Caracterizacdao Molecular
de Bactérias Promotoras
do Crescimento Vegetal
Isoladas de Milho por Meio
da Amplificacao do Gene
nifH perfis de ARDRA

Molecular characterization of plant
growth promoting bacteria from
maize by amplification of n/fH
gene and ARDRA profiles

Resumo

Ha poucas informacdes a respeito da diversidade e do potencial
biotecnolégico dos micro-organismos do solo no Semiarido, em
especial daqueles envolvidos com processo de fixacao biolégica de
nitrogénio. O objetivo deste trabalho foi determinar a diversidade de
uma colecao de bactérias associadas ao milho (Zea mays L.) em solos
do Semidrido. As bactérias foram avaliadas quanto a amplificacéo

de um fragmento do gene nifH por meio de PCR e pela técnica de
ARDRA. Dentre as 72 bactérias testadas, 47 foram considerados nifH
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positivos e a andlise dos perfis de ARDRA mostrou que o local de
origem dos isolados foi fator determinante para o agrupamento das
bactérias.

Palavras chave: fixacao biolégica de nitrogénio, promocao de
crescimento, inoculante.

Introducao

Existem bactérias que sdao capazes de melhorar o crescimento das
plantas e protegé-las de estresses abidticos e bidticos por meio

de diversos mecanismos de acdo como a fixacao biolégica do N,
disponibilizacdo de nutrientes insollveis, controle de fitopatégenos,
dentre outros. Dentre as familias botanicas de nao leguminosas, a
familia das gramineas (Poaceae) é a mais bem estudada e com grande
numero de bactérias isoladas em diversos estudos ao redor do mundo
nos ultimos 60 anos (BALDANI et al., 2014).

O estudo de diversidade de bactérias de gramineas tém revelado
associacOes com potenciais de exploracao para a producao de
biofertilizantes, podendo substituir parcialmente a utilizacao de
fertilizantes quimicos, principalmente os nitrogenados. A capacidade
do milho (Zea mays L.) em estabelecer relacdes rizosféricas e/ou
endofiticas com varios géneros bacterianos tém sido documentada ao
longo dos ultimos anos (BALDANI et al., 2014; SILVA et al., 2016).
Entretanto, poucos resultados foram obtidos para a regidao semiarida
do Brasil e estudos focando a obtencao de novos isolados nesta
regidao, podem revelar bactérias com potencial biotecnolégico para a
producao de inoculantes mais eficientes para o Semiarido.

A avaliacao da diversidade de micro-organismos promotores de
crescimento vegetal é uma etapa fundamental do processo de selecao
de bactérias com potencial biotecnolégico. A amplificacdo de genes
simbidticos é uma abordagem inicial que pode reduzir o quantitativo
das bactérias que serdo avaliadas nas etapas posteriores, com vistas
de reduzir o tempo e os recursos empregados por meio da selecao

de micro-organismos que sao, putativamente, mais eficientes para

a promoc3o do crescimento vegetal (FERNANDES JUNIOR et al.,
2013).
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Do ponto de vista da biodiversidade, a técnica de andlise de restricao
do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) é de baixo custo e de facil
execucdo, sendo capaz de agrupar os isolados de acordo com suas
caracteristicas filogenéticas e podendo ser utilizada para grandes
colecdes a fim de selecionar isolados bacterianos para avaliacoes mais
dispendiosas e laboriosas (LIMA et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de genes nifH em
bactérias isoladas de milho, bem como avaliar a diversidade genética
dos isolados nifH positivos por meio da técnica de ARDRA.

Material e Métodos

Neste trabalho foram avaliadas 72 bactérias diazotréficas isoladas de
plantas de milho das variedades BRS Caatingueiro e BRS Gorutuba
cultivadas nos Campos Experimentais de Bebedouro (42) e Mandacaru
(30), nas dependéncias da Embrapa Semiarido (CAVALCANTI, 2016).
Os isolados bacterianos utilizados estdo depositadas na Colecao de
Culturas de Micro-Organismos de Interesse Agricola da Embrapa
Semiérido.

As bactérias foram reativadas em meio de cultura Dyg s liquido e a
extracao do DNA foi realizada pelo método de lise celular por choque
térmico com fervura e congelamento (FERNANDES JUNIOR et al.,
2013). Os isolados bacterianos que apresentaram capacidade de
formacao de pelicula em meio semissélido foram avaliados quanto a
presenca do gene nifH, que codifica a enzima dinitrogenase redutase
do complexo enzimatico nitrogenase, por meio da reacao em cadeia da
polimerase (PCR).

A PCR para o fragmento do gene nifH foi realizada com o mix contendo
tampéo de reacdo 1X; 2,5 mM MgCl; 1,2 dNTP mM; 1,0 U Taqg DNA
polimerase e 1,0 uM de cada iniciador PolF e PolR de acordo com a
metodologia adaptada por Fernandes Junior et al. (2013). Para os
isolados que nao apresentaram resultados positivos para a amplificacao
do gene nifH, foi realizada a técnica de Nested-PCR. A primeira

reacao foi conduzida para o gene nifH como descrito acima. Para a
segunda reacao, utilizou-se um par de oligonucleotideos iniciadores
para nifH (SOARES et al., 2006). A reacdo de Nested-PCR e o ciclo

de amplificacdo foram realizados da mesma forma descrita acima,
diferindo-se apenas pela utilizacao de 0,35 uL do produto da primeira
PCR como molde. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose 1,5% a 100 V por 120 minutos.
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Os isolados selecionados por meio da amplificacdo de um fragmento

do gene nifH tiveram a variabilidade genética avaliada por ARDRA.
Primeiramente foi amplificado o gene para a subunidade ribossomal 16S
rRNA com os iniciadores universais 27F e 1492R. Os produtos foram
digeridos utilizando-se as endonucleases Hinfl, Hhal e Mspl. O meio de
reacao para a restricao enzimatica foi constituido de 10 yL do produto da
PCR do gene 16S rRNA, 2uL do tampao de reacédo da enzima e 2uL da
enzima de restricdo. A reacao de digestdo foi incubada a 37 °C por 16
horas. O DNA digerido foi analisado em eletroforese conforme descrito
acima.

As imagens dos géis foram analisadas com o auxilio do programa
BioNumerics v 7.0. Apds a padronizacao das imagens, os dendrogramas
de similaridade foram construidos utilizando-se o algoritmo UPGMA e o
coeficiente de Dice.

Resultados e Discussao

Dos 72 isolados, 47 (33 da area de Mandacaru e 14 de Bebedouro)
amplificaram o gene nifH na reacdo de Nested-PCR, como é possivel se
observara para alguns dos isolados na Figura 1. Os isolados que cresceram
em meio semissoélido sdo potencialmente diazotréficos por apresentarem a
capacidade de formar pelicula em condicdes microaerofilicas (BALDANI et
al., 2014).
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Figura 1. Amplificacdo do gene nifH com os iniciadores PolF e PolR na primeira reacéo e nifHF
e nifHR (nested) de isolados de bactérias crescidas em meio semissélido.

As bactérias que apresentaram amplificacdo do gene nifH foram avaliadas
quanto a sua variabilidade genética por meio da técnica de ARDRA com o
emprego das endonucleases Hinfl, Hhal e Mspl (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma de similaridade de isolados bacterianos de milho por meio da técnica

de ARDRA-16S rRNA, utilizando as enzimas de restricdo Hinfl, Hhal e Mspl.

PM = Manda-

caru; PB= Bebedouro. GOR= BRS Gorutuba; CAT = BRS Caatingueiro; RAIZ = bactérias

isoladas da raiz; COLMO = bactérias isoladas do colmo.
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Apds a amplificacao, digestao das amostras e construcao do
dendrograma de similaridade, foi possivel observar que todos os
isolados apresentaram em torno de 35% de similaridade e que houve
a formacao de 13 subgrupos raros. Foi possivel observar, também, a
formacao de seis grupos concisos.

A éarea de origem dos isolados teve forte influéncia no agrupamento
das bactérias por meio da técnica de ARDRA, bem como a variedade
de origem e a parte da planta de onde as bactérias foram isoladas.
Avaliando-se a diversidade de bactérias de milho oriundas do Estado
de Roraima, Silva et al. (2016) também verificaram que o solo de
origem dos isolados apresentou forte influéncia no agrupamento,
corroborando com os resultados apresentados neste trabalho.

Conclusao

Foi observada grande diversidade da comunidade bacteriana isolada
de milho provenientes das duas areas de coleta, sendo o local de
origem dos isolados o fator determinante para o agrupamento das
bactérias por meio da técnica de ARDRA.
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