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Introducéao

A regiao dos cerrados ocupa area continua de 207 milhdes de hectares, 20% do territério
nacional. Os solos do cerrado possuem caracteristicas de alta acidez, alta saturacao por aluminio
e baixa concentracédo de nutrientes. (Adamoli et a/., 1986). O solo é considerado um dos mais
diversos habitats da Terra, onde em apenas um grama de solo contém milhares de bactérias,
porém somente de 1 a 10% sado conhecidas. (Hawksworth, 1991). No solo, também estéo
presentes bactérias do género Burkholderia que fazem parte da classe beta-Proteobacteria
(Menard et al., 2007) e contém cerca de 30 espécies. Além do solo, algumas espécies sao
encontradas na agua, incluindo dgua do mar, na rizosfera de plantas, em humanos, em vérias
espécies de animais e ambientes hospitalares (Coenye & Vandamme, 2003); além disso, podem
ser de vida livre ou viver em simbiose ou em comensalismo com uma grande variedade de
organismos (Payne et al., 2005). Algumas espécies de Burkholderia, pertencentes ao chamado
complexo cepacia, estao envolvidas em doencas e compreendem pelo menos nove espécies

de bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos, (Mahenthiralingam et a/., 2005).

Por exemplo, burkholderias do complexo cepacia podem causar sérias infeccoes em pessoas
com fibrose cistica e outros individuos vulneraveis (Mahenthiralingam et a/., 2005; Menard

et al., 2007) além de doencas em animais e plantas (Payne et a/., 2005). Porém, outras
espécies, estdo sendo usadas para varias finalidades, incluindo controle biolégico de patdégenos
de plantas, biorremediacao de xenobidticos recalcitrantes (Coenye & Vandamme, 2003),
promocao do crescimento em plantas (Estrada-De Los Santos et al., 2001), e fixacao biolégica
do nitrogénio (Menard, et al., 2007). No entanto, o conhecimento da diversidade e distribuicao
de burkholderias simbiontes de leguminosas, bem como de sua ecologia, é ainda muito limitado
e fragmentado (Garau et al., 2008). Desse modo o objetivo desse trabalho foi determinar a
diversidade de bactérias do género Burkholderia em solos do cerrado brasileiro através do
sequenciamento do gene ribossomal 16S.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas 17 estirpes provenientes de solos do Cerrado brasileiro isoladas do feijoeiro. As
bactérias foram purificadas e, em seguida, repicadas em meio de cultura YM, a 28°C, confirmado
quanto a pureza, pelo método do esgotamento (Vincent, 1970). O DNA das estirpes foi extraido,
quantificado e amplificado pela técnica de PCR (“polymerase chain reaction”) com os “primers”
que flanqueiam o gene 16S rRNA. fD1 5’ccgaattcgtcgacaacAGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’
e rD1 5'cccgggatccaagcttAAG GAG GTG ATC CAG CC 3’ (Weisburg et al., 1991). Os produtos
de amplificacdo por PCR foram purificados com o uso do kit Invitrogen PureLink™ PCR purification
e depois submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% para verificacao visual dos fragmentos.
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Foi feita uma reacao de PCR para sequenciamento utilizando DYE (DYEnamic ETterminator
reagent premix for the MegaBACE, Amershan Biosciences) e as amostras submetidas a um
aparelho sequenciador MegaBACE 1000 DNA Analyses System (Amershan Biosciences). Em
seguida foram analisadas com o auxilio dos programas “phred”, “phrap” e “Consed”, que

para se obter uma alta qualidade destas seqliéncias, estas foram agrupadas em “contigs”. As
sequencias obtidas foram comparadas com outras sequencias do banco de dados GenBank do
NCBI baseando-se em similaridade de sequéncias de nucleotideo. Para as andlises, as sequéncias
obtidas foram alinhadas com uso do programa ClustalX versdo 1.83, e comparadas com as
estirpes tipo “type strain”. Para analises filogenéticas foram construidas arvores filogenéticas
geradas com o uso do programa MEGA versao 4.0 (Kumar et al., 2004) com andlises de
Neighbor Joining (NJ), e para dar um suporte estatistico para a arvore, esta foi avaliada com
analise de bootstrap com 1000 repeticoes. Também foram realizadas analises de similaridade
genética das sequéncias do gene ribossomal 16S resultantes do seqlienciamento das 17 estirpes
de bactérias no programa Bionumerics, utilizando o algoritmo UPGMA (unweightedd pair-group
method with arithmetic mean).

Resultados e Discussao

Na arvore filogenética do gene ribossomal 16S foram formados dois grupos, sendo que o grupo

Il foi subdividido em dois subgrupos. A estirpe Caulobacter crescentus CB15" foi utilizada como
“outgroup”, isto &, referéncia como estirpe distante geneticamente das estirpes do estudo. Onze
estirpes tipo do género Burkholderia: B. unamae, B. nodosa, B. tropica, B. mimosarum, B. ferrariae,
B. sacchari, B. kururiensis, B. caribensis, B. vietnamiensis, B. cepacia e B. phenazinium foram
posicionadas no grupo |, junto com dez estirpes selecionadas do Cerrado, 1361, 1379, 1388, 1354,
1389, 1391, 1288, 1228, 1294 e 1213 (Fig.1). Com excecéao da estirpe 1213 que apresentou 99%
de similaridade com a estirpe Burkholderia ferrariae, todas apresentaram 100% de similaridade com
Burkholderia nodosa.

No dendograma as estirpes pertencentes ao grupo | na arvore filogenética, foram agrupadas

no grupo V com uma similaridade de 95,03% com B. nodosa (fig. 2). No grupo Il da arvore
filogenética, foram agrupadas as estirpes do género Rhizobium, e dois subgrupos foram
observados. No subgrupo Il.1, as estirpes 1207, 1312 e 1334 foram agrupadas com a estirpe
tipo de Rhizobium radiobacter, com um bootstrap de 100%, mostrando ter maior semelhanca
genética com este (fig. 1). A partir da pesquisa no banco de dados NCBI, as estirpes 1312,
1334 e 1207, apresentaram 99% de similaridade com Rhizobium radiobacter. Esse agrupamento
também foi confirmado usando o algoritmo UPGMA, e as estirpes do subgrupo Il.| da arvore
filogenética ficaram agrupados no grupo Il do dendograma, apresentando 99,07% de
similaridade com R. radiobacter (fig. 2). No subgrupo II.Il da arvore com o método Neighbour-
Joining as estirpes 142, 1315 e 1326 foram agrupadas com a estirpe tipo de R. tropici CIAT
899, e com R. rhizogenes, contudo, mostraram maior semelhanca genética com a estirpe de

R. tropici, com suporte de bootstrap de 86% (fig. 1). Em alinhamento no NCBI, essas estirpes
apresentam 100% de similaridade com R. tropici. Na anélise com algoritmo UPGMA essas
estirpes ficaram agrupadas no grupo | do dendograma, com 99,2% de similaridade com R.
tropici. A estirpe 1318 foi agrupada com R. et/i, com um suporte de bootstrap de 97%, e 100%
de similaridade utilizando a ferramenta BLASTN. No dendograma com o algoritmo UPGMA essa
mesma estirpe (1318) apresentou 99,35% de similaridade com R. et/i sendo agrupada no grupo Il
(fig. 2).

Diversas espécies de Burkholderia ocupam multiplos nichos, podendo ser patégenos ou
simbiontes de plantas e, também, patdgenos oportunistas em humanos (Coenye & Vandamme,
2003). A maioria das espécies de Burkholderia deste trabalho, no entanto, sdo conhecidas como
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bactérias do solo, no qual exibem diferentes tipos de interacdes ndo patogénicas com as plantas.
A fixacao bioldgica do nitrogénio com a formacao de nédulos, foi descrita em algumas espécies
como B. vietinamensis (Caballero-Mellado et al., 2006), B. kururiensis (Estrada-de los Santos et
al., 2001) B. tuberum, B. phymatum (Vandamme et al., 2002), B. unamae (Caballero-Mellado

et al., 2004), B. tropica (Reis et al., 2004) e B. xenovorans (Goris et al., 2004), e encontram-se
agrupadas no grupo | da arvore filogenética (Fig. 1) e no grupo V do dendograma (Fig. 2), junto
com as estirpes isoladas do solo do Cerrado, mostrando a evolucéo e a similaridade das estirpes
isoladas com sua capacidade em formar nédulo e fixar nitrogénio, em comparacao com as
estirpes tipo. As estirpes B. nodosa e B. mimosarum sao simbiontes efetivas do género Mimosa
(Chen et al., 2005).
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Figura 1 - Filogenia da arvore baseada no gene ribossomal 16S, com 17 estirpes provenientes dos solos do Cerrado
brasileiro. Foram utilizadas em conjunto, na anélise, estirpes representativas das espécies mais préximas (type strain; o
numero de acesso no GenBank consta do item de material e métodos). A arvore foi gerada usando a versdo MEGA 4.0 e

como modelo algoritmico o método Neighbour-Joining.
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Figura 2 — Dendograma obtido pela analise da sequéncia do gene 16S de 17 estirpes de bactérias, além de algumas estirpes tipo. Foi

utilizado o algoritimo UPGMA (unweightedd pair-group method with arithmetic mean) no programa Bionumerics.

Conclusao

Foi observado a partir da analise do gene ribossomal 16S, que a diversidade inter-especifica dentro
do género Burkholderia foi baixa, visto que todas elas agruparam-se no mesmo grupo, tanto na arvore
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filogenética, quanto no dendograma, resultado da alta similaridade entre elas. As outras estirpes isoladas
apresentaram baixa similaridade com o grupo das burkholderias, se agrupando dentro do grupo do género

Rhizobium.
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