Amplificagcao de Fragmentos
dos Genes nifH e nodC

em Bactérias Obtidas de
Noédulos de Amendoim

Amplification of nifH and nodC
Gene Fragments in Peanut Root
Nodule Bacteria

Resumo

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar 577 isolados
bacterianos, obtidos de nodulos de amendoim (Arachis hypogaea L.),
pertencentes a Colecao de Micro-organismos de Interesse Agricola da
Embrapa Semiarido, quanto a amplificagao de fragmentos dos genes
nifH e nodC. As bactérias foram crescidas em meio de cultura liquido e
a extracao do DNA genoémico foi realizada por meio de choque térmico.
As reacoes de PCR foram realizadas com a utilizacao simultanea de dois
pares de iniciadores. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de
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agarose. Dos 577 isolados de amendoim analisados, em 571 houve a
amplificagdo de um dos genes e em cinco destes houve a amplificacao
simultanea dos genes nifH e nodC. Estes resultados indicam a presenca
de bactérias nao rizobianas em nédulos de amendoim.

Palavras-chave: rizobio, diversidade, fixacao biologica de nitrogénio.

Introducao

A fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) ¢ realizada por um grupo de
procariotos que possuem o complexo enzimatico nitrogenase. Algumas
destas bactérias podem se associar a espécies vegetais e disponibilizar
nitrogénio para a sua assimilacdo. Dentre as associacoes entre
bactérias diazotroficas e espécies vegetais, a mais bem estudada e
caracterizada é a simbiose rizobio-leguminosa (IBANEZ et al., 2009).

Ap6s estruturar uma colecao de culturas de rizobio, um passo
importante nas primeiras avaliacoes seletivas é a autenticacdo, ou
seja, a avaliacdo da capacidade nodulifera dessas bactérias na planta
hospedeira.

A equipe da Embrapa Semiarido desenvolveu, recentemente, um
protocolo que permite a reducdo do niumero de bactérias que serao
autenticadas pela reinoculacéo no hospedeiro original. A técnica
consiste na amplificagcdo concomitante de fragmentos do gene nifH,
que codifica a enzima nitrogenase redutase do complexo enzimatico
nitrogenase, e do gene nodC, que codifica enzimas envolvidas na
sintese dos fatores nod. Este procedimento tem sido adotado no
Laboratorio de Microbiologia do Solo da Embrapa Semiarido para a
selecdo inicial de rizobios isolados de diferentes plantas hospedeiras.
O objetivo deste trabalho foi realizar a amplificacdo dos genes nifH e/
ou nodC para uma colegcao com 577 isolados de rizobio de amendoim
(Arachis hypogaea L.).

Material e Métodos

Os isolados bacterianos analisados neste estudo foram obtidos por

Cunha (2014), de diferentes genétipos de amendoim cultivados em
quatro amostras de solos, coletadas na superficie, provenientes dos
municipios de Petrolina, PE e Barbalha, CE. Apds o cultivo em um
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experimento utilizando o amendoim como planta-isca, as bactérias
foram isoladas e purificadas, totalizando uma colegao com 577
isolados. Esses isolados estao depositados na Colecao de Micro-
organismos de Interesse Agricola da Embrapa Semiarido (Colegao ESA).

Para a extracdo de DNA dos isolados, as bactérias foram crescidas
em meio de cultura YM liquido, sob agitagao de 120 rpm, pelo

tempo de crescimento adequado a cada isolado (VINCENT, 1970).
Uma aliquota de 1 mL do caldo de cultivo foi centrifugado a 6.000

g por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido com igual volume de agua destilada esterilizada (ADE).
A suspensao bacteriana foi centrifugada e ressuspendida nas mesmas
condi¢Oes por mais uma vez.

A extracao do DNA foi realizada por meio do choque térmico de
acordo com Fernandes Junior et al. (2013). Em todas as extracoes,
foi utilizada a estirpe BR 322 de Rhizobium tropici como controle
positivo. Assim como a extragao de DNA, as amplificacoes dos
fragmentos dos genes nifH e nodC também foram realizadas de
acordo com Fernandes Junior et al. (2013).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese horizontal a 100
V durante 30 minutos em gel de agarose a 1,5% (p/v) e corado com
brometo de etideo. Para comparar o tamanho das bandas, foi utilizado
um marcador molecular de 1 kb DNA Leader. As amplificacoes

para os fragmentos foram consideradas positivas de acordo com o
tamanho molecular de, aproximadamente, 360 pb para o gene nifH e
980 pb para o gene nodC.

Os isolados que apresentaram amplificacao para ao menos um dos
genes estudados tiveram suas caracteristicas fenotipicas classificadas
de acordo com o seu tempo de crescimento (rdpidas, intermedisrias
ou lentas); reacao de pH do meio (reacao acida, sem reacao ou
reacao alcalina); tamanho da colénia (menor que 1 mm, entre T mm

e 2 mm ou maior que 2 mm) cor da colénia, quantidade de muco
(pouco ou muito muco); tipo de muco (viscoso ou butirico).

Resultados e Discussio

Dentre os isolados bacterianos avaliados, 51 apresentaram
amplificagao positiva para, pelo menos, um dos genes estudados.
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Destes, cinco (101-2, 81-4, 109-4, 109-5 e 39-10) apresentaram
amplificacao simultaanea dos dois genes (Tabela 1). A baixa
frequéncia dos genes nodC na colegao estudada indicou que diversos
isolados nao rizobianos foram obtidos no processo de isolamento, o
que indica a coexisténcia destas bactérias em nodulos de amendoim.

Isolados nao rizobianos, pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Klebisiela e Enterobacter ja foram obtidos a partir de nodulos de
amendoim por |bafes et al. (2009). Neste estudo, os isolados

obtidos apresentavam caracteristicas compativeis com bactérias
promotoras de crescimento vegetal. O posicionamento taxonémico de
algumas das bactérias obtidas neste estudo foi realizado por Cunha
(2014) e os resultados revelaram a presenca de diversas bactérias
pertencentes a géneros nao rizobianos, principalmente Enterobacter.
Estudos complementares estao sendo realizados com esses isolados
para avaliar a sua diversidade e o seu potencial biotecnologico.

Tabela 1. Isolados bacterianos obtidos de nodulos de amendoim
(Arachis hypogaea L.) que apresentaram a amplificacdo do gene nodC
e/ou nifH e suas caracteristicas fenotipicas.

Isolado Frag!nento Caracteristicas fenotipicas'
amplificado
81-5 nifH R, AC, >2mm, CR, MM, V
123-10 nifH L, Alc, >2mm, Cr, PM, FI
94-10 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
100-4 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
115-7 nifH L, Alc, >2mm, Cr, PM, FI
90-9 nifH R, AC, >2mm, CR, MM, V
81-4 nodC + nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
81-3 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
101-2 nodC + nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
55-13 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
81-10 nifH R, AC >2mm, Am, MM, V
71-12 nifH R, AC, >2mm, Cr, MM, V
102-2 nifH R, AC >2mm, Am, MM, V
90-10 nifH R, AC, >2mm, Cr, MM, V
55-12 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
70-7 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
118-2 nifH R, AC, >2mm, Cr, MM, V
109-5 nodC + nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
55-11 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
115-8 nifH L, Alc, >2mm, Cr, PM, FI
109-4 nodC + nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
69-2 nifH R, AC, >2mm, Cr, MM, V
55-8 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
52-14 nifH R, N, 1Ta2mm, Cr, MM, V

Continua ...
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Continuacao.

Isolado Frag!nento Caracteristicas fenotipicas'
amplificado
8-3 nifH R, Ac, 1 a2 mm, Am, PM, V
109-9 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
67-3 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
72-4 nifH R, AC, >2mm, Cr, MM, V
81-7 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
50-15 nifH R, Ac, 1 a2 mm, Am, PM, V
115-7 a nifH I, Alc, P, R, PM, V
11-4 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
67-1 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
39-10 nodC + nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
69-16 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
127-1 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
50-16 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
50-18 nifH R, A_C >2mm, Am, MM, V
109-3 nifH R, AC, >2mm, Cr, MM, V
70-5 nifH R, AC, >2mm, Cr, MM, V
67-2 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
91-7 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
50-2 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
61-5-2 nifH LN, P, Cr, PM, V
55-4 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
109-1 nifH R, N, 1 a2 mm, Am, PM, V
90-14 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
127-2 nifH R, AC, >2mm, Cr, MM, V
102-1 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
58-11 nifH R, AC, >2mm, Am, MM, V
77-10 nifd R, AC, >2mm, Am, MM, V
Tempo de crescimento: R = rapido; | = intermediario; L = lento. Alteracao de pH

do meio: AC = &cida, Alc =alcalina, N = neutra. Tamanho da colonia (em mm); Cor
da colénia: Am = amarela, Cr = Creme; Producao de muco: MM = muito muco;
PM = Pouco muco; Tipo de muco: V = viscoso; F = floculoso; B = butirico.

Conclusao

As 51 bactérias que apresentaram a amplificagao para ao menos um dos
genes estudados também apresentam elevada diversidade fenotipica.
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