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Resumo: A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pela sua versatilidade é uma das principais
técnicas moleculares utilizadas para avalicdes apuradas de diversidade por meio da analise da regido
espacadora intergénica 16S e 23S rRNA. O presente trabalho realizou a caracterizacdo molecular de
bactérias isoladas de sorgo cultivado no Cerrado goiano. O DNA extraido de 24 bactérias e estirpes
padrdo (FP2, PAL5 e BR322) foi submetido a PCR utilizando os primers pHr e p23S para amplificacéo
da regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese e permitiu verificar a amplificacdo de 1 a 12 fragmentos com variagdo de tamanhos. A
partir desses dados foi elaborada uma matriz binaria agrupara por UPGMA e gerado um dendograma
de similaridade pelo coeficiente de Jaccard. Por essa analise foi possivel observar formacao de 8
grupos considerando 60% de similaridade entre as bactérias avaliadas. Desta forma foi constatada
diversidade entre os 24 isolados bacterianos obtidos de sorgo cultivado no Cerrado.
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Introducéo

Caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas foram durante séculos
amplamente utilizados na identificacdo de bactérias. Todavia, para tal abordagem
era imprescindivel a obtencéo de culturas puras, fator limitante ao estudo, visto que
a maior parte dos microrganismos nao € cultivavel por técnicas laboratoriais de
rotina (BITTENCOURT, 2005; NEIVERTH, 2012). Nas ultimas décadas o interesse
em estudos taxondmicos microbianos ganhou novas perspectivas em decorréncias
do desenvolvimento de diversas técnicas de biologia molecular, que tornaram
possivel a identificacdo e classificacdo rapida e precisa desses organismos
(STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999).

Entre as tecnologias empregadas, que visam a obtencdo de dados
moleculares, a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) é a técnica mais utilizada.

Seu uso é privilegiado pela precisdo, rapidez e sensibilidade que a técnica

apresenta. Por meio da PCR é possivel que fragmentos especificos do genoma
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bacteriano sejam amplificados |n vitro ua proporcéo exponecal A tcnia de
PCR consiste em alteracbes de temperatura que promovem a desnaturagdao do
DNA, o anelamento de iniciadores (primers) complementares a determinada
sequéncia do genoma e por fim, a extensdao promovida por uma polimerase
termoestavel (Taq polimerase) (SAIKI et al.,1985; KRISHNAN, 2015).

A eletroforese em gel de agarose por sua vez € outra técnica molecular
amplamente utilizada, e permite separar o DNA amplificado com base no tamanho
sendo utilizada em conjunto para a analise dos fragmentos obtidos pela PCR. A
agarose forma uma matriz que atua como filtro molecular. Ap6s ser depositado em
pequenos pocos feitos no gel o DNA serd submetido a uma corrente elétrica. Uma
vez que a carga global do DNA é negativa, ele sera atraido em direcdo ao polo
positivo separando os fragmentos de acordo com sua dificuldade em transpor a
matriz (MAGALHAES et al., 2005; GANDRA et al., 2008).

As técnicas moleculares, comumente, sdo empregadas para a caracterizacao
genética permitindo o estudo das moléculas tanto de DNA quanto RNA
(STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999). Em microbiologia os rRNA (RNA ribossémico)
sdo hoje considerados as moléculas mais adequadas para estudos de diversidade
(REIS JUNIOR; REIS; TEIXEIRA, 2006). As principais vantagens € que os genes de
rRNA se encontram universalmente distribuidos e permanecem altamente
conservados em toda a sua extensdo e estrutura. Assim, no caso de eventuais
substituicGes de nucleotideos, esses passam a funcionar como um relégio para a
histéria evolutiva do organismo (BITTENCOURT, 2005; REIS JUNIOR; REIS;
TEIXEIRA, 2006).

O RNA bacteriano apresenta trés genes distintos (rRNAs 16S, 23S e 5Ss) e
exibem uma organizacdo em operons como unidades de transcricao funcional. De
modo geral esse tipo de organizacdo consiste em uma regido promotora, uma
sequéncia que codifica o rRNA 16S, um espacador ou uma sequéncia intergénica
(que pode apresentar sequéncias de codificagdo para tRNA), uma sequéncia
codificadora de rRNA 23S, e em seguida a sequéncia que codifica o rRNA 5S.
(GURTLER, STANISICH, 1996; BARRY et al., 1991).

A andlise da regido espagadora intergénica localizada entre os genes 16S e
23s é bastante utilizada em avaliagBes genéticas de procariotos. I1sso acontece pelo
fato de ser uma sequéncia altamente variavel, e estar localizada entre regides

altamente conservadas do genoma bacteriano (16S-23S rRNASs), a tornando ideal
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para analises mais apuradas de diveridde intra e inter-especifica tre inivdos |
com elevado grau de semelhanca genética, permitindo a identificacdo de
polimorfismo (GARCIA-MARTINEZ et al., 1999; REIS JUNIOR; REIS; TEIXEIRA,
2006, BOAKYE et al., 2016).

Tendo em vista a ampla diversidade microbioldgica presente no Cerrado, o
presente trabalho tem por objetivo realizar a caracterizacdo molecular por meio da
PCR da regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA de bactérias isoladas de
sorgo cultivado no Cerrado goiano.

Material e Métodos

Bactérias e meios de cultivo

Foram utilizadas 24 bactérias isoladas de sorgo selecionadas em meios
semisseletivos: NFb-lactato (PEDROSA; YATES, 1984), LGI-P (DOBEREINER;
ANDRADE; BALDANI, 1999) e meio YMA (HUNGRIA; ARAUJO, 1994), e estirpes
padrao FP2 -Azospirilum brasilense, Pal5 - Gluconacetobacter diazotrophicus
(cedidas pela UFPR) e BR322 - Rhizobium tropici (cedidas pela Embrapa).

Extracdo de DNA

As amostras crescidas por 24h em meio/caldo NFb-Lactato, LGI-P e YMA
acrescidos de 10 yg mL* de ampicilina e 20 yg mL?* de &cido nalidixico foram
submetidas ao procedimento de extracdo de DNA se de acordo com a metodologia

de Reis Junior et al. (2004) com adapta¢cdes segundo de Oliveira (2016).

Amplificacdo em PCR da regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA e
eletroforese

Os DNAs extraidos dos 24 isolados de sorgo e estirpes padrdo FP2, BR322 e
Pal5 foram utilizados na caracterizagdo molecular realizada através da técnica de
PCR. A amplificacdo em PCR foi realizada para a regido espacadora intergénica
16S-23S rRNA onde foram utilizados os primers: pHr (5-TGC GGC TGG ATC ACC
TCC TT-3’) e p23S (5- GGC TGC TTC T AA GCC AAC-3’) (MASSOL-DEYA et
al.,1995) (Tabela 1).

Os ciclos de amplificagdo PCR da regido espacadora intergénica 16S-23S
rRNA ocorreram segundo o protocolo descrito por Reis Junior et al. (2004) com
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modificacdes. A amplificacéo bor PR consistiu em quatroeaa: pieir |
desnaturacao inicial ocorrida a uma temperatura de 94 °C durante 4 minutos em
apenas um ciclo; a segunda etapa englobou a desnaturacdo a 94°C por um minuto,
seguida do anelamento a 62°C por 45 segundos e extensdo com temperatura de
72°C também por 45 segundos com 30 repeticdes e finalmente a extensdo terminal

a 75°C durante cinco minutos composta por apenas um ciclo.

Tabela 1. Composicdo da mistura reacional para a PCR da regido espacadora intergénica 16S-23S

rRNA.

Mistura reacional para PCR Volume
H20 estéril 14,6 uL
Tampéo PCR - GeneDireX® 2,0 uL
Dntp 0,2 uL
Primer 1 Sigma-Aldrich® 0,2 uL
Primer 2 Sigma-Aldrich® 0,2 uL
Taq polimerase - GeneDireX® 15U

DNA 1,0 uL
Volume da Reacgédo 20 uL

Os produtos de PCR obtidos da amplificacdo da regido espacadora
intergénica 16S-23S foram revelados por eletroforese com gel de agarose. Para isso
foi utilizada uma amostra de 1L da reacédo de PCR, e gel de agarose 1,2% imerso
em tampdo TBE 1X (Tris-borato-EDTA, pH 8,0), sendo aplicada uma corrente
elétrica de 90 volts durante 1 h. Para comparacéao do padréo eletroforético obtido foi
utilizado o marcador de peso molecular 1Kb-DNA-Ladder da BioLabs®. O gel foi
corado em brometo de etidio (1 mg mL?') (SAMBROOK, FRITSCH, MANIATIS,
1989) e entédo observado e fotografado por meio do transiluminador UV Multi Doc-It

Imaging System® (UVD) com camera digital acoplada.

Anélise de similaridade

A partir do padrao eletroforético obtido da amplificagdo em PCR para a regido
espagcadora intergénica 16S-23S rRNA foi elaborada uma matriz binaria
(presenca/auséncia) para avaliagéo de similaridade entre as bactérias estudadas. Os
resultados foram estimados pelo coeficiente de similaridade de Jaccard (J),
utilizando o método das médias das distancias UPGMA (Unweighted Pair Group
Method With Arithmetic Mean), para gerar o dendrograma no software NTSYSpc
2.02i Applied Biostatistcs (SILVA RODRIGUES et al., 2006).
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Resultados e Discussao

A PCR da regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA dos 24 isolados

avaliados permitiu a obtencdo de 1 a 12 fragmentos distribuidos entre 3 e 0,8 kpb
(kilo pares de bases). Oliveira (2016) verificou que para bactérias endofiticas de
arroz os produtos de PCR da regiéo espacadora intergénica 16S-23S rRNA eram de
1 a 3 com tamanho variando entre 0,7 e 1,5 kpb.

Segundo Jensen, Webster e Straus (1993) é dificil prever como os tamanhos
dos produtos de amplificagdo variam dentro de uma gama de organismos
procariotos. Isso acontece, pois, produtos da PCR da regido intergénica 16S-23S
rRNA geralmente se apresentam de maneira diversa nos diferentes organismos
(REIS JUNIOR et al. (2006).

A amplificacdo dos genes entre a sequéncia 16S-23S do rRNAs é a
abordagem ideal para uma discriminacdo a nivel intra-especifico. Isso porque, as
variagcdes na composicdo e / ou comprimento da sequéncia proporcionada pelos
diferentes tipos de operons da regido intergénica 16S-23S rRNA ocorrem até mesmo
entre microrganismos de uma mesma espécie (LAGUERRE, et al., 1996; DINGMAN,
2012; BOAKYE et al. 2016). Assim utilizando esta técnica foi possivel a observacao
da variacado genética nas bactérias avaliadas.

A partir do perfil eletroforético dos produtos de PCR da regido espacadora
intergénica 16S-23S rRNA foi possivel obter um dendrograma de similaridade com a
formacdo de oito grupos com similaridade de 60% entre as bactérias avaliadas
(Figura 1). O grupo cujo G2 foi o0 mais numeroso agrupando 12 dos 24 isolados
bacterianos analisados, além disso, o grupo apresentou a formacdo de dois
subgrupos com cinco e sete isolados apresentando 100% de similaridade entre si
(Figura 1).
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Figura 1. Dendrograma gerado no software NTSYSpc (versdo 2.02i) definido pelo método de
agrupamento UPGMA utilizando o coeficiente de Jaccard com base nos fragmentos amplificados da
regido intergénica 16S-23S rRNA por PCR de realizado para 24 bactérias isoladas de sorgo (S.
bicolor, L. Moench) e estirpes padréo FP2 (A. brasilense), Pal5 (G. diazotrophicus) e BR322 (R.
tropici)
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O grupo G3 também composto por dois subgrupos com agrupamentos de
guatro isolados similares em 100% e trés isolados com similaridade de 100% com a
estirpe padrao Pal5 foi o segundo mais numeroso (Figura 1). Os grupos G1, G4, G5
G7 e G8 apresentaram apenas um componente (Figura 1) e o G6 foi composto por
dois isolados YS54 e YS59 com similaridade de 100%.

O dendrograma (Figura 1) permite verificar que uma tendéncia de
agrupamento entre isolados obtidos de um mesmo meio de cultura indicando que os
meios de cultivo foram determinantes para o isolamento de organismos semelhantes

guanto a regido intergénica 16S-23S rRNA.
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Pelos dados obtidos foossivel corroborar a efetividad desta estratégia
baseada na amplificacdo da regido espacadora intergénica e inferir que ha
variabilidade genética entre as 24 bactérias isoladas de sorgo avaliadas. A partir
deste estudo, as bactérias associadas ao sorgo poderdo ser utilizadas para
avaliacdo por sequenciamento de outros genes, como 16S rRNA, para ser realizado
a determinagcdo taxondmica definitiva dos isolados, podendo fornecer maiores
informacdes sobre o papel ecologico destes microrganismos endofiticos de plantas
cultivadas no Cerrado goiano.

Conclusao

A amplificacdo pela técnica de PCR da regido espacadora intergénica 16S-
23S rRNA permitiu constatar a diversidade genética entre as 24 bactérias isoladas
de raiz de plantas de sorgo cultivadas no Cerrado goiano.
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