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RESUMO

Este estudo teve por objetivo caracterizar a diversidade génica de estirpes de
Azospirillum amazonense isoladas do solo da rizosfera, do rizoplano e do interior radicular
dos cereais arroz (C3), milho e sorgo (C4), cultivados em dois solos distintos, Itaguai e
Ecologia, procurando encontrar evidéncias de um eventual efeito discriminatorio exercido
pelo solo e/ou planta. A estratégia de investigacdo baseou-se (i) em experimentos de
hibridizac&do dot-blot com sondas oligonucleotidicas 23S DNAr grupo-, género- e espécie-
especificas e (ii) nas analises de restricdo dos fragmentos intergénicos 16S-23S DNAr
amplificedos. Os resultados gerados pelas 7 enzimas de restricdo foram posteriormente
analisados através das metodologias de agrupamento e de analise da variancia molecular
(AMOVA). Somente 28 % dos isolados, em sua maioria do solo Ecologia, foram capazes
de hibridizar com a sonda especifica para a espécie A. amazonense, AA 23S. O padrao
de hibridizacdo dos isolados pode estar parcialmente associado ao tipo de solo. Os
resultados gerados pelas andlises de agrupamento e pela AMOVA revelaram a existéncia
de 4 grupos geneticamente distintos, discretos e intemamente heterogéneos. Os niveis de
diversidade encontrados em cada grupo foram elevados. Nao foi observada nenhuma
diferenca significativa na estrutura, nos padrées genotipicos e nos niveis de diversidade
entre os isolados do solo da rizosfera + rizoplano e os do interior radicular. O tipo de
solo/ambiente exerce aparentemente um efeito discriminatério sobre os isolados de A.
amazonense, em especial sobre os isolados da rizosfera e do rizoplano. A planta, por sua
vez, e capaz de, até certo limite, influenciar a diversidade populacional de A.
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amazonense. Plantas de arroz cultivadas no solo Itaguai e, menos intensamente, plantas
de sorgo cultivadas no solo Ecologia discriminaram parcialmente os isolados do solo da
rizosfera e das raizes lavadas. Plantas de arroz, milho e, menos intensamente, sorgo,
cultivadas no solo Itaguai, exerceram efeitos discriminatérios sobre os isolados do interior
radicular. Os resultados e conclusdes gerados neste estudo evidenciam de maneira clara
a conveniéncia de se utilizar de maneira complementar as anélises de agrupamento e da
variancia molecular para a caracterizacdo de populacbes de bactérias e a determinacéo
dos efeitos discriminatdrios exercidos pelo solo e a planta.
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ABSTRACT

In this study, the populational structure of Azospirillum amazonense isolates
recovered from the rhizosphere soil, washed and sterilized roots of rice (C4), maize and
sorghum (C,) plants, cropped in two distinct soils, Itaguai and Ecologia, was characterized.
Discriminatory effects exerted by the soil and plant types were also investigated. Two
methodological approaches based on (i) dot-blot hybridization experiments with group,
gender- and species-specific 23S rDNA based oligonucleotide probes and (ii) restriction
fragment length polymorphism analysis of the 16S-23S rDNA intergenic spacer region,
followed by proper statystical analysis (cluster analysis and analysis of molecular variance-
AMOVA), were used. A. amazonense isolates showed a characteristic hybridization
pattern, since only 28% of the isolates hybridized with the A. amazonense-specific probe
AA 23S. This hybridization pattern seems to be associated with the soil type. Four
geneticelly distinct and highly heterogeneous clusters formed at 78% similarity were
observed and diversity level within each cluster was very high. There were no differences
in structure, genetical pattems and diversity levels between isolates recovered from
rhizosphere + rhizoplane and from the inside of the roots. Aparently the soil/environment
type is able to discriminate A. amazonense Mates, specially those recovered from
rhizosphere soil and rhizoplane. The plant type also seems to exert a discriminatory effect.
Rice and sorghum plants, cropped in ltaguai and Ecologia soils, respectively, partially
discriminated the thizosphere and rhizoplane isolates. Rice, maire and sorghum plants
cultivated in ltaguai soil were able to discriminate the endophytic isolates. The results and



conclusions generated in this study clearly demonstrated the convenience of utilising
cluster analysis and AMOVA for characterization of bacterial populations and
determination of discriminatory effects exerted by soil and plant types.



1- INTRODUCAO GERAL

Bactérias pertencentes ao género Azospirillum composto pelas espécies
Azospirillum lipoferurm, A. brasilense, A. amazonense, A. irakense, A.
halopraeferans e A. largomobile, tém sido objeto de intensas investigacbes desde
a sua redescoberta em meados da década de 70 (Dobereiner et al., 1976). Desde
entao, diversos experimentos de inoculacdo conduzidos em casas de vegetacao e
no campo foram capazes de identificar algumas propriedades benéficas destas
bactérias, notadamente aquelas relacionadas a aumentos de produtividade (Okon,
1965). Azospirillum possui um conjunto de caracteristicas importantes que Ihe
permite sobreviver em associacdo com as raizes vegetais. Estes microrganismos
sdo extremamente versateis, pois sdo capazes de fixar nitrogénio em condi¢des
microaerdbicas, desnitrificar sob condicdes de oxigénio limitante, acumular
material de reserva, dispor de vias metabdlicas alternativas, etc. Em termos

praticos, talvez a propriedade mais importante esteja relacionada a alteracéo dos



parametros de crescimento vegetal e o conseqliente aumento de produtividade.
Estes microrganismos sao capazes, por exemplo, de promover aumentos no peso
seco total das plantas, nos teores de N da parte aérea € no numero e
comprimento das raizes laterais. Sdo capazes também de estimular a liberacdo de
exudatos radiculares e, principalmente, aumentar o rendimento de determinadas
culturas. Os mecanismos envolvidos nestes processos, por sua vez, ndo foram
totalmente esclarecidos. Acredita-se que as alteragcdes promovidas por
Azospirillum possam ser o resultado de determinados processos executados
isolada- ou simultaneamente e associados & atividade hormonal bacteriana, a
fixagdo de N2 atmosférico, a producdo de nitrito, a troca de sinais moleculares e a
um melhor desenvolvimento do sistema radicular (Bashan & Holguin, 1997).

E inquestionavel o potencial de utilizacdo de Azospirillum no campo.
Entretanto, sua aplicacdo em larga escala (na forma de inoculantes) ainda
continua sendo impraticavel; isto em funcdo da imprevisibilidade e inconsisténcia
dos resultados obtidos na maioria dos ensaios realizados até o presente (Bashan
& Holguin, 1997). Frequentemente os aumentos de produtividade obtidos sob
determinadas condi¢fes ndo se reproduzem posteriormente (Bashan & Levanony,
1990). Nos ultimos anos, outras aplicacbes ndo agronémicas como a producédo de
vitaminas, a sintese de poli-b-hidroxibutirato para uso medicinal, a degradacéo de
poluentes e a purificacdo de Aguas residuais foram identificadas.

Atualmente é consenso que Azospirillum somente podera se transformar

numa altemativa comercial viavel através do desenvolvimento de uma tecnologia



de inoculacdo confiavel e consistente, capaz de promover aumentos significativos
de produtividade. Os obstaculos existentes sé poderao ser superados através de
uma melhor compreensdo dos aspectos basicos que influenciam a associacado
(Itzigsohn et al., 1995; Fages, 1994). Fatores como (i) os mecanismos de
promogdo do crescimento das plantas, (i) a motilidade, adesé&o e colonizagio
radicular, (iii) a interacdo e competicdo com outros microrganismos na rizosfera e
o papel da planta hospedeira nestas interacdes, (iv) a genética da associacado
planta-bactéria, (v) a influéncia dos fatores qulmicos e fisicos na atividade e
sobrevivéncia de Azospirillum no solo (Bashan & Levanony, 1990) (vi) a estrutura
e diversidade populacional destes microrganismos e (vii) a especificidade da
interacdo com a planta, deverdo ser investigados e compreendidos para que, ali
sim, algumas solucfes e alternativas possam ser vislumbradas.

Nesta breve revisao, abordaremos inicialmente os principais relatos sobre
os diversos fatores envolvidos na associagcao, que poderiam, teoricamente, definir
a estrutura populacional de Azospidrillum e, em ultima andlise, determinar a
ocorréncia de especificidade hospedeira. Citaremos 0s principais estudos sobre
colonizacdo, especificidade da associacdo e novos sitios de isolamento,
enfatizando a polémica sobre a ocorréncia de especificidade hospedeira e, por fim,
abordaremos os relatos mais recentes sobre a utilizagdo de técnicas moleculares

e estatisticas para a caracterizacdo das populacdes de Azospirilum.



2- REVISAO

2.1- Motilidade, Adesédo e Colonizacdo Radicular: Eventos Associados a

Especificidade Hospedeira?

Um dos aspectos mais controversos envolvendo o processo de associagdo
Azospirillum - planta diz respeito a ocorréncia ou ndo de especificidade
hospedeira. Quais fatores, quais processos e mecanismos, enfim, como se inicia e
se define a interacdo e até que ponto estes eventos estdo associados a
especificidade hospedeira sdo questbes que deverao ser inicialmente abordadas e
discutidas. Em linhas gerais, 0 processo de associacdo Azospirillum - raizes
vegetais pode ser dividido em trés etapas sequenciais: a motilidade e

deslocamento das células bactetianas em direcdo as raizes, a adeséo das células



a superficie radicular e a colonizacdo, todas podendo afetar em maior ou menor
extensao a estrutura das populacdes de Azospirillum na rizosfera e nas raizes.

Nos udltimos trinta anos, a motilidade e a resposta quimiotatica de
Azospirillum a um grande nimero de exudatos radiculares de ocorréncia natural
foram intensamente analisadas em condigdes de laboratério (Bashan & Levanony,
1990). Reinhdd e colaboradores (1985), por exemplo, investigaram o
comportamento quimiotatico estirpe-especifico de Azospirillum e descobriram
diferencas nos padrbes das respostas, determinados pela espécie e pela estirpe.
Trés estirpes de Azospirillum isoladas de trigo (C 3) milho e kallar grass (C 4) foram
investigadas através da técnica camara-canal. Dentre todas as substéncias
testadas, aminoacidos, acucares e acidos organicos, os ultimos foram os que
provocaram diferencas mais pronunciadas nas respostas. Os padrfes das
respostas quimiotaticas foram similares entre as estirpes isoladas de plantas Cy,
diferindo, entretanto, da estirpe isolada de trigo. Estas respostas foram
parcialmente correlacionadas com a composicdo dos exudatos liberados pela
planta hospedeira especifica. Del Gallo & Fendrik (1994) sugeriram que a estirpe-
especificidade da resposta quimiotatica de Azospirillum poderia ser reflexo dos
mecanismos adaptativos da bactéria ao micro-ambiente criado pela planta
hospedeira. Seria possivel que as caracteristicas metabdlicas da planta,
associadas as caracteristicas micro-ambientais reinantes, pudessem ser
responsaveis pelo padrdao de comportamento quimiotatico dominante. Fedi et al.
(1992), citados por Del Gallo & Fendrik (1994) por sua vez, sugeriram que 0

comportamento quimiotatico das estirpes de Azospirillum poderia ser definido



muito mais como um processo especifico geral e muito menos como um processo
especifico estrito, altamente dependente da natureza do hospedeiro. Estes
autores avaliaram o padrdo de resposta quimiotatica de 15 estirpes de A.

lipoferum e A. brasilense, isoladas de diversas raizes de plantas C3 e C, a

I
exudatos radiculares estéreis de trigo e milho, observando diferengcas no
comportamento quimiotatico das estirpes isoladas de plantas C3 e C4 e nao
encontrando, porém, quaisquer correlacdes entre os padrGes de resposta e a
posicdo taxonbmica das estirpes.

Experimentos conduzidos in situ forneceram informagdes valiosas sobre o
comportamento de Azospirillum em ambientes naturais (Zhulin & Taylor, 1995). Os
resultados e conclusfes, entretanto, foram até certo grau antagbnicos aqueles
obtidos em condicdes de laboratério. No solo, A. brasilense é capaz de se
locomover por distancias relativamente grandes em direcdo a regido radicular das
plantas (Bashan, 1986; Bashan & Levanony, 1987). Esta rnovimentacdo 6
determinada por um processo ativo, uma vez que, nas avaliacbes do movimento
interradicular de A. brasilense realizadas por Bashan & Holguin (1994) uma
variante ndo movel da estirpe Cd foi incapaz de se deslocar em direcdo as raizes,
permanecendo nos sitios de inoculacdo. A estirpe selvagem, entretanto, deslocou-
se das raizes inoculadas até as ndo inoculadas. Subtancias atraentes e
repelentes foram os principais fatores que afetaram esta motilidade. Numa
segunda avaliacdo, Bashan & Holguin (1995) observaram que somente uma

estirpe selvagem moavel foi capaz de se deslocar entre as diferentes espécies

invasoras, independente da espécie, familia botanica ou ciclo de producéo,



fossem elas anuais ou perenes. Aparentemente, 0 movimento interradicular de A.
brasilense € uma etapa preliminar essencial no processo de reconhecimento entre
a planta e a bactéria (Bashan & Holguin, 1997). E possivel que a motilidade
promova o deslocamento das células de Azospirillum até os sitios, onde,
posteriormente, o processo de ancoragem seja capaz de favorecer a colonizagéo
(Bashan & Holguin, 1997). Desta maneira, o deslocamento de Azospirillum no solo
em direcdo a regido radicular pode ser descrito como um processo ativo e
inespecifico, ndo diretamente influenciado por deficiéncias nutricionais, mas
consequéncia de uma interagdo quimiotatica ndo especifica influenciada pelo
balanco entre substancias atraentes e possivelmente repelentes liberadas pelas
raizes (Bashan & Holguin, 1997).

Estudos dos mecanismos de adesdo e colonizagdo superficial radicular de
Azospirillum realizados anteriormente revelaram que, na maioria das espécies, 0s
principais sitios de associacdo se localizam nas zonas de alongamento e dos
pelos radiculares, onde sdo observadas agregados celulares (cistos) envolvidos
em material fibrilar (Bashan & Levanony, 1990; Pastoreli et al., 1995). Acredita-se
que a adesdo primaria das células bacterianas a superficie radicular seja
freqientemente caracterizada por uma etapa inicial reversivel e um tanto quanto
inespecifica, seguida por uma etapa posterior de ancoragem irreversivel e, em
muitos casos, estritamente especifica (Marini et al., 1995). No processo de adesdo
de Azospirilum a raizes de trigo, por exemplo, duas etapas distintas sédo
observadas. Uma etapa inicial de adsorcao rapida, fraca e mediada possivelmente

por proteinas bacterianas do flagelo e uma etapa seguinte de ancoragem mais



demorada, forte, irreversivel, onde provavelmente polissacarideos extracelulares,
componentes do glicocalix, estariam envolvidos (Michiels et al., 1990). O estudo
das propriedades adesivas de duas classes de mutantes demonstrou a ocorréncia
destes 2 fendbmenos distintos. Entretanto, o carater sequencial destes fenbmenos
ndo pode ser evidenciado. Uma classe de mutantes, incapazes de sintetizar um
determinado polissacarideo de superficie, perdeu a capacidade de ancoragem,
preservando, entretanto, a capacidade de adsor¢do (mutantes Ads® Anc) (Michiels
et al., 1990). Mutantes do segundo tipo (Ads™ Anc*) perderam a capacidade de
adsorcdo, mas nédo a de ancoragem (Michiels et al., 1990, 1991).

Os componentes celulares bacterianos mais provavelmente envolvidos no
processo de adesdo e troca de sinais moleculares localizam-se na membrana
externa e na estrutura exocelular, o dito glicocalix, e compreendem os
lipopolissacarideos (LPS) (Matora et al., 1995), polissacarideos capsulares (CPS),
exopolissacarideos (EPS) (Antonyuk et al., 1995; Skvortsov et al., 1995),
glicoproteinas e proteinas associadas a polissacarideos capsulares ou excretadas
no ambiente circunvizinho pela bactéria, a fimbria e o flagelo (para uma revisao
consulte Del Gallo & Fendrik, 1994). Por sua vez, os componentes celulares da
planta mais provavelmente envolvidos compreendem as mucilagens,
polissacarideos, proteinas, glicoproteinas de superficie (lectinas) e outros
componentes dos exudatos radiculares (para uma revisao consulte Del Gallo &
Fendrik, 1994).

Lectinas (Halverson & Stacey, 1986; Ignatov et al., 1995; Karpati et al.,

1995; Karpati et al., 1997; Alen’kina et al., 1997), CPS (Romantschuk, 1992) e



EPS (Del Gallo & Fendrik, 1994) podem desempenhar importantes fun¢des no
processo de reconhecimento e influenciar a especificidade da interacdo. Em
rizobio, evidéncias experimentais demonstraram que as lectinas sdo capazes de
se ligar seletivamente a polissacarideos, envolvendo-se nos processos de troca de
sinais moleculares entre a planta e a bactéria (Puhler ef al., 1988, citados por Del
Gallo & Fendrik, 1994). A hip6tese do envoivimento das Minas sugere que estas
glicoproteinas da planta hospedeira poderiam interagir seletivamente com o0s
componentes potissacaridicos da superficie bacteriana, iniciando desta maneira o
processo de infec¢do e deterrninando a especificidade da interagdo (Halverson &
stacey, 1988).

Em condi¢cdes artificiais de crescimento, a composicao de EPS de
Azospirillum, ao contrario de CPS, pode variar em funcdo da fonte de carbono
fomecida (Speranza et al., 1992, citados por Del Gallo & Fendrik, 1994). Este fato
poderia ser relevante para a associacdo por duas razdes: (i) a planta poderia
virtualmente influenciar a composicdo de exopolissacarideos da bactéria através
da exudacao e (ii) este fato poderia ser importante para a especificidade da
interacdo (Del Gallo & Fendrik, 1994).

Azospiri/lum pode ser classificado como um microrganismo diazotréfico
endofitico facultativo (Baidani et al., 1997), pois sobrevive na rizosfera e 6 capaz
de colonizar as raizes externa- e, em menor extensdo, internamente. Patriquin &
Dobereiner (1978), por exemplo, observaram, através do microscopio o6tico,
células de A. lipoferum no interior das raizes de milho, sorgo, trigo, Panicum

maximum e Digitaria decumbens. Estirpes de A. brasiliense foram também
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visualizadas no interior de folhas e sementes de arroz (Baldani et al., 1993).
Algumas estirpes, tais como A. brasilense Sp245 e A. lipoferum Sp282 foram
isoladas de raizes esterilizadas superficialmente de milho, sorgo, trigo e arroz,
evidenciando sua possivel natureza endofitica (Baldani et al., 1983, 1986; Pereira
et al., 1988). Por outro lado, as estirpes de A. brasilense, Sp7 e Cd, isoladas
respectivamente do solo associado as raizes de D. decumbens e Cynodon
dactylon (Tarrand et al., 1978), tendem a colonizar somente a superficie radicular
(James & Olivares, 1997, citando diversos autores). As diferencas entre os
padrdes de colonizacdo das estirpes ditas endofiticas, tal como Sp245, e ditas
colonizadoras de superficie, Sp7, por exemplo, foi confirmada recentemente pelos
estudos de Schioter et al. (1994) e Apmus et at. (1995). Usando anticorpos
monoclonais e sondas moleculares estirpe-especificas, estes autores observaram
gue a estirpe Sp245 era capaz de colonizar o interior dos pelos e dos vasos
xilematicos das raizes de trigo, 0 mesmo ndo ocorrendo com a estirpe Sp7, restrita
a superficie radicular. De maneira antag6nica, Levanony et al. (1989) observaram
a estirpe Cd colonizando o interior das raizes de trigo. Entretanto, esta estirpe
jamais foi observada no interior da endoderme ou do sistema vascular. Segundo
James & Olivares (1997), estes resultados evidenciam um certo grau de estirpe-
especificidade na colonizacdo interna das raizes.

No estdgio atual do nosso conhecimento seria uma grande pretencao
guerer esgotar ou mesmo propor um modelo definitivo que procurasse descrever
integralmente o processo da associacdo Azospirillum - planta e os mecanismos

de especificidade eventualmente envolvidos. Del Gallo & Fendrik (1994)
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entretanto, propuseram um modelo que procura descrever de maneira sequencial
e sucinta as etapas da associacdo descritas acima, enfatizando os aspectos de
especificidade. Em sintese, um possivel processo de associagdo Azospirillum -
raizes poderia ser descrito da seguinte forma:

() A bactéria é atraida quimiotaticamente (de maneira parcialmente
especifica) por exudatos liberados pela raiz. (ii) A bactéria adere inicialmente a
superficie das raizes, preferencialmente nas regides de alongamento e dos pelos
radiculares. Esta ligacdo primaria € fraca, reversivel e um tanto quanto
inespecifica. Proteinas do flagelo e componentes do glicocalix podem estar
associados. (iii) Ocorre uma troca de sinais moleculares entre a planta e a bactéria
- lectinas e polissacarideos poderiam estar envolvidos. (iv) Fibrilas sdo produzidas
por Azospirillum, promovendo a ancoragem da bactéria. Esta ligacdo € firme,
estritamente especifica e irreversivel. (v) A associacdo estd plenamente
estabelecida. Céculas de Azospirillum sdo encontradas no rizoplano e no interior

radicular.

2.2- Solo, Microflora, e Rizocompeténcia: Fatores que Influenciam a Estrutura
das populacdes e Subpopulacdes de Azospirillum no Solo e na

Risosfera

A sobrevéncia e, consequentemente, a diversidade populacional e

subpopulacional de Azospirillum no solo e na rizosfera é determinada por uma
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série de fatores bioticos e abioticos existentes. Dentre estes, as interagdes fisicas
das células bacterianas com as particulas do solo, as condi¢cdes ambientais
reinantes, as complexas interacfes de natureza antagonista, sinergistica ou
mesmo predatoria com a microflora nativa e, em ultima instancia, a maior ou
menor capacidade de sobrevivéncia na rizosfera (rizocompeténcia), sao
consideradas as mais importantes e tém sido as mais intensamente estudadas.
A inoculacdo de plantas com Azospirillum, por exemplo, é feita usualmente
pela aplicagdo da bactéria no solo, proxima a planta em germinacdo; durante este
processo, a bactéria € exposta a forgas fisicas naturais e interacdes com as
particulas do solo (Bashan & Levanony, 1990). Para superar estes obstaculos e
atingir as raizes vegetais, a célula de Azospirillum é obrigada a desenvolver uma
forca fisica consideravel, que permita sua locomocao através do solo (Bashan,
1988). Células de Azospirillum mantém-se freqlientemente, e de maneira
irreversivel, adsorvidas as particulas das porc¢des superiores do perfil do solo,
notadamente argilas e material organico. Levanony & Bashan (1991), citados por
Bashan & Holguin (1997), observaram que células de A. brasilense Cd foram
intensamente adsorvidas em solos leves e pesados, ndo sendo, entretanto,
adsorvidas & particulas de quartzo. Propriedades fisicas e quimicas, tais como
saturacdo hidrica, baixos niveis de umidade, pH e disponibilidade de
guimioatraentes, podem afetar grandemente o processo de adsorcdo de
Azospirillum as particulas do solo (Bashan & Levanony, 1988c, Horemans et al.,

1988, citados por Bashan & Levanony, 1990).
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A maioria das estirpes de Azospirillum sobrevive narizosfera, embora
diversas estirpes possam também ser encontradas no solo (Bashan & Levanony,
1990). Azospirillum foi isotado de solos arenosos (Beijerinck, 1925) e aluviais na
Somatia (Favitti et al., 1988, citados por Bashan & Levanony, 1990). Em regifes
temperadas, um pequeno nimero de células de Azospirillum foi capaz de
sobreviver no interior de diversos solos independentemente das propriedades
texturais (De Coninck et al.,, 1988, Horemans et al., 1988, citados por Bashan &
Levanony, 1990) ao passo que, nos tropicos, um grande numero de células
bacterianas nativas é freqlentemente observado (Débereiner et al., 1978;
Patriquin et al., 1983). Em experimentos no campo e em casas de vegetacéo,
observou-se que Azospirillum sobrevivia com dificuldades no solo livre da
presenca de plantas, quase desaparecando em menos de 15 dias (Bashan &
Levanony, 1990, citando diversos autores). Ndo obstante e ndo prevalecendo as
condicdes de estresse ambiental, uma fracdo da poputacdo sobreviveu no solo por
periodos protongados. Bashan (1988) concluia anteriormante que, a despeito de
sua natureza rizosférica, Azospirillum apresenta assim mesmo algumas das
caracteristicas adsorvidas tipicas de bactérias do solo. A adsorcdo, por sua vez
determinada por aquelas caracteristicas, poderia ser superada pela capacidade de
locomocgédo da bactéria, permitindo-a atingir as raizes.

Bashan et al. (1995a e b) procuraram estabelecer correlagdes entre
determinadas caracteristicas do solo e a sobrevivéncia das estirpes Cd e Sp245
de A. brasilense. As estirpes foram isoladas do interior de 23 tipos de solos

obtidos de diversas regides e condicdes ambientais de Israel e México e da
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rizosfera de trigo e tomate cultivados nestes solos. De maneira geral, as estirpes
de A. brasilense sobreviveram bem em todas as rizosferas analisadas,
independentemente do tipo, origem do solo, estirpe bacteriana ou volume de
precipitacdo antes de cada amostragem. Na auséncia de plantas, o padrédo de
sobrevivénia das estirpes foi correlacionado principalmente com a origem do solo
e ndo tanto com as condi¢cdes ambientais reinantes. Os autores afirmaram que (i)
A. brasilense seria um colonizador da rizosfera incapaz de sobreviver
adequadamente no interior do solo por perlodos prolongados e que (ii), em solos
ndo cultivados, algumas caracteristicas fisicas e quimicas, notadamente os teores
de argila, nitrogénio, matéria organica e a capacidade de retengdo de agua,
estariam positivamente correlacionadas com a viabilidade bacteriana, ao passo
que outras, como os teores de CaCOz e areia grossa, poderiam afetar
negativamente a sobrevivéncia da bactéria.

Ap6s a aplicagdo no solo, células de Azospirillum sofrem um répido
processo de adaptacdo as condicdes adversas da rizosfera vegetal. Mudancas
freqientes na disponibilidade de nutrientes e interacdes com 0S microrganismos
nativos, competindo por estes mesmos nutrientes, sdo alguns dos fatores que
podem determinar a sobrevivéncia de uma determinada estirpe. A natureza das
interagdes com a microflora nativa pode ser do tipo antagonista, sinergistica ou
mesmo predatdria, onde as células de Azospirillum atuariam mais provavelmente
como presas das micro- e macrofauna sempre avidas por nutrientes (Bashan &

Levanony, 1990).
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As interacbes entre Azospirillum e outros microrganismos tém sido
analisadas detalhadamente através de experimentos de co-inoculagdo (Kaiser,
1995; Flouri et al., 1995; Gori & Favilli, 1995; Bellone & Bellone, 1995; Fabbri &
Del Gallo, 1995; Wieland & Fendrik, 1997; Sticchi et al., 1997). Entretanto, estas
interacbes representam somente uma pequena fracdo das relagfes existentes
entre Azospirillum e os demais microrganismos rizosféricos (Bashan & Levanony,
1999). Pouco se sabe, por exemplo, a respeito das interacdes existentes entre
bactérias inoculadas e aquelas nativas, predominantes no solo e pertencentes aos
géneros Pseudomonas, Azospirillum e Bacillus (Bashan & Levanony, 1990).
Diversas espécies de Azospirillum produzem bacteriocinas, as quais,
surpreendenternente, foram capazes de inibir outras espécies (Oliveira &
Drozdowicz, 1981, 1987, Skorupska et al., 1985, citados por Bashan & Levanony,
1990). Estas bacteriocinas nao identificadas desapareceram apos terem sido
aplicadas em diversos solos, persistindo, entretanto, num com pouca matéria
organica e argilas minerais (Oliveira & Drozdowicz, 1988). O significado ecoldgico
destas bacteriocinas produzidas por Azospirillum ainda € desconhecido. In vitro,
os efeitos antagonistas de alguns microrganismos do solo, especialmente
estreptomicetos e fungos, sobre a populacdo de Azospirillum foram demonstrados
por diversos autores (para uma revisdo, consulte Bashan & Levanony, 1990). Se
considerarmos que as populacdes de Azospirillum representam somente uma
diminuta fragdo da comunidade microbiana na rizosfera, € razoavel crer que
muitos outros grupos de microrganismos possam afetar suas capacidades de

sobrevivéncia (Bashan & Holguin, 1997).
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Uma avaliacdo dos intensos estudos das propnedades fisiologicas e
bioquimicas de Azospirilum demonstrou que este género ndo possui henhuma
caracteristica singular que o distinga de outros géneros de bactérias associadas
as raizes (Pedrosa, 1988, citado por Bashan & Levanony, 1990). Entretanto,
determinadas espécies ou mesmo estirpes de Azospirillum possuem um conjunto
de caracteristicas encontradas, cada uma delas, separada- e unicamente em
espécies bacterianas distintas. Este fato permite a estes organismos competir
eficientemente na rizosfera de diversas espécies vegetais com um populacao
nativa de microrganismos e colonizar as raizes, em condicbes de campo, a partir
de um nivel de inoculo extremamente baixo (Bashan & Holguin, 1997). Por
exemplo, todos os tipos selvagens de Azospirillum sdo capazes de fixar N2 sob
condicbes microaerdbicas, o que l|hes permite suprir integralmente suas
necessidades de nitrogénio (Tarrand et al., 1978). A maioria das estirpes é capaz
também de desnitrificar sob condicbes de oxigénio limitantes. Ademais,
Azospirillum € nutricialmente versétil, pois diversas vias metabdlicas altemativas o
permitem consumir uma variedade de &cidos organicos, aclcares e aminoacidos
disponiveis na rizosfera, sejam eles origindrios das raizes ou de outros
microrganismos (Hartmann & Zimmer, 1994). Em condigcfes de crescimento
normal, Azospirillum acumula grandes quantidades de poli-B-hidroxibutirato, um
material de reserva, que pode ser armazenado para consumo posterior ou para
sobrevivéncia por longos periodos (Tal & Okon, 1985, citados por Bashan &
Levanony, 1990). Sob condicdes de estresse, a bactéria pode formar cistos

(agregados celulares); estes lhe conferem uma maior capacidade de
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sobrevivéncia (Bashan & Levanony, 1990, citando diversos autores). Segundo
diversos estudos e ao contrario de sua pequena capacidade de sobrevivéncia no
solo, ao menos em condigdes temperadas, Azospirillum parece sobreviver por
longos periodos em seu micro habitat natural (Bashan & Levanony, 1990).
Entretanto, os diversos mecanismos adaptativos e a importancia ecologica
daquele fato deverdo ainda ser determinados.

De maneira resumida e em funcdo dos resultados e conclusées expostos
acima, poderiamos afirmar que a estrutura das popula¢Ges e subpopulacbes de
Azospirillum no solo e na rizosfera nada mais seria do que o reflexo dos
mecanismos adaptativos da bactéria ao micro-ambiente (rizocompeténcia), criado
ndo somente pela planta hospedeira, mas também pelo solo e pela microflora

nativa.

2.3- Genes de Azospirillum Envolvidos no Processo de Interagdo com a

Planta

Alguns genes supostamente envolvidos no processo de interagdo com as
raizes foram inicialmente identificados com base em suas analogias estruturais
com 0s genes associativos clonados de Rhizobium e Agrobacterium (Michiels et
al., 1994). Regides do DNA total de A. brasilense e A. lipoferum homodlogas a

sondas contendo os genes de Rhizobium meliloti nodDABCIJ (genes nod comuns)
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e nodQPGEFH (genes associados a especificidade hospedeira) foram
identificadas através de experimentos de hibridizacdo (Fogher et al., 1985, citados
por Vande Broek & Vanderleyden, 1995). Dois fragmentos do genoma de A.
brasilense, apresentando sinais de hibridizacdo com a sonda nodQPGEFH de R.
meliloti, foram clonados e sequenciados (Vieille & Elmerich, 1999, citados por
Vande Broek & Vanderleyden, 1995; Vieille & Elmerich, 1992). As analises
revelaram a presenca de duas ORFs homologas aos genes nodPQ e nodG de R.
meliloti localizadas no megaplasmideo de 90 MDa (Vieille & Elmerich, 1999,
citados por Vande Broek & Vanderleyden, 1995) e no cromossoma (Vieille &
Elmerich, 1992) respectivamente. Nenhuma funcdo paticular pode ser atribuida
aos genes nodPQ e nodG de Azospirillum, embora tenha sido demonstrada a
natureza constitutiva destes genes (Vande Broek & Vanderleyden, 1995). E
possivel gque estes genes estejam muito menos associados aos processos de
interacdo e, sim, muito mais associados aos processos rotineiros de manutencao
celular. De maneira semelhante, Waelkens et al. (1987) citados por Vande Broek
& Vanderleyden (1995), observaram a hibridizacdo dos genes chvA e chvB de
Agrobacterium tumefaciens com determinados fragmentos de restricdo do genoma
de diversas estitpes de Azospirillum. Os genes chv estariam associados a
capacidade de adeséo radicular e viruléncia de A. tumefaciens (Douglas et al.,
1982).

Sabe-se, como descrito anteriormente, que 0s polissacarideos da superficie
celular dos simbiontes e patdgenos bacterianos de plantas exercem,

freqientemente, um papel essencial no processo de interacéo (Vande Broek &
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Vanderleyden, 1995). Para elucidar o possivel papel destes componentes na
associacdo, deu-se inicio a um esfor¢o conjunto para identificacdo dos genes de
Azospirillum envolvidos no processo de biossintese dos polissacarideos da
superficie celular. Numa primeira abordagem, foram isolados mutantes de A.
brasilense ndo fluorescentes em &agar contendo calcofluor, um corante
fluorescente especifico para polissacarldeos formando ligacdes PB-glicosidicas
(Michiels et al., 1990). Observou-se que os mutantes Cal- de A. brasilense
produziram quantidades de EPS equivalentes as dos ndo mutantes, sugerindo
gue, em A. brasilense, outro tipo de polissacarideo de superficie estaria envolvido
no processo de ligacédo a calcofluor (Michiels et al., 1990). A natureza desse(s)
pollissacarideo(s) € ainda desconhecida. Os mutantes Cal™ de A. brasilense
tiveram sua capacidade de adeséo as raizes de trigo comprometida (Michiels et
al., 1991). Numa segunda abordagem, diversos loci génicos de A. brasilense
foram identificados através da técnica de complementacdo intergenética de
mutantes exo de R. meliloti com cosmideos de A. brasilense Sp7. Em R. meliloti,
0S genes exo estdo associados a biossintese de polissacarideos da superficie
celular. Os clones cosmidiais de A. brasilense capazes de restituir o poder de
sintese de EPS e a efetividade simbiotica dos mutantes exoB,C,G,K,M,N,P de R.
meliloti foram isolados (Michiels et al., 1988; Eyers, 1990, citado por Vande Broek
& Vanderleyden, 1995). O mutante exoC de R. meliloti complementado teve
somente o seu fenotipo fluorescente/calcofluor restaurado. N&o foi capaz,
entretanto, de formar ndédulos ativos fixando Nz (Michiels et al., 1988).

Curiosamente, observou-se que o mutante exoB de R. meliloti podia ter o seu
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fenotipo restituido pela complementacdo de dois distintos loci génicos de
Azospirillum (De Troch et al., 1995) exoB1 (Michiels et al., 1989) e exoB2 (De
Troch et al., 1995), localizados no megaplasmideo p90 e no cromossoma,
respectivamente. Dentre os clones restauradores do fendtipo, somente aqueles
complementando os mutantes exoB e exoC foram caracterizados posteriormente
(para uma revisdo, consulte Vande Broek & Vanderleyden, 1995).

Todas as espécies de Azospirillum possuem plasmideos (Vande Broek &
Vanderleyden, 1995). Em especial, dois plasmideos, o de 90 Mda (p90) e o outro
de 115 Mda (p115), sdo observados (Franche & Elmerich, 1981, Plazinski et al.,
1983, citados por Vande Broek & Vanderleyden, 1995). Em estudos de delecdo de
plasmideos nédo foram observadas diferencas fenotipicas entre a estirpe selvagem
Sp7 de A. brasilense e seu derivativo p115 curado com respeito a producdo de
AlA, fixacdo de N, motilidade, quimiotaxia e a capacidade de adesao e
colonizacdo de raizes de trigo (Croes et al.,, 1993). Por sua vez e através de
eletroforese SDS e métodos imunoeletroforéticos com anticorpos monoespecificos
gerados contra a fracdo lipopolissacaridica das estirpes Sp245 e Sp7 de A.
brasilense, Matora et al. (1997) investigaram os antigenos polissacaridicos das
estirpes parentais e suas variantes com numero alterado de plasmideos. Os
anticorpos obtidos contra a estirpe selvagem Sp245 néo interagiram com os LPS
do mutante, desprovido de trés plasmideos. O perfil eletroforérico dos LPS do
mutante diferiram efetivamente do perfil da estirpe Sp245. Clones da estirpe Sp7
forma S (plasmideo p115 incorporado ao cromossomo), diferindo em sua estrutura

lipopolissacaridica e contetdo plasmidial - plasmideo pll5 aparecendo
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novamente como uma molécula capaz de se replicar independentemente - foram
obtidos e apresentaram as propriedades fenotipicas caracteristicas da forma inicial
R (plasmideo pl115 ndo incorporado ao cromossomo). Este resultado indica que as
propriedades antigénicas lipopolissacaridicas da estirpe Sp7 e sua forma S séo
possivelmente determinadas pela forma como o plasmideo p115 A carreado, seja
incorporado ao cromossomo ou ndo. Os autores concluiram que o conteudo
plasmidial influi na estrutura lipopolissacaridica das células das estirpes Sp245 e
Sp7 de A. brasilense.

Genes de A. brasilense Sp7 supostamente envolvidos no processo de
motilidade foram identificados através de seis delecbes geradas no plasmideo p90
(Croes et al.,, 1991, citados por Vande Broek & Vanderleyden, 1995). A
comparagdo dos mutantes correspondentes por delecdo com a estirpe selvagem
revelou a presenca de trés loci envolvidos com a motilidade (Motl1, Mot2 e Mot3).
Motl e Mot2 afetaram a motilidade da bactéria em meio sélido, mas nao em meio
liguido. O mutante gerado pela delecéo do locus Mot3 mostrou-se completamente
imovel em meio sélido e liquido (Croes et al., 1991, citados por Vande Broek &
Vanderleyden, 1995) ndo apresentando os flagelos laterais e polar (Croes et al.,
1993). Este mutante apresentou também uma reduzida capacidade de adsorcéo
as raizes de trigo e colonizacdo. Fora a auséncia da proteina do flagelo, a
flagelina, nenhuma diferenca nos perfis eletroforéticos 2D-PAGE das proteinas
extema e totais da membrana entre a estirpe selvagem e o mutante Mot3 foi
observada (Croes et al., 1993). Nao foram observadas diferencas na capacidade

de adsorcdo das ceélulas de Azospirillum que cresceram em meio solido
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(possuidoras de flagelos laterais e polar) e meio liquido (possuidoras do flagelo
polar unicamente). Os autores sugeriram que o flagelo polar, ou algum
componente deste, poderia estar envolvido na primeira etapa do processo de
adeséo.

A inducao da expressao do flagelo lateral em A. brasilense Sp7 foi
investigada através da fuséo lafl::gusA (Moens et al., 1996, citados por Moens &
Vanderleyden, 1997); o gene lafl codifica a flagelina do flagelo lateral de A.
brasilense (Moens et al., 1995, citados por Moens & Vanderleyden, 1997). O
"cross-linking” de bactérias possuidoras do flagelo polar com um antisoro
policlonal flagelo polar especifico induziu a expressao da fusdo lafl::gusA,
indicando que a inducéo da expresséao dos flagelos laterais surge pelo bloqueio
rotacional do flagelo polar (Moens & Vanderleyden, 1997). Em condi¢fes de
temperatura controlada (23° C), a expressao da fusédo foi sensivelmente reduzida
em um mutante contendo um cassete de resisténcia & canamicina inserido num
suposto regulador transcricional (lafR). Este resultado indica que a temperatura é
capaz de afetar a expressao dos flagelos laterais. Adicionalmente, Moens &
Vanderleyden (1997) ndo observaram, num ensaio de coloniza¢cdo de raizes de
trigo, diferencas entre um mutante lafl e a estitpe selvagem. Tampouco a fusao
lafl::gusA foi induzida.

Mutantes pleiotropicos incapazes de metabolisar nitrato, fixar nitrogénio e
se locomover foram obtidos através de muta¢gdes pontuais no gene rpoN (Pereg-
Gerk et al., 1997). A ndo motilidade foi atribuida a auséncia dos flagelos laterais e

polar. Pouca ou nenhuma colonizagéo da superficie radicular pelos mutantes rpoN
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foi observada e as bactérias permaneceram confinadas a regido dos pelos
radiculares (Pereg-Gerk et al., 1997). Os autores concluiram, em funcéo destes
resultados, que o gene rpoN exerce um controle no processo de colonizagao.

A complementacéo genética de um mutante espontaneo néo floculante de
A. brasilense (Katupitiya et al., 1995, citados por Pereg-Gerk et al., 1997) permitiu
a identificacdo de um novo gene regulatorio, flcA. A andlise do processo de
floculacdo através de microscoOpia eletrbnica revelou importantes alteracdes
morfoldgicas entre a estirpe selvagem e os mutantes ndo floculantes contendo
uma insercdo Tn5 na sequéncia codificadora flcA (Pereg-Gerk et al., 1997). O
gene flcA controla a agregacao das células, a formacdo do revestimento extemo e
do material capsular e a secrecdo de polissacarideos que formam a rede que
envolve as células bacterianas. Em associacdo com as raizes, os mutantes Tnb
apresentaram feicOes semelhantes as suas formas vegetativas e este fato foi
correlacionado com uma intensa diminui¢cdo da colonizacdo da superficie. Pereg-
Gerk et al. (1997) sentiram-se tentados a concluir que o gene ficA é responsavel
pelo controle da diferenciacdo das células em cistos associados as raizes.

Com o desenvolvimento de ferramentas moleculares bésicas para o estudo
genético de Azospirillum, varios genes envolvidos no processo de interacdo
(exercendo talvez uma influéncia num eventual mecanismo de especificidade?)
foram identificados, tomando Azospirillum uma das bactérias associativas
promotoras de crescimento mais bem caracterizadas. A anéalise das sequéncias
homélogas nod e chv, das seqliéncias complementares exo, dos genes

associados a motilidade e floculagédo, enfim, o entendimento dos mecanismos de
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atuacao destes e outros genes podera esclarecer diversas duvidas relativas a
associacdo e, em Jultima andlise, relativas a diversidade populacional e
subpopulacional de Azospirillum. Entretanto, e principalmente pela falta de um
fendtipo diagndstico da planta capaz de revelar claramente a ocorréncia das
deficiéncias no processo de interacdo, a analise genética dos mecanismos
envolvidos na associacdo ainda é de dificil execucdo (Vande Broek &

Vanderleyden, 1995).

2.4- Especificidade Hospedeira: Objeto de Controvérsia

Um dos aspectos mais intrigantes e controversos relativos a associagcdo
Azospirillum - planta diz respeito a questédo da especificidade hospedeira. Até o
presente momento, ndo se obteve nenhuma evidéncia inequivoca da ocorréncia
deste fenémeno.

Em meados da década passada, Débereiner (1981) e Baldani et al. (1983)
ressaltaram a importancia do conhecimento dos fenémenos de especificidade
hospedeira através de estudos de inoculacdo de gramineas com Azospirillum. Em
milho e trigo inoculados, respectivamente, com estirpes especificas de A.
lipoferum e A. brasilense, foram observados aumentos significativos na
incorporacdo de nitrogénio (Dobereiner, 1981). De fato em trigo, somente as

estirpes homologas de A. brasilense foram capazes de promover na fase de
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enchimento de graos, aumentos significativos no N total acumulado na parte aérea
(Baldani et al., 1983).

Baldani & Ddbereiner (1980, 1981) e Baldani (1980) demonstraram, através
de métodos fenotipicos tradicionais, um certo grau de especificidade por diferentes
espécies de Azospirillum na infeccéo de raizes de milho, trigo e arroz cultivados
em casa de vegetacdo. Raizes de trigo e arroz, de sequeiro e irrigado (Cs), foram
infectadas predominantemente por estirpes de A. brasilense, ao passo que as
raizes de milho (C4) foram infectadas em sua maioria por A. lipoferum. Em
condicbes de campo, as estirpes apresentaram um padrdo de infeccdo
sernelhante; trigo sendo preferencialmente infectado por estirpes de A. brasilense
e milho por estirpes de A. lipoferum. O estabelecimento preferencial de A.
lipoferum em raizes esterilizadas de milho, observado posteriormente, reforgcou as
evidéncias obtidas nos experimentos conduzidos em casa de vegetacao e no
campo (Dobereiner, 1983). Entretanto, os resultados obtidos com arroz de
sequeiro, cultivado em condi¢cbes de campo, ndo foram confirmados, ja que a
maior parte dos isolados das raizes lavadas foi identificada fenotipicamente como
A. lipoferum nir~ (Baldani, 1984). Baldani (1984) observou o estabelecimento de A.
amazonense na maioria das amostras das raizes de arroz, sorgo e milho,
cultivados em dois solos distintos, Itaguai e Ecologia, conduindo que, embora
estes e outros resultados sugerissem a ocorréncia de uma certa especificidade na
infeccdo de gramineas pelas espécies A. lipoferum e A. brasilense, 0 mesmo

parecia nao ocorrer com a espécie A. amazonense.
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Diferencas nos padrées de infeccdo de gramineas Cz e C4 por Azospirillum
foram obsenradas através de métodos de cultivo tradicionais (Rocha et al., 1981,
Baldani et al., 1981). Sorgo e diversas gramineas forrageiras C4 (P. maximum, D.
decumbens, C. dactilon, Pennisetum purpureum e Brachiaria sp.) foram
preferencialmente infectados por A. /ipoferum, ao passo que cereais de clima
temperado C3 (aveia, cevada e centeio) foram infectados por A. brasilense. Cana-
de-acucar, entretanto, apresentou um comportamento distinto. Apesar de
apresentar via fotossintética Cs, foi infectada preferencialmente por A. brasilense.

Efeitos morfogenéticos nos pelos radiculares da variedade de trigo BH 1148
foram atribufdos a estirpes de Azospirillum distintas (Patriquin et al., 1983).
Estirpes homologas (isoladas das raizes esterilias da mesma planta)
promoveram a deformacao de uma maior quantidade de pelos radiculares (‘tuning
forks”) do que as estirpes heterologas (isoladas de outras plantas), o que
evidenciou, de certa forma, um certo grau de especificidade (Patriquin et al.,
1983). A avaliagcéo de outras variedades de trigo demonstrou também que nédo so
as estirpes, mas também a cultivar, podem exercer uma influéncia na deformacéao
dos pelos radiculares (Jain & Patrquin, 1983a, citados por Baldani, 1984).

Por outro lado, resultados obtidos através dos estudos com as estirpes Cd e
Sp7 de A. brasilense ndo indicaram a ocorréncia de especificidade hospedeira
(Bashan & Levanony, 1999, citando diversos autores). Mais recentemente, Bashan
& Holguin (1997) com base em relatos atualizados da ocorréncia de Azospirillum
em diversas espécies vegetais até entdo ndo reconhecidas como hospedeiras,

sugeriram que as estirpes de Azospirillum ndo apresentam preferéncia por
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qualquer tipo de planta, podendo ser desta maneira aplicadas em plantas sem
histérico prévio da presenca da bactéria. Por exemplo, duas estirpes de A.
lipoferum foram capazes de promover um aumento significativo no crescimento de
plantas de girassol (Fages & Arsac, 1991, citados por Bashan & Holguin, 1997)
assim como a estirpe Cd de A. brasilense o fez em plantas de aveia (Zaady et al.,
1993, citados por Bashan & Holguin, 1997). Estirpes de Azospirillum promoveram
alteracdes significativas nos parametros fisioldgicos, de crescimento e de
produtividade das plantas de cenoura, batata doce, cactus e 4 espécies tropicais
nigetianas (para uma revisao, vide Bashan & Holguin, 1997). A estes trabalhos
mais recentes somam-se aqueles, onde se relata a promog¢&o do crescimento em
tomate, beringela, pimenta e algodao, e a capacidade da bactéria em colonizar,
pelo menos, 84 espécies de plantas, das quais 48 consideradas invasoras
(Bashan & Holguin, 1997).

Azospirilum é comumente encontrado em gramineas, embora diversos
estudos ja tenham demonstrado a sua ocorréncia em outros grupos de plantas. A
bactéria ja toi detectada nas raizes de coqueiro, nos nodulos das raizes, nddulos
do colmo e no colmo de Aeschynomene indica e Aeschynomene aspem (para
uma reviséo, vide Bashan & Holguin, 1997). Uma bactéria semelhante a A.
brasilense toi isolada das raizes de 5 plantas cultivadas ndo pertencentes ao
grupo das gramineas (Spinacia oleracea, Brassica chinensis, Brassica rapa var.
pervidis, Glycine max e Cucumis sativus) (Gamo & Ahn, 1991, citados por Bashan

& Holguin, 1997). Bashan e Holguin (1997) concluem que Azospirilum pode ser
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considerado uma bactéria de ocorréncia universal, encontrada praticamente em
qualquer ambiente.

O conflito de opinibes gerado pelos resultados aparentemente antagdnicos
citados anteriormente é fruto das dificuldades em se determinar com exatidao e
clareza a ocorréncia de especificidade na associagdo Azospirillum - planta. A
ubiglidade de Azospirillum, demonstrada pelos estudos mais recentes, ndo pode
ser contestada. Entretanto, a exclusdo de toda e qualquer possibilidade de
ocorrércia de especificidade hospedeira, como sugerida por Bashan & Holguin
(1997) nos parece um tanto quanto precipitada. E possivel que a especificidade
da interagdo ocorra de maneira menos estrita e intensa e sim de uma maneira
mais geral, ndo tao evidente (Fedi et al., 1992, citados por Del Gallo & Fendrik,
1994). Ha, de fato, indicios de que a interacdo especifica possa ocorrer no nivel
de estirpes e ndo no de espécies (Bashan & Levanony, 1990). Ademais, a
inexisténcia de testes comparativos para estirpes obtidas de diversas origens em
diferentes plantas e o nimero reduzido de estirpes avaliadas até o presente
dificultam a determinacgéo da ocorréncia de especificidade hospedeira (Bashan &
Levanony, 1990).

As ferramentas metodoldgicas disponiveis podem também causar
dificuldades adicionais para a caracterizacdo das populagdes de Azospirillum e
para a determinacao da ocorréncia de especificidade hospedeira. Boa parte das
investigacdes realizadas anteriormente, por exemplo, limitou-se a caracterizar
parcial- e fenotipicamente os isolados. Uma grande limitacdo desta abordagem se

deve ao fato de que o fendtipo de uma bactéria pode ndo expressar
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necessariamente as reais condicdes de semelhanca e parentesco existentes -
estes, em JUltima andlise, sdo determinados pelo gendétipo (Untereiner &
Vancanneyt, 1997). Isto é particularmente verdadeiro quando se analisa grupos de
microrganismos evolutivamente muito proximos (estirpes de uma mesma especie,
por exemplo). Uma segunda grande limitacdo que impede a caracterizacao
precisa da diversidade microbiana nativa é causada pelo emprego de técnicas de
cultura pura e cultivo tradicionais. A despeito da tremenda utilidade e importancia
para o desenvolvimento das ciéncias microbiolégicas, estas técnicas s&o
altamente inadequadas para descrever e caracterizar as complexas comunidades
de microrganismos nativos (De Long, 1996). Estima-se, por exemplo, que 95 a
99% dos microrganismos existentes ndo possam ser cultivados em meios de
cultura tradicionais, 0 que representa um vasto universo de microrganismos nao
caracterizados (Amann et al., 1995; Bloomfield et al., 1998) que permanecem
ocultos aos olhos dos pesquisadores. Dependendo do solo em estudo, as
populagbes nativas de microrganismos ativos e quiescentes podem ser
subestimada em pelo menos uma ou duas ordens de magnitude (Hartmann et al.,
1997). Infelizmente, a maioria dos estudos realizados anteriormente empregou
meétodos de cultivo tradicionais, tais como os métodos de contagem em placa e
nimero mais provavel, para quantificar as populacées bacterianas do solo e das
raizes.

Entender como 0s microrganismos sobrevivem em seus microhabitats e
interagem com o ambiente quimico, fisico, com a populacdo nativa e seus

eventuais hospedeiros tornou-se ndo somente o principal objetivo das
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investigacdes ecologicas, mas também, essencial para a deterrninacdo da
ocorréncia de especificidade hospedeira. Nos ultimos anos, tomou-se 6bvia que a
avaliacdo e identificacdo precisa de um microrganismo so seria possivel através
de abordagens mais refinadas. Os métodos de deteccéo e identificacdo in situ e a
caracterizacdo polifasica, dentre outras, surgem como altemativas mutuamente
complementares e essenciais para a correta analise das populacdes de bactérias.
A identificacdo e a deteccdo de microrganismos in situ viabilizaram o estudo do
comportamento das populagbes bacterianas em seu microambiente natural.
Métodos imunoldgicos (Schloter et al., 1994; Schloter et al., 1995; Hartmann et al.,
1997) e de hibridizagdo in situ (Hartmann et al.,, 1995; Hartmann et al., 1997,
Kirchhof et al., 1997a), por exemplo, aliados a modernas técnicas de microscopia
e analise de imagens, sdo capazes de fomecer informacbes sobre a identidade e
distribuicdo espacial de células bacterianas no solo e nas raizes. A abordagem
polifasica (Gillis & Reinhold-Hurek, 1994; Colwell, 1970, citada por Vandamme et
al., 1995; Stackebrandt, 1996; Colwell, 1996), por sua vez, ndo s6 analisando
dados fenotipicos, mas também genotipicos, filogenéticos e de
comunidade/habitat, € capaz de, dentro de certos limites, ampliar sob diversos
aspectos o nivel de informagdes sobre determinados microrganismos, o que
permite sua identificacdo mais precisa. Na realidade, a abordagem polifasica pode
ser descrita como a integracdo dos diferentes conhecimentos e informacdes sobre
um determinado microrganismo, representando essencialmente um tipo de
taxonomia consensual (Vandamme et al., 1995). Esta abordagem, entretanto,

exige uma série de procedimentos e analises trabalhosas e demoradas, que a
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tornam inadequada para a rapida caracterizacdo de um grande numero de
microrganismos.

A ocorréncia de especificidade hospedeira s6 sera confirmada através da
correta e detalhada caracterizacédo e identificagdo dos microrganismos envolvidos
na associacao. Entretanto, e na falta de métodos mais adequados que permitam a
rapida analise de um grande numero de bactérias, indicios ou evidéncias da
ocorréncia daquele fenbmeno poderiam ser obtidas através de uma ou poucas
metodologias que descrevessem com razoavel precisdo os padrdes de
diversidade existentes. A abordagem molecular, especificamente a abordagem
genotipica, surge como um altemativa poderosa e eficiente para a rapida
caracterizacdo da diversidade populacional e subpopulacional de microrganismos

e a identificacdo das relacBes ecoldgicas existentes no ecossistema natural.

2.5- A Abordagem Molecular e os Estudos de Diversidade

Nos ultimos anos, avancos consideraveis foram feitos no desenvolvimento
de ferramentas moleculares para a identificacdo especifica de bactérias (Kirchhof
et al, 1997c). Andlises comparativas das sequéncias dos genes ribossomais (Fani
et al.,, 1995; Bally et al., 1995; Dekhil et al., 1997) hibridizagbes com sondas
geradas a partir das sequéncias 16s e 23s DNAr (Dung et al., 1995; Hartmann et

al., 1995; Kabir & Faure, 1995; Kabir et al., 1996; Kirchhof et al., 1997b), anélises
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dos padrbes de amplificacdo RAPD (DNA polimérfico amplificado aleatoriamente),
rep e interLINE (seqliéncias palindrbmicas extragénicas repetidas) (Fani et al.,
1995; Kabir et al., 1996; Kirchhof et al., 1997b), restricdo e eletroforese em gel
submetido a um campo pulsatil (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE)
(Gundisch et al., 1993), ribotipagem (Gundisch et al., 1993; Dung et al., 1995) e
analises de restricdo do DNA (DNA total, DNA ribossomal amplificado - ARDRA,
da regido intergénica 16s-23s DNAr - IGS - e operon da histidina) (Gilindisch et
al., 1993; Fani et al., 1995; Grifoni et al., 1995) sdo algumas das ferramentas
utilizadas nos estudos de diversidade, caractetizacdoe identificacédo de isolados
bacterianos. Algumas destas técnicas séo capazes de promover a identificacdo e
a discriminacdo das bactérias no nivel das espécies (hibridizacgbes com sondas
16s e 23s DNAr). Algumas chegam mesmo a identificar subgrupos (analises
comparativas das seqléncias dos genes ribossomais, ARDRA, analise de
restricdo da IGS) ou mesmo estirpes (RAPD, rep-PCR, interLINE, PFGE,
ribotipagem, analise de restricdo do operon da histidina) dentro de uma mesma
espécie (Vandamme et al., 1995; Bashan & Holguin, 1997; Rademaker & De
Brujin, 1996).

Fani et al. (1995), por exemplo, determinaram as relacdes filogenéticas de
17 estirpes de Azospirillum (14 pertencendo as 5 espécies até entdo conhecidas e
3 ndo possuindo uma colocacdo taxondmica definida) com base no
sequenciamento integral dos genes 16s DNAr amplificados. As relagOes
filogenéticas entre as 5 espécies determinadas pelo seqiienciamento mostraram

se congruentes com resultados fenotipicos e moleculares - analise de restricdo do
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operon da histidina e analise dos padrbes de amplificacdo RAPD -
preliminarmente obtidos. O género Azospirillum constitui, aparentemente, uma
entidade filogenética separada, na qual A. brasilense e A. lipoferum estdo muito
proximos e A. amazonense mais afastado (Fani et al., 1995) As sequéncias dos
genes 16s DNAr de 5 espécies de Azospirillum foram determinadas parcialmente
e comparadas com as seqléncias ribossomais de bactérias pertencentes a
subdivisdo a das Proteobactéria (Bally et al., 1995). Um dendrograma gerado pelo
algoritmo Neighbour-Joining revelou que as 5 espécies de Azospirillum formam um
grupo filogenético discreto e significativo, relacionado intimamente com
Magnetospirillum magnetotacticum e Rodospirillum rubrum. Mais recentemente,
através de caracterizacdes fenotipicas e analises das sequéncias dos genes 16s
DNAr, Dekhil et al. (1997) tomaram evidente a grande similaridade existente entre
Conglomeromonas largomobilis subsp. largomobilis e as espécies do género
Azospirillum. Os autores propuseram reclassificar aquela espécie, transferindo-a
par o género Azospirillum como Azospirillum largomobile comb. nov., e promover a
espécie Conglomeromonas largomobilis subsp. parooensis sp. nov. a nova
espécie - tipo. As evidéncias observadas (um segundo subgrupo formado pelos
algoritmos de agrupamento) poderiam também servir de argumento para a
transferéncia de A. amazonense e A. irakense para um novo género. Entretanto,
em funcdo da auséncia de caracteristicas fenotipicas discriminatérias, nenhuma
proposicdo semelhante poderia ter sido feita de imediato.

Usando 3 sondas espécie-especificas geradas a partir dos genes 16S

DNAr, Kabir & Faure (1995) foram capazes de identificar 154 estirpes, isoladas do
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solo e do rizoplano de sorgo, como Azospirillum sp. Cento e cinqlienta e uma
estirpes foram identificadas como A. brasilense, pois apresentaram sinais positivos
de hibridizacdo com a sonda Aba (especifica para A. brasilense e A. amazonense)
e padrbes fenotipicos e bioquimicos caracteristicos da espécie, e somente 3
foram identificados como A. lipoferum, pois apresentaram sinais com a sonda Al
(especifica para A. lipoferum) e padrdes fenotipicos caracterlsticos. Nenhum sinal
foi observado nas hibridizacdes com a sonda Al (especlfica para A. irakense). Um
estudo comparativo das populagds de Azospirillum em um solo infestado ou néo
pela espécie invasora Striga sp. em Mali, foi realizado (Kabir et al., 1990). Setenta
e dois isolados, presumidamente pertencentes ao género Azospirillum, foram
obtidos dos solos infestados e ndo infestados. Através de experimentos de
hibridizacdo com sondas direcionadas a subunidade 16s RNAr e testes
bioquimicos, sessenta e dois isolados foram identificados como A. brasilense e
dois como A. /ipoferum. A analise dos perfis de amplificacdo rep (ERIC-PCR)
mostrou as diferencas existentes entre os padrbes dos isolados dos solos
infestados e ndo infestados, indicando que a espécie invasora exerce uma
influéncia na diversidade génica da bactéria (Kabir et al., 1996). Bactérias
diazotroficas endofiticas, isoladas de P. purpureum, Miscanthus sinensis,
Miscanthus sacchariflorus e Spartina pecfinafa, foram caracterizadas fenotipica- e
genotipicamente através de testes morfologicos e fisiologicos e do uso de sondas
oligonucleotidicas (Kirchhof et al., 1997b). Diversos isolados foram identificados
como A. lipoferum e Herbaspirilum seropedicae. Outros, entretanto, foram

identificados como pertencentes ao género Herbaspirilum, possivelmente
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representando uma nova espeécie. Através da analise dos padrdes de amplificacéo
interLINE, descobriu-se que a diversidade génica entre estes isolados era limitada.
Este fato poderia indicar a existéncia de adaptacdo dos isolados as condicOes
especificas existentes no interior das plantas (Kirchhof et al., 1997b).

A eletroforese em gel submetido a um campo pulsatil (pulsed-fleld gel
electrophoresis - PFGE) foi utilizada por Giindisch et al. (1993) para analisar 0
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP) de estirpes de
A. brasilense e A. lipoferum. A separacdo evidenciou um padrdo de bandeamento
estirpe-especifico em quase todos os casos. Apos a transferéncia dos fragmentos
de restricdo pelo método de Southem e a hibridizagdo com sondas 23s RNAr
(ribotipagem), as espécies puderam ser identificadas. Os autores concluiram que
a combinacdo de ambos os métodos tomou possivel a identificacdo de reisolados
do solo no nivel especifico e de estirpes. Dung et al. (1995) caracterizaram
fenotipicamente 51 estirpes de Azospirillum isoladas do solo e das raizes de arroz
cultivado no norte do Vietnd. Experimentos de hibridizagdo com sondas
direcionadas a regido 23s DNAr e a andlise dos padrdes de hibridizacdo da sonda
16s DNAr com os fragmentos de restricdo do DNA total (ribotipagem) confirmaram
os resultados obtidos anteriormente. Dos cinglienta e um isolados analisados, a
maioria foi identlficada como A. brasilense, alguns como A. lipoferum e dois como
possivelmente um novo grupo de Azospirillum (Dung et al., 1995).

Perfis de diversas estirpes de Azospirillum foram analisados através da
restricdo dos genes 16s DNAr amplificados (anélise de restricdo do DNA

ribossomal amplificado - ARDRA) e da restricdo dos genes biossintéticos da
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histidina (RFLP do operon da histidina) (Grifoni et al., 1995). As evidéncias obtidas
revelaram que ARDRA é uma ferramenta de facil e rapida execucdo, cujos
resultados podem ser prontamente reproduzidos, e se presta enormemente para a
identiicacao de estirpes de Azospirillum no nivel de espécies. O RFLP do operon
da histidina permitiu, em muitos casos, a diferenciagdo de estirpes de uma mesma
espécie. Ambas as analises geraram padrdes equivalentes de agrupamento das
estirpes e de agrupamento de novos isolados (Grifoni et al., 1995).

Lemanceau et al. (1995) avaliaram, através de métodos fenotipicos
(bioquimicos e fisiologicos) e moleculares (rep-PCR), os efeitos das plantas de
linho e tomate sobre a diversidade de Pseudomonas do tipo fluorescente isolada
de um solo ndo cultivado e da rizosfera, rizoplano e tecido radicular. Os resultados
obtidos através dos testes fenotipicos indicaram que, de uma maneira geral, as
populacdes isoladas do solo sdo diferentes daquelas isoladas das plantas. As
diferencas entre as bactérias isoladas do solo nédo cultivado e as isoladas do
tecido radicular de linho foram particularmente profundas. O efeito de selecéo da
planta foi mais intensamente expresso em plantas de linho do que de tomate,
indicando que a selecdo foi, a0 menos parcialmente, especifica. Lemanceau et al.
(1995) observaram também uma boa correlacdo entre as caracterizagdes
fenotipica e genotipica efetuadas. Por sua vez, a diversidade de Pseudomonas do
tipo fluorescente, isolada de dois solos ndo cultivados e dos tecidos radiculares de
linho e tomate cultivados nestes dois solos, foi fenotipica- (métodos bioquimicos e
fisiolégicos) e genotipicamente (ARDRA, rep-PCR e perfil de plasmideos)

analisada (Latour et al., 1996). A analise numérica das caracteristicas fenotipicas
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permitiu o agrupamento dos isolados que apresentaram um alto nivel de
similaridade, indicando que tanto o solo quanto a planta exercem uma influéncia
na diversidade populacional de Pseudomonas. Entretanto, dentre os dois fatores
estudados, o solo foi 0 que exerceu a maior influéncia. A diferenca entre as
populacdes isoladas das plantas cultivadas em um solo e outro poderia ser
atribuida as diferencas entre as populagGes isoladas do interior de um e outro
solo. A selecdo exercida pela planta foi, ao menos parcialmente, especifica, nao
sendo, entretanto, correlacionada com as espécies bacterianas e biovares ou a
presenca de DNA plasmidial (Latour et al., 1996). Os autores observaram também
uma boa correlacdo entre as caracterizacfes fenotipica e a promovida pela
analise dos perfis de amplificacdo rep

Nos ultimos 10 anos, a andlise do polimorfismo dos fragmentos de restri¢do
da regido intergénica 16s-23s DNAr surgiu como mais uma metodologia
alternativa para a caracterizacdo das populacées de microrganismos (Navarro et
al.,, 1992; Hamsawa et al., 1993; Laguerre et al., 1996; Paffetti et al., 1996). A
regido intergénica € conhecida por apresentar variacdes significativas no
comprimento e na estrutura seqgiencial, tanto no nivel genérico como no
especifico (Hamsawa et al., 1993). Laguerre et al. (1996), por exemplo,
promovem a caracterizacdo de 43 estirpes de Rhizobium leguminosarum
biovares viciae, trifolii e phaseoli através de duas abordagens: analise dos perfis
de amplificacdo de regides interrepetidas (REP-PCR e RAPD) e anélise do
polimorfismo dos fragmentos de restricdo das regides cromossomais (regido

intergénica 16s-23s DNAr) e simbidticas (nifDK e nodD) amplificadas. Os
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agrupamentos gerados tanto pelos perfis de amplificacdo REP quanto pelos
randémicos apresentaram uma boa correlacdo, com niveis de resolucao
equivalentes. A analise dos padrdes de restricdo da tegido intergénica 16S-23S
DNAr amplificada permitiu a diferenciacdo das estirpes no nivel intraespecifico. O
agrupamento das estirpes foi congruente com os agrupamentos gerados pelos
perfis de amplificacdo, ndo obedecendo, entretanto, os agrupamentos definidos
pelos biovares. Laguerre et al. (1996) afirmam que, através dos padrdes de
bandeamento facilmente analisaveis e reproduziveis gerados pela restricdo da
regido intergérica, toi possivel discriminar as estirpes até o limite determinado
pela elevada similaridade existente. Por sua vez, as andlises dos perfis de
amplificacdo REP e RAPD apresentaram o maior poder disctiminatério e a maior
rapidez de execucédo. Os padroes de bandeamento, entretanto, foram um tanto
quanto complexos e nao apresentaram a reprodutibilidade desejada.

A correta interpretacdo dos resultados fornecidos pelas analises genotipicas
A de fundamental importancia para a formulacdo de novas hipdteses e o
entendimento dos padrdes de diversidade populacional de microrganismos. Pouca
atencdo tem sido dada a correta avaliacdo das correlacdes entre os padrdes de
diversidade e os parametros ecologicos, ambientais e geogréaficos existentes. Os
padrbes de agrupamento de microrganismos gerados pelos algoritmos de
agrupamento convencionais podem ndo expressar claramente as eventuais
correlacdes existentes. Excoffier et al. (1992) desenvolveram uma abordagem
analitica, adequada para analise da variagcdo molecular dentro de uma mesma

espécie. Informacdes sobre a divergéncia dos perfis de restricdo (haplotipos) do
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DNA mitocondrial humano foram incorpomdas em uma analise hierarquica
(nested), cujo formato se assemelhou a andlise da variancia convencional e toi
definida por uma matriz dos quadrados das distancias entre todos os pares de
hapldtipos. Esta analise da variancia molecular (AMOVA) produziu estimativas dos
componentes da variancia que refletiram as correlacdes da diversidade haplotipica
em diferentes niveis hierarquicos. A significancia dos componentes da variancia toi
testada através de procedimentos permutacionais ndo paramétricos. Excoffier et
al. (1992) consideramm a AMOVA uma abordagem flexivel e coerente para
analise estatistica de dados moleculares. Por exemplo, a variacdo dos perfis de
amplificacdo RAPD dentro e entre as populacdes naturais heterogéneas da
espécie vegetal Buchloé dacty/oides (Nutt.) Engelm. (Huff et al., 1993) e a
discriminacdo das estirpes de Verticillium album-atrum isoladas de alfafa e batata
por marcadores RAPD (Barasubiye et al., 1995) fomm determinadas, em ultima
analise, pela AMOVA. A determinacdo da diversidade génica de populacbes de R.
meliloti isoladas de diferentes variedades de Medicago sativa (Paffetti et al., 1996)
e a caracterizacdo das estirpes de Saccharomyces spp., determinando as
correlacBes entre distancia genética e origem ecoldgico ou geografica (Guillamén
et al., 1996), sdo dois outros exemplos, onde as potencialidades desta ferramenta

estatistica foram intensamente exploradas.



40

2.6- A Estrutura do Trabalho da Tese

Pouco se sabe a respeito dos padrdes de cotonizacdo, sobrevivéncia e
diversidade populacional da bactéria diazotréfica endofitica facultativa A.
amazonense. A grande maioria dos estudos realizados anteriormente concentrou
suas investigagdes em algumas poucas estirpes das espécies A. brasilense e A.
lipoferum.

InvestigacGes fenotipicas realizadas anteriormente reveiaram que A.
amazonense ocorre indiscriminadamente associada as raizes de trés cereais com
vias fotossintéticas distintas, arroz (Cs), sorgo e milho (C4) (Baldani et al., 1984). A
determinacdo da estrutura populacional destes microrganismos, através de
técnicas mais refinadas, poderia ser extremamente Util para a obtencéo de novas
informagdes sobre os padrdes de sobrevivéncia da bactéria na regido radicular e a
ocorréncia de especiticidade hospedeira. Em nosso estudo, procuramos
caracterizar a diversidade génica de 72 isolados de A. amazonense associados as
raizes de arroz, milho e sorgo, cultivados em dois solos distintos, através de
experimentos de hibridizacdo com sondas oligonudeotidicas 23s DNAr grupo-,
género- e espécie-especificas e de analises de restricdo da regido intergénica
16s-23s DNAr. Através de metodologias estatisticas adequadas, procuramos
paralelamente encontrar evidéncias da existéncia de um eventual efeito

discriminatoério exercido pelo solo e/ou planta.



3- OBJETIVO

Caracterizar a diversidade génica de isolados de A. amazonense
associadas as raizes dos cereais arroz, sorgo e milho, cultivados em dois solos
distintos, Itaguai e Ecologia, procurando encontrar paralelamente evidéncias da

existéncia de um eventual efeito discriminatdrio exercido pelo solo e/ou planta.



4- MATER/AIS E METODOS

4.1- Isolados Bacterianos

Da colecao de culturas da Embrapa: Agrobiologia foram utilizados 72 isolados de
A. amazonense. Estes isolados, selecionados em funcdo de sua
representatividade e estado de conservacao, foram coletados do solo da rizosfera,
das raizes lavadas e das raizes esterilizadas de trés cereais com vias
fotossintéticas distintas, arroz (Oryza sativa; C3,; variedade IAC-25, milho (Zea
mays; C4; variedade IPEACS Sintético) e sorgo granifero (Sorghum bico/oc C4;
variedade Pioneer B-815) por sua vez, cultivados simultaneamente em um solo
Podzolico Vermelho-Amarelo (série Itaguai) e um solo Hidromérfico Cinzento
(série Ecologia), na area do campo experimental da Embrapa-Agrobiologia
(Baldani, 1984) (tabela 1). Os isolados de milho foram coletados no inicio da

floracdo, no inicio da formagdo da inflorescéncia feminina e da fase de enchimento
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Tabela 1. Origem dos 72 isolados e das estirpes de referéncia e tipo de A. amazonense.

Isolado/Estirpe Solo Planta Amostra Referéncia
Ya 64,76,80 itagual® Arroz Solo da Rizosfera Baldani (1984)
Ya 9, 39, 95 ttagual Arroz Raizes Lavadas "

Ya 20,47,92 Itagual Arroz Raizes Esterilizadas © :

Ya 14,56, 74 Itagual Arroz Raizes Esterilizadas ™0 H

Ym 610,148 ttagual Milho Solo da Rizosfera "

Ym 4, 11, 54, 69 ltagual Mitho Raizes Lavadas "

Ym 5, 56, 120 ltagual Mitho Raizes Esterilizadas

Ym 9,49,127 Itagual Mitho Raizes Esterilizadas +d

Ys 6,45, 58 ttagual Sorgo Solo da Rizosfera

Ys 5,41,65 ttagual Sorgo Raizes Lavadas

Ys 14,38,32,60 ttagual Sorgo Raizes Esterilizadas ©

Ys 17,34,61 itagual Sorgo Raizes Esterilizadas +d :
EYa37 Ecologia® Arroz Sdo da Rizosfera "

EYa 13,68,90 Ecologia Arroz Raizes Lavadas

EYa 22,44,75 Ecologia Aoz Raizes Esterilizadas ¢

EYa 18,73,88 Ecologia Arroz Raizes Esterilizadas +d )

EYm 67,92, 97 Ecologia Milho Solo da Rizosfera “

EYm 42, 72, 131 Ecologia Milho Raizes Lavadas "

EYm 61,133,145 Ecologia Milho Raizes Esterilizadas ° :

EYm 15, 68, 95 Ecologia Milho Raizes Esterilizadas +d '

EYs S14,37,89 Ecologia Sorgo Solo da Rizosfera

Evs S-2,43,81 Ecologia Sorgo Raizes Lavadas

EYs 12,66,90 Ecologia Sorgo Raizes Esterilizadas ©

EYs 70, 85, 87 Ecologia Sorgo Raizes Esterilizadas +d

Y1 Ecologia Digitaria decumbens Raiz Esterilizada Magalhdes et al. (1983)
Y2 Ecologia Hyparrhenia rufa Raiz Esterilizada “

Y3 Ecologia Digitaria decumbens Raiz

Y6 Ecologia  Pennisetum purpureum Raiz Esterilizada

a: Solo Podzélico Vermelho-Amarelo (Série Itaguai). b: Solo Hidromoérfico Cinzento (Série Ecologia). c: Raizes
esterilizadas em clomanina-T 1%, segundo metodologia descrita por Baldani (1984). Os tempos de esterilizac&o foram de 5
min. para milho e sorgo e 1 min. para armoz. d: Raizes esterilizadas. Os tempos de esterilizagio foram de 60 min. para
milho, 30 min. para sorgo e 15 min. para arroz.
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de grdos. Os isolados de arroz e sorgo o foram no inicio da fase de enchimento de
grdos, inicio da maturacdo e maturacdo completa (Baldani, 1964). A estirpe tipo,
Y1, e as de referéncia, Y2, Y3 e Y6, foram também incluidas.

Para todos os efeitos, considerou-se os isolados das raizes lavadas e
esterilizadas como sendo isolados do rizoplano e do interior radicular,
repectivamente.

Neste estudo, salvo uma observacdo em contrario, referiremo-nos aos
isolados coletados do solo Itaguai ou Ecologia, independentemente da planta ou
regido radicular de origem, como isolados do solo Itaguai e isolados do solo
Ecologia. O mesmo sentido deverda ser atribuido aos isolados de arroz, milho e

sorgo, desconsiderando-se o0 solo ou regido radicular de origem.

4.2- Caracteristica dos Solos.

Série Itaguai Classificado como um solo Podzélico Vermelho-Amarelo,
argila de atividade baixa, A moderado e textura argilosa segundo critérios
adotados pela DPFS (Camargo, 1966, citado por Ramos et al., 1973). A analise
quimica dos 20 cm superficiais do solo apresentou a seguinte composicdo em
meqs/ 100g de solo: 2,80 de Ca?t+Mg2*, 0,12 de K*, 0,02 de Na* e 0,00 de AI3*
Os teores de N, P e o valordo pH,,5 foram de 0,13%, 7 ppm e 5,3

respectivamente. A area experimental foi adubada com 160 kg de P,O5/ha na
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forma de superfosfato ~simples, 160 kg/ha de K,O como KCl e o pH foi elevado a

6,5 pela aplicacdo de 1 ton/ha de calcario.

Série Ecologia: Classificado como um solo Hidromoérfico Cinzento,
distréfico, A moderado e textura meédia segundo critérios adotados pela DPFS
(Camargo, 1966, citado por Ramos et al., 1973). A andlise quimica dos 20cm
superficiais do solo apresentou a seguinte composicdo em meqs/100g de solo:
1,40 de Ca®*+Mg®, 0,18 de K*, 0,03 de Na* e 0,00 de AI®* Os teores de N, P e 0
valor do pHHZO foram de 0,04%, 17 ppm e 5,4, respectivamente. A area
experimental foi adubada com 160 kg de P2Ostha na forma de superfosfato
simples, 160 kg/ha de K,0 como KCI e o pH foi elevado a 6,6 pela aplicacéo de 1

ton/ha de calcario.

4.3- Hibridizagcdo com Sondas 23S DNAr.

Extracdo do DNA - Método de Extracdo Alcalina: O DNA gendmico
bacteriano utilizado como molde para as amplificacdes da regido 23S DNAr foi
obtido através de um método rapido de extracéo alcalina adaptado de Audy et al.
(1996) e Wang et al. (1993). Um ml de uma suspensédo de céulas bacterianas
crescidas por 48 hs. em meio LGl + KNO3 (1g/l) liquido (Baldani, 1984) foi

centrifugado por 2 minutos a 10000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o pelete
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ressuspenso em 1 ml de agua Milli-Q estéril. Repetiu-se novamente a lavagem e
500 ul da suspensdo foram coletados e centrifugados. O pelete foi ressuspenso
em 500 ul de NaOH 0,5N, deixando-se a suspenséo repousar por 5 a 10 minutos.
Em seguida, 5 ul do lisado foram coletados e dissolvidos em 495 ul  de Tris-HCI
20mM (pH 8,0). Doze e meio ul da amostra foram adicionados a mistura reacional

de 25 pl.

Amplificacdo da Regido 23S DNAr: A reacdo de amplificacdo ocorreu em
25 pl de uma mistura reacional de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 1,5
mM, 100 uM de cada ANTP e 0,2 pM dos primers 939 V (5'- AGT AGY GGC GAG
CAA- 3) e 317 R (5- GTG WCG GTT TGG GGT A- 3’) (Ludwig et al., 1994),
contendo 1 U de Tag DNA Polimerase (GibcoBRL, Gaithersburg, E.U.A.) e 12,5 ul
de amostra de DNA molde. As condi¢Oes de termocidagem foram de: 1 ciclo
inicial de desnaturacdo (95°C por 3 min.) seguido por 35 ciclos intermediarios
(94°C por 30 segq., 48°C por 1 min. e 72°C por 1:30 seg.) e 1 ciclo terminal de
extensédo e resfriamento (72°C por 10 min. e 15°C por 10 min.). Os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose (1,2% em TAE
Ix, 72V, 60 min.), visualizados apo6s coloragdo com brometo de etidio e

fotografados sob iluminagdo ultravioleta com filme Polaroid tipo 667.
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Hibridizacbes Dot-Blot com Sondas Oligonucleotidicas 23S DNAr
Grupo-, Géneno- e Espécie-Especificas: Os fragmentos 23S rDNA amplificados
previamente foram imobilizados em membranas de nylon positivamente
carregadas e submetidos a experimentos de hibridizagdo com 4 sondas
oligonucleotidicas, EUB 1440, AZO 23S, AA 23S e Al 23S, marcadas com
Digoxigenina e ¥P, segundo metodologia descrita por Kirchhof & Hartmann

(1992). As caracteristicas e especificidades das sondas sdo descritas na tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas e especificidades das sondas oligonucleotfdicas

utilizadas nos experimentos de hibridizacao.

Sonda® Sequéncia Especificidade TD (Oc)b Referéncia

EUB 1440 5-GTTGGCTTAGAAGCAGCC-3' a-Proteobacteria 54 Kirchhof et al. (1998)

AZO 23S 5-GGGGCT(A/G)TTTCC(CIT)GG-3'  Azospirillum spp. 53 Kirchhof & Hartmann (1992)
AA23S 5-ACACCTCCATGGCACAC-3 Azospirillum amazonens e 54 Kirchhof & Hartmann (1992)
Al 23S 5-GCATACTGGTTTTCAG-3" Azospirillum irakense 46 Hartmann et al. (1995)

a: Sondas EUB 1440, AZO 23S e AA 23S foram marcadas com Digaxigenina. Sonda Al 23S foi marcada com 32pb:TD
(°C): Temperatura de dissociagéo.

4.4- Amplificacdo e Restricdo dos Fragmentos Intergénicos 16S-23S DNAr.

Extracdo do DNA Gendmico Bacteriano - Método Fervura: Este

procedimento, uma adaptacdo do método desenvolvido por Leonardo Cruz
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(comunicacédo pessoal), foi empregado para obtencdo do DNA utilizado como
molde para as amplificacdes da regido intergénica 16S-23S DNAr. Cinglienta pl de
uma suspensao de celulas bacterianas crescidas por 46 hs. em meio LGl + KNOg
(1g/D) liquido (Baldani, 1984) foram transferidos para microtubos de 0,5 ml e
dissolvidos em 450 ul de agua Milli-Q estéri. Em seguida, a suspenséo foi
homogeneizada, aquecida a 100% por 10 minutos e resfriada em gelo por um
periodo minimo de 5 minutos. Quatro pl da amostra foram adicionados a mistura
reacional de amplificacéo.

Amplificacdo da Regido Intergénica 16S-23S DNAr: A reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) ocorreu em 100 ul de uma mistura reacional de Tris-HCI 20
mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCI2 1,5 mM, 50 pM de cada ANTP e 0,2 pM de cada
primer, contendo 2 U de Ta9 DNA Polimerase (GibcoBRL, Gaithersburg, E.U.A.), 4
ul de amostra de DNA molde e agua sem DNAse. Os primers universais utilizados,
PHR (5-TGC GGC TGG ATG ACC TCC TT- 3') e P23 (5- GGT TCT TTT CAC
CTT TCC CTC- 3’) foram sintetizados com base em seqiiéncias conservadas dos
genes 16S e 23S ribossomais flanqueando a regido intergénica (Arturo et al.
1995). As condicdes de termociclagem foram de: 1 cido inicial de desnaturacao
(95°C por 3 min.) seguido por 30 ciclos intermediarios (94°C por 1 min., 60°C por
1 min. e 72°C por 3 min.) e 1 ciclo terminal de extensao e resfriamento (72% por
5 min. e 15°C por 15 min.). Os fragmentos amplificados foram separados por

eletroforese em gel de agarose (1,2% em TAE Ix, 72V, 60 min.), visualizados



49

apos coloracdo com brometo de etidio e fotografados sob iluminacéo ultravioleta

com o filme Polaroid 667.

Restricdo dos Fragmentos Intergénicos Amplificados: Os fragmentos
intergénicos amplificados previamente foram purificados com o kit de purificacdo
de produtos de PCR altamente purificado (Boehringer Mannheim, Alemanha,
segundo protocolo fornecido pelo fabricante) para a remocéo de substancias e
compostos que pudessem eventualmente interferir nas reagdes de restricdo. Os
produtos da amplificacéo foram incubados por trés horas com as endonucleases
de restricao tetraméricas Haelll, Alul, Mspl, Rsal e Cfol a 37°C, com a hexamérica
EcoRI a 37°C e com a tetramérica Taqgl a 65°C (Boehringer Mannheim,
Alemanha). Para um volume final de 25 pl, cada sistema de restricdo conteve 5 U
de enzima, 25 ul de tamp&do de reacdo 10x e 10 pl de amplificado. Apés a
clivagem, cada solugdo de restricdo foi concentrada para 4 ul e misturada com 2 pl
de tampdo de corrida. Cinco ul foram adicionados ao gel horizontal de
poliacrilamida na concentracdo de 6% e os fragmentos gerados foram separados
por eletroforese (MOPS 1x, 20°C, 200 V, 6 hs.) e visualizados apos coloracédo com

AgNO4 (detalhes descritos a seguir).

Gel de Poliacrilamida (6%): As placas de sustentacdo de vidro (SDS &

Native Page, IEF Kit, Pharmacia BioTech - Uppsala, Suécia) foram inicialmente

limpas com agua destilada, sabdo/agua e etanol 70%. Uma folha de acetato do kit
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com o lado hidrofobico foi colocada sobre uma placa de sustentacdo umedecida
com agua, as eventuais bolhas de ar foram eliminadas e a parte superior da folha
deixada para fora. Uma segunda placa de vidro foi presa firmemente a primeira
por grampos. Para completar o volume final de 45 ml, agua Milli-Q foi adicionada a
11,25 ml de Glicerina 40%, 9 ml de Poliacrilamida (30:0,5) e 0,9 ml de tampéao
MOPS 50x. Em seguida, 50 pl de APS e 75 ul de TEMED foram adicionados e a
solucdo resultante foi rapidamente vertida entre as placas de sustentacao,
evitando-se a formacdo de bolhas. Ap6s uma hora, as placas foram

cuidadosamente separadas e o0 gel retirado.

Corrida Horizontal do Gel: Os reservatorios de eletrélito do aparato de
corrida horizontal (MultiPhor 1l Unit, Pharmacia BioTech - Uppsala, Suécia) foram
preenchidos com uma tampao MOPS Ix. O gel foi colocado horizontalmente sobre
a placa de ceramica, evitando-se a formacdo de bolhas, e duas pontes com tiras
de papel de filtro, entre a solucéo tamp&o dos reservatorios e as partes anterior e
posterior do gel, foram feitas. O gel foi carregado com 5 ul de amostras e em
seguida coberto com a placa de vidro apropriada. A temperatura de resfriamento e
a voltagem foram ajustados para 20°C e 200V e a eletroforese foi iniciada. O

tempo de corrida foi de 6 a 8 hs.

Coloragdo com AgNOg3: Na etapa inicial de fixac&o, o gel foi lavado numa

solucédo de etanol 10%, acido acético glacial 0,5% por 3 min., duas vezes. Na
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etapa seguinte de coloragdo, foi imerso numa solugdo de AgNOg 0,1% por 10 min.
e em seguida, lavado em agua destilada por aproximadamente 10 seg., duas
vezes (OBS.: A solugdo de AgNO5 0,1% pode ser utilizada novamente por até 10
vezes, devendo ser, entdo, descartada em depdsito especial apropriado). Para a
revelacdo, o gel foi lavado por vinte min. em 250ml de solucdo de NaOH 1,5%,
NaBH, 0,01% e Formamida 0,015% recém preparada (OBS.: A solugdo foi
descartada em depdsito especial adequado). Para interrupcdo das reacdes, o gel
foi imerso numa solugéo de Na,CO4 0,75% por 5 a 10 min. e posteriormente

armazenado em saco plastico selado.

Solucdes Estoque: Tampao MOPS 50x: Foram dissolvidos 209,3 g de
MOPS e 93,0 g de Na-EDTA em 900 ml de agua Milli-Q, o pH foi corrigido para 8,0
pela adicdo de aproximadamente 32g de NaOH em contas e o volume foi ajustado
a 1,01 com agua Milli-Q (OBS.: O pH nédo pode ser corrigido com HCI). A solucao
foi esterilizada por ultrafiltracdo (Sartorius V-500 com a membrana SM- 18045-E)
e armazenada em geladeira. Poliacrifamida (30:0,5) : Para um volume final de
1,01 foram dissolvidos em &gua Milli-Q 300,0 g de Acrilamida e 5,0 g de

Metilenobisacrilamida. A solucdo foi armazenada em geladeira.
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4.5- Analises de Agrupamentos:

Uma matriz bindria dos dados originais foi construida, compreendendo o
universo total das bandas de todos os perfis gerados pelas 7 enzimas. Para cada
posicdo de migracédo foram atribuidos os valores 1 ou 0, indicando a presenca ou
auséncia de uma banda. Os padroes de migracdo gerados foram comparados e
suas semelhancas, estimadas pelo coeficiente de Sorensen (Bridge, 1993),
computadas em uma matriz de similaridade. O coeficiente de Sorensen (Syy) para
caracteristicas binarias define as semelhancas entre dois individuos como sendo
Sx~=2a f2atb+c ,onde Sy, é a semelhanca entre os individuos x e y, a é o nimero
de fragmentos compartilhados por ambos individuos, b e ¢ sdo os numeros de
fragmentos pertencentes exclusivamente aos individuos x e y, respectivamente.
Os isolados foram agrupados pelo método das médias das distancias (Bussab et
al.,, 1990) e representados graficamente por um dendrograma (NTSYS-pc, versao
1.8, Exeter Software, Setauket, N. Y.). Trés analises foram realizadas: (i) analise
dos pertis dos isolados do solo da rizosfera, raizes lavadas e raizes esterilizadas,
(i) dos perfis dos isolados do solo da rizosfera e das raizes lavadas somente e (iii)
analise exclusiva dos perfis dos isolados das raizes esterilizadas. Para se estimar
a capacidade do dendrograma em reproduzir satisfatoriamente a matriz de
similaridade, uma matriz cofenética foi calculada e comparada com a matriz de
similaridade original. A correlacdo observada foi expressa pelo coeficiente de

correlacdo cofenético (r), que nada mais 6 do que estatistica Z do teste de Mantel
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normalizada. Testes de significancia foram realizados através da comparacdo dos
valores observados de Z com a sua distribuicdo, determinada por 5000
permutacdes aleatérias realizadas, e a determinacdo da probabilidade de que
estes valores sejam superiores ou iguais aqueles observados. A reprodutibilidade
do agrupamento dos 71 isolados foi verificada através de compara¢bes com
outras classificaces por diferentes méodos e matrizes, calculadas por diferentes
coeficientes. As diferentes combinacbes de procedimentos de agrupamento e
coeficientes compreenderam os méodos das médias das distancias, de ligacao
simples e ligacdo completa (Bussab et al. , 1990) e os coeficientes de Sorensen,

Jaccard, Ochiai e distancia Euclideana (Digby & Kempton, 1987) (figura 7).

4.6- Andlise da Variancia Molecular (AMOVA)

Uma matriz de distancia entre os isolados foi calculada a partir da matriz
binaria de dados originais. A medida de distancia adotada foi a métrica Euclideana
([6,,,]2) de Excoffier et al. (1992) definida aqui como o quadrado da distancia
Euclideana para caracteristicas binarias (&), onde [8of= n-nyy, . [64f° sendo a
distancia entre os individuos x e y, n o nimero total de sitios de restricdo e fyy 0
nimero de fragmentos compartilhados por ambos os individuos. A abordagem
hierarquica implicita na Analise Molecular da Variancia (AMOVA) (tabela 3)

(Excoffier et al., 1992) foi utilizada para (a) decompor a variagdo genética total em



o4

trés niveis (entre individuos dentro de populacdes, entre populacdes dentro de
determinado grupo e entre grupos), e (b) para estimar os componentes da
variancia de interesse. Em nosso estudo a variacdo genética total foi decomposta
() entre isolados dentro de cada espécie vegetal, entre espécies vegetais dentro
de cada tipo de solo e entre tipos de solo (analise 1), (ii) entre isolados do solo da
rizosfera e raizes lavadas dentro de cada espécie vegetal, entre espécies vegetais
dentro de cada tipo de solo e entre tipos de solo (analise 2) (iii) entre isolados do
solo da rizosfera e raizes lavadas dentro de cada espécie vegetal e entre espécies
vegetais dentro de cada tipo de solo (andlises 3 e 4), (iv) entre isolados das raizes
esterilizadas dentro de cada espécie, entre as espécies e entre tipos de solo
(andlise 5), (v) entre isolados das raizes esterilizadas dentro de cada espécie
vegetal, entre espécies vegetais dentro de cada tipo de solo e entre solos
(andlises 6 e 7) e (vi) entre isolados dentro dos grupos, evidenciados pelas
analises de agrupamentos, e entre estes grupos (analise 8) (tabela 6). Os niveis
de significancia das estimativas dos componentes da variancia foram computados
por procedimentos permutacionais ndo paramétricos. Todas as analises foram
realizadas pelo programa AMOVA versdo 1.55 fornecido por Laurent Excoffier
(excoffie@sc2a.unige.ch - Laboratério de Genética e Biometria, Universidade de

Genebra, Suica).
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Tabela 3: Estrutura geral da andlise hierarquica da varidncia molecular (AMOVA) (Excoffier et al.,

1992).
Fonte de Variagdo GL QMD Espemnc¢a do QMD
Entre grupos G-1 QMD (eg) 6% +n ch+n” o4
Entre populagSes dentro de grupos P -G QMD (ep/dg) ¢ +n d%
Entre individuos dentro de populagbes N- k QMD (dp) o
Total N-1

GL graus de liberdade. QMD: quadrado médio dos desvios. G: nimero de grupos. g. g-ésimo grupo. } nudmero de
populagbes. N: nlmero total de individuos n. n', p” coeficientes que representam o tamanho médio das amostras de um
determinado nivel hierarquico (vide Excoffier et al. (1992). eg: entre grupos ep/dg: entre populagdes dentro de grupos dp:
entre individuos dentro de populagBes c’.,o’,ec’,: componentes da variancia (esperanca do quadrado dos desvios)
associados aos efeitos de grupos (a), populagdes (b) e individuos (c).



5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, procuramos caracterizar a diversidade génica de isolados de
A. amazonense coletados do solo da rizosfera, das raizes lavadas e esterilizadas
dos trés cereais, arroz (C3 milho e sorgo (C4), cultivados em dois solos, Itaguai e
Ecologia, procurando identificar um eventual efeito discriminatério exercido pelo
solo e/ou planta. A estratégia de investigacdo baseou-se (i) nos experimentos de
hibridizacdo dot-blot com sondas oligonucleotidicas 23S DNAr grupo-, género e
espécie-especificas e (ii) nas analises de restricdo dos fragmentos intergénicos
16S-23S DNAr (IGS) amplificados. Os resultados gerados pelas restricbes foram
posteriormente analisados através das metodologias de agrupamento e de analise
da variancia molecular (AMOVA).

Dos setenta e dois isolados de A. amazonense listados anteriormente,
sessenta e cinco foram utilizados nos experimentos de hibridizacao e tiveram suas

identidades parcialmente confirmadas. Em principio, todos os isolados pertencem



57

a subdivisdo a das Proteobacteria e ao género Azopirillum pois seus fragmentos
23S DNAr apresentaram sinais de hibridizacdo com as sondas EUB 1440 e AZO
23S (embora a intensidade dos sinais de hibridizagao de diversos isolados tenham
sido variaveis) (figuras 1A e 1B). Os controles negativos das amplificacbes, por
sua vez, hibridizaram com a sonda EUB 1440; ndo apresentaram, entretanto,
sinais de hibridizacdo com a sonda género-especifica, AZO 23S (figuras 1A e 1B).

Foi surpreendente o fato de somente 19 dos isolados terem sido identificados
como A. amazonense (figura 2), pois anteriormnte tinham sido caracterizados
fenotipicamente como membros desta espécie (Baldani, 1984). O padrdo de
distribuicdo destes 19 isolados foi também bastante peculiar. Nada menos do que
17 fragmentos pertenceram aos isolados do solo Ecologia 8, em sua maioria, aos
isolados de sorgo (figura 2 e tabela 4). Estes resultados, aliados ao fato da sonda
espécie-especifica ter se originado da sequiéncia da estirpe de referéncia Y2, por
sua vez isolada do solo Ecologia (Baldani, comunica¢éo pessoal), sugerem que o
padrdo de hibridizacdo existente poderia estar aparente- e parcialmente associado
ao tipo de solo. Entretanto, uma questao ainda permanece: o0s isolados nao
identificados por hibridizagdo pertenceriam a espécie A. amazonense? Kirchhof
(comunicagdo pessoal) observou anteriormente um comportamento semelhante
com a estirpe de referéncia de A. amazonense, Y6. Em experimentos de
hibridizacdo, o DNA desta estirpe, comprovadamente pertencente a espécie, ndo
apresentou um sinal positivo com a sonda AA 23S, desenhada para a identificagdo

especifica de estirpes de A. amazonense. Em estudos complementares, quatro
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Figura 1: Hibridiza¢des dot-blot da regido 23S DNAr amplificada dos isolados de A. amazonense com as
sondas EUB 1440 e AZO 23S. A: Sinais de hibridizacdo com a sonda EUB 1440, especifica para a divisdo a
das Proteobacteria. B: Sinais de hibridizagdo com a sonda AZO 23S, especifica para o género Azospirillum.
Y1, Y2 e Y3: estirpes tipo e de referéncia. N: controles negativos das amplificacdes Controles: Ab: A.
brasilense; Al: A. lipoferum; Oa; Ochrobactrum antropi; Ar: Agrobacterium rubi; Bc: Burkholderia cepacia; Hs:
Herbaspirillum seropedicae.
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Figura 2: Hibridizagéo dot-blot da regido 23S DNAr amplificada dos isolados de A. amazonense com a
sonda AA 23S, especifica para a espécie. Os isolados foram coletados do solo da rizosfera, raizes lavadas
e esterilizadas de arroz, sorgo e milho, cultivados em dois solos distintos, Itaguai (nimeros em vermelho) e
Ecologia (nUmeros em preto). 1. Yad7; 2: Ys41; 3:EYm97; 4. EYm61; 5: EYm15; 6: EYa37; 7: EYal3; 8:
EYa90: 9: EYad4; 10: EYal8; 11: Eys37; 12: EysS-14; 13: Eys89; 14: EysS-2; 15: Eys43; 18: Eysl2; 17:
Eys66; 18: Eys87; 19: Eys85. Y1, Y2 e Y3: estirpes tipo e de referéncia. N: controles negativos das
amplificacGes. Controles: Ab: A. brasilense; Al: A. lipoferum; Oa: Ochrobactrum antropi; Ar. Agrobacterium
rubi; Bc: Burkholderia cepacia; Hs: Herbaspirillum seropedicae.

Tabela 4: Origem dos isolados de A. amazonense utilizados nos experimentos de hibridizacdo com a sonda
AA 23S, especifica para a espécie. Os isolados, cujos fragmentos intergénicos apresentaram sinais de
hibridizacéo, estdo marcados em vermelho.

Tabela 4: Origem dos isolados de A amazonense utilizados nos experimentos de hibridizagdo com
a sonda AA 23S, especifica para a espécie. Os isolados, cujos fragmentos intergénicos
apresentaram sinais de hibridizago, estdo marcados em vermelho.

Amostras
Tipo de Aoz (C2) Mitha (Cy) Sargo (Ca4)
Solo . i
Rizo Lav  Est  Est Rizo Lav  Est Est Rizo Lav  Est  Esf
Vakd  ¥ap Yagg o veid ¥me ¥imd ¥ms ¥mi ¥56 ¥&3 Yetd  ¥EIT
Itaguai vaTé  ¥ad  [Vadq  vass ¥mID wmil ¥miko ¥mdd veds  [rzdy Y3 vel
Yabo Yaps ¥aiz ¥l Ymida  ¥mESd  YmSE  ¥mi2- ¥a58 Ye6d Yei2d
Fmag b9
Evas - S e -
EOO*DQI& - Evasg EVarl E¥mi2 E¥mF2 Evmil EYmER EwEs Evedd [Ev:id
. Cva’d  Evald = - EY¥mas EvaEd - Evsid  [Evadd

Rz solo da rizosfera. Lav: raizes lavadas Fot: Raizes esterliizadas em cloraming-T 1%, segundo metodologia descrita por

Baldanl (1984), Os tempos de esterilizagio foram de 5 min. para miho e sorgo € 1 min para arroz, Esf”: Raizes
esterilizadas. Os tempos de esterilizacio foram de 60 min. para mitho, 30 min. para sorgo € 15 min. para amoz
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dos isolados que néo hibridizaram com a sonda, trés do solo Itaguai (Ym 5, Ya 56
e Ys 69) e um do solo Ecologia (EYa 22), foram analisados fenotlpica- (padrdes de
utilizacdo de substratos de carbono) e genotipicamente (% de G+C e
determinacdo das seqiiéncias da regido variavel dos genes 23S ribossomais). Os
resultados ndo evidenciaram qualquer diferenca significativa em relacdo as
estirpes tipo e de referéncia, Y1 e Y6 (Kirchhof, dados ndo apresentados). Através
de procedimentos estatisticos adequados, baseados nas analises de utilizacao de
substratos de carbono, estes 4 isolados foram agrupados juntamente com a
estirpe Y1 em um Unico grupo discreto e similar. As porcentagens de G+C destes
4 isolados foram também, assim como a estirpe tipo Y 1, muito similares, oscilando
entre 65,5 e 69,5%. As sequéncias das regibes hipervariaveis, por sua vez, nao
apresentaram aparentemente diferencas significativas entre si e em relagdo as
estirpes de referéncia e tipo (Kirchhof, dados nédo apresentados). Um ultimo
experimento de hibridizacédo, desta vez com a sonda especifica para A. irakense,
Al 23S, foi realizado (resultados ndo apresentados). Por apresentarem
similaridades consideraveis (Dekhil et al., 1997, com base nas analises das
sequéncias 16S rDNA), os isolados poderiam ter sido, quando coletados (em 1962
- Baldani, 1984) erroneamente identificados como A. amazonense. Entretanto,
nenhum fragmento dos isolados apresentou um sinal positivo de hibridizacdo com
a sonda especifica para A. irakense, 0 que descarta definitivamente aquela
possibilidade. Baseado nos resultados, poderiamos levantar a hipotese de que
todos os isolados pertencem a especie A. amazonense. Permanece ainda uma

outra questdo: porque entdo os fragmentos dos 48 isolados aparentemente
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pertencentes a espécie A. amazonense néo hibridizaram com a sonda espécie-
especifica? Seriam as seqiéncias dos genes ribossomais destes isolados
suficientemente distintas para poder justificar a existéncia de fragmentos que
hibridizam e outros que ndo? Os resultados obtidos através das analises
comparativas das sequéncias hipervaridveis 23S DNAr dos 4 isolados, cujos
fragmentos ndo hibridizaram, desta vez, ndo nos trouxeram esclarecimentos
adicionais. Trés destes isolados (Ym 5, EYa 22 e Ys 69) apresentaram a
sequéncia reconhecida pela sonda especifica (5'-GTGTGCCATGGAGGTGT-3), o
gue ndo era esperado. O quarto (Ya 56) apresentou uma estrutura primaria
levemente distinta, idéntica, por sua vez, aquela observada na estirpe Y6 (5'-
GTGTGCCATAGAGGCGT-3’) (Kirchhof, dados ndo apresentados). No6s nao
possuimos uma explicacao plausivel para a nao hibridizacado desses 3 isolados
gue possuem a sequéncia reconhecida pela sonda espécie-especifica. A
possibilidade de existéncia de um outro fator determinante para a ocorréncia de
hibridizacdo (que ndo exclusivamente a presenca, na bactéria, de uma seqliéncia
reconhecida pela sonda) ndo deve ser descartada e devera ser objeto de
investigacdes futuras. Os resultados obtidos evidenciam também as limitacGes e
inconveniéncias do método utilizado: a sonda AA 23S, desenvolvida por Kirchhof
& Hartmann (1992) e especifica para a espécie, ndo foi capaz de identificar todas
as variantes da espécie A. amazonense existentes. A possibilidade de que este
grupo de isolados represente uma subespécie de A. amazonense também né&o
deve ser descartada. Experimentos de hibridizacdo DNA-DNA e o

sequenciamento completo dos genes 16S DNAr deverdo fornecer subsidios
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adicionais para o esclarecimento das diferencas observadas.

A amplificacdo da regido intergénica dos 71 isolados utilizados nas anélises
de restricdo deu origem a 3 fragmentos caracteristicos de aproximadamente 1000
a 1300 pares de base (pb) (figura 3A). Dois destes fragmentos de
aproximadamente 1000 pb foram intensamente amplificados e observados
prontamente quando separados por eletroforese em gel de agarose. Por sua vez,
as 7 enzimas utilizadas, seis de cortes frequentes (Haelll, Alul, Mspl, Rsal, Cfol e
Tagl) e uma de corte raro (EcoRI), geraram 110 bandas polimérficas, em um total
de 120 bandas, e 52 perfis de restricao distintos. Cfol produziu o maior nimero de
bandas polimérficas (23) (figura 3B), seguida pelas enzimas Rsal (18) (figura 4A),
Mspl (18) (figura 4B), Haelll (16) (figura 5A), Alul (16) (figura 5B), Tagl (10) (figura
6A) e EcoRI (9) (figura 6B). Cfol apresentou também o maior poder
discriminatério, gerando 28 perfis de restricdo distintos, seguida pelas enzimas
Mspl(19), Rsal(18), Alul (18), Haelll(13), Taqgl (12) e EcoRlI (11).

Através de metodologias de agrupamento, procuramos evidenciar a
existéncia de grupos associados aos sitios de origem dos isolados. De inicio,
procuramos checar a robustez dos agrupamentos atraves de duas abordagens. A
primeira, procurando exprimir a capacidade de reproducdo da estrutura original da
matriz, definiu os valores de F 0,93, 0,92 e 0,92 para as 3 matrizes cofenéticas
analisadas (dados ndo apresentados). Estes resultados evidenciam um 6étimo
ajuste dos dendrogramas as matrizes de similaridade originais. A segunda
abordagem procurou avaliar a reprodutibilidade do dendrograma (analise dos 71

isolados do solo da rizosfera, raizes lavadas e esterilizadas) gerado pelo método
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Figura 3: Perfis de amplificagéo e restricdo (gerados pela enzima Cfol) dos fragmentos intergénicos 16S-
23S DNAr dos isolados de A. amazonense. A: Padrées de amplificacdo. Linha 1: controle negativo; linha 2:
controle positivo; linhas 3 a 10: isolados do solo Itaguai; linhas 11 a 17: isolados do solo Ecologia. B: Perfis
gerados pela enzima Cfol. Linhas 1 a 13: isolados de milho/solo Itaguai; linhas 14 a 16: isolados de
arroz/solo Itaguai; linhas 17 a 27: isolados de arroz/solo Ecologia; isolados 28 a 32: isolados de sorgo/solo
Ecologia. M: marcadores moleculares 1 kb e 123 bp ladder nas figuras 3A e 3B, respectivamente.
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Figura 4: Perfis de restricdo dos fragmentos intergénicos 16S-23S DNAr dos isolados de A. amazonense
gerados pelas enzimas Rsal e Mspl. A: Perfis gerados pela enzima Rsal. B: Perfis gerados pela enzima
Mspl. Linhas 1 a 13: isolados de milho/solo Itaguai; linhas 14 a 17: isolados de arroz/solo Itagual; linhas 18 a
28: isolados de arroz/solo Ecologia; isolados 29 a 33: isolados de sorgo/solo Ecologia. M: marcador
molecular 123 bp ladder.
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Figura 5: Perfis de restricdo dos fragmentos intergénicos 16S-23S DNAr dos isolados de A. amazonense
gerados pelas enzimas Haelll e Alul. A: Perfis gerados pela enzima Haelll. B: Perfis gerados pela enzima
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28: isolados de arroz/solo Ecologia; isolados 29 a 34: isolados de sorgo/solo Ecologia. M: marcador
molecular 123 bp ladder.
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Figura 6: Perfis de restricdo dos fragmentos intergénicos 16S-23S DNAr dos isolados de A. amazonense
gerados pelas enzimas Tagl e EcoRI. A: Perfis gerados pela enzima Tagl. B: Perfis gerados pela enzima
EcoRI. Linhas 1 a 13: isolados de milho/solo Itaguai; linhas 14 a 17: isolados de arroz/solo Itaguai; linhas 19
a 29: isolados de arroz/solo Ecologia; isolados 30 a 34: isolados de sorgo/solo Ecologia. M: marcador
molecular 123 bp ladder.
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das médias das distancias/coeficiente de Sorensen, comparando-o com distintas
classificacBes produzidas por diferentes métodos e coeficientes. Na figura 7, nota-
se que a dassificacdo gerada pelo método das médias das distancias/coeficiente
de Sorensen e representada pelo dendrograma (Figura 7A1) é topologicamente
muito semelhante aos outros agrupamentos produzidos (figura 7A2 a D3). Se
observarmos a estrutura do dendrograma (figura 7A1), notamos de imediato a
existéncia de quatro ramificacdes (grupos) formados no nivel de 0,78 de
similaridade. Tais ramificacfes e seus respectivos isolados sdo observados quase
que inalteradamente nos demais dendrogramas (figura 7A2 a D3), o que evidencia
a robustez e reprodutibilidade da classificacdo observada.

A analise dos isolados coletados tanto do solo da rizosfera + raizes lavadas
guanto das raizes esterilizadas, por sua vez, revelou a existéncia de 5 grupos (4
grupos bem distintos, I, Il, Il e IV, e um quinto, V, formado por um Unico isolado)
predominantes e evidentes, formados a 78% de similaridade (figuras 8 e 9). Cada
grupo apresentou uma grande diversidade de perfis de restricdo (grupo |, com 14
isolados apresentou 12 perfis diferentes; grupo Il, com 27, apresentou 17; grupo
lll, com 23, apresentou 19 e grupo IV, com 6 isolados, apresentou 4 perfis
distintos). Aparentemente a estrutura populacional de A. amazonense 6 composta
por 4 grupos predominantes, geneticamente distintos e discretos, embora
razoavelmente heterogéneos. Este comportamento evidencia, no nivel
intraespecifico, uma grande diversidade genética entre os isolados - o que reforca
as observacdes de Lopez-Reyes et al. (1998) e Rosado et al. (1998), que, de

maneira similar, foram capazes de observar uma grande heterogeneidade
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Figura 7: Reprodutibilidade dos agrupamentos dos isolados de A. amazonense gerados pelas
diferentes combinacies de coeficientes e métodos de agrupamento. A: coeficiente de Sorensen; B:
coeficiente de Jaccard; C: coeficiente de Occhiai; [ distancia Euclideana. 1: método das medias
das distancias; 2: método da ligagBo simples;, 3: método da ligagho completa. r coeficiente de
correlagio cofenética. O nivel de significdncia de rem todos os agrupamentos foi de 0,0004.
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Figura 8: Dendrograma de similaridade dos 71 isolados de A. amazonense coletados do solo da rizosfera,
raizes lavadas e esterilizadas, evidenciando os solos de origem e os grupos formados no nivel de
similaridade aproximado de 78% (0,78) ( a V). 0 dendrograma foi gerado pelo método das médias das
distancias/coeficiente de Sorensen (r= 0,93; p=0,0004). Algarismos em vermelho: isolados, cujos
fragmentos 23S DNAr apresentaram sinal de hibridizagdo com a sonda AA 23S. Escala: similaridade em
decimal.Y2, Y3 eY6: estirpes de referéncia.
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Figura 9: Dendrograma de similaridade dos 71 isolados de A. anazonense coletados do solo da rizosfera,
raizes lavadas e esterilizadas, evidenciando as plantas de origem e os grupos formados no nivel de
similaridade aproximado de 78% (0,78) (I a V). Onze grupos contendo exclusiva- (grupos a, ¢, d, g, h,i ej) e
predominantemente (grupos b, e, f e I) isolados de mesma origem (mesmo solo e mesma planta) e que
foram formados em diferentes niveis de similaridade também estédo em destaque. O dendrograma foi gerado
pelo método das médias das distancias/coeficiente de Sorensen (r=0,93; p=0,0004). Algarismos em
vermelho: isolados, cujos fragmentos 23S DNAr apresentaram sinal de hibridizagdo com a sonda AA 23S.
Escala: similaridade em decimal. Y2, Y3 e Y6: estirpes de referéncia.
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genética entre isolados de A. brasilense (coletadas da rizosfera, rizoplano e
interior radicular de cana-de-acucar) e isolados de Paenibacillus azotofixans
(coletadas da rizosfera e rizoplano de diversas gramineas), respectivamente. N&o
obstante, Lopez-Reyes et al. (1998) sugerem, com base nas semelhancas entre
os perfis eletroforéticos de alguns isolados utilizados naquele e em outros estudos,
gue a estrutura genética de A. brasilense seja de natureza clonal. A grande
diversidade observada em nosso trabalho e a inexisténcia de inforrnachdes
adicionais sobre os padrdes da diversidade populacional de A. amazonense ndo
nos permitem, entretanto, considerar a hipotese de clonalidade, ao menos para
esta espécie. E possivel que os padrdes genotipicos extremamente diversos dos
isolados de A. amazonense pudessem ser um reflexo da elevada capacidade de
sobrevivéncia e de colonizacdo da espécie (encontrada em diversos ambientes e
em diversos hospedeiros). Mais alem as alteracbes no genoma bacteriano, a
recombinagdo e 0s processos naturais seletivos e evolutivos poderiam também
ser responsaveis pela grande diversidade observada.

O que nos chamou a atencdo, entretanto, foi a distribuicdo dos isolados,
cujos fragmentos 23S DNAr hibridizaram com a sonda especifica de A.
amazonense. Todos, sem excecao (salvo o isolado EYs 85, que néo foi utilizado
nas analises de restricdo), foram agrupados em um anico grupo (lll) (figuras 8 e
9). Cinco isolados contidos neste grupo ndo foram, por sua vez, utilizados nos
experimentos de hibridizagdo (EYm 87, EYa 22, EYm 145, EYs 70 e EYs 81).
Estes resultados reforcam aqueles obtidos anteriormente nos experimentos de

hibridizacdo e confirmam, ao menos parcialmente, a tese dos 4 grupos
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geneticamente distintos. E possivel que esta estrutura de diversidade
caracteristica seja o reflexo de adaptacfes funcionais e evolutivas dos isolados a
diferentes condicdes ambientais adversas. De fato, Kirchhof (comunicacdo
pessoal) atribui a existéncia dos 4 grupos distintos a ocorréncia de processos
ecoldgicos seletivos.

Algumas associa¢des entre os 4 grupos predominantes e o solo e a planta
de origem dos isolados foram estabelecidas (figuras 8, 9 e tabela 5) e nos
permitiram observar alguns indicios da influéncia discriminatoria exercida pelo solo
e, em menor escala, pela planta. Trés grupos continham predominante- e
exclusivamente isolados do solo Itaguai (I, Il e IV, com respectivamente 79, 70 e
100%) e o quarto (lll), reproduzindo o comportamento observado nos
experimentos de hibridizacédo, continha quase que exclusivamente isolados do
solo Ecologia (91% de 23 isolados) (figura 8 e tabela 5). A populacdo de isolados
do solo Itaguai é composta em sua maioria por representantes dos grupos I, Il e IV
e a do solo Ecologia quase que integralmente por isolados do grupo Ill e, em
menor intensidade, por representantes dos dois primeiros grupos. Estes
resultados evidenciam uma nitida influéncia exercida pelo tipo de solo sobre a
diversidade génica dos isolados e que poderia ser atribuida as diferentes
caracteristicas ambientais (quimicas, fisicas e biologicas) de ambos os solos. De
fato, Latour et al. (1996) foram capazes de demonstrar uma intensa influéncia
exercida pelo tipo de solo sobre a estrutura populacional de isolados de
Pseudomonas do tipo fluorescente coletados da regido radicular de linho e tomate,

sugerindo que as diferentes caracteristicas ambientais existentes poderiam ser as
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Tabela 5: Frequéncia dos isolados contidos em cada grupo de similaridade. Os algarismos
representam o numero de isolados por grupo e sua freqiiéncia relativa (em parénteses). Os grupos
foram formados no nivel de similaridade de 78% (Analise dos isolados Rizo+Lav+Est+Est’) e 80%
{Anslise dos isolados Rizo+Lav e Est+Est’).

Origem dos Isolados Grupos
Isolados Rira+Lav+Est+Est’
1 i i n v
Solo taguai 11 (78 19 (70} 2 (9 & (100 o (m
Solo Ecologia 3 (21) 8 (30) 21 (91 o {0y 1 {1003
Tota 147 (100} 27 (100 23 (10 6 (100 1 {100y
Arroz g (43} 9 (33 73 o (i o
Mittac B (43 12 (45) 5 {2 1 (17 1 (100
Sorgo 2 (4} 6 (22) 11 (48) 583 oM
= 4% (100) 27 (100 230 {100 6 {100} 1 {100y
Isolados Rizo+Lav
i i 1l i v
Solo tagual 8 3 7 [8s) 1 L8 3 (100 oom
Soio Feologia b B P 1 (12} 1M1 (92) o (D) 1 (100
Total 11+ (100 & (100} 12* (100} 3 {100 1 (10m
Aoz g8 (55) 1 (12) 3 (25) o o
Mittro 5 (45) 4 (50) 2 (1 1033 1 (100}
Sorgo o m 3 (38) T (58) 2 (67) oo
Total 1t {100 8 (100) 12 (100) 3 {100) 1 (100}
Isalados Est+Est'
I ita 1] i v
Soio ttagual 3 {100 11 [65) 1 (50} 1 (3 3 (100
Solo Ecologia 0 & (35 1 (50 10 {81 oo
Totat 3 (100 17 {100) 2 (oo} 11* (100) 3 (100}
Aoz [ ()] 8 (47) 0 {0 4 (38 o @
Mitho 1 {33 g (47 o (0 3 (2| oo
Sorgo 2 (87 1 {6} 2 (om 4 (36 3 (100
Total 3 {100 17 (100) 2 (o 11* {100) 3 (1om

* néo inclusas as estirpes tipo e de referéncia. Rzo: isclados do solo da rizosfera, Lav: isclados de raizes lavadas Este
Esf molados de raizes esteriizadas.
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responsaveis pelo efeito discriminatério observado.

A determinacdo de associa¢Oes entre 0s grupos e as plantas de origem dos
isolados, por sua vez, ndo foi prontamente possivel. De fato, a composi¢do dos
grupos formados a 78% de similaridade ndo evidenciou um padrédo de distribuigdo
dos isolados/planta caracteristico, que nos permitisse detectar de imediato uma
eventual influéncia exercida pelo tipo de planta (figura 9 e tabela 5). Entretanto, a
existéncia de nada menos do que 11 grupos formados predominante- ou
exclusivamente por isolados de mesma origem (mesma planta e solo) (grupos a a
I) em diferentes niveis de similaridade nos leva a considerar a possibilidade de
existéncia de um efeito exercido pela planta ou talvez por determinada planta
cultivada em determinado solo.

Lopez-Reyes et al. (1998), analisando os padrdes enzimaticos de migracéo
eletroforética e os perfis de plasmideos de estirpes de A. brasilense e Klebsiella
pneumoniae, observaram diferencas nos niveis da diversidade e nos padrbes
genotipicos das estirpes isoladas do solo + rizoplano e do interior radicular. James
& Olivares (1997), citando Bashan & Levanony (1990), Bashan & Holguin (1995),
Baldani et al. (1997) e demais autores, por sua vez, sugerem que a colonizacdo do
interior radicular por A. brasilense € que poderia se dar de maneira estirpe-
especifica. Em funcdo destas observacfes, procuramos caracterizar mais
precisamente a diversidade e evidenciar mais daramente os eventuais efeitos
atribuidos ao tipo de planta, e também ao tipo de solo, analisando separadamente
os isolados do solo rizosférico + raizes lavadas (isolados do exterior radicular) e,

mais especificamente, os das raizes esterilizadas (isolados do interior radicular). A
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analise dos isolados da rizosfera e raizes lavadas, desta vez identificando o solo
de origem, reproduziu os resultados observados anteriormente na analise integral
(figura 10 e tabela 5). Novamente o solo parece exercer uma influéncia sobre a
diversidade génica dos isolados, pois, em 3 grupos (I, Il e 1V), o predominio de
isolados do solo Itaguai era evidente e, em um quarto (lll), os de Ecologia
compunham nada menos do que 92% da totalidade (figura 10 e tabela 5).
Nenhuma associa¢do entre 0s grupos predominantes e as plantas de origem pode
ser estabelecido (tabela 5). Entretanto, alguns indfcios de uma associagdo entre
0s agrupamentos e as plantas cultivadas em determinado solo puderam ser
observados (figura 11). Os quatro grupos exclusivos, formados em niveis distintos
de similaridade e contendo de 2 a 3 isolados (A a D), e os caracteristicos padrées
de agrupamento (similaridade superior a 88%) em especial os padroes dos
isolados de arroz/ltaguai e sorgo/Ecologia, sugerem que outros fatores além do
simples acaso poderiam estar envolvidos na determinacdo da estrutura
populacional (figura 11). Aparentemente os isolados de mesma origem
(especialmente os de arroz/ltaguai e sorgo/Ecologia) se assemelham muita mais
do que seria de se esperar, 0 que poderia ser um indicio da existéncia de um
efeito discriminatorio exercido, ao menos parcialmente, por determinadas plantas
cultivadas em determinado solo. Lemanceau et al. (1995) e Latour et al. (1996)
observaram efeitos semelhantes exercidos pelas plantas de linho e tomate sobre a
populacdo de isolados de Pseudomonas do tipo fluorescente. A andlise dos
isolados das raizes esterilizadas ndo revelou qualquer surpresa ou evidéncia

adicional. De maneira geral, 0 comportamento observando nas analises anteriores
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se repetiu. Em comparacgao aos isolados do solo + rizoplano, nenhuma diferenca
significativa na estrutura (figuras 10 e 12), nos tipos de perfis genotipicos (dados
ndo apresentados) e na diversidade populacional (dados ndo apresentados) foi
detectado. De fato, na analise conjunta dos isolados do interior e exterior radicular
(figura 8) nenhum grupo formado exclusivamente (acima de 78% de similaridade)
por isolados do interior ou do exterior radicular foi observado. Tampouco,
diferencas nos niveis de diversidade foram detectadas, pois tanto os isolados do
interior quanto os do exterior radicular apresentaram um ndmero de perfis distintos
equivalentes (26 e 27, respectivamente). Lopez-Reyes et al. (1998) entretanto,
analisaram algumas estirpes de A. brasilense e observaram claras diferencas
entre os niveis de diversidade e os tipos de perfis genotipicos dos isolados do
interior radicular e os do rizoplano e rizosfera. De maneira similar, Lemanceau et
al. (1996) e Latour et al. (1996) observaram diferencas significativas entre as
caracteristicas fenotipicas dos isolados de Pseudomonas do tipo fluorescente
coletados do solo e da regido radicular de linho e tomate. Nossos resultados se
contrap6em aos de Lopez-Reyes et al. (1998) Lemanceau et al. (1995) e Latour et
al. (1996) tomando evidente o efeito ndo discriminador exercido pelo planta sobre
os isolados do interior radicular e da rizosfera + rizoplano. Talvez os mecanismos
de penetracdo radicular, em especial os de penetracdo através de ferimentos
mecanicos e das juncles laterais das raizes (Bashan & Levanony, 1990 e James
& Olivares, 1997, citando diversos autores) pudessem justificar em parte a
inexisténcia de diferencas significativas entre os isolados do interior e do exterior

radicular (Lopez-Reyes et al., 1998). E possivel que uma fracéo consideravel dos
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isolados pudesse ter atingido o interior radicular através destas aberturas naturais,
onde os efeitos discriminatorios exercidos pelas plantas (em interacdo com as
células bacterianas) seriam menos intensamente exercidos. Reinhold-Hurek &
Hurek (1998), citando diversos autores, afirmam que a colonizacédo interna dos
tecidos radiculares de plantas sadias é aparentemente um fenébmeno comum. Por
exemplo, varias bactérias nda diazotroficas foram isoladas de tecidos de algodao,
abobora e batata esterilizados superfrcialmente (Barraquio et al., 1997, citados por
Reinhold-Hurek & Hurek, 1998). Por sua vez, supostos microrganismos endofiticos
obrigatérios tém sido identificados no solo. Acetobacter diazotrophicus (um
endofitico obrigatério associado a monocotiledéneas) foi identificado em
associacdo com plantas de café ndo somente nas raizes e no caule, mas também
no solo da rizosfera (Jiminez-Salgado et al., 1997, citados por Reinhold-Hurek &
Hurek, 1998). Comparacdes das populacbes associadas interna- e extemamente
a plantas de milho-doce e algoddo demonstraram que a maioria dos taxa
bacterianos do interior radicular podiam também ser encontrados na rizosfera,
sugerindo que muitas bactérias ditas do solo possuiriam propriedades invasivas
(Mclnroy & Kloepper, 1994, Mahaffee & Kloepper, 1997, citados por Reinhold-
Hurek & Hurek, 1998). Aparentemente a presenca indiscriminada de deteninados
microganismos da rizosfera no interior radicular e de alguns endofitos na rizosfera
é¢ mais comum do que se imagina. Reinhold-Hurek & Hurek (1998) propdem o
termo endofitos oportunistas para caracterizar 0s microrganismos invasivos
capazes de sobreviver também no solo. Em funcéo dos resultados obtidos em

nosso trabalho e admitindo a validade das nossas observagfes - isolados do
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interior e do exterior radicular ndo diferiram intensa- e significativamente -, nos
parece apropriado descrever A. amazonense como um endofito oportunista ou, em
sinonimia, facultativo.

Tampouco um efeito estirpe-especifico mais intenso exercido no interior
radicular foi observado. Novamente o solo aparenta exercer um efeito
discriminatorio sobre a populacdo de isolados de A. amazonense, pois grupos
contendo predominante- e exclusivamente isolados de um e outro solo foram
observados (figura 12 e tabela 5). Tampouco um efeito associado ao tipo de planta
pode ser detectado, pois nenhum grupo continha de maneira expressiva isolados
de uma mesma planta de origem (tabela 5). Desta vez, entretanto, as associa¢des
entre grupos exclusivos e isolados de mesma origem foram mais evidentes. Nada
menos do que 4 grupos exclusivos, contendo 2, 3 e mesmo 4 isolados da mesma
plantas/solo foram observados. Além disso, determinados padrées de agrupamento
(similaridade superior a 88%) puderam ser, dentro de certes limites, associados a
determinadas plantas cultivadas em determinados solos. De maneira
particularmente evidente, os padroes de agrupamento da maior parte dos isolados
de milho/ltaguai e arroz/ltaguai puderam ser prontamente associados a seus sitios
de origem (Figura 13) e de maneira menos intensa, determinados isolados de
sorgo/ltaguai, sorgo/Ecologia e arroz/Ecologia. Novamente o0s resultados nos
sugerem a possibilidade de existéncia de uma associacao, ao menos parcial, entre
0S agrupamentos e os sitios de origem (determinadas plantas cultivadas em
determinado solo) dos isolados.

Em funcdo dos resultados e observagdes apresentados acima, podemos a



0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

m Ym 120
= arroz- solo taguai | Ym 56
= milho- solo ltaguafi % :”' ;3 7
- - ] i)
= sorgo- solo taguari . v 49
8 Ya 20
® milho- solo Ecologia Eym 133

Ya 92
Ya 14
Ya 56
Ya 74
Ys 17
EYa 88
EYa 75
Eva 73
EYmr 68
EYm 85

Ym 5
¥g 14
¥s 34
Y3
— Y6

¥s 61

1 E¥s a0
Ya 47
—1 EY¥m 81
e
EYm145
EYm 15
EVa 22
EY¥Ys 65
EY¥s 12
EYa 18

EY¥s 87
EY¥s 70 c
E'Ya 44

: ‘ Ys 38

® sorgo- solo Ecologia

® arroz- solo Ecologia {

EhS

Il

-TI

¥s 32 D
¥s 69

"

Figura 13: Dendrograma de similaridade dos 36 isolados de A. amazonense coletados das raizes
esterilizadas, evidenciando os isolados de mesma origem que apresentam um grau de similaridade superior
a 88% (0,88) e os grupos excusivos (A a D). Os grupos formados a aproximadamente 80% nado estédo
indicados. 0 dendrograma foi gerado pelo método das médias das distancias/coeficiente de Sorensen (=
0,92; p=0,0004). Escala: similaridade em decimal. Y2, Y3 e Y6: estirpes de referéncia.
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partir de agora definir a natureza dos trabalhos realizados. O que buscamos, em
ultima analise, sdo indicios da existéncia de correlacdes entre determinadas
classes de individuos, definidas a priori, e suas distincias genéticas. Analisando
0s agrupamentos produzidos anteriormente, procuramos associar as classes de
individuos (classe dos isolados de arroz/ltaguai, milho/ltaguai, etc.) a suas
distincias genéticas, representadas pelos dendrogramas. Apesar de fornecerem
informagbes absolutamente valiosas para a caracterizacdo da diversidade de uma
populacdo, estas metodologias ndo nos permitem estabelecer correlagcbes
verdadeiras, mas, sim, associacdes. Estas, em ultima analise sdo sempre
determinadas pelos critérios subjetivos do pesquisador. Os padrbes de
agrupamento dos isolados identificados em funcéo do solo de origem foram de tal
forma definidos que nos permitiram de pronto associar 0S grupos aos sitios de
origem. Entretanto, os isolados identificados tanto em fun¢édo da planta quanto do
solo se apresentaram de tal maneim dispersos nos dendrogramas que somente
algumas associagfes, ndo tdo evidentes e fruto do nosso juizo pessoal, puderam
ser estabelecidas. E dbvio que estas Observacdes deverdo ser validadas através
de uma segunda abordagem.

A abordagem hierarquica definida pela andlise da variancia molecular
(AMOVA) é capaz de determinar as correlacdes existentes entre as diferentes
classes, definidas a priori, e suas distancias genéticas e testar as suas
significancias. Seis anélises envolvendo os sitios de origem dos isolados (anélises
1 a 6) revelaram nitidamente a existéncia de variacdes genéticas atribuiveis aos

efeitos do solo e da planta, confirmando de uma maneira geral os resultados e
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conclusbes apresentados acima (tabela 6). Em todas as analises, a variacao entre
os isolados contidos nas diferentes plantas toi intensa (tabela 6) refletindo a
grande heterogeneidade existente observada anteriormente. Por sua vez, o solo,
mais intensamente, e a planta, em menor propor¢do, exercem também uma
indiscutlvel influéncia sobre a variacdo total. Quando analisamos separadamente
os isolados do solo rizosférico + raizes lavadas (analise 2) notamos um senslvel
incremento na variagdo genética atribuivel ao solo (de 19,45 para 24,06%) e a
planta (de 6,97 para 13,14%). A analise dos isolados do interior radicular (anélise
5), por sua vez, revelou uma diminuicdo dos efeitos atribuidos ao solo (de 19,45
para 16,01%) e um incremento nos efeitos da planta (de 6,97 para 12,20%). Estes
resultados nos indicam que os efeitos atribuiveis ao solo séo mais intensamente
expressos nos isolados do solo da rizosfera e do rizoplano do que nos do interior
radicular. Assim como nas andlises de agrupamento, os efeitos atribuidos ao tipo
de planta s mais facilmente notados quando os isolados sd investigados
separadamente.

Os efeitos atribuidos ao tipo de planta s6 puderam ser mais intensamente
notados, quando se eliminou as variagfes correlacionadas ao tipo de solo. A
analise dos isolados da rizosfera + raizes lavadas tanto do solo Itaguai (andlise 3)
quanto do Ecologia (anélise 4) revelaram efeitos significativos (P= 0, 0572 e
P=0,0272), na ordem de 17%, atribuidos a diferencas de pelo menos duas
plantas. Estes valores sdo sensivelmente maiores do que aqueles obtidos
anteriormente e ressaltam o aumento da sensibilidade destas analises mais

especificas. A semelhanca dos efeitos atribuidos ao tipo de planta, tanto na
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Tabela 6: Andlises da variancia molecular dos estudos realizados.

Fonte de Variagao GL sQD QMD Componente % do Valorde P
da Varidncia  Total

Anéllse 1 (solados Rizo+Lav+Est+Est’)

Entre solos 1 102,655 102 85 23 19 45 < 00002

Ertre plantas/ solos 4 B4 ah 2112 1,07 aay < 0,0022

Entre izolados/plantas B5 553,50 852 852 71,58 =< 0,0002
Andlise 2 ({lsolados Rizo+Lav)

Entre solos 1 78.09 78,08 230 2408 < (0002

Entre plantasfzoles 4 7T 24 19,31 1.80 1314 40,0052

Entre isoiados (pantas 30 257.9% &.60 860 62,78 < 0,0002
Analise 3 (isolados Reo+Lav taguai)

Entre plantas 2 41,53 .76 183 17 48 006873

Entre isolados plantas 17 14857 852 B 62 5252 00672
Anélisa 4 (solados Rizo+lav Ecalogia)

Enfre plantas 2 3571 17 .85 1,77 17,10 00272

Entre isolades/plantas 13 111 42 857 BST B2.90 00272
Analise § (solados EsMEsl)

Entre solos 1 42 66 42 55 1.58 16,M 0,0380

Enfre plantasfsolos 4 5712 14.28 1,20 12,20 001886

Entre izolados iplantas 30 21245 7.08 7.08 i1, < 00002
Analise 6 (isoladcs EsEsf ltaguai)

Entre plantas 2 3877 19,38 " qe2 20,94 00242

Entre isolados fplantas 16 11602 725 7.25 206 00242
Analisa 7 (isclados Est+Esf Ecologia)

Entre plankas 2 18,26 918 041 555 0,.1804

Entre isolados fplartas 14 o5 47 .89 €80 04,45 01804
Andlise 8 (grupas’)

Ertra grupos 4 481,80 12045 832 03T < 0,0:002

Entre isoladoes /fgrupos a5 268 [ 183 342 263 = [ 0002

GL: graus de Wberdade. SQO soma dos quadrados dos desvios. QMD: quadrado médic dos desvics. P- probabilidade de se
obter uma esfimetiva do componente da varidncia meior do que a observada, detenminada por procedimentos
permulacionais nde paraméticos (n” de permutagies = 5000). Rizo: iIsclados do solo da rizosfera; Lav: [solados de rafzes
lavadas. Est & Fsi" lolados de ralzes esterilizadas. a0 5 grupes definidos pelc método das médias das
distancias/coeficiente de Sorensen e formados a aproximadamente 78% de simitaridade (vide figuras 8e 9).
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analise dos isolados do solo Itaguai quanto na dos Ecologia (= 17%), refletem, em
linhas gerais, os padrfes de agrupamento dos isolados rizosféricos e das raizes
lavadas de mesma origem formados a 88% (figura 11).

Na analise dos isolados das raizes esterilizadas do solo Itaguai (analise 6)
os efeitos atribuidos ao tipo de planta foram sobremaneira intensos (20,94%).
Entretanto, os efeitos da planta sobre os isolados do solo Ecologia (analise 7) ndo
foram significativos. Estes resultados reforcam a conveniéncia das analises
especificas e confirmam as observacfes efetuadas anteriormente, onde o0s
agrupamentos dos isolados das raizes esterilizadas de mesma origem (formados
a 88% de similaridade) foram mais evidentes, em especial os agrupamentos dos
isolados de arroz, milho e sorgo do solo Itaguai (figura 13).

A Ultima analise efetuada, desta vez analisando os 5 grupos genéticos
formados a 78%, confirmou os resultados gerados pelos agrupamentos. Embora
esta analise possa parecer até redundante e obvia, teve ela o mérito de reforcar
as proposicoes efetuadas anteriormente: aparentemente a populacdo dos isolados
é composta por 4 grupos genéticos preponderantes.

Os efeitos atribuidos ao tipo de solo (aqui entendido em seu sentido mais
extenso, ou seja, 0 ambiente original de cultivo) foram Clara- e inequivocamente
demonstrados através das analises de agrupamento, das analises da variancia
molecular e, em menor intensidade, através dos experimentos de hibridizacédo. As
diferencas existentes entre os dois ambientes de origem poderiam justificar
parcialmente este comportamento. Sabe-se que os teores de argila, nitrogénio e a

capacidade de retencdo de agua, assim como 0s teores de areia grossa, podem
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estar correlacionados com a viabilidade bacteriana de Azospirillum (Bashan et al.,
1995a e b). Os solos ltaguai e Ecologia apresentaram caracteristicas texturais, de
retencdo de agua e teores de nitrogénio significativamente distintos, o que poderia
explicar em parte as diferencas geneticas observadas. Tampouco, as interacdes
com a microflora nativa podem ser desconsideradas. Por exemplo, in vitro, 0s
efeitos antagonistas de alguns microrganismos do solo sobre a populacdo de
Azospirillum foram demonstrados - algumas bacteriocinas foram capazes de inibir
o0 crescimento celular de Azospirillum (Oliveira & Drozdowicz, 1981, 1987,
Skorupska et al., 1985, citados por Bashan et al. 1999). Latour et al. (1996) por
sua vez, observaram diferencas nos niveis de diversidade de populacées de
Pseudomonas do tipo fluorescente isoladas de 2 solos distintos. Estes autores
atribufram estas diferencas a maior competicdo por ferro e carbono observada, em
um dos solos, associada por sua vez a uma maior atividade e reatividade
microbiana. E provavel que parte das diferencas estruturais entre as duas
subpopulac@es de isolados de A. amazonense (do solo Itaguai e do Ecologia) se
deva aos distintos modos de interacao com as diferentes comunidades nativas de
microrganismos encontradas em ambos os solos. Através de uma analise
molecular da variancia mais especifica e detalhada, foram observadas diferencas
na expressédo dos efeitos atribuidos ao tipo de solo entre os isolados do exterior e
os do interior radicular. De maneira evidente, os efeitos atribuiveis ao solo foram
mais intensamente observados nos isolados do solo da rizosfera e do rizoplano do
que nos do interior mdicular.

Fedi et al. (1992) citados por Del Gallo & Fendrik (1994) afirmaram que a
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especifidade da interacao Azospirillum - planta poderia se dar de uma maneira
mais geral e menos estrita. De fato, algumas estirpes de Azospirillum isoladas de
plantas C3 e C, apresentaram padrdes de resposta quimiotatica e de associagao
especlficos. Reinhold e colaboradores (1985) e Fedi et al. (1992), citados por Del
Gallo & Fendrik (1994) por exemplo, investigaram o comportamento quimiotatico
estirpe-especifico de Azospirillum e descobriram diferengcas nos padrdes de
respostas entre as estirpes isoladas de plantas C3 e C4. De Polli et al. (1980)
citados por Baldani (1984), por sua vez fazendo uso de ferramentas imunoldgicas,
observaram diferencas nos padres de infeccdo entre estirpes nir” de A. brasilense
isoladas de plantas C3 e C4. Em condi¢des de campo e casa de vegetagao
evidéncias de uma especificidade mais geral e menos estrita foram observadas.
No computo geral, plantas C3 e C, seriam predominante- e respectivamente
colonizadas por A. brasilense e A. lipoferum (Baldani, 1980; Baldani & Ddobereiner,
1980, 1981) e indiscriminadamente por A. amazonense (Baldani, 1984). Em
funcdo destas evidéncias, seria razoavel crer que os padrdes de especificidade
da interacdo A. amazonense - planta pudessem ocorrer ndo no nivel das
espécies, mas sim no das estirpes. As analises dos isolados de A. amazonense
realizadas em nosso estudo, entretanto, ndo evidenciaram quaisquer efeitos
discriminorios exercidos pelos cereais com metabolismos fotossintéticos
distintos, sejam eles C3 (arroz) ou C4 (milho e sorgo). E possivel que a
inespecificidade da interacdo pudesse ter sido provocada por fatores relacionados
a bactéria e ao solo/ambiente.

Recentemente, Bashan & Holguin (1997) (com base em estudos de
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infeccdo e relatos atualizados da ocorréncia de Azospirillum em diversas espécies
vegetais) sugeriram que as estirpes de Azospirillum ndo apresentam preferéncia
por qualquer tipo de planta. Nossos resultados, entretanto, evidenciam de maneira
clara a existéncia de efeitos parciais atribuiveis a determinados tipos de plantas
cultivadas em determinados solos. Os resultados gerados pelas analises de
agrupamento, confirmados posteriormente pela AMOVA, tomaram evidentes 0s
efeitos discriminatorios parciais exercidos pelas plantas de arroz cultivadas no solo
Itaguai e, em menor escala, pelas plantas de sorgo cultivadas no solo Ecologia
sobre os isolados do solo da rizosfera e das raizes lavadas. As analises
evidenciaram também os efeitos discriminatorios altamente significativos, embora
parciais, exercidos pelas plantas de arroz, milho e, em menor intensidade, sorgo,
cultivadas no solo Itaguai, sobre os isolados do interior radicular. Sabe-se que a
quantidade e a composicdo dos exudatos liberados pelas raizes podem
determinar a natureza e a especificidade de uma interacéo (Reinhold et al., 1985;
Parke, 1991, citado por Lemanceau et al., 1995). Além disso, caracteristicas
texturais, determinando caracteristicas de impedancia, podem afetar
grandemente o processo de exudacdo radicular (Boeuf-Tremblay et al., 1995,
citados por Latour et al., 1996). Talvez os efeitos parciais atribuidos a somente
algumas das plantas cultivadas, por sua vez, em determinados solos pudessem
ser explicados a luz destes argumentos: os efeitos exercidos poderiam ser o
reflexo direto de uma interacdo entre a planta e o tipo de solo. Acreditamos,
entretanto, que os padrdes de associacdo parcialmente especificos entre os

isolados e seus sitios de origem sejam o resultado da interacdo integral dos
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fatores ambientais determinados pelo tipo de solo/ambiente (caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas), os fatores associados ao tipo de planta,
especialmente aqueles relacionados a composicdo dos exudatos e a estrutura
superficial radicular e os fatores intrfnsicos a bactéeria, notadamente os padrbes de
resposta quimiotatica, os padrbes de utilizacdo de substratos organicos e a
rizocompeténcia.

Neste estudo, utilizamos de maneira intensa duas abordagens estatisticas
distintas, embora complementares: as analises de agrupamento e da variancia
molecular. Através dos agrupamentos gerados, fomos capazes de detectar grupos
de isolados especificos e desta maneira associa-los a seus sitios de origem.
Entretanto, por limitagfes inerentes a metodologia, nenhuma concluséo estatistica
mais robusta, capaz de quantificar (e testar) as intensidades das associacfes
entre os isolados e seus sitios de origem, foi possivel. Guillamén et al. (1996)
entretanto, analisando os perfis de restrigdo do DNA mitocondrial de leveduras,
demonstraram a conveniéncia de se utilizar AMOVA para a separagdo das
diferencas genéticas regionais e populacionais de interesse inseridas em um
universo polimérfico intrapopulacional extensivo, estabelecendo correlagbes entre
as distancias genéticas das estirpes e os fatores geograficos e ecoldgicos sob
estudo. Pafetti et al. (1996) por sua vez, evidenciaram o poder da analise da
variancia molecular para os estudos da diversidade populacional de R. meliloti. As
elevadas e significativas varia¢des intrasubpopulacionais e os expressivos efeitos
atribuidos ao tipo de solo foram equivalentes aos observados em nosso trabalho.

A AMOVA foi capaz de quantificar as correlagcdes entre os sitios de origem e as
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distancias genéticas entre os isolados de A. amazonense, determinando os efeitos
atribuiveis ao solo e a planta. Os resultados e conclusdes gerados neste estudo
nos fornecem novas e inéditas informacbes sobre a estrutura populacional de A.
amazonesnse - preenchendo uma lacuna ha muito existente - e evidenciam de
maneira clara a conveniéncia de se utilizar as duas abordagens de maneira
complementar. As andlises de agrupamento e da variancia molecular nos
forneceram evidéncias concretas da existéncia de efeitos discriminatorios

exercidos pelo solo e menos especificamente pela planta.



6- CONCLUSOES

Em funcdo das observacbes e argumentos apresentados anteriormente

podemos afirmar que:

1. Através do experimento de hibridizacdo espécie-especifico, dois grupos de
isolados de A. amazonense distintos foram observados: o grupo dos isolados,
cujos fragmentos apresentam sinais positivos de hibridizacédo, e o grupo

daqueles, cujos fragmentos néo hibridizaram com a sonda AA 23S.

2. Os padrbes de hibridizacdo espécie-especificos estdo parcialmente associados

ao tipo de solo.

3. A populacdo de A. amazonense €& formada por 4 grupos geneticamente
distintos, discretos e internamente heterogéneos. Os niveis de diversidade

encontrados em cada grupo foram elevados.
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. Nenhuma diferenca significativa na estrutura, nos padrdes genotipicos e nos
nlveis de diversidade entre os isolados do solo da rizosfera e rizoplano e os do

interior radicular foi observada.

. O tipo de solo/ambiente é capaz de exercer um efeito discriminatério/seletivo

sobre os isolados de A. amazonense.

. Os efeitos atribuiveis ao solo foram mais intensamente observados nos

isolados do solo da rizosfera e do rizoplano do que nos do interior radicular.

. A interacao dos fatores ambientais, fatores associados ao tipo de planta e
fatores inerentes a bactéria aparentemente exerceram um efeito parcial

discriminatério sobre os isolados de A. amazonense.

As analises de agrupamento e da variancia molecular (AMOVA) séo
ferramentas metodoldgicas extremamente convenientes para a caracteriza¢ao
de populacdes de bactérias e a determinacao dos efeitos seletivos exercidos

pelo solo e a planta.
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