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Apresentacao

Por representar uma possibilidade de menor utilizacdo de insumos,
principalmente, nitrogénio fertilizante, estudos envolvendo microrganismos
fixadores de N e/ou promotores de crescimento de plantas, associados a
gramineas forrageiras, sdo de grande interesse. Neste documento, mostram-se,
também, os aspectos tedricos e praticos do uso de andlises de restricdo do DNA
ribossomal amplificado, buscando verificar o efeito do genétipo da planta e dos
sitios de coleta sobre a diversidade intra-especifica de isolados de um desses
microrganismos, Azospirillum amazonense, oriundos de associacées com raizes
de Brachiaria. Trabalhos como este contribuem com informac¢des importantes
para a geracdo de conhecimento sobre a FBN em plantas forrageiras. Espera-se
que, no futuro, esse conhecimento gerado possa contribuir para a
sustentabilidade das pastagens, representando melhor uso da terra com a
conseqliente preservacao dos ecossistemas ainda intactos.

Roberto Teixeira Alves
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Ribossomal Amplificado (ARDRA) em
Estudos de Diversidade Intra-Especifica
de Azospirillum amazonense lIsolado de
Diferentes Espécies de Brachiaria

Fabio Bueno dos Reis Junior
Katia Regina dos Santos Teixeira
Verénica Massena Reis

Introducao

A limitacdo de nitrogénio é um dos mais importantes fatores que levam a
degradacao das pastagens (OLIVEIRA et al., 1997). Entretanto, existe a
possibilidade de que parte desse nutriente possa ser disponibilizado pela fixagcao
biolégica do nitrogénio atmosférico (FBN) que, pelos poucos estudos
disponiveis, em alguns genétipos de Brachiaria, poderia ser responsavel pela
introducdo de 30 a 40 kg de N.ha'.ano no sistema solo-planta (BODDEY:
VICTORIA, 1986: LOUREIRO: BODDEY, 1988). Dentre as espécies de bactérias
diazotréficas, associadas a essas plantas, Azospirillum amazonense merece
destaque, por apresentar alta incidéncia e altos nUmeros em associacdo com
Brachiaria (SOUTO, 1982; BALDANI, 1984) e adaptabilidade ao pH &cido
(MAGALHAES et al., 1983), caracteristica comum & maioria dos solos brasileiros.

Como a diversidade de microrganismos do solo e da rizosfera geralmente esta
condicionada a prépria vegetacao, é possivel que diferentes gendtipos de
Brachiaria possam exercer efeito seletivo sobre as populacdes destes, o que
poderia resultar em diferentes respostas quanto a contribuicao da FBN obtida de
cada um dos genétipos.

O conceito de diversidade que serd abordado neste documento compreende a
diversidade apresentada abaixo do nivel de espécie, também, chamada de
diversidade intra-especifica ou microdiversidade (SCHLOTER et al., 2000) onde
sdo avaliadas estirpes pertencentes a mesma espécie. Para o estudo da
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diversidade intra-especifica, geralmente, sédo utilizadas técnicas de impressao
digital com alta resolucéao, isso se deve, em parte, a impossibilidade do uso de
ferramentas tradicionais da microbiologia e a dificuldade de se construir primers
ou sondas-estirpe especificas, devido a menor variabilidade entre as seqliéncias
de seus genomas (LUDWIG: SCHLEIFER, 1994). Varios fatores podem
influenciar a diversidade intra-especifica, entre eles, a separacao espacial,
diferencas ambientais e interacdes bactéria/hospedeiro, cada um desses casos
deve ser objeto de investigacdes especificas (SCHLOTER l.. 2

Tradicionalmente, a deteccdo e a identificacao de bactérias eram feitas de acordo
com os principais meios de obtencédo de carbono e energia, suas exigéncias
nutricionais e meios de cultivo para seu crescimento, além de observacéao direta
com a utilizacdo de microscépio (HERBERT, 1990: KENNEDY, 1999). No
entanto, essas metodologias forneciam informacdes limitadas com necessidade
de maior refinamento (ZAK et al., 1994). Como alternativa para esses métodos,
foram desenvolvidas varias técnicas destacando-se aquelas baseadas nos acidos
nucléicos.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os métodos moleculares receberam grande impulso com o desenvolvimento da
técnica conhecida como PCR. Nessa técnica descrita por Saiki et al. (1985),
pequenos e especificos segmentos do genoma de microrganismos podem ser
amplificados utilizando-se primers (seqiiéncias iniciadoras) complementares a
seqliéncias localizadas em regides especificas do genoma. O que ocorre é a
extensao a partir dos primers, pela acdo de uma DNA polimerase termoestavel, a
Taq DNA polimerase, isolada originalmente do microrganismo Thermus
aquaticus. O DNA é desnaturado e o ciclo repetido véarias vezes, o que permite a
amplificacdo exponencial daquela seqliéncia especifica (SAIKI et al.,1985).
Grande parte das atuais técnicas moleculares utilizam a PCR ou variacdes dela
para o estudo da diversidade de bactérias.

O uso do RNA ribossdomico como marcador filogenético
(ARDRA)

Os acidos ribonucléicos ribossomais (RNAr) sdo considerados os biopolimeros
mais adequados para estudos de diversidade. Seus genes, o DNAr, sao
universalmente distribuidos, sendo a molécula com o maior grau de conservacao
existente. Sua variabilidade pode apresentar-se em maior ou menor extensdo em
diferentes regides da molécula (LANE et al., 1985).
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A técnica conhecida como ARDRA (Anélise de restricao de DNA ribossomal
amplificado) utiliza-se das caracteristicas do RNA ribossémico. Essa técnica é
baseada em padrdes de restricdo enzimatica usando enzimas selecionadas com
base na sua habilidade de revelar polimorfismo nos fragmentos de DNA analisados
e no grau de conservacao dos sitios de restricao do RNAr que reflete padroes
filogenéticos. A ARDRA ¢é bastante Util para uma rapida anélise da diversidade
genética (GRIFONI et al., 1995). No entanto, é recomendado cuidado na escolha
do fragmento de DNAr a ser amplificado e analisado por esse método. No caso da
analise de microdiversidade, que apresenta grupos de individuos com elevada
afinidade genética, o fragmento amplificado deve incluir o espaco intergénico 16S-
23S DNAr. Essa regido intergénica apresenta maior variabilidade nao sé na sua
composicado de bases como também no seu tamanho ao serem comparadas as
regioes génicas 16S ou 23S. Quando o estudo em questao tratar da diversidade
entre isolados distantes filogeneticamente, os fragmentos amplificados podem ser o
16S ou 23S DNAr. Esses genes geram padroes de bandeamento mais simples,
dependendo das enzimas de restricao utilizadas (ROSADO et al., 1999).

Laguerre et al. (1996) promoveram, com o uso da ARDRA (16S-23S DNAr), a
caracterizacdo de 43 estirpes de Rhizobium leguminosarum de diferentes
biovares. A anélise dos padrdes de restricao da regido intergénica 16S-23S
DNAr amplificada permitiu a diferenciacado das estripes no nivel intra-especifico. Os
autores afirmam que, por meio dos padroes de bandeamento facilmente analisaveis
e reproduziveis gerados pela restricao da regido intergénica, foi possivel discriminar
as estirpes até o limite determinado pela elevada similaridade existente.

Azevedo (1998) analisou os perfis de restricdo da regido intergénica 16S-23S
DNAr de 71 estirpes de Azospirillum amazonense. Seus resultados mostraram,
no nivel intra-especifico, a existéncia de grande diversidade genética entre essas
estirpes.

Este trabalho teve como objetivo verificar, por meio da andlise de restricdo de
DNA ribossomal amplificado (ARDRA), o efeito do gendtipo da planta e do sitio
de coleta na diversidade intra-especifica de isolados de Azospirillum
amazonense oriundos de associacdes com raizes de Brachiaria.

Extracdo do DNA - Método de extracao alcalina
O método usado na extracdo do DNA dos isolados bacterianos, utilizados como
molde para as amplificacdes especificas via PCR, foi o de lise alcalina das

células, adaptado por Wang et al. (1993) e Audy et al. (1996).


michelle
GRIFONI et al., 1995).

michelle
ROSADO et al., 1999).

michelle
Laguerre et al. (1996)

michelle
Azevedo (1998)

michelle
Wang et al. (1993)

michelle
Audy et al. (1996).


12

Andlises de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)...

As bactérias foram crescidas por 48 horas em meio liquido DYGS (RODRIGUES
NETO et al., 1986) e 1,0 mL dessa suspensao foi centrifugado a 10.000 g por
dois minutos. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado ressuspenso em
1,0 mL de 4gua tipo Milli-Q estéril. Esse ultimo procedimento foi repetido trés
vezes. Apds a Ultima lavagem, repetiu-se a centrifugacéo e dessa vez, o precipitado
foi ressuspendido em 0,5 mL de NaOH (0,5N), ficando em repouso por 10
minutos para a completa lise das células. Em seguida, 10 yL do material lisado
foram coletados e diluidos em 490 uL de solucao de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0.

PCR (Reacdao em cadeia da polimerase)

Amplificacdo da regido 16S DNAr

A reacao de amplificagcao ocorreu em 50 yL de uma mistura reacional de 1,25 uL
de tween 20; 5,0 yL de Tampéo (HCI 100mM; KCI 500mM); 4,0 uL de MgCl,
(25 mM); 1,0 uL de dNTP (2,5 mM); 1,25 uL (5,0 pmol) dos Primers Y1 e Y3
(YOUNG et al.,1991); 0,40 uL de Tag DNA Polimerase (5 U/ulL) (Promega,
Madison, EUA) e 10,0 uL de amostra de DNA molde. As condi¢cdes de
termociclagem foram: Uma etapa inicial de desnaturacéo (93 °C por 2 min)
seguido por 35 ciclos intermediarios (93 °C por 45 seg; 62 °C por 45 seg;

72 °C por 2 min) e uma etapa terminal de extensao (72 °C por 5 min) seguido
por resfriamento (15 °C por 15 min) para parar a reacao.

Amplificacdo da regido 23S DNAr

A reacao de amplificacdo ocorreu em 50 uL de uma mistura reacional de 5,0 uL
de Tampé&o (HCI 100mM; KCI 500mM); 6,0 uL de MgCl, (256 mM); 1,0 uL de
dNTP (2,5 mM); 0,5 uL (50 pmol) dos Primers 939 e 317 (LUDWIG et
al.,1994); 0,40 uL de Taqg DNA Polimerase (5 U/uL) (Promega, Madison, EUA)
e 10,0 uL de amostra de DNA molde. As condi¢cdes de termociclagem foram:
uma etapa inicial de desnaturacao (95 °C por 3 min) seguido por 35 ciclos
intermediarios (94 °C por 30 seg; 48 °C por 1 min; 72 °C por 1,5 min) e uma
etapa terminal de extensao (72 °C por 10 min) e resfriamento (15 °C por

10 min).

Amplificacdo da regido intergénica 16S-23S DNAr

A reacao de amplificacao ocorreu em 50 yL de uma mistura reacional de 5,0 uL
de Tampé&o (HCI 100mM; KCI 500mM); 6,0 uL de MgCl, (25 mM); 1,0 uL de
dNTP (2,5 mM); 1,0 uL (6,67 pmol) dos Primers PHR e P23 (ARTURO

et al.,1995); 0,40 uL de Tag DNA Polimerase (5 U/uL) (Promega, Madison,
EUA) e 2,0 uL de amostra de DNA molde. As condi¢Oes de termociclagem
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foram: uma etapa inicial de desnaturacao (95 °C por 3 min) seguido por 35
ciclos intermediérios (94 °C por 1 min; 60 °C por 1 min; 72 °C por 3 min) e
uma etapa terminal de extensao(72 °C por 5 min) e resfriamento (15 °C por
15 min).

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,2% em TAE 1X, a 65V, por 2,5h. As bandas resolvidas no gel foram
visualizadas ap6s coloracdo com brometo de etideo sob iluminacéao ultravioleta
e fotografadas com filme Polaroid tipo 667.

Restricao dos fragmentos amplificados por PCR

Os produtos de amplificacdo das reagées de PCR foram incubados a 37 °C em
banho-maria por 3h com as endonucleases de restricdo Haelll, Alul, Rsal e Cfol
(GibcoBRL, Gaithersburg, EUA). Os sitios de corte destas enzimas de restricao
estao apresentados na Tabela 1. Para um volume final de 15uL de reacéo, cada
sistema de restricdo conteve 5U da enzima, 2,0uL de tampéao de reacao

(HCI 100mM; KCI 500mM) e 8uL de material amplificado. Os produtos da
reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3,0% submerso em
tampéao TAE, a 50V, por 4h. Ao final da eletroforese, os géis foram visualizados
apo6s coloracdo com brometo de etideo sob iluminacao ultravioleta e fotografados
com filme Polaroid tipo 667.

Tabela 1. Sitios de corte das enzimas de restricao testadas
pela técnica de ARDRA.

Enzimas Sitios de corte

Haelll 5 - AG . CT - 3
Alul 5 - GT I AC - 3
Rsal 5 - GG I CC - 3
Cfol 5 - GCG | C - 3

Andlises de agrupamento

Apés a restricdo, para cada uma das regides do DNAr utilizada, uma matriz
binaria dos dados originais foi construida, compreendendo o universo total das
bandas de todos os perfis gerados pelas 4 enzimas. Para cada posicao de
migracéao, foram atribuidos os valores de 1 ou O, indicando a presenca ou a
auséncia de uma banda. Os padrdes de migracao gerados foram comparados e
suas semelhancas estimadas pelo coeficiente de Jaccard (ROHLF, 1992) em


bete
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que J=a/(n-d), sendo a o nUmero de combinacdes com a presenca dos
fragmentos menos as combinacdes de auséncia dos fragmentos, d o nUmero de
combinacdes de auséncia de fragmentos e n o nimero de combinacdes
possiveis. Os isolados foram agrupados pelo método das médias das distancias
(BUSSABE et al., 1990) e representados graficamente por um dendrograma
(NTSYS-pc, versdo 1.8, Exeter Software, USA). Para se estimar a capacidade
do dendrograma em reproduzir satisfatoriamente a matriz de similaridade, uma
matriz cofenética foi calculada e comparada com a matriz de similaridade
original.

A correlacao observada foi expressa pelo coeficiente de correlacao cofenético
(r) que nada mais é do que estatistica Z do teste de Mantel normalizada.

As Tabelas 2 (isolados de Brachiaria spp.) e 3 (estirpes-referéncia) apresentam
as origens e identificacdo das diversas estirpes utilizadas nos estudos de

diversidade apresentados neste trabalho.

Tabela 2. Estirpes de Azospirillum amazonense utilizadas neste trabalho.

B. decumbens B. humidicola B. brizantha
37 RE- Ce 64 R - Ce 27 R - Ce
38 RE- Ce 77 R - Ma 36 RE - Ce
41 R - Ce 79 R - Ma 47 RE - Ce
53 RE- Ce 80 RE - Ma 48 R - Ce
72 R - Ma 81 RE - Ma 85 R - Ma
73 RE- Ma 82 R - Ma 87 R - Ma
76 R - Ma 83 RE - Ma 94 R - Ce
87 R - Ma 84 RE - Ma 104 R - Ce
116 RE- Ce 86 RE - Ma 124 R - Ce
118 RE- Ce 97 RE - Ce 125 RE - Ce
120 R - Ma 107 RE - Ce 131 R - Ce
134 RE- Ce 119 R - Ma 138 RE - Ce
137 R - Ce 123 RE - Ce 139 R - Ma
140 R - Ma 127 R - Ce 143 R - Ma
141 R - Ma 132 RE - Ce
142 R - Ma 135 R - Ce

136 R - Ce

R - raiz; RE - raiz esterilizada superficialmente; Ce — Cerrados; Ma — Mata Atlantica
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Tabela 3. Origem das estirpes referéncia utilizadas neste trabalho.

Espécie/Estirpe Fonte Planta Amostra Referéncia

A. lipoferum

Spb9 BR11008 Trigo raizes Tarrand et al. (1978)
Brasilense

Sp7 BR11002 Digitaria decumbens rizosfera Tarrand et al. (1978)
CD BR11001 Cynodon dactylon rizosfera Tarrand et al. (1978)
A. amazonense

CBAMC BR11145 Cana-de-acucar raizes -

Y2 BR11140 Hyparrenia rufa raizes Magalhaes et al. (1983)
H. seropedicae

267 BR11175 Arroz raizes Baldani et al. (1996)

BR - Colecéo de Culturas da Embrapa Agrobiologia

“(VHAYY) opeoydwy [ewossoqiy YNQ Op 0gdllsey op sasijeuy
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PCR (Reacdo em cadeia da polimerase)

Amplificaram-se por PCR diferentes regidoes do DNAr de isolados de raizes
provenientes de trés espécies de Bracharia, assim como das estirpes-referéncia
de Azospirillum amazonense (CBAMC, Y2), A. brasilense (Cd, Sp7), A.
lipoferum (Sp59) e Herbaspirillum seropedicae (Z67).

Todos os produtos de amplificacao da regidao 16S DNAr (35 isolados)
apresentaram uma Unica banda com tamanho de aproximadamente 1450pb
(Figura 1). Esse tamanho do fragmento corresponde ao esperado, pois 0s

primers utilizados flanqueiam quase todo o gene que apresenta tamanho médio

de 1500pb (YOUNG et al..1991).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18

12216 pb

1636 pb

506 pb

Figura 1. Produtos de amplificacdo da regido 16S DNAr de estirpes-referéncia de
diferentes diazotréficos e novos isolados de Azospirillum amazonense provenientes de
trés espécies de Brachiaria. M (marcador 1Kb Ladder), 1 (Y2), 2 (CBAMC), 3 (Z267),
4 (Sp7), 5 (Spb59), 6 (53), 7 (137), 8 (120), 9 (84), 10 (125), 11 (138), 12 (85),
13 (76), 14 (119), 15 (134), 16 (139), 17 (72), 18 (136).

A maioria dos produtos de amplificacdo da regido 23S DNAr (43 isolados)
apresentou uma Unica banda com tamanho de aproximadamente 1400pb
(Figura 2), estando de acordo com a por¢ao desse gene flanqueada pelos primers
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utilizados neste estudo (LUDWIG et al.,1994). No entanto, nas colunas 3 e 11
(Herbaspirillum seropedicae Z67 e isolado 142) dessa figura, pode-se notar que
os fragmentos sdo um pouco maiores. Diferencas quanto ao tamanho da porcao
dos genes da 23S RNAr amplificadas por esses primers sdo mostradas quando
se estudam bactérias de diferentes subclasses. Das estirpes que apresentaram
tamanho maior de seus produtos amplificados, uma pertence a subclasse 3 das
proteobactérias (Z67) e a outra ndo teve sua classificacao confirmada (Isolado
142) (Figura 2), enquanto todas as outras estirpes (Azospirillum spp.)
pertencem a subclasse [] das proteobactérias.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

12216 pb

- o ’

1636 pb b

et ™ e b s S et T gy s e e W s bt

506 pb

Figura 2. Produtos de amplificacdo de parte da regido 23S DNAr de estirpes-referéncia
de diferentes diazotréficos e novos isolados de Azospirillum amazonense provenientes
de trés espécies de Brachiaria. M (marcador 1Kb Ladder), 1 (Y2), 2 (CBAMC), 3
(267), 4 (Sp7), 5 (Sp59), 6 (37), 7 (119), 8 (107), 9 (38), 10 (136), 11 (142), 12
(77), 13 (79), 14 (134), 15 (125), 16 (27), 17 (72), 18 (136).

Os produtos de amplificacdo da regido intergénica 16S-23S DNAr (43 isolados)
apresentaram-se de maneira diversa, dependendo das espécies analisadas. Da
amplificacdo dessa regido para a espécie A. amazonense, originaram-se trés
fragmentos caracteristicos (AZEVEDO, 1998) de aproximadamente 1000 a
1300pb.

17
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(Figura 3). Dois desses fragmentos de aproximadamente 1000pb foram
intensamente amplificados e observados prontamente quando separados por
eletroforese em gel de agarose. A. brasilense e A. lipoferum apresentaram padrao
idéntico entre si, com a presenca de dois fragmentos entre 1000 e 800pb. Um
unico fragmento de aproximadamente 1000pb foi observado quando a espécie
analisada foi Herbaspirillum seropedicae.

12216 pb

1636 pb

506 pb

Figura 3. Produtos de amplificacdo da regido intergénica 16S-23S DNAr de
estirpes-referéncia de diferentes diazotroficos e novos isolados de Azospirillum
amazonense provenientes de trés espécies de Brachiaria. M (marcador 1Kb
Ladder), 1 (Y2), 2 (CBAMC), 3 (Z67), 4 (Sp7), 5 (Spb9), 6 (118), 7 (27), 8
(84), 9 (135), 10 (85), 11 (37), 12 (38), 13 (73).

Esses resultados estao de acordo com os encontrados na literatura. Na verdade,
em contraste aos genes do RNAr que sao bastante conservados entre a maioria
das espécies de procariotos, para a regido intergénica, espera-se que existam

copias, geralmente, diferenciadas quanto ao tamanho e composicdo (DOLZANI

et al., 1995), podendo ainda carregar seqliéncias conservadas com papéis
funcionais (genes de RNAt, seqliéncias antiterminacao) (SIEVERS et al., 1996).

Quando os produtos de amplificacado apresentam apenas um fragmento, existe a
possibilidade de que, no genoma desse microrganismo, exista apenas uma
seqiéncia-alvo ou que pelo menos o tamanho das multiplas cépias seja


michelle
DOLZANI
et al., 1995),

michelle
SIEVERS et al., 1996).


Andlises de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)... 19

conservado (DOLZANI et al., 1995). Um exemplo da variabilidade do tamanho
e do nimero de cépias nessa regiao é dado por Lagatolla et al. (1996) que,
caracterizando diferentes serotipos de Sa/monella, mostraram quatro a oito
fragmentos, variando de 700 a 1100pb, como produtos de amplificacdo do
espaco intergénico 16S-23S para diferentes serotipos. Esses autores
concluiram que diferentes serotipos de Sa/monella sdo caracterizados por
diferentes padrdes do espaco intergénico. A presenca de apenas um fragmento
apés a amplificacdo do espaco intergénico foi demonstrada nos estudos de
identificacdo de acetobactérias (RUIZ et al., 2000), indicando que nao existem
variacGes quanto ao tamanho dessa regido entre estirpes desse grupo.

Restricao dos fragmentos amplificados por PCR

A restricao dos fragmentos amplificados da regidao 16S DNAr pelas 4 enzimas de
corte freqliente utilizadas (Eigura4 a, b, c. e d) e (Eigura 5 a, b, ¢, e d) gerou o
total de 53 bandas polimérficas e 23 perfis de restricao distintos. Haelll produziu o
maior nimero de bandas polimérficas (15), seguida pelas enzimas Rsal (14), Cfol
(13) e Alul (11). Haelll também apresentou o maior poder discriminatério, gerando
9 perfis de restricao distintos, seguida pelas enzimas Rsal (6), Cfol (5) e Alul (3).

A restricdo dos fragmentos amplificados da regido 23S DNAr (Eiguras 6 a. b, ¢
ed) e (Eigura 7 a, b, c, e d) gerou o total de 44 bandas polimérficas e 30 perfis
de restricao distintos. Mais uma vez a enzima Haelll produziu o maior nimero de
bandas polimérficas (16), seguida pelas enzimas Alul (13), Cfol (9) e Rsal (6).
Novamente Haelll mostrou maior poder discriminatério, gerando 11 perfis de
restricdo distintos, seguida pelas enzimas Cfol (9), Alul (6) e Rsal (4).

Por fim, a restricdo dos fragmentos amplificados da regido intergénica 16-23S
DNAr (Eigura 8 a,. b, c. e d) e (Eigura 9 a, b, c e d) gerou o total de 61 bandas
polimérficas e 83 perfis de restricao distintos. A enzima Rsal produziu o maior
numero de bandas polimérficas (19), seguida pelas enzimas Haelll (15), Cfol
(14) e Alul (13). Rsal também apresentou maior poder discriminatério, gerando
29 perfis de restricao distintos, seguida pelas enzimas Cfol (28), Haelll (16) e
Alul (10).

Ao analisar esses resultados, pode-se constatar a maior variabilidade apresentada
pela regido intergénica 16S-23S DNAr quando comparada as regides 16S e 23S
(mais conservadas), ressaltando as variagées quanto ao tamanho, nimero de
copias e composicao do espaco intergénico (RUIZ et al., 2000).
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Figura 4. Perfis de restricdo dos fragmentos do 16S DNAr de estirpes-referéncia de
A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense e Herbaspirillum seropedicae; Enzima Alul
(a), Enzima Cfol (b), enzima Haelll (c), Enzima Rsal (d); M (marcador 100pb ladder),
1 (Y2), 2 (CBAMC), 3 (CD), 4 (Spb9), 5 (Z67), 6 (Sp7).
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Figura 5. Perfis de restricdo dos fragmentos do 16S DNAr de novos isolados de
Azospirillum amazonense provenientes de trés espécies de Brachiaria; Enzima Alul (a),
Enzima Cfol (b), Enzima Haelll (c), Enzima Rsal (d); M (marcador 100pb ladder),

1 (27), 2 (36), 3 (63), 4 (76), 5 (77), 6 (118), 7 (125), 8 (135).
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Figura 6. Perfis de restricdo dos fragmentos do 23S DNAr de estirpes-referéncia de
A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense e Herbaspirillum seropedicae; Enzima Alul
(a), Enzima Cfol (b), Enzima Haelll (c), Enzima Rsal (d); M (marcador 100pb ladder),
1 (Y2), 2 (CBAMC), 3 (CD), 4 (Spb9), b (Z67), 6 (Sp7).



Andlises de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)... 23

800 pb

500 pb

— -
200 oo [ : BSEssSnce

Figura 7. Perfis de restricdo dos fragmentos do 23S DNAr de novos isolados de
Azospirillum amazonense provenientes de trés espécies de Brachiaria; Enzima Alul (a),
Enzima Cfol (b), Enzima Haelll (c), Enzima Rsal (d); M (marcador 100pb ladder), 1
(27), 2 (36), 3 (53), 4 (76), 5 (77), 6 (118), 7 (125), 8 (135).
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200 pb

Figura 8. Perfis de restricdo dos fragmentos da regido intergénica 16S-23S DNAr de
estirpes-referéncia de A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense e Herbaspirillum
seropedicae; Enzima Alul (a), Enzima Cfol (b), Enzima Haelll (c), Enzima Rsal (d);

M (marcador 100pb ladder), 1 (Y2), 2 (CBAMC), 3 (CD), 4 (Sp59), 5 (Z67), 6 (Sp7).



Andlises de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)...

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8

200 pb

[ S,

—
—
-
-
-—
-—
-
-

W W e . S e R

- - e [ -

Figura 9. Perfis de restricdo dos fragmentos da regido 16S-23S DNAr de novos
isolados de Azospirillum amazonense provenientes de trés espécies de Brachiaria;
Enzima Alul (a), Enzima Cfol (b), Enzima Haelll (c), Enzima Rsal (d); M (marcador
100pb ladder), 1 (27), 2 (36), 3 (563), 4 (76), 5 (77), 6 (118), 7 (125), 8 (13b).
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Analises de agrupamento

O dendrograma construido a partir da matriz de similaridade genética de Jaccard,
calculada pela anélise do perfil de fragmentos de restricao da regido 16S DNAr,
agrupou a maioria dos 35 isolados de raizes de Brachiaria pré-caracterizados
morfologicamente como A. amazonense (Figura 10). A excecdo dos isolados
141 e 142, todos os outros isolados formaram dois grupos muito similares
(90% de similaridade) nos quais estdo inseridas as duas estirpes-referéncia de
A. amazonense (CBAMC, Y2). As outras estirpes-referéncia formaram grupos
distintos, para A. brasilense (CD, Sp7), A. lipoferum (Sp59) e Herbaspirillum
seropedicae (Z67), todos afastados pelo menos 60% de A. amazonense. A
analise desse dendrograma vai ao encontro das afirmacdes de Dekhil et al.
(1997) que, apds o seqlenciamento da 16S RNAr de espécies do género
Azospirillum, mostraram a formacao de dois subgrupos distintos, com A.
lipoferum e A. brasilense fazendo parte do primeiro e A. amazonense, mais
afastado, no segundo subgrupo. Os isolados 141 e 142 formaram grupos
individuais e provavelmente pertencem a espécies diferentes daquelas aqui
representadas.

Essa andlise de restricao foi eficaz no trabalho de confirmacao das avaliacdes
morfolégicas. Ruiz et al. (2000) utilizaram essa metodologia com eficiéncia para
a identificacdo de espécies de acetobactérias. Esses autores afirmaram que essa
identificacdo vem sendo tradicionalmente feita com estudos de propriedade
fisiolégicas e quimiotaxondmicas, mas nao sdo completamente confidveis e
demandam mais tempo que as analises de restricdo. Em isolados naturais,
provenientes de sete diferentes amostras de solo, caracterizados
morfologicamente como Azospirillum, a utilizacdo da técnica de ARDRA (16S
DNAr) permitiu que Han e New (1998) confirmassem que seus isolados
pertenciam a pelo menos quatro espécies desse género, A. brasilense, A.
lipoferum, A. amazonense e A. halopraeferans. Brasil (2001) utilizou com sucesso
essa mesma técnica para o agrupamento de isolados do género Azospirillum
provenientes de plantas forrageiras da regido do Pantanal Sul Mato-Grossense.

O dendrograma construido com base na matriz de similaridade genética de
Jaccard, calculada pela andlise dos perfis de restricao da porcdao 23S DNAr
amplificada (Figura 11), assim como aquele construido com dados da regido
16S DNAr, foi capaz de separar os isolados em nivel de espécie. No entanto,
com os dados dessa regido, pode-se observar maior diversidade intra-especifica
com os isolados de A. amazonense formando dois grupos a partir de 75% de
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similaridade. Apesar de a utilizacdo da regido do 16S DNAr ser mais difundida em
trabalhos de diferenciacao e caracterizacao de microrganismos em nivel de espécie,
a regiao do 23S DNAr também pode ser utilizada com essa finalidade. Tesfaye

et al. (1997) utilizaram a regidao 23S DNAr para mostrar as relacoes filogenéticas
existentes entre diversas estirpes de diferentes espécies de Rhizobium.

Analisando as Figuras 11 e 12 (A e B), pode-se perceber um possivel efeito
sobre a diversidade dos isolados analisados em funcéo do sitio experimental de
onde foram obtidos, assim como da espécie de Brachiaria com as quais os
isolados encontravam-se associados. Enquanto o grupo | é formado em sua
maioria por isolados provenientes de amostras coletadas em Goias (Cerrado), o
grupo Il tem mais de 60% dos isolados provenientes de amostras coletadas na
Bahia (Mata Atlantica). Da mesma maneira, o grupo |l é formado em grande parte
por isolados de B. humidicola (> 70%), seguidos por isolados de B. brizantha e
B. decumbens em proporcdes bem inferiores. A provéavel influéncia dos sitios
experimentais e das espécies das plantas sobre a diversidade desses
microrganismos sera discutida posteriormente.

Como mostrado no dendrograma construido com dados da regidao 16S DNAr, os
isolados 141 e 142 nao se agruparam com o restante dos isolados de

A. amazonense e, assim como os isolados 94, 143 e 97, devem pertencer a
outra espécie.

Como era esperado, o dendrograma construido com os dados da regiao
intergénica 16S-23S DNAr (Figura 13) apresentou grande diversidade com os
isolados de A. amazonense formando 4 grupos definidos 70% de similaridade.
Azevedo (1998), em estudo semelhante com isolados de A. amazonense
provenientes de arroz, milho e sorgo, cultivados em dois diferentes tipos de
solo, revelou a existéncia de 5 grupos distintos, predominantes e evidentes,
formados a 78% de similaridade. Esse comportamento evidencia, no nivel
intraespecifico, alta variabilidade genética entre os isolados. De maneira similar,
Rosado et al. (1998) também foram capazes de observar alta variabilidade
genética entre isolados de Paenibacillus azotofixans oriundos da rizosfera e
rizoplano de diversas gramineas. E possivel que os padrdes genotipicos diversos
dos isolados de A. amazonense possam ser um reflexo da elevada capacidade de
sobrevivéncia e colonizacédo dessa espécie. Além disso, as alteracdes no genoma
bacteriano, a recombinacdo e os processos naturais seletivos e evolutivos também
poderiam ser responsaveis pela alta variabilidade observada (AZEVEDO, 1998).
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Figura 10. Dendrograma de similaridade de 34 isolados de raizes provenientes das trés espécies de Brachiaria estudadas e das
estrirpes-referéncia de Azospirillum amazonense (CBAMC, Y2), A. brasilense (CD, Sp7), A. lipoferum (Sp59) e Herbaspirillum
seropedicae (Z67). Esse dendrograma foi gerado pelo algoritimo UPGMA e matriz de similaridade Jaccard a partir dos dados de

restricdo da porcdo 16S DNAr amplificada por PCR.
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Figura 11. Dendrograma de similaridade de 43 isolados de raizes de Brachiaria (evidenciando os sitios de origem e espécies de
Brachiaria) e das estirpes-referéncia de Azospirillum amazonense (CBAMC, Y2), A. brasilense (CD, Sp7), A. lipoferum (Sp59)
e Herbaspirillum seropedicae (Z67). Esse dendrograma foi gerado pelo algoritimo UPGMA e matriz de similaridade Jaccard a

partir dos dados de restricdo da porcdo 23S DNAr amplificada por PCR.
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Figura 12. Freqliéncia dos isolados de A. amazonense contidos em cada grupo de
similaridade, estabelecidos com base nos dados da restricdo da porcao 23S DNAr
amplificada, apresentados na Figura 11, levando-se em consideracdo o sitio de coleta
das amostras (A) e a espécie de Brachiaria associada a esses isolados (B). As
freqliéncias foram obtidas pela divisdao do nimero de isolados de cada sitio (A) ou
espécie (B) representados em determinado grupo pelo nimero total de isolados
presentes nesse grupo.

Devido a formacéao de grupos intra-especificos com baixos valores de
similaridade, a andlise taxondmica dos isolados de espécies é dificultada.

Ruiz et al. (2000), estudando a diversidade de acetobactérias, fizeram
observacao semelhante. Esses autores concluiram que em razao da alta
variabilidade no tamanho e nas seqUéncias, presentes no espaco intergénico das
acetobactérias, essa regido pode ser usada para o estudo intra-especifico, porém,
nao foi adequada para ser utilizada na classificacao de espécies em razao da falta
de padrdes de identidade entre estirpes pertencentes a uma mesma espécie.

Mais uma vez, nota-se a possivel influéncia dos sitios experimentais na
variabilidade genética dos isolados analisados. A grande maioria dos isolados
provenientes de Goias esta distribuida nos grupos | a lll, enquanto o grupo IV, o
mais distante (55 % de similaridade), é formado em grande parte por isolados da
Bahia (Figuras 13 e 14A). Esses resultados podem evidenciar influéncia do
tipo de solo na variabilidade genética dos isolados e que poderia ser atribuida as
diferentes caracteristicas ambientais (quimicas, fisicas e biolégicas) de ambos os
solos. Latour et al. (1996) demonstraram intensa influéncia exercida pelo tipo de
solo na estrutura populacional de isolados de Pseudomonas, sugerindo que as
diferentes caracteristicas ambientais existentes poderiam ser as responsaveis pelo
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efeito discriminatorio apresentado. Dalmastri et al. (1999) compararam o efeito de
diferentes tipos de solo, cultivares de milho e localizacao radicular sobre a
microdiversidade de Burkholderia cepacia. Os resultados indicaram que entre todos
os fatores estudados, o solo foi 0 que apresentou maior efeito sobre a diversidade
dos isolados. Azevedo (1998), também mostrou a indiscutivel influéncia do solo
(Podzélico Vermelho-Amarelo ou Hidromérfico Cinzento) sobre a diversidade de A.
amazonense. Sabe-se que os teores de argila, nitrogénio e a capacidade de
retencao de dgua, assim como os teores de areia grossa, podem estar relacionados
com a viabilidade de Azospirillum (BASHAN et al., 1994, 1995). Os solos
Latossolo Vermelho-Escuro (Goids) e Podzdlico Amarelo (Bahia) apresentam
caracteristicas como textura e retencao de dgua significativamente distintas, o que
poderia explicar em parte as diferencas genéticas observadas entre as estirpes. No
entanto, outros fatores ndo podem ser esquecidos, como as interacdes com a
microfauna do solo. Latour et al. (1996) atribuiram diferencas nos niveis de
diversidade de Pseudomonas a maior competicao por ferro e carbono observada em
um dos solos, associada, por sua vez, a uma maior atividade microbiana.

A influéncia das espécies de Brachiaria sobre a diversidade dos isolados
analisados foi ainda mais nitida. Analisando as Figuras 13 e 14B, observa-se
que a grande maioria dos isolados de B. decumbens e B. brizantha estéa
distribuida nos grupos | a lll e que os isolados de B. humidicola concentram-se
no grupo 1V, o mais distante com 55% de similaridade. Um fato interessante é

que B. decumbens cv. Basilisk (cultivar utilizada neste trabalho) é na verdade um
ecotipo intermediario entre as espécies de B. brizantha e B. decumbens (VALLE
et al., 2000). Enquanto B. decumbens cv. Basilisk e B. brizantha cv. Marandu
sao tetraploides, B. humidicola é hexapldide. Segundo Valle et al. (2000),
diferencas na ploidia permitem inferir sobre a distancia genética entre os acessos
de Brachiaria.

A composicdo de plantas em determinada area pode influenciar a diversidade da
comunidade microbiana devido a variabilidade da composicdo quimica de seus
exsudatos (CHRISTENSEN, 1989). Esses compostos influenciam a comunidade
microbiana alterando a composicédo quimica do solo nas vizinhancas das raizes e
servindo como substratos seletivos para o crescimento dos microrganismos do
solo. Na verdade, a variedade de compostos organicos liberados pelas plantas
tem sido enfatizada como o fator-chave de influéncia na diversidade de
microrganismos presentes na rizosfera de diferentes espécies vegetais (BOWEN;
ROVIRA, 1991, citado por GRAYSTON et al., 1998).
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Sabe-se que a quantidade e a qualidade dos exsudatos e compostos
relacionados, liberados no solo pelas raizes das plantas, podem variar em funcéao
de vérios fatores além da espécie da planta, como regido da raiz, tipo de solo,
condicao nutricional, idade e estresses, entre outros (YANG: CROWLEY, 2000).
Vietor (1982) obteve resultados mostrando que Paspalum notatum translocou
7% dos fotossintatos para as raizes e exsudou 1,1%, j& Pannicum coloratum e
Pennisetum americanum translocaram 12%, mas exsudaram apenas 0,4%. Pode
ser mais que uma coincidéncia que P. notatum seja caracteristico de regioes
subtropicais com solos pobres onde é maior a necessidade de associacoes com
fungos micorrizicos e/ou bactérias diazotréficas.
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Figura 13. Dendrograma de similaridade de 43 isolados de raizes de Brachiaria
(evidenciando os sitios de origem e espécies de Brachiaria) e das estrirpes-referéncia
de Azospirillum amazonense (CBAMC, Y2), A. brasilense (CD, Sp7), A. lipoferum
(Sp59) e Herbaspirillum seropedicae (Z67). Esse dendrograma foi gerado pelo
algoritimo UPGMA e matriz de similaridade Jaccard a partir dos dados de restricdo da

regido intergénica 16S-23S DNAr amplificada por PCR.
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Figura 14. Freqléncia dos isolados de A. amazonense contidos em cada grupo de
similaridade, estabelecidos com base nos dados da restricdo da regido intergénica
16S-23S DNAr amplificada, apresentados na Figura 13, levando em consideracdo o
sitio de coleta das amostras (A) e a espécie de Brachiaria associada a esses isolados
(B). As freqliéncias foram obtidas pela divisdo do nimero de isolados de cada sitio (A)
ou espécie (B) representados em determinado grupo pelo nimero total de isolados
presentes neste grupo.

Lemanceau et al. (1995) e Latour et al. (1996) observaram efeitos
discriminatérios de plantas sobre isolados de Pseudomonas quando cultivada
em mesmo solo. Zhang et al. (1999), citado por Schloter et al. (2000),
investigaram a filogenia e a diversidade de 22 estirpes de Bradyrhizobium
Jjaponicum isoladas de ndédulos de duas cultivares de amendoim. Utilizando
marcadores fenotipicos e genotipicos, esses autores mostraram forte influéncia
das cultivares sobre a diversidade desses microrganismos.

Azevedo (1998) mostrou que a microdiversidade de A. amazonense isolada do
interior de raizes poderia estar sendo influenciada pela espécie da planta, com
efeitos discriminatérios altamente significativos, embora parciais, exercidos por
plantas de arroz, milho e, em menor intensidade, sorgo. Em funcéo dessas
evidéncias, esse autor prop6s que os padrdes de especificidade da interacao

A. amazonense — planta pudessem ocorrer em nivel intra-especifico e ndo em
nivel de espécie.

Estes resultados de estudos de diversidade de A. amazonense, podem ser
indicados como possiveis fatores de influéncia nas taxas de FBN associadas a
essas plantas, assim como na sua adaptabilidade a solos de baixa fertilidade.
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A associacao entre Azospirillum e Brachiaria pode nos fazer vislumbrar a
possibilidade de inoculacado de areas de pastagens. Zaady et al. (1994) e
Itzigsohn et al. (2000) mostraram que a inoculacao de Azospirillum em
pastagens tem grande potencial para tornar-se uma técnica aplicavel a esses
sistemas em condicdes de deficit hidrico e/ou baixa fertilidade. Apesar de
existirem formulagdes de inoculantes de Azospirillum comercialmente disponiveis
em alguns paises, estudos sobre sua utilizacdo ou de outras rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas, em pastagens, sdo muito escassos. Ainda
nao existem informacdes suficientes dos efeitos da inoculacao de Azospirillum
sobre essas areas. No entanto, o uso desses microrganismos, associado a um
adequado manejo do solo, baseado em comparacdes com a aplicacdo de
fertilizantes, parece ser mais vantajoso economicamente (OKON: VANDERLEYDEN

1997) e do ponto de vista ecolégico e ambiental apresenta relativamente nenhum
impacto negativo ao meio ambiente (ITZIGSOHN et al., 2000).

Conclusoes

1. O perfil de fragmentos de restricdo da regiao 16S e 23S DNAr confirma a
identidade dos isolados de A. amazonense que anteriormente havia sido
caracterizado com base em caracteristicas morfoldgicas.

2. As analises de agrupamento, realizadas com os resultados da restricdo das
regides 23S e intergénica do DNAr, evidenciam a variabilidade genética dos
isolados de A. amazonense e apontam para possiveis efeitos dos tipos de
solo/ambiente e espécie de Brachiaria.
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Restriction Analysis of the
Amplified rDNA for
Diversity Evaluation of
Azospirillum amazonense
Isolated from Different
Brachiaria Species

Abstract - The limitation of nitrogen is considered one of the most important
factors for the Brazilian pastures degradation. However there are evidences that
pastures formed by some species of Brachiaria could be benefited by the
biological nitrogen fixation (BNF) guaranteeing a higher longevity to these
pastures. Previous studies showed that the diazotrophic bacteria found in
association with Brachiaria were mainly from the Azospirillum amazonense
specie. Since associations between these microorganisms and plants are
generally conditioned by the vegetation, it is possible that different Brachiaria
genotypes can exercise a selective effect on the Azospirillum populations. The
aim of this work was to study the intra-specific diversity of A. amazonense
isolates and to establish possible influences of different Brachiaria species and
edaphoclimatic conditions. The characterisation of the diversity among these
isolates was conducted using restriction analysis of different portions of the
rDNA. This methodology was capable to show important information regarding
the diversity among the studied isolates of A. amazonense, showing possible
effects of the environment and Brachiaria species.

Index terms: Biological nitrogen fixation,; diazotrophic bacteria; microbial
ecology, pastures.
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