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Introdugdo

A disponibilidade de nitrogénio (N) é um dos fatores nutricionais limitantes
a produgéo agricola, bem como para a manutengao de ecossistemas. Afi-
xacao bioldgica de nitrogénio (FBN) constitui a principal via de incorporagao
do N a biosfera. A simbiose com rizobios eficientes no processo de FBN
pode resultar no fornecimento de todo o N necessario ao desenvolvimento
de diversas leguminosas, tais como a soja (Hungria et al., 1994).

O métedo qu\e vem sendo empregado com maior sucesso no Brasil paraa -
selecdo de estirpes adaptadas para a cultura da soja consiste na inocula-
¢do de uma 4rea, sucedida por um periodo de adaptagéo e o reisolamento
das bactérias de nodulos radiculares e verificagdo da eficiéncia dessas
estirpes.

Uma das estirpes que foi obtida utilizando tal metodologia foi a CPAC 402,
Por apresentar caracteristicas contrastantes entrelagdo a inicialmente ino-
culada (como acidificagdo em meio YM acrescido de azul de bromotimol,
elevada producdo de mucopolissacarideos e eficiéncia superior na FBN
e nodulacdo), esta estirpe foi caracterizada geneticamente. Atraves da
andlise de genes ribossomais e simbidticos, constatou-se que se tratava
de uma estirpe de Sinorhizobium fredii provida de genes simbitticos de
Bradyrhizobium japonicum (dados néo apresentados)
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A estirpe CPAC 402 foi isolada de nodulo de planta de soja que havia
sido inoculada com a estirpe de B. japonicum CPAC 7, em um solo dos
Cerrados ausente de estirpes bacterianas nativas capazes de nodular e
fixar nitrogénio na soja. Desta forma supde-se que essa possa ser uma
estirpe nativa do solo dos Cerrados que tenha adquirido a capacidade de
nodular e fixar o nitrogénio em plantas de soja através da transferéncia
lateral de genes a partir da estirpe de B. japonicum inoculada.

Objetivos

Caracterizar a estirpe CPAC 402 de S. fredii quanto aos paré@metros de
produgio de melanina, PCR multiplex dos genes nolXWBTUV de S. fredii
e RSa de B. japonicum, amplificagdo por PCR e caracterizagao do gene
ribossomal 23S e obteng&o do perfil plasmidial.

Material e Métodos

Caracterizagdo da produ¢io de melanina

A produgao de melanina foi identificada em algumas espécies bacterianas,
inclusive em rizébios, sendo inicialmente descrita em estirpes de Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli. A estirpe CPAC 402 de Sinorhizobium fre-
dii foi testada quanto a tal capacidade, juntamente com estirpes padrées
das espécies S. fredii, B. japonicum e B. elkanii, segundo a metodologia
descrita por Cubo et al. (1988). Para tanto, as bactérias foram crescidas
(3 a 4 dias para as estirpes de crescimento répido e 7 dias para as de
crescimento lento) em meio TY, suplementado com L-tirosina (600pg/ml)
e CuSO, (40pg/ml). A presenga de um pigmento escuro e difuso apds a
adigdo de 0,05mL de SDS 10% em TBE e incubagdo por 24 horas é o
indicativo da produgdo de melanina.

PCR multiplex
Pastorino et al. (2003} desenvolveram uma metddologia sensivel e alta-
mente eficiente que possibilita a discriminagao entre S. fredii, B. japonicum

e S. xinjiangensis em uma Unica reagio de PCR (PCR multiplex), que foi
adotada nesta caracterizagdo. Os primers sdo baseados nas sequéncias
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dos genes noXWBTUV de S. frediie RSa de B. japonicum e a identificacéo
é feita através da presenca/auséncia de uma banda de 730kb ou de 90G
kb, respectivamente,

Amplificagdo do gene ribossomal 233

Variagbes no tamanho e nimero de fragmentos amplicados do gene ribos-
somal 23S s30 amplamente utilizados na identificagdo de estirpes (Parker,
2002). Assim, baseando-se em seqiléncias deste gene depositadas em
bancos de dados, Balatti (2005, comunicag3o pessoal) desenvolveu um

" par de primers especificos para a amplificagéo deste gene em estirpes do
género Sinorhizobium, utilizados neste trabalho.

Obtengido do perfil plasmidial

Para analisar a estirpe CPAC 402 quanto & presenga e niimero de plasmi-
deos, uma metodologia de lise das células diretamente no pogo do gel foi
adotada. Para tanto, foram obtidas culturas em meio TY das estirpes HH
103, USDA 205 e CPAC 402 de S. fredii, SEMIA 5079 e SEMIA 5080 de 8.
japonicum e SEMIA 5019 e SEMIA 587 de B. elkanii. Apés a lavagem das
células, as mesmas foram resuspensas em uma solugdo de resuspensao
contendo Tris-ficoll, lisozima, RNAse e tampao de corrida e logo aplicadas
no poge do gel de agarose.

A eletroforese foi feita em gel de agarose 0,5% em TBE, porém com uma
camada (de cerca de 3mm de espessura) de gel de agarose 0,5% + SDS
15% em TBE, disposta atras do pente acrilico utilizado para formar os po-
cos do gel. O SDS auxilia na lise das células e esta metodologia garante
a integridade do DNA plasmidial.

Resultados e Discussao

Producdo de melanina

As estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (B. japonicum) e SEMIA 587 e
SEMIA 5019 (B. elkaniiy apresentaram resposta negativa (dados ndo mos-
trados), corroborando com os dados obtidos por Cubo et al. (1988).

Segundo Cubo et al. (1988), na estirpe USDA 205 de S. fredii, a produgéo de
melanina parece estar relacionada com a presen¢a de um pequeno plasmi-
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deo ndo-simbidtico; a estirpe HH 103 da mesma espécie também apresentou
tal habilidade. No entanto, n&o foi detectada a produgéo de melanina pela es-
tirpe CPAC 402, assim como a estirpe SMH 12. A correlagdo entre produgéo
de melanina e atividade simbiética ainda nao foi estabelecida, porém varias
implicagdes bioldgicas sio sugeridas (Mercado-Blanco et al., 1993).

(usonas |

Figura 1. Detecgéo daprodugdode

melanina por estirpes de

ot S. fredii.

PCR multiplex

AFigura 2 apresenta os respectivos produtos obtidos pela reagdo de PCR
multiplex. A estirpe CPAC 402 apresentou tanto a banda caracteristica da
espécie S. fredii (de 730 kb) quanto o preduto de amplificagdo de seqiién-
cias RSa (de 900kb). Goetifert et al. (2002), através do seqiienciamento
dailha simbidtica da estirpe USDA 110 de B. japonicum ressalta o grande
nimero de copias de seqiiéncias RSa nesta regido, o que foi posteriormente
confirmado por Kaneko et al. (2002), que realizou o seqiienciamento do
genoma completo da mesma estirpe. Assim, a hipbtese de transferéncia
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: Figura 2. PCR multiplex. M: marca-
dor de peso molecular; 1:
SEMIA 134; 2:CPAC 402;
3:SEMIA 103; 4:SEMIA
135; 5:SEMIA 5079; 6:
SEMIA 5080; 7:SEMIA
SRR 5019; 8:HH 103; 9:USDA
Bl vl L e e 205; 10:USDA 257.
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lateral da ilha simbiética de estirpe inoculante de B. japonicum para a es-
tirpe CPAC 402 é novamente evidenciada.

Amplificagdo do gene 23S rRNA

Os produtos de PCR das estirpes de S. meliloti e S. fredii apresentaram
tamanhos variaveis, entre 506 e 344kb’ Como pode ser observado na
Figura 3, tanto as estirpes de B. japonicum quanto a estirpe USDA 5019
de B. elkanii ndo apresentaram produto de amplificagéo. A estirpe CPAC
402 de S. fredii apresentou uma banda de mesmo peso molecular que a
estirpe HH 103 da mesma espécie e das estirpes SEMIA 103, SEMIA 134
e SEMIA 135 de S. meliloti. Variagdes no tamanho entre cépias distintas
do gene ribossomal 23S sdo a provavel explicagéo para as multiplas ban-
das encontradas na estirpe SEMIA 6161 e USDA 257, como previamente
descrito por Laguerre et al. (1996).
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Figura 3. Produtos de amplificagdo por PCR utilizando primers especificos para
regido do gene ribossomal 23S rRNA do género Sinorhizobium. M:
marcador de peso molecular; 1:SEMIA 6161; 2:SEMIA 103; 3:SEMIA
134; 4:SEMIA 135; 5:SEMIA 5079, 6:SEMIA 5080; 7:SEMIA 5019; 8:
CPAC 402; 9; 9.8; 10:USDA 257; 11:HH 103.

Obtengido do perfil plasmidial

Como pode ser visto na Figura 4 e corroborando com experimentos
anteriores, as estirpes estudadas de B. japonicum e B. elkanii ndo
possuem plasmideos. A estirpe CPAC 402 apresentou quatro plasmi-
deos, assim como a estirpe USDA 205; no entanto, o quarto plasmideo
apresentado no perfil possui tamanho menor do que o0 menor plasmideo
da USDA 205.
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Fi‘gura 4. Perfil plasmidial das estirpes: 1:HH 103; 2:USDA 205; 3:CPAC 402; 4:
SEMIA 5079; 5:SEMIA 5080; 6:SEMIA 587 e 7:SEMIA 5019,

Consideragdes Finais

A transferéncia lateral de genes simbidticos possui grande importancia,
pois capacita a bactéria a explorar um novo nicho ecolégico. Além disso,
a ocorréncia de tal processo abre novas perspectivas ao estudo da taxo-
nomia dos rizébios. Os resultados obtidos com o presente estudo permi-
tiram a identificacdo da ocorréncia da transferéncia horizontal de gentes
simbidticos a partir de estirpe inoculada para rizébio nativo dos solos dos
Cerrados (CPAC 402), bem como demanstrar as caracteristicas mistas
desta estirpe. O conhecimento da ocorréncia desses eventos permitira o
desenvolvimento de novas estratégias para a busca de estirpes de rizébios
mais eficientes e competitivas na FBN.
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