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Resumo: A regiéo intergénica entre os genes 16S e 23S rRNA é considerada uma regido variavel
do genoma bacteriano e tem sido utilizada para estimar a diversidade de microrganismos. O objetivo
desse estudo foi caracterizar genotipicamente 22 bactérias associativas de arroz (Oryza sativa L.),
pela andlise da regido espagadora intergénica (16S-23S rRNA) (IGS). A caracterizacao genotipica foi
realizada pela técnica de PCR utilizando os oligonucleotideos pHRf e p23Sr para avaliar a regido IGS.
Através da andlise do perfil eletroforético dos produtos obtidos da PCR, foi observada a variagdo dos
fragmentos de nimero, com 1 a 5, de tamanho entre 0,5 a 3 kpb. A maioria dos isolados de arroz
avaliados apresentaram pelo menos trés operons de rRNA. Pela analise do dendrograma foram
identificados sete grupos com indice de similaridade de 50%. Foi observado que os isolados de arroz
avaliados apresentam diversidade genotipica, ja que quatro dos sete grupos apresentaram
caracteristicas Unicas entre os isolados. Ainda, através dessa andlise, foi possivel identificar que
apenas alguns isolados apresentaram uma relacao estreita com a familia Rhizobiaceae. Desse modo,
a andlise utilizando o gene marcador para regido IGS permitiu observar a variabilidade genética
presente em bactérias associadas a plantas de arroz cultivada no Cerrado.

Palavras-chave: Diversidade molecular. Bactérias promotoras de crescimento de plantas.
Caracterizagcdo genética. Genes ribossomais.

Introducéao

Os microrganismos conhecidos como Rizobactérias Promotoras do
Crescimento de Plantas (RPCP) ou Plant-Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)
constituem um diversificado e numeroso grupo de bactérias encontrado no solo e
gquando em associagdo com plantas, atuam direta e indiretamente no seu
crescimento (PEDRINHO, 2009; GLICK, 2012).

Esse grupo de bactéria apresenta grande diversidade fenotipica e molecular e
desempenham func¢des cruciais na manutencdo dos ecossistemas (PACE, 1997).
Entretanto, apesar de sua importancia, o nimero de espécies e grupos microbianos
estudados e descritos representam apenas uma pequena porcao da diversidade
microbiana encontrada na natureza (OLIVEIRA et al. 2009).
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Atualmente, esudos de‘-diveridde e taxonomia microin aoaua |
andlise polifasica usando dados morfoldgicos, bioquimicos e moleculares (IKEDA et
al. 2013). Dentre esses, 0 uso de técnicas moleculares como a de PCR (Reacdo em
Cadeia de Polimerase) utilizando o gene codificador do RNA ribossémico (rRNA)
tem possibilitado o desenvolvimento de métodos simples e rapidos em estudos
filogenéticos em procariotos (IKEDA, 2010; ORRILLO et al. 2015).

As bactérias possuem rRNAs 16S, 23S, 5S e as regibes espacadoras
intergénicas presentes entre os genes 16S-23S denominada de IGS (intergenic
spacer). Essas regides do genoma bacteriano sdo tidas como marcadores
moleculares por serem universais e altamente conservadas (OLSON et al. 1994). J4
foram identificados em diversas bactérias uma variacao inter e intra especifica para
esta regido IGS com variacdo de nimero e tamanho de fragmentos obtidos por PCR
(BOAKYE et al. 2016). Assim, as informagOes obtidas através da analise e
comparacao desta regido intergénica tem sido importantes na mensuracdo da
diversidade genotipica e determinacdo taxonémica de bactérias RPCP (GARRITY e
HOLL, 2001; REIS-JUNIOR et al. 2006; IKEDA, 2010; BOAKYE et al. 2016). Nesse
contexto, o objetivo desse estudo foi caracterizar genotipicamente, pela analise da
regido espacadora intergénica (16S-23S rRNA), 22 bactérias associativas de arroz

(Oryza sativa L.) cultivado no Cerrado.

Material e Métodos

Material bioldgico: As bactérias utilizadas neste estudo foram isoladas de raizes de
plantas de arroz cultivadas no bioma Cerrado segundo Ferreira et al. (2014). Para o
estudo foram selecionadas 22 isolados e trés estirpes de referéncia: Rhizobium
tropici (BR322 e BR520) e Azospirillum brasilense (FP2).

Extracdo do DNA e andlise da regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA
(IGS): A extracdo do DNA gendmico dos isolados de arroz e das estirpes de
referéncia foi realizada seguindo o método de Ausubel et al. (1999) adaptado
segundo Oliveira (2016). A regido IGS foi amplificada por reacédo de PCR utilizando
os oligonucleotideos pHRf (5’-TGC GGC TGG ATC ACC TCC TT-3’) e p23Sr (5'-
CCG GGT TTC CCC ATT CGG-3) (MASSOL-DEYA et al. 1995). Para as condi¢des
de termociclagem foram estabelecidos o0s seguintes critérios: 1 ciclo de
desnaturacao inicial a 94 °C por 4 minutos; 30 ciclos de desnaturacéao (94 °C por 1
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minuto), anelamento (62 °C por 45 segnos) e extenséo (72 °Cpr T segds); 1
ciclo de extensdo final a 75 °C por 5 minutos, com o uso do termociclador
Biocycler®. Posteriormente, os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese, em gel de agarose 1,3%, em tampao TBE 1x, a 90V, por 60 min. Os
géis foram corados em brometo de etidio e os perfis de bandas formados
comparados com o marcador de peso molecular 1Kb-DNA-Ladder.

Andlise dos dados: Os resultados obtidos através da analise da regido IGS foram
convertidos em dados binarios e utilizados para constru¢cdo de uma matriz. A partir
deste processo foi derivada uma matriz de similaridade utilizando o coeficiente de
Jaccard (J) para a constru¢do do dendrograma, por intermédio do algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group with Arithmetic Means), através do software NTSYS-pc®
2.10.

Resultados e Discusséao

Os fragmentos obtidos a partir da PCR para regido IGS dos 22 isolados de
arroz e as estirpes de referéncia variaram entre 500 a 3000 pares de base (pb), com
presenca de 1 a 5 bandas. Foi possivel observar que entre os isolados de arroz
avaliados houve predominio de bandas entre 500 a 1500 pb. Padréo semelhante foi
observado por Lima (2013), em estudo realizado com 24 isolados associados ao
milho, os fragmentos obtidos pelo autor apresentaram variacdo de tamanho entre
725 e 1100 pb.

Estudos tém demonstrado a variabilidade dessa regido e a eficacia na
caracterizagdo genotipica dos isolados bacterianos associados a planta de arroz e
milho (QUEIROZ-RESPLANDES, 2016; OLIVEIRA, 2016). Segundo Boakye
colaboradores (2016), a regido IGS apresenta grande polimorfismo e perfil
genotipico Unico para cada espécie bacteriana estudada, indicando ser uma regido
interessante para investigacdes da microbiota endofitica.

Baudoin e colaboradores (2010) e Jijon-Moreno e colaboradores (2015),
observaram que estirpes de A. brasilense possuem multiplas copias de operons
rRNA, constatando grande polimorfismo para regido IGS entre os isolados dessa
espécie. Os autores observaram ndo existir um perfil padrdo para as diferentes
estirpes de A. brasilense testada, entretanto, todas as cepas exibiram pelo menos

trés bandas principais. Para espécies bacterianas do género Bradyrhizobium,
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Rhizobium e Sinorhizoium séo'descrit a presenca de um a trécpas ooeo |
(HAUKKA, 1997). Assim, pode-se inferir pelos dados obtidos que para a maioria dos
isolados de arroz avaliados ha a presenca de pelo menos 3 operons de rRNA.

O dendrograma obtido pela PCR da IGS apresentou diversidade com a
formacao de sete grupos com 50% de similaridade (Figura 1). A presenca de mais
de um fragmento de tamanhos diferentes indicou a variabilidade da regido
espacadora entre os isolados avaliados. Através da andlise do dendrograma é
possivel supor que estes isolados de raizes de arroz apresentam diversidade
genotipica, ja que quatro dos sete grupos apresentaram caracteristicas Unicas entre
os isolados como observado em G3 (R145), G5 (R130), G6 (R148) e G7 (R139)
(Figura 1).

O maior agrupamento foi G1 formado por oito isolados (R18, R20, R136A,
R136B, R21A, R62A, R64 e R62B) apresentou baixa similaridade (32%) com as
estirpes de referéncia utilizadas no estudo (Figura 1). Entre os isolados houve a
formacéo de trés subgrupos no G1 com similaridade de 100% entre si. O primeiro
subgrupo foi formado por isolados (R18 e R20) que apresentaram trés fragmentos
na PCR, variando entre 700 a 900 pb. O segundo (R136A e R136B) pela presenca
de fragmentos com variagao entre 700 a 1300 pb. Para o ultimo subgrupo (R62A e
R64) foi observado que o tamanho dos fragmentos variaram entre 700 a 2000
(Figura 1).

O grupo G2, foi formado por isolados com pelo menos quatro regiées IGS. O
grupo foi composto pelas estirpes de referéncia, sendo os padrdes para R. tropici
(BR322 e BR520) com 100% de homologia entre si. A estirpe padrdo para A.
brasilense apresentou similaridade préxima a 70% com as estirpes BR322 e BR520.
Os isolados R147A e R161 formaram um subgrupo com 100% de semelhanca entre
si, sendo observado quatro fragmentos variando entre 700 a 1100 pb (Figura 1).

Para G4 foi observado a formacdo de dois subgrupos formados isolados
R21B, R141, R23, R50, R59 e R68, com similaridade proxima de 23% com as
estirpes padrdo em G2. Foi observada homologia préxima a 68% para os isolados
formados no primeiro subgrupo em G2. O segundo foi formado por quatro isolados,
sendo R50, R59 e R68 100% similar entre si (Figura 1).
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Figura 2: Dendrograma de similaridade gerado pelo software NTSYS-pc® 2.10 com base no
perfil eletroforético da regido espacadora intergénica (16S-23S rRNA) dos isolados
bacterianos associados a planta de arroz e trés estirpes de referéncia R. tropici (BR322 e
BR520) e A. brasilense (FP2) definido pelo algoritmo UPGMA utilizando o coeficiente de
Jaccard. Foi estimado 50% de similaridade como ponto de corte para o agrupamento dos
isolados.
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Oliveira (2016), em estudo com rizébios associados a planta de arroz
observou a formacdo de oito grupos com similaridade de 50% para regiao IGS.
Desses grupos, dois apresentaram caracteristicas Unicas e 43% dos isolados
agruparam com 100% de homologia com trés estirpes do género Rhizobium
utilizadas como referéncia, sendo indicado que os isolados estudados pertencam ao
grupo dos rizébios. Resultado diferente do obtido no presente estudo, onde apenas

18% dos isolados apresentaram homologia entre 55% a 68% com as estirpes de
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referéncia para R. tropici. Para demai isolados foi observadasimilidaeinfeior
a 30%, indicando que essas bactérias possam pertencer a diferentes grupos
taxondmicos.

Muitos autores tém demonstrando a eficacia na estimativa da diversidade
bacteriana associadas a plantas de interesse agricola, através da analises da regido
IGS (OLIVEIRA et al. 2012; DINESH et al. 2015). Isso é possivel devido a diferencas
no comprimento desta regido que podem ser usadas para distinguir isolados
bacterianos e espécies relacionadas taxonomicamente (REIS-JUNIOR et al. 2006;
OLIVEIRA et al. 2012; CARDOSO et al. 2017). Assim, esta estratégia de estudo para
determinacdo da diversidade genética € um método simples e eficaz que permite
distinguir espécies relacionadas filogeneticamente devido a elevada similaridade da
regiao IGS.

Conclusao

‘

Foi possivel observar a variabilidade genética baseada no gene marcador
para a regidao IGS dos 22 isolados avaliados. Estes dados indicam que estas
bactérias, associadas a raiz de arroz cultivados no Cerrado, tem alta diversidade
genética e que pode ser devido as pressdes propria do ambiente.
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