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RESUMO - Diferentes géneros de bactérias
diazotroficas, além de fixar N, atmosférico, também
promovem o crescimento de plantas pela producdo de
horménios vegetais e disponibilizacdo de outros
nutrientes como o fésforo. O objetivo deste trabalho foi
isolar e identificar bactérias diazotréficas endofiticas de
milho (Zea mays L.) sob plantio direto e convencional,
em sistema agroecoldgico e convencional. O isolamento
foi realizado em meios de cultura livres de N (LGI, JNFb
e JMV), totalizando 86 isolados. Por meio do
sequenciamento do gene 16S DNAr foram identificadas
bactérias dos géneros Burkholderia spp., Agrobacterium
spp., Enterobacter spp., Stenotrophomonas spp.,
Rhizobium spp., Pseudoxanthomonas sp., Microbacterium
sp., Sphingomonas sp., Klebsiella spp., Bacillus sp.,
Xanthomonas sp., Leclercia sp., Pantoea sp., Dyella sp. e
Pseudomonas spp. O género Burkholderia representou
30% dos isolados, sequido de Agrobacterium com 14%.
O milho sob cultivo agroecolégico apresentou mais
isolados de bactérias endofiticas (24%). Assim, sistemas
menos sujeitos a acBes antropicas parecem ser hotspots de
diversidade para isolamento de microrganismos com
potencial para promocao de crescimento vegetal.
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nitrogénio; Burkholderia; 16S DNAr.

INTRODUCAO - A fixacéo bioldgica de N (FBN) em
ndo-leguminosas tem sido mais intensamente estudada,
com crescente interesse em estender esse beneficio a
cultura do milho (Chelius e Triplett 2001; Roesch et al.,
2008).

Varias espécies de bactérias potencialmente fixadoras
de N associadas a gramineas foram identificadas, tais
como  Azospirillum  spp., Burkholderia  spp.,
Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter diazotrophicus.
Essas bactérias podem colonizar a rizosfera e/ou toda a
planta e estabelecerem-se em nichos protegidos do
excesso de oxigénio ou de outros fatores, o que lhes
permite expressar seu potencial para FBN. Além dessas
espécies reconhecidas como diazotroficas, outros géneros
de bactérias também sdo encontrados em associagdo com

gramineas, por exemplo, Stenotrophomonas,
Sphingomonas, Bacillus, entre outras (Chelius e Triplett
2001; Castro-Gonzaélez et al., 2011; Shu et al., 2012).

Assim, o conhecimento sobre a diversidade de
bactérias associativas em sistemas de produgdo permite
aumentar o potencial de aplicacdo de seus beneficios (Shu
et al., 2012). Embora seja de senso comum que em
sistemas de produgdo conservacionistas haja maior
interacdo entre plantas e microrganismos, h& poucos
relatos de estudos sobre diversidade e abundancia de
bactérias diazotréficas endofitias em sistemas orgénicos
de producgdo de milho.

O objetivo deste trabalho foi isolar bactérias
diazotréficas endofiticas de milho cultivado em sistema
convencional e agroecolégico, e identifica-las com base
no sequenciamento do gene 16S RNAr.

MATERIAL E METODOS - O isolamento das bactérias
diazotréficas endofiticas foi realizado em marco de 2009,
em amostras da intersecgdo entre a raiz e o caule (coroa)
de plantas de milho cultivadas sob diferentes sistemas de
producéo (Tabela 1).

Foram coletadas dez plantas no estddio de
florescimento, em cinco pontos de cada sistema de
producdo, totalizando 50 amostras. Estas foram lavadas
em agua corrente, tiveram a superficie desinfestada com
alcool 70% (3 min) e hipoclorito comercial a 20% (5
min), e em seguida colocadas em uma solucdo tampéo
fosfato (0,05 M), enxaguadas em agua estéril novamente.
Amostras de tecido cortical de duas plantas (por ponto
coletado) foram trituradas em 90 mL de solucdo salina
estéril 0,85%. Aliquotas de 50 pL deste macerado foram
inoculadas em frascos contendo 5 mL dos meios semi-
solidos LGI, JNFb e IMV (Videira et al., 2007).

Apbs incubacdo durante 7 dias a 30 °C no escuro, 0S
frascos apresentando crescimento tipico foram utilizados
para isolamento ap0s quatro reinoculagdes sequenciais no
mesmo meio de cultura (Videira et al., 2007). Apds esses
procedimentos, os isolados foram inoculados em meio
Dygs sélido para confirmar auséncia de contaminagdo
(Videira et al, 2007), e em seguida foram
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criopreservados, liofilizados e depositados na colecdo de
culturas da Embrapa Soja (Londrina-PR-Brasil).
Extracao do DNA gendmico dos isolados

Os isolados foram cultivados em meio Dygs liquido
por um dia e centrifugados. O pelete foi utilizado para a
extragdo do DNA gendmico com o Kit para DNA
bacteriano D3350-02 (Omega Bio-tek, USA) de acordo
com as instrucfes do fabricante, e quantificado em gel de
agarose 1%, utilizando como padrdo de DNA o marcador
molecular 1 kb Plus DNA LadderTM (Invitrogen, Brasil)
e coloracdo com brometo de etidio.
Amplificacéo e sequenciamento do gene 16S DNAr

O DNA de cada isolado bacteriano foi amplificado
com os oligonucleotideos universais FD1 (8-
AGAGTTTGATCCTGCCTCAG-28) e RD1 (1525-
AAGGAGGTG ATCCAGCC-1541). O volume final da
PCR foi de 50 pL, sendo 37 pL de agua, 5 pL de Tampéo
10X (20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM KCIl); 3 uL dNTP
(Invitrogen, Brasil); 1,5 pL de MgCl, (3mM); 1,5 uL de
cada primer FD1 e RD1; 0,25 U de Taq polymerase
(Invitrogen, Brasil); e 20 ng/uL de DNA molde. A
temperatura do ciclo da amplificagdo foi 95 °C por 2 min;
seguindo de 30 ciclos de desnaturagdo de 94 °C por 15
seg; 93 °C por 45 seg; anelamento 55 °C por 45 seg; e
extensdo 72 °C por 5 min, em Termociclador DNA
Engine gradient cycler (Research INC, USA) (Menna et
al., 2006).

Produtos purificados de PCR (kit de purificacdo PCR
PureLinkTM, Invitrogen, Brasil) de cada isolado (80 ng
por reacdo) foram amplificados com iniciadores FD1,

362f (regido alvo 339-362) (5
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-3Y), 786f
(regido alvo 764-786) (5
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG- 3), 1230f
(regido alvo 1179-1203) (5'-

GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC-3Y) e Y2
(Menna et al. 2006). O sequenciamento foi realizado no
sequenciador capilar MEGA BACE 1000 (Amersham
Biosciences) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Sequéncias de alta qualidade foram obtidas para cada
estirpe e reunidas em contigs utilizando o programa Phred
Phrap e Consed. Sequéncias confirmadas na direcdo 3' e
5' foram submetidas ao banco de dados GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para buscar alinhamentos
significativos. Conforme a similaridade que cada isolado
obteve com géneros obtidos no banco de dados,
alinhamentos maltiplos foram realizadas com o programa
ClustalX versdo 1.83 utilizando as sequéncias obtidas
com maior similaridade entre si, além de sequéncias
obtidas de genomas de estirpes Tipo bacterianas que
apresentaram homologia com as sequéncias dos isolados
em estudo. A arvore filogenética foi gerada utilizando o
programa MEGA versdo 5 com parametros padréo,
modelo de distancia K2P e o algoritmo Neighbour-
joining. Suporte estatistico para os nés da arvore foi
avaliado por anélises de bootstrap com 1000 amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO - Foram obtidos 86
isolados (23 isolados em LGI, 37 em JNFb, e 26 em
JMV). Os géneros Burkholderia, Agrobacterium e
Stenotrophomonas estiveram presentes em todas as &reas
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avaliadas. As areas foram homogéneas quanto ao nimero
de géneros isolados (entre 7 e 8 cada), porém variaram
quanto aos diferentes géneros. Por exemplo, somente na
area 1 estava presente os quatro isolados do género
Microbacterium (2315; 2316; 2317 e 2318) e na area 5 0s
dois isolados de Bacillus (2383 e 2384). A érea 2
apresentou 0 maior ndmero de Burkholderia e
Agrobacterium (9 e 5, respectivamente). J4 na area 3
foram obtidos sete isolados de Burkholderia e trés dos
cinco de Pseudoxanthomonas.

A maior ocorréncia entre os isolados do género
Burkholderia (30% de 86 isolados), seguido de
Agrobacterium (14%) e a menor ocorréncia foi dos
géneros Dyella e Pseudomonas (1% cada). Quando se
observa a ocorréncia dos isolados nos diferentes sistemas
de produgdo, pode-se observar que a area sob sistema
agroecolégico (area 3) apresentou a maior ocorréncia,
com 24% de 86 isolados.

A possibilidade de encontrar bactérias diazotréficas
endofiticas com potencial para promover o crescimento
de plantas é maior em sistemas agroecoldgicos, devido a
auséncia de pesticidas e entradas de fertilizantes
quimicos, e consequentemente, 0 aumento da diversidade
microbiana associada a planta. Por exemplo, neste estudo
o0 cultivo sob plantio direto em sistema agroecolégico foi
0 que apresentou maior ocorréncia de bactérias
diazotréficas. Em cultivos de arroz orgénico sob
diferentes épocas de adocdo, a densidade e diversidade de
bactérias diazotréficas aumentou com o temo de adogéo
do sistema, incluindo Alfa, Beta e Gamaproteobacteria
(Shu et al., 2012).

Foram construidas cinco arvores filogenéticas com as
sequéncias de genes 16S RNAr com base na maior
similaridade entre os isolados. Foi construida uma arvore
para a classe Betaproteobacteria, com os 26 isolados do
género Burkholderia spp. (Figura 1A). Para a construcdo
da arvore da classe Alphaproteobacteria, os isolados mais
similares a Agrobacterium spp. (12), Rhizobium spp. (6) e
Sphingomonas spp. (3) foram agrupados juntamente com
as bactérias tipo (Figura 1B). Foram construidas duas
arvores filogenéticas para a classe Gammaproteobacteria.
A primeira foi formada pelos isolados do género
Stenotrophomonas spp. (9), Pseudoxanthomonas sp. (6),
Xanthomonas sp. (1) e Dyella sp. (1), juntamente com as
bactérias tipo (Figura 1C); a segunda foi formada pelos
géneros Enterobacter spp. (10), Leclercia sp. (2),
Klebsiella spp. (2), Pantoea sp. (1) e Pseudomonas sp. (1)
e as bactérias tipo para cada género (Figura 1D).
Finalmente, os isolados dos géneros Microbacterium spp.
(4) e Bacillus spp. (2) formaram a dltima &rvore
filogenética  (classe  Actinobacteridae e  Bacilli,
respectivamente) associada as bactérias tipo (Figura 1E).
Apenas essa Ultima &rvore é formada por bactérias Gram-
positivas e todas as outras sdo Gram-negativas.

Alfa, Beta, Gamaproteobacteria e Firmicutes s&o
relatadas na literatura como bactérias diazotréficas (Shu
et al., 2012) em diferentes culturas.

Considerando os isolados obtidos em meio semi-sélido
LGI livre de N, desenvolvido para o isolamento de
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Azospirillum amazonense (Videira et al. 2007), nenhum
isolado desse género foi encontrado. Este resultado indica
que LGI suporta o crescimento de outras bactérias
diazotréficas, dado que os isolados pertencentes aos
géneros Burkholderia, Sphingomonas, Enterobacter,
Rhizobium, Pseudoxanthomonas, Klebsiella, Leclercia e
Dyella foram obtidos nesse meio de cultura, sendo que a
maioria desses géneros ja foi encontrada no interior de
raizes de milho (Chelius e Triplett 2001; Roesch et al.,
2008).

O meio de cultura JNFb é utilizado para o isolamento
de Herbaspirillum ssp., que sdo bactérias endofiticas
(Videira et al. 2007). Neste trabalho, as bactérias isoladas
em JNFb  estdo relacionadas aos  géneros
Stenotrophomonas, Rhizobium e  Microbacterium.
Estudos  anteriores  relataram  Stenotrophomonas
maltophila (Chelius e Triplett 2001) e Rhizobium ssp.
(Roesch et al, 2008) como bactérias vivendo
endofiticamente em plantas de trigo (Triticum aestivum
L.) e milho. O fato de encontrar o género Rhizobium em
raizes de milho ndo é raro. Roesch et al. (2008)
encontraram alguns géneros restritos ao caule do milho a
partir do sequenciamento do gene nifH, entre os quais
havia Rhizobium spp.

O meio de cultura JMV tem sido utilizado para o
isolamento de Burkholderia spp., 0 que é coerente com a
maioria dos isolados obtidos nesse meio, cujos
crescimentos tipicos formam pelicula amarelo-laranja,
devido a acidificacdo do meio (Videira et al. 2007).
Apesar das preocupacdes sobre a patogenicidade do grupo
B. cepacia, muitas outras espécies de Burkholderia néo
patogénicas (B. unamae, B. xenovorons, B. tropica, B.
caribens e B. silvatlantica) sdo filogeneticamente distintas
de B. cepacia (Castro-Gonzalez et al. 2011) e, assim, tém
potencial para uso como promotoras de crescimento de
plantas.
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CONCLUSOES - Plantas de milho provenientes de
sistemas de producdo agroecoldgico propiciaram a
obtencdo de maior quantidade e diversidade de isolados
bacterianos endofiticos, com maior prevaléncia de
bactérias diazotréficas pertencentes as classes Alfa, Beta e
Gamaproteobacteria, Actinobacteridae e Bacilli.
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Tabela 1 Historico das areas de onde foram obtidas plantas de milho para isolamento das bactérias diazotréficas

endofiticas e o nimero do isolado nas respectivas areas.

re i 7z O
Area Cidade/ Coordenada Variedade Sistema Semeadura PO de N° do
Estado Rocha Isolado
26°12' 1 ton/ha 2312-2326
le?2 Canoinhas 55.92" S Caiano Convencional Direta? na (p6 de €
sC 50°34' 2.62" ervilhaca P 2327-2345
0 basalto)
26°18' .
in ; Direta3 na 1 ton/ha
3 Porto Unido 2,,3'4.8 S " Fortuna Agroecolégico!  aveia preta+ (p6 de 2346-2366
SC 51°10'5.57 .
0 ervilhaca basalto)
25°36'
Séo Jodo do 13.32"S Amarelo Conv. (rocada . 2367-2381
4e5 - . . Convencional - e
Triunfo PR 50°22 antigo manual e fogo)
40.88" O 2382-2397

Anos de adogo do sistema: 1 3 anos; 2 1 ano; 3 8 anos.
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Figura 1 - Arvores filogenéticas mostrando as relagdes entre isolados bacterianos diazotroficos endofiticos dos varios
géneros obtidos do cortex de milho sob diferentes sistemas de cultivo, com sequéncias de 16S DNAr de espécies Tipo
depositadas no GenBank. As arvores foram construidas utilizando o método Neighbour-joining, com base numa
comparagdo de 1300 nucleotideos. Os numeros indicados nos ramos indicam a porcentagem de 1.000 replicacdes de
bootstrap. (A) Burkholderia spp.; (B) Agrobacterium spp., Rhizobium spp. e Sphingomonas spp.; (C) Stenotrophomonas
spp., Xanthomonas sp., Pseudoxanthomonas sp. e Dyella sp.; (D) Enterobacter spp., Leclercia sp., Klebsiella spp.,

Pantoea sp. e Pseudomonas sp.; (E) Microbacterium spp. e Bacillus spp.



