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RESUMO GERAL

PERIN, Liamara Estudo da comunidade de bactérias diazotréficas do género
Burkholderia em associacdo com cana-de-acicar e descricdo de Burkholderia
silvatlantica. 2007. 88f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de
Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Seropédica, RJ, 2007.

A cultura da cana-de-agicar no Brasil ocupa mais de seis milhSes de hectares sendo
importante economicamente pela geracéo de empregos e bastante promissora para a producéo
de energia. Dentre as Poaceas (gramineas), € a cultura que mais recebe contribuicdes da
fixacdo bioldgica de nitrogénio, porém ainda ndo se sabe ou ndo se conhece qual ou quais
organismos sdo responsaveis pelos melhores resultados observados. Inimeros géneros de
bactérias diazotroficas foram encontrados em associagdo com cana-de-aglcar, dentre eles o
género Burkholderia, até o momento pouco estudado em associacd com esta cultura. O
objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar bactérias diazotréficas do género Burkholderia
em associacdo com cana-de-aclicar e descrever uma nova espécie de bactéria diazotréfica do
género Burkholderia. Para tal, foram coletadas amostras de plantas em canaviais de quatro
estados brasileiros para contagem e isolamento da comunidade de bactérias utilizando os
meios de cultura LGl e JMV. Os isolados foram caracterizados fisiologicamente,
morfologicamente e molecularmente. Foram obtidos 64 isolados diazotroficos do género
Burkholderia, que apresentaram metabolismo versdtil e diferiram dos padrdes das espécies
analisadas. Apenas cinco isolados foram identificados pela técnica de ARDRA, dois
pertenceram a espécie B. tropica e trés a B. unamae. Um grande grupo, com 32 isolados,
apresentou mesmo perfil de restricdo pela técnica de ARDRA e diferiu das espécies
analisadas. O sequénciamento da regido 16S rDNA de dois destes isolados mostrou que eles
ndo pertencem as espécies ja descritas. Este grupo obtido de plantas de cana-de-aclcar,
juntamente com isolados similares, obtidos de milho e abacaxi, foi descrito como uma nova
espécie de nome B. silvatlantica. A nova espécie de Burkholderia foi confirmada pelos
experimentos de hibridizacdo DNA:DNA, com apenas 30% de similaridade com a espécie
mais proxima. B. silvatlantica fixou nitrogénio em condig¢des microaerofilicas, ndo apresentou
capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico, ndo produziu horménios vegetais e ndo
apresentou capacidade de nodulagcdo em leguminosas. Estes resultados confirmaram que o
género Burkholderia € rico em espécies diazotréficas e estdo presentes em diferentes habitats.

Palavras— chave: Fixacdo Bioldgicade Nitrogénio. Poacea. Caracterizacdo de bactérias.



GENERAL ABSTRACT

PERIN, Liamara. Community study of the of Burkholderia diazotrophic bacteria in
association with sugarcane and description of Burkholderia silvatlantica. 2007. 88p.
Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento
de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2007

The sugarcane crop in Brazil occupies almost six million hectares and it is economically
important for the generation of jobs and energy production. Among the Poaceas species, it is
the crop that receives more contributions from the biological nitrogen fixation, however until
this moment it is unknown what organisms are responsible for the best results observed.
Innumerable genuses of diazotrophic bacteria were found in association with sugarcane,
among them the genus Burkholderia. However little is known about this genus in association
with sugarcane. The objective of this study was to isolate and to characterize diazotrophic
Burkholderia bacteria in association with sugarcane, and to describe a new species of
diazotrophic Burkholderia bacteria. For that, samples of plants were collected in four crop
areas, in different Brazilian states, for counting and isolating the bacteria community using the
culture medias LGI and IMV. The isolates were characterized physiological, morphologically
and molecularly. Sixty-four Burkholderia diazotrophic isolates were gotten that presented
versatile metabolism, and the majority differing from the analyzed species patterns. Only five
isolates were identified by the ARDRA technique, two belonging to B. tropica species and
three to B. unamae. A big group, with 32 isolates, presented the same restriction profile by the
ARDRA technique and differed from the analyzed species. The sequencing of the 16S rDNA
region of two of these isolates showed that they don’t belong to the already described species.
This group, from sugarcane plants together with similar maize and pineapple isolates, was
described as a new species named B. silvatlantica. The characterization of this new
Burkholderia specie was confirmed by the hybridization DNA: DNA technique, presenting
only 30% of similarity with the closest species, and the sequencing of the 16S rDNA region.
B. Slvatlantica fixed nitrogen in microaerophilic conditions, and it had no capacity of
inorganic phosphate solubilization, it did not produce vegetal hormones and had no
nodulation capacity in leguminous. These results confirmed that Burkholderia is arich genus
in diazotrophics species and colonize different habitats.

Key words: Biological Nitrogen Fixation. Poacea. Bacteria characterization.
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INTRODUCAO GERAL

Historicamente a cana-de-aclcar € um dos principais produtos agricolas do Brasil,
sendo cultivada desde a época da colonizagdo. Possui muiltipla utilizagdo, podendo ser
empregada na forma de forragem para aimentacdo anima e como matéria prima para
fabricacdo de cachaca, aclcar e dacool. Ainda seus residuos podem ser usados como
fertilizante e 0 bagaco, que representa 30% da cana moida, possui potencia para producdo de
energia.

O cultivo da cana-de-agUcar no Brasil foi estimulado por programas energéticos. Em
1975, com a criagéo do Proalcool, o maior programa de utilizacgo de biomassa para producdo
de energia do mundo, houve um aumento da area plantada. Posteriormente, em meados da
década de 80, com as quedas dos precos do petrdleo, o dcool tornou-se pouco competitivo.
Atualmente, com as crescentes elevacdes dos precos internacionais do petrdleo, o cultivo de
cana-de-agUcar torna-se novamente promissor. Apoiado também pela crescente preocupacédo
ambiental, tendo no acool um combustivel que reduz emissdo de mondxido de carbono,
hidrocarbonetos e éxidos de nitrogénio, se comparado com carros a gasolina, e ainda mais
devido ao reconhecimento pela comunidade internacional, do uso da cultura da canade-
acUcar para sequestrar carbono atmosférico.

Trinta anos depois do inicio do Prodlcool, o Brasil vive agora uma nova expansao dos
canaviais com o objetivo de oferecer em grande escala, um combustivel aternativo e com a
possibilidade de obter créditos de carbono. O plantio avanca além das éreas tradicionais, do
interior paulista e do Nordeste, e espalha-se pelos estados de Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso e Goids. Em 2006, a érea plantada cresceu para mais de seis milhdes de
hectares e estimativas apontam para aumento na producéo e area plantada para os préximos
anos. Porém, este crescimento exacerbado, levou alguns municipios a limitarem a area de
cultivo de cana-de-agUcar.

Apesar das vantagens ambientais, algumas préticas de manejo do cultivo de cana-de-
acUcar contribuem para a degradacdo ambiental. Cultivada em larga escala, provoca perda de
biodiversidade, e a utilizagdo da queima para despalha dos colmos, contribui para poluicdo
ambiental pela emissdo de CO;, perda de biodiversidade e elementos mineraiscomo N, Se C,
afetando a estrutura fisica e quimica do solo. Iniciativas para minimizar o impacto ambiental
estdo sendo adotadas, como a Lei n° 11.241 de 19 de setembro de 2002, para o estado de Séo
Paulo, que prevé a eliminacéo gradual da queima da cana, e sua erradicacdo até o ano de 2021
para éreas mecanizaveis e até 2031 para areas ndo mecanizaveis.

Visando contribuir para a reducéo do impacto ambiental do cultivo da cana, estéo
sendo desenvolvidos estudos com Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) na cultura. O
nitrogénio € o segundo nutriente mais exigido em seu ciclo de producdo. Além do alto custo
econdmico, é facilmente perdido por volatilizacéo e lixiviagdo. Atualmente, sabe-se que esta
planta se associa com bactérias diazotréficas, que podem suprir com até 70% do nitrogénio
necessario para seu desenvolvimento, no entanto, a eficiéncia da FBN sofre influéncia do
gendtipo da planta e manejo da cultura.

Inimeras espécies de bactérias diazotréficas se associam com plantas de cana-de-
acUcar, porém até o momento, ndo se sabe qual ou quais Sao as responsaveis pela elevada
contribuicdo observada em alguns casos. Visando contribuir com os estudos de FBN na
cultura, este trabalho prop6s estudar a comunidade de bactérias diazotréficas do género
Burkholderia. Este género possui metabolismo muito versétil e € um importante componente
da comunidade microbiana estando presente em inimeros ambientes.



O trabalho foi conduzido sob a hipétese de que bactérias diazotréficas do género
Burkholderia se associam com plantas de canade-aclicar e sendo uma bactéria versétil,
isolada dos mais diversos ambientes, a sua diversidade possa ser elevada também em
amostras de tecidos e solo da rizosfera desta cultura. Os objetivos da pesquisa foram: contar,
isolar, caracterizar e avaliar a diversidade da comunidade de bactérias diazotréficas do género
Burkholderia em associacdo com canade-acUcar. Os resultados serdo mostrados em 2
capitulos, contendo no primeiro os resultados obtidos na contagem da populacdo de bactérias,
seguido de isolamento, caracterizacOes fisioldgicas, morfoldgicas e moleculares e andlise da
diversidade dos isolados obtidos. Do total de isolados, um grupo se diferenciou dos demais e
foi proposto como nova espécie, de nome Burkholderia silvatlantica, descrita no capitulo 2.

A descricdo de B. silvatlantica contribuird para o inventario da biodiversidade
brasileira. O Brasil é reconhecido como um dos paises que apresenta elevados indices de
biodiversidade animal e vegetal. E como microrganismos vivem geralmente associados as
plantas e animais, € esperado que o Brasil possua também elevada diversidade microbiana,
ainda pouco explorada. Apresentam alto potencial biotecnolégico, e constantemente sao
lancados produtos a base de microrganismos, como férmacos, cosméticos, enzimas,
alimentos, corantes, aromaticos, bioinseticidas, promotores de crescimento vegetal,
solubilizadores de fosfatos, entre outros. A descoberta de novos microrganismos bem como
sua classificagdo € importante para o conhecimento desta biodiversidade e sua adequada
exploragéo.

Espera-se que este estudo possa ampliar o conhecimento sobre FBN na cultura da
cana-de-agUcar, principalmente sua interacdo com bactérias diazotréficas do género
Burkholderia. Ainda, contribuir como base para novos estudos com a espécie proposta, que
pela sua constante presenca e ampla distribuicdo em cana-de-aclicar e outras plantas como
milho e abacaxi, possa ser promissora na promogao de crescimento pela FBN e possuir outros
atributos biotecnolgicos importantes. Espera-se também que este estudo, juntamente com
outros gque pretendam diminuir o impacto da acdo humana sobre o meio ambiente, contribua
para “Satisfazer as necessidades da atual geracdo, sem comprometer as possibilidades das
geracOes futuras satisfazerem suas necessidades’.



CAPITULO

ESTUDO DA COMUNIDADE DE BACTERIASDIAZOTROFICAS DO
GENERO Burkholderia EM ASSOCIACAO COM CANA-DE-ACUCAR



RESUMO

O género Burkholderia € um importante componente da comunidade microbiana do solo e
possui ato potencial agricola e biotecnoldgico, podendo ser usado em controle biolégico,
promocdo de crescimento de plantas e fixagdo bioldgica de nitrogénio. O objetivo deste
trabalho foi isolar e caracterizar a populacdo de bactérias diazotréficas do género
Burkholderia, associadas as plantas de cana-de-acUcar. Para o isolamento, foram coletadas
plantas de canade-aclcar em canaviais locaizados em Paranavai-PR, Campos dos
Goytacazes-RJ, SeropédicaRJ, TimbalbaPE e PiracicabaSP. Os isolados obtidos foram
caracterizados fisiologicamente, morfologicamente e molecularmente. O Numero Mais
Provavel de células de bactérias diazotréficas, variou de ndo detectada a 4500 X 10* células
por grama de amostra, sendo maior nas raizes e rizosfera. Foram obtidos 81 isolados tipo
Burkholderia spp., 43 em meio de cultura IMV e 38 em LGI de 12 das 16 variedades
analisadas. Deste total, 64 foram identificados como pertencentes ao género Burkholderia,
com variagdo expressiva quanto as fontes de carbono utilizadas e na atividade de reducéo de
acetileno. A espécie de apenas 5 isolados foi identificada pela técnica de ARDRA, dois como
B. tropica e trés isolados como B. unamae e mais quatro isolados possuem alta similaridade
com a espécie B. unamae. Esta andlise revelou a existéncia de um grande grupo de isolados
com mesmo perfil de restricdo e diferente dos padrbes das espécies analisadas. O
sequénciamento daregido 16S rDNA confirmou o afastamento deste grupo com as espéciesja
descritas e foi sugerido como uma nova espécie. Estes resultados mostraram que bactérias
diazotréficas do género Burkholderia colonizam plantas de cana-de-aglicar e apresentam
metabolismo versétil. A maioria dos isolados foi diferente dos padrdes testados e uma nova
espécie sera descrita, confirmando a grande diversidade e adaptabilidade deste género a
diferentes ambientes.

Palavras— chave: Fixacdo Biol6gicade Nitrogénio. Poacea. Caracterizago de bactérias.



ABSTRACT

The Burkholderia genus is an important component of microbiological soil community with
high agricultural and biotechnological potential. It can be used in biological control and plant
growth promotion by the biological nitrogen fixation. The objective of this work was isolate
and to characterize the population of diazotrophic bacteria of the Burkholderia genus,
associated sugarcane plants and the rizosferic soil. For the isolation, sugarcane plants were
collected in crops located in Paranavai-PR, Campos dos Goytacazes and Seropédica-RJ,
Timbatba-PE and Piracicaba-SP. The population varied from not detected up to 4500 X 10*
cells per gram of dry weight sample, being higher in the roots and rizosphere and culture
media JMV. Eighty-one Burkholderia spp. isolates were gotten, 43 in culture media MV, 38
in LGI from 12 among 16 analyzed varieties. Of this total, 64 were identified as belonging to
the Burkholderia genus, with high variation as the oxidated carbon sources and in the
acetylene reduction activity. By the ARDRA technique, only five isolates were identified, two
as B. tropica, three as B. unamae and four isolates showed high similarity with B. unamae
species. This analysis showed the existence of abig group of isolates with the same restriction
profile and different from the patterns of the analyzed species. The sequencing of the 16S
rDNA region confirmed the removal of this group from the already described species and was
suggested as a new one. These results showed that diazotrophic bacteria from the
Burkholderia genus colonized sugarcane plants, presented versatile metabolism, the majority
differed from the patterns and a new species will be described, confirming the great diversity
and adaptability of this genus to the different environments.

Key words: Biological Nitrogen Fixation. Poacea. Bacteria characterization.



1INTRODUCAO

1.1 A cultura da Cana-de-aclcar

A cana-de-aglicar é cultivada em mais de 130 paises, sendo india, Cuba e Brasil os
maiores produtores mundiais de cana e seus derivados. Foi a primeira atividade agricola no
Brasil, e atualmente é cultivada em quase todos os estados. Ocupa area de mais de 6 milhdes
de hectares com uma producéo anual estimada para safra de 2006/07 de 471,17 milhdes de
toneladas de cana (CONAB, 2006), e € uma importante cultura para a economia do Brasil,
pelo complexo industrial que gira em torno do seu cultivo. O cultivo desta planta gera muitos
empregos e é promissora para a producao de energia e sequiestro de carbono.

Segundo os sistemas de classificacdo boténica, a cana-de-aclicar pertence a divisao
Angiospermae, classe Monocotyledonea, familia Poacea, tribo Andropogonea, subtribo
Saccharinae. A subtribo Saccharinae possui 10 géneros, destes Erianthus, Miscanthus,
Sclerostachya, Norenga, Ripidium e Saccharum, formam um grupo de intercruzamento muito
proximo denominado “ Complexo Saccharun? (ROACH e DANIELS, 1987), constituindo os
recursos genéticos basicos da canade-aclcar. O género Saccharum € a base genética das
principais variedades cultivadas comercialmente no mundo, e compreende seis espécies,
Saccharum officinarum, S. robustum, S. spontaneum, S. sinense, S. barberi e S. edule.

A criagio do Programa Brasileiro do Alcool Combustivel em 1975 (Prodlcool) deu
grande impulso a cultura canavieira no Brasil. Tinha como pressuposto a possibilidade de
aumentar a producdo de dlcool para atender as novas necessidades de combustivel, sem
prejuizo na fabricacdo de aglicar. Na base desses resultados estdo os esforcos desenvolvidos
pelo Programa de Melhoramento da Copersucar (Cooperativa de Produtores de Cana-de-
agucar, Aclcar e Alcool do Estado de Sdo Paulo), fundado em 1979, e pelo préprio Governo
Federal, com a criacdo do Programa Naciona do Melhoramento da Canade-aclcar
(PLANALSUCAR), criado em 1981 para o desenvolvimento de processos e métodos ligados
aculturada canae a producado de agUcar e acool.

Estas ingtituices desenvolveram e substituiram as variedades antigas pelas designadas
CB (Campos, Brasil); PB (Pernambuco, Brasil); IAC (Instituto Agrondémico de Campinas).
Cada vez mais adaptadas ao clima, tipo de solo, sistema de corte (manual ou mecanizado),
resisténcia a pragas e com maior concentragcao de sacarose. O cruzamento de algumas das
mel hores variedades desenvolvidas deu origem as variedades da série SP.

Atualmente no Brasil, o principal 6rgéo envolvido na manutencdo e continuidade da
pesquisa relacionada ao Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Aclcar (PMGCA),
€ a RIDESA (Rede Interuniversitaria para 0 Desenvolvimento Sucroalcooleiro), constituido
por 7 universidades (UFRPE, UFAL, UFGO, UFV, UFRRJ, UFSCar, UFPR), localizadas
onde a cultura da cana-de-agUcar apresenta maior expressdo. Em 14 anos de atuacéo, arede ja
liberou 13 variedades para aregido Norte e Nordeste e 17 variedades para as outras regides.

A cultura da canade-aclcar € altamente extratora em nitrogénio (N). Acumula
aproximadamente 200 kg de N em cana planta e entre 120 e 180 kg de N em cana soca, por
hectare, para atingir produtividade de 100 Mg (ORLANDO FILHO et al., 1980). A maior
parte do N é retirada do sistema, aproximadamente 70% é levado nos colmos no momento da
colheita, e o restante é queimado no preparo do canavial para a colheita (OLIVEIRA et d.,
1994). Esta exportacdo e queima de quase tudo o que é produzido e a baixa adicéo de
fertilizantes em canaviais brasileiros, deveriam levar a um rgpido esgotamento do potencial
produtivo dos solos. Porém, em areas ap0ds 16 anos de cultivo, foi observado que em geral ndo



ha reducéo do nivel de N no solo, mesmo quando n&o foi adicionado N fertilizante ao sistema
(RESENDE, 2003).

Um importante estudo (AZEREDO et al., 1986), que contribuiu para a hipotese de
reposicdo natural do N exportado, foi a andlise de resultados de 135 experimentos de
aplicacdo de N em cana planta. Nestes experimentos, apenas 19% tiveram aumentos
significativos na producdo de colmos com adicdo de N mineral. E em estudo recente também
foi confirmado significativo ingresso de nitrogénio no sistema solo-planta apos oito e 13 anos
de cultivo, proveniente da atmosfera (XAVIER, 2006).

1.2 Fixacao Biolégica de Nitrogénio Atmosférico (FBN)

Os 4 elementos essenciais mais abundantes nos organismos Vvivos sdo o0 carbono,
hidrogénio, oxigénio e o nitrogénio, sendo que os trés primeiros sdo obtidos do ar e de
doadores de elétrons. J4, 99,96% do nitrogénio estédo na forma de N, presentes na atmosfera,
ndo disponivel a todos os eucariotos e a maioria dos procariotos, e apenas 0,04% encontram-
se nas formas disponiveis orgéanicas ou inorganicas (ROSWALL, 1979). O N, que compde
78% dos gases da atmosfera pode ser fixado ou transformado em NHj3 através de descargas
elétricas, processos industriais ou biolégicos. A contribuicdo da fixacdo de nitrogénio por
descargas elétricas é relativamente baixa. Ja os processos industriais, onde atripla ligagdo que
une os dois &omos de N é rompida com alta temperatura (> 400 °C) e elevada pressio (> 10’
Pascal), sdo bem significativos, porém encarecem a producdo, além de sua baixa eficiéncia e
alta mobilidade, podendo poluir o solo, &gua e atmosfera.

O processo de Fixacdo Biolégica de Nitrogénio atmosférico (FBN) € um dos dois
maiores processos que regulam a vida no planeta, juntamente com a decomposicdo da matéria
organica e perdendo apenas pela fixacdo bioldgica de carbono (Fotossintese). A FBN talvez
sgja 0 processo microbiano relacionado a agricultura mais bem estudado e explorado
tecnologicamente, sendo o0 processo mais importante para fixar o N, atmosférico e a chave
para o ciclo do N. E realizada por muitos grupos de bactérias e alguns organismos do grupo
Archae gque possuem a enzima nitrogenase, dito diazotréficos, capazes de quebrar a tripla
ligacdo existente na molécula de N, tornando-o disponivel em solos, oceanos, interior de
tecidos de plantas, insetos e rumem, sendo responsavel por 65% do nitrogénio fixado
anualmente.

Existem trés tipos de organismos diazotréficos. os de vida livre, agueles que vivem
associados com outros organismos e agueles que vivem em simbiose com outros organi Smos.
A mais eficiente relacdo desenvolvida foi a simbiose de certas bactérias com plantas da
familia leguminosa. Neste processo sdo formadas estruturas especializadas, os nddulos, onde
as bactérias possuem condicbes para expressar sua maxima eficiéncia. Posteriormente,
descobriu-se que bactérias diazotréficas vivem em associagdo na rizosfera ou tecidos de
plantas n&o leguminosas, contribuindo para o desenvolvimento das plantas. Grandes esforcos
tém sido empenhados no entendimento e melhor exploracéo desse sistema, visto que plantas
beneficiadas, como milho, trigo e arroz séo a base da alimentagdo humana e cana-de-agUcar
uma 6timafonte de energia.

1.3 Bactérias Diazotr 6ficas em Cana-de-aclicar

Em canade-aclcar foram encontradas bactérias diazotréficas na rizosfera e
colonizando tecidos internos das plantas. Ao longo dos anos de estudo foram isolados ou
descritos inlmeros géneros e espécies de bactérias diazotréficas. Também foi gerado
conhecimento sobre a ecologia, fisiologia, genética, e inimeros experimentos foram
conduzidos para avaliar a contribui¢éo destes organismos.



Andlise de amostras de solos de canaviais de diferentes regides do Brasil levou ao
isolamento do género Beijerinckia e descrico de uma nova espécie, B. fluminensis
(DOBEREINER & RUSCHEL, 1958). Esta espécie ocorreu predominantemente em solos
cultivados com cana-de-aclicar (DOBEREINER, 1959), parecendo ter clara influéncia da
planta no desenvolvimento da bactéria. Estudos posteriores isolaram, na rizosfera de plantas
de cana-de-aglcar, outras bactérias como B. indica (SOUTO & DOBEREINER, 1967),
Klebsiela (GRACIOLLI et a., 1983), Enterobacter (LADHA et a., 1983), Bacillus
azotofixans (SELDIN et a., 1984), reclassificado para Paenibacillus azotofixans (ASH et al.,
1993) e A. amazonense (BALDANI et a., 1997).

As bactérias diazotroficas de vida livre e rizosféricas perderam importancia quando se
descobriu que o interior das plantas abrigava um grande nimero de bactérias diazotréficas, e
estudos mostraram que estes organismos possuem maior capacidade de contribuicdo que as
bactérias rizosféricas. Foram denominados endofiticos e despertou bastante interesse mundial.
O termo endofitico refere-se a colonizacdo de plantas por microrganismos que ndo causam
danos ao hospedeiro e vivem amaior parte de sua vida dentro dos tecidos da planta sem emitir
nenhum sintoma de patogenicidade (BALDANI et al., 1997).

A capacidade de colonizar o interior das plantas pode conferir vantagem ecoldgica
sobre as bactérias rizosféricas. A capacidade de colonizar nichos especificos no interior dos
tecidos das plantas permite que estas bactérias estejam protegidas das altas taxas de oxigénio,
gue inibem a enzima nitrogenase, e tenham acesso facilitado e com menor competicéo a
fontes de carbono. Além de serem beneficiadas, as bactérias podem contribuir pela fixacdo do
nitrogénio atmosférico diretamente nos tecidos das plantas.

Na cultura da cana-de-aglcar, encontram-se freqlientemente bactérias diazotréficas
endofiticas dos géneros Herbaspirillum, Gluconacetobacter e Burkholderia.

1.3.1 Género Herbaspirillum

O género Herbaspirillum possui nove espécies descritas, e duas propostas como novas
espécies. Foi descrito juntamente com a primeira espécie, H. seropedicae (BALDANI et al.,
1986), uma bactéria fixadora de nitrogénio associadas a inlmeras plantas da familia Poacea.
Atualmente das 11 espécies descritas e propostas, apenas H. seropedicae, H. rubrisubalbicans
e H. frisingense fixam nitrogénio em associagdo com plantas ndo leguminosas. A mas nova
espécie diazotrofica descrita, H. lusitanum, foi isolada de nodulos de raizes de feijdo
coletados em Portugal (VALVERDE et a., 2003).

H. seropedicae foi a primeira espécie descrita do género, isolada da rizosfera,
rizoplano e raizes desinfestadas de arroz, milho e sorgo (BALDANI et d., 1986). Foi também
isolada de raizes, folhas e colmos de cana de agUcar cultivada no Brasil (BALDANI et a.,
1996) e naAustrdlia (BODDEY et a., 1998).

H. rubrisubalbicans pertencia ao género Pseudomonas (GILLIS et al., 1991), e foi
reclassificada por BALDANI et a. (1986). Tem sido encontrada em associag&o com cana-de-
acUcar e raiz da planta Digitaria insularis, crescida no interior da plantacdo de cana-de-agUcar
(OLIVARES et d., 1996). Foi detectada também em capim elefante (REIS et a., 2000),
abacaxizeiros e bananeiras (CRUZ et d., 2001). Tem ocorréncia mais restrita, se comparada a
espécie H. seropedicae e pode causar a doenca chamada "estria mosqueada’ na variedade de
cana-de-agUcar B3462 (OLIVARES et al., 1993).

H. frisinguense foi descrita recentemente isolada de amostras de tecido de raizes e
colmos de diversos gendtipos de capim elefante (Pennisetum purpureum Schum.) coletados
no Brasil, e das gramineas Spartina pectinata, Miscanthus sinensis e M. sacchariflorus,
coletadas na Alemanha (KIRCHHOF et al., 2001). E ndo ha relatos de ocorréncia em estudos
posteriores.



1.3.2 Géner o Gluconacetobacter

Das 13 espécies do género, apenas G. diazotrophicus, G. azotocaptans e G. johannae
s80 capazes de fixar nitrogénio atmosférico. G. azotocaptans e G. johannae foram isoladas de
rizosfera e rizoplano de plantas de café cultivadas no México (FUENTES-RAMIREZ et dl.,
2001) e possivelmente de amostras de rizosfera de café cultivados no Brasil (SANTOS et al.,
2006).

Das espécies diazotréficas, G. diazotrophicus é a bactéria mais estudada em
associacdo com canade-agUcar. Foi isolada de raizes e parte aérea de cana-de-agUcar
cultivada nos estados de Alagoas, Pernambuco e Minas Gerais (CAVALCANTE et al., 1988)
e a0 longo dos anos de estudo, foi encontrada em altos nimeros e isolada de raizes, colmos,
palhico, solo darizosfera e seiva xilemética de cana-de-agUcar (REIS, 1991; PERIN, 2003), e
inmeros outros paises. Apresenta distribuicdo ampla e aém de fixar nitrogénio, produz
horménios de crescimento como AIA e giberelina (FUENTES-RAMIREZ et a., 1993;
BASTIAN et al., 1998) e atua em controle bioldgico (PINON et al., 2001).

E uma bactéria endofitica e possui baixa sobrevivéncia no solo (REIS, 1994). Em
experimento de inoculacdo em solo natural e estéril, esta bactéria ndo foi reisolada 48 horas
apos sua introducdo (CARUSO et d., 1995). O uso da técnica de imunocaptura em amostras
de solo de canaviais e cafezal possibilitou isolamento de bactérias do género
Gluconacetobacter de amostras de solo coletadas a 50 cm das plantas de café, mas ndo de
amostras de solo de canaviais (SANTOS et al., 2006). Trabalhos mostraram a detec¢éo, mas
ndo isolamento desta bactéria em rizosfera de cana-de-aglcar pela técnica de ELISA indireta
(L1 & MACRAE, 1992).

Também apresenta limitada diversidade genética e sua populacéo é considerada um
clone (CABALLERO-MELLADO et a., 1994 e 1995). A baixa diversidade genética desta
populacdo pode estar associada ao ambiente restrito que é o interior da planta de cana-de-
acUcar, sofrendo desta maneira forte presséo seletiva, ou devido a producéo de bacteriocinas,
detectadas em condic¢des de cultura pura, por dois grupos de bactérias sobre outros grupos da
mesma espécie e das espécies G. johannae, G. azotocaptans e G. liquefaciens (MUNOZ et al.,
2005).

A populagéo natural ou inoculada de G. diazotrophicus presente em plantas de cana
de-acticar, diminui drasticamente com o avancar da idade da planta (PERIN, 2003; MUNOZ-
ROJAS et a., 2003) e foi relatado também que a suplementacdo de nitrogénio afetou
severamente G. diazotrophicus, provocando reducéo do nimero populacional em variedades
de cana-de-aglcar cultivadas no México e india (FUENTES-RAMIRES et al., 1993 e 1999;
MUTHUKUMARASAMY, 1999).

1.3.3 Género Burkholderia

Criado em 1992, este género conta atuamente com de 37 espécies descritas.
Colonizam diversos nichos ecol6gicos, desde plantas, solos contaminados e seres humanos,
sendo um importante componente da comunidade microbiana do solo. B. cepacia foi a
primeira espécie descrita, causadora de podriddo em casca de cebola (YABUUCHI et al.,
1992). Algumas espécies provocam doencas em plantas e animais, porém a maioria delas néo
sdo patégenas e podem promover o crescimento em plantas pela fixacdo bioldgica de
nitrogénio e produgéo de fitormonios.

Bactérias diazotréficas do género Burkholderia apresentam ampla distribuicdo, se
associam com plantas ndo leguminosas e formam nddulos em leguminosas. As espécies B.
tuberume B. phymatum (VANDAMME et al., 20024), foram as primeiras isoladas de nédul os
das plantas Aspalathus carnosa, coletada na Africa do Sul e Machaerium lunatum, coletada
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na Guiana Francesa. Recentemente inimeros trabalhos mostraram o isolamento de bactérias
diazotréficas do género Burkholderia em nédulos, especificamente de plantas da subfamilia
Mimosoidea.

Estas bactérias se associam com inimeras plantas. Em cana-de-agUcar, duas espécies
foram recentemente descritas. B. unamae (CABALLERO-MELLADO et a., 2004), isolada
de cana-de-agucar, café e milho de diferentes lugares do México e B. tropica (REIS et al.,
2004), isolada de plantas de cana-de-aclcar no Brasil e Africado Sul, solo nos EUA e milho
no México. E inimeros isolados das espécies B. tropica, B. kururiensise B. caribensis foram
isolados de amostras de canas-de-agUcar brasileiras e australianas (BODDEY, 2002). Porém
pouco se sabe sobre a ecologia e diversidade destas espécies.

1.4 FBN em Cana-de-acUicar

Canade-aclcar € a graminea que mais se beneficia da FBN. Os primeiros
experimentos para detectar a FBN em cana-de-aclcar, foram conduzidos no Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA, Piracicaba, SP), onde detectaram contribuicoes
significativas (RUSCHEL et al., 1978). Mais tarde, dois estudos cléassicos, usando atécnicade
diluicdo isotépicade °N, foram importantes para confirmar a contribuicdo da FBN & cultura.
Os primeiros estudos de quantificacdo da FBN foram conduzidos ao ar livre, em potes
contendo solo enriquecido com N (LIMA et al., 1987). Neste ensaio foram testadas quatro
variedades e apenas duas apresentaram resultados positivos, na mais promissora, CB47-89,
60% do nitrogénio necessario para a cultura veio da FBN. Em tanque de concreto, também
com solo marcado com N e Brachiaria como controle negativo, foi avaliado a FBN em mais
10 variedades de cana-de-agUcar por trés anos. Novamente foi observada variacéo de resposta,
e a variedade SP70-1143 foi a mais promissora, recebendo da FBN, 70% do nitrogénio
presente em seus tecidos, € como no caso anterior, decresceu ao longo dos anos (URQUIAGA
et al., 1992).

Estudos recentes indicaram que a FBN pode contribuir em até 60% de todo o N
acumulado pelas plantas (BODDEY et a., 2001; XAVIER, 2002). Confirmado também em
levantamentos feitos em &reas de producéo nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Pernambuco (POLIDORO, 2001), onde inimeras variedades foram analisadas pela
técnica de abundancia natural de *°N e foi observada contribuico da FBN em torno de 30%,
com variagdo de 0 a 60%, tendo as variedades RB72-454 e SP80-1842, apresentado 0s
mel hores resultados.

Experimentos de inoculagdo em casa de vegetacdo e campo também foram
conduzidos. Em experimento em vasos com solo, 0 nitrogénio derivado da FBN variou de
oito a 52% dependendo da planta usada como testemunha, e bactérias do género
Herbaspirillum promoveram maior desenvolvimento das plantas se comparado a G.
diazotrophicus (CANUTO, 2003). Também em vasos com solo, apos 400 dias de inoculacdo
das espécies G. diazotrophicus, A. amazonense, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans e B.
tropica, sozinhas e com diferentes combinagtes, na variedade micropropagada SP70-1143, foi
observado um melhor desenvolvimento com a inoculagdo conjunta de todas as espécies, e a
FBN neste caso, contribuiu com 30% do nitrogénio da planta (OLIVEIRA et al., 2002). Esta
mesma mistura de bactérias foi inoculada nas variedades SP70-1143 e SP81-2350, em
condicdes de campo e avaliadas 16 meses apos ainoculagdo. Foi observado que a FBN variou
de—4,5a31,4%, efoi maior em solo de baixafertilidade (OLIVEIRA et a., 2003).

Também a inoculagéo de H. seropedicae estirpe HRC54 e G. diazotrophicus estirpe
PALS5, na variedade RB 72-454, estimulou a atividade da H+ ATPase, provocou mudancas
morfolégicas radiculares e incremento de nutrientes na fase inicial do estabelecimento, e H.
seropedicae contribuiu para o incremento da biomassa radicular, érea foliar, contelido de
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clorofila e contelido de nutrientes (OLIVARES et a., 2002). Também a inoculagcdo destas
duas espécies na variedade CO86032, na India, elevou a quantidade de biomassa e N superior
as plantas adubadas com 140 kg de N por ha(MUTHUKUMARASAMY et a., 2006).

O uso de fertilizante nitrogenado pode afetar negativamente o potencial da FBN. Altos
niveis de N mineral causaram significativo decréscimo na atividade da nitrogenase e levou a
diminuico das populagdes de G. diazotrophicus no México (FUENTEZ-RAMIREZ et .,
1993) e india (MUTHUKUMARASAMY, 1999). No Brasil, MEDEIROS (et al., 2006)
mostraram que as variedades SP70-1143 e SP79-2312 diferem na fonte preferencial de N
mineral e altas doses de nitrogénio inibem a populacéo de G. diazotrophicus e atividade de
reducdo de acetileno pelas plantas. Isso pode ocorrer porgue altas doses de N mineral inibem
a sintese de sacarose (PELLAEZ ABELLAN et a., 1994) e podem aumentar a quantidade de
aminoécidos na seiva do apoplasto (TEJERA et a., 2006).

Estudos recentes mostraram que as plantas influenciam ativamente na associagéo com
bactérias diazotréficas. O sequénciamento parcial de genes expressos (EST-Etiquetas de
Sequéncias Expressas) da variedade SP70-1143 inoculada com G. diazotrophicus e H
seropedicae revelou que diversos genes da planta sdo induzidos na presenca das bactérias
(NOGUEIRA et al., 2001). Alguns destes genes possuem funcéo de sinalizagéo (VARGAS et
al., 2003) e muitos possuem funcdo ainda desconhecida (VINAGRE et a., 2006). Foi
verificado também que um gene, denominado SHR5, que participa na ativagéo de resposta de
defesa em plantas, foi reprimido em plantas inoculadas com bactérias diazotréficas e mais
reprimido na variedade SP70-1143, que recebe maiores contribuicdes da FBN (VINAGRE,
2001). Outra contribuicdo para explicar diferencas nas quantidades de N obtido via FBN pode
ser a presenca de genes da familia glutamina sintetase, que estdo associados a mecanismos
mais eficientes de assimilacdo de N e tém sua expressdo aumentada na variedade SP70-1143
(NOGUEIRA et a., 2005).

Estimase que a FBN associada ao cultivo da cana-de-agUcar no Brasil, gera economia
de N-fertilizante equivalente a US$ 200 milhdes, contribuindo para a conservacdo do meio
ambiente (URQUIAGA et al., 2005), porém varios fatores podem interferir neste processo,
tais como: tipo de solo, manejo, gendtipo da bactéria e gendtipo da planta. Visando contribuir
para 0 entendimento desta associacdo, foi proposto conhecer a populacdo de bactérias
diazotroficas do género Burkholderia em associagcdo com esta planta, por ser um género com
grande adaptabilidade em diferentes ambientes e inimeros potenciais biotecnoldgicos. O
objetivo deste capitulo foi isolar, caracterizar e avaliar a diversidade da comunidade de
bactérias diazotréficas do género Burkhol deria em associacdo com cana-de-aclcar.
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2MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de Amostras

Foram coletadas amostras de diferentes variedades de cana-de-acUcar utilizadas para o
isolamento de bactérias diazotroficas pertencentes ao género Burkholderia, em quatro estados
brasileiros.

No Estado do Rio de Janeiro foram coletadas amostras de plantas adultas das
variedades Chunne (Saccharum barberi), Krakatau (S. spontaneum) e dos hibridos SP70-
1143, SP72-454 e CB47-89, em novembro de 2002. As plantas foram cultivadas na area
experimental da Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, em experimento foi instalado em
novembro de 1989 em um Argissolo de textura média, renovado em 1998, quando recebeu
100 kg de P,Os, 80 kg de KO e 50 kg de FTE BR12 por hectare e anualmente recebeu 80 kg
de K20 por hectare. As plantas foram coletadas na segunda soca e com 10 meses de idade. A
outra area de coleta foi na fazenda de um plantador de canade-agUcar localizado no
municipio de Campos dos Goytacazes, situado ao norte do Estado do Rio de Janeiro. Neste
local foram feitas coletas de quatro variedades de cana-de-aglicar em novembro de 2003. No
mesmo municipio, numa localidade chamada de Cambaiba, foi feita outra coleta da variedade
CB 45-3 com 5 meses de idade e no terceiro corte. Esta &rea era mantida ha 20 anos com
cana-de-aclcar sem adicdo de fertilizantes minerais ou organicos e sofreu queimadas
periodicas. As variedades Caiana Roxa, Caiana Amarela e AKBAR, foram coletadas no
Campus Dr. Leonel Miranda da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As duas
primeiras, em fase adulta, eram mantidas em canteiros sem adi¢éo de fertilizantes minerais ou
organicos. Ja a variedade AKBAR era mantida no Banco de Germoplasma, depois de sofrido
oito cortes e com trés meses de idade.

Em setembro de 2003, foram coletadas amostras de plantas de canade-aclcar das
variedades RB85-5113 e RB72-454, no campo experimental da Universidade Federal do
Parand, em Paranavai, Estado do Parana.

As variedades SP87-432, SP80-1842 e SP80-3280, cultivadas no campo experimental
da COPERSUCAR (Cooperativa de Produtores de Cana-de-aglcar, Aclicar e Alcool do
Estado de S&o Paulo), foram coletadas em abril de 2004. Foram plantadas em junho de 2003
em um Latossolo Vermelho Amarelo, tipo 2, sem aplicagdo de agrotdxicos e que recebeu no
plantio 50 kg da férmula 4-20-20 por hectare.

Na Usina Cruangi, municipio de Timbalba, Pernambuco, fo coletadado amostras das
variedades SP78-4764, SP79-1011 e SP87-344, em maio de 2004.

Amostras de solo proximo as plantas foram coletadas para andlise quimica (Embrapa,
1999) e os dados estéo apresentados na Tabela 1.

Todas as amostras coletadas foram transportadas para o Laboratério de Gramineas da
Embrapa Agrobiologia, em Seropédica - RJ, paraanalise.
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas dos solos onde as variedades de canade-aglcar foram

mantidas.
Amostras pH/&gua Al Ca+tMg Ca Mg P K
cmoly/dm?® mg/dm®

RB 72-454 57 0,0 5,6 44 12 15 235
RB 855113 57 0,0 50 37 1,3 15 320
CB45-3 6,1 0,0 7,6 6,2 14 28 135
CalanaAmarela 6,0 0,0 49 3,6 1,3 103 185
CalanaRoxa 6,0 0,0 45 3,7 1,2 15 160
AKBAR 5,6 0,0 8.3 53 30 14 165
SP78-4764 59 0,0 53 37 1,6 166 220
SP79-1011 6,5 0,0 6,6 40 2,6 178 195
SP87-344 6,3 0,0 6,7 42 25 185 594
SP87-432 47 14 2,8 1,3 15 5 53
SP80-1842 47 0,0 14 36 15 5 53
SP80-3280 52 0,0 45 2.8 30 14 65

2.2 Contagem e | solamento

As amostras de cana-de-aglicar foram separadas em solo da rizosfera, raizes e colmos
e processadas de acordo com a metodologia descrita por DOBEREINER et al. (1995), para
contagem da populacéo de bactérias diazotréficas e posterior isolamento. Para tal, o solo
presente na rizosfera das plantas foi separado, homogeneizado e pesado uma amostra
composta de 10 g. Esta amostra foi colocada em frascos contendo 90 ml de solugdo salina
(anexo) e permaneceu sob agitacdo constante de 150 rpm por 1 h para fragmentacdo dos
agregados. As raizes e colmos foram muito bem lavados com agua corrente, fragmentados em
pedacos menores, homogeneizados e pesado amostras compostas de 10 g. Estas amostras
foram colocadas em frascos estéreis e desinfestadas superficialmente pelaimersdo em solucéo
aquosa de Cloramina T a 1%, por cinco min. Em seguida, foram lavadas trés vezes com agua
destilada estéril e mantidas por 2,5 min. em tampéo fosfato 0,05 M, pH 7,0, e novamente
lavadas cinco vezes com agua destilada estéril. Ap6s desinfestadas, foram trituradas por um a
dois minutos com 90 ml de solucdo salina em liquidificador de uso doméstico e
permaneceram em repouso por uma hora.

Depois de trituradas e agitadas em soluczo salina (diluicdo 10™") as amostras de solo da
rizosfera, raizes e colmos, foram diluidas seriadamente até 10°°, acrescentando-se 1 ml da
diluicdo origina a tubos de ensaio contendo 9 ml de solugéo salina. De cada dilui¢do, uma
amostra de 0,1 ml foi inoculada no meio do meio de cultura, em frascos com 3 repeticoes,
contendo 5 ml dos meios de cultura semi-solidos sem adicdo de nitrogénio LGI (anexo)
(DOBEREINER et al., 1995) e MV (anexo) (BALDANI, 1996) com pH aterado para 5,5
(BODDEY, 2002).

Os frascos inoculados foram incubados no escuro, a 30 °C por um periodo de 7 dias,
para o desenvolvimento de pelicula na regido superficia do meio. A contagem da populagdo
bacteriana foi realizada através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP), utilizando a
tabela de McCrady para 3 repeticdes de cada diluicio (DOBEREINER et al., 1995).

As amostras dos frascos das duas Ultimas dilui¢des com crescimento positivo foram
utilizadas para isolamento de bactérias diazotroficas do género Burkholderia. A repicagem
para novo meio de cultura semi-solido, como recomenda a metodologia, nédo foi realizada. As
amostras foram diretamente riscadas em placas de Petri contendo o respectivo meio solido. As
placas foram incubadas no escuro a 30 °C por 5 dias para o crescimento de coldnias isoladas.

13



Cada col6nia formada nos meios sblidos foi repicada para novo meio semi-solido. Nesta etapa
observou-se a necessidade de adicdo de 20 mg de extrato de levedura no meio de cultura
semi-solido IMV, o que facilitou o crescimento da pelicula e ndo inibe a atividade de reducéo
de acetileno. Apds formagdo de pelicula caracteristica em meio de cultura semi-solido, as
amostras foram riscadas novamente em placas para confirmagéo da pureza.

Quando purificados, os isolados foram estocados em glicerol 50% (glicerol diluido em
50% de agua destilada estéril) estéril. Onde foram previamente crescidos em meio de cultura
liquido Dyg's modificado (anexo) (BALDANI, 1996), por 18 h a 150 rpm e 2 ml da
suspensdo bacteriana foi centrifugada por 5 min a 520 x g, sendo o sobrenadante descartado e
o concentrado de células ressuspendido em 500 ml de glicerol 50%, homogeneizado e
estocado a— 20 °C.

Todos os isolados foram também liofilizados e depositados na Colecdo de Cultura da
Embrapa Agrobiologia, recebendo assim, denominacéo BR, seguido de nimero de registro.

2.3 Oxidacao de Fontesde Carbono (BIOLOG)

Esta avaliacso foi realizada através da utilizacdo do Kit BIOLOG™, que é um sistema
de placa de polietileno impregnada com 95 diferentes fontes de carbono, que permite
identificar os isolados e avaliar a similaridade entre eles. O sistema escolhido foi BIOLOG
GN2, especificos para culturas puras de bactérias Gram negativas.

Para esta andlise, uma colnia caracteristica de cada isolado foi inoculada em tubo de
ensaio contendo 5 ml de meio de culturaliquido Dyg's, permanecendo sob agitacdo constante
de 150 rpm por 18 h a 30 °C. Uma aliquota foi riscada em placas contendo meio de cultura
Dyg's slido e incubado no escuro a 30 °C por 48 h para verificagcdo da pureza. Em seguida,
foram riscados em meio sdlido BUG (meio fornecido pelo fabricante do Kit BIOLOG) e
incubados no escuro a D °C por 24 h. ApoGs este periodo, as coldnias foram retiradas das
placas com o auxilio de um cotonete estéril, suspendidas em um fluido inoculante (fornecido
pelo fabricante do Kit BIOLOG) com concentracdo das células semelhantes a um padréo
conhecido, ja ajustado para 52% de transmitancia em espectrofotdbmetro com filtro de 590 nm.

Com o uso de um pipetador multicanal, 150 m da suspensédo de células foi adicionada
em cada um dos 96 pogos da placa, que foi tampada e incubada por 24 h a 30 °C e avaliada
com 4 e 24 h de incubagéo.

A identificacdo dos isolados foi dada pela capacidade de utilizacdo das fontes de
carbono, visualizados pela reducéo do indicador tetrazolium, o que faz com que ocorra a
formagcdo da cor roxa. Os valores foram representados como positivo, para as fontes de
carbono que se apresentaram na cor roxa, e negativa para as fontes de carbono que ndo foram
oxidadas pelos isolados e ndo ateraram a cor. Estes dados foram fornecidos ao programa Bio,
do Kit BIOLOG, que identificou o género e espécie, ou a similaridade do isolado com algum
género jadescrito.

Os dados obtidos por este sistema, também permitem avaliar a similaridade entre os
isolados e as estirpes padrfes das espécies descritas. Para isso, foi construida uma matriz
binéria, sendo atribuido valor 1, para as fontes de carbono que foram oxidadas e zero para
aquelas que ndo foram oxidadas. Os dados foram comparados e as semelhancgas entre os
isolados foram estimadas pelo coeficiente de SM (ROHLF, 1994), agrupados pelo método das
disténcias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method) (SNEATH & SOKAL, 1973) e
representados graficamente por um dendrograma construido pelo programa NTSYS
(Numerical Taxonomy System Using Multivariate Statistical Program), versao 2.1.

Foram incluidas em todas as caracterizacbes as estirpes padrfes das espécies
diazotréficas do género Burkholderia, estirpe TVV75 de B. viethamiensis, BR11366, padréo
de B. tropica, KP23, padréo de B. kururiensis, ATCC25416, padrédo do genomovar | de B.
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cepacia, MTI641, padréo de B. unamae, BR11340, padréo de B. brasilensis, STM815, padréo
de B. phymatum e STM678, de B. tuberum. E IPT101, padréo da espécie B. sacchari, isolada
de solo de canavial.

2.4 |dentificagéo do Género Burkholderia

A extracéo de DNA gendmico das bactérias isoladas, foi realizada com o auxilio de
um kit de extragcdo de DNA, QIAamp® DNA Mini Kit, fabricado pela empresa Quiagen. Para
esta tese, foi utilizado o protocolo para extracdo de DNA de bactérias Gram negativas,
crescidas em meio de culturaliquida.

A qualidade e quantidade do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose na concentracéo 1,0%, fundida em tamp&o TAE 1 X (anexo). O gel foi submerso em
tamp@o de corrida TAE 1 X. Em cada orificio do gel foi aplicado 1 m de amostra, juntamente
com 2 nL de tamp&o de amostra, e aplicado voltagem constante de 100 volts por 30 min., para
promover a migragao das amostras. Em seguida, o gel foi corado em solugéo de brometo de
etideo (5 mg/l) e visualizado sob luz ultravioleta em fotodocumentador marca Kodak, modelo
EL Logic Imaging System.

O género dos isolados foi confirmado utilizando a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase) com os iniciadores especificos BurkK3 (5-CTGCGAAAGCCGGAT-3') e
reverso BurkR (5 -TGCCATACTCTAGC(CT)(CT)GC-3') (SALLES et al., 2002),
especificos para o género Burkholderia, desenhados a partir da regido 16S rDNA, resultando
num fragmento PCR de 500 pares de bases.

Os isolados foram amplificados em reacéo de 25 ni, obtida com a mistura de 10% do
volume final da reacdo de tampé&o de PCR 10 X; 3,75 mM de MgCly; 200 mM de dNTP; 0,4
mM de cada iniciador; 2,5 unidades de Tag DNA polimerase e 50 ng de DNA. Estas amostras
foram acomodadas em termociclador com uma etapainicial de desnaturagéo (95 °C por quatro
min.), seguido de 25 ciclos intermediérios (94 °C por 14 min., 62 °C por 45 segundos e 72 °C
por dois min.) e umaetapafinal de extenséo (72 °C por 10 min.).

Os produtos destas amplificagcdes foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1,0%, fundido em tampdo TAE 1 X. O gel foi submerso em tampéo de corrida TAE 1X e
em cada orificio do gel foi aplicado dois nl. de amostra juntamente com 2 niL. de tampé&o de
amostra (anexo), e aplicado voltagem de 100 volts por 60 min. para promover a migragdo das
amostras. Em seguida, o gel foi corado e visualizado como descrito acima.

2.5 Deteccdo do Gene nifH e Deter minacéo da Atividade da Nitrogenase

2.5.1 Amplificagdo daregido do gene nifH da nitrogenase

O caréter diazotrofico dos isolados foi avaliado pela amplificacdo do gene nifH. Foram
utilizados os iniciadores 19F (5 GCIWTYTAYGGIAARGGIGG3) e 407R
(5 AAICCRCCRCAIACIACRTC3) (onde l=inosina, R=AouG ,W=AouTeY=CouT)
(UEDA et a., 1995), gerando um fragmento de aproximadamente 309 pares de bases. Foi
utilizada a técnica de PCR e a reacdo, com volume final de 50 i, foi obtida com a misturade
10% do volume final da reagéo de tampéo de PCR 10 X; 1,5 mM de MgCly; 0,2 mM de
dNTP; 2,0 mM de cada iniciador; 2 unidades de Tag DNA polimerase e 50 ng de DNA. Estas
amostras foram acomodadas em termociclador com uma etapa inicial de desnaturagdo (94° C
por quatro min), seguido de 35 ciclos intermedi&rios (94 °C por 1 min, 50 °C por 45se 72 °C
por 2 min) e uma etapafinal de extensdo (72 °C por 4 min).
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Apbs o término do programa de amplificacdo, uma aliquota do produto amplificado
foi submetida a eletroforese como descrito no item 2.4, para visualizagdo dos produtos de
amplificacéo.

2.5.2 Atividade da nitrogenase

A atividade da nitrogenase pode ser medida pela reducdo do acetileno, inibidor
competitivo da enzima. A técnica da reducdo de acetileno (ARA) foi realizada como descrito
por BODDEY et d., (1990) e a atividade especifica € quantificada dividindo-se a atividade
total de ARA pela proteina celular acumulada pela cultura, determinada pelo método descrito
por LOWRY et a (1951).

Os isolados foram cultivados como descrito no item 2.3, e uma aliquota de 20 ni da
cultura crescida foi inoculada no meio do meio de cultura, em frascos com capacidade de 10
ml, contendo 5 ml de meio de cultura semi-sdlido BMGM contendo glicose, manitol e acido
malico como fontes de carbono (anexo) (ESTRADA DE LOS SANTOS, 2001), e incubados
no escuro a 30 °C por 48 h. Apds a formacao da pelicula na superficie do meio de cultura, os
frascos foram fechados com rolhas de borracha perfuravel, e 0,5 ml de acetileno foi injetado
usando uma seringa. Este volume corresponde a 10% da fase gasosa do frasco. Apds ainjecdo
das amostras testes e do controle contendo apenas o meio de cultura sem bactérias, os frascos
foram incubados por umahoraa 30 °C. A seguir procedeu-se aavaliacdo do etileno produzido
através da injecdo de 0,5 ml da fase gasosa das amostras em cromatografo de gas com
ionizacdo de chama, marca Perkin Elmer, modelo F11. O resultado foi obtido através de um
integrador digital de marca PE Nelson modelo 1022 que esta acoplado ao cromatégrafo. O
integrador recebe o sinal do cromatdgrafo e o converte em gréfico, calculando a area e altura
do pico e comparando-a com a curva padréo usada na calibragdo do aparelho, desta maneira,
calcula-se a concentracdo do gas etileno contido na fase gasosa das amostras (OLIVEIRA et
al., 1998).

Apés leitura de ARA, as amostras foram homogeneizadas para misturar a pelicula ao
meio de cultura e realizado a determinagdo de proteinas totais, seguindo a metodologia
descrita por LOWRY et al. (1951) e modificada por RODRIGUES (2004). O principio do
método baseia-se huma mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico (reagente de
Fenol-Ciocalteau), que sofre reducdo quando reage com proteinas na presenca de cobre e
produz um composto com absor¢do méxima em 750 nm. Em tubos de ensaio, foi adicionado
0,1 ml de amostra, 0,4 ml de agua destilada estéril, para diluir a amostra e ndo saturar o
método e, 0,5 ml de NaOH 1 M, agitados e postos em banho-maria a 100 °C por 5 min. para
lisar as células e desnaturar o agar. Apés atingir temperatura ambiente, foi adicionado aos
tubos 0,25 ml de regente de Lowry (anexo), agitados e incubados por 10 min. no escuro. Em
seguida foi adicionado aos tubos 0,5 ml da solucéo do Reativo Fenol Ciocalteau, diluido em 1
porcdo de reagente mais 2 porcdes de agua destilada estéril, agitados e incubados no escuro
por 30 min. Apos incubagdo, foi efetuada leitura de absorbancia em espectrofotdmetro com
filtro de 750 nm, marca Onda Cientifica, modelo Bel 2000 UV.

Os valores de absorbancia das amostras foram multiplicados por 10 (correcéo pelo uso
de 100 ml de amostras, para obter o resultado em ml) e a concentracdo de proteinas
determinada usando como padrdo curva obtida pelos valores de absorbancia de amostras com
guantidades conhecidas da proteina Albumina Bovina. O valor da concentracdo de proteina
foi multiplicado pela quantidade de meio de cultura em que a bactéria estava crescendo.

A atividade de reducéo de acetileno é dada por nmol de etileno produzido por hora de
incubacdo (neste caso 1 hora) e dividido pelo valor de absorbancia obtido pela andlise de
proteinas totais, resultando em nmol de etileno por mg de proteinas totais, quantificando desta
maneira a atividade da nitrogenase dos isolados.
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2.6 Caracterizacdo Morfoldgica dos | solados

Para a caracterizacdo morfoldgica das col6nias, os isolados foram cultivados como
descrito no item 2.3. Uma algada desta suspensdo foi usada para riscagem, em triplicata, em
placas contendo os meios de cultura sélidos LGI e IMV, e incubadas no escuro, a 30 °C. Apds
sete dias de crescimento, foram avaliadas caracteristicas como: 1. tamanho: menor que um
mm, puntiforme e maior que um mm; 2. dimensdo; 3. cor; 4. forma da colonia, em circular ou
irregular; 5. elevagdo: plana, lente, convexa, pulvinada, umbonada ou umbilicada; 6. borda:
ondulada, lobada, denteada, filamentosa ou inteira; e 7. superficie: lisa, rugosa ou papilada; 8.
consisténcia: seca ou gomosa (YANO et al., 1993).

2.7 Amplificacdo da Regido 16S rDNA e Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal
Amplificado

Inicialmente, foi amplificada a regido 16S rDNA, utilizando os iniciadores Y1,
complementar a sequéncia 5 -TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3 e Y3, 5-
CTAGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT-3, (YOUNG et d., 1991), através da técnica de
PCR. A reacéo, com volume final de 50 i, consistiu ha mistura de 10% do volume final, de
tampdo de PCR 10 X; 2 mM de MgCly; 200 mM de dNTP; 0,12 nM de cada iniciador, 1
unidade da enzima Tag DNA polimerase e de 50 a 150 ng de DNA. Em seguida 0 material
preparado foi colocado num termociclador e submetido a0 seguinte programa de
amplificagdo: uma etapa de desnaturacdo (93 °C por 2 min.), seguido de 35 ciclos
intermediarios (93° C por 45 segundos, 62° C por 45 segundos e 72° C por dois min.), € uma
etapa final de extensdo (72 °C por 5 min.) seguido por resfriamento (15 °C por 15 min.), para
parar areacao.

Apbs o término do programa, uma aliquota do produto amplificado foi submetida a
eletroforese como descrito no item 2.4, para visualizac&o dos produtos de amplificagéo.

Os produtos de amplificacdo das regidbes 16S rDNA foram digeridos com as
endonucleases de restricdo, de corte raro, recomendadas Alul, Ddel, Mspl, Hinfl e Hhal
(Invitrogen), (ESTRADA DE LOS SANTOS et d., 2001). Para cada reagéo, foi adicionado
8,5 nL. de material amplificado, 1,0 n de tamp&o de reacdo préprio de cada enzima e cinco
unidades da enzima de interesse. Os tubos foram agitados para homogeneizar os reagentes e
incubados a 37° C em banho-maria, por trés horas.

O material foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 3%, fundido em tampéo
TAE 1 X. Toda a amostra, e mais 2 nlL. de tampé&o de amostra, foram distribuidos nos pogos
do gel, submersos em tampéo de corrida TAE 1 X e submetido a 50 volts por 4 h. Apés a
migracdo das amostras, o gel foi corado e visualizado como descrito no item 2.4.

O tamanho dos fragmentos gerados foi comparado com um marcador de peso
molecular, e cada perfil foi identificado por uma letra, para agrupamento inicial dos isolados.
A similaridade entre os isolados e com as estirpes padrdes, foi avaliada pela construcdo de
uma matriz binéria, composta do valor um, pela presenca de banda de determinado tamanho e
zero, pela auséncia de banda. Os dados foram comparados e as semelhangas entre os padroes
foram estimadas pel o coeficiente de similaridade SM (ROHLF, 1994), agrupados pelo método
das médias das distancias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method) (SNEATH &
SOKAL, 1973) e representados graficamente por um dendrograma construido pelo programa
NTSY S (Numerical Taxonomy System Using Multivariate Statistical Program), versao 2.1.
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2.8 Sequenciamento da Regido 16SrDNA

A regido 16S rDNA foi amplificada como descrito no item acima e o produto da
amplificacdo foi precipitado com a adicdo de oito pl de NaCl 50 M e 40 uL de
polietilenoglicol (8000) 22% a 32 pL do material amplificado. A mistura foi agitada e
incubada a 4 °C por uma noite. Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a4 °C e
1600 x g por 30 min, o sobrenadante descartado, e o precipitado lavado com a adic¢éo de 500
pl de etanol 70%. Em seguida, foi centrifugado a 4 °C e 1600 x g por 15 min, retirado o
sobrenadante e exposto ao ambiente para secar. Quando os tubos estavam secos e sem odor de
etanol, o DNA foi ressuspendido em 20 pl de agua milliQ estéril. Foi aplicado 1 pl de cada
amostra em gel de agarose e submetido a eletroforese, como descrito no item 2.4, para
verificar aqualidade e estimar a concentragdo para posterior reacéo de sequénciamento.

Para 0 sequénciamento do gene 16S rDNA foram utilizados os iniciadores citados na
Tabela 2. Paraareacdo foi utilizando 200 ng dos produtos de PCR purificados, 5 UM de cada
iniciador e 4 pL do kit de sequénciamento (“ TE Dynamics Kit") (Amersham Biosciences®) e
&gua ultrapura para o volume fina de 10 pl. O material preparado foi acomodado em
termociclador, programado para 30 ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo de 95 °C
por 20 s, 50 °C por 15 s e 60 °C por um min., respectivamente. Apds a reacdo de
seguénciamento, as amostras foram precipitadas adicionando 1 pl de acetato de amoénio 7,5 M
e 27,5 ul de etanol absoluto, e incubadas a 4 °C por uma noite. No outro dia, as amostras
foram centrifugadas a 520 x g e 4 °C por 30 min, o sobrenadante descartado e o precipitado
lavado com a adicéo 150 pl de etanol 70%. Em seguida, as amostras foram agitadas e depois
centrifugadas a 520 x g e 4 °C por 5 min. O sobrenadante foi novamente descartado e as
amostras permaneceram em temperatura ambiente para secagem. Quando os tubos estavam
secos, foi adicionado 7,5 pl de tampdo de sequénciamento e as amostras analisadas em
sequienciador automatico MegaBA CE1000 (Amershan Biosystem).

Tabela 2: Iniciadores utilizados para sequénciamento do gene 16S rDNA

Iniciador Seqiiéncia (5® 3) Referéncia

Y1l TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC YOUNGet al., 1991

Y2 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG YOUNGet al., 1991

Y3 CTGACCCCACTTCAGCTTGTTCCAT CRUZ et a., 2001

16S362f CTCCTACGGGAGGCAGTGGGG SOARES-RAMOS et al., 2003
16S786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG SOARES-RAMOS et al., 2003
1651203f GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC SOARES-RAMOS et al., 2003
16S1110r TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC SOARES-RAMOS et al., 2003
16S805r GACTACCAGGGTATCTAATCCTG SOARES-RAMOS et al., 2003

As novas sequiéncias foram comparadas com as presentes no banco de dados do NCBI
(Nacional Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nim.nih.gov), pelo programa
BLAST (Basic Loca Alignment Search Tool) (ALTSCHUL, et a., 1997) para nucleotideos.
As sequéncias em estudo foram alinhadas com algumas delas depositadas no banco de dados
com o0 auxilio do programa CLUSTALW (THOMPSON et al., 1994) e foram agrupadas pelo
método  Neighbour-joinning  (SAITOU e NEI, 1987) no programa MEGA
(www.megasoftware.net) (KUMAR et a., 2004).
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3RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1 Contagem e | solamento

A presenca de bactérias diazotréficas nas amostras de solo rizosférico, raizes e colmos
de cana-de-aclcar foi verificada pela formagdo de pelicula nos meios de cultura semi-solidos
JMV e LGI. Em ambos os meios, com dois dias apds inoculacdo, a pelicula apresentou-se fina
e localizada a aproximadamente 2 milimetros abaixo da superficie. Ap6s 5 dias de incubacéo,
a pelicula apresentou-se densa e atingiu a superficie do meio de cultura. No meio de cultura
JMV ocorreu formacdo de pelicula de cor creme sem dteracdo de pH. Ja em LGl ocorreu
formagao de peliculade cor amarela, juntamente com acidificacéo do meio de cultura.

Foi observado que o nimero de células por grama de massa fresca variou de néo
detectado a 4500 x 10 e foi maior em meio de cultura IMV (Tabela 3). LGI foi 0 meio com
menor nimero de amostras que apresentou bactérias. Das 51 amostras analisadas, 20 ndo
cresceram neste meio, sendo a maioria de colmos. Nas variedades col etadas em S&o Paulo, em
nenhuma amostra cresceu bactérias e das variedades coletadas em Pernambuco, na maioria
das amostras também néo foi observado crescimento de bactérias no meio de culturaLGl.

A presenca de maior populacdo de bactérias em meio de cultura IMV se comparada a
LGI pode estar relacionado a fonte de carbono. O meio de cultura IMV foi desenvolvido a
partir de testes com crescimento de isolados bacterianos obtidos de arroz, cana-de-acUcar e
batata-doce, que mais tarde foram identificados como Burkholderia. Os isolados cresceram
em meio de cultura semi-solido com inimeras fontes de carbono, e foi observado que manitol
favoreceu o crescimento dos isolados (BALDANI, 1996). Ja 0 uso do meio de aultura LGl,
desenvolvido para o isolamento de bactérias do género Azospirillum amazonense
(DOBEREINER €t al., 1995), foi escolhido para este estudo por conter sacarose como fonte
de carbono, que é abundante em canade-aglcar. O uso de dois meios de cultura
possivelmente ampliou as chances de isolamento de bactérias com maior versatilidade
nutricional e o meio de cultura com maior populagéo e isolados, foi aquele que continha a
fonte de carbono preferencial da bactéria.

As maiores populacbes, em ambos os meios de cultura, foram encontradas nas
amostras de raizes e rizosfera. As plantas fornecem nos seus exsudados, substancias como
carboidratos, acidos organicos e vitaminas e o solo contribui com macro e micro nutrientes,
isso possibilita grande desenvolvimento de bactérias proximo as raizes. Diversos estudos em
cana-de-aglcar mostraram maior populacdo de bactérias diazotréficas dos géneros
Gluconacetobacter (PERIN, 2003), Azospirillum e Herbaspirillum (REIS JUNIOR et al.,
2000) presente no sistema radicular. Isso parece ser comum também para 0 género
Burkholderia em plantas de cana-de-aglcar coletadas no Brasil e Austrdlia (BODDEY/, 2002).

Das 16 variedades de cana-de-acUcar analisadas, as maiores populagdes, em ambos 0s
meios de cultura, foram nas duas variedades coletadas em Paranavai, no Estado do Parana
(Tabela 3). As variedades coletadas no Estado do Rio de Janeiro apresentaram menor
populacdo, porém na maioria das amostras néo foi possivel detectar presenca de bactérias
diazotréficas. Ja variedades coletadas em Piracicaba (SP) e Timbalba (PE), na maioria das
amostras ndo foi detectado a presenca de bactérias diazotréficas. O material analisado era
muito diverso, foram coletadas plantas com idades diferentes e cultivadas sob inimeros
manejos. Foram analisadas plantas de trés a 10 meses de idade e plantas adultas do qual ndo
se teve informacdo da idade. Foram utilizadas cana planta ou cana soca com até oito cortes,
cultivadas sob diferentes tipos de solos, clima e mangjos, dificultando definir qual fator seria
responsavel pelavariacdo populacional.
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Tabela 3: Nimero de células (x 10*) por grama de peso fresco de bactérias diazotréficas
associadas a variedades de cana-de-agUcar coletadas no estado do Rio de Janeiro.

Local de coleta Variedade Amostras Meios de cultura
LGI MV
Seropédica RB72-454 Colmo ND! 0,45
Raizes 0,2 40
Rizosfera 0,15 110
SP70-1143 Colmo 0,04 ND?!
Raizes 0,11 110
Rizosfera 0,15 11
CB47-89 Colmo ND?! 0,25
Raizes 0,2 45,0
Rizosfera 0,45 15,0
Chunne Colmo ND?! ND?!
Raizes 0,2 0,11
Rizosfera 0,15 0,04
Krakatau Colmo ND?! ND?!
Raizes 0,45 0,11
Rizosfera 0,14 0,04
Campos dos CaanaRoxa Colmo 0,45 0,45
Goytacazes Raizes 0,09 0,40
Rizosfera 0,25 7,0
CaianaAmarela Colmo 0,45 ND*
Raizes 0,02 ND?!
Rizosfera 0,45 0,04
CB45-3 Colmo ND?! ND?!
Raizes 0,2 0,11
Rizosfera 0,15 0,04
AKBAR Colmo ND?! 0,25
Raizes 0,45 ND?!
Rizosfera 14 14,0
Paranavai-PR RB 855113 Colmo 04 0,45
Raizes 0,95 1400
Rizosfera 0,75 15
RB72-454 Colmo 0,4 0,95
Raizes 15 4500
Rizosfera 11,0 11,0
Piracicaba— SP SPg7-432 Colmo ND?! ND?!
Raizes ND?! 1400
Rizosfera ND?! 300
SP80-1842 Colmo ND?! ND?!
Raizes ND?! 14
Rizosfera ND?! 25
SP80-3280 Colmo ND?! ND?!
Raizes ND?! 110
Rizosfera ND?! 11,0
Timbaliba - PE SP78-4764 Colmo ND?! 0,45
Raizes ND?! 4,0
Rizosfera 110 110
SP79-1011 Colmo ND?! 0,25
Raizes ND?! 45
Rizosfera 45 15
SP87-344 Colmo 20 45
Raizes ND?! 0,95
Rizosfera 2,0 14

1: ND, n&o detectado pelo método
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Ao fina do processo de isolamento, foram obtidos 80 isolados semelhantes a
Burkholderia, 43 em meio de cultura JMV e 36 em LGlI, de 12 das 16 variedades analisadas
(Figura 1). N&o foram obtidos isolados das variedades Chunne, Krakatau e CB47-89,
coletadas em Seropédica, RJ e SP87-432, coletada em Piracicaba, Estado de SP.

Narizosfera e raizes, estava localizada a maioria das bactérias e foram destas amostras
gue se obteve o maior nimero de isolados. Isso indica que esta bactéria coloniza
provavelmente a rizosfera e posteriormente o interior das plantas. Estudos de microscopia
eletronica em plantulas de arroz inoculadas com os isolados M130 e M209 de Burkholderia
spp., revelaram maior ocorréncia de bactérias na superficie das raizes primérias e secundarias,
com colonizagcdo de algumas células da epiderme das raizes e em apenas alguns casos foi
observado a colonizagdo do xilema (BALDANI, 1996).

A metodologia tradicional para isolamento de bactérias diazotréficas, recomenda
repicar duas vezes consecutivas as bactérias crescidas nos frascos inoculados com amostras de
plantas. Neste trabalho, as bactérias cultivadas em meio de cultura semi - sdlido foram
riscadas diretamente em placas contendo 0 respectivo meio solido. Apds crescimento em
placa, cada coldnia diferente foi inoculada sozinha em frascos contendo o respectivo meio de
cultura semi-solido, quando crescidas foram novamente riscadas em placas para confirmacao
de pureza. A ateracdo na metodologia de isolamento sugerida nesta tese pode ter contribuido
para a obtencdo de um maior nimero de isolados. Esta estratégia buscou diminuir a pressao
seletiva e competicdo entre os diferentes géneros e espécies de bactérias crescendo numa
mesma pelicula. Producdo de bacteriocinas ja foi detectada em condicfes de cultura pura por
2 grupos de bactérias da espécie G. diazotrophicus sobre outros grupos da mesma espécie e
das espécies G. johannae, G. azotocaptans e G. liquefaciens (MUNOZ-ROJAS et al., 2005), e
0S autores comentaram que esta competicdo pode contribuir para o insucesso de isolamento de
G. johannae e G. azotocaptans em cana-de-acUicar e a baixa diversidade observada na espécie
G. diazotrophicus.

A literatura recomenda também que a adicdo de extrato de levedura sb deve ocorrer
em meio de cultura sdlido. Quando as col6nias diferentes foram repicadas para 0 meio de
cultura semi-solido, foi observado que poucas cresceram. Para solucionar este problema foi
adicionado 20 mg de extrato de levedura, atuando como fator de crescimento em quantidade
gue ndo interferiu na atividade da enzima nitrogenase (dados n&o apresentados). Sabe-se que
menos de 1% dos microrganismos sdo cultivaveis (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006), a
mudanca do interior da planta para um meio de cultura limitado nutricionalmente diminui a
possibilidade de crescimento de bactérias. Meios de cultivo sdo muito seletivos e podem ndo
representar o ambiente de vida de alguns organismos, sendo necessario a adicdo de fatores de
crescimento. Uma experiéncia bem sucedida de adicéo de fatores de crescimento, foi a adicéo
de caldo de cana a0 meio de cultura LGI-P, facilitando o isolamento e G. diazotrophicus
(REISet al., 1994).
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Figura 1: Numero de isolados tipo Burkholderia spp. obtidos de variedades de cana-de-
acUcar através dos meios de cultura JIMV e LGI. RB72-454a: planta coletada em
Seropédica, RJ; RB72-454b: planta coletada em Paranavai, PR

3.2 Oxidacao de Fontes de Carbono (BIOLOG)

Todos os 80 isolados obtidos de canade-aclicar e os 8 padrfes do género foram
cultivados no meio de cultura BUG, para o teste BIOLOG. Destes, apenas 6 apresentaram
100% de similaridade com o género Burkholderia e 58 ndo foram identificados, porém
apresentaram similaridade com o género. Nesta etapa, 16 isolados que ndo apresentaram
similaridade com Burkholderia foram eliminados do estudo: quatro por apresentarem 100%
de similaridade com a espécie H. seropedicae, quatro identificados com 100% de similaridade
com Vibrio fluvialis, quatro identificados como pertencentes ao género Sphingomonas, e
quatro isolados identificados como pertencentes a H. rubrisubalbicans, Brevundimonas,
Agrobacterium e Ral stonia solanacearum.

Todas as 95 fontes de carbono foram usadas pelos isolados e padrdes testados, porem
apresentaram grande variabilidade. Apenas sete delas, a — D — glicose, metilpiruvato, acido
cis aconitico, D, L — &cido lético, a&cido bromo succinico, &cido succinico e L — asparagina,
foram usadas por todos os 64 isolados e padrdes testados. Metade das fontes de carbono foi
usada pela maioria das amostras, e 0 restante poucos isolados conseguiram usar. Estes
resultados foram semelhantes aos observados pelo uso de BIOLOG na caracterizacdo de
isolados em milho, onde de 76 a 89% das fontes de carbono foram usadas pela espécie B.
cenocepacia, 81 a 84% por B. ambifaria e 76 a 84% por isolados da espécie B. pyrocinia
(DALMASTRI et al., 2003).

Esses dados revelaram grande versatilidade metabdlica entre os isolados do género
Burkholderia, corroborando com resultados descritos na literatura (GILLIS et al., 1995;
COENYE E VANDAMME, 2003) e possivelmente exsudados radiculares contribuem para
esta habilidade. VERMIS e colaboradores (2003) também mostraram heterogeneidade na
utilizacdo de fontes de carbono por isolados do complexo B. cepacia bem como dentro dos
genomovares.

Quando agrupados, observou-se grande variagcdo entre os isolados e maior
similaridade entre as estirpes padroes (Figura 2). Com 80% de similaridade foi observado a
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formacédo de 12 grupos. O maior grupo (Grupo 1) foi formado por 29 isolados com diferentes
dados ecol 6gicos, mais a estipe padréo MT1641 de B. unamae (CABALLERO MELLADO et
al., 2004), isolada de rizosfera de milho, cana-de-aglcar e café, no México. Na mesma
ramificacdo ocorre a formagdo de um grupo (Grupo 11) com 8 isolados e as estirpes padroes
BR11366 de B. tropica (REIS et al., 2004), também isolada de cana-de-aclcar no Brasil e
STM815 de B. phymatum (MOULIN et a., 2001) isolada de nédulos de Aspalathus carnosa
coletada na Africado Sul. Os grupos 11, 1V, VIII e X| possuem apenas um isolado cada, e os
grupos V e IX, também com poucos isolados, englobam 5 dos 8 padrdes testadas. Os grupos
VI, VI, X e Xl se subdividem posteriormente e sdo formados apenas por isolados.

O agrupamento revelou que poucos isolados foram semelhantes aos padrdes testados.
O uso de BIOLOG na caracterizacéo de bactérias diazotréficas do género Burkholderia em
arroz (RODRIGUES et d., 2006), mostrou que a maioria dos isolados eram semelhantes as B.
kururiensis ou B. viethamiensis, j& isolados obtidos de cana-de-agUcar cultivada no Brasil e
Austrdia, pareceram mais versateis nutricionalmente (BODDEY , 2002) e como neste estudo,
poucos foram semel hantes aos padrdes testados.

Neste estudo ndo foi observado semelhanca nutricional entre os isolados em relagéo ao
local de coleta das amostras, variedade de cana-de-aglcar ou parte da planta amostrada.
Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos citados acima. JA o uso do sistema
BIOLOG foi capaz de mostrar influéncia da planta em isolados de Azospirillum amazonense,
uma espécie considerada similar nutricionalmente (REIS JUNIOR et a., 2004).

O sistema BIOLOG contribuiu na avaiagdo da diversidade e pode auxiliar na
identificacdo dos isolados, porém ndo € suficiente para determinar espécies. Seu uso na
identificacdo de isolados do solo da ilha Martinica mostrou pertencerem as espécies B.
cepacia ou B. glathe (ACHOUAK et al., 1999), mas foram posteriormente descritos como
uma nova espécie, nomeada B. caribensis.
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Figura 2: Dendrograma de similaridade de isolados do género Burkholderia spp.,
provenientes de variedades de cana-de-acUcar e das estirpes padrdes de B. viethnamiensis
(TVV75), B. kururiensis (KP23), B. tropica (BR11366), B. cepacia (ATCC25416), B.
unamae (MTI641), B. phymatum (STM815) e B. tuberum (STM678) e espécie proposta
B. brasilensis (BR11340). Este dendrogramafoi gerado no programa NTSY S, algoritmo
UPGMA eindice SM a partir da utilizacdo de fontes de carbono pelo sistema BIOLOG.
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3.3 Identificacdo do Género Burkholderia

Todos os isolados que foram identificados como pertencentes ao género Burkholderia
ou similares a0 género pelo teste BIOLOG, foram confirmados por PCR com o uso de
iniciadores especificos (Figura 3). Estes resultados sugerem que ambos os meios de cultura
usados, IMV e LGlI, sdo €ficientes para o isolamento de bactérias deste género. Estudos
anteriores mostraram que o meio de cultura JMV possibilitou a obtencdo de inimeros isolados
em arroz, mandioca e canade-agicar (BALDANI, 1996), bananeiras e abacaxizeiros
(WEBER et a., 1999), arroz inundado (BRASIL, 2005; RODRIGUES et al., 2006) e cana-de-
acUcar (BODDEY, 2002). Ja o meio de cultura LGI foi pouco usado para este fim, ha apenas
doisrelatos naliteratura de seu uso no isolamento de Burkholderia. Foi usado paraisolamento
em plantas de milho no México (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2002) e bananeiras e
abacaxizeiros no Brasl (WEBER et a., 1999), e um variante deste meio, o LGI-P,
desenvolvido para o isolamento de G. diazotrophicus, permitiu o0 isolamento da nova espécie
B. tropica, em cana-de-acUicar no Brasil (REIS et al., 2004).

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1000

500

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificagéo das regides 16S
flanqueada pelos iniciadores especificos para o género Burkholderia, Burk3 e BurkR.
Legenda: (M) Marcador de peso molecular, 1 kb; (1) BR11366, controle positivo da
reacdo, padrdo da espécie B. tropica; (2 a 14) isolados e (15) &gua como controle
negativo dareacao.

3.4 Determinagao da Atividade da Nitrogenase
Todos os isolados identificados como pertencentes ao género Burkholderia possuem o
gene nifH (Figura 4), confirmando desta maneira seu cardter diazotréfico. Segundo

ESTRADA DE LO SANTOS et al. (2001), este género € rico em bactérias diazotréficas e até
0 momento poucas espécies sdo conhecidas como diazotréficas devido afata de estudos.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificacdo do gene nifH de
isolados do género Burkholderia obtidos de cana-de-aclcar. Legenda: (M) Marcador de
peso molecular, 1 kb; (1) BR11366, controle positivo da reacdo, padréo da espécie B.
tropica; (2 a8) isolados e (9) &gua como controle negativo da reacao.

A leitura da reducdo de acetileno foi realizada com trés dias de incubacdo a 30 °C,
momento em que a pelicula estava formada e atingiu a superficie. Todos os isolados e as
estirpes padrfes apresentaram capacidade de reducéo de acetileno, pela técnica da atividade
de reducdo de acetileno (ARA) em meio de cultura BMGM. Mesmo usando um meio de
cultura com trés fontes de carbono, glicose, acido mélico e manitol, foi observado variacéo de
200 a4 nmol de etileno por mg de proteinatotal em uma hora de incubacéo (Figura5).

Variabilidade na atividade da nitrogenase entre isolados parece ser comum. Ja foi
observada entre isolados do género Azospirillum em associacdo com pastagens de Brachiaria
spp. (REIS JUNIOR, 2002), isolados de A. amazonense obtidos de plantas de arroz
(RODRIGUES, 2004). Para bactérias dos géneros Herbaspirillum e Burkholderia isoladas de
arroz também foi observado variabilidade (RODRIGUES et a., 2006) e muitos valores foram
baixos, assim como os padrdes utilizados.

Entre isolados do género Burkholderia obtidos de plantas de cana-de-acUcar cultivadas
no Brasil e Austrdlia (BODDEY, 2002) e milho e café cultivados no México (ESTRADA DE
LOS SANTOS et a., 2001) também foi observado variacdo nos valores de reducdo de
acetileno. Estes Ultimos autores ressaltaram que muitas espécies de bactérias fixadoras
mostram tal habilidade sob condi¢cdes de crescimento especiais e que varia dependendo da
fonte de carbono usada.

Muitos isolados apresentaram valores baixos de FBN, porém esses valores obtidos em
cultura pura ndo significam que a bactéria apresente 0os mesmos nimeros quando no interior
da planta. Como evidenciado por HAN e NEW, (1998), estirpes que tiveram alto desempenho
em cultura pura apresentaram baixa ARA em associagao com raizes de trigo.

A capacidade de reducdo de acetileno por todos os isolados confirma que a adi¢éo de
pequenas quantidades de extrato de levedura ndo compromete o isolamento de bactérias
diazotrdficas.
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Figura 5: Quantificagdo da FBN utilizando a técnica de ARA em isolados de Burkholderia
spp. provenientes de cultivares de canade-aclcar e estirpes padrdes. Estirpe BR11340
(B. brasilensis), TVV75 (B. vietnamiensis), KP23 (B. kururiensis), BR11366 (B.
tropica), ATCC25416 (B. cepacia), MTI641 B. unamae), STM815 (B. phymatum) e
STM678 (B. tuberum). Valores referentes a média de trés repeticoes.
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3.5 Caracterizacdo Morfol 6gica de Colbnias

Em meio de cultura LGI n&o houve variagdo na morfologia de col6nias, todas eram
amarelas, com aproximadamente 2 mm de diametro, com forma circular, elevacdo plana,
bordainteira, superficie lisa e consisténcia seca.

Em meio de cultura MV, os isolados e padrdes apresentaram quatro tipos diferentes
de colbnias. Foram observadas variagdes no tamanho, cor, elevacéo e consisténcia. Um grupo,
formado por 10 isolados e as estirpes TVV75 (B. vietnamiensis), KP23 (B. kururiensis),
MTI641 (B. unamae) e ATCC2541 (B. cepacia) (Figura6 A), apresentou colbnias grandes, de
cor amarela, elevacdo convexa e consisténcia gomosa. Outro grupo, formado apenas por seis
isolados (Figura 6 B) apresentaram colGnias com aproximadamente trés mm, de cor creme,
elevacdo convexa e também gomosa. Porém a maioria dos isolados formaram col6nias com
um a dois mm, amarelas e secas (Figura 6 C). Destes, 16 isolados e os padroes BR11340 (B.
tropica), IPT101 (B. sacchari), STM815 (B. phymatum) e STM678 (B. tuberum)
permaneceram com as mesmas caracteristicas, porém a maioria deles, 32 isolados, sofreu
alteracbes morfologicas. Ap6s 10 dias de cultivo, estes isolados ateraram a elevacdo de
convexa para puntiforme, podendo servir como protecéo da nitrogenase ao oxigénio (DONG
et al., 2002).

Novamente como observado no agrupamento pelo uso de fontes de carbono, amaioria
dos isolados ndo foram similares aos padrfes testados. Diferente do observado em bactérias
do género Burkholderia em plantas de arroz, onde a maioria apresentou caracteristicas
semelhantes a espécie B. kururiensise B. viethamiensis (RODRIGUES, 2003).

Figura 6: Morfologia de colénias em meio de cultura JMV de isolados do género
Burkholderia spp. obtidos de plantas de canade-aclcar. A: isolado BR12132; B:
isolado BR12133; C: isolado BR12116

3.6 Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificados (ARDRA)

A regido 16S rDNA amplificada pela técnica de PCR (Figura 7) foi fragmentada com
enzimas de restricdo para identificar e avaliar a diversidade dos isolados. As enzimas
analisadas apresentaram grande variagdo nos tamanhos dos fragmentos gerados. Mspl foi a
enzima que apresentou maior poder discriminatério, gerando 16 perfis diferentes, (Figura 8),
seguido de Alul com 12 perfis diferentes (Figura 9), Hhal com 11 (Figura 10), Hinfl com 9
(Figura 11) e Ddel com 7 tipos de perfis (Figura 12).
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificagéo das regides 16S
flanqueada pelos iniciadores especificos Y1 e Y3.Legenda: (M) Marcador de peso
molecular; (1) d&gua como controle negativo da reacéo; (2) BR11366, controle positivo
dareacdo, (3 a14) isolados.
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Figura 8: Perfil eletroforético gerado pela digestdo com enzimas de restricdo da regido 16S
rDNA dos isolados e estirpes padrdes de Burkholderia com as enzima Mspl (Figuras A,
B e C). Legenda: M: marcador de 100 pb; A: isolado BR12164; G: isolado BR12131; F:
isolado BR12215; E: isolado BR12219; H: isolado BR12171; D: estirpe BR 12134; |:
isolado BR12207; C: isolado BR12125; B: isolado BR12211; O: isolado BR12132; J.
isolado BR12133; R: estirpe TVV75 (B. vietnamiensis); Q:estirpe IPT101 (B. sacchari);
S.estirpe STM815 (B. phymatum); T:estirpe STM678 (B. tuberum).
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Figura 9: Perfil eletroforético gerado pela digestdo com enzimas de restricdo da regido 16S
rDNA dos isolados e estirpes padrdes de Burkholderia com as enzima Alul (Figuras A e
B). Legenda: M: marcador de 100 pb; F: isolado BR12164; G: isolado BR12131; B:
isolado BR12132; D: isolado BR12119; |: isolado BR12214; A: isolado BR 12121; R:
isolado BR12212; N: isolado BR P: isolado BR12130; Q: isolado BR12211; L: isolado

BR11916.
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Figura 10: Perfil eletroforético gerado pela digestdo com enzimas de restricdo da regido 16S
rDNA dos isolados e estirpes padrdes de Burkholderia com as enzima Hhal (Figuras A
e B). Legenda: M: marcador de 100 pb; C: isolados BR12164, BR12116, BR12165, A:
isolado BR12119; G: isolados BR12131; H: isolado BR12171; I: isolados BR12121,
BR11916 e edtirpe BR11340 (B. brasilensis); D: isolado BR 12211; E: isolado
BR12214; B: isolado BR12212; P: isolado BR12118.
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Figura 11: Perfil eletroforético gerado pela digestdo com enzimas de restricdo da regido 16S
rDNA dos isolados e estirpes padroes de Burkholderia com as enzima Hinfl (Figuras A
e B). Legenda: M: marcador de 100 pb; G: isolados BR12164, BR12116, BR12166,
BR12165, BR12129, BR12155, BR12177, BR12156, BR12120, BR12208, BR12169,
BR11920, BR11921, BR11922 e BR11924; C: isolados BR12131 e BR12133; D:
isolado BR12132; B: isolado BR11916 e estirpes BR11340 (B. brasilensis), TVV75 (B.
vietnamiensis) e KP23 (B. kururiensis), E: isolados BR12179, BR12207 e BR12212; H:
isolado BR 12211, J: isolado BR12209; F: isolado BR12218.
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Figura 12: Perfil eletroforético gerado pela digestdo com enzimas de restricdo da regido 16S
rDNA dos isolados e estirpes padrdes de Burkholderia com as enzima Ddel (Figuras A,
B e C). Legenda: M: marcador de 100 pb; K: isolado BR12164; G: isolado BR12130;
H: isolado BR12131,; E: isolado BR12133; C: isolado BR11916; A: estirpe BR 11340
(B. brasilensis); D:estirpe KP23 (B. kururiensis).

Na tabela 4 estdo os dados ecolégicos dos isolados avaliados. O uso da técnica de
ARDRA mostrou grande variagdo entre os isolados, formando 26 tipos de cortes e foi capaz
de identificar apenas cinco isolados, dois como B. tropica e trés como B. unamae. Porém foi
possivel observar um grande grupo de isolados (Grupo |) com mesmo perfil de restricao.
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Tabela 4: Padrdo de restricdo e dados ecolégicos dos isolados diazotroficos do género
Burkholderia obtidos de plantas de cana-de-acUcar. (Continua)

Local Variedade  Meio Amostra Isolados Padrdode  Grupos
restricéo
Seropédica RB72-454  IMV Colmo BR11920 fkagc 1
RJ MV Colmo BR11921 fkagc 1
MV Colmo BR11922 fkagc 1
MV Colmo BR11923 fkagc 1
MV Colmo BR11924 fkagc 1
SP70-1143  JMV Rizosfera BR11917 dgcda 2
MV Rizosfera BR11918 dgcda 2
MV Rizosfera BR11919 dgcda 2
LGI Colmo BR11916 [cabi 3
Camposdos Caiana MV Rizosfera BR12204 fkagc 1
Goytacazes  Roxa MV Colmo BR12205 nelcg 4
RJ MV Raizes BR12206 fkagc 1
MV Rizosfera BR12207 agig 5
AKBAR MV Rizosfera BR12118 ahifp 6
LGI Rizosfera BR12120 fkagc 1
LGI Rizosfera BR12208 fkagc 1
MV Rizosfera BR12209 fhgja 7
MV Rizosfera BR12210 ghgcg 8
LGI Raizes BR12168 dghga 9
LGI Raizes BR12123 dghga 9
MV Rizosfera BR12169 fkagc 1
CB45-3 LGI Rizosfera BR12152 fkagc 1
LGI Rizosfera BR12121 agddi 10
LG Raizes BR12211 gkbhd 11
LGI Rizosfera BR12212 rkdeb 12
LGI Rizosfera BR12154 fkagc 1
Paranavai - RB 85-5113 LGl Raizes BR12164 fkagc 1
PR LGI Raizes BR12116 fkagc 1
LG Raizes BR12165 fkagc 1
LG Raizes BR12129 fkagc 1
LGI Colmo BR12130 pgaga 13
LGI Rizosfera BR12131 ghgcg 8
MV Raizes BR12167 fkagc 1
MV Rizosfera BR12119 dgega 14
MV Raizes BR12153 fkagc 1
RB72-454 LGl Raizes BR12132 bhodd 15
LG Raizes BR12166 fkagc 1
MV Rizosfera BR12133 nejcg 16
LG Raizes BR12134 phdde 17
LGI Rizosfera BR12117 fkagc 1
LG Rizosfera BR12150 ahdde 18
LG Raizes BR12151 fkagc 1
Piracicaba  SP80-3280 JMV Raizes BR12170 fkagc 1
SP MV Raizes BR12171 fkhgh 19
MV Raizes BR12155 fkagc 1
MV Raizes BR12177 fkagc 1
MV Rizosfera BR12156 fkagc 1
MV Rizosfera BR12128 fkagc 1
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Tabela 4. Continuagédo

Local Variedade  Meio Amostra Isolados Padrdode  Grupos
restricéo

Piracicaba  SP80-1842 JMV Raizes BR12179 dghec 20

SP MV Raizes BR12125 dkcgh 21
Timbauba SP78-4764  IMV Raizes BR12172 fkagc 1
PE MV Rizosfera BR12173 fkagc 1
MV Rizosfera BR12175 fkagc 1
SP87-344 LGI Rizosfera BR12213 fkagc 1

MV Raizes BR12127 dgcea 22

MV Raizes BR12174 dgcea 22

MV Raizes BR12214 ihdde 23

MV Colmo BR12215 hkfeb 24

MV Colmo BR12178 hkfeb 24

MV Colmo BR12176 hkfef 25

MV Rizosfera BR12216 hkfef 25

SP79-1011 UMV Rizosfera BR12217 ihefa 26

MV Rizosfera BR12218 ihefa 26

MV Raizes BR12219 ihefa 26
BR11366 dghga 9

BR11340 |acai 27

TVVT5 larai 28

KP23 laaai 27

ATCC2541 Icraa 39

MTI641 lgrga 30
M2Cy-717 dgcda 2

IPT101 fcoai 31

STM815 fgsga 32

STM678 fktga 33

M2Cy717, gendtipo 15a de B. unamae

Observa-se no agrupamento gerado pela técnica de ARDRA, como no agrupamento
obtido pelo teste BIOLOG, que os isolados com diferentes dados ecolégicos distribuem-se
aleatoriamente ao longo do dendrograma e séo pouco semelhantes aos padrdes testados.

O dendrograma revelou aformacdo de inimeros grupos com 85% de similaridade. Um
grande grupo (Grupo 1), identificado na tabela acima (Tabela 4) como grupo 1, composto por
30 isolados e mais 2 com 90% de similaridade, vem apresentando caracteristicas similares
também em outras andlises. Foram semelhantes nutricionalmente pela oxidacéo de fontes de
carbono e também apresentaram col 6nias distintas dos demais.

O grupo Il foi formado apenas por padrdes e o grupo Il englobou 10 isolados e se
subdivide posteriormente. No grupo |11 estdo os 3 isolados identificados como B. unamae e
mais 4 isolados préximos. Estes isolados pertencem ao genétipo 15a de B. unamae, que
diferem um pouco do padrdo MTI1641, que pertence ao gendtipo 15. Na subdivisio seguinte se
encontra a estirpe padréo BR11366 da espécie B. tropica e trés isolados, 2 com mesmo perfil
de restricdo da estirpe padréo e o isolado BR12179 que difere nas enzimas Hinfl e Hhal,
porém € muito proximo do padrdo. Destes 9 isolados, 7 também permaneceram préximos aos
padrOes de B. tropica e B. unamae pelo teste BIOLOG, corroborando com os dados da
literatura que mostram que estas duas espécies sdo muito proximas.

Apresentando maiores variagoes, foi observada a formag&o de 16 grupos, englobando
22 isolados e a maioria destes grupos possuem apenas 1 isolado. Os dados mostraram grande
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variabilidade entre os isolados de Burkholderia em associagcdo com cana-de-acUcar e ndo foi
observada influéncia da planta e local de coleta sobre a diversidade da comunidade.

Apesar de espécies proximas, a maioria dos isolados de B. tropica obtidos neste
estudo, cresceram em meio de cultura LGl e B. unamae em JMV. Os 2 isolados de B. tropica
foram obtidos de raizes da variedade AKBAR, coletada em Campos dos Goytacazes, no
estado do Rio de Janeiro em meio de cultura LGl e o isolado semelhante, de raizes da
variedade SP80-1842, coletada em PiracicabaSP, foi obtido em meio de cultura IMV. O
meio de cultura LGI possui menor concentracdo de sacarose e maior pH que o meio de cultura
LGI-P, onde foram obtidos os primeiros e Unicos isolados desta espécie em cana-de-aglicar no
Brasil (REIS et al., 2004), porém permitiu o isolamento de novos representantes neste estudo.

Os isolados identificados como B. unamae, foram obtidos em meio de cultura MV e
da rizosfera da variedade SP70-1143, coletada em Seropédica-RJ. Dos quatro isolados
semelhantes a esta espécie, dois foram obtidos de raizes da variedade SP87-344, em
Timbalba-PE, um da rizosfera em meio de cultura JMV e outro, de colmos em meio de
cultura LGI, ambos da variedade RB85-5113, coletada em Paranavai-PR.

Apesar do baixo nimero de isolados de B. tropica e B. unamae, estes resultados
contribuem para o estudo da ecologia destas espécies. B. unamae ja foi isolada da rizosfera de
cana-de-aglicar na Africa do Sul e milho, cana-de-aglcar, café e tomate no México
(CABALLERO-MELLADO et al., 2004) e agora de cana-de-acUcar coletada na regido Sul,
Sudeste e Nordeste do Brasil. B tropica foi isolada de milho e teosinte no México, cana-de-
agucar no Brasil, México e Africado Sul (REIS et al., 2004), abacaxi no Brasil (CRUZ et al.,
2001) e um estudo mostrou que um isolado de Ammophila arenaria nos EUA era 99% similar
a B. tropica (DALTON et d., 2004). Este estudo mostrou que além de Pernambuco, local do
primeiro isolamento de B. tropica no Brasil, foram obtidos isolados também de canaviais
localizados nos estados do Rio de Janeiro e Séo Paulo.

Outros estudos ndo mostraram isolamento destas espécies no Brasil em plantas de
cana-de-agUcar (BODDEY, 2002) e arroz (RODRIGUES, 2003; BRASIL, 2005), sendo este 0
primeiro relato de sua ocorréncia. Também como nos estudos anteriores, onde apenas quatro
isolados de cana-de-acUcar e dois de abacaxi foram obtidos no Brasil, poucos isolados séo da
espécie B. tropica. Porém, ndo é possivel determinar se estas espécies se encontram em baixos
nimeros em cana-de-aclcar, a condicdo de isolamento ndo as beneficia ou ocorre algum tipo
de antagonismo no processo de isolamento, limitando seu desenvolvimento.

A andlise de restricdo da 16S rDNA mostrou grande variagdo entre os isolados e a
maioria é diferente dos padrbes, seme hantes ao obtido com isolados deste género em plantas
de milho e café cultivados no México (ESTRADA DE LOS SANTOS et a., 2001), onde
posteriormente duas novas espécies foram descritas a partir destes isolados, B. tropica (REIS
et a., 2004) e B. unamae (CABALLERO-MELLADO et d., 2004). Grande diversidade entre
os isolados diazotréficos do género Burkholderia ja foi observado em plantas de cana-de-
acucar (BODDEY, 2002), arroz (RODRIGUES, 2003; BRASIL, 2005) e banana e abacaxi
(CRUZ et al., 2001), sendo que em arroz, banana e abacaxi, a diversidade foi maior que
isolados do género Herbaspirillum. Provavelmente o caréter endofitico contribui para a baixa
diversidade de bactérias, como verificado acima para o género Herbaspirillume na espécie G.
diazotrophicus (CABALLERO-MELLADO et a., 1994 e 1995), j& bactérias com melhor
sobrevivéncia no solo como Azospirillum, apresentam elevada diversidade (BALDANI et al.,
2002). Como ja descrito na introducdo deste capitulo, o género Burkholderia foi isolado em
inmeros ambientes e sua ata diversidade metabdlica reflete também em alta diversidade
genética.

Embora amplamente usada para identificacdo, a técnica de ARDRA ndo é suficiente
para identificar espécies. A andlise da 16S rDNA do complexo B. cepacia, pela técnica de
ARDRA permitiu a discriminagéo de duas espécies B. viethamiensis e B. multivorans mas ndo

34



separou os genomavars |, |11 e B. stabilis (MAHENTHIRALINGAM et a., 2000), portanto é
necessario 0 uso de técnicas mais precisas para confirmagdo das espécies dos isolados, como
0 sequénciamento daregido 16SrDNA.

BRIH164
BRIIG
iR 1164
BRI
BRI167
BR1315}
AR 1166
BRI
BR1151
BRI
i
BRITEI r |
BRI Grupo
BRI
BRITE
BR1154
BRI
BRI
BRI
iR115H
AR 1156
BRI
AR 1104
AR 1206
BR13154
BRI
AR08

4‘—1:3%3 Grupo 11

[t | Grupo il

T BR12134

i

4{ BR1Z14
BRI2118

BRI

065 I I I I 0 I I I I 083 | | I I 091 | | lJllﬂ
85%

Figura 13: Dendrograma de similaricace ce isolados do género Burkholderia spp.,
provenientes de variedades de cana-de-aclcar e das estirpes padrdes B. viethamiensis
(TVVT75), B. kururiensis (KP23), B. tropica (BR11366), B. cepacia (ATCC25416), B.
unamae (MT1641), B. phymatum (STM815) e B. tuberum (STM678) e espécie proposta
B. brasilensis (BR11340). Este dendrogramafoi gerado no programa NTSY S, algoritmo
UPGMA e indice SM a partir da digestdo com enzimas de restricdo da regido 16S
rDNA amplificada por PCR.



3.7 Sequenciamento da Regido 16SrDNA

O gene 16S rDNA ¢é o mais utilizado para estudos filogenéticos e taxonémicos em
bactérias, devido a sua caracteristica de universalidade, constancia (tamanho da molécula de
1500 pb € constante para todas as bactérias) e funcionalidade, que néo é af etada por mudancas
ambientais (WOESE, 1987) além de ser uma molécula com baixa homologia entre os reinos
(WOESE & FOX, 1977).

Foi sequenciada a regido 16S rDNA de dois isolados do grupo 1 (Tabela 4 e Figura
13), um grupo representativo e pouco semelhante as estirpes padroes testadas. O isolado
BR12116, obtido de raizes da variedade RB85-5113, coletada em Paranavai - PR foi
sequenciado no Brasil com a metodologia descrita nesta tese e a o isolado BR11920, obtido
de rizosfera da variedade SP70-1143, coletada em Seropédica - RJ foi sequenciado pela
equipe do Dr. Jesus Caballero-Mellado. A comparacdo destas seqiiéncias com seqliéncias de
espécies do género Burkholderia presentes no banco de dados, mostrou que estes dois
isolados apresentaram 100% de similaridade com o isolado BR11563, obtido de raizes de
abacaxizeiro, variedade Perolera, coletado em Cruz das Almas - BA e muito préximo do
isolado BR11680, isolado de pseudo caule de abacaxizeiro, variedade Pérola, coletado em
Macaé — RJ (Figura 14). Estes isolados foram obtidos por Olmar Baller Weber (WEBER et
al., 1999), estavam depositados na colecdo de culturas da Embrapa Agrobiologia e foram
introduzidos neste estudo. Em estudo anterior (CRUZ et a., 2001), relataram que estes e mais
doisisolados com mesmo perfil de restricéo, possivelmente pertenciam a uma nova espécie.

Os dois isolados sequienciados foram semelhantes entre si e apresentaram 97% de
similaridade com a espécie mais proxima, B. unamae (Figura 14). De acordo com os dados da
literatura, organismos que possuam menos de 97% de similaridade em suas sequéncias do 16S
rDNA ndo irdo apresentar dados de reassociacdo do DNA maiores do que 60%,
independentemente da metodologia utilizada (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994), sendo
provavel mente uma nova espécie.

Como aregido 16S rDNA é muito conservada, ndo € ideal para separar espécies muito
préximas. Portanto, serdo usadas técnicas mais precisas, como homologia DNA-DNA e
AFLP, que avaliam ndo apenas um gene, mas 0 genoma de todo o organismo.

O processo de isolamento deste material foi relativamente simples e mesmo sujeito a
limitagdo pelo uso de meios de cultura, permitiu o isolamento de um grande nimero de
isolados diazotréficos do género Burkholderia, muito diferentes entre si e com os padrées das
espécies descritas. Possibilitando provavelmente a descricdo de uma nova espécie, que talvez
ndo seja a lnica, pois como dito anteriormente os isolados sdo muito distintos.
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Figura 14: Andlise filogenética da sequéncia do gene 16S rDNA dos isolados diazotroficos
BR11920 e BR12116, obtidos de canade-aclcar, comparados as espécies de
Burkholderia presentes no banco de dados do NCBI (Nacional Center for
Biotechnology Information). As seqiiéncias foram alinhadas no programa CLUSTALW,
e agrupadas pelo método Neighbour-joining no programa MEGA com 1000 repeticoes.
O numero de acesso dos isolados ao banco de dados se encontra entre parénteses.
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4 CONCLUSOES

a) Bactérias diazotroficas do género Burkholderia estdo presentes na maioria das variedades
de cana-de-acUcar analisadas, em maior nUmero nas raizes e rizosfera;

b) Dos 80 isolados obtidos, 64 pertencem ao género Burkholderia, apresentam o gene nifH e
atividade da nitrogenase em meio de cultura;

c) Os isolados apresentaram grande variagdo no uso de fontes de carbono e a maioria difere
dos padrdes analisados;

d) Apenas 5 isolados foram identificados pela técnica de ARDRA, 2 pertencem a espécie B.
tropica e 3aB. unamae;

€) 32 isolados, similares na maioria das andlises, ndo foram identificados pela técnica de
ARDRA e sequénciamento daregido 16SrDNA;

f) N&o foi possivel detectar efeito das variedades ou do solo na diversidade dos isolados de
Burkholderia;

g) Os resultados obtidos nas diferentes técnicas, aplicadas para caracterizagdo das bactérias
diazotréficas do género Burkholderia, isoladas de cana-de-aclcar, sugerem a presenca de
nova espécie.



CAPITULO I

DESCRICAO DE Burkholderia silvatlantica, UMA NOVA ESPECIE DE
BACTERIA DIAZOTROFICA
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RESUMO

O género Burkholderia foi criado em 1992 e conta atualmente com 36 espécies descritas.
Colonizam diversos nichos ecoldgicos, desde plantas, solos contaminados e seres humanos,
sendo um importante componente da comunidade microbiana destes habitats. Das espécies
descritas atualmente, oito sdo diazotroficas e estudos recentes mostraram que isolados de mais
quatro espécies fixam nitrogénio atmosférico, sendo capaz de formar ndédulos em leguminosas
e também se associar a rizosfera e tecidos internos de Poaceas. O objetivo deste estudo foi
descrever uma nova espécie diazotrofica do género Burkholderia, com isolados obtidos de
cana-de-agUcar, milho e abacaxi. Para ampliar o nimero ce isolados da espécie proposta,
foram coletadas plantas de milho para contagem e isolamento de bactérias diazotréficas do
género Burkholderia nos meios de cultura LGl e IMV. Estes isolados foram caracterizados e
juntamente com os isolados de cana-de-aclicar e abacaxi, foram descritos como uma nova
espécie. Também foi avaliada a capacidade de solubilizagdo de fosfatos, producdo de
horménios vegetais, capacidade de crescimento em meio de cultura semi - sdlido, capacidade
de nodulacdo e diversidade da espécie. As maiores populacdes em plantas de milho foi
encontrada nas raizes e rizosfera. Foram obtidos 11 isolados, semelhantes no uso de fontes de
carbono e pela técnica de ARDRA. O sequénciamento da regido 16S rDNA e hibridizacdo
DNA:DNA confirmaram que os isolados obtidos de canade-aclcar, milho e abacaxi, ndo
pertenceram a espécies ja descritas e foram sugeridos como nova espécie de nome B.
silvatlantica. Esta espécie possui células em forma de bastonete, individualizadas e com
flagelos polares. Pode ser diferenciada das outras espécies pela técnica de ARDRA. Né&o
solubiliza fosfato inorgénico e ndo produz hormoénios vegetais. Cresce e fixa nitrogénio em
meio de cultura semi-sblido e ndo nodula plantas de feijdo, siratro, Mimosa pellita e M.
pudica, como as outras espécies de Burkholderia isoladas de Poaceas. Ja foram obtidos 47
isolados de B. silvatlantica em cana-de-aclcar, milho e abacaxi. Esta espécie predomina entre
as bactérias diazotroficas do género Burkholderia isoladas de cana-de-aglcar e apresenta
ampla distribuicdo. Estes resultados confirmam que o género Burkholderia é rico em espécies
e habitats e que a capacidade de fixar nitrogénio € comum neste género.

Palavras— chave: Fixacdo Biol6gicade Nitrogénio. Cana-de-aclcar. Milho



ABSTRACT

The Burkholderia genus was created in 1992 and currently counts on 36 described species.
They colonize several ecological niches since plants, contaminated soil and human beings,
being an important component of these habitats microbiological community. From the
currently described species, eight are diazotrophic and recent studies had shown that isolates
from other four species fix atmospheric nitrogen, being the only genus capable of forming
nodules in leguminous and also associates with the rizosphere and internal tissues of Poaceas.
The objective of this study was to describe a new diazotrophic species of the Burkholderia
genus, with isolates gotten from sugarcane, maize and pineapple. To extend the number of
isolates from the proposal species, plants of maize were collected for counting and isolation of
Burkholderia diazotrophic bacteria in the culture media LGl and JMV. This isolates were
characterized and together with isolates from sugarcane and pineapple, were described as a
new species. Also, the capacity of phosphates solubilization, vegetal growth production
hormone, growth capacity in semisolid culture media, nodulation capacity and diversity of the
species were evaluated. The higher populations in maize plants were found in the roots and
rizosphere and culture media JIMV. Eleven isolates, smilar in the use of carbon sources and
by the technique of ARDRA, were gotten. The sequencing of the 16S rDNA region and
hybridization DNA: DNA had shown that the isolates gotten from sugarcane, maize and
pineapple, did not belong to the species already described and had been suggested as a new
species named by B. silvatlantica. This species had cellsin rod form, individualized and with
polar flagels. It was differentiated of the other species by the ARDRA technique. It
solubilized inorganic phosphate and did not produce vegetal hormones. It grew and fixed
nitrogen in semisolid culture media and did not nodul ate bean, siratro, Mimosa pudica and M.,
pellita plants, as the other isolated Burkholderia species of Poaceas. Fourty-seven B.
silvatlantica isolates had been aready gotten from sugarcane, maize and pineapple and this
species predominates among the diazotrophic Burkholderia bacteria isolated from sugarcane
and presents wide distribution. These results confirmed that the Burkholderiais a rich genus
in species and habitats with the capacity of fixing nitrogen.

Key words: Biological Nitrogen Fixation. Sugarcane. Maize.
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1INTRODUCAO

1.1 Descricéo do Género Burkholderia

Diversos estudos filogenéticos mostraram que 0 género Pseudomonas apresentava
organismos muito distintos. Estes foram separados em cinco grupos, que ndo se relacionavam
muito bem e abrigavam espécies de outros géneros (PALLERONI et al., 1973, GILLIS et al.,
1995). O grupo | foi o Unico aceito como auténtico do género Pseudomonas e novos géneros
foram descritos com os outros grupos. O grupo Il incluiu as espécies P. solanacearum, P.
cepacia, P. gladioli, P. caryophylli, P. mallei, P. pseudomallei e P. pickettii, e foram
propostos como género Burkholderia.

O género Burkholderia foi criado por YABUUCHI et al. (1992), sendo a espécie B.
cepacia, escolhida como espécie tipo do género, e as espécies P. andropogonis, P. glumae, P.
plantarii e P. syryngii foram introduzidas ao novo género. Mais tarde, estudos de taxonomia
polifasica revelaram que B. cepacia ndo era uma unica espécie. Constituiu o que se chamou
de “complexo”, composto de inUmeras novas espécies similares fenotipicamente, chamados
de genomovares (VANDAMME et a., 2002b). Atualmente, o complexo B. cepada
compreende nove genomovares. Genomovar |: B. cepacia; genomovar Il: B. multivorans;
genomovar Il1: B. cenocepacia; genomovar 1V: B. stabilis; genomovar V: B. viethamiensis,
genomovar VI: B. dolosa; genomovar VII: B. ambifaria; genomovar VIII: B. anthina e
genomovar |X: B. pyrrocinia (COENYE et a., 1999a). Estas espécies possuem moderado
nivel de hibridizagdo (30 a 50%) mas a regido 16S rDNA é muito similar (98 a 99%) assim
como o generecA (94 a 95%).

Desde 1992, a lista de espécies do género Burkholderia mudou inimeras vezes. Muitas
espécies foram removidas do género (YABUUCHI et a., 1995), muitas foram mais tarde
adicionadas (GILLIS et a., 1995; VIALLARD et a., 1998) e inUmeras espécies foram
descritas. Atualmente, em adicdo aos nove genomovares do complexo B. cepacia, 35 outras
espécies congtituem o género (NCBI, 2007). Sdo elas: B. andropogonis (englobou P.
woodsii), B. caledonica, B. caribensis, B. caryophylli, B. ferrarie, B. fungorum, B.
ginsengisoli, B. gladioli patovares cocovenenans e agaricicola, B. glathel, B. glumae, B.
graminis, B. hospita, B. koorensis, B. kururiensis, B. mallei, B. mimosarum, B. oklahomensis,
B. phenazinium, B. phenoliruptrix, B. phymatum, B. phytofirmans, B. plantarii, B.
pseudomallei, B. sacchari, B. singaporensis, B. soli, B. sordidicola, B. terricola, B.
thailandensis, B. tropica, B. tuberum, B. ubonensis, B. unamae, B. xenovorans e B. terrae. E
mais duas, B. brasilensis e B. nodosa, foram propostas como novas espécies e estdo em
processo de descricdo. As bactérias “Candidatus B. kirkii, nigropunctata, calva e
verschuerenii”, constituem grupo a parte por ndo serem cultivaveis em meio de cultura,
consequentemente sua publicacdo ndo é validada e ndo podem ser designadas nova espécie.

1.2 Distribuicéo e Diversidade

Espécies de Burkholderia tem ampla distribuicéo, ocorrendo comumente no solo, &gua,
plantas, fungos, animais e humanos. Com excegdo das espécies B. mallei e B. pseudomallei,
causadoras das doencas mormo em animais e melioidosis em humanos, e as espécies do
complexo B. cepacia em pacientes com Fibrose Cistica, a maioria das espécies aparentemente
Nn&o sao patogénicas.

Algumas espécies foram originalmente isoladas de amostras de solo de &reas agricolas,
como B. glathei (VIALLARD et d., 1998), B. phenazinium, B. hospita, B. terricola (GORIS
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et a., 2002), B. caribensis (ACHOUAK, et al., 1999), B. soli (YOO et al., 2007) e B. sacchari
(BRAMER et d., 2001). Burkholderia sacchari, foi isolada de solo de canavial brasileiro
(GOMEZ et a., 1996) e tem grande potencia para a indistria. Produz e acumula
polihidroxialcanoatos (PHAS), polimeros com importantes propriedades plasticas (BRAMER
et al., 2001).

Em interages ndo patogénicas com plantas, B. graminis tem sido descrita associada ao
rizoplano de milho e trigo na Austrdia e Franca (VIALLARD et al., 1998), enquanto B.
caledonica foi isolada da rizosfera de plantas na Escocia (COENYE et a., 2001a) e espécies
pertencentes a0 complexo B. cepacia séo fregquentemente encontrada em associagdo com
grama (NIJHUIS et a., 1993) e raizes de milho (DI CELLO et a., 1997). A recente espécie
descrita B. phytofirmans, foi originalmente isolada de superficie desinfestada de raizes de alho
e também coloniza rizosfera e tecidos de batata, tomate e uva (SESSITSCH et a., 2005).
Isolados identificados como B. cenocepacia foram obtidos de tecidos de trigo, milho e
tremoco no Sul da Austrdia e Franca (BALANDREAU et a., 2001), e as espécies
“Candidatus B. calva, B. nigropunctata e B. kirkii” foram encontradas em folhas de
Psychotria (VAN OEVELEN et al., 2002, 2004).

As espécies B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. viethamiensis e B. anthina,
foram isoladas de dois rios da Europa, (VERMIS et al., 2003) e B. kururiensisfoi isolada de
um sitio aguifero poluido com tricloroetileno, no Japdo (ZHANG et a., 2000).

Outas espécies foram encontradas em associagdo com fungos. B. fungorum foi isolada
do fungo Phanerochaete chrysosporium, e foi sugerido que ha relagdo simbidtica entre a
bactéria e o fungo (COENYE et al., 2001b). A espécie B. sordidicola foi isolada do fungo
Phaner ochaete sordicola e também encontrada na microflora de formigas Tetraponera, (VAN
BORM et d., 2002).

B. cepacia tem metabolismo muito versétil. Foi encontrada em pacientes com FC
(Fibrose Cistica), causa doenca em cebola, promove crescimento em plantas de feijdo etrigo e
fixa nitrogénio atmosférico em associagéo com milho, degrada compostos xenobiéticos e atua
no controle biolégico de inimeros fungos. Esta grande variabilidade de fungdes entre os
organismos deste género pode ter sido adquirida via transferéncia lateral de genes. A deteccéo
de segiiéncias de inser¢des em B. pseudomallei que ja tinham sido detectadas em B. cepacia,
mostra uma possivel transferéncia horizontal de material genético entre estas espécies
(MACK & TITBALL, 1998).

Estas diferencas possivelmente permitem versatilidade nutricional e adaptabilidade,
possibilitando que um mesmo organismo possa sobreviver em diferentes condicdes. Esta
redundancia de funcbes € ecologicamente importante para a sustentabilidade dos sistemas,
porém a interferéncia humana na distribuicdo destes organismos ou sua introducdo no
ambiente deve ser cuidadosa, monitorada e realizada por pessoas capacitadas.

O melhor entendimento do metabolismo deste género podera ser possivel com o
sequenciamento de seu genoma. Até o momento, foram sequenciados genomovares do
complexo B. cepacia e as espécies B. glumae, B. glathei, B. gladioli e B. xenovorans. Os
resultados mostraram que possuem genoma complexo e muito variavel. Possuem numerosas
insercdes e de um a quatro replicons, contrariando a literatura que afirma que todo organismo
procarioto possui apenas um replicon. Outro dado interessante foi 0 tamanho de seu genoma,
espécies muito préximas possuem de 4,7 a mais de 9 Mb. Isso posibilita adaptagdes em
diferentes ambientes.



1.3 Patégenos em Humanos e Animais

Algumas espécies do género sdo consideradas patdgenos. O patovar cocovenerans, de
B. gladioli, produz umaflavotoxina, que causainfeccéo em humanos pelo consumo de farinha
de trigo ou milho contaminado (ZHAO et al., 1995). Bactérias do complexo B. cepacia s8o0
contaminantes de cosméticos, solugdes farmacéuticas (JMENEZ, 2001, citado por COENYE
et a., 2003) e causam infecgdes em seres humanos, sendo os pacientes com Fibrose Cistica
(FC) como os mais suscetiveis.

A retencdo das secrecOes mucosas favorece colonizagdo e infeccdo respiratéria por
bactérias, que aparecem na seguinte ordem: Staphilococus aureus, Haemophilus influenae,
Pseudomonas aeruginosae e complexo B. cepacia (RIBEIRO et al., 2002). A colonizagéo por
bactérias do complexo B. cepacia ocorre em menor nimero de pacientes (ALVAREZ et dl.,
2004), porém sua presenca € considerada preocupante, pois acelera a deterioracdo dos
pulmdes, podendo diminuir a sobrevivéncia dos pacientes em até uma década, se comparada a
P. aeruginosa (JONES et al., 2001).

Todos os genomovares do complexo B. cepacia foram identificadas em culturas de
pacientes, e estdo em média em 3% dos casos. Em muitos casos B. cenoceacea e B.
multivorans prevaleceram (COENYE et d., 2003). No Brasil, ja foi detectado B. cepacia, B.
fungorum e a estirpe padréo TVV75 de B. viethamiensis foi encontrada sozinha em paciente
em estado terminal de FC (Elizabeth de Andrade Marques/lUERJ-RJ, comunicagao pessoal).

B. mallei e B. pseudomallel sdo patdgenos de seres humanos e animais. B. mallel causa
mormo, que provoca inflamag&o das glandulas. Foi observada em cavalos, cabras, macacos e
pode ser transmitida a0 homem pelo contato direto. Meloidosis € uma doenca infecciosa,
causada por B. pseudomallel. Esta bactéria € encontrada no solo e em aguas geralmente
paradas, atingem humanos e animais com maior ocorréncia em agumas regides da Asia e
Oceania, porém um caso de morte provocada por esta bactériafoi relatado no estado do Ceard
(MIRALLESet a., 2004).

Beneficios ecol 6gicos e econdmicos pelo uso de Burkholderia sdo inimeros. Apesar de
seu potencial, o impacto provocado pela presenca de estirpes de bactérias do complexo B.
cepacia em pacientes com Fibrose Cistica tem levado a um rigoroso sistema de seguranca.
Como resultado, muitas estirpes com potencial para biocontrole, que jatinham sido aprovados
pelo “Unite States Environmental Protection Agency”, teve sua avaliacdo de risco modificada
€ Seu uso restrito. No site desta agéncia na internet, esta escrito que “o conhecimento atual de
taxonomia e genética ndo permitem afirmar que isolados usados em controle biolégico ndo
causariam doenca em pacientes com Fibrose Cistica’.

1.4 Patogenos em Plantas

Apenas cinco espécies sao relatadas como patdgenas de plantas. B. cepacia foi descrita
como causadora de apodrecimento da casca de cebola nos Estados Unidos (BURKHOLDER,
1950, COENYE & VANDAMME, 2003). B. caryophylli € um patégeno em cravo e aho. B.
plantarii e B glumae sdo padgenos de arroz. Este Ultimo também causa apodrecimento de
tubérculos de batata e foi considerado, por mais de 2 décadas, a bactéria patogénica mais
importante para a cultura do arroz no Japdo, Coréia e Taiwan. B. andropogonis foi descrita
como patdégeno em sorgo, feijao e cravo (COENYE et al., 2003).



1.5 Promocéo de Crescimento em Plantas

Bactérias promovem crescimento em plantas por vérios fatores. A inoculacdo da estirpe
SAOCV 2, de B. cepacia, promoveu crescimento de plantas de feijdo, segundo os autores, por
varios mecanismos, incluindo solubilizacdo de fosfatos, antagonismo contra Fusarium e
indiretamente pelo aumento da nodulagdo (PEIX et al., 2001).

B. viethamiensis quando inoculada em plantas de arroz em experimento de campo e
casa de vegetagdo no Vietnd, aumentaram de 13 a 22% a produgéo de gréos (TRAN VAN et
al., 2000), ainda assim, as plantas inocul adas floresceram mais cedo do que as ndo inocul adas.

No Brasil, varias plantas foram beneficiadas quando inoculadas com Burkholderia. A
inoculacdo da espécie proposta B. brasilensis em plantas de arroz cultivadas em condicdes
gnotobidticas, contribuiu com 31% do total de nitrogénio da planta, tendo aumentado 69% da
biomassa das plantas (BALDANI et al., 2000). A cultivar de arroz 1AC4440, teve sua
producéo de gréos aumentada em torno de 50% quando inoculada com a estirpe M209 e o
acimulo de N nos gréos, aumentado em 90% (GUIMARAES, 2001).

Contribuicdes também foram observadas com a inoculagcdo da espécie proposta B.
brasilensis na cultura da mandioca. A inoculacdo desta espécie juntamente com fungos
micorrizicos arbusculares, promoveu aumento da parte aérea e raizes em 50 e 105%,
respectivamente, em relacdo a inoculagdo do fungo isoladamente, e também se destacou em
relacdo a outras espécies de bactérias diazotroficas inoculadas (BALOTA et a., 1997). Em
plantas de abacaxi, a inoculagéo de isolados de B. cepacia, reduziu o tempo de aclimatacéo
das plantas micropropagadas e contribuiu com incremento de matéria seca de raizes e parte
aérea (WEBER et a., 2003) e contribuicdo também foi observada com inoculagcdo de
Burkholderia spp. em plantas de bananeiras (WEBER et al., 2000).

O etileno é um importante hormdnio para o crescimento e desenvolvimento de plantas.
Porém, estresses como alta concentracdo de metais pesados, aumentam a concentragcdo de
etileno enddgeno, resultando em inibicdo da germinacdo de semente e crescimento radicular
(JACKSON, 1991). A enzima 1- aminociclopropano-1-carboxilase (ACC) de aminase,
comumente encontrada em bactérias, apresenta capacidade de promover crescimento em
plantas por hidrolizar o precusor imediato de etileno. Esta enzima foi encontrada,
apresentando ata atividade, na espécie descrita recentemente, B. phytofirmans. E plantas
inoculadas com B. phytofirmans mostraram maior desenvolvimento do sistema radicular
(NOWAK, 1998).

Um grande nimero de espécies do género Burkholderia foram identificadas como
agentes de controle de patdégenos de inimeras culturas. Podendo inibir o crescimento de
muitos fungos, como Phythum aphanidermatum, Phythium ultimum, Fusarium sp.,
Phytophthora capsici e Rhizoctonia solani (CAIN et a., 2000; HEBBAR et al., 1998;
HEYDARI & MISAGHI, 1998; LI et al., 2002), e uma estirpe identificada como
Burkholderia spp., foi capaz de inibir o crescimento de bactérias, leveduras e protozoarios
(CAIN et al., 2000).

Em muitos casos, 0 mecanismo envolvido na supressao da doenca nédo é conhecido, mas
provavelmente controlam populagdes patdgenas pela producdo de sideréforos, verificado em
B. cepacia e B. vietamiensis (MEYER et al., 1995) e compostos antibi6ticos como Phenazine
e Pyrrolnitrin, produzidos por B. phenazinium, B. pyrrocinia, B. ambifaria, B. vietamiensise
B. cepacia-NB-1 (EL BANNA & WINKELMANN, 1998; TRAN VAN et al., 2000).

Espécies de Burkholderia ja foram usadas para biorremediacdo. Muitas estirpes, todas
identificadas como B. cepacia, mostraram capacidade em degradar compostos xenobi éticos.
A estirpe LB400, da nova espécie descrita B. xenovorans, mostrou capacidade de degradar
“cyanide e polychlorinated biphenyls’. E o herbicida 2,4-D teve sua concentragdo muito
diminuida quando aplicado em solo com dominancia do género Burkholderia na populacdo
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microbiana (TIEDJE et al., 1999). Também a espécie B. singaporensis foi isolada e usada
para biorremediacéo de praias contaminadas com 6leo (WANG et al., 2006).

1.6 Espécies Diazotr 6ficas em L eguminosas

Até recentemente, sabia-se que leguminosas eram noduladas exclusivamente por
membros da sub classe a-proteobactérias, familia Rhizobiacea, géneros Allorhizobium,
Azor hibium, Bradyr hizobium, Mesor hizobium, Rhizobium e Snorhizobium (VAN BERKUM
& EARDLY, 1998). Nos Ultimos anos, entretanto, outras a-proteobactérias foram mostradas
como nodulantes de leguminosas (MOULIN et al., 2002) incluindo estirpes de
Methylobacterium (SY et a., 2001); Devosia (RIVAS et d., 2002) e Ralstonia taiwanensis,
reclassificada para Cupriavidus taiwanensis (VANDAMME & COENYE, 2004) em Mimosas
de diferentes regides de Taiwan (CHEN et al., 2001, 2003a) e india (VERMA et al., 2004).

Em 2001, bactérias isoladas de nédulos de Aspalathus carnosa, da Africa do Sul e
Machaerium lunatum, da Guiana Francesa, foram caracterizadas como pertencentes ao género
Burkholderia (MOULIN et a., 2001). Foi o primeiro relato de 3proteobactérias, do género
Burkholderia, presentes em nédulos de leguminosas. Estes autores sugeriram 0 uso dos
termos arizobio e R-rizébio, para distinguir as proteobactérias nodulantes de leguminosas.
Em trabalho de caracterizagdo (VANDAMME et al., 2002a) os isolados acima foram desritos
como novas espécies, STM815 isolado de Machaerium lunatum e STM678 de Aspalathus
carnosa, foram descritas como Burkholderia phymatum e B. tuberum, respectivamente. Neste
mesmo trabalho, mais trés isolados foram caracterizados. Um isolado de Alysicarpus
glumaceus, do Senegal, foi identificado como B. dolosa e dois isolados de Mimosa pudica e
M. diplotricha, pertencem a espécie B. caribensis.

Novos isolados de Burkholderia foram obtidos em leguminosas de diferentes partes do
mundo. Bactérias diazotréficas da espécie B. caribensis, foram novamente isoladas de M.
pudica e M diplotricha em Taiwan (CHEN et al., 2003b). No Brasil, 14 isolados de inimeras
espécies de Mimosa spp. foram obtidos a mais de 20 anos (CHEN et a., 20053). Este dltimo
trabalho relatou mais seis isolados de M. pigra (sinénimo de M. pellita) da Venezuela, que
juntamente com alguns isolados obtidos no Brasil, foram propostos como B. mimosarum
(CHEN et a., 2006). Das leguminosas M. pigra, M. casta, M. pudica, Abarema macradenia e
Pithecellobium hymenaeafolium, na Ilha de Barro Colorado, Panamd, 44 isolados dos 55
obtidos, pertenceram ao género Burkholderia. A segiiéncia do gene 16 e 23S rDNA, mostrou
similaridade dos isolados com B. tuberume B. fungorum (BARRET & PARKER, 2005).

O predominio do género Burkholderia em nddul os foi hovamente observado, desta vez
em M. pigra, em Taiwan. Dos 191 isolados, 96% eram Burkholderia (CHEN et al., 2005b) e
este trabalho confirmou a capacidade de nodulagéo do género Burkholderia, pelo uso de
proteina fluorescente e microscopia el etrénica.

1.7 Espécies Diazotr éficas em Plantas Nao L eguminosas

No mesmo periodo em que o género Burkhoderia foi criado, um isolamento de
bactérias diazotréficas em plantas de arroz irrigado, cultivado em experimento com solo de
Itaperuna-RJ, foram obtidos 24 isolados com caracteristicas distintas dos demais em meio de
cultura semi-solido sem nitrogénio NFb COG (NFb mais citrato, oxalato e glicose). Mais 3
isolados semelhantes aos anteriores foram obtidos de plantas de arroz irrigado da regiéo de
Pindamonhangaba-SP. Testes com fontes de carbono diferenciaram este grupo dos demais
géneros e espécies isolados e foram chamados de BactériaE (OLIVEIRA, 1992).

Outras bactérias com caracteristicas desse grupo também foram isoladas de plantas de
mandioca, cultivadas em Santa Cruz e Itaguai-RJ (BALOTA, 1994) e mais tarde, com o
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desenvolvimento do meio de cultura IMV, 37 isolados foram obtidos de raizes, colmos e
folhas de arroz, 10 em associagdo com cana-de-acUcar e seis com batata doce (BALDANI,
1996). Testes bioquimicos e moleculares foram usados para caracterizar e identificar os
isolados. O uso de sondas para a regido 23S rDNA, permitiu agrupar os isolados na
subdivisdo I3 das proteobactérias, e 0 sequenciamento parcial daregido 16SrDNA indicou que
os isolados pertenciam ao género Burkholderia. Este grande grupo foi proposto como uma
nova espécie de nome B. brasilensis. Porém mais tarde, a estirpe padréo desta espécie
apresentou mesmo perfil de corte com enzimas de restricéo e 99% de similaridade da regiéo
16S rDNA, com a estirpe padréo KP23, de B. kururiensis (ESTRADA DE LOS SANTOS et
al., 2001), sugerindo que sejam mesma espéecie.

A capacidade de alguns isolados de B. cepacia fixarem nitrogénio atmosférico foi
relatada em 1994 (BEVIVINO et al., 1994). Porém a primeira espécie do género descrita
como diazotréfica foi B. viethamiensis, isolada de solos cultivados com arroz no Vietna
(GILLIS et d., 1995). Esta espécie mais tarde foi isolada da rizosfera, rizoplano e tecidos
internos de raizes de milho, café e sorgo, cultivados em diferentes regides do México
(ESTRADA DE LOS SANTOS et ., 2001).

Neste trabalho, a maioria dos isolados identificados como género Burkholderia ndo
pertenceram a nenhuma espécie descrita. Estes resultados, segundo os autores, mostraram que
0 género Burkholderia é rico em bactérias diazotroficas e que essa capacidade € desconhecida
porgue ndo é rotineiramente avaliada quando uma nova espécie € descrita. Alguns isolados do
trabalho acima, e um novo isolamento, levou a descricdo da nova espécie diazotréfica. B.
unamae (CABALLERO-MELLADO et a., 2004), descrita com 20 isolados obtidos de
rizosfera e rizoplano de café e milho, raizes e colmos de milho erizosfera, raizes e colmos de
cana-de-acUcar de diferentes lugares do México.

B. tropica (REIS et al., 2004) e B. xenovorans (GORIS et al., 2004) foram as Ultimas
espécies diazotréficas descritas. A primeirafoi isolada de plantas de cana-de-aclcar no Brasil
e Africa do Sul, solo nos EUA e rizosfera, rizoplano e raizes de milho no México. B.
xenovorans foi descritacom apenas trés isolados. A estirpe padréo, LB400, foi isolada de solo
contaminado com policlorinato bifenil (PCB) nos EUA e os isolados CCUG 28445 e CAC-
124, de sangue humano na Suécia e café no México, respectivamente.

Inimeros isolados diazotréficos de Burkholderia foram obtidos em associagdo com
plantas. Em associagdo com bananeiras e abacaxizeiros no estado do RJ e BA, foram obtidos
inimeros isolados, aguns foram identificados como B. brasilensis e B. tropica, e a maioria
ndo foram identificados (WEBER et a., 1999; CRUZ et a., 2001). B. vietnamiensis e B.
kururiensis, foram isoladas das cultivares de arroz inundado 1R42, |AC4440 (RODRIGUES,
et a., 2006), e destas mais a cultivar CNA 7553 (BRASIL, 2005). B. tropica, B. kururiensis,
B. gladioli, B. thailandensis e B. caribensisforam isoladas de amostras de cultivares de cana
de-aglcar brasileiras e australianas (BODDEY/, 2002).

Estes resultados mostram que bactérias diazotroficas do género Burkholderia sdo
comuns e abundantes em inlmeras plantas, possuem indimeros potenciais biotecnoldgicos e o
conhecimento de sua ecologia € importante para melhor exploracdo e mangjo do sistema.
Portanto, o objetivo deste capitulo foi identificar e caracterizar um grupo de isolados
diazotroficos do género Burkholderia, obtidos de cana-de-agUcar, milho e abacaxi.
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2MATERIAL E METODOS

2.1 I solamento em Plantasde Milho

Para verificar a ocorréncia do novo do grupo de bactérias diazotréficas do género
Burkholderia em outras plantas, foram coletadas amostras de plantas de milho, cultivadas no
campo experimental da Embrapa Agrobiologia em solo Latossolo Vermelho Amarelo, série
Itaguai. Foram avaliadas quatro plantas de milho tipo doce da variedade Aventis A2345, duas
na fase reprodutiva e duas na fase germinativa. As plantas foram fertilizadas com esterco
bovino no momento da semeadura e 15 dias depois com esterco de aves.

A contagem e o isolamento seguiram metodologia descrita no capitulo 1 e os isolados
foram também caracterizados como descrito no capitulo 1.

2.2 Hibridizacdo DNA : DNA

O trabalho foi desenvolvido pela equipe do Dr. Jesus Caballero-Mellado, no Centro de
Ciéncias Gendmicas, da Universidade Nacional Autdnoma do México (UNAM), em
Cuernavaca, estado de Morelos, México, seguindo a técnica de Southern Blot, como descrito
por ESTRADA DE LOS SANTOS et ., (2001). Foi usado como sonda o isolado BR11911,
marcado com *P, pareado contramais oito isolados do mesmo grupo e espécies proximas.

Inicialmente, 0 DNA das amostras foi digerido com a enzima de restricdo de corte
frequente, EcoRI e separado em gel de agarose 1,2%, submetido a 20 volts por 24 horas em
tampdo TAE 1 X. Em seguida, o DNA foi depurinizado, pelalavagem do gel por 2 vezes em
solucdo de HCI 0,25 N por 15 min., desnaturado pela lavagem em solucdo de NaOH 0,5 N +
NaCl 1,5 M por 45 min. e neutralizado em SSC 20 X (anexo) por 10 minutos. O processo de
transferéncia do DNA do gel ocorreu por capilaridade, com aimersdo em solugdo de SSC 10
X, aderido a uma membrana de néilon, sobre um peso de aproximadamente 1 kg por 12 a 14
horas. Ap6s a transferéncia do DNA, a membrana secou em temperatura ambiente por duas
horas. Depois de seca, a membrana foi tratada com a sonda marcada e o processo de
hibridizagdo ocorreu por 12 horas a 65 °C e a membrana foi lavada uma vez com SSC 2 X a
temperatura ambiente por 10 min., umavez em SSC 1 X a 55 °C por 5 min. e uma vez em
SSC 0,1 X a 65 °C por 5 min. Encerrada as lavagens, a membrana foi acondicionada em
cassete para exposicao de filmes raios-X e colocado filme sobre a membrana em sala escura.
Apds exposicdo, amembrana foi revelada e cal culada a porcentagem de homologia do isolado
BR11911 com o restante de isolados e estirpes testadas, através da intensidade de luz emitida
pelas amostras.

2.3 Temperatura e pH Ideal de Crescimento

Foram testados os isolados BR11911, BR12116 e BR11563 e os controles BR11366,
padrdo de B. tropica, BR11340, da espécie proposta B. brasilensis, e ATCC25416, padréo do
genomovar | de B. cepacia. Uma col6nia caracteristica de cada isolado, foi inoculada em tubo
de ensaio contendo cinco ml de meio de cultura liquido Dyg’'s, permanecendo sob agitacdo
constante de 150 rpm por 18 e a 30 °C. A concentracdo de células foi gjustada para 1,0, em
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 436 nm. Uma aliquota de 20 m da suspenséo
foi inoculada em frascos contendo cinco ml de meio de cultura semi- sélido BSE (anexo)
(ESTRADA DE LOS SANTOS et d., 2001), com 3 repeticOes e incubados no escuro nas
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temperaturas 7, 20, 25, 30, 35 e 40 °C. O crescimento dos isolados foi observado diariamente,
até 10 dias apds ainocul agéo.

Para determinacdo do pH ideal de crescimento, foram inoculados 20 m de suspenséo
bacteriana em frascos contendo cinco ml de meio de cultura semi-solido BSE, com 3
repeticoes e gjustado pH final para os seguintes valores: 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 e
7,0. Os frascos foram incubados no escuro a 30 °C e o crescimento dos isolados foi observado
diariamente, até 10 dias apds ainocul ag&o.

2.4 Tamanho e Forma da Céula

Esta etapa também foi desenvolvida pela equipe do Dr. Jesus Caballero-Mellado, no
México. A estirpe BR11911 foi cultivadaem placacom meio de culturaBAz (ESTRADA DE
LOS SANTOS et a., 2001) por 3 dias a 29 °C. Com uma ponteira, foi retirado um fragmento
de uma colbnia e misturada a 50 pl de tampéo fosfato. Desta suspensdo, foi colocada uma
pequena gota em grade e deixado sedimentar as bactérias por 15 a 30 s. Foi retirado 0 excesso
de tampdo e contrastada com é&cido fosfotungsténico 0,05% durante um min. e se procedeu a
observacdo ao microscopio eletrénico de transmissao.

2.5 Observacao de Capsulas

A presenca de capsulas foi verificada no isolado BR11911, usando como controle
positivo a estirpe BR11340 da espécie proposta B. brasilensis e como controle negativo a
estirpe BR11366, padréo de B. tropica. As bactérias foram cultivadas como descrito no item
2.3 e uma algcada foi usada para fazer um esfregaco sob umalamina. Sobre o esfregaco foi
adicionada uma gota de tinta nanquim preta e visualizado ao microscopio de contraste de fase
(YANOet al., 1991).

A presenca de capsulas foi detectada através de um halo branco ao redor das células,
devido ando coloracéo dos polissacarideos.

2.6 Oxidacao de Fontes de Carbono

O padrédo de oxidacdo de fontes de carbono da estirpe padréo BR11911, da espécie
proposta foi comparado com 8 espécies de Burkholderia ja descritas, avaliado pelo kit
BIOLOG, como descrito no item 2.3, do capitulo 1.

2.7 Producéo de Horménio de Crescimento (Al A — acido indol acético)

AlA é um hormbnio de crescimento que pode ser produzido por aguns
microrganismos, que vivendo no interior das plantas, podem contribuir no crescimento do
vegetal. Devido a importancia da producdo de horménios por bactérias diazotréficas, foi
avaliado a capacidade de producéo de AIA pelos isolados BR11911, BR12116, BR11563,
BR11922 e BR11915 da espécie proposta e as estirpes padrdes BR11366 de B. tropica,
BR11340 de B. brasilensis, KP23 de B. kururiensise MTI641 de B. unamae. Como controle
positivo foram usados os padrbes TVV75 de B. viethamiensis, BR11281 (PAL5), de G.
diazotrophicus e ATCC29729 (Cd) de A. brasilense. Foi usada a metodologia descrita por
SARWAR & KREMER (1995).

As bactérias cultivadas inicialmente como descrito no item 2.3 e 20 i do in6culo foi
inoculado em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio de cultura liquido LGI, para G.
diazotrophicus, NFb para A. brasilensis e IMV, para os isolados do género Burkholderia.
Nestes meios de cultura foi adicionado KNOgz e suprimido o corante azul de bromotinol para
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ndo interferir na leitura de proteinas totais. Foram testados os tratamentos sem adicdo de
triptofano, com 100 ng/ml e 200 ng/ml de triptofano, com 3 repeticdes de cada bactéria. Os
tubos contendo meio de cultura e inoculados com bactérias e diferentes doses de triptofano,
foram incubados no escuro por 72 h a 30 °C, sob agitacéo constante de 150 rpm.

Apbs o periodo de incubacdo, foi quantificada a producdo de horménios. Uma aliquota
de um ml foi centrifugada por cinco minutos a 520 x g, e 150 m do material em suspensao foi
aplicado em pocos contidos em placa de poliestireno com capacidade para 300 i, com 3
repeticdes. Sobre as amostras, foi adicionado 100 ml do reagente de Salkowisk (1 ml de
FeCls.6 H,O 0,5 M em 50 ml de HCIO,4 a 35%), e as placas permaneceram no escuro por 30
minutos. A presenca de hormdnio foi visualizada pela coloracéo résea e quantificada por
leitura de absorbancia em espectrofotdmetro com filtro de 492 nm. A estimativa da producéo
de AIA foi determinada por uma curva padrdo utilizando o produto comercial AIA nas
concentragdes: 0, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 M.

As amostras usadas para determinacdo de hormonios foram usadas para quantificacdo
de proteinas totais, como descrito no item 2.5.2 do capitulo 1, e os resultados foram dados em
nM de AlA por mg de proteinastotais.

2.8 Avaliacéo da Capacidade de Solubilizacéo de Fosfatos

A capacidade de solubilizago de fosfato insolUvel foi testada em meio de cultura GL
solido (anexo) (SYLVESTER-BRADLEY et a., 1982). Depois de esterilizado, e com
temperatura em torno de 50° C, foi adicionado ao meio 50 ml de K;HPO, (10%) e 100 ml de
CaCl, (10%), para formagdo de precipitado insolivel de CaHPO,4, e 0 meio de cultura
distribuido em placas de Petri.

Foram testados os isolados BR11911, BR12116, BR11563, BR11922 e BR11915 da
espécie proposta e as estirpes padrées BR11366 de B. tropica, BR11340 de B. brasilensis,
KP23 de B. kururiensis, TVV75 de B. viethamiensis, MTI641 de B. unamae e BR11281 e
isolado BSF55, de Bacillus megaterium, como controle positivo (SOUCHIE, 2004). As
bactérias foram crescidas como descrito no item 2.3 e uma aiquota de 20 m foi inoculada na
superficie da placa de Petri, formando um ponto. Para cada bactéria testada, foram inoculados
trés pontos de aplicacdo da cultura em cada placa de Petri com 3 repeticOes cada placa, e
foram incubadas por cinco dias a 30 °C no escuro. Apds o periodo de incubagéo, foi avaliada
visuamente a formacdo de halo transparente no meio de cultura originalmente opaco,
indicando a capacidade de solubilizagéo de fosfato adicionado ao meio de cultura.

2.9 AFLP (Polimorfismo de Tamanhos de Fragmentos Amplificados)

A técnica de AFLP (Polimorfismo de Tamanhos de Fragmentos Amplificados) (VOS
et a., 1995) foi usada neste trabalho para auxiliar na descricdo da espécie proposta
Burkholderia silvatlantica, bem como avaliar a diversidade de seus isolados. A técnica
consiste no desenvolvimento de inimeras etapas, descritas abaixo:

2.9.1 Digestao com enzimas derestricéo e ligacdo dos adaptador es

O DNA das amostras, obtido como descrito no item 2.4 do capitulo 1, foi digerido
com enzimas de restricéo e ligado aos adaptadores seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante: AFLP — Core Reagent Kit (Invitrogen). Em tubo com capacidade para 1,5 ml, foi
colocado 500 ng de amostra de DNA, mais 5 m de tamp&o 5 X, 2 m das enzimas EcoRlI /
Msel e égua destilada para completar volume de 25 ml. Esta mistura foi agitada, centrifugada
rapidamente e incubada por 2 h a 37 °C. Em seguida, as amostras permaneceram 15 min. a 70
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°C parainativacdo das endonucleases, e imediatamente postas no gelo. A esta mistura foram
adicionados 24 m de solucéo de ligacdo aos adaptadores e 1 ml de T4 DNA ligase, o tubo foi
agitado gentilmente e incubado a 20 °C por 2 h e estocados a— 20 °C.

2.9.2 Reacao de pré-amplificacao

Ap6s a ligagdo dos adaptadores, as amostras foram amplificadas usando iniciadores
com um ou nenhum nucleotideo adicional na sua extermindade 3'. Foram testadas as
combinagdes de iniciadores Msel + G e EcoRIl + A, Msel + AG e EcoRIl + 0 e Msel+ 0 e
EcoRI + 0. Parareacdo de 50 ml foi adicionado: 10% do volume final, de tampéo de PCR 10
X; 2 mmol de MgCly; 0,5 mmol de dNTP; 0,1 ?mol de cada iniciador, 1 unidade da enzima
Taq polimerase; 5 m das amostras ligadas com adaptadores, (diluidas 10 vezes) e &gua ultra
pura para completar o volume final de 50 m. O material preparado foi acomodado em
termociclador programado para 27 ciclosde 30 sa94 °C, 1 min. a60 °C e 1 min. a72°C.

O material amplificado foi separado por eletroforese em gel de agarose 1,2% em TAE
1 X, a 65 volts por 1 hora e 30 min., e visualizados apbs corado com brometo de etideo (5
ng/ml), sob luz ultravioleta.

2.9.3 Reacado de amplificacdo seletiva

Nesta etapa, foram usados iniciadores com um nucleotideo adicional na sua
extremidade 3', assim, apenas os fragmentos que possuem nucleotideos complementares aos
nucleotideos seletivos serdo amplificados, diminuindo o nimero de fragmentos gerados. As
amostras pré-amplificadas com os iniciadores EcoRI + 0 e Msel+ 0, foram amplificadas com
os iniciadores EcoRI + A e Msel+ C. As reacOes procederam com a mistura de 10% do
volume final da reacéo, de tampédo de PCR 10 X; 2 mmol de MgCly; 0,05 mmol de dNTP; 1
mmol de cada iniciador marcado com radioisdtopo [?%P] ATP; 2 unidades de Tag DNA
polimerase, 5 M da pré amplificagéo diluida 5 vezes e volume final completado para 25 mi.

As amostras foram acomodadas em termociclador programado para 94 °C por 1 min.,
um ciclo de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s e 72 °C por 30 s, repetido por 9 vezes com
diminuicéo de 0,7 °C da temperatura de anelamento (65 °C) por ciclo. O Ultimo ciclo, onde a
temperatura de anelamento atingiu 56 °C, foi repetido mais 22 vezes. Apés o término da
reacdo, as amostras migraram em gel de poliacrilamida.

2.9.4 Mar cacgao radioativa dosiniciador es especificos

Neste trabalho foram usados iniciadores marcados com o radioisotopo [?¥P] ATP. A
marcagao foi feita nos iniciadores das enzimas de corte raro, neste caso EcoRl, contendo 10%
do volume da reacéo de tampao para a enzima, 0,2 unidade da enzima polinucleotideo kinase,
10 ng do iniciador e 600 ci/mmol do radioisdtopo [? *P] ATP. A reacso foi incubada a 37 °C
por 1 hora, seguido de 10 min. a80 °C parainativagdo da enzima.

2.9.5 Confecgéo do gel

As amostras migraram em gel vertical de poliacrilamida, em placas com 40 cm de
comprimento e 30 cm de largura. O preparo das placas iniciou com 3 lavagens com bucha e
detergente alconox 10% em agua de torneira, seguido de 3 enxégiies com &gua destilada
estéril e postas para secar a0 ambiente. Quando secas, foi passado etanol com papel macio,
por 3 vezes em ambas as placas, finalizando com aplicagdo de um ml de repelente de agua
para vidros, marca Proauto, muito bem distribuido, sobre as duas placas. As placas foram

ol



colocadas uma sobre a outra, separadas por espacadores de 1 mm de espessura e vedadas com
fita para demarcacdo de solo, marca Adelbras, ou fita tipo “silver tape”’, marca Adelbras.
Acomodadas em aparato desenvolvido para auxiliar na vedacdo das extremidades e melhor
firmeza do pente.

O gdl foi preparado pela mistura, de 100 ml de solucédo para gel (anexo), 500 m de
Persulfato de aménio 10% e 100 m de TEMED (N, N, N’, N’ — tetra metiletilenodiamina),
misturados nesta ordem. A solucdo foi aplicada com o auxilio de uma seringa e aguardada 1
hora para polimerizacéo.

2.9.6 Migragdo das amostras

O preparo das amostras para aplicacdo no gel, consistiu na adicéo de 25 i de corante
(anexo) areacdo de PCR seletiva, seguido de desnaturacdo por 5 min. a 95 °C e acomodagdo
imediata no gelo.

Apbs polimerizacdo do gel, as placas foram acomodadas em cuba para eletroforese,
submersas em tamp&o TBE 1 X (Anexo) a50° C e submetidas a 1568 volts, 60 amperes e 100
wats por 30 min. para pré- corrida. Apos a pré corrida, foi aplicado 10 m de cada amostra nos
pocos do gel, que migraram por uma hora e 30 min. sob as mesmas condicoes.

Ao término da migracdo das amostras, o gel foi transferido para um papel de filtro e
acomodado em uma secadora de gel (Bio Rad), por 2 h a80 °C. O papel, com o gel aderido,
foi acomodado em cassete e exposto a um filme de raio X a — 80 °C por 2 dias. O filme de
raio X foi revelado pelaimersio por 20 segundos em solucéo reveladora Kodak D 79 (anexo),
lavagem em agua, seguido de 20 segundos em solucdo fixadora para filme e papel preto e
branco.

2.9.7 Avaliacgéo dosresultados

Os dados foram comparados e a semelhanca entre isolados e padrdes, foi estimada
pelo coeficiente de similaridade SM, (ROHLF, 1994), agrupados pelo método das médias das
disténcias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method) (SNEATH & SOKAL, 1973), e
representados graficamente por um dendrograma construido pelo programa Gel Comparl .

2.10 Capacidade de Nodulacéo e Promocao de Crescimento

Foi avaliada a capacidade de nodulagéo e promogdo de crescimento em plantas de
feijdo variedade Carioca, siratro (Macroptilium atropurpureum), M. pellitae M. pudica, por
isolados de diferentes espécies do género Burkholderia.

2.10.1 I solados bacterianos testados

Foram testados os isolados BR11911, BR12116 e BR11563 da espécie proposta B.
silvatlantica e estirpes padrGes das espécies diazotroficas em associagdo com graminess.
Como controle positivo para 0 experimento com feijdo, foi usada a estirpe recomendada
BR322 (Rhizobium tropici), para sSiratro foi usada a estirpe recomendada BR1010
(Bradyrhizobium spp.), para M. pellita foi usada a estirpe BR3467 (B. mimosarum) e para M.
pudica, estirpe BR3437 (Burkholderia spp.).
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2.10.2 Preparo dosindculos

Uma coldnia de cada isolado foi inoculada em frascos com capacidade para 125 ml,
contendo 50 ml de meio de culturaliquido 79 (anexo) (FRED E WARSMAN, 1928), pH 6,5,
acrescido de 0,1% de agar. Os frascos foram incubados por 48 h a 30 °C, sob agitacdo
constante de 150 rpm.

2.10.3 Prepar o das sementes

As sementes de siratro, M. pellita e M. pudica sofreram processo de escarificacéo,
permanecendo 10 minutos em acido sulfurico, seguido de 10 lavagens abundantes com agua
destilada estéril. Posteriormente, as sementes de feijdo, siratro, M. pellita e M. pudica foram
desinfestadas superficialmente, permanecendo 30 segundos em acool 96%, 3 min. em
perdxido de hidrogénio, seguido de 10 lavagens abundantes em &gua destilada estéril.

2.10.4 M ontagem e conducao dos experimentos

Os experimentos foram montados em casa de vegetacéo da Embrapa Agrobiologia em
vasos de Leonard (VINCENT, 1970), contendo areia e vermiculita, esterilizados 3 vezes em
autoclave a 120 °C, por 1 hora. O delineamento experimental usado foi o inteiramente
casualizado com 3 repeticoes, e cada repeticdo composta de 2 plantas por vaso.

Cada vaso recebeu 4 sementes inoculadas com 1 ml de cultura liquida aplicada
diretamente sobre a semente, que foram recobertas com uma fina camada de areia lavada
esterilizada e seca para evitar a contaminagdo. O desbaste foi realizado aos 7 dias apos
emergéncia (DAE), permanecendo apenas 2 pléntulas por vaso e novamente recobriu-se 0s
vasos com uma camada de 2 a 3 cm de areia lavada estéril Apds queda dos cotilédones, os
vasos foram mantidos com solucdo nutritiva de Norris para vasos de Leonard (anexo)
(NORRIS & T"MANNETJE, 1964). Como controle negativo foi usado um tratamento sem
inoculacdo de bactérias e como controle nitrogenado um tratamento recebeu semana mente 20
mg de nitrogénio por planta naformade NH4NOs,

As plantas de feijao foram coletadas aos 26 dias apis emergéncia, siratro aos 40 dias e
Mimosa pellita e M. pudica, 2 meses apis emergéncia.

2.10.5 Par ametr os analisados

Os parametros analisados foram: matéria seca da parte aérea e raizes, nUmero e peso
seco de nddulos. A matéria seca das plantas foi determinada através da secagem das amostras
em uma estufa de circulacdo forcada, com temperatura constante de 65 °C por um periodo de
4 dias.

Os procedimentos estatisticos constaram de andlise de varidncia e teste F. Nas
variaveis cujo teste F foi significativo, aplicou-se o teste de LSD a 5% de probabilidade, para
acomparacdo das médias, com o auxilio do programa SAEG.

2.11 Cultivo em Meio de Cultura Semi-sélido
Foi avaliada a capacidade de crescimento e FBN em diferentes meios de cultura semi-

solidos, por isolados da espécie proposta, estirpes padrfes de espécies nodulantes e ndo
nodulantes do género Burkholderia e estirpes dos géneros Rhizobium e S nor hizobium.



Os isolados foram crescidos em meio de cultura liquida Dyg's, como descrito no item
2.3. Uma diquota de 20 m da suspensdo bacteriana foi inoculado em frascos contendo 5 mi
de meio de cultura semi-solido, com 3 repeticdes, e incubados no escuro a 30 °C por 10 dias.

Foram utilizados os meios de cultura semi-solidos BMGM (anexo) (ESTRADA DE
LOS SANTOS et a., 2001), 79 (anexo) (FRED E WARSMAN, 1928), LGl (anexo)
(DOBEREINER et a., 1995), LGI-P (anexo) (DOBEREINER et al., 1995) e IMV (anexo)
sem extrato de levedura e com 20 mg de extrato de levedura por litro de meio de cultura
(BALDANI, 1996). A dtvidade da nitrogenase foi determinada pela técnica de ARA
(BODDEY et d., 1990) nos isolados que cresceram nos meios de culturas semi-solidos.



3RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1 Isolamento em Plantasde Milho

A contagem do numero de células de bactérias por grama de peso fresco de amostras
de milho, coletado no campo experimental da Embrapa Agrobiologia, variou de néo detectado
a7 X 10*. Semelhante ao observado em amostras de cana-de-aglcar, a populacdo foi maior
nas amostras de raizes e rizosferae em meio de cultura MV (Tabela 6).

Tabela 5: Numero de células de bactérias diazotroficas por grama de peso fresco de amostras
(X 10% associadas ao milho hibrido Aventis A2345, cultivado em Seropédica-RJ.

Fase da planta Amostra Meio de cultura
LG MV
Vegetativa Colmo ND* 15
Raizes 0,15 14
Rizosfera 0,45 15
Reprodutiva Colmo ND* 0,45
Raizes 0,15 0,4
Rizosfera 0,2 7

1: ND, ndo detectado pelo método

Seguindo a metodologia para isolamento sugerida no capitulo capitulo | desta tese,
foram obtidos 11 isolados, 3 em meio de cultura LGl e 8 em JMV, todos da rizosfera e a
maioria de plantas na fase reprodutiva (Tabela 6). A eficacia desta estratégia foi comprovada
em isolamento de bactérias diazotréficas do género Burkholderia de plantas de milho, onde se
optou por repicagens sucessivas em meio de cultura semi-solido antes da selecéo de colbnias
em placas e ndo houve adicdo de extrato de levedura. Neste caso, de 21 isolados, apenas 3
eram Burkholderia (CRUZ et a., 2005).

Todos os isolados pertenceram ao género Burkholderia. Apresentaram umabanda com
tamanho esperado, verificado pelo uso da técnica de PCR com iniciadores especificos. Suas
col6nias eram pequenas, amarelas, com elevacdo convexa e consisténcia gomosa, que apés 10
dias de incubacdo alteraram a elevacdo para puntiforme. Possuem capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico pelatécnicade ARA e apresentaram o gene nifH. A restricdo daregido
16S rDNA mostrou que quatro isolados apresentaram mesmo padréo de restricdo (grupo 1) e
sete deles diferiram apenas na enzima Alul (grupo 1a) (Tabela 6). Estes isolados séo
semel hantes ao grande grupo de isolados obtidos de cana-de-agUcar, apresentados no capitulo
1 desta tese, e provavelmente pertencem a uma nova espécie.

O isolamento de Burkholderia em milho é bastante comum. Um estudo conduzido na
Franca mostrou que B. cepacia é abundante em plantas de milho (HEBBAR et al., 1998).
Também na Franca foi detectado B. graminis (VIALLARD et a., 1998) e B. cenocepacia
(BALANDREAU et a., 2001) e na Itdia foi relatada a ocorréncia de B. cepacia
(DALMASTRI et d., 1999; FIORE et a., 2001). Isolados diazotréficos também foram
encontrados em plantas de milho, como B. cepacia (BEVIVINO et al., 1994; ESTRADA DE
LOS SANTOS et a., 2002), B. viethamiensis (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001), B.
unamae (CABALLERO-MELLADO et a., 2004) e B. tropica (REIS et a., 2004). Porém,
neste i solamento, nenhum isolado pertence as espécies citadas.
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Neste estudo, os isolados diferiram dos padrdes analisados e foram semelhantes entre
si. Apesar de poucas plantas e apenas uma cultivar analisada, estes dados corroboram com os
resultados obtidos por RAMETTE et a. (2005). Onde num isolamento de bactérias do
complexo B. cepacia da rizosfera de milho, mostraram que cada planta continha ata
densidade de bactérias e era colonizada por uma espécie dominante e em menor nlimero,
foram encontradas outras espécies ou variantes.

Tabela 6: Dados ecoldgicos e padréo de restricdo da regido 16S rDNA dos isolados
diazotréficos do género Burkholderia spp. obtidos da rizosfera de plantas de milho,
hibrido Aventis A2345, coletado em Seropédica-RJ, comparando com padrées do

género.
Espécies Isolado Meio de Fase da planta Padréo de Grupo
cultura restricéo
Burkholderia spp. BR11905 LGl Vegetativa dkagc la
BR11906 LGl Reprodutiva dkagc la
BR11907 LG Reprodutiva dkagc la
BR11908 MV Vegetativa dkagc la
BR11909 MV Vegetativa fkagc 1
BR11910 MV Vegetativa dkagc la
BR11911 MV Reprodutiva fkagc 1
BR11912 MV Reprodutiva fkagc 1
BR11913 MV Reprodutiva dkagc la
BR11914 MV Reprodutiva fkagc 1
BR11915 MV Reprodutiva dkagc 12
B. tropica BR11366 dghga 2
B. brasilensis BR11340 laaai 3
B. viethamiensis TVVT75 larai 4
B. kururiensis KP23 laaai 3
B. cepacia ATCC2541 Icraa 5
B. unamae MTI641 Igrga 6
B. unamae M2Cy-717 dgcda 7
B. sacchari IPT101 fcqai 8
B. phymatum STM815 fgsga 9
B. tuberum STM678 fktga 10

3.2 Hibridizacdo DNA:DNA

A homologia DNA:DNA foi empregada para comparar 0 grau de relacionamento
genético entre espécies, tendo papel principal na descricéo de novas espécies. A hibridacdo foi
usada neste trabalho para avaliar a semelhanca do novo grupo de isolados com as espécies
mais proximas, verificado pelo sequenciamento da regido 16S rDNA. Quando estes dados
foram obtidos, em marco de 2005, este género possuia apenas 27 espécies, e a avaliagdo de
similaridade das segiiéncias do gene 16S rDNA revelou que B. sacchari, seguido de B.
tropica e B. unamae, eram as espécies mais proximas. Neste intervalo, nove espécies foram
descritas e uma nova andlise de sequiéncias mostrou alteracdo no agrupamento dos isolados.
Das espécies mais proximas atualmente, B. mimosarum, B. nodosa (em processo de
descricdo) e B. ferrarie ndo foram usadas na técnica de hibridizac8o, pois ndo estavam
depositadas no banco de dados naquele momento. Vale ressaltar aqui que foram contruidos
dendrogramas novos para a apresentacdo desta tese. Porém o artigo que descreve a espécie
aqui sugerida, ja foi publicado na revista oficial para descricdo de novas espécies de
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microrganismos, a “International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology”,
volume 56 de agosto de 2006, o periddico oficial para caracterizagdes taxondmicas.

Observa-se, pelos resultados apresentados (Tabela 7), que os isolados testadas néo
pertencem as espécies mais proximas, como verificado pelo sequenciamento da regido 16S
rDNA e também a nenhuma espécie diazotrofica ja descrita, pois os valores de associacdo sdo
abaixo de 70%, indicando que fazem parte de uma nova espécie (STACKEBRANDT et d.,
2002; VANDAMME et al., 1996).

Tabela 7: Porcentagem de hibridizac&o entre “ B. silvatlantica” e espécies mais préximas pelo
sequénciamento daregido 16SrDNA.

Espécie Estirpes Hospedeiro % hibridizagéo
“B. silvatlantica” BR11911' Milho 100
BR11907 Milho 102
BR11924 Cana-de-aclcar 9
BR11117 Cana-de-aclcar 9%
BR11908 Milho 86
BR11563 Abacaxi 83
BR12204 Cana-de-aclcar 79
BR12116 Cana-de-aclcar 78
BR12165 Cana-de-aclcar 75
B. sacchari IPT101" Solo 30
B. unamae MTI-641" Café 28
B. tropica Ppeg’ Cana-de-aclicar 27
B. kururiensis KP23T Aquifero 22
B. xenovorans LB-400" Solo 21
B. vietnamiensis TVV75 Arroz 19
B. tuberum STM678" Aspalathus carnosa 14
B. phymatum STM815" Machaerium lunatum 13

3.3 Descrigdo de Burkholderia silvatlantica

Os dados da hibridizacdo DNA:DNA apresentados acima (Tabela 8), sequenciamento
da regido 16S DNA de dois isolados de cana-de-aclcar, dois de milho e dois de abacaxi
(Figura 15) juntamente com os dados de SDS-PAGE, MLEE (Multilocus Enzyme
Electrophoresis) e perfil de acidos graxos (PERIN et al., 2006) confirmaram a existéncia de
uma nova especie.

A espécie nova foi nomeada Burkholderia silvatlantica. Este nome foi escolhido em
homenagem ao Bioma Mata Atlantica. Os isolados que pertencem a nova espécie foram
obtidos em é&reas de cultivos na regido do Bioma Mata Atlantica, que suporta 80% da
populacdo brasileira, € o bioma de maior biodiversidade do mundo e atualmente possuli
apenas 5% de sua area preservada. A etimologia da palavrafoi gentilmente fornecida pelo Dr.
Hans G. Truper (Universidade de Bonn, Alemanha), onde se |&: silv.at.lan’ ti.ca. L n. silva,
floresta, L. fem. adj. atlantica pertence a Atlantica, N. L. fem. adj. silvatlantica pertence a
Floresta Atlantica, Brasil.
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B. silvatlanti ca BR11920( AF164043)
B. silvatlanti ca BR11563( AF164043)

100 B. silvatlantica BR11911(( AY965242)
38 B. silvatlantica BR12116( AY965243)

- B. silvatlanti ca BR11970( AY965240)

B. unanmae MIl 641( AY221956)
12

L— B. m nbsarum PAS44( AY752958)

B. sacchari LMG19450( AF263278)

B. ferrarie Fed 01 (DO514537)

B. nodosa R25485( AMR84971)

57 B. tropica BRL1366(AJ420332)

B. tuberum STM678( AJ302311)

B. kururiensis KP23(AB024310)

100 B. brasil ensis BR11340( AJ238360)
— 44 B. hospita LM320598( AY040365)

B. terrae KMY02(AB201285)

B. cari bensis MMP64(Y17009)

B. phymat um STMB15( AJ302312)

27 B. gi nsengi soli KMY03(AB201286)

B. phenoliruptrix ACL100(AY435213)
70| 37 B. xenovaor ans LB400(U86373)

B. gram nis C4D1M U96939)

B. terrcola LM320594( AY040362)

33100 B. phytofirmans PsIN( AY497470)

B. phytofirnmans PsIJN(AY497470) ( 2)

B. cal edoni ca LMG19076( AF215704)

B. fungorum LMG16225( AF215705)
30

B. phenazi ni um LM32247( U96936)
B.sol i GP25- 8( DQ465451)
B. gl at hei LM314190(Y17057)

29 B. sordidi col a LM322029( AF512826)
96 B. plantarii LM3035(U96933)
GZ‘I:[ B. gl adioli ATCCL0248( X67038)
B. glumae LM32196(U96931)
100 - B. mallei ATCC23344(AF110188)

99 B. pseudonal | ei 1026b (U91839)

B. thail andensi s E264(U91838)
B. okl ahonensi s C6786( DQL08388)
g, B. pyrrocinia ATCC15958( AB021369)
B. stabilis LMG14294( AF148554)
B. anbifaria AMVD( AF043302)

42

929

71
B. cepacea ATCC25416( AF097530)

46 B. ant hi na R4183( AJ420880)
B. dol osa LMG18941( AF175314)
B. ubonensi s EY3383( AB030584)
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Figura 15: Andlise filogenética da sequencia do gene 16S rDNA de isolados diazotroficos do
género Burkholderia comparados as espécies de Burkholderia presentes no banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information). As seqiiéncias foram
alinhadas no programa CLUSTALW, e agrupadas pelo método Neighbour-joining no
programa MEGA com 1000 repeti¢cdes. O nimero de acesso dos isolados ao banco de
dados se encontra entre parénteses. Isolados BR11920 e BR12116, de cana-de-aclcar,
isolados BR11907 e BR11911 de milho e BR11563 de abacaxi.



B. silvatlantica apresentou células em forma de bacilos com 1,6 a 1,9 nm de
comprimento e 0,8 a 0,9 mm de largura, apresentando-se individualizadas e com flagelos
polares (Figura 16). N& possuem cépsulas e se deslocam com menor velocidade que
BR11340 (B. brasilensis) e BR11366 (B. tropica) em placas com meio de cultura semi-solido.

Observou-se que com dois dias de incubacéo, a temperatura 6tima para esta espécie foi
de 30° C, medido pela quantificacdo de proteinas totais e ARA. Também com dois dias de
incubacdo, observou-se que nas temperaturas de 25 e 35° C, houve pouco crescimento
microbiano e nd houve crescimento nas temperaturas de 7, 20 e 40° C. Com dez dias de
incubacdo os mesmos resultados foram observados.

O pH ideal para crescimento de B. silvatlantica foi 5,5, também avaliado pela
quantificagdo de proteinas totais e ARA. Com dois e dez dias de incubacdo, ndo houve
crescimento nos frascos com pH variando de 3,0 a 5,0 e acima de 5,5 houve pouco
crescimento microbiano.

Contribuindo para a distingdo desta espécie, suas col6nias sao facilmente reconhecidas
em placas com meio de cultura IMV, podendo dispensar 0 uso de técnicas com maior custo
para sua identificagéo.

Figura 16: Fotomicrografia de uma célula de B. silvatlantica (BR11911) apresentando
flagelos polares, obtida em microscopio eletronico de transmissdo em aumento de
12000 vezes.

Foi observado que a planta de origem néo interferiu na utilizacdo de fontes de carbono
pelos isolados, todos foram similares nutricionalmente e puderam ser diferenciados das
demais espécies (Tabela 8). Pelo uso de fontes de carbono, B. silvatlantica, estirpe padréo
BR11911, pode ser diferenciada das demais estirpes, exceto de B. viethamiensis, B. sacchari e
B. cepacia Gen. |, pela habilidade de usar sacarose. Pode ser diferenciada de B. viethamiensis
pela habilidade de usar adonitol e L-ramnose, de B. sacchari pela habilidade de usar D-
arabitol e L-ramnose e de B. cepacia também por usar L-ramnose. Foi observado também que
a maioria dos isolados de B. silvatlantica, 43 de 47, usaram aritritol, que néo foi usado por
nenhuma estirpe padréo das espécies analisadas. Semelhante ao ocorrido com L-ramnose,
usada por 45 isolados e apenas os padroes BR11366 (B. tropica), MTI1641 (B. unamae) e
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STM815 B. phymatum). O oposto ocorreu com alfa-ceto-acido glutarico e glicerol, usados
por todos os padrBes das espécies testadas e apenas 14 e 13 isolados de B. silvatlantica,
respectivamente.

Tabela 8: Diferencas na utilizac&o de fontes de carbono pela estirpe padréo de B. silvatlantica
e espécies diazotroficas. Os dados foram obtidos utilizando o Kit BIOLOG. 1) Estirpe
padrdo de B. silvatlantica BR1911"; 2) BR 1366 (B. tropica); 3) BR11340 (B.
brasilensis); 4) KP23 (B. kururiensis); 5) TVV75 (B. vietnamiensis); 6) ATCC25416
(B. cepacia, Gen. 1); 7) MTI1641 (B. unamae); 8) IPT101 (B. sacchari); 9) STM678 (B.
tuberum); 10) STM815 (B. phymatum).

Substrato 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Adonitol + + - + + + + -
D-Arabitol + + + + + + + - +
Celobiose + - + + + - +
L-fucose + + + + + + + +
B-gentiobiose - + + - - -
Maltose - - - + +
D-rafinose - - - - + - - - + +
L-ramnose + + - + - - + - +
Sacarose + - + + +
D-trehalose - - + - + - + - + +
Xilitol - - - + - - - - - +

Até o momento sdo conhecidos 47 isolados da nova espécie B. silvatlantica, sendo 32
de canade-agucar e 11 milho (nesta tese) e 4 abacaxi (WEBER et a., 1999 e CRUZ et d.,
2001) (Tabela 9). Foram isolados de oito das 16 variedades de cana-de-aglicar coletadas e de
todos os locais amostrados, uma cultivar de milho e de 3 das cinco cultivares de abacaxi. Os
resultados mostraram que esta espécie possui ampla distribuicdo, ocorrendo em canaviais de
Nordeste ao Sul do Brasil, milho em Seropédica-RJ e abacaxi coletado nos estados do Rio de
Janeiro e Bahia

Cinco isolados desta espécie também foram testados pela técnica de PCR, com os
iniciadores desenhados a partir da regido 16S rDNA, especificos para as espécies B.
kururiensis e B. tropica (BRASIL, 2005). A regido do 16S rDNA de nenhum isolado foi
amplificada com o iniciador BKTF/BKR, especifico para B. kururiensis. Mas quando testados
com o iniciador BKTF/R1, especifico para B. tropica, a regiad 16S rDNA de todos os
isolados foi amplificada. Porém com BKTF/R1, os isolados de B. silvatlantica apresentaram
fragmento de 550 pb, maior que o observado para B. tropica, de 390 pb (dados n&o
apresentados). B. tropica é muito préxima de B. silvatlantica, observado pelo sequenciamento
da regido 16S rDNA, e quando os iniciadores foram desenvolvidos esta nova espécie ndo
existia. Este resultado indica que o iniciador BKTF/R1, pode ser usado para discriminar as
duas espécies, ja que o tamanho do fragmento é diferente, porém a andlise precisa ser
confirmada com maior nimero de isolados.



Tabela 9: Dados ecol 4gicos dos isolados da espécie B. silvatlantica.

Isolado Planta e cultivar Amostra Localidade Meio de Padréo de
cultura restricéo

BR11920 Cana-RB72-454 Colmo Seropédica-RJ MV fkagc
BR11921 Cana-RB72-454 Colmo Seropédica-RJ MV fkagc
BR11922 Cana-RB72-454 Colmo Seropédica-RJ MV fkagc
BR11923 Cana-RB72-454 Colmo Seropédica-RJ MV fkagc
BR11924 Cana-RB72-454 Colmo Seropédica-RJ MV fkagc
BR12204 CanaCaianaRoxa  Rizosfera Campos-RJ MV fkagc
BR12206 Cana-Caiana Roxa Raizes Campos-RJ MV fkagc
BR12120 CanaAKBAR Rizosfera Campos-RJ LGI fkagc
BR12208 CanaAKBAR Rizosfera Campos-RJ LGI fkagc
BR12169 CanaAKBAR Rizosfera Campos-RJ MV fkagc
BR12152 CanaCB45-3 Rizosfera Campos-RJ LGI fkagc
BR12154 CanaCB45-3 Rizosfera Campos-RJ LGI fkagc
BR12164 CanaRB85-5113 Raizes Paranavai-PR LGI fkagc
BR12116 CanaRB85-5113 Raizes Paranavai-PR LGI fkagc
BR12165 CanaRB85-5113 Raizes Paranavai-PR LGI fkagc
BR12129 CanaRB85-5113 Raizes Paranavai-PR LGI fkagc
BR12167 CanaRB85-5113 Raizes Paranavai-PR MV fkagc
BR12153 CanaRB85-5113 Raizes Paranavai-PR MV fkagc
BR12166 CanaRB72-454 Raizes Paranavai-PR LGI fkagc
BR12117 CanaRB72-454 Rizosfera Paranavai-PR LGI fkagc
BR12151 Cana-RB72-454 Raizes Paranavai-PR LGI fkagc
BR12170 Cana-SP80-3280 Raizes Piracicaba SP MV fkagc
BR12171 CanaSP80-3280 Raizes Piracicaba SP MV fkhgh
BR12155 Cana-SP80-3280 Raizes Piracicaba SP MV fkagc
BR12177 CanaSP80-3280 Raizes Piracicaba SP MV fkagc
BR12156 CanaSP80-3280 Rizosfera Piracicaba SP MV fkagc
BR12128 CanaSP80-3280 Rizosfera Piracicaba SP MV fkagc
BR12125 Cana-SP80-1842 Raizes Piracicaba SP MV dkcgh
BR12172 Cana-SP78-4764 Raizes TimbaubaPE MV fkagc
BR12173 Cana-SP78-4764 Rizosfera TimbaubaPE MV fkagc
BR12175 Cana-SP78-4764 Rizosfera TimbaubaPE MV fkagc
BR12213 Cana-SP87-344 Rizosfera TimbaubaPE LGI fkagc
BR11905 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ LGl dkagc
BR11906 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ LGl dkagc
BR11907 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ LGl dkagc
BR11908 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ MV dkagc
BR11909 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ MV fkagc
BR11910 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ MV dkagc
BR11911 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ MV fkagc
BR11912 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ MV fkagc
BR11913 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ MV dkagc
BR11914 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ MV fkagc
BR11915 Milho-AventisA2345 Rizosfera Seropédica-RJ MV dkagc
BR11563 Abacaxi-Perolera Raizes  Cruz das Almas-BA LGI fkagc

AB71 Abacaxi-Perolera Raizes  Cruz das Almas-BA LGI fkagc
BR11680 Abacaxi-Pérola Caule Macaé-RJ LGl fkagc

AB117 Abacaxi-Ammoth Raizes Quissam&RJ MV fkagc

Cayenne
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3.4 Producéo de Horménio de Crescimento (Al A — acido indol acético)

Através da producdo de fitorménios, os microrganismos podem estimular o
crescimento vegetal e aumentar a producdo de metabdlitos pelas plantas, que podem ser
utilizados para 0 seu proprio crescimento. Acredita-se que cerca de 80% das espécis de
bactérias isoladas da rizosfera possuem capacidade de produzir AIA (LOPER e SCHROTH,
1986).

Neste estudo ndo foi observado producdo de AlA pelos isolados da nova espécie e
estirpes padrdes de B. tropica, B. brasilensis, B. kururiensis, B. cepacia Gen. | e B. unamae.
A capacidade de produzir hormdnios vegetais por bactérias de Burkholderia foi apenas
verificada na estirpe padréo TVV75, de B. vietnamiensis, que produz &cido indolacético
(AlA), corroborando com dados da literatura (TABACCHIONI et al., 1993).

A producdo de AIA ja foi observada em A. amazonense isolado de raizes de
Brachiaria (REIS JUNIOR et al., 2004) e aroz inundado (RODRIGUES, 2004), H.
seropedicae e G. diazotrophicus (BASTIAN et a., 1998). Alguns autores acreditam que
grande contribuicdo das bactérias diazotroficas estgja relacionada com a producdo de
fitohorménios, desempenhando papel importante na promogédo do crescimento de plantas em
geral.

3.5 Avaliacéo da Capacidade de Solubilizacéo de Fosfatos

O fosforo € um nutriente limitante em solos tropicais, sendo 0s microrganismos
solubilizadores de fosfato um grupo microbiano de grande relevancia, pois apresentam
capacidade de mineraizar fésforo organico e solubilizar formas inorganicas de fosforo,
disponibilizando-os para as plantas (SILVA FILHO, 1998). Esta solubilizagdo ocorre pela
acdo de é&cidos organicos e CO, produzidos nos processos normais do metabolismo de
bactérias e fungos. A maioria dos microrganismos solubilizadores de fosfato sdo fungos
(SILVA FILHO et al., 2002), porém bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas e
Rhizobium apresentam potencial de solubilizagdo de fosfatos (RODRIGUEZ e FRAGA,
1999).

Das estirpes testadas neste estudo, ATCC25416 (B. cepacia gen. 1), KP23 (B.
kururiensis), TVV75 (B. viethamiensis) BR11366 (B. tropica) e BR11340 da espécie proposta
B. brasilensis, formaram halo transparente ao redor das coldnias, indicando capacidade de
solubilizacdo de fosfato. Ja MTI641 (B. unamae) e os isolados de B. silvatlantica néo
solubilizaram fosfato.

Este € o primeiro relato da capacidade de solubilizacdo de fosfato por espécies
diazatroficas do género Burkholderia. Esta habilidade foi relatada apenas por isolados de B.
cepacia (PEIX et al., 2001), e outro estudo mostrou a capacidade de acumulacédo de fosfatos
por B. cepacia em condigdes de baixo pH (MULLAN et a., 2002). Portanto, estes dados séo
importantes ao revelar que algumas espécies diazotroficas também solubilizam fosfatos,
contribuindo ainda mais para a sustentabilidade dos sistemas.

3.6 AFLP (Polimorfismo de Tamanhos de Fragmentos Amplificados)

A técnica de AFLP, desenvolvida por Vos (VOS et al., 1995), apresenta alto potencial
para estudos de taxonomia (JANSSEN et al., 1996) ediversidade genética entre isolados de
diferentes origens e espécies ou grupos de bactérias muitos semelhantes como Burkholderia
(COENYE et al., 1999b). Também mostrou ato poder discriminatério entre isolados de B.
cenocepacia e B. ambifaria, isolados de milho (DALMASTRI et al., 2003).
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Varios estudos independentes mostraram uma ata correlacdo entre a similaridade de
padroes de AFLP e de hibridizacdo de DNA-DNA para diversos grupos taxondmicos,
incluindo Aeromonas (HUYS et a., 1996), Agrobacterium (MOUGEL et a., 2001),
Bradyrhyzobium (WILLEMS et al., 2001), Vibrio (THOMPSON et al., 2004), Xanthomonas
(RADEMAKER et a., 2000) e Burkholderia (COENYE et al., 2000). Por este motivo, AFLP
foi sugerido como uma alternativa para as hibridizagbes de DNA (STACKEBRANDT et dl.,
2002; THOMPSON et al., 2004).

Neste estudo, os resultados obtidos com AFLP foram semelhantes aos observados nas
andlises usadas para a taxonomia polifasica de B. silvatlantica, contribuindo para a
confirmag&o da nova espécie. Como observado na figura abaixo (Figura 17) todos os isolados
testados, das diferentes plantas, permaneceram agrupados, formando um grupo diferente dos
padrdes analisados.

O agrupamento e a porcentagem de diferenca entre B. silvatlantica e as outras espécies
esta de acordo com os dados da hibridizacdo DNA:DNA, onde a espécie mais proxima B.
sacchari € apenas 30% semelhante a B. silvatlantica. Porém também foi observado neste
dendrograma que a similaridade entre os isolados de B. silvatlantica foi muito baixa,
separando os isolados abaixo do nivel de espécie. Semelhante ao observado com os
iniciadores EcoRI+G e Msel +C (dados nédo apresentados).

Provavelmente a digestdo do DNA gendmico com as enzimas EcoRI e Msel e
amplificagdes com iniciadores com as bases seletivas A mais C, associado a complexidade do
genoma de Burkholderia segja responsavel pelo grande polimorfismo observado. Esta técnica
vem sendo utilizada na Embrapa Agrobiologia e maiores esforcos serdo necessarios para
avaliar a diversidade da espécie B. silvatlantica. Outras combinactes de enzimas de restricao
bem como iniciadores com diferentes bases seletivas, deverdo ser utilizados para caracterizar
melhor o padr&o de AFLP de B. silvatlantica.

Estudos adicionais ainda sdo necessarios para 0 melhor conhecimento da espécie
descrita nesta tese. Em func@o de sua constante presenca nas plantas estudadas e ampla
distribuicdo, pode ser importante ndo apenas pela FBN, mas também por apresentar atributos
importantes para a biotecnologia. Estudos como desta tese contribuem para viabilizar a
aplicacdo dessas bactérias, através da inoculagdo, como aternativa na substituicdo de
fertilizantes nitrogenados ou na reducdo de doses aplicadas, diminuindo danos a salde
humana e contribuindo para a sustentabilidade ambiental.



0
40
0
0
“100

' n P10 sruses
VY'Y T ) "" MTI641

z ] ’ I M159

: i .“] !

— - |‘ ’ . BR3429
| 1 i BR3469
" e ! | M149
‘|__{{ i : ' A[ il IPT101
B | ; M130
B TR W75
" i ATCC25416
i . ) P \T } . BRIISE
! & BR11563
i '. BR12155
N , ) U B ) BR11905
] ] ' n i . 17 7 BR12173
I , . ],' i '. : gl i .' ! "‘" BR12116

.BR12156

I AR AR F. 7 NP srusso

, BRI12169

) ‘ e . ' 1 M. N ‘ BR12120
4 . 1A

| .BR12154

Figura 17: Dendrograma de similaridade de isolados da nova espécie B. silvatlantica
(BR11563 e BR11680 de abacaxi; BR12155, BR12173, BR12116, BR12156, BR12169,
BR12120 e BR12154 de cana-de-acicar; BR11905 e BR11911" de milho) e estirpe
padréo de B. viethamiensis (TVV75), B. kururiensis (KP23), B. tropica (BR11366), B.
cepacia gen | (ATCC25416), B. unamae (MTI641), B. phymatum (STM815), B.
tuberum (STM678), B. sacchari (IPT101) isolados da spécie proposta B. brasilensis
(BR11340) e Burkholderia spp. (M159, M171, M209, M149, BR3407, BR3429 e
BR3469). Dados obtidos pelo padréo de AFLP usando os primers especificos EcoRI +
A e Msel + C. O dendrograma foi gerado pelo programa GelCompar, utilizando o
algoritmo UPGMA e indice Jaccard.

3.7 Capacidade de Nodulacéo e Promocéo de Crescimento

Os isolados de B. silvatlantica, assm como as bactérias diazotréficas do género
Burkholderia isoladas de Poaceas, ndo formaram ndédulos e ndo contribuiram para o
crescimento de plantas de feijdo, siratro, Mimosa pellita e Mimosa pudica (dados n&o
apresentados). Os resultados obtidos corroboram com trabalhos ja desenvolvidos, que
mostraram alta especificidade de nodulacdo por bactérias do género Burkholderia. Apenas
foram encontradas, e em alta populacdo, em plantas da sub familia Mimosoidea e possuem
alta especificidade com o hospedeiro.

Em experimentos de inoculagdo cruzada (FARIA et al., 1999), foi observado que
quase todas as espécies de plantas da sub familia Mimosoidea sdo bastante especificas em
relacdo a bactéria, e sd nodulam com estirpes provenientes de plantas da propria tribo. Estes
isolados, mais tarde, foram identificados como pertencentes ao género Burkholderia (CHEN
et a., 2005a) e quando inoculados em plantas ditas promiscuas de feijéo e siratro, de 15
isolados, apenas cinco nodularam siratro e sete nodularam feijdo, porém os nédulos eram
ineficientes (OLIVEIRA et al., 2005). Fato semelhante ocorreu com a estirpe STM687 de B.
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tuberum, quando inoculado em siratro formou de cinco a 20 nédulos, todos ineficientes
(MOULIN et al., 2001). Porém bactérias diazotréficas da espécie B. caribensis, isoladas de M.
pudica e M. diplotricha em Taiwan, quando inoculadas em M. pudica, foi verificado a
formacao de nédulos eficientes 60 dias depois dainoculacdo (CHEN et al., 2003b).

Os dados de isolamento revisados na introducdo deste capitulo e os resultados de
inoculagBes em diferentes plantas, indicam que bactérias do género Burkholderia nodulam um
ndmero restrito de leguminosas da sub familia Mimosoidea, mostrando pouca ou nenhuma
sobreposi¢cdo de bactérias no mesmo nicho ecol dgico.

Acreditarse que a FBN é um processo muito antigo que foi perdido ao longo da
evolucdo por muitas bactérias. Ja a nodulacdo € um evento recente, que provavelmente
apareceu na Terra junto com as leguminosas a 70 milhdes de anos atras. A presenca, emae 3-
rizébio dos genes nodABC, suporta a hipotese de origem comum dos genes nod e que a e &
proteobactérias usam a mesma estratégia para o estabel ecimento da simbiose, ja que ao mutar
nodA da estirpe STM678, esta ndo formou nédulos quando inoculada em Siratro (MOULIN
et a., 2001).

Os genes requeridos para a nodulagéo, em C. taiwanensis e B. phymatum, estdo
localizados em plasmideos, juntamente com nifH e, provavelmente, foram adquiridos via
transferéncia horizontal. Entretanto, acredita-se que inUmeros eventos de transferéncia
horizontal tenham ocorrido. Os genes nod e nif de Burkholderia sdo similares a a-rizobio,
porém, a andlise de agrupamento das segiiéncias dos genes nodA e nifH de isolados de C.
taiwanensis, B. caribensis e dois isolados de a-rizobio, mostrou que estes se agrupam de
maneira diferente, sugerindo que seus genes de nodulagéo e FBN tenham sido adquiridos em
inlmeros eventos de transferéncia horizontal (CHEN et a., 2003a).

3.8 Cultivo em Meio de Cultura Semi-solido

Foi observado que todas as bactérias testadas cresceram no meio de cultura 79, que
contém 400 mg de extrato de levedura (Tabela 10), porém apenas as estirpes isoladas de
Poaceas ndo apresentaram inibicdo da enzima nitrogenase e fixaram nitrogénio nesta
condi¢do. Das bactérias isoladas de Poaceas, todas cresceram e fixaram nitrogénio em
condicBes microaerofilicas, ja das bactérias nodulantes, apenas as estirpes STM815 (B.
phymatum) e STM678 (B. tuberum), cresceram e fixaram nitrogénio nesta condigéo.

Estes resultados mostraram que bactérias isoladas de nédulos cresceram apenas em
meio de cultura semi-sdlido com ata adi¢do de extrato de levedura e ndo fixaram nitrogénio.
Comportamento intermediério foi observado nas estirpes padrdes das espécies B. tuberume B.
phymatum. Estas bactérias foram isoladas de n6édulos de Aspalathus carnosa e Machaerium
lunatum e como as bactérias isoladas de Poaceas, fixaram nitrogénio em LGI, IMV e JNFb,
porém ndo fixaram nitrogénio em meio 79, como as bactérias isoladas de nodulos. B.
tuberum, j& apresentou caracteristicas distintas das demais espécies nodulantes, nodulou 30
das 31 espécies de Mimosas testadas, apresentando nddulos eficientes em 21 delas, e
provavelmente a capacidade de fixar nitrogénio fora da planta contribuiu para esta
promiscuidade (ELLIOT et al., 2007).

Foi observado também que os isolados de B. silvatlantica testados, assim como as
espécies proximas, B. unamae e B. tropica (isolada em meio de cultura LGI-P) cresceram em
fixaram nitrogénio em meio de cultura LGl e LGI-P, com 5 e 10% de sacarose, destacando a
alta toleréncia osmética destas espécies. Este comportamento € bastante similar a da espécie
G. diazotrophicus, também isolada de cana-de-aglicar, que é capaz de crescer em LGI-P com
até 10% de sacarose (DOBEREINER et al., 1995).

Os resultados anteriores de inoculacéo e os testes de crescimento em meios de cultura
semi-solidos contribuiram para o conhecimento das bactérias do género Burkholderia,
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mostrando que aquelas que nodulam leguminosas sdo diferentes das encontradas em
associagao com Poaceas.

Tabela 10: Capacidade de crescimento em meio de cultura semi-solido por estirpes
diazotroficas de diferentes géneros.

Género Estirpe LGI-P LG MV MVe" BMGM 79

B. silvatlantica BR11911 + + + + + n
B. silvatlantica BR12116 + + + + + ¥
B. silvatlantica BR11563 + + + + + +
B. tropica BR11366 + + + + + +

B. brasilensis BR11340 - - + + + +
B. kururiensis KP23 - + + + + +
B. vietnamiensis TVV75 - - + + + +
B. unamae MTI641 + + + + +

B. cepacia g. | ATCC25416 - - + + + +
B. phymatum STM815 - - + + + +
B. tuberum STM678 - - + + + +

B. mimosarum PASA4 - - - - - +
Burkholderia (A) BR3470 - - - - - +
Burkholderia (B) BR3432 - - - - - +
Burkholderia (C) BR3407 - - - - - +
Burkholderia (D) BR3469 - - - - - +
Snorhizobium sp. TJ170 - - - - - +
Rhizobium sp. TJ167 - - - - - +

IMVe": adicio de 20 mg de extrato de levedura por 1000 ml de meio de cultura
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4 CONCLUSOES

a) A populacdo de bactérias diazotréficas foi maior em amostras de raizes e rizosfera de
milho;

b) Foram obtidos 11 isolados de Burkholderia spp. de amostras de milho;

c) Bactérias diazotréficas isoladas em associacdo com canade-agUcar, milho e abacaxi
pertencem a uma nova espécie nomeada como B. silvatlantica;

d) Esta espécie € comum em cana-de-acUcar e apresenta ampla distribuicdo geografica;

e) B. slvatlantica ndo produz AlA, ndo solubiliza fosfato inorganico e nd nodula
leguminosas;

f) A técnica de AFLP contribuiu para a descricdo da nova espécie, no entanto, com as enzimas
de restricdo e combinagdo de iniciadores utilizados, ndo permitiu o estudo da diversidade
entre osisolados.

g) B. silvatlantica e espécies diazotréficas isoladas de Poaceas, fixam nitrogénio em

condigdes microaerofilicas, diferente da maioria das espécies de Burkholderia isoladas de
nodul os.
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CONCLUSOES GERAIS

a) Bactérias diazotroficas do género Burkholderia estdo presentes na maioria das variedades
de cana-de-aclcar e na cultivar de milho analisadas, em maior nUmero nas raizes e rizosfera;

b) A ateracdo na metodologia de isolamento proporcionou a obtencdo de maior nimero de
isolados;

c) Os isolados apresentam grande variagdo metabdlica e genética e a maioria difere dos
padrdes analisados;

d) Apenas cinco foram identificados pela técnica de ARDRA, dois pertencem a espécie B.
tropica etrésaB. unamae,

€) Grande parte dos isolados de bactérias diazotréficas em associagdo com cana-de-aglcar,
todos os isolados de milho e dois de abacaxi pertencem a uma nova espécie nomeada B.
silvatlantica;

f) B. silvatlantica ndo produz AlA e n&o solubilizafosfato inorganico;

g) B. silvatlantica e bactérias diazotréficas do género Burkholderia, isoladas de Poaceas,
fixam nitrogénio em condig¢des microaerofilicas e ndo nodulam leguminosas,

h) A maioria das bactérias diazotréficas do género Burkholderia, que nodulam leguminosas,
ndo fixam nitrogénio em condi¢des microaerofilicas;
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ANEXO

Solucéo salina paradiluicdo

K2HPO4 sol. 10% 1,0 ml
MgSO4 sol. 10% 0,5ml
NaCl sol. 10% 0,2 ml
CaCl,.2H,0 sol. 10% 0,5ml
FeEDTA sol. 1,64% 1,0 ml
Sol. de micronuturientes para meio de cultura 0,5ml

Ajustar o pH para 6,5 com solucédo de écido sulfurico 5%
Completar com &gua destilada para 1000 ml.

Solucéo e micronutrientes para meio de cultura

NaoM00,.2H,0 0,200 g
MnSO4.H>,O 0,235 g
H3BO; 0,280 g
CuSO4.5H,0 0,008 g
ZnS04.7TH0 0,024 g

Completar o volume para 200 ml com agua destilada.
Solucdo de vitaminas

Biotina 10 mg

Piridoxol — HCI 20 mg

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100 ml com agua destilada e manter a
solucdo em geladeira.

Meio IMV

Manitol 509

K-oH PO4 10% 6 ml

KH2PO4 10% 18 ml

NaCl 10% 1ml
CaCl,.2H,O 1% 2mi

Azul de bromotimol, solu¢éo 0,5% em 0,2 N deKOH 2 ml
FeEDTA sol. 1,64% 4 ml

Sol. de micronutrientes parameio de cultura 2 ml
Vitamina para meio de cultura 1ml
Extrato de levedura 100 mg

Completar para 1000 ml com &gua destilada.

Ajustar o pH para4,2 —5,4.

Adicionar o agar 0,16% para semi-solido e 2,5% para solido.

OBS:. Para meio liquido adicionar 10 mM de glutamato de sodio (1,87g/l) (indicador
opcional).



Meio LGl

Sacarose 59
MgS0O4.7H,0 Sol.10% 2ml
CaCl,.2H,0 Sal. 1% 2ml
NaoM 004.2H,0 Sol, 0.1% 2ml
FeCl3.6H,O Sol 1% 1mi
Azul de bromotimol 0.5% em 0.2 N de KOH
vitamina parameio de cultura 1ml

Completar para 1000 ml com H,O destilada.
Ajustar o pHpara 6,0 — 6,2 com H,SO, sol. 5%
Colocar agar por ultimo.

Meio Dyg's

Glicose 209
Acido mélico 209
Peptona bacteriol 6gica 159
Extrato de levedura 209
K>HPO,4 0,5 g
MgS0O,.7H,0 059
Acido glutamico 159
Agua destilada 1000 ml

pH 6,0 paraHerbaspirillum.

pH 6,0 para Gluconacetobacter (menos &cido mélico).

pH 6,8 para Azospirillum.

Meio BMGM

Manitol 1g
Acido mélico 29
Glicose 19
KoHPO, (10%) 4ml
KH2PO,4 (10%) 4ml
CaCl, (10%) 2ml
NaM o004 (10%) 1ml
FeCls 0,019
Azul de bromotimol, solucéo 0,5% em 0,2 N de KOH
FeEDTA sol. 1,64% 4 ml

Completar para 1000 ml com &gua destilada.
Ajustar o pH para6, 2
Agar 3¢

5ml

2ml



ReagentedeLowry

Solucdo A: 50 g de NaC03 em 1000 ml de &gua destilada, 0,47 M

Solucéo B: 1 g de tartarato duplo de sddio e potéssio e 1000 ml de &gua, KNaCsH40s.4H:0,
0,08 M,

Solucéo C: 1 g de CuS0O,4.5H,0 em 1000 ml de agua destilada, 0,04 M

Juntar 50 ml da solugéo A, mais 1 ml da solucéo C e 1 ml da solucéo B, nesta ordem

TAE1X
Acrescentar 20 ml de TAE 50 X a 980 ml de &gua destilada parater TAE 1 X.
TAE 50x: Tris base 242 ¢
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA 0,5M pH 8,0 100 ml
Tampao de amostra

0,25% de azul de bromofenol
40% de sacarose em agua
A solucdo foi esterilizada e estocadaa 4 °C

MEIO BAz

Acido azdldico 0,2%
L-citrulina 0,04%*
K>HPO4 0,04%
KH,PO4 0,04%

MgSO4.7H20 0,02%

Azul de bromotimol, solu¢cdo 5% em0,2N deH,O 2 ml
Completar para 1000 ml com &gua destilada.

pH 5,7 (com KOH em pastilha)

Colocar agar 1,8% para solido e 0,23% para semi-solido.

*L-citrulina: 0,4g em 100 ml de &gua destilada e distribuir 20 ml para cada 200 ml do meio.
Adicionada ao meio apds esterilizado, com aproximadamente 50 °C e filtrada em filtro com
membrana de 0,2 mm

SSC 20 X

NaCl 1753 ¢
Citrato de sodio 88,29
Agua 1000 ml
MEIO BSE

Succinato 5049
K>HPO,4 0,4 g
KH,PO4 0,4 g
MgSO4.7H,0 029
Extrato de levedura 0549
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Agua destilada 1000 ml
Ajustar pH para 6,5

Revelador kodak D79

Metol 3509
Sulfito de sodio 60,09
Hidroquinona 909
Carbonato de sodio 40,09
Brometo de potassio 309
Aquecer 700 ml de &gua a 50 °C, colocar os reagentes na sequiéncia e completar para 1000 ml.
Meio GL

Glicose 10,09
Extrato de levedura 209
K>HPO4 (10%)* 50 mi
CaCl (10%)* 100 mli
Agua destilada 1000 m
Agar 159

Ajustar pH para5,8
* Solucdes esterilizadas separadamente e adicionadas ao meio para produzir fosfato inorgéanico
CaHPO..

TBE 10X

TrisBase 1219

Acido borico 55,69

EDTA 93¢g

Agua 1000 ml

Solucéo para gel

A: Solugéo de acrilamida— Bisacrilamida (19:1)
Acrilamida 190¢g

Bisacrilamida 10g

Agua 500 ml

Aquecer até no maximo 60 °C
Filtrar em papel defiltro

B: Solucéo para gel

Uréia 450 g

Solucdo acrilamida— bisacrilamida 112,5ml

Colocar no méaximo 850 ml de agua destilada e aquecer, sob agitacdo, no méaximo a 60 °C
TBE 10 X 100 ml

EDTA (0,5M, pH 8) 4ml

Completar para 1000 ml com agua destilada e filtrar com papel defiltro

Meio 79
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Manitol 109

K2HPO, (10%) 1ml
KH2PO,4 (10%) 4ml
NaCl (10%) 1ml
Extrato de levedura 0449

Azul de bromotimol (0.5%) em 0,2 N de KOH 5 ml
Completar para 1000 ml com H»O destilada
Ajustar pH com KOH (10%) para6,8 — 7,0

Agar, 15 g por litro

Solucéo nutritiva paravasosde L eonard

(1) KCL 5969
(2) KoHPO,4 2,00 g
(3) KH>PO4 4,00 g
(4) CaS04.2H,0 13,76 g
(5) MgSO4.7H20 19,72 g
(6) CuSO45H;0 015g
ZnS04.7H,0 0,44 g
MnS0O,4.2H,0 0,40 g
(N H4)6M 070,4.4H,0 0,02 g
HsBOs3 1,43 g
Completar para 1000 ml com H,O destilada.
(7) FeSO,4.7TH,O 5,0 g
Acido Citrico 509

Completar para 1000 ml com H,O destilada.

Para 40 litros de &gua adicionar: (1), (2),(3) e (5) e dissolver.
Tomar 20 ml da (6) e 40 ml da (7) e adicionar
A (4) é adicionada na hora de usar a solug&o.

MeioLGI-P

Acucar cristal 100g
KoHPO, (10%) 2ml
MgS0O4.7H,O  sol. 10% 2mi
CaCl».2H,0 sol. 1% 2ml
FeCl36H,0 sol. 1% Iml
NaM004.2H,0 sol. 0,1% 2ml

Vitaminaparameiodecultura 1 ml

Azul de bromotimol, solugéo 0,5% em 0,2 N de KOH 5mi

Completar para 1000mL com agua destilada.

Ajustar o pH para 5,5 com écido acético solucdol1%. Adicionar agar 0,16% para semi-solido e
2,5% para sdlido.



