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RESUMO

Bactérias diazotroéficas endofiticas sdo capazes de promover o crescimento do
milho por meio da fixacgdo biolégica do nitrogénio (FBN) ou pela producao de
fitormonios. Neste estudo, objetivou-se caracterizar a diversidade de bactérias
diazotréficas endofiticas associadas a plantas de milho em diferentes locais do Rio
Grande do Sul, que apresentavam variacdes de clima e solo. Para isso, foi usado
um método baseado na amplificagdo do gene nifH grupo I, naanalise de fragmentos
de restricdo (PCR-RFLP) e no sequienciamento dos genes amplificados. Foram
calculados os indices de Shannon-Weaver e Equitabilidade para estimar a
diversidade dos diazotroficos, bem como a diversidade de nucleotideos e
divergéncia entre sequéncias, para estimar a diversidade genética das
comunidades amostradas. Na avaliacédo da diferenciacdo entre as comunidades
foi utilizado o teste Fs1. Foi detectada maior variacdo entre as comunidades das
diferentes regides do Estado do que dentro das comunidades de cada regiao
avaliada, particularmente entre comunidades provenientes de diferentes tipos de
solo, regime pluviométrico e regides geograficas. O indice de diversidade de
Shannon-Weaver indicou diferencas em termos de diversidade de unidades
taxondmicas entre as comunidades avaliadas. As comunidades amostradas da
regido norte do Rio Grande do Sul, que mostrou maior disponibilidade de 4gua e
conteudo de argila, tenderam a apresentar maior diversidade quando comparada
as comunidades amostradas na regiao sul. A analise de Equitabilidade mostrou a
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dominancia de unidades taxondmicas dentro de cada comunidade avaliada,
independentemente da regido amostrada. Todas as sequéncias obtidas foram
classificadas como pertencentes ao gene nifH grupo 1. Foram obtidas sequéncias
pertencentes as classes Alfa, Beta e Gama-proteobactéria. Esses resultados
demonstraram que existe grande diversidade de bactérias endofiticas fixadoras
de N capazes de colonizar o interior de plantas de milho e que as diferentes
condic¢des edafoclimaticas estdo correlacionadas com a diversidade dos genes nifH.

Termos de indexacdo: gene nifH, PCR-RFLP, sequenciamento, comunidade
endofitica.

SUMMARY: DIVERSITY OF DIAZOTROPHIC ENDOPHYTIC BACTERIA
ASSOCIATED WITH MAIZE PLANTS

Endophytic diazotrophic bacteria are capable of promoting maize growth through
biological nitrogen fixation (BNF) or by the production of plant hormones. The aim of this
study was to characterize diversity of endophytic bacteria in maize at sites with different
climate and soil conditions in Rio Grande do Sul, Brazil. A PCR-RFLP approach and
sequence analysis of nifH Cluster I clone libraries were used to assess diversity in maize
plants. The Shannon-Weaver and Equitability indices were calculated to estimate the
diazotroph diversity as well as the nucleotide diversity and the average sequence divergence
to estimate genetic diversity. To evaluate the variability in populations we performed the
Fgrtest. A greater variation in bacterial communities was detected between rather than
within regions, particularly among communities of different soil types and varying water
regimes and geographical regions. The Shannon-Weaver index indicated a high difference
in terms of diversity of taxonomic units among the communities. The diversity of the
communities in the northern region, with higher precipitation and clay content, tended to
be higher than that in the south. The Equitability index indicated that there was a dominant
taxonomic unit within each community. All clones grouped into nifH gene cluster I. The
nifH sequence types from Alpha, Beta and Gammaproteobacteria were recovered. These
results demonstrate that there is a large diversity of endophytic nitrogen-fixing bacteria
able to colonize maize tissue and that nifH diversity is correlated with the different

environmental conditions.

Index terms: nifH gene, PCR-RFLP, sequencing, endophytic community.

INTRODUCAO

Recentemente, os sistemas agricolas tém sofrido
mudancas com os objetivos de promover a melhoria
da qualidade ambiental e evitar a degradacéao do solo.
O manejo do solo e a explorac¢ido da biodiversidade dos
sistemas agricolas tém sido utilizados para aperfeicoar
a produgdo e a sustentabilidade dos ecossistemas.
Nesse sentido, a associacido de cereais e gramineas
com bactérias diazotréficas endofiticas pode
representar uma das alternativas mais promissoras
para promogao do crescimento das plantas, manejo
do solo e qualidade ambiental.

Bactérias diazotréficas endofiticas podem estimular
o crescimento das plantas e aumentar a resisténcia a
doencas, além de promoverem a fixacao bioldgica do
N (Reis et al., 2000; Bashan et al., 2004; Sala et al.,
2005). Além disso, diazotroéficos endofiticos podem
apresentar vantagens em relagfdo aos associados as
raizes, uma vez que eles se encontram mais bem
localizados para explorar as fontes de C disponibilizadas
pelas plantas. Em adigao, os diazotrdficos endofiticos
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colonizam nichos especificos no interior das plantas
que apresentam reduzida tensdo de oxigénio, necessaria
para expressdo da nitrogenase (James & Olivares,
1997). As plantas sdo consideradas um complexo
microecossistema composto por diferentes habitatse
podem ser colonizadas simultaneamente por grande
diversidade de bactérias endofiticas (Chelius &
Triplett, 2001; Lodewyckx et al., 2002). Essa
diversidade pode representar uma grande fonte de
biodiversidade, que hoje em dia é largamente
inexplorada.

Recentemente, bactérias diazotréficas endofiticas
tém sido isoladas de varias espécies de gramineas (Reis
et al., 2000; Riggs et al., 2001) e grande diversidade
de diazotréficos tem sido encontrada colonizando
plantas de milho (Chelius & Triplett, 2001). A
maioria desses estudos de diversidade é baseada em
técnicas de cultivo e subseqiiente caracterizacao dos
isolados. Entretanto, o cultivo de microrganismos
fornece informacées limitadas sobre a diversidade, ja
que a maioria dos organismos existentes ndo é
facilmente isolada por meio de técnicas de cultivo.
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Sabendo que bactérias diazotroficas sdo candidatas
potenciais ao aumento da producgdo, ha grande
interesse em caracterizar a diversidade desses
microrganismos, para que seu potencial seja mais bem
explorado. Neste estudo, objetivou-se caracterizar a
diversidade de bactérias diazotréficas endofiticas
associadas a plantas de milho cultivadas em diferentes
regides geograficas do Rio Grande do Sul. Para avaliar
a diversidade de bactérias fixadoras de N em diferentes
ecossistemas, oligonucleotideos iniciadores universais
foram utilizados para amplificar o gene nifH, por meio
de técnicas independentes de cultivo (Poly et al., 2001;
Bashan et al., 2004). Essas técnicas possibilitam a
obtencdo de caracterizacdo mais completa da
comunidade de diazotréficos do que técnicas
dependentes de cultivo. Neste estudo foi testada a
hipétese de que a diversidade de bactérias diazotroéficas
endofiticas varia em func¢io do ambiente.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e preparacdo das amostras

Foram coletados colmos de plantas de milho
cultivadas em lavouras sob sistema de semeadura
direta em cinco regiées do Rio Grande do Sul que
apresentavam diferencas em relacgdo ao tipo de solo e
clima (Figura 1, Quadro 1). As amostras foram
coletadas no periodo de 25 a 28 de fevereiro de 2003,
que corresponde ao final do ciclo de crescimento do
milho no Rio Grande do Sul. Foram amostradas duas
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regides localizadas ao norte do Rio Grande do Sul
(regides II e ITT), duas regides localizadas ao sul (regides
IV e V) e uma regiao localizada no centro (regido I).
Em cada regido, foram coletadas amostras em cinco a
sete lavouras, e de cada lavoura foram coletadas,
aleatoriamente, trés plantas inteiras, totalizando 30
amostras. Fracoes de aproximadamente 15 cm da
base do colmo das plantas foram acondicionadas em
sacos plasticos esterilizados, com gelo, e posteriormente
congeladas a -4 °C, até o momento da anélise
molecular.

Em cada local amostrado também foram retiradas
amostras de solo, para andlise das caracteristicas
quimicas e fisicas. De cada um dos 30 locais estudados,
foram coletadas seis amostras simples de solo, que
foram misturadas para formar uma Gnica amostra
representativa do local, pesando aproximadamente
0,5 kg. As amostras de solo foram secas em estufa a
60 °C, moidas e peneiradas em peneira de 2 mm.
Foram quantificados os contetidos totais de matéria
organica, pelo método Walkley-Black (Tedesco et al.,
1995); percentagem de argila, pelo método de
decantagdo em solucdo aquosa (Tedesco et al., 1995);
e pH em agua.

As medidas de temperatura maxima anual e
quantidade anual de chuva para cada uma das regiGes
amostradas foram obtidas na Rede Regional
Meteoroldgica do Oitavo Distrito de Meteorologia do
RS (Instituto Nacional de Meteorologia/Ministério da
Agricultura) (Figura 1). Os dados climaticos
apresentados representam a média de 30 anos de
informac&o acumulada.

Precipitaciao anual®

Tempergtura média*
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Figura 1. Mapa do Rio Grande do Sul, mostrando as diferencas climaticas e as cinco regifes de amostragem
em numeros romanos (Norte - regides Il e I11; Sul - regides 1V e V; Central - regido I). Os algarismos
arabicos indicam as 30 lavouras onde foram amostradas as plantas de milho utilizadas neste trabalho.
As medidas de temperatura média maxima e precipitacdo anual foram obtidas no oitavo distrito da
Rede Regional Meteorolégica do Rio Grande do Sul (Instituto de Meteorologia/Ministério da Agricultura).
Os valores apresentados representam a média acumulativa dos ultimos 30 anos de informacéao.
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Quadro 1. Caracteristicas do solo das 30 amostras coletadas em cinco diferentes regides do Rio Grande do Sul

Regiao Amostra pH Matéria organica Argila
g kg

1 1 4,1+ 0,5 39+1,3 140 + 8,3

14 4,9+ 0,2 10 £ 0,9 140 + 7,1

15 4,9+0,1 7+0,8 140 £ 7,5

16 5,3+ 0,3 56 + 1,5 190 + 8,6

27 5,6 + 0,2 45 + 1,4 240 £ 9,5

28 5,3 +0,5 17 +0,8 140 = 5,4

Média da Regido 5,0+0,3 29+ 1,1 165 + 7,7
1I 2 6,2 + 0,6 16 £ 0,7 180 + 10.4
3 4,94+ 0,5 34+ 1,4 620 £ 11.2
4 5,1+0,5 40 + 1,6 470+ 9.6
5 4,6+ 0,4 29+ 1,0 700 + 15.4
6 4,8+ 0,6 32+ 1,1 470+ 9.8
7 5,1+0,3 34+ 1,2 620 + 12.4
8 4,1+ 0,4 18+ 0,4 470 £ 11.2
Média da Regido 4,9 £ 0,5 28 £ 0,9 504 + 11,9
111 9 5,7+0,3 47+ 1,9 620 + 13.4
10 5,2 + 0,2 38 + 1,7 80+ 7.1
11 5,4+ 0,4 29 £ 0,6 620 £ 6.3
12 4,9+0,5 36 + 0,8 470 + 12.1
13 4,4 +£ 0,6 36 + 1,2 290 £ 11.8
Média da Regiao 5,1+0,3 37+1,2 416 + 10,1
v 17 5,1 +£0,7 13 +0,7 80+ 5.6

18 4,7+ 0,3 14 + 0,5 140 + 6.5

19 4,8+ 0,4 15+ 0,9 160 + 8.4

20 6,1+ 0,4 29 + 1,1 140 = 5.7

21 6,9+0,6 21+ 1,6 190 £ 6.2

22 5,1+0,2 41+ 1,9 190 £ 6.1

Média da Regiao 5,4+ 0,4 22 +£1,1 150 + 6,4
\Y 23 4,5+ 0,5 34+ 2,3 220+ 7.8

24 5,0 £ 0,2 39+ 1,8 170 £ 5.4

25 4,6 +0,4 36 + 0,9 240 + 6.9

26 5,7+ 0,5 44 + 2.5 210+ 7.4

29 5,2+ 0,6 13+ 1,2 140 = 6.5

30 5,0+ 0,3 33 + 2,0 150 £ 5.1

Média da Regiao 5,0+ 0,4 33+1,8 190 + 6,5

Extracdo do DNA microbiano

Os colmos de milho foram lavados em agua desti-

lada e 10 g de cada amostra foram submetidos ao pro-
cesso de desinfestacdo superficial. Paraisso, as amos-
tras foram imersas completamente em uma solucéo
de etanol 70 %, por cinco minutos. Apos essa etapa,
os colmos foram novamente lavados em dgua destila-
da e esterilizada para remocao da solugio de etanol.
Para extracido do DNA das bactérias endofiticas, 10 g
do material foram finamente cortados e acondiciona-
dos em frascos de vidro com solu¢do-tampéo TE (Tris-
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HC110 mM pH 8, EDTA 1 mM) + 0,5 M NaCl, sufi-
ciente para cobrir a amostra. Os frascos foram sub-
metidos a agitacao (150 RPM) por um periodode 16 h
a 4 °C, para evitar o crescimento bacteriano. Apés o
periodo de incubacéo, o liquido foi filtrado e centrifugado
por 10 min a 10.000 g. O pélete, composto por células
bacterianas, fol homogeneizado com solu¢do-tampéao
TE, e 0 DNA da suspenséo de células foi extraido usan-
do o protocolo descrito por Schrank et al. (1987). Apds
extracao, as amostras de DNA foram purificadas com
auxilio do kit DNeasy Tissue (Qiagen, Valencia,
Calif.), seguindo as instrugoes do fabricante.
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Amplificacéo do gene nifH

Os fragmentos do gene nifH foram amplificados
usados nested PCR (Widmer et al., 1999). Foram
utilizados dois pares de oligonucleotideos iniciadores.
O primeiro par, desenhado por Zehr & McReynolds
(1989), foi construido para amplificacdo de 359 pares
de bases (pb) do gene nifH. Esse par foi escolhido por
amplificar uma regifo do gene nifH altamente conser-
vada na maioria dos procariontes fixadores de N. O
segundo par de oligonucleotideos iniciadores foi nifHFor
(5-ACCCGCCTGATCCTGCACGCCAAGG-3) e nifHRev
(5-ACGATGTAGATTTCCTGGGCCTTGTT-3), definido
por Soares et al. (2006) para amplificar diversos frag-
mentos de seqiiéncias do gene nifH, previamente de-
nominado de nifH grupo I composto por microrganis-
mos pertencentes aos filos Proteobactéria,
Cianobactéria e Firmicutes (Zehr et al., 2003), com
cerca de 314 ou 317 pb, dependendo da espécie
bacteriana, quando uma aliquota de DNA obtida na
primeira reac¢do de amplificacéo é usada como molde.
Areacgdo de PCR foi feita utilizando uma mistura para
PCR (PCR Master Mix - Promega, Madison, Wis.).
Na primeira rea¢ao de amplificacdo foram utilizados
25 uL, da mistura de reagédo, 100 ng de DNA purifica-
do e 2,5 uL de cada oligonucleotideo iniciador a uma
concentragéo de 10 pM. A segunda reagao foi feita
em 50 pl. da mistura de reagéo, contendo 1 pL do pro-
duto da primeira PCR como molde. Apéds a
desnaturacéo inicial, que consistiu em 5 min a 94 °C,
foram aplicados 30 ciclos, em ambas as reacées, con-
forme o seguinte: desnaturacao a 94 °C por 45 seg,
anelamento a 55 °C por 45 seg e extenséo a 72 °C por
45 seg. Para a extensao final, a mistura de reagao
contendo o0 DNA molde foi submetida a 72 °C por
5 min. No final da amplificagéo, as amostras foram
resfriadas e mantidas a 4 °C. A quantidade e a qua-
lidade dos produtos amplificados foram analisadas em
gel de agarose ultrapura a 1,5 % (Invitrogen, Carlsbad,
California). A especificidade das bandas de DNA
amplificadas foi testada por meio de hibridizagdo dos
produtos da PCR, com uma sonda do gene nifH de
Azospirillum brasilense previamente amplificado e
seqlienciado, usando o sistema ECL para marcacio e
deteccao direta de acidos nucléicos (Amersham
Biosciences, Piscataway, New Jersey) (dados néo apre-
sentados). O produto da amplificacdo fo1 utilizado na
analise do polimorfismo de fragmentos de restricdo
(RFLP), clonagem e seqiienciamento.

Anéalise do polimorfismo de fragmentos de
restricdo (RFLP)

Para as andlises de restri¢do foram usados 10 pL
do produto da PCR purificado (QIAquick - Qiagen,
Valencia, Calif.), amplificado das amostras de colmo
do milho. Foram utilizadas as enzimas de restri¢do
Taqgl e Haelll, que foram escolhidas porque os produtos
obtidos pela agéo delas sobre o gene nifH podem ser
utilizados para diferenciacio de varias espécies de
bactérias diazotréficas (Widmer et al., 1999; Poly et
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al., 2001). As digestoes foram feitas por um periodo
de 16 h, para que a completa fragmentacédo do DNA
fosse atingida. Os produtos da digestdo foram
analisados em um gel de poliacrilamida a 10 % e
utilizados para construgédo de uma matriz binéria, de
acordo com a presenca ou auséncia dos fragmentos de
restricdo obtidos. Esta matriz foi utilizada para
comparacio entre os graus de similaridade das
amostras, utilizando-se o coeficiente de Jacard e
agrupamento pelo método UPGMA. Para observagéo
das relagoes genéticas entre as comunidades avaliadas,
foi construido um dendrograma de similaridade
baseado na analise de agrupamento.

Clonagem e sequenciamento do gene nifH

Com base nos resultados obtidos pela analise de
restri¢ao, foram selecionadas 10 comunidades (cinco
amostras de colmo coletadas na regido II e cinco na
regido V), entre as 30 analisadas, para a clonagem e o
sequienciamento dos genes nifH. O uso do termo clone
nesse sentido significa uma populagdo de células
geneticamente idéntica derivada de uma tnica célula.
Esse procedimento foi adotado para que fosse obtida
melhor descricdo da diversidade dos microrganismos
diazotroficos endofiticos de cada comunidade e entre
as comunidades, bem como para determinar a
identidade dos organismos capazes de colonizar o
interior das plantas de milho.

O produto da PCR foi purificado utilizando o kit
para purifica¢ido de PCR QIAquick (Qiagen, Valencia,
Calif.) e posteriormente clonado, usando o vetor
pGEM-T Easy (Promega, Madison, Wis.). Os
plasmideos obtidos foram purificados com o kit
QIAprep spin miniprep (Qiagen, Valencia, Calif.) e os
fragmentos do gene nifH foram seqiienciados em
ambas as direcoes, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores T'7 e RP—48 e o kit para seqiienciamento
DYEnamic ET (GE Healthcare) em um termociclador
do tipo PTC200 (BioRad), em placas de 96 pocos
acoplados a um seqlienciador capilar do tipo
MegaBACE 1000 (GE Healthcare).

Analise de suficiéncia amostral, diversidade
de espécies e filogenia

Apés edigdo manual para eliminacdo das seqiiéncias
dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e de
seqliéncias potencialmente incorretas, as seqiiéncias
do gene nifH foram alinhadas e agrupadas em
unidades taxonémicas (UTs). Seqiiéncias que
apresentaram 97 % de similaridade ou mais foram
consideradas como pertencentes ao mesmo grupo
taxonomico. O alinhamento foi realizado utilizando o
programa para alinhamentos multiplos ClustalX 1.83
(Thompson et al., 1997). Com base no alinhamento,
foi construida uma matriz de distancias, usando o
programa DNAdist (Falsensten, 1989); finalmente,
esta matriz de distancias foi utilizada como entrada
de dados para o programa DOTUR (Schloss &
Handelsman, 2005), que fez a anélise de agrupamento,
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a construcdo de curvas de extingdo e o calculo do indice
de diversidade de Shannon-Weaver (H=Y (P;In[P)),
em que P; é o nimero de individuos de uma dada
espécie, dividido pelo ntimero total de espécies
observadas). O indice de Shannon-Weaver é um indice
geral de diversidade sensitivo a riqueza e a abundancia
relativa de espécies (Atlas & Bartha, 1998). A relacio
entre as espécies detectadas foi avaliada pelo indice
de Equitabilidade, calculado pela seguinte equacgao:
E=H/[In S], em que Sé o nimero de espécies detectadas
e Hé oindice de Shannon-Weaver. A Equitabilidade
indica se hd o dominio de uma populacdo na
comunidade amostrada. Todos os programas utilizados
foram aplicados usando as configuragées-padrao.

A estimativa da suficiéncia amostral foi calculada
por meio da construcao de curvas de extingdo e pela
equacio proposta por Mullins et al. (1995), em que
representatividade amostral (C) é igual a: C=1-(n;/N),
sendo n; o nimero de seqiiéncias que foram detectadas
apenas uma vez (sequéncias unicas) e N o nimero
total de sequiéncias amostradas.

Para construcao das relagoes filogenéticas, as
sequéncias de nucleotideos obtidas neste estudo foram
comparadas com todas as seqiiéncias do banco de genes
do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), usando Blast (Altschul et al., 1997).
Seqiiéncias representativas agrupadas pelo programa
DOTUR, usando o critério de 97 % de similaridade,
foram combinadas em um banco de dados juntamente
com as sequéncias do gene nifH mais similares de
organismos cultivados retiradas do banco de genes
GenBank. As seqiiéncias foram novamente alinhadas
usando o programa ClustalX 1.83 e, finalmente, foi
construida uma arvore filogenética usando o algoritmo
do vizinho mais préximo (neighbor-joining) e o
programa Splits Tree 4 (Huson & Bryant, 2006).

Para predi¢do das proteinas codificadas pelo gene
seqiienciado, foi usado o programa Blastx, que realizou
a traducao conceitual das seqiiéncias de nucleotideos,
seguida da busca pela proteina traduzida no banco de
dados do NCBI.

Célculo da diversidade genética

Para anélise genética das populag¢ées amostradas
foram feitos céalculos da diversidade genética das
comunidades, diversidade de nucleotideos, variacao
genética total dentro da comunidade 6(r) e variacédo
genética total entre as comunidades (Fgp). A
diversidade genética foi avaliada por meio da variagéo
de nucleotideos das seqiiéncias obtidas conforme
método proposto por Martin (2002), pela seguinte
equagao:

k
H=_n_(1-% p)
n-1 i=1

em que H é a diversidade genética; n, o nimero de
copias do gene; k, o nimero de seqiiéncias distintas; e
p;, afrequéncia de cada sequiéncia.
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A variacao genética total entre as comunidades foi
obtida pela comparagao da diversidade genética dentro
de cada comunidade, e a diversidade genética total, das
comunidades combinadas (Fgr): Fgr = (07 - 0w)/ O,
em que Oy é a diversidade para todas as amostras e Oy
é a diversidade genética média dentro de cada
comunidade em relacdo a todas as comunidades
comparadas. A significancia estatistica de Fgp fol
avaliada pela reamostragem aleatéria das seqiiéncias,
utilizando 1.000 permutagdes. A comparacio dos
valores de Fgr aos pares para cada comunidade
analisada foi utilizada na construcido de um
dendrograma calculado pelo algoritmo UPGMA, por
meio do programa MEGA versdo 3.1 (Kumar et al.,
2004). Dentro de cada comunidade, a variagao
genética total foi calculada pela média da diversidade
de nucleotideos e pela média da divergéncia entre as
seqliéncias, de acordo com a seguinte equacio:

k
O(m =% Z pip;dy

=l j<i
em que k é o numero de seqiiéncias distintas; p;, a
freqiiéncia de cada seqiiéncia; p;, a freqiiéncia de cada
espécie; e d;j, o nimero de diferencas entre duas
sequéncias. Todos os calculos de diversidade genética
foram realizados com o auxilio do programa Arlequin
versdo 3.0, para andalise de dados de populacgées

genéticas (Excoffier et al., 2005).

NUmeros de acesso das seqUéncias de
nucleotideos

Todas as seqiiéncias do gene nifH obtidas neste
estudo foram enviadas ao GenBank e receberam os
numeros de acesso: DQ425209 a DQ426510.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitas pesquisas que abordam a diversidade de
bactérias diazotréficas foram baseadas no isolamento
e na caracterizacdo dos isolados por meio de
procedimentos bioquimicos e, ou, moleculares. Neste
estudo, a diversidade de bactérias diazotréficas
endofiticas associadas a plantas de milho cultivadas
no Rio Grande do Sul foi avaliada por meio da extragdo
do DNA ambiental da comunidade bacteriana,
amplificacdo, clonagem e seqiienciamento do gene
nifH. Esse gene foi selecionado por estar presente na
maioria dos sistemas biolégicos capazes de fixar N
atmosférico. Além disso, tem sido reportado que a
analise filogenética obtida por esse gene é largamente
consistente com a filogenia do gene ribossomal do 16S
(Zehr et al., 2003), e o banco de dados dos genes que
codificam a enzima nitrogenase esta aumentando e
representa atualmente o maior banco de dados néao
ribossomal de microrganismos néo cultivados (Zehr
et al., 2003). Com o objetivo de comparar a diversidade
evidente em amostras de seqiiéncias do gene nifH,
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foram feitas analises da diversidade por meio da
aplicacao de indices ecolégicos-padroes de diversidade
de espécies e de indices de diversidade genética.
Também foram feitas analises da suficiéncia amostral,
para determinar se a amostragem realizada foi
representativa da diversidade total das bactérias
diazotroficas presentes em cada comunidade. Embora
essas analises representem um avanco nos estudos
da biodiversidade de bactérias diazotroéficas, deve-se
salientar que os processos de extragido de DNA, bem
como as amplifica¢ées do gene marcador por PCR,
podem exercer influéncia sobre os resultados obtidos
(Martin-Laurent et al., 2001); portanto, precaucoes
adicionais devem ser tomadas na interpretacio dos
resultados.

Andlise de agrupamento baseada no poli-
morfismo dos fragmentos de restri¢céo (RFLP)
dos genes nifH

A amplificagéo do gene nifH com oligonucleotideos
iniciadores especificos e o corte com as endonucleases
Taql e Haelll produziram numero variavel de
fragmentos nas diferentes amostras analisadas
(Figura 2). A enzima Tagql produziu, em média, cinco
fragmentos, e esse nimero variou de trés a oito (desvio-
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padrao =1,23), dependendo da comunidade analisada.
A enzima Haelll produziu uma média de cinco
fragmentos, entretanto esse nimero variou de 2 a 10
(desvio-padrido =1,92), de acordo com a comunidade
analisada. Ambas as endonucleases produziram
fragmentos menores do que 300 pb.

A analise filogenética mostrou que a populagao de
bactérias diazotroficas endofiticas associada as plantas
de milho foi agrupada em dois grandes grupos com 50 %
de similaridade. O grupo I (Figura 2) correspondeu as
seqliéncias que foram amostradas nas regiées Il e I11,
localizadas ao norte do Rio Grande do Sul. O grupo II
correspondeu as seqiéncias amplificadas do DNA
extraido das amostras pertencentes a regido sul do
Estado (regides IV e V; Figura 1). As amostras
coletadas na regido central (regifo I; Figura 1) foram
agrupadas aleatoriamente em ambos os grupos.

De acordo com os grupos detectados a partir das
amostras ambientais, evidencia-se que o grande
nuamero de fragmentos obtidos em cada amostra reflete
a estrutura e a diversidade da comunidade fixadora
de N analisada pela variabilidade do gene nifH. As
diferencas detectadas entre os locais de amostragem,
de acordo com a andlise de RFLP, sido consistentes
com resultados da literatura, os quais apontam que a
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Figura 2. Dendrograma de similaridade, mostrando a analise de agrupamento baseada no polimorfismo dos
fragmentos de restrigdo dos genes nifH amplificados a partir do DNA bacteriano extraido do colmo de
milho cultivado em diferentes regides do Rio Grande do Sul, apds analise de agrupamento baseada na

presenca/auséncia dos fragmentos de restricao.
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variabilidade da comunidade fixadora de N é
influenciada pelos diferentes tipos de solo e pelo
microambiente existente em cada tipo de solo (Widmer
etal., 1999; Poly et al., 2001). Entretanto, é importante
salientar que a técnica usada ndo permite a analise
funcional da comunidade fixadora de N, ja que a
presenca de genes nifH ndo necessariamente significa
atividade da nitrogenase (Dean & Jacobson, 1992).

Com base nos resultados obtidos pela analise dos
fragmentos de restricéo, que indicou a presenca de co-
munidades diazotroéficas distintas entre as regides lo-
calizadas ao norte e ao sul do Estado, foram selecionadas
10 amostras para clonagem e seqiienciamento dos
genes nifH amplificados. Foram selecionadas cinco
amostras da regido II (amostras 3, 4, 6, 7 e 8, coletadas
ao norte do Rio Grande do Sul) e cinco da regido V
(amostras 23, 25, 26, 29 e 30, coletadas ao sul do Rio
Grande do Sul) (Figura 1; Quadro 1), que apresenta-
ram os maiores contrastes relacionados ao clima e ao
tipo de solo. Utilizando as seqiiéncias do gene nifH
das amostras selecionadas, foram realizadas analises
de suficiéncia amostral, diversidade genética e de es-
pécies diazotroéficas e a identificagdo dos organismos
endofiticos associados ao milho.

Analise da suficiéncia amostral

De acordo com Hughes et al. (2001), em uma
comunidade o nimero de tipos de organismos
observados aumenta com o incremento no niimero de
amostras tomadas, até que todos os tipos presentes
sejam observados. Uma forma de saber se a
amostragem foi suficiente para revelar a diversidade
total de uma comunidade é por meio da plotagem de
curvas de extincdo. Para calculo de tais curvas
necessita-se de dados quantitativos e qualitativos de
todas as sequéncias amostradas dentro de uma
comunidade, bem como dos resultados médios obtidos
pela reamostragem aleatéria do nimero acumulativo

(2)
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dos tipos observados versus o niimero total de amostras
tomadas. Considerando que nenhuma das manipulacgoes
do DNA exerceu influéncia sobre os resultados obtidos,
entdo as curvas de extingdo irdo refletir a diversidade
taxonomica do ecossistema amostrado (Stackbrandt
& Goebel, 1994).

Curvas de extingdo e calculos da representatividade
da amostragem fornecem uma estimativa
quantitativa relacionada ao tamanho da amostra e do
quanto refletiu a diversidade aparente dentro de uma
comunidade. Todas as curvas de extin¢ao tenderam
a atingir um plato, usando 97 % de similaridade como
critério de agrupamento (Figura 3), indicando que o
numero de clones seqiienciado se aproximou do nimero
total de individuos presentes dentro da comunidade
amostrada. Os cdlculos da representatividade da
amostragem também indicaram que uma grande
percentagem das seqiéncias foi amostrada. A
representatividade variou de 87 % (amostra 3) a 97 %
(amostras 23 e 25), sendo a representatividade média
igual a 93,4 %. Neste estudo, o nimero de clones
sequenciado foi suficiente para revelar o nimero total
de espécies dentro de cada comunidade avaliada. Uma
vez que foi obtida uma amostragem representativa,
foi possivel realizar as analises subseqlientes de
comparacio entre comunidades e das diferencas na
diversidade genética.

Diversidade genética e de espécies de bactérias
diazotroficas endofiticas associadas ao milho

O numero de unidades taxondémicas (UTSs)
detectadas a 97 % de similaridade variou de 49
(amostra 8) a 29 (amostra 7) para as amostras
coletadas na regido II, e de 27 (amostras 25 e 26) a 14
(amostra 30) para as amostras coletadas na regido V
(Quadro 2). A média do nimero de UT's detectadas
na regido II foi de 40, ao passo que a média do nimero
de UTs detectadas na regido V foi de 22.

(b)
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Figura 3. Curvas de extincdo calculadas pelo programa DOTUR, usando 97 % de similaridade para o
agrupamento das sequéncias do gene nifH de 10 amostras coletadas nas regifes Il (A) e V (B) do Rio
Grande do Sul (C = representatividade da amostragem).
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Quadro 2. Indices de diversidade genética e de espécies entre as comunidades de duas diferentes regides

climéaticas do Rio Grande do Sul

Numero da Diversidade Diversidade de
amostra genética nucleotideos () § H E
Regiao 11
3 0,875 + 0,02 0,413 + 0,19 169,02 + 80,59 45 3,42 + 0,36 0,898
4 0,951 + 0,01 0,220 + 0,10 186,63 + 89,67 45 3,60 + 0,28 0,945
6 0,916 + 0,02 0,287 + 0,13 148,75 + 71,45 35 3,07 + 0,29 0,863
7 0,906 + 0,01 0,297 + 0,14 185,23 + 88,16 29 2,75 + 0,38 0,816
8 0,977 + 0,01 0,375 + 0,17 167,64 + 80,43 49 3,65 + 0,25 0,937
Regido V
23 0,631 = 0,05 0,146 = 0,07 94,41 + 45,37 24 2,56 £ 0,36 0,805
25 0,813 + 0,03 0,221 + 0,10 124,01 + 59,46 27 2,81 + 0,31 0,852
26 0,569 + 0,07 0,141 + 0,06 93,38 + 45,02 27 2,71 + 0,39 0,822
29 0,653 + 0,02 0,144 + 0,07 57,64 + 27,96 20 1,85+ 0,61 0,617
30 0,460 = 0,07 0,254 + 0,12 149,21 + 71,11 14 1,83 + 0,42 0,693

0(n): variacdo genética total dentro da comunidade; S: nimero de espécies; H: Shannon-Weaver; E: Equitabilidade.

A média do indice de Shannon-Weaver foi maior
para a regido II (3,29) em relacdo a regido V, cujo valor
médio calculado foi de 2,35 (Quadro 2). A comunidade
presente na amostra 8 apresentou a maior diversidade
(3,65 £ 0,25), enquanto a comunidade presente na
amostra 30 apresentou a menor diversidade (1,83 +
0,42). Com relacdo a Equitabilidade (E), observou-se
que para a regido II os valores calculados variaram
de 0,937 (amostra 8) a 0,816 (amostra 7), e a média
geral foi de 0,891. Para a regido V, os valores de
Equitabilidade variaram de 0,852 (amostra 25) a 0,617
(amostra 29), e a média geral foi de 0,757. Esses
resultados sugerem que a diversidade de espécies foi
diferente entre as duas regides avaliadas e que a
regido II, localizada ao norte do Estado, tendeu a
apresentar maior diversidade quando comparada com
aregido V, localizada ao sul do Estado.

As estimativas de diversidade de nucleotideos e os
valores de 06(m) ndo foram diferentes entre os locais
amostrados (Quadro 2). Embora as anélises tenham
apresentado variagdo nos valores calculados para
algumas das amostras, as 10 comunidades analisadas
exibiram valores aproximadamente idénticos de
diversidade de nucleotideos e da variagao genética total
dentro da comunidade.

A estimativa da diversidade genética das
comunidades variou entre as duas regides analisadas,
sendo, em média, maior na regido II do que na regido V
(Quadro 2), em concordancia com os resultados obtidos
pelo célculo do indice de Shannon-Weaver. A
comunidade presente na amostra 8 mostrou maior
diversidade genética (0,977 + 0,01), ao passo que a
comunidade presente na amostra 30 apresentou a
menor diversidade genética (0,460 + 0,07).

Com base nos valores de Fgp calculados para cada
par de amostras, foi construido um dendrograma de
similaridade, utilizando o algoritmo UPGMA
(Figura 4). Por meio deste, pode-se observar a presenca
de quatro grupos distintos, formados de acordo com a
regido geografica da qual as amostras foram retiradas.
O grupo I foi formado pelas amostras 3, 8 e 7 (regido II);
o grupo II, pelas amostras 4 e 5 (regido II); o grupo III,
pelas amostras 23 e 25 (regido V); e o grupo IV, pelas
amostras 26, 29 e 30 (regiao V).

g | Grupol

Grupo 11

Grupo II1

26

26| Grupo IV

30

0,15 0.10 0,05 0,00
Figura 4. Dendrogramade similaridade, mostrando
arelagéo entre os valores de F¢; das comunida-
des de bactérias diazotréficas endofiticas de di-
ferentes regides climaticas do Rio Grande do Sul.
Os valores de F4; foram significativamente di-
ferentes a 0,05, usando mil permutacdes.
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Para confirmar as diferencas na diversidade
genética observada entre as regides Il e V, as
sequiéncias do gene nifH das cinco amostras de cada
regido foram combinadas, sendo aplicados os testes
Fgr e P, considerando cada regido como uma Unica
grande amostra. A diversidade genética das regioes
norte e sul foram significativamente diferentes a 0,05
(Fgp=0,130; P < 0,00001).

De acordo com Martin (2002), calculos de indices
de diversidade de espécies-padrido em ecologia
microbiana, como o indice de Shannon-Weaver, por
exemplo, podem néo revelar a diferenciacéo genética
real entre duas comunidades. Entretanto, o uso de
tais indices foram complementares aos indices de
diversidade genética aplicados neste estudo. O indice
de Shannon-Weaver indicou grande diferenca em
termos de diversidade de espécies entre comunidades,
bem como que as comunidades de bactérias
diazotroéficas endofiticas presentes na regido norte do
Estado tenderam a apresentar maior diversidade do
que as comunidades da regido sul. Embora tenham
sido observadas tais diferencas, o indice de
Equitabilidade demonstrou que havia a dominancia
de determinadas espécies dentro de cada comunidade
analisada, independentemente da regido amostrada.

Verificou-se maior variagao entre as comunidades
do que dentro de cada uma delas. As bactérias
diazotroficas endofiticas analisadas exibiram grande
diferenca, particularmente entre comunidades
amostradas de diferentes tipos de solo, regime hidrico
e regides geograficas. Kssa variagdo mostrou-se
dependente do ecossistema avaliado, demonstrando
forte influéncia regional sobre as bactérias
diazotroficas endofiticas. Diversos aspectos, incluindo
solo e clima, podem ter contribuido para a
determinacdo dessas diferencas. Reis Junior et al.
(2004) avaliaram a influéncia da sazonalidade sobre
as populacées de A. amazonense associadas as raizes
de espécies de Brachiaria. Segundo os autores, o fator
ambiental apresentou efeito significativo sobre a
populacio dessas bactérias. De acordo com Poly et al.
(2001), caracteristicas fisicas e quimicas do solo, como
textura, C total e contetido de N, podem ser
correlacionadas com as diferencas na estrutura
genética dos grupos de genes nifH. Tan et al. (2003)
também relataram que fatores ambientais, como tipo
de solo e regime hidrico, sdo determinantes da
estrutura da comunidade de diazotréficos. Se a
comunidade de bactérias endofiticas é representada
por uma fragido da comunidade microbiana presente
no solo (Seghers et al., 2004), entdo a composic¢éo da
comunidade endofitica sera determinada pelas
influéncias ambientais e pela especificidade entre
microrganismo e hospedeiro. A disponibilidade de
agua, que representa uma das maiores diferengas
climaticas entre as regides norte e sul do Rio Grande
do Sul, foi também um importante fator na
determinacio da diversidade dos diazotréficos. Os
resultados obtidos sugerem que diferencas regionais
podem influenciar a comunidade bacteriana e que, para
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obtencdo de melhor exploracdo do potencial das
bactérias diazotréficas, uma perspectiva regional pode
ser uma importante consideragio.

Identificagcdo das bactérias diazotroéficas
endofiticas associadas ao milho

As seqiiéncias do gene nifH obtidas neste estudo
foram submetidas a an4lises comparativas com as
seqiiéncias depositadas do banco genético do NCBI,
usando a ferramenta Blast (http://www.ncbinlm.nih.gov/
BLASTY). A pesquisa foirealizada utilizando-se a fun-
¢ao Blast nucleotideo-nucleotideo (Blastn), comparando
sequiéncias de DNA nédo redundantes do banco de da-
dos. Foram detectadas seqiiéncias pertencentes as
classes o-Proteobacteria, y-Proteobacteria e [3-
Proteobacteria. De acordo com as andlises compara-
tivas, foram encontradas diversas seqiiéncias simila-
res (similaridade > 90 %) e até mesmo idénticas as
espécies bacterianas: Alcaligenes faecalis (X96609),
Azoarcus indigens (U97118), Azohydromonas
australica (AB188121), Azohydromonas lata
(AB201627), Azomonas agilis (AF216883), Azonexus
fungiphilus (DQ029204), Azonexus sp. (DQ029203),
Azospirillum brasilense (X51500), Azospirillum
lipoferum (AY786992), Azospirillum oryzae
(AB185395), Azotobacter vinelandii (M20568),
Bradyrhizobium elkanii (AB094963), Bradyrhizobium
japonicum (AJ563961), Bradyrhizobium sp.
(AB079616), Burkholderia vietnamiensis (AM110718),
Dechloromonas sp. (AJ563286), Delftia tsuruhatensis
(AYb544164), Herbaspirillum seropedicae (Z54207),
Herbaspirillum sp. (AB196476), Ideonella sp.
(AY231580), Klebsiella pneumoniae (AY242355),
Klebsiella pneumoniae (X13303), Klebsiella variicola
(AY367395), Methylosinus trichosporium (AJ563953),
Pelomonas saccharophila (AB188120), Pseudomonas
stutzeri (AJ297529), Raoultella terrigena (AY367396),
Rhodobacter azotoformans (AB079621), Rhodovulum
strictum (AB079628), Sinorhizobium sp. (AJ505315)
e Xanthobacter flavus (AY221812). Adicionalmente,
sequéncias altamente similares entre si foram encon-
tradas em regides de solo e clima distintos. As espéci-
es detectadas com maior freqiiéncia dentro das comu-
nidades analisadas foram Azospirillum brasilense e
Klebsiella pneumoniae.

Conforme esperado, a analise filogenética (Figu-
ra 5) demonstrou que todas as seqiiéncias amostradas
foram enquadradas no grupo dos organismos que apre-
sentam o gene nifH, anteriormente classificado como
nifH grupo I (Zehr et al., 2003). Este grupo consiste,
principalmente, em seqiiéncias do gene nifpertencen-
tes a Cianobactérias, Firmicutes e Proteobactérias,
que, coletivamente, representam o grupo das
nitrogenases mais bem estudadas (Raymond et al.,
2004). Em concordancia com a pesquisa realizada
pela ferramenta Blast, as seqiéncias do gene nifH
grupo I foram, em sua maioria, agrupadas dentro do
filo das Proteobactérias e Firmicutes. Entretanto, ndo
foram detectadas seqiiéncias pertencentes ao filo das
Cianobactérias nem a classe Epsilon-proteobactéria.
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Embora seqiiéncias do gene nifH das Proteobactérias
correspondam aproximadamente a filogenia observada
pela analise de seqliéncias do gene ribossomal do 16S,
alguns microrganismos cultivados nédo foram
agrupados no seu respectivo filo (Figura 5), indicando
que a analise filogenética dos genes nifH de alguns
representantes cultivados deste grupo nio apresenta
consisténcia com a classificac¢ao filogenética baseada
no 16S (Raymond et al., 2004). De acordo com Zehr
et al. (2003), os grupos formados pelas classes Gama
e Alfa-proteobactéria sdo geralmente bem definidos,
porém existem alguns microrganismos cultivados que
nao se agrupam de forma consistente por meio da
analise filogenética baseada no gene nifH. Além disso,
muitos microrganismos apresentam multiplas cépias
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dos genes que codificam a enzima nitrogenase ou
enzimas homologas que so classificadas em diferentes
grupos filogenéticos (Zehr et al., 2003). A maioria
das seqiiéncias amplificadas diretamente do colmo de
milho apresentou similaridade com seqiiéncias de
bactérias cultivadas; entretanto, algumas seqiiéncias
ndo foram consistentemente relacionadas a estes
microrganismos, sugerindo a existéncia de bactérias
diazotroficas endofiticas ndo cultivaveis associadas ao
milho.

Embora os indices de diversidade tenham
demonstrado diferencas relacionadas as regies de
coleta das amostras, alguns géneros de bactérias, como
Klebsiella e Azospirillum, parecem ser bactérias
endofiticas comumente associadas ao milho, ja que
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Figura 5. Arvore filogenética das seqliéncias representativas do gene nifH amplificadas a partir do DNA de
bactérias endofiticas extraido do colmo de plantas de milho cultivado em diferentes regifes climaticas
do Rio Grande do Sul e seqiiéncias de referéncia do gene nifH de bactérias cultivadas removidas do
banco de genes Genbank. Filogenia inferida usando o algoritmo do vizinho mais préximo. Arvore con-
senso gerada pelo programa Splits Tree 4 (Huson & Bryant, 2006). Os algarismos arabicos representam
o local de amostragem das plantas de milho. A escala representa o niUmero de mutagdes por posic¢ao dos

nucleotideos.
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ambos foram encontrados em praticamente todas as
comunidades analisadas, independentemente da regido
de coleta das amostras. Ambos ja foram detectados
em associacdo com plantas de milho por muitos
estudos, incluindo trabalhos baseados em cultivo e
isolamento (Baldani & Dobereiner, 1980; Palus et al.,
1996) e estudos baseados em técnicas independentes
de cultivo (Chelius & Triplett, 2001). Tem sido
reportado que bactérias do género Azospirillum podem
colonizar o interior de diversas gramineas e cereais
(Reis et al., 2000) e que bactérias do género Klebsiella
podem colonizar o interior de videira (Bell et al., 1995),
plantas de trevo-vermelho (Sturz et al., 1998),
mandioca (Balota et al., 1999), arroz (Elbeltagy et al.,
2000), batata-doce (Reiter et al., 2003) e citrus (Lavaca
et al., 2006). Os resultados indicam que esses dois
géneros podem estar presentes no interior das
sementes das plantas de milho analisadas ou que eles
estavam presentes nos diferentes solos do Rio Grande
do Sul, podendo colonizar plantas de milho,
independentemente das caracteristicas do solo ou das
condi¢es climaticas da regio.

Seqiuiéncias do gene nifH pertencentes a microrga-
nismos do género Rhizobium, bem como
Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium, fo-
ram encontrados no interior das plantas de milho. O
aumento no crescimento do milho devido a producéo
de fitormoénios excretados por bactérias do género
Rizobiumja foi constatado (Schloter et al., 1997). Esses
microrganismos também tém sido detectados no inte-
rior de outras plantas ndo-leguminosas, como batata-
doce (Reiter et al., 2003), arroz (Boddey et al., 1995) e
algodio (Gordon, et al., 2005). Todas as amostras de
colmo de milho foram coletadas em lavouras cultiva-
das no sistema de semeadura direta, no qual os resi-
duos das culturas do ano anterior sdo depositados na
superficie do solo. Esta técnica de manejo do solo ain-
da envolve sistemas de rotac¢do de culturas com plan-
tas leguminosas, o que pode explicar o grande ntime-
ro de seqiiéncias similares ao género Rhizobium colo-
nizando o interior das plantas de milho. Em concor-
dancia com os resultados obtidos neste estudo,
Gutiérrez-Zamora & Martinez-Romero (2001) detec-
taram a presenga de isolados de R. etli colonizando o
interior de plantas de milho cultivadas em consércio
com feijao, em solos do México que apresentavam bai-
xa disponibilidade de nutrientes. A espécie diazotrofica
Rhizobium tropici isolado CIAT899, utilizada com
sucesso na inoculacio de Phaseolus vulgaris, também
foi reconhecida por Rosenblueth & Martinez-Romero
(2004) como uma espécie endofitica competitiva capaz
de se associar a plantas de milho em experimentos de
inoculagdo. Uma potencial fonte de bactérias
endofiticas pode ser encontrada nos solos e em residu-
os culturais depositados no solo. Assim, um efeito
adicional pode ser incluido na ja bem conhecida lista
de beneficios do sistema de semeadura direta e da ro-
tacdo de culturas, que é o armazenamento de popula-
¢oes residuais de bactérias endofiticas capazes de pro-
mover o crescimento das plantas.
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CONCLUSOES

1. Foi detectada menor diversidade na distribuigcdo
das sequiéncias do gene nifH na regido sul do Rio
Grande do Sul em comparac¢io com a regiio norte do
Estado; essas diferencas podem estar relacionadas ao
teor de argila dos solos e a distribui¢do de chuvas das
regiGes amostradas.

2. Diversas sequiéncias do gene nifH similares, ou
até mesmo idénticas entre si, foram detectadas em
plantas cultivadas em regides de clima e solo distintos,
indicando que a presencga de algumas espécies de
bactérias diazotroéficas endofiticas, como Klebsiella e
Azospirillum, independe do ambiente.

3. Este estudo revelou que influéncias geograficas
e ambientais podem gerar a associacao de diferentes
bactérias diazotréficas endofiticas com plantas de
milho, demonstrando que a exploracio do potencial
de bactérias diazotroéficas associadas ao milho deve
ser feita em uma perspectiva regional.
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