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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo caracterizar filogeneticamente os isolados bacterianos da cultura
da palma forrageira usando o gene recA. Para o isolamento caldédios de palma foram maceradas e inoculadas em meios
semissolido semi-seletivo NFb, JNFb, LGI e LG sem adi¢@o de nitrogénio. Foram obtidos doze micro-organismos cuja a
analise parcial do gene recA possibilitou a identificacdo dos géneros Azospirillum, Bacillus e Methylobacterium.. Bactérias
diazotréficas encontrados na cultura da palma podem ter uma grande fun¢do como bactéria promotora de crescimento. O
gene recA mostrou-se bastante consistente para uso em filogenia molecular de bactérias. Observou-se ainda a presenca de
bactérias destes gé€neros podem ter de grande interesse para futuros estudos considerando seu alto poder biotecnoldgico.

PALAVRAS-CHAVE: Diversidade. Endofiticos. Filogenia. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

INTRODUCAO

A cultura da palma forrageira no Nordeste
do Brasil tem uma grande importancia econdmica
por ser o alimento principal dos animais na regido
semidrida. H4 alguns anos esta cultura vem sofrendo
com o ataque de um inseto chamado cochonilha do
carmim (Dactylopius Opuntiae) que estd devastando
toda 4rea plantada e causando prejuizos para os
pequenos agricultores que vivem da cultura da
palma para alimentagdo de seu rebanho.

Os micro-organismos endofiticos que estio
presentes na cultura da palma forrageira, geralmente
sdao fungos e bactérias, que interagem e vivem
sistematicamente no interior dessas plantas, sem
causar aparentemente danos aos seus hospedeiros.
Existe uma série de razdes para que se aprofundem
os estudos com endofiticos, pois, varios deles sdo
capazes de produzirem antibidticos e outros
metabdlicos secunddrios de interesse farmacoldgico,
muitos t€m sido usados como agentes de controle
bioldgico de pragas e doencas e também como
bioherbicidas (DOBEREINER, 1997; CHEANG et
al., 2005).

Genes usados para o estudo de filogenia de
espécies t&ém um papel importante na identificagdo
taxonOmica principalmente quando se trata de
espécies e géneros relacionados (FELSENSTEIN,
2004; VINUESA et al.,, 2005). E interessante
estabelecer que a filogenia de um tnico gene ndo
deve ser confundida com a filogenia das espécies ja

que cada drvore formada com um tnico gene € o
resultado aleatério de um processo genealdgico
unico. Escobar-Paramo et al, (2004), observaram
que nas comparacdes multilocus a identificacdo e
remocdo de seqiiéncias submetidas a transferéncia
lateral dentro e entre espécies pode interferir de
forma critica na filogenia de  espécies
principalmente quando midltiplos isolados sdo
analisados. Alguns autores como Eisen (1995) e
Young (1998), avaliaram o impacto da transferéncia
de genes na interpretacdo da filogenia de um udnico
gene, como aqueles com base na SSU (pequena
subunidade ribossomal) em que se faz necessdrio
estudar mais loci. Estes autores observaram dois loci
atpD e recA em espécies representativas de rizobio
de crescimento rdpido, e verificaram que as
bactérias sdo consistentes com a SSU
correspondente em sua filogenia. O gene recA
codifica parte do gene da recombinacio génica e no
sistema de reparo do DNA, além de possuirem
seqliencias curtas que podem limitar a deteccdo de
mosaicismos intragénicos, que sio, fendmenos que
ocorrem quando um individuo apresenta dois
materiais genéticos distintos, causando uma falha
genética através de mutacdo resultando em
linhagens de células distintas geneticamente.

A falta de conhecimento sobre a ocorréncia
de bactérias endofiticas em plantas quanto a sua
identidade, diversidade e os niveis populacionais
nos diferentes tecidos das plantas € ainda um
enigma para entender a intima relacdo que
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desenvolveram estes micro-organismos com a sua
planta hospedeira (BAZZICALUPO; OKON, 2000;
MELLONI et al., 2004). Além de possuirem uma
habilidade para sobreviver dentro da planta com
pouca ou nenhuma competicdo microbiana os
tornam potenciais candidatos para o controle
biolégico. Atualmente, ndo h4 estudos sobre os
endofiticos presentes na cultura da palma forrageira.
Diante disto, este trabalho teve como objetivo
caracterizar  filogeneticamente ~ os  isolados
bacterianos da cultura da palma forrageira usando o
gene parcial recA.

MATERIAL E METODOS

Foi coletado como amostra um cladédio de
cada variedade de palma (Tabela 1); as amostras de
cladédio foram cultivadas em meios de cultivo
semissolidos, semisseletivos (NFb, JNFb, LGI e
LG) e sem adi¢c@o de nitrogé€nio, como descrito por
Dobereiner et al. (1995). Para o isolamento, foram
utilizados 10 g de cada amostra do cladédio (massa
fresca), os quais foram lavados com 4gua corrente,
triturados e misturados em 90 mL de solu¢do salina
(NaCl, 0,5%) e diluidos serialmente (10'-10"). De
cada diluicdo, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL e
inoculadas em frascos de vidro contendo os meios
de cultura (NFb, JNFb, LGI e LG); estes foram
incubados a 30°C e o crescimento bacteriano foi
avaliado aos trés, cinco e sete dias, verificando-se o
aparecimento ou ndo da pelicula caracteristica para
as bactérias diazotréficas endofiticas. Apds o
completo isolamento de uma cultura pura, estes
isolados foram crescidos em meio DYGS
(RODRIGUES NETO et al., 1986) e foi realizada a
extracdo de DNA gendmico. Para identificar o
proviavel género bacteriano foram realizadas
extracdo de DNA usando o Kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A amplificacdo do
gene recA foi realizado usando os primers recA-6F
(5-CGK CTS GTA GAG GAY AAA TCG GTG
GA-3") e recA-555R (5"-CGR ATC TGG TTG
ATG AAG ATC ACC AT-3") (GAUNT et al,
2001) e as condicdes de amplificacdo foi realizada
em um volume final de 25 ul contendo: 40 ng de
DNA molde, 1uM de cada primer, 12,5 uL de la
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GoTaq Colorless (Promega). Os ciclos de
temperaturas foram realizados em um termociclador
PCT-100™ (MJ Research, Inc, USA) com uma
desnaturagdo inicial de 94°C por 4 min., 30 s a 94°C,
30 s de anelamento a 50°C e 1 min. de extensdo a
72°C, seguidos de uma extensdo final de 8 min. a
72°C por 30 ciclos.

Os produtos amplificados foram
visualizados em eletroforese a 1 % em gel de
agarose usando tampao TBE 0,5X, a 100 Volts. Os
produtos foram visualizados usando SybrGold
(Invitrogen) e fotodocumentados no LPIX-HE da
Loccus do Brasil. Apés a purificagio (LYRA,
2001), os produtos amplificados foram seqiienciados
na Macrogen Inc. Korea. As sequéncias obtidas
foram alinhadas e comparadas pelo programa
‘ClustalX V.4.0.” (LARKIN et al., 2007), com base
no gene recA. Além disso, para esta comparacio,
foi realizada a busca de sequéncias depositadas no
GenBank, com o propésito de agrupar as bactérias
nos respectivos géneros. Para matriz de distancia
das arvores filogenéticas, foi utilizado o método
fenético baseado em distancia genética neighbor-
joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987) e o algoritmo p-
distance, respectivamente processado pelo programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis-MEGA
versao 4.0 (TAMURA et al.,, 2007). Todas as
sequéncias do gene recA obtidas neste estudo foram
enviadas ao banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e receberam os
numeros de acesso: KC312318 a KC312329.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento da bactéria diazotréficas

Foram isolados doze microrganismos
provenientes do interior dos cladédios de palma
forrageira das regidoes do agreste (Caruaru) e sertdo
de Pernambuco (Arcoverde) (Tabela 1). Rodriguez e
Fraga (1999) relataram que os géneros bacterianos
que mais se destacam como promotores de
crescimento sdo: Pseudomonas, Bacillus, Serratia,
Azospirillum e Azotobacter. Estes dados corroboram
com os resultados encontrados neste estudo onde
foram isoladas bactérias diazotréficas endofiticas
destes géneros.
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Tabela 1: Resultados da busca por similaridade no NCBI GenBank dos isolados pelo seqgiienciamento parcial do gene recA
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Legenda Genbank Meio de Variedade Micro-organismo Homologia no Identidade E-value
isolamento de Palma/Local de NCBI
Coleta
isol]AMO1  KC312318 NFb (1327) Marmillon Azospirillum lipoferum 97% 100% S5e-125
Fodder/Caruaru 4B (NC _016622.1)
isolAM02 KC312319 LG (1327) Marmillon Azospirillum lipoferum 97% 100% Te-125
Fodder/Caruaru 4B, (NC _016622.1
isolAM04  KC312320 NFb 27(1294) Mexico Azospirillum lipoferum 100% 100% 2e-120
Vegetable/Arcoverde 4B (NC_016622.1
isolAMO5  KC312321 NFb 27(1294) Mexico Azospirillum brasilense 99% 100% 7e-120
Vegetable/Arcoverde Sp245 (NC_016617.1)
isolAMO06  KC312322  JNFb AMG6 16-F21 (403) Methylobacterium 91% 100% le-126
Forrageira radiotolerans
México/Arcoverde (NC_010505.1)
isol]AM20 KC312323 LGI IPA 90-92/Caruaru Gluconacetobacter 49% 100% 4e-06
diazotrophicus
PAIS (NC _011365.1)
isolAM24  KC312324 NFb 422 CPTSA 1281 Bacillus pumilus SAFR- 80% 89% 6e-72
(2001800)/Caruaru 032 (NC 009848.1)
isolAM26  KC312325 NFb F3 Rojo Vigor — Bacillus pumilus SAFR- 94% 93% 0.0
Frutifera/Arcoverde 032 (NC_009848.1)
isolAM28  KC312326 NFb Palma de Espinho Methylobacterium 90% 95% 6e-115
Frutifera radiotolerans JCM
2831 (NC_010505.1)
isolAM29  KC312327 NFb /Arcoverde51-1317 Bacillus pumilus SAFR- 92% 94% 0.0
Chile Fruit/Arcoverde 032 (NC_009848.1)
isolAM30 KC312328 NFb 43 — Miuda Bacillus pumilus SAFR- 91% 92% 0.0
Tradicional/Arcoverde 032 (NC_009848.1)
isolAM36  KC312329  JNFb (438) F8 Bacillus pumilus SAFR- 89% 91% 0.0
Forrageira/Caruaru 032
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Oito do total de bactérias diazotréficas
endofiticas foram provenientes do meio NFb
(Azospirillum brasilense; A. lipoferum; Bacillus
pumilus, Methylobacterium radiotolerans). Segundo
Magalhdes e Dobereiner (1984) mostraram mesmo
sendo as espécies de Azospirillum - favorecidas nos
meios NFb, outros microrganismos diazotréficos
podem crescer nestes meios, como ocorreu no
presente estudo. O meio LG cresceu apenas um
isolado que obteve homologia comAzospirillum
brasilense) e no meio LGI, o isolado teve uma
homologia muito baixa com Gluconacetobacter
diazotrophicus PAl5 de 49%.. Foram encontrados

dois isolados no meio JNFb (Bacillus e
Methylobacterium) do  total das  bactérias
diazotréficas isoladas. Apesar de descrito na

literatura segundo Dobereiner (1997) que o meio
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JNFb (Tabela 1) seja um meio para isolar
Herbaspirullum, no nosso estudo, os isolados que
cresceram neste meio foram: Methylobacterium
radiotolerans e Bacillus pumilus (Figura 1). A falta
de especificidade do meio JNFb, ja considerada por
Baldani et al. (1999), indica que o meio JNFb

permite o crescimento de outras bactérias
endofiticas, principalmente aquelas capazes de
tolerar a maior acidez inicial deste meio.

A diversidade da comunidade endofitica ainda tem
muito a ser elucidada. Algumas bactérias
diazotréficas como Acetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum seropedicae, Azoarcus spp. e

Azospirillum spp (CHAINTREUIL et al., 2000),
antes descritas somente com localizacdo na regido
de rizosfera, agora também sdo descritas em regioes
endofiticas.

A1:11215-12261 Gluconacetobactersp . SXCC-1
101654

Aderlnvlobacterivm extorguens DMA
Metlnviobacterivam extorguerns PA1
Mernviobacterivm extorguerns AMI
Merinviobacterivin populi BJOO1
Methviobacrterivmi nodilans ORS 2060

’i-\ 1‘

Methylobacterium radiotolerans isol ANMG6
Azospirillum lipoferum isolANMO4

—> Il
-1\

Gluconacerobacter diazotropiticus isol AM20
Bacillus prenilus isolANM24

Bacillus puntilus isol ANM3I0 v

p-distance

Figura 1. Dendrograma baseado na sequéncia do gene recA, mostrando as posi¢des filogenéticas dos isolados

em relacdo as sequéncias ja depositadas

em banco de dados. Os numeros internos representam a

porcentagem de vezes em que foi possivel reconstruir o agrupamento em questdo. A régua é a

distancia de similaridade do agrupamento

Analise e sequenciamento baseada no gene recA
A qualidade do DNA gendmico isolado foi

avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose.

Foi utilizado o padrio 100 pb DNA ladder

em questao.

(Invitrogen) como padrio de tamanho molecular e o
tamanho gerado pela amplifucagcdo do gene recA foi
de 700 pb. As seqiiéncias do gene recA foram
submetidas ao programa BLASTn do GenBank
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onde se realizou uma pesquisa cuja comparagdo
ocorreu entre os dados obtidos neste trabalho com
0s que j4 se encontram no banco de dados. A andlise
por clusterizacdo baseada nas sequéncias do gene
recA permitiu um agrupamento mais congruente
entre todos os géneros distribuidos no dendrograma,
porque os isolados estudados neste trabalho ficaram
agrupados de acordo com suas espécies, mostrando
que este gene tem uma capacidade de determinar a
posicdo taxondmica de novos isolados segundo
mostrado por Scholz et al. (2008) (Figura 1).

De acordo com andlise comparativa foram
formados cinco grupos. O grupo I formado apenas
por sequencias de bactérias retiradas do GenBank,
dos géneros Gluconacetobacter e Azospirilum. O
grupo Il formado pelas sequéncias dos isolados
(isolAMO1, isolAMO02, isolAMO04 e isolAMO0S5) que
apresentaram elevada homologia ao género
Azospirilum, mas separadas em ramos diferentes. O
grupo III e IV foi formado pelos isolados (isolAM20
e 1solAM?24) respectivamente. J4 o grupo V foi
representado  pela  seqiiéncia dos  isolados
(isolAM26, isolAM?29, isolAM30 e isolAM36)
apresentaram elevada homologia com o género
Bacillus. O predominio dos géneros Bacillus e
Azospirillum corrobora com os resultados obtidos
por (LALANDE et al., 1989).

Os resultados entre as sequencias obtidas
em relacdo as do banco de dados apresentaram entre
80-100% de similaridade, o que indica
confiabilidade para os resultados encontrados.
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Apenas o isolado isolAM20 (Gluconacetobacter
diazotrophicus) apresentou uma baixa homologia
com 49% com as sequencias de bactérias
diazotréfica endofitica. Segundo Payne et al. (2006)
e Scholz et al. (2008), o gene recA, permite melhor
discriminacdo do que o gene 16S rDNA e genes 1rs
(Ribossomais). Entretanto, as andlises obtidas do
gene recA ndo sdo exatamente semelhantes as
obtidas pela filogenia da sequéncia do gene 16S
rDNA, indicando maior grau de resolucdo entre
espécies relacionadas.

CONCLUSOES

O sequenciamento parcial do gene recA
mostrou-se eficiente para o estudo filogenético de
bactérias em palma forrageira. A presenca dos
géneros Azospirillum, Bacillus e Methylobacterium
pode ser de grande interesse para futuros estudos,
uma vez, que estes gé€neros apresentam grande
potencial biotecnolégico.
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ABSTRACT: This study aimed to characterize phylogenetically isolated bacterial culture of Cactus Pear using
the parcial gene recA. For isolation cladodes were macerated and inoculated in semi-selective semisolid media NFB,
JNFb, LGI and LG without added nitrogen. Twelve micro-organisms were obtained whose analysis of partial gene recA
enabled the identification of the genera Azospirillum, Bacillus and Methylobacterium. Diazotrophic bacteria found in the
culture of Cactus Pear may have a great function as growth-promoting bacteria. The partial gene recA was shown to be
quite consistent for use in molecular phylogeny of bacteria. We also observed the presence of bacteria of these genera may
be of great interest for future studies considering its high power biotechnology.

KEYWORDS: Diversity. Endophytic. Phylogeny. PCR. DNA.
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