promover uma influéncia
significativa sobre o crescimento das plantas (FIGUEIREDO et al., 2012).
Como resultados desse tipo de interagdo podem ser formados plantas maiores,
mais vigorosas, com maior produtividade e mais sadias por meio da atuacéo
microbiologica (RADWAN, MOHAMED & REIS, 2004).

As RPCPs podem atuar, indiretamente, pela supressdo de doencas e,

diretamente, pela producéo ou alteracdo da concentracdo de fitormonios, fixacao
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de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo,
realizar a oxidacdo do enxofre, e promover o aumento da permeabilidade das
raizes e a producao de sideréforos (MARIANO & KLOEPPER, 2000).

Estudos mostram que muitos grupos de bactérias podem se associar a
plantas e promover crescimento vegetal como o0s géneros Bacillus sp.,
Burkholderia sp., Klebsiella sp., (IKEDA, 2010), Azospirillum spp., (SILVA,
2010), Sphingomonas spp., (VIDEIRA, 2008), Rhizobium leguminosarum
(SILVEIRA, 2008) e Pseudomonas sp. (MARQUES et al., 2008).

O mecanismo de formacdo dos nodulos radiculares pelas bactérias €
bastante complexo e ocorre em uma seqiiéncia de eventos biologicos,
envolvendo mudancas fisioldgicas e morfoldgicas tanto na célula hospedeira,
como na bactéria (HUNGRIA et al., 1994). As transformacdes bacterianas estao
relacionadas principalmente ao recebimento de fontes de carbono da planta
hospedeira, para prover o ATP e a capacidade redutora necessaria para o
processo de fixacdo biologica de nitrogénio, enquanto que as adaptacdes
ocorridas na planta hospedeira visam assimilar a aménia produzida pelas
bactérias (HUNGRIA et al., 1994).

As bactérias que apresentam uma variedade de caracteristicas para a
promocdo de crescimento vegetal, como por exemplo, a capacidade de
mineralizacdo de nutrientes e producdo de sider6foros ou solubilizacdo de
fésforo e producdo de auxinas, sdo desejaveis para uma possivel aplicacdo no

campo, proporcionando o aumento da producéo agricola (VERMA et al., 2001).

3.1. Bactérias Produtoras de Fitormonios.

A producdo de fitormonios como auxinas, citocinas e giberelinas por

bactérias € de grande interesse para estudos de crescimento vegetal (GRAY &
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SIMITH, 2005). Estas substancias sdo reguladoras naturais de crescimento das
plantas e também sdo capazes de interferir diretamente nos processos

fisioldgicos relacionados com o desenvolvimento vegetal (PEDRINHO, 2009).

As auxinas sdo hormonios vegetais requeridos em baixas concentracdes e
sua atuacao se relaciona com o desenvolvimento da raiz e a divisdo celular. No
entanto concentracGes muito altas as auxinas causam efeito antagonico inibindo
0 alongamento celular e, portanto, o crescimento de todo o vegetal (RAVEN,
1992).

E bastante comum a producdo desses fitormbnios por bactérias
promotoras de crescimento como: Aeromonas veronas, Agrobacterium sp,
Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp, Rhizobium sp e Enterobacter sp,
entre outras (VESSEY, 2003). Ainda na familia Rhizobiaceae encontram-se
géneros de bactérias que podem colaborar no desenvolvimento de raizes por
meio da producdo do acido indol acético (AlA) e formacdo de nodulos em
leguminosas (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004).

O horménio vegetal auxina induz o alongamento das células vegetais
promovendo crescimento e é sintetizado principalmente no meristema apical
(gema) do caule, e transportado através das células do parénquima até as raizes
através de transporte unidirecional seguindo sempre em direcdo a extremidade
das raizes (RAVEN, 1992).

E conhecido que cerca de 80% das bactérias isoladas de rizosfera s&o
capazes de produzir auxina (ZAHAROVA et al., 1999). Para a producdo desse
hormonio diversas plantas e microorganismos utilizam como precursor o
aminodcido L-triptofano (L-Trp) e a enzima chamada ipdC (indole-3-pyruvate
decarboxylase-EC 4.1.1.74) é a enzima-chave para a biossintese deste
fitorménio (LEBUHN & HARTMANN, 1993).
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Certas bactérias também podem produzir citocininas, substancias
conhecidas por induzirem processos mitoticos nas células vegetais e promovem
o retardo do envelhecimento das plantas. Sintetizadas nas raizes, essas
moléculas sdo transportadas para todas as partes da planta através do xilema
(RAVEN, 1992). As citocininas podem ainda interagir com as auxinas e desta
forma atuam sobre a formacdo de células precursoras do sistema vascular e
aumentam a sensibilidade dessas células a auxina, induzindo de forma
indiretamente o processo de diferenciacdo dos vasos e o desenvolvimento
vegetal (OLIVEIRA et al., 2008). Entre as bactérias capazes de produzir
citocininas pode ser mencionada a espécie Pseudomonas fluorescens que produz
elevadas concentracdes deste fitorménio (GRAY & SMITH, 2005).

Ja as giberelinas sdo hormonios sintetizados essencialmente nas raizes e
nos brotos foliares, onde estimulam o crescimento de caules e folhas, mas, no
entanto apresentam baixo efeito sobre o crescimento das raizes. Quando em
associacdo com as auxinas, as giberelinas auxiliam no desenvolvimento dos
frutos e junto a citocininas, executam um importante papel nos mecanismos
voltados a germinacdo das sementes (ROSS et al., 2000). Bactérias como o
Bacillus sp. produzem altos niveis de giberelinas que apresentam acdo positiva

no crescimento de caules e galhos de diversas plantas (GRAY & SMITH, 2005).

3.2. Microrganismos Solubilizadores de Fosfato Inorganico.

Depois do nitrogénio, o fosforo (P) é considerado o segundo nutriente
essencial ao desenvolvimento vegetal sendo o principal componente de
moléculas vitais como a lecitina, nucleotideos, entre outras, e estd relacionado
com fendmenos de armazenamento e transferéncia de energia na planta, sob a
forma de ATP (FORNASIERI, 1992).
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Rochas, apatitas e outros minerais primarios formados em tempos
remotos, comportam a maior reserva de fosforo conhecida. Sua distribuicéo é
bastante elevada nos solos tanto na forma organica quanto na forma inorganica.
Quando na forma orgéanica, compde proteinas, aminoacidos e acidos graxos e
para ser absorvido pelas plantas, necessita ser mineralizado (RODRIGUEZ &
FRAGA, 1999).

Entende-se por mineralizagdo o processo de solubilizacdo de fosfatos
organicos que ocorre a partir da utilizacdo de restos vegetais e animais que
apresentam elevados teores de compostos fosfatados. Esta mineralizacdo é
catalisada pela acdo de enzimas denominadas de fosfatases ou fosfohidrolases,
que podem ser classificadas como &cidas ou alcalinas de acordo com o pH étimo
de atividade. Estas enzimas podem ser secretadas fora da membrana plasmatica,
ou permanecerem retidas na membrana como proteinas soltveis (RODRIGUEZ
& FRAGA, 1999).

O processo de solubilizacdo de fosfato depende de fatores ambientais
como a disponibilidade adequada de nutrientes e a interacdo da planta com
outros organismos no ambiente, além de outros mecanismos relacionados a
promocdo do crescimento vegetal. Embora os niveis de fosforo no solo sejam
bastante elevados (400 a 1200 mg/kg de solo), a concentracdo de fosforo
solavel, disponivel para assimilacdo pelas raizes das plantas € muito baixa,

normalmente 1 mg/kg de solo ou menos (PRINSEN, 1999)

Para que ocorra um bom aproveitamento do fosfato presente no solo tem-
se pesquisado processos microbioldgicos para esse fim (ZAPATA & AMANN,
1995). Existem muitos estudos cuja finalidade € de verificar a capacidade de
diferentes espécies de bactérias em realizar os mecanismos de solubilizacéo de
compostos de fosfato inorganico. Dentre os grupos de bactérias que apresentam

essa habilidade estdo os pertencentes aos géneros Pseudomonas, Bacillus,
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Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus,
Flavobacterium e Erwinia (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999).

Na familia Rhizobiaceae ha géneros bacterianos capazes de realizar a
fixacdo de N, e a solubilizacdo de compostos de fosfato inorgéanico, processos
importantes que influenciam diretamente e positivamente a fisiologia do vegetal
(GYANESHWAR, et al., 2002).

A disponibilizacdo de formas inorganicas de fosfatos para as plantas
ocorre pela atuacdo de microrganismos solubilizadores de fosfatos por meio do
processo de mineralizacdo do fosfato pela acidificacdo biologica que
desempenha um papel importante no aumento do teor de fosforo na solugéo do
solo, aumentando a absorcdo deste nutriente pelas plantas, resultando em bom
crescimento vegetal e maior rendimento das culturas (SILVA FILHO &
VIDOR, 2000).

A utilizacdo de microrganismos solubilizadores de fosfato em inoculantes
ou 0 manejo de suas populacdes no solo constituem alternativas para a melhoria
do suprimento de fésforo para as plantas (KERBAUY, 2004). Para a promogéo
de uma nutricdo vegetal mais equilibrada, a co-inoculacdo de espécies
solubilizadoras de fosfato com espécies diazotroficas, bem como o0 uso conjunto
de fungos micorrizicos arbusculares pode atuar como um metodo eficiente para
esta finalidade, e isso pode gerar efeitos sinergéticos na promocdo do
crescimento vegetal (BELIMOV et al., 1995).

3.3. Bactérias Fixadoras de Nitrogénio.

Um dos elementos mais importantes para a produtividade de diversas
culturas é o nitrogénio (N,), pois faz parte de importantes biomoléculas como o0s
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acidos nucléicos, aminoacidos, bases nitrogenadas, clorofila, dentre outras
(FERREIRA, 2008).

Cerca de 94% do nitrogénio encontra-se na crosta terrestre e o restante na
atmosfera na forma de N, e sua assimilacdo sob essa forma quimica ndo é
acessivel para a maioria dos seres vivos. Sua disponibilidade depende de cerca
de 90% da atuacdo de microrganismos diazotroficos, ou seja, que possuam a
enzima nitrogenase cujo papel estd em reduzir o N, atmosférico a substancias
que podem ser assimiladas pelos vegetais e outros seres vivos (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

O processo de absorcdo de nitrogénio torna-se possivel quando as
moléculas se apresentam na forma de fon nitrato (NO3) ou fon amonio (NH,"),
contudo os organismos eucariontes sdo incapazes de absorver o N, e converté-lo
a uma forma assimilavel (HUNGRIA, 2000). O nitrato constitui a forma mais
utilizada, ja que o nitrogénio amoniacal liberado pela decomposicdo da matéria
organica do solo é rapidamente convertido a nitrato, e como amonio pode ser
absorvido quando ha condicdes de pH muito acido, altas concentracdes de fendis
ou andxia (MADIGAN et al., 2010).

As bactérias diazotroficas realizam a fixacdo biologica utilizando seu
complexo enzimatico denominado de nitrogenase que apresentam a capacidade
de converte N, em amonia, tornando-o disponivel para a planta (STROSCHEIN,
2007), executando um papel significante na agricultura. (GUIMARAES, 2003).
Na cultura de milho, por exemplo, processos bioquimicos fundamentais a
sobrevivéncia dessa planta sdo mediados pela utilizacdo do nitrogénio, o que
torna esse elemento um fator limitante na producdo e no rendimento desse grao
(MACHADO, 1997).
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O emprego de bactérias fixadoras de nitrogénio tem causado grande
impacto econdmico na agricultura. Elas possuem a habilidade de utilizar
nitrogénio atmosférico como fonte para crescimento e biossintese, e contribuem
para o fornecimento de nitrogénio a varias espécies de vegetais de importancia
agrondmica, como as leguminosas soja e feijdo, além de espécies forrageiras
(DOBEREINER et al, 1970; DOBEREINER & PEDROSA, 1987).

Através da utilizacdo de microrganismos diazotréficos, o crescimento e o
desenvolvimento do vegetal podem ser melhorados. A interacdo planta-bactéria
caracteriza-se pela colonizacéo de diferentes tecidos das plantas realizada pelos
microrganismos, como raizes e folhas. Além disso, esses microrganismos podem
auxiliar no desenvolvimento vegetal habitando a rizosfera da planta
(BARRAQUIO, 1997; CHOUDHURY & KENNEDY, 2004).

A associacédo simbiotica entre bactérias fixadoras de nitrogénio e raizes de
plantas de leguminosas, por exemplo, representa uma importante alternativa e
com alta aceitabilidade para substituir, total ou parcialmente, a fertilizagédo
quimica (LIU et al., 2005).

As bactérias da familia Rhizobiaceae, para plantas leguminosas, e outras
do género Azotobacter, para gramineas, constituem 0s grupos simbiontes mais
importantes. Cerca de 85% da fixacdo de nitrogénio é feita biologicamente por
esses microrganismos (DOBEREINER & PEDROSA, 1987).

Assim, essas bactérias que realizam Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
(FBN) podem ser utilizadas para formulacdo de bioinoculantes que sejam
capazes de substituir os adubos nitrogenados, uma vez que estes Sdo
responsaveis por gerar impactos ambientais e gastos econémicos no processo de
cultivo de determinadas culturas (BARRAQUIO, 1997; CHOUDHURY &
KENNEDY, 2004).
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3.3.1. Rizbbios.

O estudo cientifico da diversidade e das relacdes interespecificas cuja
finalidade é caracterizar e agrupar de maneira ordenada as bactérias permite a
determinacéo da sistematica bacteriana (TRUPER, SCHLEIFER, 1991).

O método de classificacdo de bactérias baseia-se na organizacdo dos
individuos em grupos (tdxons) com base nas semelhancas e o processo de
nomenclatura dos grupos é a definicdo dos nomes para 0s grupos taxondmicos
conforme regras estabelecidas pelo “International Code of Nomenclature of
Bacteria” (SNEATH, 1992).

Ha diversos niveis de classificacdo para bactérias sendo o maior, chamado
de Dominio. De uma forma geral, os procariotos sdo encontrados em dois
Dominios, Archaea e Bacteria. Para cada Dominio sdo descritos as categorias
taxonémicas convencionais tais como os Filos, Classes, Ordens, Familias,
Géneros, Espécies e Subespécies (GARRITY; HOLT, 2001).

As bactérias capazes de formar nodulos e fixar o nitrogénio em relacdes
simbidticas com plantas da familia Leguminosae eram inicialmente indicadas
pelo género Rhizobium. A partir do estudo de grupos com inoculagéo cruzada na
interacdo bactéria e planta hospedeira, foram estabelecidos critérios que
possibilitaram a descricdo de seis espécies: Rhizobium leguminosarum, R.

japonicum, R. lupini, R. melioti, R. phaseoli e R. trifoli (FRED et al., 1932).

Nas pesquisas bacterianas, outros aspectos foram incorporados ao
processo de analises para classificacdo de rizébios tais como caracteristicas
fisiologicas, bioquimicas e genéticas, além da inoculacdo cruzada e do
crescimento lento com reacdo alcalina em meio de cultura contendo manitol
como fonte de carbono. Isso favoreceu a separacdo das bactérias simbioticas em

dois grupos, de crescimento rapido e de crescimento lento, mas ainda assim
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eram identificadas como pertencentes ao género Rhizobium (BUCHANAN,
1980).

Estudos posteriores permitiram a reclassificacdo das bactérias
pertencentes a espécie Rhizobium japonicum, em um novo género,
Bradyrhizobium, sendo também definida uma espécie denominada de
Bradyrhizobium japonicum. Esse novo género Bradyrhizobium foi definido pela
observacdo de baixas taxas de crescimento apresentada pelas bactérias em
estudo. Em sua primeira edi¢do, o autor do Manual Bergey de Bacteriologia
Sistematica, prosseguiu em classificar as demais estirpes de crescimento rapido

em cinco espécies pertencentes ao género Rhizobium (JORDAN, 1984).

Muitas mudangas ocorreram no processo de classificagcdo dos rizobios,
sendo que atualmente sdo classificados da seguinte forma: Dominio: Bacteria;
Filo: Proteobacteria; Classe: Alfaproteobactéria; Ordem: Rhizobiales; e
distribuidos nas Familias Rhizobiaceae, Phillobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae
e Methylobacteriaceae (GARRITY; HOLT, 2001).

Os rizobios sdo identificados ainda como um grupo de bactérias Gram-
negativas que incluem entre outros, os géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, e Mesorhizobium que comportam numerosas espécies
(GARRITY; HOLT, 2001). Além disso, existem outras bactérias recentemente
descritas e também denominadas de rizébios, por serem microssimbiontes de
leguminosas, e que pertencem a géneros bastante distintos, tanto na subclasse
alfa, tais como Devosia (RIVAS et al., 2003) e Methylobacterium (JOURAND
et al., 2004) como na subclasse beta, tais como Ralstonia (CHEN et al., 2001) e
Burkholderia (CHEN et al., 2006).

A identificacdo de um numeroso grupo de bactérias fixadoras de

nitrogénio em estudos atuais tem gerado discusséo sobre a taxonomia atual
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desse grupo de bactérias, bem como a descri¢cdo de novas espécies de rizobios
(ZAKHIA; de LAJUDIE, 2001; VINUESA et al., 2005, MARTENS et al.,
2007).

4. A importancia de Técnicas Moleculares no Estudo de Diversidade.

A caracterizacdo genética de microrganismos permite o aprofundamento
dos estudos taxondmicos, fisiologicos, ecoldgicos e econbémicos desses seres
vivos, proporcionando a compreensdo de sua diversidade e interagdo com o solo,
elucidando aspectos préaticos relacionados ao manejo do solo (FERREIRA et
al.,2000).

A utilizacdo de técnicas moleculares tem provocado o desenvolvimento de
métodos simples e rapidos para a caracterizacdo de populagbes microbianas,
inclusive para estudos em nivel de género, espécie e até mesmo estirpe
(SCHNEIDER & DE BRUIJN, 1996).

A partir do progresso transformador da aplicacdo das técnicas moleculares
para o estudo de microrganismos presentes solo, foram aprimorados inimeros
métodos de extracdo de DNA. Esses métodos envolvem procedimentos
relacionados a quebra ou digestio de paredes e membranas celulares
viabilizando a liberacdo do contetdo genético celular e do material genético o
que tem permitido o estudo e caracterizacdo genética destes microrganismos
(PEDRINHO, 2009).

A comparacdo das seqiiéncias de nucleotideos do DNA, em especial a
regido que codifica a menor subunidade do ribossomo, 16S rRNA, representa
um dos maiores progressos no uso de técnicas de biologia molecular, pois essa
regido € considerada conservada entre as bactérias, ao passo que releva as

relacdes filogeneéticas entre as especies por ser suficientemente variavel e conter
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uma gama de informacdes pertinentes (WEISBURG et al.,1991; CHUEIRE et
al., 2000). Por estas caracteristicas 0 gene 16S rRNA se enquadra em conceitos

que definem um marcador filogenético especifico (PIAZA et al., 2006).

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) é conhecida por auxiliar
nos estudos de filogenia, e que permite a amplificacdo de sequiéncias definidas
do DNA e as anélises do gene 16S rRNA de bactérias fixadoras de nitrogénio
(CHUEIRE, et al., 2000).

O 16S rRNA (acido ribonucléico ribossdmico) esta presente na menor
subunidade do ribossomo dos procariotos. Este gene apresenta tamanho
suficiente para deteccéo de regides divergentes, auséncia de transferéncia lateral,
e esta disponivel em grandes quantidades em bancos de dados e por isso €
utilizado como marcador molecular para caracterizacbes genéticas
(MALUCHE-BARETTA, 2007).

Varios trabalhos relataram que a utilizacdo de genes ribossomais como o
16S rRNA é confiavel para caracterizacbes genéticas de isolados pois estes
apresentam um conjunto de caracteristicas que podem ser aplicadas aos estudos
filogenéticos. Sdo encontrados em todos 0s seres vivos, iSso porgue a sintese de
proteinas ribossomais é obrigatoria. Estes genes formam ainda as principais
estruturas dos ribossomos, estruturas presentes em grande quantidade nas
celulas, o que facilita sua identificacdo e possuem regides que mudam em taxas
diferentes o que favorece as analises filogenéticas que podem ser executadas em
varios niveis de resolucdo taxonomica. (WOESE, 1987; WOESE et al., 1990;
WEISBURG et al., 1991; VANDAMME et al., 1996; GARRITY; HOLT, 2001).

O gene 16S rRNA contém informacbes referentes as caracteristicas
conservadas ao longo da evolucdo e pode indicar como 0s microrganismos estao

relacionados durante o transformacdes sofridas ha milhares de anos (WOESE,
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1987). Variacdes e combinacdes de meétodos estdo sendo utilizadas para
verificar a posi¢do taxonémica das bactérias e, alguns, mostram boa correlacéo
com o sequenciamento do gene 16S rRNA (JUNIOR et al.,2009).

Esse método pode ser executado utilizando-se oligonucleotideos
iniciadores arbitrarios ou complementares a determinada sequéncia do genoma
bacteriano e tem sido utlizado, por exemplo, para deteccdo, identificacdo e
caracterizacdo de estirpes de rizébio (HARRISON et al., 1992; LAGUERRE et
al., 1994).

O uso da técnica de amplificacdo da regido 16S rRNA tem se mostrado
eficiente para a identificacdo da diversidade bacteriana. Por meio dela é possivel
definir a posicao dos procariotos em nivel de género e fornece uma consideravel
base de dados para comparacdo de sequéncias do rRNA no National Center for
Biotechnology Information - NCBI (VIDEIRA, 2008).

Uma diversidade de espécies tem suas sequéncias completas conhecidas e
registradas em bancos genéticos, como o NCBI. A amplificacdo de regides
especificas do genoma e posterior seqlienciamento de bases possibilita realizar a
identificacdo pela comparacdo das sequiéncias obtidas com a de outros
organismos disponiveis no banco de dados do NCBI (MARTINEZ-ROMERO,
1994).

Em relacdo a regido intergénica 16S-23S rRNA, informacg6es sobre suas
sequéncias vem sendo agregadas nos ultimos anos, e o alinhamento de
sequéncias disponiveis em bancos de dados mostra que pode ocorrer variacdo
consideravel intra e inter-especifica, tanto no tamanho como na sequéncia de
bases (LAGUERRE, et al., 1996)

A utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores que correspondem a

sequéncias repetitivas de consenso no DNA do microrganismo representa uma
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variacdo da técnica de PCR (DE BRUIJN, 1992). As seqliéncias repetitivas
conhecidas como elementos BOX (seqiiéncias repetitivas espalhadas no
genoma), possuem uma sequencia especifica que uma vez amplificadas,
permitem a observacdo de padrdes altamente caracteristicos, quando as amostras
sdo submetidas a separacdo em gel de agarose (SELENSKA-POBELL,1995).

O emprego da técnica BOX-PCR mostra varios beneficios j4 que € uma
técnica rapida, de execucdo facil e altamente discriminatdria para espeécies,
produzindo resultados que representam bem as analises baseadas na homologia
DNA-DNA. Esta técnica vem sendo muito utilizada para avaliar diversidade
genética de populagcbes microbianas (GRANGE & HUNGRIA, 2004,
KASCHUK et al., 2006).

Os oligonucleotideos iniciadores ndo sdo especificos para género, espécie
ou estirpe, porém a técnica permite que os oligonucleotideos iniciadores
generalizados sejam utilizados para comparar diferentes bactérias dentro de uma
mesma populacdo. Considerada uma ferramenta universal, a técnica de BOX-
PCR é utilizada em estudos de variagdes gendmicas em organismos procariontes

e reflete a variabilidade do genoma por inteiro (IGUAL et al., 2001).

Outa técnica utilizada em estudos de diversidade é a ARDRA (analise de
restricio do DNA ribossomal amplificado), metodologia que consiste em
analises combinadas de sequéncias de DNA ribossomal amplificadas por PCR a
partir da utilizacdo de enzimas de restricdo que gera como produto padrbes de
polimorfismo, sendo uma técnica bastante utilizada nos estudos de diversidade
de rizébio (LAGUERRE et al., 1994).

N&o existem muitos estudos que enfatizem o isolamento e a
caracterizacdo de bactérias diazotroficas e/ou promotoras de crescimento

associadas a raiz de plantas de milho, o que mostra a viabilidade desse estudo.
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Este trabalho tem como objetivo realizar a caracterizacdo morfofisioldgica
e genetica de vinte bactérias endofiticas isoladas de milho (Zea mays L.)

cultivadas no Cerrado Goiano.
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MATERIAIS E METODOS
1. Material Bioldgico.

Foram utilizadas vinte bactérias da colecdo de bactérias endofiticas
isoladas de milho (Zea mays L.) do Laboratério de Bioquimica de
microrganismos da UEG (Universidade Estadual de Goias), UnuCET, Anéapolis,
GO.

Para fins de controle e comparacéo, também foram utilizadas as estirpes
de rizobio SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161
(Sinorhizobium freedii), SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012
(Rhizobium leguminosarum) obtidas da colecdo de bactérias da Embrapa Soja de

Londrina —PR, e da Universidade Federal do Parana, Curitba — PR.

2. Armazenamento e Manutencao das Bactérias.

Nesse estudo foram utilizadas vinte bactérias que foram submetidas ao
cultivo em meio sélido YMA (VINCENT, 1970) e mantidas a temperatura de 30
°C para crescimento e analise de pureza. Posteriormente, as bactérias foram
inoculadas em meio YMA liquido, sendo em seguida transferidas para micro-
tubos e armazenadas a temperatura de 4 °C em solucéo de glicerol 40%. Depois
foi produzido o estoque do material bioldgico em duplicata para realizacdo dos

testes de caracterizacdo morfofisioldgica e molecular.

3. Caracterizacdo Morfofisioldgica.
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Para a execucdo e avaliacdo dos testes de caracterizacdo morfofisioldgica
foram consideradas as expressdes das caracteristicas relacionadas a morfologia

das col6nias e a capacidade de utilizacdo de fontes de carbono pelas bactérias.

3.1. Caracterizacdo Morfologica das Colbnias Bacterianas.

A caracterizacdo morfolégica foi baseada na observacdo e andlise das
caracteristicas das colbnias formadas pelas bactérias isoladas submetidas ao
meio solido YMA e crescidas por 48 horas. Os critérios adotados para essa
analise foram: tamanho (grande ou puntiforme); forma (circular, irregular ou
rizoide); borda (lisa, lobada, denteada ou ondulada); superficie (lisa, rugosa,
pregueada ou raiada); consisténcia (cremosa, Vviscosa, granulosa ou seca);
transparéncia (opaca, transllcida, transparente ou leitosa); coloracdo (amarelo
ouro, amarelo claro, vermelha, rosada, branca, castanha, alaranjada ou creme);
brilho (fosco ou brilhante); elevacao (baixa, média ou alta) (UFBA, 2013).

3.2. Teste de Crescimento em Fonte de Carbono.

Para o estudo de avaliacéo e identificacdo da capacidade metabdlica dos
isolados bacterianos em utilizar o carbono, foram testadas um total de 10
diferentes fontes de carbono. Foi analisada a capacidade de crescimento
bacteriano segundo Hungria e colaboradores (1994), utilizando as seguintes
fontes de carbono: acido maleico, acido malico, &cido nicotinico, arabinose,
frutose, glicose, manitol, mio-inositol, sacarose e sorbitol. As placas foram
confeccionadas em triplicata para cada fonte de carbono. As bactérias foram
crescidas em meio de cultura YMA liquido por 24 horas. O meio de cultura
solido base utilizado foi o meio minimo (HUNGRIA et al.,, 1994) sendo

acrescido de 10 mmol.L™ de cada fonte de carbono. Fontes de amido e carboxi-
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metil-celulose foram adicionadas na concentracdo de 4%. As bactérias
cultivadas previamente no meio de cultura YMA foram transferidas para as
placas de petri com as fontes de carbono através de um replicador (96 pinos) de
coldnias, que adicionou aproximadamente 3 uL das culturas bacterianas em cada

quadrante. Foi avaliado o crescimento das coldnias pelo periodo de 96 horas.

4. Caracterizacdo Bioquimica.

Para a caracterizacdo bioquimica foi considerado o teste de coloracéo
gram e a observacdo da presenca de sistema enzimatico evidenciado em testes

especificos para este fim.

4.1. Coloracéo de Gram.

O método de coloracdo consiste na separacdo de isolados bacterianos em
gram-positivos e gram-negativos e permite a determinacdo da morfologia e do
tamanho das bactérias analisadas. A eficdcia do método esta relacionada a
capacidade das paredes celulares das bactérias gram-positivas reterem o corante
cristal violeta no citoplasma durante um tratamento com etanol-acetona, o que
ndo ocorre nas paredes celulares de bactérias gram-negativas. As col6nias
isoladas das vinte bactérias foram inoculadas em meio semi-seletivo YMA e
com a utilizacdo da alga de repicagem esterilizada foram transferidas para uma
lamina de vidro limpa ja acrescida de uma gota de NaCl 0,85%. A lamina foi
submetida ao processo de esfregaco em toda sua superficie seguido de fixacdo
da amostra por secagem na chama de bico de Bunsen, garantindo assim uma
fixacdo uniforme por toda a lamina (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). A
sequéncia de coloracdo do esfregaco foi: cristal violeta (violeta de metila, 4g;

oxalato de amonia, 4g; alcool etilico, 100 mL; alcool metilico, 100 mL; agua
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destilada, 600 mL) por 1 minuto; lavagem com agua; solucdo de lugol (iodeto de
potassio, 4,5¢; iodo metalico, 3g; agua destilada, 450 mL, lugol concentrado:
agua) por 1 minuto; lavagem com agua; lavagem com etanol-acetona 1:1 (v:v)
por 20 segundos; lavagem com &gua; solucéo de safranina (safranina, 2,5g; agua
destilada, 500mL) por 30 segundos; lavagem com &gua. Esse método foi

realizado conforme descrito pelo Ministério da Saude (2001).

Depois do método de coloracdo, foi realizada a secagem e lavagem da
lamina e a analise microscopica em objetiva com aumento de 100x, onde foi
observada a forma das células bacterianas e a presenca da coloragdo em tons

rosa para as bactérias gram-negativas e violeta para as gram-positivas.

4.2. Teste de Solubilizacao de Fosfato Inorganico.

O teste de solubilizacdo do fosfato foi executado para determinar a
capacidade dos isolados em solubilizar fosfato pelo uso do meio sélido NBRYP
(NAUTIYAL, 1999) contendo fosfato insoltvel. Os isolados foram incubados
em triplicata a 28 °C por 15 dias observando em dias diferentes a presenca ou
auséncia de halo ao redor das colonias indicativo ou ndo de solubilizacdo do
fosfato. Foi investigada também a capacidade de solubilizacdo do fosfato dos
isolados usando o meio Pikovskaya (PIKOVSKAYA, 1948). Os isolados foram
incubados a 28 °C durante 3 dias. Em seguida foi observada a presenga/auséncia
de um halo transparente em volta das col6nias. A presenca do halo foi o

indicativo da solubilizagdo do fosfato.

4.3. Teste de Citrato.
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O teste de citrato é utilizado para determinacédo da capacidade da bactéria
em assimilar o citrato de sédio como Unica fonte de carbono e utiliza-lo para seu
metabolismo e crescimento pela acdo da enzima citrato liase. Os isolados
bacterianos foram inoculados na forma de estrias na regido superficial do meio
solido citrato de Simmons (TEIXEIRA, FERREIRA & SANTOS, 2012) e
armazenados em estufa a 30 °C por 72 horas. Na analise das culturas no meio
citrato foi observado o crescimento das bactérias na superficie do meio e
também a coloracdo desse meio de cultura. Para identificar as bactérias como
citrato positivo foi considerado a presenca de crescimento e a deteccdo da
coloracéo azul do meio que fica alcalinizado devido a degradacao de citrato pela
acdo da enzima citrato liase. Para identificar as bactérias como citrato negativas
foi considerado a auséncia de crescimento e a manutencdo do meio na cor verde
(TEIXEIRA, FERREIRA & SANTOQOS, 2012).

4.4. Teste de Urease.

O teste de urease € usado para deteccdo da presenca da enzima urease nos
isolados quando estes sdo submetidos ao meio de cultura urease. A degradacéo
da uréia é realizada pela acdo da enzima urease e desse processo metabolico
resulta a formacdo de produtos como o CO, H,O e amdnia, que reagem
formando carbonato de amonia, alcalinizando o meio de cultura. A avaliagdo das
bactérias quanto a capacidade de degradacdo de uréia foi realizada utilizando o
meio uréia (CHRISTENSEN, 2012). Os isolados bacterianos foram inoculados
na forma de estrias na superficie do meio uréia e armazenados em estufa a 30 °C
por 72 horas (IKEDA, 2010). A prova do teste é considerada positiva quando
ocorre a alcalinizacdo do meio devido a degradacdo da uréia, onde o meio passa

a apresentar coloracdo rosa intenso, enquanto na prova negativa ndo ha alteracao
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da cor do meio, que permanece alaranjado, ou pode-se observar a acidificacao
do meio indicado pela cor amarelo (UFBA, 2012; COGO, 2008).

4.5. Teste de Protease.

Para o teste de protease foi observada a capacidade de crescimento
bacteriano em meio rico em proteina (HUNGRIA et al., 1994). A avaliacdo da
atividade da enzima hidrolitica de proteinas do leite foi realizada a partir da
observacédo do crescimento das coldnias e a producdo de um halo de translicido
caracteristico para presenca da enzima proteolitica. Para essa anélise foi
utilizado o meio de cultura minimo solido contendo proteina do leite (leite em
po 2%) (Anexo I). O crescimento foi avaliado por um periodo de 96 horas e 0
didmetro da colonia e do halo foi mensurado com régua milimétrica. As
bactérias que ndo apresentaram formacdo de halo foram avaliadas como

negativas para assimilacdo da fonte de proteina.

A avaliacdo da acédo da enzima proteolitica no meio protease foi realizada
pelo estabelecimento da relacdo entre o didametro médio do halo de degradacéo e
o diametro médio da coldnia, para gerar o indice enzimatico (IE) (HANKIN E
ANAGNOSTAKIS, 1975), onde o valor desse indice é diretamente proporcional

a atuacdo enzimatica.

4.6. Teste de Catalase.

Por meio deste teste é realizada a identificacdo da producdo da enzima
catalase pelas bactérias estudadas. A atividade metabdlica desta enzima é
caracterizada pela decomposicao do perdéxido de hidrogénio em agua e oxigeénio.

Foi utilizada aliquota de cada uma das vinte bactérias e das quatro estirpes
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padrbes que foi transferida para uma placa dividida em vinte e quatro
quadrantes, de forma que todas as bactérias pudessem ser analisadas, e em
seguida foi adicionado 50 uL de peroxido de hidrogénio (H,0,) a 3%. Por esse
método, a reacdo foi determinada pela formacéo de bolhas de oxigénio em até 2
minutos apos a adi¢do do H,O, resultando teste positivo. Este teste foi realizado
segundo Ikeda (2010).

5. Caracterizacdo Molecular.
5.1. Extracdo do DNA.

Os vinte isolados e as quatro estirpes de referéncia SEMIA 5079
(Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA
4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum) tiveram
seu DNA extraido conforme descrito por Ausebel, Brent e Kingston (1999), com
modificacdes. Os isolados foram cultivados em frascos contendo 5 mL de meio
liguido YMA e mantidos sob agitacdo de 140 rpm durante 24 horas a
temperatura ambiente. Foram utilizados 3 mL de cultura desses microrganismos
que foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 2 minutos e entdo adicionados
600 pL de solucao de lise de DNA (50 uM Tris pH 7,6; 20 mM de EDTA; 400
mM de NaCl; 1% SDS) e incubados por 10 minutos a 80 °C. Posteriormente as
amostras foram transferidas para o banho de gelo por 5 minutos e adicionado
3uL de solugdo RNAse (20 pg.mL™) e incubada a 37 °C por 15 minutos. A esta
mistura, foram acrescentados 200 puL de NaCl 5M, e depois foi homogeneizada
por inversdo sendo acondicionada em banho de gelo por 5 minutos. A mistura
foi submetida ao processo de centrifugacdo a 13.000 rpm durante 3 minutos e o
sobrenadante transferido para um novo tubo ja contendo 600 pL de isopropanol

(P.A.) a temperatura ambiente e levado ao banho de gelo por 10 minutos. A
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mistura foi centrifugada a 13.000 rpm durante 15 minutos e o sobrenandante
descartado, em seguida ressuspendida em 600 pL de etanol 70% e centrifugada a
13.000 rpm por 2 minutos sendo o etanol descartado. Foi secado o precipitado a
temperatura ambiente durante aproximadamente 24 horas, em seguida,
ressuspendido em 30 pL dgua ultrapura estéril e estocado a -20 °C para ser

utilizado em analises posteriores.

5.2. Andlise do DNA Extraido e dos Fragmentos da PCR.

A partir do método de eletroforese em gel de agarose foram realizadas as
anélises do DNA obtido nas extracbes e nas amplificacdes por PCR. A
determinacdo do perfil eletroforético do material genético foi realizada em gel
de agarose 0,7% em tampédo TBE 1X (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS,
1989) e tampédo de corrida FSUDS (azul de bromofenol 0,25%, SDS 0,1%,
Ficoll® 20% em ToE;) sendo adicionado as amostras de DNA na proporcéo de
7:3 (FSUDS: DNA). A corrida eletroforética foi realizada em tampédo TBE 1X

durante 40 minutos a 90 V.

Foi utilizado brometo de etidio (0,5 pg.mL™) para corar o gel de agarose
que foi lavado em agua destilada. As bandas de DNA foram visualizadas em
transiluminador UV acoplado a um sistema de fotodocumentagcédo MultiDoc-it®
(UVP). O marcador de tamanho molecular utilizado foi 1kb DNA Ladder®
(BIOLABS).

5.3. Caracterizacdo Genética por Anélise da Regido BOX-PCR.
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Foi utilizado o primer BOX A1R (5’-CTACGGCAAGGCGACG-3’) para
a amplificacdo por PCR da regido BOX presente nas bactérias. Este primer foi

sintetizado pela Invitrogen® (Life Technologies).

Para amplificacéo foi utilizado o seguinte sistema de reacdo: agua milli-Q
estéril 13,4 uL; dANTPs (estoque com 10 mM de cada base) 0,4 pL; tampao de
PCR 10X (HCI 100 mM; KCI1 500 mM) 2 uL; MgCl, (50 mM) 1,2 uL; primer
BOX A1R (10 pmol uL ™) 0,8 pL; Taq DNA polimerase Invitrogen® (5 U.uL™)
0,2 uL; DNA (50 ng. uL™) 2 uL, em um volume final de 20 uL.

Os ciclos utilizados para a amplificacdo foram: 1 ciclo de desnaturacéo
inicial a 95 °C por 6 min; 30 ciclos de desnaturacdo (40 segundos a 90 °C),
anelamento (1 minuto a 62 °C) e extensdo (5 minutos a 72 °C); 1 ciclo de
extensdo final a 72 °C por 15 minutos, com o uso do termociclador Biocycler®

de acordo com Kaschuk e colaboradores (2006).

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese, corados e

fotografados em documentador digital.

5.4. Caracterizacdo Molecular dos Fragmentos de PCR da regido
Intergénica 16S-23S rRNA.

Esta regido do DNA ¢ bastante conservada apresentando regides
varidveis, sendo entdo utilizada em pesquisas de identificacdo microbiana, ao
nivel molecular. As amostras de DNA total foram submetidas a reacdo de PCR,
visando amplificar a regido intergénica que codifica sub-unidades ribossomais,
de acordo com metodologia proposta por Tisala-Timisjarvi e Alatossava (1997).
Os reagentes utilizados para a reacdo de PCR 16S-23S foram: agua milli-Q
estéril 13,4 uL; ANTPs (estoque com 10 mM de cada base) 0,4 uL; tampao de

PCR 10X (HCI 100 mM; KCI 500 mM) 2 uL; MgCI2 (50 mM) 1,2 pL;
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oligonucleotideo pHR (10 pmol. uL™") 0,4 pL; oligonucleotideo p23 (10 pmol.
nL™) 0,4 uL; DNA (50 ng. pL™) 2 pL; Taq DNA polimerase Invitrogen®(5 U
uL™) 0,2 pL, em um volume final de 20 pL.

A amplificagcdo foi realizada usando os seguintes ciclos: 1 ciclo de
desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 minutos; 28 ciclos de desnaturacédo (1 minuto
a 94 °C), anelamento (30 segundos a 62 °C) e extensdo (40 segundos a 72 °C); 1
ciclo de extensédo final a 72 °C por 5 minutos, com o0 uso do termociclador

Biocycler®.

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese, corados e

fotografados em documentador digital.

5.5. Caracterizacdo Genética por Anélise da Regido16S rDNA.
5.5.1. Amplificacao do Gene 16S rDNA.

Foi realizada a amplificacdo do gene 16S rDNA presente no material
genético extraido das bactérias selecionadas utilizando os primers Y1 (5'-
TGGCTCAGAACGAACGCTGG -3 e 0 Y3 (5'-
TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3') (CHUEIRE et al., 2003).

Os reagentes utilizados para reacdo de amplificacdo foram: agua milli-Q
estéril 13,4 uL; dANTPs (estoque com 10 mM de cada base) 0,4 pL; tampao de
PCR 10X (HCI 100 mM; KCI 500 mM) 2 uL; MgCI2 (50 mM) 1,2 uL;
oligonucleotideo Y1 (10 pmol.uL™") 0,4 uL; oligonucleotideo Y3 (10 pmol.uL™)
0,4 uL; DNA (50 ng. uL-1) 2 uL; Taq DNA polimerase Invitrogen®(5 U pL™)
0,2 uL, em um volume final de 20 pL.

Foi realizada a amplificagdo usando os seguintes ciclos: 1 ciclo de

desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos; 28 ciclos de desnaturacdo (1 minuto
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a 94 °C), anelamento (30 segundos a 62 °C) e extensédo (40 segundos a 72 °C); 1
ciclo de extensdo final a 72 °C por 5 minutos, com o uso do termociclador

Biocycler®.

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese, corados e

fotografados em documentador digital.

5.5.2. Andlise de Restricdo dos Fragmentos da Regido 16S
Amplificados por PCR.

Os fragmentos amplificados por PCR obtidos da regido 16S foram
avaliados pela tecnica 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 sendo os dados
obtidos utilizados para as analises de similaridade. Assim, cada produto de PCR
foi submetido ao corte com trés enzimas de restricdo: Haelll (reconhece
5°...GG|CC... 3’nucleotideos), Afal (reconhece 5°... GT|AC... 3’ nucleotideos)
e Alul (reconhece 5°...AG|CT...3’ nucleotideos). Neste procedimento, 0,5 uL
do fragmento de 16S rDNA amplificado foi digerido com as endonucleases
separadamente, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds a
digestdo, o padrdo de bandas foi visualizado por eletroforese em gel de agarose
(2,5%), em tampédo TBE 1X por 1 h a 90 V, juntamente com o marcador de peso
molecular DNA 100 pb (Invitrogen). O gel foi corado com brometo de etidio
(0,5 ng.mL™), sendo em seguida fotografado em fotodocumentador MultiDoc-
it® (UVP).

5.6. Analise dos Dados.
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A partir dos fragmentos obtidos por amplificacdo, foi construida uma
matriz binaria (0 el), com os dados obtidos da analise dos fragmentos
amplificados para a regido BOX, intergénica 16S-23S e para os fragmentos de
restricdo. Para cada posicdo de migracdo dos fragmentos foram atribuidos os
valores 1 ou 0, indicando presenca ou auséncia de fragmento. Os isolados foram
agrupados pelo método das médias das distancias por UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean). Os valores gerados para cada
isolado foram comparados e suas semelhancas estimadas pelo coeficiente de
Jaccard, onde J= a/(n-d), sendo “a”0 numero de combinagdes com a presenca
dos fragmentos, menos as combinagdes de auséncia dos fragmentos, “d” ¢ o
numero de combinagdes de auséncia de fragmentos ¢ “n” ¢ o numero de
combinagdes possiveis. Para estas analises foi utilizado o software NTSYSpc®
(versdo 2.02i ,1986-1998 Applied Biostatistcs) que gerou um dendrograma de
similaridade entre as bactérias analisadas, permitindo avaliar a diversidade dos

isolados.

O uso do sotware VisionWorksLS (versdo: 6.3.3, 2007) do
fotodocumentador digital permitiu a analise dos fragmentos da amplificacéo,
estimando seus valores em pares de bases, comparados ao padrdo 1kb DNA
Ladder® quando se analisou da regido BOX, interénica 16S-23S rRNA e gene
16S, e 100pb DNA Ladder® quando se analisou os fragmentos de restricéo.
Estes valores foram dispostos em tabela para avaliacdo da presenca e disposicao

dos fragmentos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Caracterizacdo Morfoldgica das Col6nias Bacterianas.

A partir das caracterizacbes morfoldgicas, foi observado que as coldnias
isoladas apresentaram algumas caracteristicas em comum como formas
circulares, superficies lisas e a presenca de brilho. Estas caracteristicas ndo
foram utilizadas para analise de agrupamento por ndo representar dados que
permitissem distingdo em mais grupos. Foi possivel distinguir aspectos
morfolégicos quando as colbnias foram analisadas quanto aos critérios de
tamanho, borda, consisténcia, transparéncia, coloracdo e elevacdo. Foi
constatado que os maiores valores de freqiéncia das variacdes morfologicas
obedecem a seguinte ordem decrescente: 87,50% das colbnias apresentaram
tamanho grande, 79,16% borda lisa, 66,66% consisténcia viscosa, 66,66%
transparentes, 62,50% coloracdo amarelo creme e 50,00% elevacdo media
(Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas morfoldgicas de 20 bactérias isoladas de milho e 4
estirpes de referéncia, a partir da observacédo das coldnias em meio sélido YMA.

Bactérias Tamanho Borda Consisténcia Transparéncia Coloracdo Elevacdo
MT8 GR LI VI TR AC AL
MT10 PU LI VI TR AC AL
MT13 PU ON VI TR AC ME
MT14 PU LI VI TR AC AL
MT22 PU LI CR LE AO BA
MT23 PU LI VI TR AC ME
MT26 PU LI VI TR AC ME
MT29 PU ON VI TR AC ME
MT30 PU LI VI TR AC ME
MT31 PU LI VI TR AC ME
MT39 GR LI VI TR CRE BA
MT40 PU LI CR LE AO BA
MT41 PU ON CR LE AO BA
MT42 PU LI CR LE AO BA
MT43 PU LI VI TR AC ME
MT45 PU LI VI TR AC ME
MT51 PU ON VI TR AC ME
MT70 PU ON VI TR AC ME
MT74 PU LI VI TR AC ME
MT75 PU LI VI TR AC AL

SEMIA 5079 PU LI CR LE AO BA
SEMIA 6161 GR LI CR LE CRE BA
SEMIA 4077 PU LI CR LE AO ME
SEMIA 3012 PU LI CR LE AO BA

PU: Puntiforme (< 5 mm), GR: Grande (> 5 mm), ON: Ondulada, LI: Lisa, VI:
Viscosa, CR: Cremosa, TR: Transparente, LE: Leitosa, AC: Amarelo Creme, AO:
Amarelo Ouro, CRE: Creme, AL: Alta, ME: Média, BA: Baixa. Estirpes de referéncia:
SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii),

SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum).
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Pereira e Brasil (2008) observaram, em seu estudo com rizébios, que foi
possivel atribuir varias caracteristicas as colbnias bacterianas avaliadas. Em
relacdo a forma destacou desde cuUpula, conica ou achatada, e apresentaram
tamanhos variados, desde pequeno, médio ou grande, e em relacdo a
consisténcia foram observadas colbnias viscosas e secas. Estirpes de rizébios
que produzem muito muco, com elasticidade, aparéncia homogénea e viscosa

também foram identificadas por Moreira & Siqueira (2006).

Hungria (1994) observou que em rizobios a viscosidade é uma
caracteristica de isolados tanto de crescimento lento como rapido, apresentando
variagoes intrinsecas, como por exemplo, pouca, media e muita elasticidade do
muco produzido. Para Coutinho e colaboradores (1999) a producdo de muco
pode representar um mecanismo envolvido no processo de adaptacdo e

sobrevivéncia dos rizobios, em diferentes condictes edafo-climaticas.

Foi observado por Somasegaran e Hoben (1985) que bactérias do género
Rhizobium quando submetidas ao meio de cultura adequado geralmente formam
colénias que apresentam coloracdo branca ou bege, de forma circular ou
convexa, semi-translicidas ou opacas, mucilaginosas e geralmente com
diametro medindo entre 2 a 4 mm quando avaliadas entre 3 a 5 dias de

incubacéo.

Ja Méndez (2004) ao estudar 40 isolados selecionados observou que estes
apresentavam caracteristicas morfologicas tipicas de Rhizobium, onde em todas
as coldnias foi identificada a coloracdo amarela e tamanho de didmetro variando
entre 3 a 6 mm. A maioria apresentou bordas regulares, presenca de mucosa e

elevacdo alta.

O dendograma obtido a partir dos dados da Tabela 1 permitiu a formacéo

de 6 grupos, demonstrando a variabilidade morfoldgica existente entre as
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bactérias estudadas (Figura 1). Ainda esses grupos apresentaram mais de 70% de
similaridade, revelando assim caracteristicas morfologicas comuns aos
individuos que formaram cada grupamento. Nesse estudo, algumas amostras
apresentaram consideraveis graus de semelhancas morfoldgicas em relagdo as
estirpes padrdes conhecidas do grupo dos rizobios: SEMIA 5079
(Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA
4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum) como

mostra o dendrograma obtido a partir dos dados morfoldgicos (Figura 1).
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Figura 1: Dendrograma de similaridade utilizando os dados das caracterizacoes
morfoldgicas de 20 bactérias isoladas de raizes de plantas de milho e 4 estirpes
de referéncia: SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161
(Sinorhizobium freedii), SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012
(Rhizobium leguminosarum). O agrupamento das bactérias foi realizado por
meio do programa NTSYS utilizando o coeficiente de Jaccard.

O grupo 1 foi formado pelos isolados MT8, MT10, MT14 e MT75. Ja o
grupo 2 formou o maior grupamento contendo quase 50% das bactérias
estudadas, apresentando os isolados MT13, MT29, MT51, MT70, MT23, MT26,
MT30, MT31, MT43, MT45 e MT74 (Figura 1). O isolado MT39 e as estirpes
de referéncia SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii) e SEMIA 4077 (Rhizobium
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tropici) formaram grupamentos isolados correspondendo cada um
respectivamente aos grupos 3, 4 e 6. O grupo 5 foi composto pelos isolados
MT22, MT40 e MT42, bem como pelas estirpes de referéncia SEMIA 5079
(Bradyhizobium) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum), o que indica a
existéncia de similaridades morfoldgicas entre estes isolados e as bactérias ja

conhecidas (Figura 1).

Esses resultados levam a inferir que ha relagdes morfoldgicas entre os
isolados e entre alguns destes com as estirpes pertencentes ao grupo dos
rizobios, revelando dados que podem ser agregados ao processo de

caracterizacdo das bactérias estudadas.

As caracteristicas morfoldgicas revelam uma grande diversidade de
populacdes de bactérias do género Rhizobium, e que geralmente estdo

relacionadas com os estudos moleculares (HAMEED et al., 2004).

Para confirmar a similaridade e a posicdo taxondmica dos isolados

analisados neste trabalho, faz-se necessario estuda-los geneticamente.

2. Teste de Crescimento em Fonte de Carbono.

Para este teste, foi observado que todos os isolados cresceram em todas as
fontes de carbono fornecidas, exceto na fonte de &cido maleico. Isso demonstra
que as bactérias estudadas apresentam grande diversidade metabdlica e
similaridades fisioldgicas na utilizacdo das fontes de carbono entre si e com as

estirpes referéncia de rizobios utilizadas nesse trabalho (Anexo IlI).

Pesquisas mostram que as bactérias do género Rhizobium sdo capazes de
utilizar uma grande quantidade de produtos como fontes de carbono. A literatura

cita cultivos com glicose, galactose, frutose, arabinose, xilose, ramnose, maltose,
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sacarose, lactose, trealose, rafinose, manitol, furamato, malato, succinato, citrato
e piruvato (JORDAN, 1984). De modo semelhante, os isolados estudados nesse
trabalho também cresceram nas fontes de carbono glicose, frutose, arabinose

sacarose e manitol, apresentando essas caracteristicas em comum com rizobios.

Somasegaran e Hoben (1985) identificaram que rizébios crescem bem em
meios de cultura contendo uma fonte de carbono como manitol ou glucose, ou

de nitrato de amoénio e outros sais inorganicos.

Por outro lado, Berges e colaboradores (2009) observaram que isolados de
rizobio normalmente apresentam baixa capacidade para metabolizar fontes de
carbono pertencentes ao grupo quimico dos acidos, como &cido malico, fato
também observado nesse estudo nas 4 estirpes referéncia e nos 20 isolados de

milho testados (Anexo Il11).

Em seus estudos envolvendo a determinacdo do perfil fisiologico de
microrganismos, Sridhar e colaboradores (2005) também observaram que as
fontes de carbono que mais limitaram o crescimento de bactérias isoladas de
nodulos de adubo verde foram as que apresentavam natureza quimica acida.
Fernandes Junior e colaboradores (2009) em sua pesquisa realizada com
bactérias isoladas de nddulos de guandu verificaram que o acido malico e a
maltose representavam as fontes de agucar com menor indice de metabolizacéo

pelos isolados avaliados.

A capacidade de metabolizar uma variedade de fontes de carbono por
microrganismos representa uma vantagem ecoldgica. Assim, os isolados que
utilizam as mais variadas formas de carbono, que as plantas secretam para a
rizosfera, apresentam uma importante caracteristica de interesse agricola, pois
revela a capacidade saprofitica que podem ter para se estabelecer no solo, assim

podem ser selecionados para producéo de bioinoculantes (LEITE, 2011).
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3. Coloracao de Gram.

Por meio do teste de colora¢do gram, foi possivel discriminar a forma das
24 bactérias estudadas como bastonete. Em 25% destas bactérias (MT8, MT10,
MT22, MT23, MT26, e MT41) foi observada a coloracdo violeta, aspecto que
determina as bactérias gram-positivas e 75% (MT13, MT14, MT29, MT30,
MT31, MT39, MT42, MT43, MT45, MT51, MT70, MT74, MT75, SEMIA
5079, SEMIA 6161, SEMIA 4077 e SEMIA 3012) apresentou coloracéo rosada

caracteristica de bactéria gram-negativa (Figura 2).
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Figura 2: Coloracdo de gram em objetiva de imersdo (100x) de bactérias gram
positivas e gram negativas de bactérias isoladas de raizes de plantas de milho.
(1): MT13 bacilo gram-negativo; (2): MT8 bacilo gram-positivo.

Nesse trabalho, foi possivel observar que as estirpes de referéncia
pertencentes ao grupo do rizébios utilizadas como controle nessa pesquisa foram
identificadas como gram-negativas juntamente com 70% dos 20 isolados

estudados, indicando similaridades entre essas bactérias.
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Somasegaran e Hoben (1985) e Garrity e Holt (2001) descrevem bactérias
do género Rhizobium como bacilos aerébicos, gram-negativos ndo formadores

de esporos e com tamanho que medem em torno de 0,5 pm.

Méndez (2004) em seu estudo com 40 isolados também caracterizou
bactérias do género Rhizobium como gram-negativas mdveis, o que contribui
para hipétese de que a maioria das bactérias investigadas nesse trabalho
apresenta similaridades com bactérias do género Rhizobium quanto a
composicao das paredes celulares das bactérias com retencdo do corante cristal

violeta.

Deste modo, os isolados que foram considerados gram positivos (MT8,
MT10, MT22, MT23, MT26, e MT41) possivelmente ndo pertencem ao grupo

dos rizobios.

4. Teste de Solubilizacdo de Fosfato Inorgéanico.

Por meio do teste de solubilizacdo de fosfato inorgénico foi observado que
50% das bactérias estudadas apresentaram algum nivel de solubilizacdo de
fosfato tanto no meio NBRIP guanto no meio Pikovskaya. A solubilizacdo foi
detectada pela formacdo do halo de degradacdo ao redor das colonias no meio

contendo fosfato (Figura 3).
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Figura 3: Formacdo de halo de degradacdo observado em meio s6lido NBRIP
(1, 2, 3 e 4) e Pikovskaya (5, 6, 7 e 8) para os isolados positivos. Bactérias: 1-
Isolado MT13; 2- Isolado MT26; 3- Isolados MT42, MT43, MT45 e MT51,; 4-
Isolados MT74, MT75, Estirpes Referéncias SEMIA 5079, SEMIA 6161,
SEMIA 4077 e SEMIA 3012; 5- Isolados MT74, MT75, Estirpes Referéncias
SEMIA 5079, SEMIA 6161, SEMIA 4077 e SEMIA 3012; 6 - Isolados MT42,
MT45, MT51 e MT70; 7- Isolado MT26; 8- Isolado MT13.

Foi mensurado o didmetro do halo da col6nia e calculado o indice de
solubilizacéo (1S) por meio da razéo entre o diametro do halo de degradacéo e o
didmetro da colonia (BERRAQUEIRO et al., 1976) (Tabela 2).

Comparando as medias dos IS entre os isolados em ambos 0S meios
avaliados, foi observado que houve maiores IS de solubilizagdo no meio
Pikovskaya com média de igual a 1,73 enquanto no meio NBIP a média foi de

1,29. Comparando esses dados com as médias dos IS das estirpes, foi observado
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que no meio Pikovskaya também houve maior IS em relacdo aos isolados, sendo

o valor igual a 1,75 para este meio e 1,44 para 0 meio NBRIP (Tabela 2).

O isolado MT43 apresentou o maior IS e os isolados MT26 e MT45 os
menores no meio NBRIP. J& no meio Pikovskaya os isolados MT70 e MT45

apresentaram o menor e o maior valor respectivamente (Tabela 2).

Foi observado que o isolado MT70 apresentou formacdo de halo de
degradacdo no meio Pikovskaya (IS = 1,33), no entanto ndo promoveu
solubilizagdo no meio NBRIP (Tabela 2). De forma oposta, o isolado MT43
formou halo de degradacdo no meio NBRIP (IS = 1,57) e ndo apresentou
solubilizacdo no meio Pikovskaya. Esse comportamento pode indicar que esses
isolados apresentam adaptacdes especificas quanto a utilizacdo de fosfato

inorganico.
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Tabela 2: Média e desvio padrdo do indice de Solubilizacdo (IS) obtido pela
razdo didmetro do halo de degradacdo/didmetro da colonia observado nos
isolados que cresceram nos meios NBRIP e Pikovskaya.

Bactérias Meio NBRIP (1S) Meio Pikovskaya (1S)
MT13 1,43 (+ 0,05) 1,45 (+ 0,07)
MT26 1,14 (£ 0,01) 1,83 (£ 0,17)
MT42 1,46 (= 0,05) 1,84 (= 0,06)
MT43 1,57 (£ 0,11) -
MT45 1,14 ( 0,05) 2,00 (+ 0,12)
MT51 1,21 (£ 0,05) 1,74 (£ 0,12)
MT70 - 1,33 (x0,01)
MT74 1,18 (£ 0,05) 1,87 (£ 0,12)
MT75 1,21 (+ 0,05) 1,79 ( 0,06)

SEMIA 5079 1,43 (£ 0,05) 1,80 (x0,21)
SEMIA 6161 1,28 (= 0,05) 1,66 (% 0,05)
SEMIA 4077 1,77 (£ 0,19) 1,71 (£ 0,14)
SEMIA 3012 1,29 (£ 0,05) 1,85 (£ 0,14)

(-) = Ndo formou halo de degradacio no meio; (IS) = indice de Solubilizacéo de
Fosfato. Estirpes de referéncia: SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum),
SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e
SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum).

Silva Filho & Vidor (2000) descrevem que a solubilizacdo pode ser
classificada em baixa solubilizacdo (IS < 2), média solubilizacdo (2< IS < 3) e
alta solubilizacdo (IS > 3). De acordo com essa classificagdo, todos os isolados
analisados nesse estudo apresentaram baixa solubilizacdo, mas apresentando,
portanto, algum nivel de producdo de enzimas de solubilizacdo de fosfato
(Tabela 2).
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Saravanan e colaboradores (2007) descreveram que a presenca de zona
clara ou zona de solubilizacdo ao redor da colbnia esta relacionada com a
excrecdo de &cidos organicos no meio de cultura, o qual acidifica 0 meio e

contribui para a solubilizacdo de nutrientes.

O estudo de bactérias solubilizadoras de fosfato € muito importante pois o
fésforo € um elemento muito importante para o crescimento vegetal e sua baixa
disponibilidade nos solos aumenta a relevancia das rizobactérias solubilizadoras
do fosfato inorganico. Estes microorganismos solubilizam o fosfato através da
liberacdo de &cidos organicos de baixo peso molecular (BANO E MUSSARAT,
2003).

Foi verificado por Silva-Filho & Vidor (2000) que microrganismos
solubilizadores de fosfatos inorgénicos desempenham importante papel no
suprimento de P para as plantas. Isso tem gerado grande interesse na utilizacdo
desses microrganismos como inoculante comercial, ou a utilizacdo de suas
populacdes como forma de promover uma melhor utilizacdo do P existente no

solo, ou adicionado como fertilizante.

Em estudos com rizobios, foi observado por Antoun e colaboradores
(1998) que a frequiéncia de estirpes de R. leguminosarum bv. trifolii capazes de
solubilizar o fosfato é reduzida (2-5%) ao contrario das estirpes de R.
leguminosarum bv. viciae, bv. phaseoli e Sinorhizobium meliloti onde 67-84%

das estirpes solubilizaram fosfato.

Foram testados por Chabot e colaboradores (1996) microrganismos
solubilizadores de fosfato, como Pseudomonas spp. e Rhizobium
leguminosarum, afim de verificar seu potencial como RPCPs em alface e milho.
O processo de solubilizacdo de fosfato desempenhado por essas bactérias foi

evidenciado como um mecanismo importante para a promocao de crescimento
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da planta em um solo moderadamente fértil e em outro muito fértil, devido o
aumento da disponibilidade de fosforo. Ao final da avaliacdo do estudo, 0s
pesquisadores constataram que o rizébio apresentou maior eficiéncia na
promocdo de crescimento, ainda que bactérias desse grupo sejam estudadas

como fixadoras simbidticas de nitrogénio em leguminosas.

Muitos autores tém analisado a variacdo no potencial de solubilizacéo de
microrganismos e 1isso tem sido utilizado como uma das principais
caracteristicas no processo de selecdo de bactérias para producdo de inoculantes
(SILVA FILHO & VIDOR, 2000).

5. Teste de Citrato.

Para o teste de citrato (Figura 4) todas as 20 bactérias estudadas e 3
estirpes de referéncia (SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum), SEMIA 4077
(Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum)) apresentaram
atividade da enzima citrato liase, sendo caracterizadas como citrato positivas.
Somente a estirpe referéncia SEMIA 6161 (Sinorhizobium fredii) foi
caracterizada como citrato negativo, devido a incapacidade de utilizar o citrato

como unica fonte de carbono, mantendo o pH do meio neutro (verde).
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Figura 4: Identificacdo da atividade de citrato liase das bactérias isoladas de
milho em meio de cultura sélido Citrato de Simmons. (+) cor azul e (-) cor
verde. Bactérias: 1- Isolado MT8; 2- Isolado MT10; 3- Isolado MT13; 4-
Isolado MT14; 5- Isolado MT22; 6- Isolado MT23; 7- Isolado MT26; 8- Isolado
MT29; 9- Isolado MT30; 10- Isolado MT31; 11- Isolado MT39; 12- Isolado
MT40; 13- Isolado MT41; 14- Isolado MT42; 15- Isolado MT43; 16- Isolado
MT45; 17- Isolado MT51; 18- Isolado MT70; 19- Isolado MT74; 20- Isolado
MT75; 21- Estirpe SEMIA 5079; 22- Estirpe SEMIA 6161; 23- Estirpe SEMIA
4077; 24- Estirpe SEMIA 3012.

Teixeira, Ferreira & Santos (2013) relatam que a presenca da enzima
citrato liase em isolados, permite a utilizacdo do citrato como fonte de carbono
pela bactéria, assim, no meio intracelular ocorre a degradacdo do citrato e a
producdo de oxaloacetato e acetil-CoA. Estes produtos se combinam com o
sodio fornecido pelo citrato de sodio, e ocorre a alcalinizagdo do meio de cultura

bem como a alteracdo da coloracdo do meio de verde para azul.

Jordam (1984) descreve que as bactérias do género Rhizobium sédo
capazes de utilizar uma ampla gama de produtos como fontes de carbono entre
as quais esta o citrato. Esse resultado também foi constatado para os 20 isolados
e 3 estirpes referéncia: SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum), SEMIA 4077
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(Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum) avaliadas nesse

trabalho.

6. Teste de Urease.

Apols a execucdo do teste de urease (Figura 5) foi observado que os
isolados MT30 e MT45, bem como as estirpes referéncia SEMIA 6161
(Sinorhizobium fredii), SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012
(Rhizobium leguminosarum), apresentaram atividade da enzima urease, uma vez
que houve a alteracdo da coloragcdo do meio de alaranjado para rosa intenso. Os
demais isolados foram identificados como urease negativo, ja que néo
apresentaram coloragdo rosa intenso e sim coloracdo amarelo intenso, o que

provavelmente é resultado da liberacdo de metabdlitos de carater acido no meio.
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Figura 5: Identificacdo da atividade de urease das bactérias isoladas de milho
em meio de cultura solido Uréia Base. (+) rosa e (-) amarelo. Bactérias: 1-
Isolado MT8; 2- Isolado MT10; 3- Isolado MT13; 4- Isolado MT14; 5- Isolado
MT22; 6- Isolado MT23; 7- Isolado MT26; 8- Isolado MT29; 9- Isolado MT30;
10- Isolado MT31; 11- Isolado MT39; 12- Isolado MT40; 13- Isolado MT41;
14- Isolado MT42; 15- Isolado MT43; 16- Isolado MT45; 17- Isolado MT51;
18- Isolado MT70; 19- Isolado MT74; 20- Isolado MT75; 21- Estirpe SEMIA
5079; 22- Estirpe SEMIA 6161; 23- Estirpe SEMIA 4077; 24- Estirpe SEMIA
3012.

Cogo (2008) descreve que a molécula de uréia ao sofrer a acdo da enzima
urease, provoca 0 acumulo de moléculas de amonia e dioxido de carbono no

meio de cultura resultando na alcalinizacdo do meio devido o aumento de pH.

Pesquisas demonstram que a enzima urease é freqlientemente encontrada
em bactérias do solo. Ao estudar variados tipos de solo, Lloyd & Sheaffe (1973)

observaram que 30% dos isolados apresentaram a atividade da enzima urease.

Segundo Jensen & Schroeder (1965) bactérias do género Rhizobium ja
foram identificadas pela capacidade de utilizar de uréia como fonte de
nitrogénio, o que indica a producdo de urease por esses microorganismos. Entre

as estirpes de rizObios que apresenta essa capacidade foram idenficadas as
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espécies Rhizobium leguminosarum (JENSEN & SCHROEDER, 1965) e
Sinorhizobium meliloti (MIKSCH & EBERHARDT, 1994).

Esses resultados corroboram com 0s observados nesse estudo para a
estirpe referéncia SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum) e também
permitem aferir que os isolados identificados como urease positivos (MT30 e
MT45) apresentam similaridades bioguimicas com rizobios quanto a capacidade

de utilizagéo da uréia como fonte de nitrogénio.

Em estudos recentes, foi realizada a caracterizacdo de um grupo de genes
ureoliticos de R. leguminosarum-UPM 791 bv. viciae (TOFFANIN et al., 2002).
Isso mostra as caracteristicas fenotipicas apontam para estudos de genes, que
estdo envolvidos na producdo de enzimas desta via, sendo um processo
importante para caracterizacdo bioquimica e genética de microrganismos do

solo.

7. Teste de Protease.

Pela avaliacdo do teste de protease em meio acrescido de proteina do leite
foi verificado que 7 dos isolados observados (MT13, MT22, MT23, MT30,
MT40, MT70 e SEMIA 3012) apresentaram formacgdo de halo de degradacéo
indicativo da producdo de enzima proteolitica (Figura 6). As demais bactérias,
17 isolados, apresentaram crescimento no meio protease, porém nao formaram

halo de degradacdo em volta da col6nia bacteriana.
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Figura 6: Formacdo de halo de degradagdo proteolitica observado em meio
minimo solido acrescido de proteinas do leite 42% para os isolados positivos.
Bacteérias: 1- Isolado MT30; 2 - Isolado MT22; 3 - Isolado MT13; 4 - Isolado
MT70; 5 - Isolado MT13; 6 - Estirpe SEMIA 3012; 7 - Isolado MT40.

Um dos parametros semi quantitativos mais utilizados para se avaliar a
capacidade de producdo de enzimas pelos microrganismos em meio solido é
indice de atividade enzimatica (IE). Stamford e colaboradores (1998)
recomendam um IE > 2,0 para considerar um microrganismo produtor de
enzimas em meio solido. J& Vieira (1999) sugere que isolados que apresentam o
indice enzimatico com valor igual ou maior que 1,0 sdo considerados

promissores para a producao enzimatica.

De acordo com essas recomendacdes, todos os isolados que formaram
halo de degradac@o no meio protease se enquadraram dentro desses parametros.
O isolado MT40 foi a que apresentou maior indice enzimatico (3,44), indicando
maior producdo de enzimas proteoliticas e o isolado MT13 juntamente com a
estirpe SEMIA 3012 (R. leguminosarum) apresentaram 0s menores indices de

1,4 (Tabela 3).
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Tabela 3: Média e desvio padrdo do indice enzimatico (IE) obtido pela razdo
entre o didmetro do halo de degradacdo/didmetro da col6nia observado nos
isolados no meio protease.

Bactérias Meio Protease (IE)
MT13 1,41 (+ 0,08)
MT22 2,00 (x 0,10)
MT23 3,16 (£ 0,18)
MT30 2,87 (£ 0,03)
MT40 3,44 (£ 0,21)
MT70 2,09 (+ 0,03)

SEMIA 3012 1,40 (£ 0,05)

(IE) = Indice Enzimatico; Estirpe Referéncia: SEMIA 3012 (Rhizobium
leguminosarum).

Martinez-Molina (1979) e Glenn e Dilworth (1981) em seus estudos com
microorganismos verificaram que estirpes de bactérias do género Rhizobium
formaram halos de degradacdo em meio protease e quando avaliadas
apresentaram bons indices enzimaticos e que portanto foram identificadas como
boas fontes de proteases. Esses resultados corroboram com o0s observados nesse
estudo para as 7 amostras que apresentaram halo de degradacdo no meio

extracelular (Tabela 3).

As enzimas proteoliticas sdo encontradas em Vvarios microrganismos,
como as bactérias. A impossibilidade das proteases de plantas e animais
atenderem a demanda mundial de enzimas, tém levado a um interesse cada vez

maior pelas proteases de origem microbiana. Os microrganismos representam
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uma excelente fonte de proteases devido a sua grande diversidade bioguimica e
facilidade de manipulacdo genética (BEYNOM et al., 1989).

Na interacdo planta-bactéria, Landi e colaboradores (2006) afirma que a
qualidade e a quantidade de exsudatos radiculares, bem como a morfologia
radicular, varidvel entre as espécies vegetais, tem grande influéncia sobre as
propriedades microbioldgicas da rizosfera podendo resultar entre outros fatores,
no estimulo da producdo de enzimas proteoliticas, através da exsudacdo de

metabolitos.

8. Teste de Catalase.

Para o teste de catalase foram obtidos resultados positivos para 10
isolados (MT10, MT13, MT22, MT23, MT30, MT31, MT39, MT40, MT42 e
MT70) e para as estirpes de referéncia SEMIA 3012 (Rhizobium
leguminosarum) e SEMIA 6161 (Sinorhizobium fredii). As demais bactérias

apresentaram resultados negativos.

A producéo dessa enzima pode compor o conjunto de dados para selecédo
de isolados. Silva (2010) descreve que bactérias que apresentam a enzima
catalase podem resistir a oxidacdo causada pelos metabdlitos toxicos do
oxigénio (espécies reativas de oxigénio), o que relaciona esse fato a possiveis
mecanismos envolvidos na protecdo do microrganismo. Assim, pode se inferir
que isolados bacterianos que produzem catalase como componente de sua

maquinaria metabdlica dispbe de vantagem adaptativa em relacdo as demais.

Marin e colaboradores (1999) relatam que dentro do género
Sinorhizobium as espécies S. meliloti, S. fredii, S. saheli, S. teranga e S. medicae

séo todas produtoras de citocromo oxidase e catalase. Essa informacdo condiz
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com a observacdo nesse estudo para deteccdo de catalase em relacdo a estirpe
referéncia SEMIA 6161 (Sinorhizobium fredii) e 50% dos isolados estudados.

A partir da analise dos dados obtidos das caracteristicas bioguimicas
(coloracdo de gram, solubilizacdo de fosfato inorganico e testes de protease,
urease, citrato e catalase) foi gerado um dendrograma (Figura 7) que permitiu a
0 agrupamento das bactérias estudadas em 7 grupos que apresentaram

similaridades superiores a 70%.

O grupo 1 foi formado pelos isolados MT8, MT10, MT31 e MT39
enguanto o grupo 2 apresentou os isolados MT22, MT23, MT40 e MT30. Ja o
grupo 3 apresentou os isolados MT30 e MT70 agrupados com a estirpe de
referéncia SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum) (Figura 7). O grupo 4 foi
composto pelos isolados MT14, MT29 e MT41 e o grupo 5 apresentou somente
0 isolado MT43 o que indica um distanciamento desse isolado das demais
bactérias quanto as caracteristicas bioquimicas. O grupo 6 apresentou 0S
isolados MT26, MT51, MT74, MT75 e MT42 agrupados com a estirpe de
referéncia SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum) (Figura 7). J& o grupo 7
apresentou o isolado MT45 agrupado com as estirpes de referéncia SEMIA 6161
(Sinorhizobium freedii) e SEMIA 4077 (Rhizobium tropici). Os grupamentos
formados somente por isolados, e os formados por isolados e estirpes de
referéncia, mostram que ha& semelhangas bioquimicas entre estes, e ainda a
formacdo de 7 grupos distintos, indica a existéncia de diversidade bioquimica

entre todas as bacteérias estudadas (Figura 7).
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Figura 7: Dendrograma das caracterizagcbes bioquimicas de 20 bacterias
isoladas de raizes de plantas de milho e 4 estirpes de referéncia: SEMIA 5079
(Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA
4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum). O
agrupamento das bactérias foi realizado por meio do programa NTSYS
utilizando o coeficiente de Jaccard e o agrupamento por UPGMA.

9. Caracterizacdo Genética por Analise da Regido BOX-PCR.

Pela a caracterizacdo molecular dos fragmentos repetitivos do genoma
referentes a regido BOX com o primer BOX ALR foi possivel a distin¢cdo dos
isolados por amplificar diversos fragmentos de diferentes tamanhos e
intensidades (Figuras 8 e 9). Pela analise do perfil de bandeamento dos
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fragmentos amplificados foi possivel observar no maximo 12 bandas e no
minimo 1 banda, com tamanhos variados e com 9 perfis diferentes entre as
amostras. A formacao de 9 perfis diferentes revela a diversidade existente entre

0s isolados estudados (Figuras 8 e 9).
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Figura 8: Perfil eletroforético de 12 isolados bacterianos dos fragmentos
amplificados por PCR da regido BOX (primer BOX AlR). Gel de Agarose
(0,7%). Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (BIOLABS). Linha 1-
1kb DNA Ladder; Linha 2 - Isolado MT8; Linha 3 - Isolado MT10; Linha 4 -
Isolado MT13; Linha 5 - Isolado MT14; Linha 6 - Isolado MT22; Linha 7 -
Isolado MT23; Linha 8 - Isolado MT26; Linha 9 - Isolado MT29; Linha 10 -
Isolado MT30; Linha 11 - Isolado MT31; Linha 12 - Isolado MT39; Linha 13 -
Isolado MT40; Linha 14 -1kb DNA Ladder.
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Figura 9: Perfil eletroforético de 8 isolados bacterianos e 4 estipes de referéncia
dos fragmentos amplificados por PCR da regido BOX (primer BOX AlR). Gel
de Agarose (0,7%). Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (BIOLABS).
Linha 15- 1kb DNA Ladder; Linha 16 - Isolado MT41; Linha 17 - Isolado
MT42; Linha 18 - Isolado MT43; Linha 19 - Isolado MT45; Linha 20 - Isolado
MT51; Linha 21 - Isolado MT70; Linha 22 - Isolado MT74; Linha 23 - Isolado
MT75; Linha 24 - Estirpe SEMIA 5079; Linha 25 - Estirpe SEMIA 6161; Linha
26 - Estirpe SEMIA 4077; Linha 27 - Estirpe SEMIA 3012; Linha 28 -1kb DNA
Ladder.

A partir da analise dos dados obtidos da amplificacdo da regido BOX foi
gerado um dendrograma (Figura 10) que permitiu o agrupamento de
similaridade com valor superior a 50% entre as bactérias estudadas. Foi
observado a formacgdo de um grupo maior (grupo 1) que foi composto pelos
isolados MT8, MT10, MT14, MT23, MT30, MT31,MT40 e MT41, indicando
que ha similaridades entre estes em relacdo a essa regido. Ainda foi observado
que os fragmentos obtidos do material genético das bactérias estudadas
apresentaram tamanhos que variaram entre 482 e 14.745 pares de bases (pb)
(Figuras 8, 9 e 10).

Os isolados MT8, MT10, MT14, MT23, MT30, MT31, MT40 e MT41
compartilharam 1 banda com tamanho aproximado de 2,341 kpb. J& os isolados

MT26 e MT29 compartilharam de 3 bandas que apresentaram valores de 3.937,
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2.341 e 1.101 pb. E as bactérias MT51, MT70, MT74 e MT75 apresentaram 3
bandas com valores estimados de 3.504, 1.919 e 546 pb (Figuras 8, 9 e 10).
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Figura 10: Dendrograma definido pelo método de agrupamento UPGMA
utilizando a coeficiente de similaridade de Jaccard com base nos fragmentos
amplificados por BOX PCR de 20 bactérias isoladas de milho e 4 estirpes de
referéncia: SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161
(Sinorhizobium freedii), SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012
(Rhizobium leguminosarum).

O isolado MT22 também apresentou uma banda com valor aproximado de
2.341 pb e agrupou com MT26 e MT29 com similaridade em torno de 67%. Os

isolados MT43 e MT45 apresentaram 3 bandas com valores aproximados de
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1.236, 1.059 e 780 pb e formaram grupo com aproximadamente 58% de
similaridade. Essas ultimas ainda agruparam com a estirpe referéncia SEMIA
4077 (Rhizobium tropici) com valor proximo de 53%, sendo observado nessa
estirpe 5 fragmentos com valores aproximados de 3.242, 2.139, 1.415, 1.019 e
500 pb. Ja a amostra MT42 agrupou com a estirpe SEMIA 5079 (Bradyhizobium
japonicum) e compartilharam de 3 bandas com valores aproximados de 1.039,
808 e 509 pb, apresentando similaridade em torno de 67%, indicando a
existéncia de significativas relagdes genéticas entre esses isolados e a estirpe de

referéncia (Figuras 8, 9 e 10).

O primer BOX-ALR sintetizado corresponde a regido conservada presente
em muitos géneros de bactérias e a analise por primer tem demonstrado
resultados que geram perfis com maior nimero de bandas e menor custo na
analise quando comparado a outros primers como REP e ERIC e tem sido
utilizado para a caracterizacdo de estirpes recomendadas para producdo de
bioinoculantes (HUNGRIA et al., 2008).

Madrzak e colaboradores (1995) relata que as sequéncias BOX sdo
altamente conservadas entre 0s rizobios e foram utilizadas para discriminar e
classificar diferentes estirpes em estudos de diversidade da populagdo de
Bradyrhizobium em solos na Polénia. Em estudos de populacdes de rizobios
varios trabalhos utilizaram a técnica de PCR-BOX e obtiveram resultados
satisfatorios quanto a analise de diversidade e variabilidade genética desse grupo
(LAGUERRE et. al., 1994; FERREIRA E HUNGRIA, 2002; HUNGRIA et. al.,
2006; KASCHUK et al., 2006).

A observacdo do elevado numero de bandas obtidos em perfis
eletroforéticos era esperado para BOX-PCR, ja que o uso desse oligonucleotideo
especifico permite a deteccdo de um polimorfismo suficientemente elevado para

analise genética de bactérias (CHUEIRE et. al., 2000).
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Stroschein (2007) afirma que as estirpes de Rhizobium sp. apresentam um
padrdo de quatro bandas bem caracteristicas com o tamanho aproximado de
4200, 1900, 1455 e 1264 pares de base quando se trata da regido BOX. Nesse
trabalho foram identificadas bactérias que apresentaram tamanhos de fragmentos
com valores que variaram entre 482 e 14.745 pb, havendo entre eles valores
proximos aos citados tanto em isolados quanto em estirpes de referéncia,

conforme descrito anteriormente.

Pereira e colaboradores (2007) também observaram que a técnica de
BOX-PCR permitiu a determinacédo de diversidade genética de grande nimero
de rizobios isolados de plantas de soja, com agrupamento de estirpes com baixo

nivel de similaridade.

Em seus estudos com rizobios, Freitas e colaboradores (2007) usando a
método de PCR-BOX tambeém observaram a formacéo de 3 grupos maiores que
tiveram similaridades de 100%, onde a maioria dos isolados agrupou com as
estirpes referéncia do género Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Rhizobium,
sendo observado ainda similaridades de 87% dos isolados com Rhizobium
tropici e Sinorhizobium terangue e de 74% com Mesorhizobium huakuii. Nesse
estudo também foram observados elevadas similaridades entre os isolados e

estirpes de referéncia.

Ainda, Antunes (2010) observou que os resultados da analise por BOX-
PCR para os 50 isolados de rizdbios estudados, mostraram perfis de bandas
bastante diversificados, com um complexo agrupamento entre os isolados e as
estirpes de referéncia. Esses dados corroboram com os resultados obtidos para o

BOX-PCR observados nesse estudo.

Vandamme e colaboradores (1996) relatam que o conhecimento polifasico

deve ser aplicado a taxonomia e diversidade bacteriana ja& que um consenso de
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resultados combinados resultara em analises bem mais consistentes. Ao estudar
414 rizobios de trés leguminosas arboreas tropicais, Bala e colaboradores (2003)
identificaram 23 espécies e também destacaram a importancia de uma analise

polifasica.

Foi constatado por Freitas e colaboradores (2007) que o método BOX-
PCR foi habil para separar isolados fenotipica e genotipicamente préximos, mas
afirma que a utilizacdo de apenas uma técnica limita bastante sua capacidade de

detectar uma vasta heterogeneidade genética dos rizébios estudados.

Nesse trabalho foi identificado diferentes perfis para os isolados o que
gera a hipdtese de que estes podem pertencer a géneros ou espécies diferentes,
porém isso podera ser afirmado somente por meio de analises por

sequenciamento do gene 16S rRNA.

10. Caracterizacao Molecular dos Fragmentos de PCR da regido Intergénica
16S-23S rDNA.

Foi realizada também a caracterizacdo molecular dos fragmentos por PCR
da regido intergénica entre 16S e 23S rRNA. Observando o perfil de
bandeamento dos fragmentos foi possivel identificar no maximo 4 bandas e no

minimo 1 banda com 4 perfis diferentes (Figura 11 e 12).
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Figura 11: Perfil eletroforético de 12 isolados bacterianos amplificados por
PCR da regido intergénica 16S-23S rRNA (primers pHR e p23). Gel de Agarose
(0,7%). Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (BIOLABS). Linha 1-
1kb DNA Ladder; Linha 2 - Isolado MT8; Linha 3 - Isolado MT10; Linha 4 -
Isolado MT13; Linha 5 - Isolado MT14; Linha 6 - Isolado MT22; Linha 7 -
Isolado MT23; Linha 8 - Isolado MT26; Linha 9 - Isolado MT29; Linha 10 -
Isolado MT30; Linha 11 - Isolado MT31; Linha 12 - Isolado MT39; Linha 13 -
Isolado MT40; Linha 14 -1kb DNA Ladder.
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Figura 12: Perfil eletroforético de 8 isolados bacterianos e 4 estipes de
referéncia amplificados por PCR da regido intergénica 16S-23S rRNA (primers
pPHR e p23). Gel de Agarose (0,7%). Marcador de peso molecular 1 kb DNA
Ladder (BIOLABS). Linha 15- 1kb DNA Ladder; Linha 16 - Isolado MT41;
Linha 17 - Isolado MT42; Linha 18 - Isolado MT43; Linha 19 - Isolado MT45;
Linha 20 - Isolado MT51; Linha 21 - Isolado MT70; Linha 22 - Isolado MT74;
Linha 23 - Isolado MT75; Linha 24 - Estirpe SEMIA 5079; Linha 25 - Estirpe
SEMIA 6161; Linha 26 - Estirpe SEMIA 4077; Linha 27 - Estirpe SEMIA
3012; Linha 28 -1kb DNA Ladder.
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Os dados obtidos pelo perfil de bandeamento foram utilizados para as
analises de similaridade resultando em um dendrograma que apresentou a
formacéo de 5 grupos distintos. As 4 bandas amplificadas apresentaram valores
aproximados de 725 pb, 853 pb, 1.058 pb e 1.100 pb (Figura 13).

Foi observado similaridades superiores a 80% entre as bactérias
analisadas com a formacéao de um grupamento maior (grupo 1) comportando os
isolados MT8, MT10, MT14, MT22, MT29, MT30, MT31, MT39, MT40,
MT41 e MT42 que compartilharam uma banda com valor aproximado de 1.100
pb, indicando semelhancas entre as bactérias estudadas em relacéo a presenca de

regides intergénicas (Figura 13).

Foi observado que o grupo 2 apresentou somente o isolado MT23 que
apresentou 3 bandas distintas com valores aproximados de 715 pb, 1.002 pb e
1.115 pb. J& o grupo 3 apresentou os isolados MT13, MT45, MT51, MT70 e
MT74 agrupandos com as estirpes de referéncia SEMIA 6161(Sinorhizobium
freedii) e SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) que compartilharam 3 bandas de
valores aproximados de 850 pb, 1.053 pb e 1.098 pb, apresentando regides
intergénicas de tamanhos semelhantes (Figura 13). O grupo 4 foi formado pelos
isolados MT26, MT43 e MT75 que também agruparam com uma estirpe de
referéncia, a SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum ), compartilnando 2
bandas com valores préximos de 849 pb e 1.050 pb. O grupo 5 por sua vez
comportou apenas a estirpe de referéncia SEMIA 3012 (Rhizobium
leguminosarum) que apresentou uma banda com valor aproximado de 852 pb
(Figura 13).
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Figura 13: Dendrograma definido pelo meétodo de agrupamento UPGMA
utilizando a coeficiente de similaridade de Jaccard com base nos fragmentos
amplificados da regido intergénica 16S-23S rRNA por PCR de 20 bactérias
isoladas de milho e 4 estirpes de referéncia: SEMIA 5079 (Bradyhizobium
japonicum), SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA 4077 (Rhizobium
tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum).

Em estudos de diversidade héa relatos que dados de sequéncias da regido
espacadora entre 0s genes 16S-23S rRNA tém sido agregada nos ultimos anos, e
o alinhamento de sequéncias disponiveis em bancos de dados mostra que pode
ocorrer variagdo consideravel intra e infra-especifica, tanto no tamanho como na
sequéncia de bases (LAGUERRE, et al., 1996; CHUEIRE, et al., 2003;
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GERMANO, et al., 2006). Esse fato corrobora que esta regido pode ser util na
diferenciacdo de estirpes de rizobios recomendadas para producdo de

inoculantes.

Oliveira e colaboradores (2012) observaram em seus estudos que a
amplificacdo da regido espacadora 16S-23S rRNA das estirpes de rizébios gerou
fragmentos com tamanhos que variaram entre 700 pb e 1.350pb. J& nesse
trabalhno com 24 bactérias, os fragmentos obtidos apresentaram variacdo de
tamanho entre 725 e 1.100 pb.

Ao estudar uma diversidade de lactobacilos, Song e colaboradores (2000)
também identificaram variabilidade no tamanho e no nimero de cépias dos
fragmentos amplificados por PCR da regido intergénica 16S-23S do DNA dos
isolados, fato também observado nesse trabalho. Afirmaram ainda que as
modificacdes no genoma bacteriano, a recombinacdo e o processo de selecdo

natural também poderiam estar relacionados a grande diversidade observada.

A regido intergénica compreende uma sequencia que esta sujeita a
alteracbes, pois ndo codifica para genes especificos o que pode servir para
diferenciar grupos que sofreram alteracbes genéticas por pressdes ambientais.
Ainda esta regido pode indicar o nimero de operons dos genes ribossomais
presentes nas bacterias. Assim, as bactérias que apresentaram somente 1 banda
provavelmente tem apenas um tamanho de regido espacadora, ja as que
apresentaram 2 ou 3 bandas, indicam que ha diferentes tamanhos para esta

regido.

11. Caracterizagdo Molecular dos Fragmentos de PCR da regido 16S rRNA.

A partir da amplificacdo do gene 16S rDNA foi possivel observar que

todos os isolados apresentaram uma banda de 1500 pares de bases (pb) (Figura
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14). E conhecido que na maioria das bactérias o gene 16S rRNA tem tamanho
aproximado de 1.500 pb. Toledo (2008) em seu estudo com rizobios, explica
que as reacOes de amplificacdo da regido que codifica o gene 16S rDNA das

estirpes estudadas resultaram em fragmentos de em torno de 1.500 pb.
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Figura 14: Perfil eletroforético das 24 bactérias dos fragmentos amplificados
por PCR da regido 16S rDNA (primers Y1 e Y3). Gel de Agarose (0,7%).
Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (BIOLABS). Linha 1- 1kb DNA
Ladder; Linha 2 - Isolado MT8; Linha 3 - Isolado MT10; Linha 4 - Isolado
MT13; Linha 5 - Isolado MT14; Linha 6 - Isolado MT22; Linha 7 - Isolado
MT23; Linha 8 - Isolado MT26; Linha 9 - Isolado MT29; Linha 10 - Isolado
MT30; Linha 11 - Isolado MT31; Linha 12 - Isolado MT39; Linha 13 - Isolado
MT40; Linha 14 -1kb DNA Ladder; Linha 15 - Isolado MT41; Linha 16 -
Isolado MT42; Linha 17 - Isolado MT43; Linha 18 - Isolado MT45; Linha 19 -
Isolado MT51; Linha 20 - Isolado MT70; Linha 21 - Isolado MT74; Linha 22 -
Isolado MT75; Linha 23 - Estirpe SEMIA 5079; Linha 24 - Estirpe SEMIA
6161; Linha 25- Estirpe SEMIA 4077; Linha 26 - Estirpe SEMIA 3012; Linha
27 -1kb DNA Ladder.

A amplificacdo do gene 16S rRNA néo permite a distingdo em diferentes
perfis de bandeamento uma vez que amplifica um gene com tamanho de
fragmento em torno de 1.500 pb, e por isso ha necessidade de utilizacdo de
outras ferramentas para observar as variacfes nas sequencias de nucleotideos

deste gene.
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Pela restricdo com a enzima Haelll foi possivel identificar no maximo 6 e
no minimo 3 bandas com diferentes tamanhos (Figuras 15 e 16). Os fragmentos
obtidos variaram de tamanho entre 108 e 741pb. Os isolados MT8, MT10,
MT14, MT22, MT23, MT29, MT30, MT31, MT39, MT40, MT41, MT42 e
MT45 compartilharam de 3 bandas bem definidas que apresentaram valores
aproximados de 472, 332 e 194 pb, enquanto as amostras MT13, MT26, MT43,
MT51, MT70, MT74, MT75, SEMIA 5079, SEMIA 6161, e SEMIA 4077
apresentaram 4 bandas com valores aproximados de 332, 209, 162 e 124 pb
(Figuras 15 e 16). Apenas a estirpe referéncia SEMIA 3012 (Rhizobium
leguminosarum) que apresentou além desses 3 ultimos fragmentos uma banda
com valor mais elevado, em torno de 741 pb diferindo das demais bactérias
(Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Perfil eletroforético de ARDRA dos 12 isolados bacterianos dos
fragmentos amplificados por PCR da regido 16S rDNA e submetidos a digestao
da enzima Haelll. Gel de Agarose (2,5%). Marcador de peso molecular 100 pb
DNA Ladder (BIOLABS). Linha 1- 1kb DNA Ladder; Linha 2 - Isolado MTS;
Linha 3 - Isolado MT10; Linha 4 - Isolado MT13; Linha 5 - Isolado MT14;
Linha 6 - Isolado MT22; Linha 7 - Isolado MT23; Linha 8 - Isolado MT26;
Linha 9 - Isolado MT29; Linha 10 - Isolado MT30; Linha 11 - Isolado MT31;
Linha 12 - Isolado MT39; Linha 13 - Isolado MT40; Linha 14 -100 pb DNA
Ladder.
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Figura 16: Perfil eletroforético de ARDRA dos 8 isolados bacterianos e 4
estipes de referéncia dos fragmentos amplificados por PCR da regido 16S rDNA
e submetidos a digestdo da enzima Haelll. Gel de Agarose (2,5%). Marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder (BIOLABS). Linha 15- 1kb DNA Ladder;
Linha 16 - Isolado MT41; Linha 17 - Isolado MT42; Linha 18 - Isolado MT43;
Linha 19 - Isolado MT45; Linha 20 - Isolado MT51; Linha 21 - Isolado MT70;
Linha 22 - Isolado MT74; Linha 23 - Isolado MT75; Linha 24 - Isolado SEMIA
5079; Linha 25 - Isolado SEMIA 6161; Linha 26 - Isolado SEMIA 4077; Linha
27 - Isolado SEMIA 3012; Linha 28 -100 pb DNA Ladder.

Analisando o perfil eletroforético das 24 bactérias submetidos a restri¢cdo
da enzima Afal foi possivel observar no minimo 2 bandas € no maximo 6
(Figuras 17 e 18). Os isolados MT10, MT13, MT23, MT30, MT31, MT39,
MT41, MT42, MT43, MT45, MT74 e MT75 apresentaram 2 bandas com
valores aproximados de 500 e 421 pb enquanto os isolados MT8, MT14, MT22,
MT26, MT29, MT40, MT51, MT70 e MT74 e as estirpes SEMIA 6161 e
SEMIA 4077 apresentaram além dessas bandas, uma terceira com valor
aproximado de 125 pb. A estirpe referéncia SEMIA 5079 também apresentou 2
bandas com os valores estimados em 500 e 421 pb e mais 1 banda com valor
proximo de 890 pb (Figuras 17 e 18). Esta Gltima banda também foi observada
na estirpe referéncia SEMIA 3012 que ainda apresentou a banda com valor

proximo de 125 pb presentes em algumas bactérias j& mencionadas, e
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individualmente apresentou uma banda com valor aproximado de 138 pb
(Figuras 17 e 18).
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Figura 17: Perfil eletroforético de ARDRA dos 12 isolados bacterianos dos
fragmentos amplificados por PCR da regido 16S rDNA e submetidos a digestéo
da enzima Afal. Gel de Agarose (2,5%). Marcador de peso molecular 100 pb
DNA Ladder (BIOLABS). Linha 1- 1kb DNA Ladder; Linha 2 - Isolado MTS;
Linha 3 - Isolado MT10; Linha 4 - Isolado MT13; Linha 5 - Isolado MT14;
Linha 6 - Isolado MT22; Linha 7 - Isolado MT23; Linha 8 - Isolado MT26;
Linha 9 - Isolado MT29; Linha 10 - Isolado MT30; Linha 11 - Isolado MT31;
Linha 12 - Isolado MT39; Linha 13 - Isolado MT40; Linha 14 -100 pb DNA
Ladder.
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Figura 18: Perfil eletroforético de ARDRA dos 8 isolados bacterianos e 4
estipes de referéncia dos fragmentos amplificados por PCR da regido 16S rDNA
e submetidos a digestdo da enzima Afal. Gel de Agarose (2,5%). Marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder (BIOLABS). Linha 15- 1kb DNA Ladder;
Linha 16 - Isolado MT41; Linha 17 - Isolado MT42; Linha 18 - Isolado MT43;
Linha 19 - Isolado MT45; Linha 20 - Isolado MT51; Linha 21 - Isolado MT70;
Linha 22 - Isolado MT74; Linha 23 - Isolado MT75; Linha 24 - Isolado SEMIA
5079; Linha 25 - Isolado SEMIA 6161; Linha 26 - Isolado SEMIA 4077; Linha
27 - Isolado SEMIA 3012; Linha 28 -100 pb DNA Ladder.
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No tratamento do gene 16S com a enzima Alul foi observado no minimo 2
bandas e no maximo 5 (Figuras 19 e 20). Os isolados MT8, MT10, MT14,
MT22, MT29, MT30, MT31, MT39 e MT42 apresentaram 2 bandas com
valores aproximados de 613 e 216 pb, ja os isolados MT14, MT26, MT43,
MT45, MT51, MT70, MT74 e MT75 apresentaram além dessas bandas, uma
terceira com valor proximo de 421 pb. As amostras MT23, MT40, MT41, MT45
e a estirper referéncia SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum) apresentaram
além das bandas com 613 e 216 pb, uma terceira com valor proximo de 173 pb
(Figuras 19 e 20). Ja4 as estirpes referéncia SEMIA 5079 (Bradyhizobium
japonicum), SEMIA6161 (Sinorhizobium freedii) e SEMIA 4077 (Rhizobium
tropici) apresentaram além das bandas com 613, 421 e 216pb, uma quarta banda

com valor inferior a 100 pb (Figuras 19 e 20).
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Figura 19: Perfil eletroforético de ARDRA dos 12 isolados bacterianos dos
fragmentos amplificados por PCR da regido 16S rDNA e submetidos a digestéo
da enzima Alul. Gel de Agarose (2,5%). Marcador de peso molecular 100 pb
DNA Ladder (BIOLABS). Linha 1- 1kb DNA Ladder; Linha 2 - Isolado MTS;
Linha 3 - Isolado MT10; Linha 4 - Isolado MT13; Linha 5 - Isolado MT14;
Linha 6 - Isolado MT22; Linha 7 - Isolado MT23; Linha 8 - Isolado MT26;
Linha 9 - Isolado MT29; Linha 10 - Isolado MT30; Linha 11 - Isolado MT31;
Linha 12 - Isolado MT39; Linha 13 - Isolado MT40; Linha 14 -100 pb DNA
Ladder.
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Figura 20: Perfil eletroforético de ARDRA dos 8 isolados bacterianos e 4
estipes de referéncia dos fragmentos amplificados por PCR da regido 16S rDNA
e submetidos a digestdo da enzima Alul. Gel de Agarose (0,8%). Marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder (BIOLABS). Linha 15- 1kb DNA Ladder;
Linha 16 - Isolado MT41; Linha 17 - Isolado MT42; Linha 18 - Isolado MT43;
Linha 19 - Isolado MT45; Linha 20 - Isolado MT51; Linha 21 - Isolado MT70;
Linha 22 - Isolado MT74; Linha 23 - Isolado MT75; Linha 24 - Isolado SEMIA
5079; Linha 25 - Isolado SEMIA 6161; Linha 26 - Isolado SEMIA 4077; Linha
27 - I1solado SEMIA 3012; Linha 28 -100 pb DNA Ladder.

A partir de todos os perfis eletroforéticos obtidos pela restricdo dessas 3
enzimas, foi produzido um dendrograma que relacionou os 20 isolados e as 4
estirpes referéncia formando 7 grupos distintos com similaridade superior a 80%
(Figura 21).

Foi possivel observar que os isolados MT8, MT14, MT22, MT29, MT30,
MT40 e MT42 apresentaram alta similaridade com os isolados MT10, MT23 e
MT29. Estes dois grupos apresentaram similaridade aproximada de 84% com o
isolado MT41 e de 73% com o isolado MT31 (Figura 21). Os isolados MT13 e
MT75 apresentaram similaridade em torno de 87% com o com os isolados
MT26, MT43, MT51, MT70 e MT74 que também apresentaram similaridade
proxima de 90% com o isolado MT45. Ainda os isolados MT13, MT75, MT26,
MT43, MT51, MT70, MT74 e MT45 apresentaram similaridade em torno de

83% com as estirpes referéncia SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii) e SEMIA
74



4077 (Rhizobium tropici) e de aproximadamente 75% com a estirpe referéncia

SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum) (Figura 21). Ja a estirpe referéncia

SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum) agrupou com todas as bactérias com

similaridade aproximada de 64% (Figura 21).
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Figura 21: Dendrograma definido pelo meétodo de agrupamento UPGMA
utilizando a coeficiente de similaridade de Jaccard com base nos fragmentos
obtidos de 20 bactérias isoladas de milho e 4 estirpes de referéncia SEMIA 5079
(Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA
4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum)) que
foram amplificados da regido 16S rRNA por PCR submetidos a digestdo de 3

enzimas (Haelll, Afal e Alul).

A andlise da regido do gene 16S rRNA por ARDRA, como recurso de

comparacgao entre 0s microrganismos, promoveu grande avango na obtencédo de
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dados de diversidade microbiana, contribuindo com as informac6es ja obtidas
atraves das técnicas de cultivo e analises morfologicas, elucidando a presenca de

novos microrganismos ainda desconhecidos (MACRAE, 2000).

O método de ARDRA se baseia nos dados de sitios de restricdo dos genes
que codificam para o gene ribossomal 16S na familia Rhizobiaceae e utiliza
enzimas de restricdo para fragmentar o DNA em diferentes comprimentos,
evidenciando o polimorfismo no comprimento dos fragmentos obtidos. Ainda
com a combinacdo de diferentes metodologias de marcacéo e detec¢éo, a técnica
auxilia significativamente nos processos de caracterizacdo da diversidade entre
diferentes populac6es de rizobios (LAGUERRE et al., 1994).

Em seu estudo com rizobios, Antunes (2010) observou que os perfis de
restricdo obtidos com as endonucleases Ddel, Hhal e Mspl apresentaram
variabilidade suficiente para discriminacdo dos isolados e que os isolados
apresentaram similaridades entre 65 e 100% em todos os dendrogramas com a
formacéo de 3 agrupamentos que apresentaram isolados e estirpes de referéncia

pertencentes ao grupo de rizobios.

Utilizando 3 enzimas de restricdo diferentes, Oliveira e colaboradores
(2012) observaram que cada enzima utilizada gerou de dois a seis fragmentos
em estirpes de rizobios onde a maioria destas apresentou polimorfismos nessa
regido havendo alta similaridade entre os isolados. Ainda afirmaram que perfis
de ARDRA semelhantes entre estirpes de rizobios estreitamente relacionadas
tem sido documentado com o uso de até duas enzimas de restricdo, devido a
presenca de dominios altamente conservados nas sequéncias dos genes que
codificam as regides 16S rRNA, mas que para contribuir para determinacéo
taxonébmica dos isolados €& necessario 0 uso mais enzimas de restricao
(OLIVEIRA et al., 2012).

76



CONCLUSOES

Quanto a diversidade morfoldgica, 4 isolados apresentaram similaridade
superior a 70% com estirpes de rizobios de referéncia, havendo a

formacéo a formacéo de 6 grupos diferentes.

Foi observada ampla diversidade metabolica nos isolados estudados a
partir dos testes realizados (bioguimicos e enzimaticos), sendo
caracteristicas relacionadas a adaptacdo das bactérias e também a
promocao de crescimento vegetal. Um total de 8 isolados apresentaram
similaridade superior a 70% com estirpes de rizobios de referéncia em
relacdo a caracterizacdo bioquimica, havendo a formacdo de 7 grupos

diferentes.

A caracterizacdo das bactérias pela técnica de PCR-BOX mostrou
significativa variabilidade entre os isolados para essa regido, indicada pela
analise de similaridade superior a 50% de 3 isolados com estirpes de

rizobios de referéncia, havendo a formacéo de 9 grupos distintos.

A amplificacdo da regido intergénica 16S-23S rRNA mostrou diferencas
entre as bactérias, revelando possiveis variacdes populacionais. Um total
de 8 isolados apresentaram superior a 80% com estirpes de rizobios de

referéncia, havendo a formacéo de 5 grupos diferentes.

A amplificacdo da regido 16S rRNA associada a técnica ARDRA revelou
polimorfismo entre as bactérias, permitindo a formacéo de 7 grupos onde
8 isolados apresentaram similaridades superior a 80% com estirpes de

rizobios de referéncia.
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e A aplicacdo de diferentes técnicas permitiu verificar a diversidade
genética entre as bactérias isoladas de plantas de milho cultivadas no
Cerrado.

e Pelos resultados obtidos das analises genéticas utilizadas, foi possivel
observar uma diversidade de perfis genéticos mesmo considerando uma
pequena amostragem (20 isolados) de bactérias obtidas de raizes de

plantas de milho cultivadas no Cerrado.
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ANEXO |
MEIOS DE CULTURA

1. Meio YMA (VINCENT, 1970)

Manitol 10 ¢
Fosfato de Potassio Dibasico 10% 1mL
Fosfato de Potassio Monbasico 10% 4 mL
Sulfato de Magnésio 10% 2 mL
Cloreto de Sédio 10% 1mL
Extrato de Levedura 04¢g
Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de Hidroxido de Potassio 5mL
Agar 159
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 6,8, a solucdo foi autoclavada a 1 atm em
temperatura de 121°C durante 20 minutos e armazenada em temperatura

ambiente.

2. Meio Minimo (HUNGRIA et al., 1994)

2.1 Solugéo 1

Fosfato de Amo6nio Monobasico 309
Fosfato de Potassio Monbasico 15¢
Fosfato de Aménio Dibasico 2,5¢
Cloreto de Sodio 2,5¢
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
2.2 Solugéo 2

Sulfato de Magnésio 1M

2.3 Solugéo 3

Agar 2250
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
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As trés solucbes foram autoclavadas separadamente a 1 atm em
temperatura de 121°C durante 20 minutos e armazenado em temperatura
ambiente. A montagem foi feita com 199 mL da solucédo (1), 1 mL da solucéo
(2), 800 mL da solucéo (3) e a fonte de carbono escolhida 1IM.L™.

3. Meio Citrato Simmons (TEIXEIRA; FERREIRA;
SANTOS, 2012)

Citrato de Sodio 29
Sulfato de Magnesio 0,29
Fosfato de Amo6nio Monobaésico 19
Fosfato de Potassio Dibasico 19
Cloreto de Sadio 50
Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de Hidroxido de 15 mL
Potéssio

Agar 20 g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 6,8, a solucdo foi autoclavada a 1 atm em

temperatura de 121°C durante 20 minutos e armazenada em temperatura

ambiente.

4. Meio Uréia (CHRISTENSEN, 2012) 19
Peptona

Glicose 19
Cloreto de Sodio 50
Fosfato de Potassio Monobasico 20
Vermelho de Fenol 0,012 g
Agar 14 g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

98



O pH foi ajustado para 6,8, a solucdo foi autoclavada a 1 atm em

temperatura de 121°C durante 20 minutos e armazenada em temperatura

ambiente.

5. Meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999)
Glicose

Fosfato Tricélcico

Cloreto de Magnésio

Sulfato de Magnesio

Cloreto de Potéassio

Sulfato de Amonio

Agar

Agua destilada

159
g.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 6,8, a solucdo foi autoclavada a 1 atm em

temperatura de 121°C durante 20 minutos e armazenada em temperatura

ambiente.

6. Meio Pikovskaya (PIKOVSKAYA,
1948) Extrato de Levedura
Dextrose

Fosfato de Calcio

Sulfato de Amonio
Cloreto de Potéassio
Sulfato de Magnésio
Sulfato de Manganés
Sulfato de Ferro

Agar

Agua destilada

0,59

10 ¢

59

059

0,2¢g

01g

0,0001 g
0,0001 g

159

g.s.p. 1000 mL
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O pH foi ajustado para 6,8, a solucdo foi autoclavada a 1 atm em
temperatura de 121°C durante 20 minutos e armazenada em temperatura

ambiente.
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ANEXO Il
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Figura 1. Dendrograma definido pelo método de agrupamento UPGMA
utilizando a coeficiente de similaridade de Jaccard em fungéo das caracteristicas
morfoldgicas e bioguimicas de 20 bactérias isoladas de milho e 4 estirpes de
referéncia SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161
(Sinorhizobium freedii), SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012
(Rhizobium leguminosarum).
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Figura 2: Dendrograma definido pelo método de agrupamento UPGMA
utilizando a coeficiente de similaridade de Jaccard com base nos fragmentos
amplificados da regido BOX e intergénica 16S-23S rRNA por PCR de 20
bactérias isoladas de milho e 4 estirpes de referéncia SEMIA 5079
(Bradyhizobium japonicum), SEMIA 6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA
4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum).
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ANEXO I11

Tabela 4: Crescimento bacteriano em 10 fontes de carbono.

Acido Acido Acido Nio—
Bactérias malico maleico mnicotinico Arabinose Frutose Glicose NMNMamnitol Sacarose Sorbitol inositol

MTS - + + + + e + 2 + s
NT10 < + + + g + 1% £ + b
MT13 - + + + g + + + g B
NT14 - + + + S 5 + + 4 B
NT2Z2 3 3+ + + ops + e + + +
NMNMI2Z2Z3 . + + + + + + + g B
NI26 - + + + R 5 + + 4 -
NT29 =3 4+ + + ops = . + g +
NMNTI30 - + + + == =t g =% e +
NMNMI31 - + + + R £ + + 4 =
NMNT39 = - + + 2g o= + - - +
NT40 - - - + + + + + + +
NT41 o + + + i3 + + s + 3
MT42 = — — o= + < + + + +
NT43 - - - + + + + + + +
NT4S = + + + + + + s + 3
MTS1 = 5 + + e . + g - +
NMNI70 - + + e + S + + + g
NIT74 = + + + + + + s 73 +
NMNI7TS = + + + = = 3 + + +
SEMIA S079 - + + + s TS + = + g
SEMIA 6161 - + + + 3§ + i I 73 3

SEMIA 4077 z + + + + + =8 e + +
SEMIA 3012 - — + + + + + e +

(+) Crescimento, (-) Auséncia de crescimento. Estirpes de referéncia: SEMIA 5079 (Bradyhizobium japonicum), SEMIA
6161 (Sinorhizobium freedii), SEMIA 4077 (Rhizobium tropici) e SEMIA 3012 (Rhizobium leguminosarum).
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