Caracterizacdo de Rizobios
Endofiticos de Milho por
Meio da Amplificacao

de Genes Simbiédticos e
Producdao de Compostos
Inddlicos in vitro

Characterization of Endophytic
Rhizobia from Maize by Symbiotic
Genes Amplification and in vitro
Production of Indolic Compounds

Resumo

Objetivou-se caracterizar uma colecao de rizébios endofiticos do
milho por meio da amplificacao de genes simbidticos e producao
de compostos inddlicos. A amplificacdo dos genes simbidticos foi
feita por meio de reacdes de duplex-PCR para os genes nodC e
nifH. A caracterizacao bioquimica foi realizada pela quantificacao
de compostos auxinicos produzidos em meio suplementado com
triptofano. Dos 102 isolados avaliados, 89 foram positivos para a
amplificacao dos genes nifH e nodC. Destas bactérias, 78 bactérias
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foram caracterizadas como produtoras de auxinas, com destaque
para os isolados LMC16 e LMG27 que se destacaram das demais
bactérias.

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

Introducao

As bactérias promotoras de crescimento sdo aquelas que se associam
a diversas espécies vegetais e contribuem para crescimento e
desenvolvimento de plantas de interesse econémico (ESTRADA et
al., 2013). Estes micro-organismos apresentam diversos mecanismos
de acao como, por exemplo, fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) e

a producao de hormonios reguladores do crescimento vegetal, tais
como auxinas, giberelinas e citocininas.

A FBN é realizada por bactérias diazotréficas que possuem o
complexo enzimatico da nitrogenase, capaz de catalisar a reducao

do nitrogénio atmosférico (FERNANDES JUNIOR et al., 2013). Os
reguladores de crescimento vegetal da classe das auxinas, produzidos
no meristema apical das plantas, tém a funcao de promover o
crescimento de raizes e caules através do alongamento celular
(CENTELLAS et al., 1999). Este fitormbnio pode ter sua producao
realizada também por bactérias associativas, por isso é importante
avaliar a capacidade microbiana em produzir este regulador. Muitas
bactérias diazotr6ficas sao capazes de auxiliar no crescimento vegetal
por meio de outros mecanismos além da FBN, como a producao de
compostos indélicos, por exemplo.

Diversas bactérias podem se associar a espécies vegetais e nos
ultimos anos estirpes de rizébio tém sido obtidas e caracterizadas.
Rouws et al. (2014) propuseram a abordagem de se inocular extratos
vegetais oriundos de gramineas em leguminosas como plantas-

isca para a obtencao de rizébios. Utilizando a mesma abordagem,
Cavalcanti (2016) isolou uma grande diversidade de rizébios oriundos
de extratos de raizes e colmos de milho (Zea mays L.) cultivado na
regido semiérida, utilizando o feijdo-caupi como planta-isca.

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacao dos isolados
rizobianos com a abordagem molecular e bioquimica por meio da
amplificacao dos genes nifH e nodC em uma reacao de duplex-PCR
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Material e Métodos

Neste trabalho foram avaliadas 102 bactérias diazotréficas isoladas
de plantas de milho das variedades BRS Caatingueiro e BRS
Gorutuba cultivadas nos Campos Experimentais de Bebedouro e
Mandacaru, nas dependéncias da Embrapa Semiarido. Estes isolados
estao depositados na Colecao de Culturas de Micro-Organismos de
Interesse Agricola da Embrapa Semidrido (CAVALCANTI, 2016).

Para autenticacao molecular dos isolados de leguminosas foi utilizado
um protocolo de duplex PCR para amplificacdo simultanea de
fragmentos dos genes nodC e nifH segundo Fernandes Junior et al.
(2013). O DNA das amostras foi extraido utilizando um kit comercial,
de acordo com as instrucdes do fabricante. A realizacao das reacoes
de PCR foram realizadas com o par de iniciadores PolF e PolR, para a
amplificacao de um fragmento do gene nifH, com aproximadamente
360 pb, e o par de iniciadores nodCFor e nodCRev para amplificacao
de um fragmento de aproximadamente 980 pb do gene nodC. As
condicoes da PCR foram realizadas de acordo com Fernandes Junior
et al. (2013). Os produtos da PCR, corados com GelRed (Biotium),
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) a 100
V por 120 minutos e visualizado em transluminador sob luz UV.

As bactérias selecionadas nas reacoes de duplex-PCR foram avaliadas
quanto a capacidade de produzir compostos indélicos in vitro. Cada
bactéria foi inoculada em meio YM liquido e incubada sob agitacao
constante por trés dias para a producao de um pré-inéculo que foi
novamente inoculado em meio YM liquido suplementado ou ndao com
triptofano, e colocado sob agitacdao constante durante 7 dias.

Apés esse periodo avaliou-se a densidade 6tica (DO) das culturas
(540 nm) em espectrofotbmetro, ajustando-se sua concentracao para
DO,,,= 0,5. Aliquotas de 1ml foram centrifugadas durante 3 minutos
a 6000 rpm. Ao sobrenadante foi adicionado o reagente de Salkowski
(2% de FeCl, 0,5 M em 35% de &cido perclérico) na proporgao

de 2:1. Em seguida a mistura foi incubada no escuro durante 30
minutos. Apds esse periodo, leituras a 530 nm foram procedidas em

espectrofotdmetro em microplacas de ELISA.

Para a estimativa da producao de AlA, utilizou-se uma curva

padrao, previamente obtida, com concentracdes conhecidas de AIA
sintético. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
utilizando-se o programa Sisvar.
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Resultados e Discussao

A escolha das bactérias do isolamento de nédulos de feijao-caupi foi
feita por meio de duplex-PCR (Figura 1). Nestas reacoes, dos 102
isolados avaliados, 89 foram positivos para a amplificacdo simultanea
de fragmentos dos genes nifH e nodC.

Esta abordagem metodolégica permite a avaliacdo prévia da
capacidade diazotréfica e nodulifera de bactérias isoladas de nédulos
de leguminosas reduzindo o nimero de isolados que serao testados
em ensaios de autenticacao em condicdes de casa de vegetacao
(FERNANDES JUNIOR et al., 2013).

ra 53 54 55 S5S6 57 S8 59 €0 61 62 &= &5 L=

1500bp
nodC

700bp

300bp

Figura 1. Amplificacdo de fragmentos dos genes nifH e/ou do gene nodC de isolados
rizobianos no método de Duplex-PCR.

Apds confirmar a amplificacdo no duplex procedeu-se os estudos de
producao de compostos auxinicos pelas bactérias (Tabela 1). Dos 86
isolados, 11 nao produziram auxina com suplementacao de triptofano.

Tabela 1. Producédo de compostos inddlicos (ug mL™") por bactérias
diazotréficas isoladas de milho (Zea mays L.), na presenca (C/) e
auséncia (S/) de L-triptofano (L-try).
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Isolados

LMC16
LMG27
LBC62
LMG28
LMG29
LMG6
LMC26
LMC24
LBC66
LBC63
LBC70
LBC72
LBC73
LBC90
LBG68
LBC87
LBC61
LBC88
LMC15
LBG100
LBC60
LBG69
LBG52
LBG53
LBG93
LBG95
LBG54
LMC10
LBC89
LBG84
LBC75
LBC94
LBG99
LBC85
LBG82
LBC79
LBC71
LBC78
LBC92
LBC91
LBC67
LBC74
LBG97

BR 3267
BR 3299

Parte da
planta
raiz
raiz
solo
raiz
solo
solo
solo
solo
raiz
solo

Adubacéo

c/N
c/N
s/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
s/N
s/N
s/N
s/N
s/N
c/N
s/N
c/N
s/N
c/N
c/N
c/N
s/N
s/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
s/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
s/N
s/N
s/N
c/N
c/N
s/N
s/N
c/N

C/ L-try

525,46°
412,64°
302,77b
298,8b
242,64b
217,26b
182,36b

62,99¢
53,66¢

S/ L-try

Ob
Ob
Ob
131,73a
1,98b
115,29a
Ob
Ob
5,63b
Ob
41,07a
Ob
25,29a
22,87a
23,93a
Ob
19,6a

Ob
55,73a
30,16a
Controles
55,04a
30,6a

Isolados

LBGb57
LBC80
LBG65
LBC58
LBC56
LBC76
LBCb5
LMG37
LBC77
LBC64
LMC17
LBC59
LMG34
LMG31
LMG36
LMG32
LBC81

LBG86
LBG83
LBG96

LMC2

LMG31
LBG98

Parte da
planta
raiz
solo
raiz
raiz
solo
solo
raiz
raiz
solo
solo
solo
raiz
solo
raiz
solo
solo
raiz
raiz
raiz
colmo
solo
raiz
colmo
solo
raiz
solo
solo
raiz
raiz
solo
raiz
solo
solo
solo
solo
solo
colmo
solo
solo
solo
solo
solo
solo

Adubacéao

c/N
s/N
s/N
c/N
c/N
s/N
c/N
s/N
s/N
s/N
c/N
c/N
s/N
c/N
s/N
s/N
c/N
c/N
c/N
c/N
s/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
s/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
c/N
s/N
c/N
c/N
c/N
c/N

C/ L-try

44,99¢
43,66¢
43,44c
43,22¢
42,77c
42,55¢
42,33c
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Os isolados que apresentaram maiores niveis de producao dos
compostos inddlicos foram LMC16 e LMG27. Ademais, sete
isolados mostraram-se capazes de produzir compostos indélicos em
taxas superiores ao observado para as duas estirpes de referéncia
utilizadas. A suplementacéao de triptofano uma vez que é um dos
precursores da biossintese de acido indol acético (PAEPEN et al.,
2007). Endofiticamente, a producao de compostos indélicos pode
aumentar o volume de raizes secundarias, o que favorece a absorcao
de 4gua e nutrientes. Assim, a selecao de bactérias capazes de
produzir elevadas quantidades de compostos indélicos pode revelar
isolados com potencial para promocao de crescimento vegetal.

Conclusao

Grande parte dos isolados rizobianos foi selecionada por meio da
amplificacao dos genes simbiéticos na abordagem de Duplex-PCR.
Dentre os isolados avaliados hd micro-organismos com o potencial
para a promocao do crescimento vegetal por meio da producao de
compostos indélicos.
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