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Resumo — A cultura do milho € colonizada por
bactérias diazotréficas endofiticas, as quais podem
promover o crescimento das plantas através da fixacao
biolégica de  nitrogénio, sendo  importantes
principalmente em dreas com baixa disponibilidade
deste nutriente. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a diversidade de bactérias diazotréficas
endofiticas isoladas de milho cultivado em Roraima,
através da caracterizacdo genotipica. A caracterizacdo
genotipica foi avaliada através da andlise de ARDRA
16S rDNA (andlise de restricdo do DNA ribossomal
amplificado) de 26 bactérias diazotrdficas isoladas de
quatro cultivares de milho (Variedades BR106 e
BR4157 e os hibridos BRS1010 e BRS 3003)
cultivadas em drea de cerrado e de mata. Foi verificada
uma elevada diversidade genotipica entre as bactérias
diazotréficas tanto em drea de mata quanto em drea de
cerrado. Onze bactérias se agruparam com estirpes de
bactérias utilizadas como referéncia, sendo seis
semelhantes ao género Azospirillum e cinco ao género
Burkholderia. Quanto aos cultivares, foi verificada
maior diversidade entre as bactérias isoladas de
variedades em relagdo aos hibridos. Os resultados
indicaram que o gendtipo da planta hospedeira
seleciona determinadas estirpes bacterianas.
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INTRODUCAO

Plantas de milho (Zea mays L.) sdo colonizadas por
uma grande variedade de bactérias. Estas podem
contribuir significativamente para o desenvolvimento
vegetal e sdo conhecidas como bactérias promotoras de
crescimento de plantas (Kloepper e Schroth, 1978). Um
dos mecanismos envolvidos na promocdo do
crescimento € a fixac¢do bioldgica de nitrogénio (FBN).
As bactérias que realizam a FBN sdo conhecidas como
bactérias diazotréficas. Para a cultura do milho
diversos géneros de bactérias diazotréficas ja foram
relatados, como Azospirillum (Dobereiner e Pedrosa,
1987, Baldani et al., 1984; Mehnaz et al., 2007a e b)
Herbaspirillum (Baldani et al., 1986), Burkholderia
(Reis et al., 2004; Caballero-Mellado et al., 2004; Perin
et al., 2006), Paenibacillus (von der Weid et al., 2002),
etc.

Em estudo recente no Estado de Roraima foram
isoladas bactérias diazotréficas de plantas de milho
cultivadas em drea de cerrado e de mata com elevada
diversidade morfolégica (Gomes, 2009). Posteriormente,
foi verificado que essas bactérias possuem também elevada
diversidade metabdlica, sendo capazes de fixar nitrogénio
atmosférico, produzir 4cido indol acético e solubilizar
fosfatos inorganicos (Perin et al., 2010), o que evidencia o
potencial para a promocdo do crescimento vegetal. No
entanto, ndo hd estudos quanto a diversidade genotipica
dessas bactérias associadas as plantas de milho.

A caracterizac¢do genotipica de bactérias diazotréficas é
ferramenta util para o conhecimento da diversidade, sua
distribuicdo no ambiente, e sua intera¢cdo com diferentes
gendtipos vegetais. Para caracterizacdo genotipica de
bactérias, a técnica conhecida como ARDRA (andlise de
restricdo do DNA ribossomal) € uma ferramenta util e
rdpida para andlise da diversidade (Grifoni et al., 1995). Os
RNAs ribossomais sdo considerados crondmetros
moleculares, pois sdo moléculas universais que sofrem
poucas influéncias por mudangas no meio ambiente.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
diversidade genotipica de bactérias diazotréficas isoladas
de milho cultivado em Roraima.

MATERIAL E METODOS

Origem das bactérias diazotrificas

Vinte e seis bactérias diazotréficas endofiticas isoladas
do colmo e raizes de quatro cultivares de milho (os
hibridos BRS 1010 e BRS 3003, e as variedades BRS 4157
e BR 106) (Gomes, 2009) foram estudadas. As plantas
foram coletadas em dreas experimentais da Embrapa
Roraima, no Campo Experimental Agua Boa (CEAB),
municipio de Boa Vista, representativo de drea de cerrado
(N 02° 15°00”” e W 60° 39°54"") e, no Campo Experimental
Confianca (CEC), municipio do Cantd (N 02° 39’48’ e W
60° 50’ 15”’), que compreende uma regido de mata. A
capacidade em fixar nitrogénio foi detectada através do
crescimento em meio semi-sélido livre de nitrogénio
(Gomes, 2009) e presenca do gene nifH (Perin et al., 2010).

Extragcd@o do DNA genémico e amplificacdo do gene
16S rDNA

A extracdo de DNA foi realizada através do kit RBC,
Bioamérica (cat. YGB300). Para a caracterizagdo
genotipica, o gene 16S rDNA das bactérias foi amplificado
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utilizando os inciadores Y1 (Young et al., 1991) e B3
(Brosius et al., 1991 apud Haukka, 1996). Para 50 ul
de reacdo foram utilizados: 2,0 mM de MgCl,; 200 uM
de dNTP; 0,12 uM de cada oligonucleotideo iniciador
e 1U de Tag DNA polimerase. A reacdo de
amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf
Mastercycler®, Alemanha. As condi¢des de
amplificacdo foram: desnaturacdo inicial (95°C por 2
min), 30 ciclos de desnaturacdo (93°C por 45 s),
anelamento (62°C por 45 s), extensdo (72°C por 2 min)
e uma extensao final (72°C por 5 min). Cinco bactérias
diazotréficas foram incluidas como referéncia:
Azospirillum amazonense BR11140; Azospirillum
lipoferum BR11080; Burkholderia tropica BR11366;
Burkholderia kururienses BR11340 e Herbaspirillum
rubrisubalbicans BR11192.

Andlise de Restricio do DNA Ribossomal
Amplificado (ARDRA)

O produto amplificado foi clivado com cinco
enzimas de restricdo, Mspl, Rsal, Hinfl, Haelll e Hhal.
As condicdes para uma reagdo de 10 pl foram: 5U da
enzima; 1,0 uL de tampdo da enzima e 6 pL do
produto do gene 16S rDNA amplificado. A reagdo foi
incubada a 37°C por 12 horas. Os fragmentos foram
analisados em gel de agarose (3%) a 120 V por 4 horas.
A visualizag@o dos fragmentos foi realizada através da
coloragdo com Gel Red, e fotografadas em sistema de
fotodocumentacido UVP.

Anadlise de agrupamento

Os perfis de restricdio foram analisados e suas
similaridades estimadas pelo coeficiente de Jacard e
agrupadas pelo método UPGMA (average linkage
clustering) utilizando o programa Bionumerics versao
6.5 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que hd uma grande diversidade
genotipica entre as bactérias isoladas do milho,
ocorrendo poucos perfis com 100% de similaridade
entre as bactérias isoladas e as estirpes referéncia
(Figura 1). Foi possivel verificar a formacdo de 5
grandes grupos considerando cerca de 40% de
similaridade (Figura 1). No grupo Gl1 seis bactérias se
agruparam com as estirpes referéncia de Azospirillum.
No grupo G2, cinco bactérias foram agrupadas
préoximo a Burkholderia kururiensis, sendo que trés
delas apresentaram 100% de similaridade com esta
estirpe. J4 o grupo G3 foi composto por uma bactéria e
uma estirpe referéncia de Burkholderia tropica, no
entanto, seus perfis apresentam baixa similaridade. O
grupo G4 foi composto apenas por cinco bactérias
isoladas do milho, sendo quatro com o perfis
semelhante em todas as enzimas avaliadas e acima de
90% de similaridade. O ultimo grupo foi composto por
nove bactérias, com perfis semelhantes nas enzimas
Haelll, Hhal e Hinfl, mas com diferencgas no padrdo de
bandas nas enzimas Mspl e Rsal.

Quando comparado o perfil de ARDRA dos
isolados com seu local de origem verificou-se que as
bactérias oriundas de diferentes locais estdo
distribuidas em todos os grupos, mostrando haver
pouca influéncia do ambiente. No entanto, quanto a
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cultivar hospedeira (hibrido ou variedade), verificou-se
uma maior diversidade genotipica das bactérias isoladas de
variedades (Tabela 1). Bactérias isoladas da variedade de
milho BRS 4157 estdo distribuidas em todos os grupos, e
da variedade BSR 106 em trés grupos. Para as bactérias
isoladas dos hibridos, foram encontradas em apenas dois
grupos (Tabela 1). Estes resultados corroboram com os
resultados anteriores obtidos por Gomes (2009) que
verificou maior ndmero de bactérias isoladas de
variedades, as quais apresentaram maior {indice de
diversidade morfoldgica.

Tabela 1. Total de bactérias diazotroficas isoladas e
distribui¢do dentro de cada grupo genotipico por 16S
rDNA ARDRA nas cultivares de milhos BRS 1010 e
BRS 3003 (hibridos) ¢ BRS 4157 e BRS 106

(variedades).

Total de Grupos

Cultivares bactérias o
. Genotipicos
isoladas

BRS 1010 4 2e5

BRS 3003 2 le5

BRS 4157 14 1,2,3,4e5

BRS 106 6 1,2,5

Os resultados obtidos evidenciam uma grande

diversidade genotipica, correlacionando-se com estudos
anteriores que detectaram uma elevada diversidade
morfolégica (Gomes, 2009) e metabdlica (Perin et al.,
2010). Esta diversidade encontrada entre os isolados
representa um potencial para a promog¢do do crescimento
em plantas de milho, principalmente em solos de baixa
fertilidade e com baixo teor de matéria organica
encontrados no Estado de Roraima.

Estudos futuros serdo conduzidos com os representantes
de cada grupo genotipico para verificar sua capacidade em
promover o crescimento vegetal em plantas de milho.

CONCLUSOES

1. Existe uma grande diversidade genotipica entre as
bactérias diazotrdficas isoladas de milho.

2. A andlise do ARDRA 16S rDNA indica que mais de
50% dos isolados ndo pertencem aos gé€neros Azospirillum,
Herbaspirillum e Burkholderia.
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Figura 1. Dendrograma de similaridade de perfil de ARDRA de bactérias diazotréficas isoladas de milho cultivado em
Roraima e cinco estirpes referéncia. A similaridade dos perfis das cincos enzimas (.Mspl, Rsal, Hinfl, Haelll e
Hhal) foi calculada utilizando o coeficiente de Jacard e agrupados pelo método UPGMA. * C: campo experimental
Confianca (mata); AB: campo experimental Agua Boa (cerrado). **Cultivares de origem: hibridos (BRS 1010 e

BRS 3003) e variedades (BRS 4157 e BRS 106).



