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RESUMO

Bactérias diazotroficas isoladas de bananeira e abacaxizeiro, nos estados da Bahia e
Rio de Janeiro. foram avaliados quanto ao grau de parentesco com estirpes referéncia
de diversas bactérias fixadoras de nitrogénio. Analises prévias destes isolados, com
base em dados morfologicos, fisiologicos e bioquimicos, permitiram separa-los em
alguns grupos com semelhancas a espécies de Herbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum rubrisubalbicans, Herbaspirillum sp., Burkholderia sp. e um grupo
independente, sem semelhan¢a aparente aos gé€neros estudados. A caracterizagdo
molecular baseada na homologia do gene para o RNA ribossomal de 16S (16S rDNA)
e regido intergénica dos genes para os RNAs ribossomais de 16S e 23S (regido
intergénica 16S-23S rDNA) foi realizada no presente trabalho a partir das técnicas de
Polimorfismo de Fragmentos de Comprimento Aleatdrio amplificados (PCR-RFLP),
aplicada ao 16S rDNA e 16S-23S rDNA e seqiienciamento de DNA, aplicada ao 16S
rDNA. Trinta e oito isolados foram divididos em quatro grupos identificados entre os
géneros Herbaspirillum e Burkholderia e oito grupos ndo identificados por PCR-
RFLP. Analise de homologia e filogenética das seqilencias de 16S rDNA,
confirmaram a analise anterior e posicionou sete dos grupos ndo identificados entre os
géneros Burkholderia, Azospirillum e Ochrobactrum e um grupo entre a familia das
Comamonadaceas.
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ABSTRACT

Diazotrophic bacteria isolated from banana trees and pineapple plants, from Bahia and
Rio de Janeiro states were compared with reference strains of nitrogen-fixing bacteria.
Previous analysis of these isolates, based on morphological, physiological, and
biochemical data grouped them with Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, Herbaspirillum sp., Burkholderia sp., and an unidentified group.
Molecular characterization based on the homology of the 16S ribosomal RNA gene
(16S rDNA) and the intergenic region of 16S and 23S ribosomal RNA genes (16S-23S
rDNA intergenic region) was carried out in the present work by Restriction Fragment
Length Polymorphism of amplified DNA (PCR-RFLP), applied to the 16S rDNA and
16S-23S rDNA intergenic region and DNA sequencing of the 16S rDNA. Thirty eight
(38) isolates were divided into four groups identified in the Herbaspirillum and
Burkholderia genus and eight unidentified groups by PCR-RFLP techniques.
Homology and phylogenetic analysis from 16S rDNA sequences confirmed the
previous results and placed seven (7) of the unidentified groups into Burkholderia,

zospirillum and Ochrobactrum genera and one (1) into the Comamonadaceae family.
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1 INTRODUCAO

1.1A IMPORTANCIA DO NITROGENIO PARA OS SERES VIVOS E A
CONTRIBUICAO DA FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

Comparando-se a composi¢do quimica de uma célula com a composigdo
quimica da Terra, é possivel perceber que uma célula viva é uma estrutura altamente
ordenada e ndo simplesmente uma mistura casual dos elementos quimicos encontrados
na Terra. A célula constitui um seletivo sistema quimico composto primariamente de
C,H, O, N, S e P, os principais elementos da vida. Ao mesmo tempo uma célula viva
representa um sistema aberto, onde ocorre troca de massa e energia com o ambiente
para manter a estrutura celular (MADIGAN et al., 1997). Sendo assim, os elementos
quimicos essenciais a célula tendem a circular entre a biosfera e o ambiente em vias
mais ou menos circulares, denominados CICLOS BIOGEOQUiMICOS. Os ciclos, por
sua vez, si0 compostos por um RESERVATORIO, geralmente ndo bioldgico, onde o
movimento é lento e contém a maior parte do elemento e por um componente LABIL
ou de CICLAGEM, composto por uma parcela menor, porém mais ativa que se
permuta rapidamente entre os organismos € seu ambiente imediato. Dentre os seis
elementos citados. o fosforo e o nitrogénio muitas vezes sdo 0s maiores responsaveis
pelo limite e controle da abundancia dos organismos em um ecossistema (ODUM,
1988) e por isso seus ciclos biogeoquimicos assumem um importante papel na
manuten¢do da vida na Terra.

O fosforo apresenta um ciclo do TIPO SEDIMENTAR, por possuir seu
reservatorio localizado na crosta terrestre, relativamente simples e menos
complexamente regulado. Por outro lado, o ciclo do nitrogénio ¢ do TIPO GASOSO,
com um reservatorio localizado na atmosfera, muito mais complexo ¢ bem tamponado
(ODUM, 1988), figura 1. A atmosfera terrestre contém aproximadamente 78% do

nitrogénio, armazenado na sua forma molecular (N,). Entretanto, nesta forma o



nitrogénio € praticamente inerte, ndo podendo ser assimilado pela maioria dos seres
vivos. Para sua incorporagdo ao componente labil do seu ciclo € preciso que ele seja
reduzido a compostos mais reativos (FIXADO), o que requer a quebra da ligagdo
triplice entre os atomos de N, a um alto custo energéﬁco.

A fixagdo do nitrogénio produz amonia (NH;), mas diversos outros
compostos, como N,O, NO, NO, e NO;" também estdo presentes e sdo constantemente
ciclados nos ecossistemas. O nitrogénio pode ser fixado a partir de dive sos processos
naturais abioticos, tais como descargas elétricas, combustio e ac¢do vulcanica.
Entretanto estes processos contribuem com ndo mais do que 10% do nitrogénio fixado
anualmente. Um outro processo, responsavel por aproximadamente 25% da fixagdo
total do nitrogénio anual, é a fixagdo artificial (NEWTON, 1999), feita
industrialmente, principalmente para a produgdo de fertilizantes nitrogenados
destinados a agricultura e com consumo de combustiveis fosseis. Um terceiro processo
de fixa¢do do nitrogénio € realizado por organismos vivos € por isso denominada
FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO ¢ contribui com cerca de 65% do total do
nitrogénio fixado (NEWTON, 1999), sendo, portanto, o grande responsavel pela
disponibilizagdo deste elemento para uso dos seres vivos. Apesar disto, 0 nitrogénio
fixado e utilizado em todas as suas formas, compreende menos do que 0,0007% do

nitrogénio na Terra e na sua atmosfera.



FIGURA 1 - CICLO BIOGEOQUIMICO DO NITROGENIO.
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Dada a importancia do nitrogénio na composi¢do quimica de elementos
reguladores e estruturais, fundamentais a manutengdo da vida e a escassez de formas
prontamente absorviveis pelas plantas, a Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio é um
processo de fundamental importancia para a sustentabilidade da biosfera, sendo
realizado exclusivamente por organismos procarioticos. Embora nenhum organismo
eucaridtico com a capacidade de fixar nitrogénio tenha sido encontrado, eles
frequentemente se beneficiam de associagdes intimas com procariontes diazotroficos
(XIA et al., 1994). Grande parte da Fixagdo Biologica de Nitrogénio é feita por
bactérias simbidticas, o que permite a pronta disponibilizagdo do nitrogénio para as
plantas hospedeiras. Em ultima analise, o homem talvez seja o maior beneficiado
dessas associagOes. Na agricultura, o nitrog€nio € quantitativamente o elemento mais
importante ¢ o que mais freqilentemente limita o crescimento vegetal, e associagdes
entre plantas cultivadas com diazotréficos sdo freqilentemente exploradas na
agricultura.

A capacidade de fixar nitrogénio ndo € uma caracteristica particular
apresentada por organismos bem relacionados entre si e que formam um grupo
taxonomico ou filogenético bem estruturado. Ao contrario, é possivel observa-la nos
mais distintos grupos taxonomicos entre os procariotos (YOUNG, 1992). Na maioria
das vezes o grau de relacionamento entre organismos fixadores de nitrogénio, também
denominados diazotroficos, muitas vezes, ndo vai além da sua capacidade fisiologica
de crescer em ambientes pobres em nitrogénio. Portanto, qualquer tentativa de
classificagdo dos diazotroficos leva em conta aspectos ecoldgicos. E comum sua
divisdo em organismos de vida livre, que vivem no solo ou em ambientes aquaticos;
organismos associativos, que possuem uma interagdo intima com plantas, vivendo na
rizosfera ou no seu interior; € organismos simbioticos que, como era de se esperar,
apresentam um complexo mecanismo de interagdo com suas plantas hospedeiras,

culminando com o beneficio de ambas as partes.



E justamente a partir dos diazotroficos simbidticos que o homem consegue
beneficiar-se diretamente da Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio. Dentre este grupo de
organismos incluem-se aqueles genericamente denominados de rizobios, que
compreendem atualmente 35 espécies distribuidas entre os géneros Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium (YOUNG, 1996;
DSMZ, 2001) e sdo capazes de formar nddulos em uma gama enorme de plantas
leguminosas, inclusive aquelas com grande importancia na agricultura (Tabela 1). Esta
relagdo planta-bactéria constitui uma simbiose perfeita, com as plantas fornecendo
energia, esqueleto carbonico e um ambiente restrito de oxigénio (nodulos), € com as
bactérias convertendo o nitrogénio atmosférico a uma forma utilizavel pela planta. A
importancia da simbiose entre Bradyrhizobium japonicum e as variedades de soja
comerciais para a agricultura chega ao ponto de ndo haver necessidade de nenhum
aporte de fertilizante nitrogenado em solos cultivados com variedades plantadas no
Brasil e Argentina, estando o fornecimento de nitrogénio para a planta a cargo das
bactérias simbiontes. Estima-se que esta contribui¢do represente cerca de 2,5 milhdes
de toneladas de nitrogénio vindo do ar, com uma economia para o pais em torno de
US$ 1.8 bilhdo anuais por ser desnecessario o uso de adubos nitrogenados

(DOBEREINER et al., 1995).
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TABELA 1 - ALGUMAS ESPECIES DE RIZOBIOS E SUAS LEGUMINOSAS HOSPEDEIRAS.

espécie l hospedeiro
Azorhizobium caulinodans Sesbania rostrata
Bradyrhizobium elkani Glycine max, Glycine soja e Macroptilium
Bradyrhizobium japonicum Glycine max, Glycine soja e Macroptilium
atropurpureum
Bradyrhizobium sp. Vigna, Lupinus, Ornithopus, Arachis, Cicer, Sesbania,

Leucaena, Desmodium, Mimosa, Lab lab, Acacia,
Stylosanthes, Glycine, Macroptilum, Lotus, Phaseolus e

Parasponia

Mesorhizobium ciceri Cicer arientinum

Mesorhizobium huakuii Astralagus sinicus

Mesorhizobium loti Lotus spp., Lupinus, Anthylis, Cicer, Ornithopus,
Caragna, Leucaena, Mimosa

Rhizobium etli Phaseolus vulgaris

Rhizobium galegae Galega officinalis, Galega orientalis

Rhizobium leguminosarum Vicia fava, Pisum sativum, Trifolium, Lathyrus, Lens,
Cicer e Phaseolus vulgaris

Rhizobium lupini Lupinus, Ornithopus

Rhizobium tropici Phaseolus vulgaris, Macroptilum e Leucaena

Sinorhizobium fredii Glycine max e Glycine soja

Sinorhizobium meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella

Sinorhizobium saheli Acacia e Sesbania

Sinorhizobium teranga Acacia e Sesbania

FONTE: MARTINEZ-ROMEROQ. E.. CABALLERO-MELLADO. J. Rhizobium phylogenies and bacterial
genetic diversity. Critical Reviews in Plant Sciences. v. 15, n. 2. p. 113-140. 1996.
SIQUEIRA. J. O. & FRANCO. A. A. Fixagdo biologica de nitrogénio. In: ___. Biotecnologia do solo -
fundamentos e perspectivas. Brasilia: NAGY Ltda.. 1988. p. 179-216.
WATANABE. [. Biological nitrogen fixation and its use in agriculture (outline). Disponivel em:
<http://www.asahi-net.or.jp/~it6i-wtnb/BNF.HTM/> Acesso em: 02 jun. 2000. Cantho Univ.

NOTA: Dados trabalhados pelo autor.
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1.2 BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO ASSOCIADAS A PLANTAS
NAO LEGUMINOSAS

Outra importante contribuicdo da Fixagdo Biologica de Nitrogénio para a
agricultura e o ambiente esta na associagdo de bactérias diazotréficas com gramineas.
Apesar destes organismos estarem intimamente associados as plantas, na. ha formagdo
de estruturas especializadas como os nddulos nas leguminosas e, at¢ o presente
momento, ndo foi possivel mostrar de forma clara que estes diazotroficos sdo capazes
de beneficiar suas plantas hospedeiras, transferindo diretamente o nitrogénio fixado
para a planta.

O isolamento da bactéria associativa Beijerinckia fluminensis da rizosfera de
plantas de cana-de-agucar na década de 1950 (DOBEREINER & RUSCHEL, 1958)
abriu a perspectiva para o uso da Fixacdo Biologica de Nitrogénio em plantas nio
leguminosas. Mas, até a década de 1970 somente diazotréficos, na sua maioria de vida
livre, capazes de crescer e fixar nitrogénio sob tensdo atmosférica de oxigénio (devido
a presen¢a de mecanismos protetores da nitrogenase como a alta taxa de respiragado e
produgdo de muco) foram descobertos. Estes organismos pertencem aos géneros
Azotobacter, Azomonas, Beijerinckia e Derxia (DOBEREINER er al., 1995). Foi
somente apos a redescoberta do género Azospirillum em 1975 por Débereiner & Day
que cientistas do mundo inteiro passaram a se interessar por bactérias diazotroficas
associadas com gramineas (BALDANI ef al., 1997). Esta bactéria, por ndo possuir os
mecanismos necessarios para a protecdo da nitrogenase, ndo € capaz de crescimento
diazotréfico sob tensdes atmosféricas de O,. A descoberta de organismos diazotroficos
mais eficientes no uso de fontes de carbono para a fixagdo de N,, que ndo possuem tais
mecanismos, so6 foi possivel com a elucidagdo dos mecanismos de funcionamento da

nitrogenase € o emprego de novos métodos de isolamento (DOBEREINER et al.,



1995), como por exemplo, o desenvolvimento de meio de cultura semi-sélido, onde a
concentra¢do de oxigénio ndo prejudica a atividade redutora de nitrogénio da enzima.
permitindo o 1solamento de diazotréficos microaerofilicos em meio livre de nitrogénio.
Esta técnica permitiu o isolamento de novas espécies de bactérias fixadoras de
nitrogénio, pertencentes aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Azoarcus,
Gluconacetobacter e Burkholderia (KIRCHHOF et al., 1997b). A descoberta deste
novo grupo de bactérias despertou um grande interesse da comunidade cientifica
mundial por dois principais motivos: estarem associados principalmente com
gramineas, especialmente aquelas largamente cultivadas nos tropicos como milho,
sorgo, cana-de-agicar, diversas forrageiras, etc. e serem, na sua maioria, Organismos
endofiticos, ocorrendo no interior dos tecidos das plantas hospedeiras.

Recentemente, um novo passo foi dado nas pesquisas em torno da
Fixa¢do Biologica de Nitrogénio com a descoberta de associacdes de diazotroficos
com outros grupos de plantas de interesse econémico, ampliando o conjunto de plantas
hospedeiras e aumentando a importincia da Fixagdo Biolégica de Nitrogénio na
producdo agricola. JIMENEZ-SALGADO et al. (1997), isolaram a bactéria endofitica
Gluconacetobacter diazotrophicus (GILLIS et al., 1989) YAMADA et al., 1997 de
plantas de café (Coffea arabica), cultura de inegavel importancia em nossa economia;
G. diazotrophicus e Azospirillum foram isolados de batata doce (lpomoea spp.);
Burkholderia e outras espécies de mandioca (WEBER, 1998); FERREIRA et al.
(1995) isolaram bactérias dos géneros Azospirillum e Herbaspirillum de dendezeiro
(Elaeis guineensis) e pupunheira (Bactris gasipaes), palmeiras com potencial para
produzir mais de 12 t. ha" de 6leo. Espécies de Azospirillum foram também isoladas
de fruteiras, como abacaxizeiro (4nanas comosus), bananeira (Musa spp.) € outras
(SUBBA RAO, 1983). Em abacaxizeiro foi isolada ainda a espécie Gluconacetobacter
diazotrophicus (TAPIA-HERNANDEZ et al., 2000). WEBER (1998) identificou
também os géneros Herbaspirillum e Burkholderia, além de Azospirillum, em plantas

de abacaxizeiro e bananeira. Outras bactérias fixadoras de nitrogénio associadas foram



identificadas, mas provavelmente devido a seu baixo numero, ou ocorréncia restrita,
ndo sio bem exploradas (BALDANI er al., 1997). O interesse na associagdo de
diazotroficos com gramineas reforga a importancia do processo de Fixagdo Biologica
de Nitrogénio para a agricultura sustentavel no Brasil, onde baixas quantidades de

fertilizantes nitrogenados sdo aplicados (DOBEREINER, 1995).



TABELA 2 - ALGUMAS BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO ASSOCIATIVAS E SUAS PLANTAS

HOSPEDEIRAS.

ESPECIE DE DIAZOTROFICO

HOSPEDEIRO

] PARTE DO HOSPEDEIRO

Azospirillum amazonense

Azospirillum brasilense

Azospirillum irakense
Azospirillum lipoferum

Klebsiella sp.
Gluconacetobacter diazotrophicus

Alcaligenes faecalis
Azoarcus spp.
Burkholderia spp.

Herbaspirillum frisingense

Herbaspirillum rubrisubalbicans
Herbaspiriflum seropedicae

arroz, trigo, cana-de-agucar,
palmeira

. arroz, trigo, Panicum maximum,

Digitaria spp., Brachiaria spp., cana-
de-acgucar, palmeira

arroz

cereais, gramineas forrageiras,
cana-de-agucar, palmeiras,
tubérculos

milho

cana-de-agucar, Pennisetum
purpureum (Cameroon), batata
doce, café, cha, banana, insetos
arroz

capim Kalar

cereais, Cassava, banana, batata
doce

Spartina pectinata, Miscanthus
sinensis, Miscanthus sacchariflorus,
Pennisetum purpureum

arroz, cana-de-agucar

Zea mays, Oryza sativa, Sorghum
bicolor, Brachiaria decumbens,
Digitaria decumbens, Melinis
minutiflora, cereais, cana-de-agucar,
gramineas forrageiras, palmeiras

raiz, caule, sementes, frutos

raiz, caule, sementes, folhas

raiz
raiz, caule, sementes, folhas, frutos,
tubérculos

caule

raiz, caule, fothas, tubérculo,
rizosfera, mecanismo de
alimentagéo

raiz

raiz, base do caule

caule, folhas, raiz, tubérculo

raiz, caule, folhas

raiz, caule, folhas
raiz, caule, folhas, sementes

FONTE: BALDANIL, J. L. et al. Emended description of Herbaspirillun;, inclusion of [Pseudomonas) rubrisubalbicans. a
mild plant pathogen. as Herbaspirillum rubrisubalbicans comb. nov.; and classification of a group of clinical
isolates (EF Group I) as Herbaspirillum species 3. Int. J. Syst. Bacteriol.. v. 46.n. 3, p. 802-810. 1996.
BALDANIL. J. I et al. Recent advances in BNF with non-legume plants. Soil Biol. Biochem.. v. 29, n. 5/6, p. 911-

922.1997.

KIRCHHOF et al. Herbaspirillum frisingense sp. nov., a new nitrogen-tixing bacterial species that occurs in C4-
fibre plants. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.. v. 51, p. 157-168, 2001.
SEVILLA. M.: KENNEDY, C. Genetic analysis of nitrogen fixation and plant-growth stimulating properties of
Acetobacter diazotrophicus. an endophvte of sugarcane. In: TRIPLETT. E. Prokarvetic nitrogen fixation.
Wyndham: Horizon Scientific Press. 2000. p. 737-760.

NOTA: Dados trabalhados pelo autor.
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1.2.1 Diazotroficos Endofiticos

Bactérias endofiticas sdo onipresentes na maioria das espécies vegetais,
colonizando os tecidos de forma localizada ou sistémica. Varias definigdes foram
propostas para bactérias endofiticas (DOBEREINER, 1992; KLOEPPER &
BEAUCHAMP, 1992; HALLMAN et al., 1997) e apesar de nido sercm totalmente
concordantes, todas elas caracterizam os endofiticos como bactérias que colonizam o
interior de plantas, sem necessariamente causar-lhes algum dano. Historicamente, tem-
se acreditado que bactérias endofiticas sdo patogenos fracamente virulentos de plantas.
mas recentemente foram descobertos varios efeitos benéficos nas plantas hospedeiras,
tal como promogdo de crescimento em plantas, aumento da resisténcia contra
patogenos de plantas e parasitas (HALLMAN er al., 1997) e a propria Fixagdo
Biologica de Nitrogénio. Em relagdo aos endofiticos diazotroficos, foi proposta a sua
divisdo em endofiticos facultativos e obrigatorios (BALDANI et al., 1997). Entretanto,
esta divisdo, apesar de fornecer uma maneira conveniente para agrupar estes
organismos, € ainda controversa e o relacionamento levado em consideragdo neste
sistema ¢ artificial, ndo sendo possivel classificar claramente algumas bactérias como
facultativas ou obrigatorias. Além do mais, endofiticos obrigatérios podem ser
mantidos em culturas puras (SEVILLA & KENNEDY, 2000).

Em geral, bactérias endofiticas originam-se a partir de comunidades
bacterianas epifiticas da rizosfera e filoplano, bem como a partir de sementes
infectadas com endofiticos ou material de plantio (HALLMAN et al., 1997). Estes
organismos dispersam aparentemente via sementes, propagacdo vegetativa, material de
planta morto e pelo mecanismo de alimentagdo de insetos (BALDANI et al., 1997,
BAZZICALUPO & OKON, 1999). Bactérias endofiticas parecem penetrar ativamente

nos tecidos de plantas usando enzimas hidroliticas como celulase e pectinase, além de
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entrar nas plantas através de aberturas naturais ou feridas. Considerando-se que estas
enzimas sdo também produzidas por patéogenos. um maior conhecimento na sua
regulagdo e expressdo sera necessario para distinguir bactérias endofiticas de
patogenos de plantas. Em geral, bactérias endofiticas ocorrem em baixas densidades
populacionais em relagdo aos patogenos. Evolutivamente, endoéfitos parecem ser
intermediarios entre bactérias saprofiticas e patogenos de plantas, mas € possivel
apenas especular se elas sdo saprofitas evoluindo em dire¢do a patogenos, ou sdo mais
evoluidos do que patdgenos de plantas e apenas conservam o ambiente protegido e
suprimento de nutrientes por ndo matar seu hospedeiro (HALLMAN et al., 1997). De
maneira geral, a comunidade endofitica ¢ dindmica e influenciada por fatores bidticos
e abidticos, com a propria planta constituindo um dos principais fatores de influéncia.
Uma vez que bactérias endofiticas contam com o suprimento nutricional oferecido
pela planta, qualquer parametro afetando o estado nutricional da planta pode,
conseqiientemente, afetar a comunidade endofitica. (HALLMANN et al., 1997).

Os diazotroficos que tém sido caracterizados como endofiticos estdo
distribuidos entre os géneros Azospirillum, Gluconacetobacter, zoarcus,
Herbaspirillum e Burkholderia (BALDANI et al., 1997). Os dois primeiros géneros
pertencem a subdivisdo alfa das Proteobactérias e os demais a subdivisdo beta. As alfa
Proteobactérias abrigam também diazotréficos como os simbidticos que formam o
grupo dos rizobios, bactérias de vida livre, como Beijerinckia, fototroficos, como
Rhodopseudomonas, metanotroficos, como Methylocystis e fitopatogenos como
Agrobacterium (YOUNG, 1992). As beta Proteobactérias incluem diversos
fitopatdgenos e contrariamente a subdivisdo alfa, possui relativamente poucas espécies
capazes de fixar N,, como nos géneros Derxia, Alcaligenes e Thiobacillus (YOUNG,
1992), além daqueles ja citados. A Tabela 2 lista os principais diazotroficos
endofiticos e seus hospedeiros.

Os endofiticos sdo 1solados do interior de plantas e, em geral, possuem uma

baixa taxa de sobrevivéncia em solos naturais. Entretanto, embora espécies de
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Azospirillum possam ser encontradas no interior dos tecidos de plantas. como nas
raizes de arroz, estes diazotroficos sdo principalmente isolados da rizosfera. Por isso,
algumas vezes eles tém sido classificados como endofiticos facultativos, embora esta
classificagdo ndo esteja ainda completamente estabelecida, como mencionado
anteriormente. O género Azospirillum compreende sete espécies: Azospirillum
brasilense, Azospirillum lipoferum, Azospirillum amazonense, Azospirillum Irakense,
Azospirillum halopraeferans (DOBEREINER et al., 1995b), Azospirillum largomobile
(BEN DEKHIL et al., 1997) e Azospirillum doebereinerae (ECKERT et al., 2001),
todas com capacidade para fixar N,. As espécies de Azospirillum, principalmente A.
brasilense e A. lipoferum, t€ém sido isoladas de cereais (milho, trigo, arroz e sorgo),
gramineas forrageiras, cana-de-agucar, palmeiras oleaginosas e plantas tuberosas, a
partir de tecidos da raiz, caule, folhas, tubérculos, interior do xilema e em frutos e
sementes (Tabela 2), principalmente em regides tropicais (BALDANI et al., 1997). A
distribuigcdo de A. irakense e A. halopraeferans parece ser mais restrita, tendo sido
relatados apenas ocorrendo em plantas de arroz crescidas no Iraque e em graminea
Kallar Grass (Leptochloa fusca) crescida em solos salinos do Paquistdo,
respectivamente (DOBEREINER et al.,. 1995b).

O género Herbaspirillum ¢ composto por apenas duas espécies.
Herbaspirillum seropedicae foi isolada de um grande numero de amostras de raizes,
colmos e folhas de milho, sorgo, arroz, cana-de-aglicar, gramineas forrageiras,
palmeiras, abacaxizeiro e bananeira no Brasil (BALDANI er al., 1997; WEBER, 1998
- Tabela 2). Ha poucos relatos de sua ocorréncia em outros paises. O seu mecanismo
de disseminagdo natural ndo esta ainda completamente esclarecido, embora ela parega
ser transferida principalmente através das sementes (BALDANI et al, 1997).
Herbaspirillum  rubrisubalbicans, que foi originalmente classificada como
Pseudomonas rubrisubalbicans e posteriormente colocada no género Herbaspirillum
por homologia de DNA:TRNA (BALDANI et al., 1996), é considerado um patogeno

que causa a doenca da estria mosqueada em variedades de cana-de-agucar plantadas
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nos E. U. A. Entretanto, variedades plantadas comercialmente no Brasil mostram-se
resistentes a doencga. Esta espécie ocorre em plantas de cana-de-agucar, arroz,
palmeiras, abacaxizeiro e bananeira. Atividade da nitrogenase foi detectada nos vasos
do xilema de folhas de cana-de-agucar infectada com este endofito (BALDANI ef al.,
1997). Recentemente foi sugerida a inclusdo de uma nova espécie, Herbaspirillum
frisingense, com base em analises fisiologicas e por homologia de DNA:DNA a partir
de isolados de Spartina pectinata, Miscanthus sinensis, Miscanthus sacchariflorus e
Pennisetum purpureum (KIRCHHOF et al., 2001).

O género Azoarcus também € composto por duas espécies: Azoarcus
communis e Azoarcus indigens. Sua ocorréncia parece restrita a graminea “Kallar
Grass” (Leptochloa fusca), de onde a bactéria foi repetidamente isolada no Paquistdo
sem causar nenhum sintoma patogénico aparente (BALDANI et al, 1997,
DOBEREINER e al., 1995b).

Dentro do recém-criado  género  Gluconacetobacter,  somente
Gluconacetobacter diazotrophicus mostrou-se capaz de fixar N,. Esta bactéria foi
recentemente renomeada, sendo transferida a partir do género Acetobacter (YAMADA
et al., 1997). Esta espécie foi encontrada principalmente associada com plantas ricas
em agucar como cana-de-agucar, batata doce e capim Cameroon (todos propagados
vegetativamente) em nimeros de 10° a 10° células.g” (BALDANI er al., 1997). Sua
ocorréncia restrita ¢ confirmada pela completa auséncia no solo e no tecido de plantas
invasoras crescendo entre linhas em um campo de cana-de-agticar (DOBEREINER e/
al., 1988). Entretanto, este diazotréfico foi isolado também de plantas de café
(JIMENEZ-SALGADO et al. 1997).

O género Burkholderia inclui varios patogenos e foi criado a partir do grupo
de homologia II de Pseudomonas, contendo originalmente sete espécies, sendo a
espécie tipo Burkholderia cepacia (YABUUCHI et al., 1992). Uma nova bactéria
tfixadora de nitrogénio 1solada da rizosfera de arroz, cultivada no Vietnd, foi incluida

no género devido a sua alta homologia DNA:DNA, DNA:rDNA e caracteristicas
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fenotipicas, tendo sido proposto o nome Burkholderia vietnamiensis (TRAN VAN ef
al., 1994). Dois outros grupos de bactérias diazotroficas foram isoladas em plantas de
arroz, batata doce e mandioca (raiz, tubérculo e caule) cultivadas no Brasil. Analises
morfologicas, fisiologicas e seqilenciamento parcial do gene para o RNA ribossomal
de 23S (23S rDNA) mostraram que estes isolados sdo relacionados ao género
Burkholderia, mas com caracteristicas bem diferentes de B. vietnamiensis (BALDANI
et al., 1997). Para duas estirpes destes isolados, M130 e Ppe8, foram propostos os
nomes ‘“Burkholderia brasilensis” e “Burkholderia tropicalis”, respectivamente.
Entretanto, o seqiienciamento do gene para o RNA ribossomal de 16S (16S rDNA) da
estirpe M 130 mostrou que ha 100% de homologia com a seqiiéncia de Burkholderia
kururiensis (J. 1. BALDANI, comunicagdo pessoal), uma nova espécie proposta
recentemente, isolada de aguas poluidas e capaz de degradar tricloroetileno (ZHANG
et al., 2000). Um grande numero destes diazotroficos tem sido encontrado no interior
de raizes de arroz sem causar danos a célula (BALDANI et al., 1997).

Outros diazotroficos capazes de colonizar o interior do tecido de plantas
foram descritos: Alcaligenes faecalis em arroz, Pantoea agglomerans em aveia,

Bacillus sp., Klebsiella pneumoniae, Erwinia sp. e Enterobacter sp. (WEBER, 1998).

1.2.2 Contribui¢do dos diazotroficos associativos a fixagdo biologica de nitrogénio

Embora ndo haja provas definitivas de que os organismos endofiticos
fixadores de nitrogénio sdo capazes de fornecer nitrogénio combinado para a planta
(KENNEDY, 1999), sdo muitos os experimentos que mostram o aumento de produgdo
e/ou acumulo de N em campos cultivados (OKON, 1999). Grande parte das evidéncias
da contribuicdo da Fixagdo Biologica de Nitrogénio pelos endofiticos vem de estudos
com balango de N, diluigdo isotépica de "°N e abundancia natural de "°N em plantas de
cana-de-agucar, arroz e “Kallar Grass”, que podem obter parte do nitrogénio de que

necessitam através da Fixagdo Biologica de Nitrogénio (JAMES, 2000). Em arroz, o
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potencial da contribuigdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio para 4 a 6 cultivos
consecutivos foi estimado em 18% do N acumulado na planta (APP er al., 1980).
Experimentos conduzidos em casa de vegetagdo no Brasil indicaram que 20% do
nitrogénio 1incorporado pela planta foi proveniente da Fixagdo Biologica de
Nitrogénio. As maiores respostas para esta cultura parecem estar associadas a
inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia sp., sendo a resposta
dependente da variedade da planta e estirpe da bactéria usadas (BALDANI, et al.,
1999).

A contribuigdo da fixagdo biologica de nitrogénio para a cultura da cana-de-
agucar também tem sido estudada e medigdes com técnica de diluigdo de '°N sugerem
que 60% do N total da planta é derivado deste processo (URQUIAGA et al., 1992).
Acredita-se que boa parte desta contribui¢do possa vir dos diazotroficos H.
seropedicae, Burkholderia sp. e G. diazotrophicus, que ocorrem em 10* a 10° células
g' de tecido fresco, além de A. amazonense. Em experimentos utilizando "°N para
plantas crescendo em potes de 50 kg, inoculagdo com diferentes combinagdes dos
organismos citados mostraram que ha uma acdo sinergistica entre eles, variando o N
acumulado pelas plantas de 5 a 33% (BALDANI et al., 1999). Outros dados indicam o
acumulo de 10 a 80 kg de N. ha'. ano™ em plantas de arroz e cana-de-agicar, vindos
da Fixagdo Biologica de Nitrogénio (BAZZICALUPO & OKON, 1999).

Em calculos ainda muito debatidos, acredita-se que o balango energético
para a produgdo do alcool a partir de cana-de-agicar é de cerca de 4 vezes, isto é,
obtém-se 4 vezes mais energia com o alcool do que € usada para sua produgdo,
podendo atingir o valor de 5, se for usada irrigagdo e aplicagdo mais adequada de P, K
e Mo (DOBEREINER, 1995).

Estudos recentes tém também demonstrado a expressdo, pelos diazotroficos,
dos genes que codificam para a nitrogenase, a expressdo in situ das proteinas da
nitrogenase e a atividade da nitrogenase (redugdo de acetileno), em associagdo com

suas plantas hospedeiras. Usando fusdes de genes nif com genes reporteres, tais como
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lacZ e gusA e marcagdo da nitrogenase com ouro, foi mostrado que a Fixagdo
Bioldgica de Nitrogénio é expressa no interior dos tecidos da planta (BAZZICALUPO
& OKON, 1999). Entretanto, estes estudos ndo fornecem evidéncias conclusivas de
que as plantas possuem dependéncia das bactérias associadas, uma vez que as técnicas
ndo distinguem entre o N, fixado pelos endofiticos daquele fixado pelas bactérias
heterotroficas de vida livre e cianobactérias da rizosfera e superficie das plantas. Outro
problema surge quando se usa técnica de incorporagdo de N para mostrar a
transferéncia de N fixado da bactéria para a planta. O longo tempo de exposigdo
normalmente usado nestes experimentos pode indicar que o N fixado € transferido
principalmente por células mortas e mineralizagdo de diazotroficos assimbidticos

(JAMES, 2000).

1.2.3 Outras contribui¢des dos diazotroficos associativos

Experimentos de inoculagdo com Azospirillum sp., conduzidos ao redor do
mundo, tém mostrando um efeito positivo da bactéria na produgdo, mas ainda ha um
debate acerca do principal modo de acdo pelo qual diazotréficos endofiticos
contribuem para o nitrogénio acumulado nas plantas (BALDANI er al., 1997).
Inoculantes comerciais produzidos com Azospirillum t€ém mostrado efeitos positivos
na utilizagdo do nitrogénio e no aumento da produgdo de plantas de milho, trigo e
sorgo em campos cultivados da Europa e Africa do Sul (BAZZICALUPO & OKON.
1999). Substancias promotoras de crescimento, fixagdo de nitrogénio per se ou a
habilidade da nitrato redutase bacteriana em ajudar na incorporagdo do nitrogénio
assimilado a partir do solo pela planta (FERREIRA et al., 1987) foram também
demonstrados. A respeito destes diferentes efeitos exercidos por diazotroficos
endofiticos em associagdo com gramineas, aumentos variando de 5 a 30% na produgéo
foram observados em varios experimentos de inoculagdo com Azospirillum

(BALDANI et al., 1997).
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Diversas substincias produzidas e excretadas por bactérias diazotroficas,
genericamente denominadas de Reguladores do Crescimento de Plantas (PGR), tais
como auxinas, giberelinas e citocininas, sdo capazes de exercer efeitos positivos nas
plantas (BAZZICALUPO & OKON, 1999). A produgdo de acido indol acético (AIA),
um fitormonio da classe das auxinas, ¢ freqiiente entre bactérias que habitam a
rizosfera de plantas e pode estar ligada a fitopatogénese, como em Agrobacterium
tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, Erwinia herbicola e Pseudomonas syringae
(PATTEN & GLICK, 1996). Entretanto, a producdo de AIA foi também observada
para bactérias benéficas, muitas delas diazotroficos como Azospirillum sp., Alcaligenes
faecalis, Klebsiella sp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae, entre outras (COSTACURTA & VANDERLEYDEN, 1995). AIA
produzido por estes organismos poderia funcionar como promotor de crescimento nas
plantas hospedeiras. Plantas de cana-de-agucar inoculadas com a estirpe PALS de G.
diazotrophicus aumentaram sua massa € conteido de N quando crescidas sem N
combinado. Aumento no crescimento também foi observado em plantas inoculadas

com um mutante Nif, na presen¢a de N combinado (KENNEDY, 1999).

1.3 TAXONOMIA DE MICRORGANISMOS

Existem cerca de 2,0 milhdes de espécies descritas entre todos os seres vivos
(AMORIM, 1997). Entretanto, este nimero pode ser extremamente conservador em
relagdo a diversidade existente, principalmente em relagdo a diversidade microbiana. E
provavel que a diversidade entre 0s microrganismos seja bem maior € que o volume
atual de informacgédo sobre as espécies que conhecemos nio reflita a biodiversidade do
planeta. Dessa forma, a expectativa quanto a espécies com novas fungdes ou novos
produtos ainda ¢ grande. Em relagdo a diversidade dos organismos fixadores de
nitrogénio, surge ainda um outro problema. Apesar de somente os procariotos serem

capazes de reduzir o nitrogénio molecular a amonia, esse processo é bem generalizado

18



entre este grupo de organismos. Entretanto, a identificacdo e classificagdo de
microrganismos ndo tém como pratica testar sua capacidade em fixar nitrogénio
(YOUNG, 1992), o que, certamente ampliaria o namero de espécies diazotroficas
conhecidas.

A taxonomia é geralmente definida como a ciéncia da classificagdo (BUSSE
& LUBITZ, 1996). Entretanto, ela pode ser dividida em trés partes (VANDAMME e¢
al., 1996):

a) a classificacdo, que trata do ordenamento dos organismos em grupos

taxonomicos com base na sua similaridade;

b) a nomenclatura, que refere-se ao processo de nomear as unidades

classificadas e

¢) a identificagdo, onde ¢ determinado se um organismo desconhecido

pertence a uma ou outra unidade definida.

A taxonomia de bactérias ¢ tradicionalmente baseada em analises
morfologicas, fenotipicas e bioquimicas. Entretanto, ¢ um consenso entre os autores
que uma classificagdo deste tipo nem sempre € 0til e muitas vezes torna-se erronea, ja
que as bactérias ndo possuem a diversidade de caracteres morfologicos presentes nos
metazoarios (OLSEN er al., 1986; WOESE, 1987; YOUNG, 1992). Uma classificagao
baseada em relagdes evolutivas tem muitas vantagens sobre uma baseada em
similaridades superficiais. Se esta € construida em dados suficientes, entdo ela sera
estavel. Ndo dependera de escolhas arbitrarias de propriedades “significantes” e
permitira que a evolu¢do dos genes, de caminhos bioquimicos e de adaptagdes possam
ser explicados (YOUNG, 1992). Acredita-se que uma vantagem da classificagdo
tradicional é que ela seja “pratica”: permite nomear um novo isolado com pouco
esfor¢o experimental. Entretanto, ela somente serd util se um taxon definido por um
pequeno numero de caracteristicas for também relativamente homogéneo em outras
propriedades. Este somente sera o caso, se o taxon for filogeneticamente coerente

(YOUNG, 1992). Recentemente tem-se dado grande importdncia a uma abordagem
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“polifasica” (uso de técnicas diferentes) no delineamento de taxa (VANDAMME et
al., 1996).

A espécie ¢ a unidade basica da taxonomia bacteriana e ¢ definida como um
grupo de estirpes, incluindo a estirpe tipo (VANDAMME er al, 1996). Dois
mecanismos diferentes contribuem para manter as espécies: o mecanismo de coesdo
genética, que envolve troca suficiente de genes entre membros de uma mesma espécie
para manter um grupo comum de genes € 0 mecanismo de coesdo ecologica que pode
manter o isolamento de uma espécie, permitindo que seus membros compartilhem um
nicho comum (YOUNG, 2000a). Entretanto, em eucariotos reproduzindo sexualmente,
as espécies sdo uma unidade bioldgica natural, definida pela troca de genes
intraespecificos e barreiras interespecificas, mas ndo esta claro se espécies bacterianas
sd0, ou podem ser, unidades naturais no mesmo sentido (YOUNG, 1992).

Um parametro fundamental, atualmente usado para estabelecer o limite entre
espécies de bactérias ¢ baseado no limite de reassociacdo de DNA:DNA entre dois
microrganismos, que serdo considerados como pertencendo a mesma espécie se este
limite for superior a 70% e pertencendo a espécies diferentes em caso contrario
(WAYNE et al., 1987). Se esta mesma metodologia fosse aplicada aos primatas, estes
pertenceriam todos a uma mesma espécie! O homem e o chimpanzé, por exemplo,
mostram uma relagdo de 98,6% em relagdo a reassociagdo DNA:DNA (STALEY,
1999). Analise feita na molécula de RNA ribossomal € igualmente discrepante. £. coli
possui sete operons de rRNAs e no minimo 15 bases de diferenga entre seus rRNAs de
16S, enquanto que entre o homem e o camundongo sdo observados apenas 16 bases de
diferenga entre 0 RNA de 18S (STALEY, 1999). Embora parega ser unanime a crenga
na existéncia de espécies entre bactérias, parece que ainda € preciso um enorme
esfor¢o para que se estabeleca uma defini¢do mais clara e que possam ser propostos
métodos padronizados para a descrigdo desta entidade ecologica (SMITH et al., 1991;
YOUNG, 1992; STALEY, 1999).

Embora as bactérias sejam haploides, tenham uma estrutura populacional
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clonal e raramente sujeitam seus genomas a recombinagdo (SMITH er al., 1991,
LEVIN & BERGSTROM, 2000), genes individuais podem apresentar-se como
mosaicos devido a troca local de gene entre espécies relacionadas. Bactérias diferindo
em mais de 20% da seqiiéncia do DNA podem fazer troca, normalmente localizada, de
DNA cromossomal (SMITH et al., 1991). LAWRENCE & OCHMAN (1998)
mostraram que em E. coli, cerca de 18% da seqiiéncia gendémica provém de DNA
estranho a esta espécie, perfazendo um total de 234 eventos de transferéncia lateral
desde que este organismo divergiu de linhagens de Salmonella, a 100 milhdes de anos
atras. Mas, apesar desta flexibilidade observada nos genomas bacterianos, é possivel
imaginarmos uma outra por¢do do genoma das bactérias, composta por genes
essenciais sob quase todas as condi¢des de crescimento e que € razoavelmente estavel
e predominantemente passado através das sucessivas geragdes verticalmente. A
defini¢do de espécie a nivel molecular deve, portanto ter como referéncia esta parte do
genoma, a qual inclui os genes para o 16S rRNA (YOUNG, 2000a).

A classificagdo molecular de estirpes tem sido obtida por diferentes
abordagens. Mas para uma classificagdo confiavel, todos estes métodos devem reunir
varios critérios para serem de grande utilidade (OLIVE & BEAN, 1999):

a) Todo organismo dentro de uma espécie deve ser passivel de tipagem pelo
meétodo usado. Para alguns métodos fenotipicos, tais como aqueles
baseados em rea¢do com um anticorpo ou a presenga de um receptor para
bacteriofago, a caracteristica particular pode ndo estar presente em todos
os membros da espécie.

b) Qualquer método de subtipagem deve ter grande poder de diferenciagéo.
Ele deve ser capaz de diferenciar claramente estirpes ndo relacionadas, tal
qual aquelas que sdo geograficamente distintas dos organismos fonte e ao
mesmo tempo demonstrar a relagdo de todos os organismos isolados de
individuos infectados através da mesma fonte.

c) Uma terceira preocupacdo para metodologia de subtipagem refere-se a
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capacidade de uma técnica de reproduzir o0 mesmo resultado quando uma
estirpe particular ¢ testada repetidamente. Esta reprodutibilidade ¢
especialmente importante para a construgdo de bancos de dados
confiaveis, contendo todas as estirpes conhecidas dentro de uma espécie
para a qual organismos desconhecidos podem ser comparados para
classificagéo.

Muitas das técnicas moleculares usadas atualmente para tipagem contam
com a separagdo eletroforética de fragmentos de DNA de diferentes comprimentos
(OLIVE & BEAN, 1999). Estes métodos de caracterizagdo e taxonomia molecular
podem ser, grosseiramente, divididos em dois grupos: métodos baseados em um unico
locus e métodos baseados em multiplos /oci. Os métodos baseados em um anico /ocus,
normalmente caracterizam um grupo ou uma populagdo de organismos com base na
analise de um unico gene (HAMPL et al., 2001). Técnicas de seqiienciamento de DNA
e SSCP (polimorfismo conformacional de fita Ginica) sdo largamente empregadas.
Entretanto, genes que codificam para proteinas ou regides intergénicas podem néo
refletir a posigdo taxonomica destes organismos (HAMPL et al., 2001). Por outro lado,
mesmo em concordancia com a posi¢do taxonomica dos organismos, 0s genes nao
possuem a resolugdo necessaria para se caracterizar organismos a nivel intraespecifico,
como ocorre, por exemplo, com 0 16S rDNA. Os métodos baseados em /oci multiplos,
baseiam-se na analise de todo o genoma dos organismos, permitindo a caracterizagdo
intraespecifica (HAMPL er al., 2001).

A analise do genoma total por padrdo de bandas do DNA tem sido facilitado
pela descoberta de elementos repetitivos, incluindo DNAs Polimoérficos Amplificados
Aleatoriamente (RAPD), Consenso Intergenérico Repetitivo de Enterobactérias
(ERIC) e Palindromo Extragénico Repetitivo (REP) e analise de sitios de enzimas de
restrigdo nos cromossomas bacterianos por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
(PFGE) e Polimorfismo de Fragmentos Amplificados (AFLP). Todas estas técnicas

reconhecem sitios aleatérios no genoma que ndo podem ser previstos sem o
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seqiiénciamento total do genoma (GURTLER & MAYALL, 2001). Estes métodos,
normalmente, utilizam a técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificar os fragmentos em andlise e o resultado ¢ apresentado na forma de um
padrdo de bandas em um gel eletroforético (OLIVE & BEAN, 1999). Uma vez que
estes padroes podem ser extremamente complexos (como nas técmicas de RAPD,
ERIC/REP e AFLP), a facilidade com a qual os padrdes sdo interpretados e
relacionados ¢ um fator na avaliagdo da utilidade de um método de tipag' m particular.
Juntamente com a facilidade de interpretacdo de um método particular estd sua
facilidade de uso. A dificuldade técnica, custo e tempo para obter um resultado deve
ser também avaliado na determinagdo da utilidade de um método de tipagem
particular.

A limitagdo dos métodos fenotipicos de tipagem tem levado ao
desenvolvimento de métodos de tipagem baseados no gendtipo microbiano ou
seqiienciamento de DNA, que minimiza problemas com a “tipabilidade” e
reprodutibilidade e, em alguns casos, permite o estabelecimento de grandes bancos de
dados de organismos caracterizados (OLIVE & BEAN, 1999). O pivo neste processo
de transi¢cdo tem sido a molécula de RNA ribossomal de 16S (16S rRNA) ou, mais
frequentemente, seu gene (16S rDNA), por varios motivos (ver adiante), dentre os
quais a sua universalidade e conservagdo da sua fun¢do, permitindo construir um
esbogo da arvore evolutiva para as bactérias, a qual confirma certas categorias
fisiologicas antigas, mas desmantelam muitas outras e remonta 0s componentes em

novos grupos (YOUNG, 1992).

1.4 INFERENCIA FILOGENETICA

A inferéncia filogenética, ou mais especificamente, a reconstru¢do da
evolugdo de um grupo de organismos, requer varias etapas, que culmina com a

obten¢do de uma arvore filogenética final que possa representar sua historia evolutiva
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de maneira confiavel. De uma forma resumida, quatro passos sd0 necessarios: o
ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS, a DETERMINACAO DO MODELO DE
SUBSTITUICAO, a CONSTRUCAO DA ARVORE e a AVALIACAO DESTA
ARVORE (HERSHKOVITZ & LEIPE, 1998). Entretanto, antes do desenvolvimento
deste processo € preciso, em se tratando de filogenia molecular, que se tenha definido
uma molécula que possa nos contar esta historia evolutiva da melhor maneira possivel,
levando-se em conta as diferengas atuais entre os organismos. E preciso também obter
os dados (as seqiiéncias) dos organismos a serem estudados. Aqui a qualidade e
precisdo dos dados obtidos irdo refletir diretamente na precisdo da arvore filogenética
inferida. Finalmente, ¢ importante também ter, a priori, uma id€ia grosseira da posi¢ido
taxonomica dos organismos seqiiénciados (se estes sdo desconhecidos). Uma vez que
uma das grandes vantagens da andlise de seqii€ncias € a possibilidade de utilizagdo de
dados obtidos em diferentes laboratorios e em diferentes circunstancias e sendo os
bancos de dados atualmente de dominio publico e com uma composigdo gigantesca,
esta etapa também ¢ de grande importincia para o resultado final, devendo ser a
filtragem dos dados criteriosa para evitar ambiguidades na analise final. Pode-se entdo
seguir as etapas que fazem parte da inferéncia filogenética propriamente dita.

A analise filogenética de DNA ou proteina tem sido uma importante
ferramenta para estudar a histdria evolutiva dos organismos, das bactérias aos homens.
Uma vez que a taxa evolutiva das seqii€ncias varia extensivamente com o gene ou
segmento de DNA (WILSON et al., 1977) por estar sob pressdo de sele¢do, variando
entre um gene e outro, entre diferentes partes do mesmo gene e entre uma linha de
descendentes e outra. Isto significa que algumas seqii€éncias mudam rapido o suficiente
para mostrar variagdo significante ao nivel intraespecifico (pseudogenes, por exemplo,
ou sitios silenciosos em cddons), considerando que seqiiéncias que sdo cruciais para a
fun¢do sdo altamente conservadas e permanecem reconheciveis em todos os
organismos. Esta variagdo em taxa permite comparagdes de seqiiéncias, se bem

escolhidas, para serem uteis em todos os niveis de resolugdo taxondmicos, mas isto
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também significa que analises cada vez mais sofisticadas t€m que ser desenvolvidas
para extrair a maxima informagdo filogenética (YOUNG, 1992). A analise filogenética
¢ também importante para clarear o padrdo evolutivo de familias multigenes
(ATCHLEY et al., 1994), bem como para entender a evolugdo adaptativa ao nivel
molecular (JERMANN et al., 1995; WISTOW, 1993). Esta técnica também permite
uma visdo aprofundada do mecanismo de manutengdo de alelos polimoérficos em
populagdes (TAKAHATA, 1993).

Entretanto, ha duas principais razdes pelas quais a filogenia molecular pode
falhar: a similaridade entre seqiiéncias pode ndo ocorrer devido a ancestralidade e a
filogenia de um gene pode ndo ser representativa da histoéria evolutiva do genoma
como um todo.

Evolucdo convergente ¢ um problema bem menor em nivel genotipico do
que em nivel fenotipico, uma vez que o mapa a partir do genodtipo para o fendtipo ¢
altamente redundante. Desta forma, a acdo de forgas seletivas similares pode
perfeitamente causar a mesma capacidade metabdlica evoluir independentemente em
diferentes organismos, mas € virtualmente certo que as seqii€éncias dos genes

responsaveis irdo reter diferengas caracteristicas (YOUNG, 1992).

1.4.1 Os Marcadores Filogenéticos

Emile Zuckerkandl e Linus Pauling introduziram, em 1965, a idéia de que
moléculas podem ser usadas como "cronometros moleculares" (ZUCKERKANDL &
PAULING, 1965), abrindo-se a possibilidade de se utilizar moléculas de DNA e/ou
proteinas como "documentos da historia evolutiva" dos seres vivos. Uma década mais
tarde, Carl Woese e colaboradores identificaram o gene para o RNA ribossomal de
16S (16S rRNA) como um poderoso marcador filogenético, utilizando-o em trabalhos
subsequentes para propor um terceiro dominio dos seres vivos, o dominio das

Arqueobactérias (FOX et al., 1980). Diversos outros marcadores como o 23S rRNA,



subunidade beta da F,F, ATPase, EF-Tu (Fator de Elongacdo Tu, LUDWIG &
SCHLEIFER, 1999), RecA (KARLIN et al., 1995), citocromo ¢ (WOESE, 1987),
entre outros, t€m sido utilizados. Atualmente, enquanto nds atravessamos a era
gendmica, novos marcadores estdo sendo propostos como alternativa ao 16S rRNA.
Entretanto, desde o inicio dos trabalhos de Woese e colaboradores com catalogos de
oligonucleotideos produzidos por digestio do gene para o 16S rRNA com a
ribonuclease T, (FOX et al., 1977) até os dias atuais, as informag¢des sobre esta
molécula, principalmente sua seqiiéncia, t€ém-se acumulado dramaticamente. Isso se
deveu, em parte, ao desenvolvimento de métodos rdpidos e simples para o
seqiienciamento do rRNA usando transcriptase reversa (LANE et al., 1985) e mais
tarde o uso da PCR (SAIKI ez al., 1988) para amplificagdo e segiienciamento seletivo
dos genes que codificam para os rRNAs, principalmente o de 16S (MEDLIN et al.,
1988; BOTTGER, 1989; EMBLEY, 1991) o que tem levado a uma expansdo
explosiva dos bancos de dados de seqiiéncias destas moléculas. Em conseqiiéncia,
mesmo aqueles marcadores que teoricamente contém maior informagado filogenética,
como € o caso da molécula de 23S rRNA, com caracteristicas basicas semelhantes a do
16S rRNA, mas com aproximadamente o dobro do seu tamanho, ainda levardo um
certo tempo para atingirem um volume de informagdo que permita usa-los em
preferéncia ao 16S rRNA. Nesta perspectiva, o gene para o 16S rRNA tem sido a
janela que permite olhar para um passado de milhdes de anos. E parece que continuara
sendo, ja que cada vez mais créditos sdo depositados nesta molécula para exercer este
papel (LUDWIG & SCHLEIFER, 1999).

O contetido informativo das moléculas marcadoras é critico na analise
filogenética e o esforco para reconstruir a historia de um gene ou organismo
analisando seqii€éncias moleculares particulares estd em fun¢do do numero e carater
das mudangas detectdveis na seqii€ncia. Assim, o conteido informativo maximo
depende do numero de nucleotideos ou aminoacidos da molécula e dos estados

potenciais assumidos pelos caracteres (4 para nucleotideos e 20 para aminoacidos).
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Entretanto, em geral, tais marcadores sdo razoavelmente conservados € somente alguns
sitios sdo variaveis e, portanto, informativos. E, mesmo nestes sitios, o namero de
estados de caracteres permitidos ¢ reduzido devido a barreiras funcionais e pressdo
seletiva. Em teoria, o mais informativo dos marcadores filogenéticos, a molécula do
23S rRNA, sob condig¢des 6timas fornece uma resolugdo de um evento evolutivo por
0,2 - 0,3 milhdo de anos. Portanto, a analise comparativa de moléculas marcadoras
permite somente uma primeira aproximagdo do curso da evolu¢?H bacteriana

(LUDWIG & SCHLEIFER, 1999).

1.4.1.1 O Uso do RNA Ribossomal para a Reconstrugdo Filogenética

Trés abordagens tém sido usadas no estudo de relagdes bacterianas baseada
em similaridade de rRNA: hibridizacdo (DE SMEDT et al., 1980), catalogo de
oligonucleotideos (WOESE, 1987) e seqiienciamento (WOESE, 1987). Na primeira, o
rRNA marcado de uma estirpe € hibridizado com o DNA total de cada uma das outras
e a temperatura de fusdo (Tm) da molécula hibrida permite estimar a similaridade de
cada par. Na segunda abordagem, o 16S rRNA purificado € clivado com ribonuclease
T, e a seqiiéncia de cada oligonucleotideo resultante ¢ determinada; o “‘catalogo™ de
tais oligonucleotideos € caracteristico para cada organismo e pode ser comparado com
todos os catalogos previamente conhecidos. A terceira abordagem € o seqiienciamento
completo ou parcial do rRNA ou do DNA que o codifica, seguido pelo alinhamento e
comparagdo das seqiiéncias. Catalogos tém sido determinados para um amplo espectro
de organismos. Dados de hibridizagdo, entretanto, estdo disponiveis para um nimero
muito maior de isolados e espécies e fornece uma visdo mais detalhada, especialmente
das Proteobactérias (YOUNG, 1992).

A hibridiza¢do depende da comparagédo par a par dos organismos. Toda nova
estirpe tem que ser comparada experimentalmente contra cada uma de um grande (e

crescente) nuamero de outras antes que possa ser seguramente classificada. Em
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contraste, dados de seqiienciamento sdo determinados somente uma vez para cada
estirpe; todas as comparagdes podem entdo ser feitas por computador contra um banco
de dados cumulativo de seqiiéncias. A determinagdo de seqiiéncias de rRNA ou do
gene correspondente, entretanto, consumia muito tempo, mas avangos recentes tém
tornado esta técnica muito facil e rapida. Além disso, dados de seqiienciamento
fornecem informagdes mais detalhadas e precisas sobre as moléculas de DNA
(YOUNG, 1992).

A utilizagdo da molécula do gene 16S rDNA no estudo da diversidade
microbiana e andlises filogenéticas de microrganismos tem sido largamente empregada
devido a suas caracteristicas estruturais € funcionais. As principais caracteristicas que
a tornam um excelente marcador filogenético sdo, segundo OLSEN ef al. (1986) e
WOESE (1987):

a) Os rRNAs sdo moléculas universais, ocorrendo em todos os organismos, €
diferentes posi¢des em sua seqii€ncia evoluem a diferentes taxas,
permitindo medir relagdes filogenéticas em quase todos os niveis (entre
organismos proximos e distantes).

b) Os rRNAs sdo elementos chave da maquinaria de sintese de proteinas e
sdo funcionalmente e evolutivamente homologos em todos os
organismos.

¢) Os rRNAs sdo moléculas ancids e extremamente conservadas em toda a
sua estrutura.

d) As seqiéncias de nucleotideos sdo também conservadas. Alguns trechos
sdo Invaridveis entre organismos evolutivamente distantes, enquanto
outros variam. As seqii€ncias € os elementos de estrutura secundaria
conservados permitem o alinhamento de seqii€ncias variaveis, permitindo
que somente nucleotideos homoélogos sejam empregados em analises
filogenéticas.

e) Os rRNAs fornecem informacgdo de seqiiéncia suficiente para permitir
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comparagoes estatisticas significativas.

f) Aparentemente os genes para os rRNAs ndo sofrem interferéncia de
transferéncias laterais (transferéncia de genes por hibridizagdo homologa)
entre 0s Organismos.

A estas caracteristicas, intrinsecas a molécula, pode-se acrescentar ainda o
fato, ja mencionado, da rapida expansdo dos bancos de dados, que atualmente é da
ordem de milhares de seqii€ncias para o 16S rDNA e engloba representativamente os
diversos ramos taxondomicos dos microrganismos.

Por outro lado, alguns problemas sdo observados na utilizagdo dos RNAs
ribossomais em geral para analises filogenéticas. Varios alelos do 16S rDNA sdo
freqiientemente observados nos genomas bacterianos, variando de 1 a 15 copias e ndo
havendo nenhuma indicio evolutivo aparente em relagdo ao nimero de operons
observados (KLAPPENBACH et al., 2001). Membros de familias multigenes, tais
como a familia de genes dos RNAs ribossomais, tém uma tendéncia a possuir
seqii€éncias de DNA idénticas. Evidéncias recentes sugerem que 0O mecanismo
molecular envolvido neste processo utiliza conversdo génica por recombinagdo para
manter a homogeneidade das seqiiéncias. Quando a taxa destes eventos de
recombinagdo ¢ alta, espera-se que as seqiiéncias de DNA na familia génica sejam
uniformes e quando a taxa ¢ baixa, certa variabilidade ¢ esperada (OLIVE & BEAN,
1999). Dessa forma, uma variabilidade entre 0,07% e 1,23% foi observada entre os
operons de RNAs ribossomais a partir de seqiiéncias de genomas completos
(KLAPPENBACH et al., 2001), embora variabilidade de até 6,5% tenha sido
detectada (WANG et al,, 1997). Evidéncias para transferéncia lateral entre genes
ribossomais para alguns organismos (ex., Rhizobium etli ¢ Rhizobium leguminosarum)
também foram relatadas (MARTINEZ-ROMERO & CABALLERO-MELLADO,
1996).
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1.4.2 Alinhamento de Seqiiéncias

Diversas ferramentas para o alinhamento entre seqii€ncias foram
desenvolvidas nos ultimos 25 anos, podendo ser grosseiramente divididas em
algoritmos GLOBAL e LOCAL, que por sua vez sdo separados em métodos de
alinhamento EM PARES (duas seqiiéncias) e MULTIPLO (mais de duas seqiiéncias;
ALTSCHUL, 1997b).

A maioria dos métodos de andlise filogenética trabalha a partir de um grupo
de seqiiéncias alinhadas pelo método de alinhamento multiplo, uma vez que se queira
estabelecer as relagdes evolutivas de um grupo de organismos. Neste caso, as
seqiiéncias sdo dispostas cada uma em uma linha, de maneira que cada base (ou
aminoacido), sempre que possivel, ¢ colocada em uma coluna (comumente referida
como sitio) que contenha esta mesma base (ou aminoéacido) em todas as seqiiéncias,
sem que para isso a estrutura primaria da molécula seja alterada. Para isto, parte-se do
pressuposto que a semelhanga entre as seqiiéncias reflete a homologia entre elas. A
unica "alteragdo" permitida é a introducdo de espagos em algumas seqiiéncias,
denominadas falhas (gaps), que representam dele¢des de um ou mais nucleotideos (ou
aminoacidos) da seqiiéncia, que se acumularam ao longo da evolu¢do. Normalmente,
como ndo se tem informagdes sobre a ancestralidade em relagdo aos organismos nas
analises filogenéticas, é valido pensarmos também que as falhas possam representar
inser¢des nas seqiiéncias que ndo as possuem. Uma falha ¢ dificil de se interpretar em
termos evolutivos € ndo ha métodos confidveis que possam usar a informagdo contida
em seus padrdes (GOLDMAN, 1997).

Entre duas seqiiéncias € possivel encontrar diversas possibilidades para o
alinhamento e este problema torna-se mais grave no alinhamento miltiplo. O niimero
de comparagdes a serem feitas aumenta geometricamente em relagdo ao numero de
seqiiéncias a serem alinhadas, o que torna os calculos impraticaveis quando se trabalha

com algumas dezenas de seqiiéncias, mesmo em computadores velozes. Por isso a
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maior parte dos programas para esta finalidade utiliza um conceito denominado
alinhamento progressivo (SANKOFF, 1975). A idéia do alinhamento progressivo
depende da existéncia de um relacionamento filogenético entre as seqiiéncias, para que
o alinhamento comece a ser feito entre as seqii€éncias mais proximas e seja
"progressivamente” conduzido, até que a seqiiéncia mais distante seja incorporada.
Este fato nos remete a um paradoxo: a analise filogenética de um grupo de seqiiéncias
depende do correto alinhamento entre estas seqii€éncias e, da mesma f-rma, para se
conseguir um alinhamento confidvel é preciso ter um conhecimento prévio das
relagdes filogenéticas entre as seqii€ncias. Na pratica, os programas mais usados, como
o ClustalW (APENDICE 3), partem do alinhamento aos pares, montam uma matriz de
similaridade entre todos os pares de seqiiéncias ¢ calculam uma “arvore filogenética”
grosseira para guiar o alinhamento multiplo propriamente dito. Este método nao
garante que tenhamos sempre o melhor alinhamento possivel, mas torna-se tanto mais
confiavel quanto maior for o grau de conservagdo entre as seqii€ncias € € bastante
rapido, permitindo o alinhamento de centenas de seqiiéncias em relativamente pouco

tempo.

1.4.3 Determinagdo do Modelo de Substituigao

Até o presente momento, dois elementos do modelo de substituigdo podem
ser acessados para dados de nucleotideos, mas ndo para dados de aminoacidos ou
codons. Um deles ¢ o modelo de substitui¢do entre bases e o outro a taxa relativa de
substitui¢cdo total entre os diferentes sitios da seqii€ncia. Variaveis mais complexas,
como os modelos de substitui¢do sitio-especificas ou linhagem-especificas, ndo podem
ser determinados (HERSHKOVITZ & LEIPE, 1998).

Para se estabelecer o modelo de substitui¢do entre bases ¢ preciso considerar
que dois tipos de substituicdes de bases, quimicamente distintos, sdo observados no

DNA. A primeira € aquela onde uma base € substituida por outra quimicamente
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semelhante, ou seja, uma purina sendo substituida por outra purina (ex., A = G) ou
uma pirimidina substituida por outra pirimidina (ex., C — T). A este tipo de
substituicdo denomina-se TRANSICAO. O segundo tipo é aquele onde ocorre a
substituicdo de bases quimicamente distintas, com uma purina sendo substituida por
uma pirimidina (ex., A — C) ou vice-versa. A este segundo tipo de substituigdo da-se
o nome de TRANSVERSAO, que normalmente é menos freqiiente que a transi¢do
(HERSHKOVITZ & LEIPE, 1998). Na pratica, a especificacdo das taxas relativas de
substitui¢des entre residuos particulares normalmente tem a forma de uma matriz
quadrada, com o namero de linhas e colunas sendo igual a 4 para as bases do DNA.
Estas matrizes podem determinar, a priori, os "pesos" que serdo aplicados as
substitui¢des pelos algoritmos de construgdo da arvore, como é feito quando se usa o
método da Maxima Parcimonia (ver adiante). Neste caso, onde a matriz de “pesos” ¢é
aplicada, o método é referido como "Parciménia Ponderada". Para os métodos de
construgdo de arvores de distancia e Maxima Verossimilhanga, o "peso” dado as
substitui¢des pode ser derivado dos proprios dados, sendo a matematica envolvida
mais complexa (HERSHKOVITZ & LEIPE, 1998).

O segundo elemento, a taxa relativa de substitui¢do total entre diferentes
sitios, também afeta os resultados da construgdo da arvore. O exemplo mais 6bvio
desta variagdo ¢ aquela entre as trés posigdes de cddon, onde a terceira posi¢do tende a
ser mais variavel que as duas primeiras. Por esta razdo, em algumas analises feitas a
partir de seqiiéncias codificadoras de proteinas, a terceira posi¢do ¢ excluida
(HERSHKOVITZ & LEIPE, 1998). Variagdo entre sitios também € observada no 16S
rRNA, entre as posi¢des mais ou menos conservadas (VAN DE PEER et al., 1996).
Entretanto, as abordagens a esta questdo sdo matematicamente mais complexas, como
no modelo ndo paramétrico (YANG et al., 1996), no modelo invariante e no modelo
de distribuigdo gama (SWOFFORD et al, 1996). Estes modelos ainda ndo sdo
rotineiramente empregados, mas o modelo de distribuicdo gama comega a ganhar

for¢a, a medida que novos algoritmos t€m sido desenvolvidos e disponibilizados nos
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pacotes de programas para analises filogenéticas.

1.4.4 Reconstrugdo da Arvore Filogenética

A reconstrugdo de arvores filogenéticas usando métodos estatisticos foi
iniciada independentemente em taxonomia numeérica para caracteres morfologicos
(SOKAL & SNEATH, 1963) e em genética de populagdes para dados de fregiiéncia
génica (CAVALLI-SFORZA & EDWARDS, 1964). Alguns dos métodos estatisticos
desenvolvidos para este propdsito sdo ainda usados para andlise filogenética de dados
moleculares, mas recentemente novos metodos t€ém sido desenvolvidos.

As relagdes filogenéticas sdo tradicionalmente representadas em um
diagrama denominado de "arvore" (APENDICE 2), assim denominado devido a
maneira com que os ramos das diferentes linhagens analisadas sdo arranjados,
lembrando os ramos de uma arvore. Embora esta representagdo ndo mostre todas as
possiveis variagdes da maneira como os organismos evoluem (ex.: sdo incapazes de
mostrar a transferéncia horizontal de informagdo genética), ela tem persistido, por ser,
freqilentemente, uma boa aproximagdo e por ser a maneira mais facilmente tratada
computacionalmente (GOLDMAN, 1997). O estudo de arvores forma uma parte da
matematica conhecida como teoria grafica e, embora haja uma consideravel variagido
nos termos usados, alguns deles sdo aqui definidos e denominados no APENDICE 2
para um melhor entendimento das discussdes posteriormente apresentadas acerca deste
assunto.

Segundo NEI (1996), considera-se atualmente a reconstru¢do de uma arvore
filogenética como uma inferéncia estatistica de uma verdadeira arvore filogenética,
entendendo-se como “verdadeira” a real histdria evolutiva do grupo de organismo em
estudo, a qual é desconhecida. Ha dois processos envolvidos nesta inferéncia:
“estimativa” da topologia ou do padrio de ramos de uma arvore e estimativa dos

comprimentos dos ramos para uma dada topologia de arvore. Quando a topologia ¢
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conhecida, estimativas estatisticas do comprimento dos ramos sdo relativamente
simples. O problema maior reside na estimativa ou reconstru¢ido de uma topologia. O
numero de topologias a serem analisadas aumenta rapidamente em relagdo ao niimero
de organismos ou seqii€ncias sendo comparados. Desta forma, analisando-se 4
organismos, existem apenas trés possiveis topologias (considerando-se arvores sem
raiz ¢ ramos divididos dicotomicamente); quando este numero aumenta para 10
organismos, o nimero de topologias possiveis torna-se gigantesco, sendo igual a
2.027.025; se o nimero de organismos ¢ igual a 20 o numero de topologias possiveis
atinge inimaginaveis 8 x 10% arvores (PENNY, 1991), o que seria impraticavel de se
calcular até mesmo em computadores com alta capacidade de processamento.

Apesar dos fundamentos matematicos em filogenia molecular ndo estarem
bem estabelecidos, simulagdes por computador e dados empiricos indicam que 0s
métodos atualmente usados, como Neighbor-Joining, Evolugdo Minima, e Parcimonia
produzem arvores filogenéticas razoavelmente boas quando um numero
suficientemente grande de nucleotideos ou aminoacidos sdo usados. Entretanto,
quando a taxa de evolugdo varia extensivamente de ramo a ramo, muitos métodos
podem falhar em recuperar a verdadeira topologia (NEI, 1996).

Os métodos de inferéncia filogenética atualmente usados em filogenia
molecular podem ser classificados em trés grandes grupos: Métodos de Distancia,
Métodos de Maxima Verossimilhanga e Métodos de Parcimonia. Alguns autores
consideram também nesta classificagdo os Métodos de Andlise de Grupos (Cluster
Analysis), ainda usados atualmente na reconstrugdo das relagdes evolutivas entre
organismos com base em técnicas de tipagem de DNA (DNA fingerprint) a partir de
perfis eletroforéticos. Na maioria destes métodos o posicionamento dos organismos na
arvore filogenética ¢ baseado em modelos de evolugdo descrevendo regras assumidas
para freqiiéncias de mudangas de bases, tipos de substituigdes e outros critérios
semelhantes, sendo que nenhum destes indices reflete perfeitamente a historia

evolutiva real de um grupo de organismos. Em adig¢do, os programas de computador
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comumente usados para calcular arvores filogenéticas utilizam algoritmos heuristicos
para conduzir os calculos (LUDWIG & SCHLEIFER, 1999), o que significa que
"tomam decisdes", baseadas em critérios pré-estabelecidos, para a escolha da "melhor

arvore", sem a necessidade de analisar todas as possibilidades.

1.4.4.1 Método da Maxima Verossimilhanga (Maximum Likelihood - ML)

O principio do método consiste em fazer o caminho contrurio ao que €
comumente feito nos demais métodos, virando o problema da filogenia as avessas. O
método ML faz uma busca pelo modelo evolutivo, incluindo a propria arvore, que tem
a maior probabilidade de produzir o dado observado (HERSHKOVITZ & LEIPE,
1998). Um grande problema encontrado no método ¢ o tempo de processamento
requerido se o numero de seqiiéncias € maior que dez (NEIL, 1996).

Na pratica, o método ML ¢ derivado para cada posi¢do (ou sitio) de base em
um alinhamento. A "verossimilhanga" ¢ calculada em termos da probabilidade que o
padrio de variagdo em um sitio produziria por um processo de substituigdo particular,
dado uma arvore particular e a freqiiéncia de bases observada. A "verossimilhanga"
torna-se a soma das probabilidades de cada possivel reconstrugdo de substituigdes sob
um processo de substitui¢do particular. As "verossimilhangas" para todos os sitios sdo
multiplicadas para dar uma "verossimilhanga da arvore" (ex., a probabilidade dos
dados fornecerem a arvore € o processo de substituicdo obtidos). Como se pode
imaginar, para uma arvore particular, a "verossimilhanga" dos dados € baixa em alguns
sitios e alta em outros. Para uma boa arvore, muitos sitios terdo alta "verossimilhanga",
entdo o produto das "verossimilhanga" ¢ alto. Se ndo ha sinal filogenético nos dados,
todas as arvores obtidas ao acaso serdo parecidas na "verossimilhanga"
(HERSHKOVITZ & LEIPE, 1998).

O modelo de substituigdo deve ser otimizado para ajustar-se ao dado

observado. Entretanto, como o tempo computacional para desenvolver o método € alto,



normalmente ¢ impraticdvel uma busca completa que simultaneamente otimize o
modelo de substitui¢do e a arvore para um dado grupo de dados (HERSHKOVITZ &
LEIPE, 1998).

Quando seqiiéncias de DNA sdo relativamente proximas, métodos de
verossimilhanca de DNA parecem funcionar bem. Entretanto, se elas sdo distantes e
codificam seqiiéncias de proteinas, diversas complicagdes podem surgir devido a taxa
de substituicdes sindnimas ser geralmente muito maior que as substituigbes ndo
sinonimas e existir a tendéncia de transigdo/transversdo. A freqiiéncia relativa dos
quatro nucleotideos na terceira posicdo do cdédon também varia consideravelmente
com a seqiiéncia (NEIL, 1996), sugerindo que o modelo estacionario (stationary model)
de substitui¢do de nucleotideos ndo é apropriado. Em contraste, a mudanga evolutiva
de seqiiéncias de proteina ndo sofre muito com estes problemas e mostra-se muito
mais simples do que o de seqiiéncias de DNA quando evolugdo em longo periodo ¢
considerada. Analisando dados para genes mitocondriais de 11 espécies de
vertebrados, RUSSO ef al. (1996) mostrou que seqiiéncias de proteina sdo mais

confiaveis do que seqiiéncias de DNA para obter a correta filogenia.

1.4.4.2 Método da Maxima Parcimonia (Maximum Parsimony - MP)

O uso do termo parciménia vem do critério basico usado por este método
para as estimativas da topologia da arvore filogenética, onde a arvore "escolhida" ¢
aquela que requer o menor niimero de substituigdes (GOLDMAN, 1997). Na pratica, a
arvore de MP aquela com o menor nimero de mudangas, a qual, por defini¢do ¢é
também aquela com o menor nimero de mudangas paralelas ou homoplasia
(similaridade que evoluiu independentemente e nio € indicativa de origem filogenética
comum). O método pode ser aplicado a seqiiéncias de DNA ou aminoacidos e sé pode
gerar arvores sem raiz. Para resolver este problema, freqilentemente se usa um grupo

externo como raiz da arvore (APENDICE 2).
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Um fator que faz o método da MP ineficiente é a tendéncia da
transi¢do/transversdo e a heterogeneidade nas taxas de substitui¢do dos diferentes
sitios de nucleotideos. Os nucleotideos com mudanga transicional e altas taxas de
substituigdo, sdo pouco informativos para construgdes filogenéticas quando seqiiéncias
evolutivamente distantes sdo usadas. A razdo para isto € que nestes sitios de
substituigdes, substituigdes multiplas sdo provaveis de terem ocorrido e isto ira
introduzir “ruido” na inferéncia filogenética. Uma maneira de reduzir este “ruido” ¢
dar altos “pesos” as mudangas de transversdo ou sitios evoluindo lentamente e baixos
“pesos” a mudangas de transi¢do ou sitios evoluindo rapidamente (FARRIS, 1969).
Neste caso, o comprimento da arvore d4 uma estimativa aproximada do nuamero
minimo de substitui¢gdes de nucleotideos e aumenta substancialmente a probabilidade
de se obter a topologia correta (NEI et al., 1995).

Se ndo ha substituigdes multiplas em cada sitio, espera-se que o método gere
a topologia correta quanto maior for o nimero de sitios examinados. Na pratica,
seqiiéncias de nucleotideos estdo freqilentemente sujeitas a substituigdes retrogradas e
paralelas e isto introduz incertezas na filogenia inferida. O método € o tinico que pode
facilmente levar em considera¢do as inser¢cdes e dele¢des de nucleotideos ou
aminoacidos, os quais algumas vezes fornecem importantes informagdes filogenéticas
(NEIL, 1996). Entretanto, normalmente consideram-se as falhas como nucleotideos ou
aminoacidos desconhecidos, ndo havendo nenhuma justificativa biologica ou tedrica

para isto, portanto ndo podendo esta pratica ser recomendada (GOLDMAN, 1997).

1.4.4.3 Métodos de Distancia (Distance Methods)

Nos métodos de distancia uma arvore filogenética ¢ determinada para uma

matriz de

N(N-1)/2
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pares de distincias evolutivas, onde "N" ¢ o numero de seqiiéncias
consideradas (VAN DE PEER, 1998). A distancia entre cada par de seqiiéncias é um
valor tnico estimado para o numero de substitui¢des de nucleotideos ou aminoacidos
por sitio.

A arvore filogenética que € entdo construida a partir da matriz de distancias,
utiliza um critério pré-estabelecido para a escolha da "melhor arvore". O método de
distincia mais usado atualmente é o Neighbor-Joining (NJ - APENDICE 3). Este
método usa uma versdo simplificada do critério de EVOLUCAO MINIMA. Nos
métodos de Evolugdo Minima os comprimentos dos ramos de uma arvore sdo
estimados por um certo algoritmo a partir dos dados de distancias dos pares € a soma
total dos comprimentos dos ramos ¢ entdo computada para cada uma das possiveis
topologias. A topologia que mostrar a menor soma serd entdo escolhida como a arvore
mais provavel (NEL, 1996).

Devido ao fato de que algumas destas diferengas entre seqiiéncias resultam
de eventos multiplos, estes valores representam uma sub-estimativa da verdadeira
distancia evolutiva entre os organismos (VAN DE PEER, 1998). Portanto, o nimero
total de substitui¢gdes entre qualquer par de seqii€ncias é normalmente desconhecido e
varios métodos diferentes para sua estimativa t€ém sido propostos (NEIL, 1996).
Exemplos sdo os métodos de KIMURA (1980) e HASEGAWA et al. (1985). Estes
métodos sdo uteis para corrigir mutagdes paralelas e retrogradas e ddo melhores
estimativas do numero de substituigdes por sitio do que a simples propor¢do de
diferengas de nucleotideos (distancias p). Entretanto, estas estimativas geralmente tém
uma maior variancia em relacdo a distancia ndo corrigida "p". Parcialmente por esta
razdo, a "distdncia p" ou uma medida de distancia simples tal como a de JUKES &
CANTOR (1969) tende a produzir a correta topologia mais freqilentemente do que
medidas de distincia sofisticadas, quando a taxa de substituigdo de nucleotideos ¢ mais

ou menos constante em todas as linhagens evolucionarias e o nimero de nucleotideos
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examinados ¢ muito grande (TAJIMA & TAKEZAKI, 1994). Neste caso, entdo. ¢
preferivel usar a "distdncia p" para a construgdo da topologia ao invés de um dos
métodos para corregdo de substituigdes multiplas. Entretanto, a vantagem da "distancia
p" diminui quando o numero de nucleotideos examinados € grande e a taxa evolutiva
varia extensivamente com a linhagem evolutiva ¢ neste caso € melhor usar medidas de
distancias imparciais (SAITOU & NEI, 1987). A eficiéncia da medida de distancias na
obtengdo da arvore correta depende de no minimo dois fatores: da relagd- linear com o
numero de substituigdes € o erro padrdo ou coeficiente de variagdo das estimativas das
medidas de distancia (NEI, 1996).

Cada estagio na analise feita pelos métodos de distancia, calculo das
distancias e subseqiiente ajuste das distancias em uma arvore, ¢ muito mais rapida que
as analises feitas pelos métodos de Maxima Verossimilhanga ou Maxima Parcimonia,
0 que permite a analise de grande numero de dados (GOLDMAN, 1997). Uma
desvantagem do método reside no fato de que a conversdo dos dados de seqiiéncias,
que sdo diretamente usados pelos outros dois métodos, em valores de distancia, reduz
o conteudo filogenético informativo nelas contido originalmente e, além do mais, as
propriedades estatisticas dos métodos de distdncia ndo sdo tdo boas quanto aquelas
dos métodos de Maxima Verossimilhanga (GOLDMAN, 1997). Entretanto o método

NJ é menos sensivel a variagdo na taxa de substitui¢do entre sitios (NEI, 1996).

1.5 EVOLUCAO DA FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO E FILOGENIA
DOS ORGANISMOS DIAZOTROFICOS

A Fixa¢do Bioldgica de Nitrogénio provavelmente evoluiu quando as
reservas geoquimicas de nitrogénio fixado na biosfera estavam esgotadas. A
consideravel incerteza acerca de quando os procariotos adquiriram a capacidade para
fixar N, é destacada pelas visdes opostas da composicdo da paleoatmosfera pré-

bidtica. Ela pode ter sido fortemente redutora e contido grande quantidade de amonia,
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metano, monoxido de carbono e sulfeto de hidrogénio (HART, 1979) ou menos
redutora, com muito pouco destes trés gases € contido N,, diéxido de carbono e vapor
d’agua (LEVINE & AUGUSTSSON, 1983). Esta falta de concordancia faz com que
seja impossivel estimar por quanto tempo as fontes de N fixado, as quais seriam
acessiveis apos o surgimento da biosfera, persistiram. Mesmo que o O, ja fizesse parte
da composigdo da atmosfera, gerado pela fotossintese, se esta surgiu anteriormente, ou
apenas pela fotolise da agua, qualquer amonia de fonte geoldgica poderia reagir para
formar N, e oxidos de nitrogénio. Eventualmente, a disponibilidade de oxidos de
nitrogénio poderia limitar o crescimento de organismos, levando a uma pressdo
seletiva favoravel ao aparecimento de organismos diazotrdéficos. De qualquer modo, a
alta sensibilidade da nitrogenase a desnaturagdo por O, livre sugere que ela evoluiu na
Terra sob condigdes anoxicas onde tal sensibilidade ndo serta um problema.
Alternativamente, ¢ claro, esta alta reatividade ao O, pode ser um pré-requisito
inevitavel para a fixagdo biologica de N, efetiva (NEWTON, 1999). Um outro ponto
de vista ¢ ainda sugerido por WACHTERSHAUSER (1988), envolvendo a existéncia
de uma "nitrogenase" primitiva, na forma de um grupo Fe-S na forma de pirita, a qual
produzia nitrogénio ligado a carbono ao invés de amoénia. Este ponto de vista acredita
na existéncia de uma "nitrogenase"” capaz de fixar N, anterior a existéncia de enzimas
¢ sugere que a Fixagdo Biologica de Nitrogénio ¢ muito antiga. O grupo Fe-S na forma
de pirita pode entdo ter sido seqiiestrado por uma proteina primitiva para dar origem a
nitrogenase somente de Fe (CHISNELL er al., 1988) que, por sua vez, poderia ter sido
a precursora das trés nitrogenases conhecidas atualmente. Esta visdo contrasta com a
sugestdo de que a nitrogenase surgiu como um mecanismo assimilador de redugdo de
cianeto para desintoxicar ambientes (POSTGATE, 1974), o que favoreceria ao
aparecimento da nitrogenase de Mo em primeiro lugar, devido a sua superioridade em
reduzir o cianeto. Uma ultima sugestdo envolve uma nitrogenase originalmente 6tima
a partir da qual as trés nitrogenases conhecidas evoluiram recentemente (POSTGATE

& EADY, 1988). Esta teoria tem apoio nos seguintes argumentos: a) OS genes
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nifMBVUS suportam todas as trés nitrogenases; b) os trés grupos de genes estruturais
foram provavelmente formados por interagdo génica; c¢) o cofator metalico pode ter
sido transferido entre as proteinas e; d) todas as trés nitrogenases tém propriedades
cataliticas similares (NEWTON, 1999).

Entre os procariotos, a Fixagdo Biologica de Nitrogénio estd largamente
distribuida entre eubactérias e arqueobactérias. Conseqiientemente, qualquer discussdo
da classificagdo dos organismos fixadores de nitrogénio deve cobrir a classificagdo das
bactérias em geral. Entretanto, é bem possivel que esta distribuicdo reflita melhor o
ambiente explorado por estes organismos do que propriamente sua classificagdo
taxonomica. Segundo YOUNG (1999b), existe uma distribui¢do desigual, entre os
procariotos, da capacidade de fixar nitrogénio em conseqiiéncia de uma historia de
duplicagdo e perda génica, ao invés de multiplas origens ou transferéncias laterais.
Esta pode ser uma evidéncia da hipotese levantada acima, uma vez que a Fixagéo
Biologica de Nitrogénio ¢ muito cara para a célula em termos energéticos e requer um
intrincado processo de regulagdo. Seria certamente desvantajoso manter um processo
tdo "caro" a célula em ambientes onde o nitrogénio necessario ao crescimento ¢
facilmente acessivel. Mas, até o presente, pouco ¢ conhecido sobre a origem e
evolugdo dos genes nif, bem como sobre os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento do processo de fixagdo de nitrogénio, e muito do que se propdem sdo
hipdteses que envolvem iniimeras suposi¢des arbitrarias feitas a partir de uns poucos
genes-envolvidos no processo (YOUNG, 1999b).

E notavel que o conteiido G+C dos genes nifH seja tipico dos genomas nos
quais eles foram encontrados (HENNECKE ez al., 1985). Este fato sugere que o gene é
um componente estabelecido do genoma e que, portanto, ndo representa uma aquisi¢ao
recente a partir de fontes externas. Esta observagdo € ainda reforgada pela analise
filogenética feita com este gene que, aparentemente, concorda com aquela obtida com
o gene para o 16S rRNA. Entretanto, em analise mais recente observa-se, na filogenia

do gene nifH, uma divisdo em quatro diferentes classes: A, B, C e D, sendo que apenas
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a classe A ¢ consistente com a filogenia dos organismos apresentada pelo 16S rRNA
(YOUNG, 19990). Esta diversidade no carater do gene ja havia sido observada pelo
mesmo autor (YOUNG, 1992), que acredita que a distribui¢do do nifH ndo envolveu
nenhum evento de transferéncia lateral e sim sucessivos eventos de duplicagdo génica.
Finalmente, um evento de duplicagdo do gene nifH recente entre as alfa
Proteobactérias teria originado o gene viufH associado com a vanadio dinitrogenase de

Azotobacter chroococcum.
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OBJETIVOS

Caracterizar novas bactérias diazotroficas isoladas de bananeira e
abacaxizeiro, com base em técnicas moleculares de RFLP e seqiienciamento de DNA

do gene que codifica para o RNA ribossomal de 16S e analises de grupo e filogenética.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ESTIRPES USADAS

As bactérias diazotroficas caracterizadas no presente trabalho foram isoladas
de caule, pseudocaule, folhas, raizes e frutos de abacaxizeiro e bananeira cultivadas
nos estados da Bahia e Rio de Janeiro. O trabalho de isolamento e caracterizagio
morfofisiologica e bioquimica dos isolados foi realizado por Olmar B. Weber no
Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia (CNPAB) da Embrapa - Seropédica, RJ
(WEBER, 1998)'. As estirpes de bactérias diazotréficas usadas como referéncia nos
estudos comparativos foram fornecidas pelo CNPAB/Embrapa ou obtidas de colegido
propria (Nicleo de Fixagdo Biologica de Nitrogénio - UFPR, PR). Foram elas: estirpes
767, Z78 e M2 de Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), M4 de
Herbaspirillum rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), M130 de "Burkholderia
brasilensis" (nome proposto; HARTMANN et al., 1995) e Ppe8 de "Burkholderia
tropicalis" (nome proposto; BALDANI et al., 1997). Todas as estirpes e isolados estdo

listados na Tabela 3.

" IMPORTANTE: Os isolados Ala. A2a, A3b, A8b ¢ X8 foram isolados por FERREIRA et
al. (1995) de palmeiras oleaginosas. Entretanto, por motivos maiores, dados especificos do processo
de isolamento e caracterizagdo realizados foram perdidos e¢. até o momento ¢ apesar dos esforgos
dispensados. ndo foi possivel recupera-los. Sabe-se apenas que o isolado Ala é capaz de utilizar
acetilglucosamina. arabinose ¢ maltose como fonte de carbono e cresce em sais de NFb e JNFb
(APENDICE 1) o isolado A2a utiliza arabinose como fonte de carbono e cresce em sais de JNFb: o
isolado A3b utiliza arabinose ¢ ramnose como fonte de carbono: o isolado A8b utiliza ramnose como
fonte de carbono e cresce em sais de JNFb; e o isolado X8 utiliza acetilglucosamma, arabinose,
ramnose ¢ tartarato como fonte de carbono e cresce em sais de IMV, JMV pH 6,0, JNFb ¢ NFb (J. L.
BALDANI, comunicagdo pessoal).

44



TABELA 3 - BACTERIAS DIAZOTROFICAS ISOLADAS DE ABACAXIZEIRO (Ananas comosus) E BANANEIRA
(Musa spp.) CULTIVADOS NOS ESTADOS DA BAHIA (BA) E RIO DE JANEIRO (RJ).

ESTIRPE [HOSPEDEIRO  [CULTIVAR |TECIDO | ORIGEM

AB7 abacaxizeiro Alenquer folhas Cruz das Almas/ BA
AB48 abacaxizeiro Perolera raiz Cruz das Almas/ BA
AB71 abacaxizeiro Perolera caule Cruz das Almas/ BA
ABS8 abacaxizeiro Pérola fruto Macaé/ RJ

AB117 abacaxizeiro Smooth Cayenne raiz Quissama/ RJ
AB119 abacaxizeiro Pérola folhas Macaé/ RJ

AB120 abacaxizeiro Pérola caule Macaé/ RJ

AB147 abacaxizeiro Smooth Cayenne caule Quissama/ RJ

BA10 bananeira Butuhan pseudocaule Cruz das Almas/ BA
BA11 bananeira Butuhan folhas Cruz das Almas/ BA
BA12 bananeira Yangambi raiz Cruz das Almas/ BA
BA14 bananeira Yangambi pseudocaule Cruz das Almas/ BA
BA15 bananeira Prata Ana raiz Cruz das Almas/ BA
BA16 bananeira Prata Ana pseudocaule Cruz das Almas/ BA
BA17 bananeira Butuhan pseudocaule Cruz das Almas/ BA
BA22 bananeira Prata An3 folhas Cruz das Almas/ BA
BA23 bananeira Yangambi pseudocaule Cruz das Almas/ BA
BA25 bananeira Prata Ana pseudocaule Cruz das Aimas/ BA
BA27 bananeira Yamgambi folhas Cruz das Almas/ BA
BA88 bananeira Maca folhas ltaguai/ RJ

BA104 bananeira Prata Ana pseudocaule ltaguai/ RJ

BA106 bananeira Macéa folhas Itaguai/ RJ

BA123 bananeira Prata Manteiga raiz Macaé/ RJ

BA124 bananeira Prata Manteiga pseudocaule Macaé/ RJ

BA126 bananeira D’agua raiz ltaguai/ RJ

BA128 bananeira Prata fruto Itaguai/ RJ

BA131 bananeira D’agua folhas Itaguai/ RJ

BA134 bananeira Maca pseudocaule Itaguai/ RJ

BA136 bananeira Prata folhas Itaguai/ RJ

BA149 bananeira Maca folhas Itaguai/ RJ

BA153 bananeira Marmelo fruto Itaguai/ RJ

BA161 bananeira Maca raiz Itaguai/ RJ

Ala n.d. n. d. n. d. n. d.

A2a n. d. n. d. n. d. n. d.

A3b n. d. n. d. n. d. n.d.

A8b n.d. n. d. n. d. n. d.

o)} bananeira Yangambi n. d. Cruz das Almas/ BA
X8 n.d. n.d. n. d. n. d.

(1) nenhum dado.



2.2 CONDICOES DE CRESCIMENTO

Para os experimentos de amplificacdo do 16S rDNA e regido intergénica
16S-23S tDNA, todas as bactérias foram crescidas durante a noite (~16h) em frascos
de 25 mL contendo 5 mL de meio NFbHPN liquido contendo malato como fonte de
carbono e 20 mmol/ L de NH,Cl1 como fonte de nitrogénio (APENDICE 1), a 30 °C e
120 rpm. Para a extragdo de DNA cromossomal as bactérias foram crescidas nas
mesmas condigdes, porém em frascos de 60 mL, contendo 20 mL de meio especifico
NFb HPN e malato como fonte de carbono para as estirpes Z67, Z78, M2 e M4 e para
os isolados AB7, BA10, BA1l, BA12, BA14, BA15, BA16, BA17, BA134, BA149,
BA153 e BA161; NFbHPN e lactato como fonte de carbono para os isolados BA131,
Ala, A2a, A3b e A8b; ou JIMV (APENDICE 1) para as estirpes M130 ¢ Ppe8 ¢ para os
isolados AB48, AB71, AB98, AB117, AB119, AB120, AB147, BA22, BA23, BA2S,
BA27, BA88, BA104, BA106, BA123, BA124, BA126, BA128, BA136 ¢ O1 (todos
também adicionados de 20 mmol/ L de NH,Cl).

2.3 EXTRACAO DE DNA CROMOSSOMAL

A massa celular de cerca de 20 mL de cultura cultivada por ~16 h foi
coletada por centrifugagdo a 13.000 x g por 30 — 60 s ressuspendida em 500 pL de
tampdo GET (50 mmol/ L de Glucose, 25 mmol/ L de Tris HC1 pH 8,0 e 10 mmol/ L
de EDTA pH 8,0). Em seguida foi adicionado lisozima para uma concentragio final de
300 pug/ mL e a mistura incubada a 37 °C por 30 min. Adicionou-se entre 100 - 200 pL
de solugdo SDS (sodio dodecil sulfato) a 10%; pronase E e¢ RNase para uma
concentragdo final de 200 pg/ mL e 50 pg/ mL, respectivamente e a mistura foi mais
uma vez incubada a 37 °C durante a noite. Cerca de 300 pL da mistura fenol:
cloroféormio: alcool isoamilico (na propor¢do de 25:24:1) foi adicionado e os tubos

gentilmente agitados por cerca de 15 min. A emulsdo foi centrifugada a 13.000 x g por
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10 min e a fase superior retirada com o auxilio de pipeta automatica e transferida para
tubos plasticos de 1,5 mL. Uma nova extragdo foi feita. desta vez com 1 volume de
cloroférmio P. A.; a emulsdo foi centrifugada a 13.000 x g por 10 min e a solucdo
sobrenadante retirada com o auxilio de pipeta automatica e transferida para um novo
tubo plastico de 1,5 mL. Foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto, o tubo foi
gentilmente invertido por varias vezes até a completa precipitagdo do DNA, que foi
entdo, retirado com a ajuda de uma al¢a de vidro capilar, lavado com :tanol 80% e
transferido para um novo tubo plastico de 1,5 mL. O excesso de etanol foi retirado em
dessecador a vacuo. O DNA foi ressuspendido em agua milli Q estéril, mantido a
temperatura ambiente por 24 a 48 h, quantificado espectrofotometricamente em luz

UV a 260 nm e estocado a 4 °C.

2.4 INICIADORES USADOS NA AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO
16S rDNA E REGIAO INTERGENCIA 16S-23S rDNA

Os iniciadores Y1 e Y3, que anelam em regides conservadas das pontas 5’ e
3" da molécula do 16S rDNA, respectivamente, foram usados, permitindo a
amplificagdo quase total do gene. O par de iniciadores permite a amplificagdo de 1.438
pb do 16S tDNA de E£. coli, o que corresponde a 93,4% da molécula (excluindo as
seqiiéncias dos iniciadores). Em contrapartida, os iniciadores pHR e p23 foram usados
na reagdo de PCR quando a intengdo era amplificar o fragmento de DNA
correspondendo a regido intergénica 16S-23S rDNA (Tabela 4). O iniciador pHR anela
em uma regido conservada na ponta 3" do 16S rDNA, enquanto o iniciador p23 anela-
se a ponta 5° do 23S rDNA. Desta forma, este par de iniciadores permite a
amplificagdo completa da regido intergénica.

O amplificado do 16S rDNA foi parcialmente sequenciado para 30 dos
isolados e para as estirpes referéncia Z67, M4, M130 e Ppe8, utilizando-se os

iniciadores Y1 e Y2, que delimitam uma regido de aproximadamente 300 pb na ponta
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5> da molécula. Para 19 isolados, representantes dos grupos obtidos nas
caracterizacdes feitas, o amplificado do 16S rDNA foi também completamente
sequenciado. Para tanto, os iniciadores Y1, 16S362f, 16S786f e 16S1203f foram
usados no seqiienciamento da fita direta do DNA e os iniciadores Y3, 16S5805r,
16S10110r ¢ Y2 para o seqienciamento da fita reversa (Tabela 4 e Figura 2). O
prefixo 16S indica que os iniciadores foram desenhados para o 16S rDNA e os
numeros que se seguem, a posi¢do onde a ponta 3" do iniciador anela na seqii€ncia
direta de E. coli, de acordo com numera¢do de BROSIUS et al. (1981), no sentido
direto (f - forward) ou reverso (r - reverse).

O seqiienciamento completo dos amplificados so foi possivel a partir da
constru¢do de cinco dos oito iniciadores usados (16S362f, 16S786f, 16S1203f,
165805r ¢ 16S10110r). A construgdo destes iniciadores foi feita a partir do
alinhamento de 65 seqiiéncias do 16S rDNA de espécies das subdivisdes alfa, beta e
gama das Proteobactérias. As seqii€ncias, obtidas no GenBank, foram inicialmente
alinhadas no programa ClustalW, utilizando-se os parametros padrdes. A partir do
alinhamento obtido, foi feita uma busca visual por regides conservadas, levando-se em
consideragdo: temperaturas de fusdo (Tm) o mais semelhante possivel para os
iniciadores, para que pudessem ser usados em um unico ciclo de temperaturas para a
PCR e escolha de um nimero minimo de iniciadores, cobrindo regides eqiiidistantes, e
capazes de permitir o seqiienciamento de toda a regido do 16S rDNA com uma area de
sobreposi¢do entre elas suficiente para a montagem das seqii€éncias contiguas com
precisdo (Figura 2).

Outros fatores relevantes na constru¢do de iniciadores também foram
levados em conta e, embora alguns apresentem caracteristicas ndo desejaveis, como
formagdo de dimeros e regides de anelamento interno (dados ndo mostrados), na
pratica, ndo houve dificuldade para o seqiienciamento que pudesse ser atribuido a tais

propriedades.
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TABELA 4 - PARAMETROS FiSICOS DOS INICIADORES UTILIZADOS NA AMPLIFICACAO E
SEQUENCIAMENTO DO 16S rDNA E REGIAO INTERGENICA 16S-23S rDNA.

SEQUENCIA GC Tm
NOME | GENE (DIRECAO 5' — 3') PM (%) (°C)
Y1 16S DNAr TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC 7465,87 66,7 80,56
16S362f 16S DNAr CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG 7521,89 70,8 76,62
16S786f 16S DNAr CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 7258,74 60,9 74,85
16S1203f  16S DNAr GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC 7825,10 60,0 72,49
Y3 16S DNAr TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC 7879,18 50,0 67,71
16S10110r 16S DNAr TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC 7093,63 60,9 75,18
16S805r 16S DNAr GACTACCAGGGTATCTAATCCTG 7085,65 47,8 58,37
Y2 16S DNAr CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 7327,79 66,7 74,62
Regido intergénica
pHR 16S-23S DNAr TGCGGCTGGATCACCTCCTT 6122,00 60,0 70,19
Regido intergénica
p23 16S-23S DNAr GGTTCTTTTCACCTTTCCCTC 6327,15 47,6 61,54
NOME ((.;,)CE;WPRIMENTO ESSLE;%” REFERENCIA
Y1 24 20-43 Young, et al. 1991
16S362f 24 339-362 Esta tese
16S786f 23 764-786 Esta tese
16S1203f 25 1178-1203 Esta tese
Y3 26 1482-1507 Young, comunicacao pessoal
16S10110r 23 1088-1110 Esta tese
16S805r 23 783-805 Esta tese
Y2 24 338-361 Young, et al. 1991
pHR 20 1522-1541 Fundacéo Tropical André Tossello
p23 21 465-485 Fundacgéo Tropical André Tossello

(1) numeracéo de bases de acordo com BROSIUS et al. (1981); a numeracgéao foi considerada para as moléculas
de 16S e 23S rDNA individualmente.



FIGURA 2 - LOCALIZAGAO DOS INICIADORES USADOS PARA O SEQUENCIAMENTO DA REGIAO Y1-Y3
DO 16S rDNA. AS POSIGOES, EM ESCALA, DOS INICIADORES SAO MOSTRADAS DE ACORDO
COM SUAS POSICOES NA SEQUENCIA DO ISOLADO X8.

Y1 16S362f 16S786f 16S1203f
1l lsoI 299| ‘ 443I 597I 746I ‘ 895 I 1044 l ‘ 1193 | 1342 ‘ ‘ ‘1494
Y2 16S805r 16S10110r Y3
isolado X8
1.494 pb
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2.5 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA REACAO DA PCR A PARTIR DE
CULTURAS

O gene 16S rDNA e a regido intergénica 16S-23S rDNA foram amplificados
diretamente a partir de culturas crescidas em meio liquido. Aliquotas de 50 pL das
culturas foram diluidas 1:10 com agua milliQ estéril, fervidas em banho maria por 5 a
10 min e imediatamente resfriadas em gelo. Apos este tratamento as amostras foram
usadas para reagdo de amplificagdo por PCR. Para as estirpes que tiveram o 16S rDNA
completamente sequenciado na regido Y1-Y3, partiu-se do DNA cromossomal
extraido de acordo com o protocolo descrito no item acima “Extragdo de DNA

cromossomal”.

2.6 AMPLIFICACAO DO 16S tDNA E REGIAO INTERGENICA 16S-23S rDNA
POR PCR

Aliquotas de 10 pL de culturas fervidas ou 50 a 100 ng de DNA
cromossomal foram adicionadas a tampdo de reacdo da 7aq DNA polimerase (10
mmol/ L de Tris-HCI pH 9,0; 1,5 mmol/ L de MgCl,; ¢ 50 mmol/ L de KCl) diluido 10
vezes de acordo com recomendagdo do fabricante (GIBCO BRL), 200 pumol/ L de
dATP, dTTP, dCTP e dGTP, 0,1 pmol/ pL de cada iniciador e 1 U de 7ag DNA
polimerase (GIBCO BRL). A solugdo foi completada para um volume final de 50 ou
100 puL, com agua milliQ estéril. A reagcdo de amplificagdo foi realizada em
termociclador OmniGene HYBAID ou PE Biosystem 9600 com os seguintes ciclos de
temperatura: desnaturagdo inicial a 93 °C por 2 min; 34 ciclos de desnaturagdo a 93 °C
por 30 - 45 s, anelamento a uma temperatura dependente do par de iniciadores usados
(ver a seguir), por 30 - 45 s e extensdo a 72 °C por 2 min; € uma extensdo final a 72 °C
por 5 min. Na amplificagdo do 16S rDNA o par de iniciadores Y1 e Y3 foi usado, com
uma temperatura de anelamento de 62 °C e na amplificagdo da regido intergénica 16S-

23S rDNA o par pHR e p23 foi usado com uma temperatura de anelamento de 58 °C.
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Apos a reagdo de amplificagdo, as amostras eram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 0,7% (~6 V/ cm, por aproximadamente 40 min.), coradas com 0,5
pg/ mL de brometo de etideo por 30 a 45 min e fotografadas sob luz UV para
avaliagdo do amplificado com relagdo ao sucesso da reagdo, tamanho e concentragdo

aproximada.

2.7 RESTRICAO DO 168 tDNA E REGIAO INTERGENICA 168-23S rONA

Aliquotas de 10 pL dos produtos de amplificagdo do 16S rDNA foram
submetidos a digestdo com endonucleases de restrigdo. Um excesso de enzima (5 U
por rea¢do), tampao especifico (fornecido pelo fabricante; GIBCO BRL) diluido 10
vezes e agua milli Q estéril para um volume final de 20 pL foram adicionados a
reagdo. A mistura de rea¢do foi incubada a 37 °C por 1,5 - 3,0 h e os fragmentos
obtidos fracionados em eletroforese com gel de agarose 2,0% a 4,3 V/ cm durante 5 h,
corados com 0,5 pg/ mL de brometo de etidio por 45 min a 1 h e fotografados sob luz
UV. As enzimas utilizadas para esta analise estdo distribuidas entre as trés classes
estabelecidas por MOYER ef al. (1996) em relagdo as frequéncias de tamanhos dos
fragmentos produzidos pela digestdo do DNA. Foram elas: Alul, Haelll e Rsal, que
reconhecem seqiiéncias palindromicas especificas de 4 pb, e Hinfl, que reconhece 5
pb, mas possui uma seqii€ncia de reconhecimento degenerada (Tabela 5). Estas
enzimas sdo usadas nas técnicas de RFLP em geral porque possuem uma alta
freqiiéncia de corte, gerando fragmentos de DNA em numero e tamanho satisfatorios
para separagdo por eletroforese em gel de agarose e comparagdo dos perfis obtidos em
diferentes estirpes (MOYER et al., 1996).

Os experimentos de RFLP utilizando a regido intergénica 16S-23S rDNA

foram realizados nas mesmas condi¢des descritas acima.
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TABELA 5 - ENDONUCLEASES DE RESTRICAO USADAS NAS ANALISES DE RFLP DO 16S rDNA (ARDRA)

E 16S-23S rDNA.

SEQUENCIA COMPRIMENTO | TEMPERATURA | FREQUENCIA DE CORTE NO
ENZIMA RECONHECIDA™ | (pb) (°C) 16S rDNA DE E. coli
Alul AG'CT 4 37 8
Haelll GG'CC 4 37 9
Hinfl G'AnTC 5 37 6
Rsal GT'AC 4 37 3

(1) a posicéo de corte é indicada por uma aspa simples ('); "n" indica a ocorréncia de qualquer uma das bases.
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2.8 ANALISE DOS PERFIS DE RESTRICAO

Os perfis de restricdo dos fragmentos obtidos da regido Y1-Y3 do gene 16S
rDNA foram comparados visualmente para o agrupamento dos isolados e estirpes
referéncia. Os perfis de restrigdo estabelecidos para os grupos observados foram
comparados, aos pares, e convertidos em uma matriz binaria indicando a presenga (1)
ou auséncia (0) de banda em uma dada posi¢do ou massa molecular. A partir da matriz
binaria, um indice de similaridade ou divergéncia genética foi calculado para cada par

de estirpes, usando-se a seguinte formula (NEI & LI, 1979):

D =1 - [2Nxy/ (Nx + Ny)],
onde D ¢ a distancia genética entre os perfis "x" e "y" analisados, Nxy € o niumero de
fragmentos (bandas) compartilhadas por ambos os perfis de restrigdo, Nx ¢ o niumero
de fragmentos do perfil "x" e Ny o numero de fragmentos do perfil "y". Com a matriz
binaria foi calculado um dendrograma pelo método de UPGMA (unweighted pair
group method using arithmetic averages; APENDICE 3) para avaliar o grau de
similaridade entre os grupos. Tanto os calculos das distancias genéticas, quanto o

calculo do dendrograma foram feitos com o auxilio do programa TreeCon (Tabela 6).
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TABELA 6 - PROGRAMAS USADOS NAS ANALISES DE ARDRA E SEQUENCIAMENTO DO 16S rDNA DE
ISOLADOS DE BANANEIRA E ABACAXIZEIRO E ESPECIES RELACIONADAS.

PROGRAMA | VERSAO |AUTOR JURL
4.8.8 (ou http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/RnaseP/info/programs/BIO
BioEdit superior) Tom Hall EDIT/bioedit.html
BLAST 21 S. F. Altshul http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/
CAP 1.0 Xiaogiu Huang http://cs.mtu.edu/faculty/Huang.htmi
ClustalW 1.81 J. D. Thompson ftp://ftp-igbmc.u-strasbg. fr/pub/ClustaiX
Jeroen Raes & Yves
ForCon 1.0 Van de Peer http://vulcan.rug.ac.be/~jerae/ForCon/index.htmil
Karl B. Nicholas &
GeneDoc 26 Hugh B. Nicholas Jr.  http://www.psc.edu/biomed/genedoc
Mega2 2.0 Sudhir Kumar http://www.megasoftware.net/
Phylip/ DNAML 3.6 (alfa) Joseph Felsenstein http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.htm!
TreeCon 1.3 (beta) Yves Van de Peer http://bioc-www.uia.ac.be/u/yvdp/treeconw.htmi
RnaViz 2.0 Peter de Rijk http://rrna.uia.ac.be/rnaviz/
PROGRAMA 1REFERENC|A ] Uso
BioEdit HALL, 1997 - 2001 Edigao dos cromatogramas; edi¢do de sequéncias
BLAST ALTSCHUL et al., 1997 Pesquisa de homologia no GenBank
CAP HUANG, 1992 Montagem das sequéncias contiguas
ClustalW THOMPSON et al., 1994 Alinhamento de sequéncias de DNA
Interconversao entre formatos de arquivos de
ForCon néo esta disponivel seqliéncias
GeneDoc NICHOLAS & NICHOLAS, 1997 - 2000 Edicdo de sequéncias
Calculo de distancias evolutivas; reconstrucao de
Mega2 KUMAR et al., 1993 - 2000 arvore filogenética

Phylip/ DNAML
TreeCon

RnaViz

FELSENSTEIN, 1989 - 2000
VAN DE PEER, 1994 - 1998

DE RIJK, 1997 - 2001

Reconstrucéo de arvore filogenética pelo método
de Maxima Verossimilhanca

Calculo de distancias genéticas e construgdo do
dendrograma na andlise de ARDRA

Desenho das estruturas secundarias do 16S
rDNA



http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/RnaseP/info/programs/BIO
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://cs
ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX
http://vulcan.rug.ac.be/~jerae/ForCon/index.html
http://www.psc.edu/biomed/genedoc
http://www
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
http://bioc-www.uia.ac
http://rrna.uia.ac.be/rnaviz/

2.9 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO 16S rDNA

Produtos de amplificagdo foram purificados em colunas de gel permeagao,
Nucleon QC clean-up spin column kit (Amersham) ou de adsorgdo, QuiaKit (QuiaGen)
de acordo com especifica¢des do fabricante. Aliquotas de 1,0 a 5,0 L. dos produtos da
PCR purificados, 10 a 15 pmol do iniciador Y1 ou Y2, 6 - 8 uL de Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit (PE Biosystem) e 4gua milliQ estéril para um voluw.ae final de 20
puL formaram a mistura de rea¢do de seqilenciamento. A reacdo foi conduzida em
termociclador com a seguinte programacdo de temperatura: 25 ciclos de desnaturagdo
a 96 °C por 30 s, anelamento a 62 °C por 10 s e extensdo a 60 °C por 4 min.
Posteriormente as amostras foram precipitadas com 3 volumes de etanol absoluto
contendo 0,5 mol/ L de acetato de amonio, centrifugadas a 13.000 x g por 30 min, o
precipitado lavado com etanol 70% e novamente centrifugado a 13 .000 x g por 5 min.
O excesso de etanol foi retirado em dessecador a vacuo e as amostras foram
ressuspendidas em solugdo TSR (7emplate Supression Reagent— PE Biosystem) e
mantidas a -20 °C até a leitura em sequenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (PE Biosystem).

O seqiienciamento completo da regido amplificada Y1-Y3 foi realizado nas
mesmas condigdes de reacdo de PCR feitas para a regido Y1-Y2, com o seguinte
programa de temperaturas: 25 ciclos de desnatura¢do a 96 °C por 15 s e extensdo a 60
°C por 4 min. Os produtos da reagdo de seqiienciamento foram precipitados com 4
volumes de isopropanol 75%, centrifugados a 13.000 x g por 25 min, lavados uma
Unica vez com etanol 70%, novamente centrifugados a 13.000 x g por 5 min, secos a
vacuo e mantidos a —20 °C até leitura em seqiienciador automatico ABI PRISM 377

Genetic Analyzer (PE Biosystem).
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2.10 ANALISE DAS SEQUENCIAS

As seqiiéncias da regido Y1-Y3 foram obtidas com a montagem das
seqiiéncias parciais feitas a partir dos iniciadores Y1, 16S362f, 16S786f, 1651203f
para o seqiienciamento da fita direta e dos iniciadores Y2, 16S10110r, 165805r ¢ Y3
para o seqilenciamento da fita reversa do DNA (ver item “Iniciadores Usados na
Amplificagdo e Seqiienciamento do 16S rDNA e Regido Intergéncia 16S-23S rDNA”).
A montagem foi possivel devido as regides de sobreposi¢do entre as seqii€ncias
parciais e pela complementaridade entre as duas fitas seqiienciadas do DNA (Figura
3). Os cromatogramas de leitura para as seqiiéncias parciais foram visualmente
analisados e editados com o auxilio do programa BioEdit (Tabela 6), principalmente
para retirada das pontas, onde ocorreram as maiores dificuldades na leitura das
seqiiéncias. Este processamento foi necessario devido a alta intensidade dos picos no
inicio da seqiiéncia, provavelmente pela presenca de dideoxinucleotideos livres,
remanescentes da etapa de precipitacdo do produto de reagdo de seqiienciamento e pela
baixa resolugdo dos picos observada no final da leitura. Posteriormente a montagem da
seqiiéncia contigua foi feita pela sobreposi¢do das seqiiéncias parciais, com uma média
de 537,8 £ 112,2 pb por leitura, com exceg¢do das seqii€ncias dos iniciadores 16S1203f
e Y2 que seqiienciam em diregdo as pontas do amplificado do 16S rDNA (Figura 2) e,
por isso, ficaram com uma média de leitura de 2929 + 14,8 pb e 296,5 + 17,6 pb,
respectivamente. A sobreposi¢do das seqiiéncias parciais foi feita utilizando-se o
programa CAP (Contig Assembly Program; APENDICE 3), incorporado no programa
BioEdit. Finalmente, ap6s a montagem, as seqii€ncias contiguas foram visualmente
analisadas para resolver eventuais posigdes com ambigiiidade na leitura das bases
entre as seqiiéncias sobrepostas. A montagem da seqii€éncia contigua, apds edigdo, para

o isolado BA15 é mostrado na Figura 3.
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FIGURA 3 - MONTAGEM DA SEQUENCIA CONTIGUA DO ISOLADO DE BANANEIRA BA15 NO PROGRAMA CAP. A SEQUENCIA CONTIGUA (CONTIG-0) FOI MONTADA A PARTIR D.
SOBREPOSIGAO DAS SEQUENCIAS OBTIDAS A PARTIR DE OITO PRIMERS PARA O 16S rDNA (MOSTRADOS NO TITULO A ESQUERDA).; AS REGIOES DE ANELAMENT(
DOS INICIADORES ESTA REALCADA EM AMARELO NA SEQUENCIA CONTIGUA; OS SINAIS ENTRE PARENTESES INDICAM SE A SEQUENCIA ORIGINAL ESTA NO SENTID(
DIRETO (+) OU REVERSO (-); PONTOS INDICAM QUE A SEQUENCIA AINDA NAO FOI INICIADA; LETRAS EM CAIXA BAIXA INDICAM ALTERAGAO MANUAL DA BASE D!
ACORDO COM ANALISE DOS CROMATOGRAMAS.
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CGTCAGCTcGEGTCGT

CGTCaGctCGTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
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CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCECAACGAGCGCAACCCTTGTCAT TAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGEGGATGACGTCAAG
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cap_BAl5_Y2(-)
cap_BAl5_Y1(+)
cap_BAl5_760r(-)
cap_BA15_362f (+)
cap_BAl5_455r(-)
cap_BAl5_760r(-)
cap_BAl5_786f (+)
cap BAl 5_!3 (-)
cap BA15_1203f (+)
Contig-0

cap_BAl5_Y2(-)
cap_BAl5_Y1(+)
cap_BAl5_760r(-)
cap_BA15_362f (+)
cap_BAl5_455r(-)
cap_BAl5_760r(-)
cap BAl5_786f (+)
cap BAl5_Y3(-)
cap BA15_1203f (+)
Contig-0

cap_BAl5_Y2(-)
cap_BAl5_Y1(+)
cap_BA15_760r(-)
cap_BA1l5_362f (+)
cap_BAl5_455r(-)
cap_BAl5_760r (-)
cap_BAl5_786f (+)
cap_BAl5_Y3(-)
cap BAl1l5_1203f (+)
Contig-0
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TCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTACATACAGAGGGCCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAGTGTATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
TCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTACATACAGAGGGCCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAGTGTATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
............ tTATGGGTNGGGCTTcACACGTCATACAATGGTACATACAGAGGGCCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAGTGTATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
TCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTACATACAGAGGGCCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAGTGTATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
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ATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAACATGETCGC

ATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTTTACCAGAAGTGGGTAGCCTAACCGCAAGGAGG
ATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGETCACACCATGGEGAGCAGAGTTTTACCAGAAGTGGGTAGCCTAACCGCAAGGAGG
ATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTTTACCAGAAGTGGGTAGCCTAACCGCAAGGAGG
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GCGCTCACGGCGGTAGgA

GCGCTCACCACGGTAGGATTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAA

GCGCTCACCACGGTAGgATTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAA
Y3
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2.11 PROGRAMAS E  MODELOS MATEMATICOS USADOS NA
RECONSTRUCAO FILOGENETICA

As seqiiéncias obtidas para os isolados diazotroficos de bananeira e
abacaxizeiro foram usadas juntamente com seqiiéncias da mesma regido do 16S rDNA
de estirpes referéncia das subdivisdes alfa e beta das Proteobactérias. Todas as
seqiiéncias usadas para as analises filogenéticas ndo seqiienciadas no presente trabalho
foram obtidas no banco de dados GenBank e encontram-se listadas na Tabela 7. Para
cada uma das arvores filogenéticas inferidas, as seqii€ncias foram inicialmente
alinhadas no programa ClustalW (Tabela 6), usando-se os parametros padrdes de
analise.

Na etapa seguinte uma distancia evolutiva foi calculada para cada par de
seqiiéncias do alinhamento, quando se pretendia inferir uma arvore filogenética pelo
método Neighbor-Joining (APENDICE 3). Este método faz parte de um grupo de
métodos genericamente denominados de Métodos de Distancia. Eles utilizam uma
matriz numérica, onde cada valor representa a estimativa da dissimilaridade (distancia)
entre duas seqii€ncias. Por sua vez, as diferengas encontradas entre as seqii€ncias sdo
resultado de mutagdes ocorridas ao longo da evolugdo e a simples proporgdo de bases
diferentes entre cada par de seqii€éncias pode nos dar uma idéia da distancia evolutiva
entre os organismos. Entretanto, como ja foi mencionado, devido ao fato de que
algumas destas diferencas entre as seqii€ncias sdo resultado de eventos miltiplos (duas
ou mais mutagdes ocorrendo em um mesmo sitio) esta estimativa € atualmente uma
sub-estimativa da distancia evolutiva real que separa os organismos. Aplicando-se
modelos evolutivos especificos, que fazem suposi¢des a cerca da natureza da mudanga
evolutiva ¢ possivel fazer corre¢es nestas distancias, aproximando-as do real estado

atual de divergéncia entre os organismos. Entretanto, uma vez que ndo temos um
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registro historico exato de eventos que tomaram lugar na evolugdo das seqiiéncias, as
corregdes da estimativa da distancia evolutivas ndo sdo propriamente evidentes. A
corre¢do usada nas inferéncias filogenéticas feitas no presente trabalho foi o modelo de
substituicdo de JUKES & CANTOR (1969). Este foi um dos primeiros modelos
propostos e parte das seguintes pré-suposi¢des:

a) todas as substituigdes sdo independentes;

b) todas as posigdes nas seqii€ncias sdo igualmente sujeitas a mudangas;

¢) as substituicdes ocorrem casualmente entre os quatro tipos de

nucleotideos;
d) inser¢des ou delegdes ndo ocorreram.

A seguinte equagdo matematica é derivada deste modelo e foi empregada:

dAB =-3/41n (1 - 4/3 fAB),

onde fap ¢ a dissimilaridade (propor¢do de diferengas observadas) entre as seqiiéncias
“A” e “B” e dap € a estimativa da distancia evolutiva entre as mesmas seqiiéncias.

Apos a construgdo da matriz de distancias evolutiva, a topologia da arvore
filogenética foi calculada pelo método Neighbor-Joining (APENDICE 3).

Arvores filogenéticas inferidas pelos métodos de Maxima Parciménia e
Maxima Verossimilhanga também partiram dos alinhamentos, como feito para o
método de Neighbor-Joining. Entretanto, estes dois métodos, usam os dados do
proprio alinhamento para inferir a arvore filogenética, ndo havendo necessidade do
calculo das distancias evolutivas (APENDICE 3).

As arvores construidas pelos métodos de Neighbor-Joining e Parcimodnia
(APENDICE 3) foram calculadas com o programa Mega2 e aquelas construidas pelo
método da Maxima Verossimilhanga foram calculadas com o programa DNAML do
pacote PHYLIP. Os sitios contendo gaps em uma ou mais seqiiéncias foram excluidos

da analise. A analise de bootstrap (APENDICE 3) foi conduzida apenas para os
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métodos de Neighbor-Joining e ParcimoOnia, também no programa Mega2, e suas
especificagdes sdo indicadas nas respectivas figuras. Para o método de Maxima
Verossimilhanga, devido ao tempo de processamento ser proibitivo, ndo foram
conduzidos testes de bootstrap. Todos os alinhamentos de seqiiéncias de DNA
necessarios foram feitos com o programa ClustalW. O programa ForCon foi usado
para a interconversdo entre os formatos de arquivos de seqiiéncias usados para
conduzir as diferentes analises. Os programas BioEdit e GenDoc fora~1 usados para
edi¢do das seqiiéncias e alinhamentos. Todos os programas encontram-se listados na

Tabela 6.
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TABELA 7 - LISTA DOS ORGANISMOS PARA OS QUAIS A SEQUENCIA DO 16S rDNA FORAM USADAS NAS

ANALISES FILOGENETICAS.
continua
No. DE ACESSO NO

ORGANISMO GenBank
2,4-D degrading bacterium TFD2 AF184927
2,4-D degrading bacterium TFD3 AF184929
Acidovorax sp. LW1 AJ130765
aniline degrading HY99 AF210313
Aquaspiriflum delicatum AF078756
Aquaspiriflum gracile AF078753
Aquaspirillum psychrophilum AFQ78755
bacterium str 96444 AF227856
beta proteobacterium A0823 AF236011
beta proteobacterium A1020 AF236013
beta proteobacterium DSM 6920 Y11585
beta proteobacterium mz1L AF110006
beta proteobacterium Wuba139 AF336363
beta proteobacterium Wuba68 AF336359
beta proteobacterium Wuba73 AF336362
Burkholderia ambifaria AY 028444
Burkholderia brasilensis AJ238360
Burkholderia caribiensis Y17009
Burkholderia canbiensis Y17010
Burkholderia caribiensis Y1701
Burkholderia caryophyili AB021423
Burkholderia caryophylii U91570
Burkholderia cepacia KP24 AB015606
Burkholderia cepacia AF097530
Burkholderia cepacia AF097532
Burkholderia cepacia AFQ097533
Burkholderia cepacia AF175314
Burkholderia cepacia AF311969
Burkholderia cepacia AF311970
Burkholderia cepacia AF311971
Burkholderia cepacia AF311972
Burkholderia cepacia u96927
Burkholderia cepacia DSM 50181 X87275
Burkholderia cocovenenans AB021389
Burkholderia gladioli AB012916
Burkholderia gladioli U96934
Burkholderia glathei U96935
Burkholderia glumae U96931
Burkholderia graminis U96939
Burkholderia graminis U96940
Burkholderia graminis u96941
Burkholderia kururiensis AB024310
Burkholderia mallej AF110187
Burkholderia mallei AF110188
Burkholderia phenazinium ATCC 33666T AB021394
Burkholderia phenazinium U96936
Burkholderia plantani U96933
Burkholderia pseudomallei AF093047
Burkholderia pseudomallei AF093048
Burkholderia pseudomallei AF093049
Burkholderia pseudomallei AF093050
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continuacio

No. DE ACESSO NO

ORGANISMO GenBank
Burkholderia pseudomallei AF093051
Burkholderia pseudomallei AF093052
Burkholderia pseudomallei AF093053
Burkholderia pseudomallei AF093054
Burkholderia pseudomallei AF093055
Burkholderia pseudomallei AF093056
Burkholderia pseudomallei AF093058
Burkholderia pseudomallei AF093059
Burkholderia pseudomallei AJ131790
Burkholderia pseudomaliei 1026b ug1839
Burkholderia pyrrocinia AB021369
Burkholderia pyrrocinia U96930
Burkholderia sp. A6.33GD AF247492
Burkholderia sp. AB101 AF219126
Burkholderia sp. AB2 AF219125
Burkholderia sp. C3B1M U96938
Burkholderia sp. C4 7 AF247493
Burkholderia sp. CAB 02 AB041730
Burkholderia sp. DhA54 AJ011508
Burkholderia sp. EN B3 AF074711
Burkholderia sp. EN B9 AFQ74712
Burkholderia sp. |pA51 AJ011509
Burkholderia sp. JS150 AF262932
Burkholderia sp. LMG16225 AF215705
Burkholderia sp. LMG16307 AF215706
Burkholderia sp. LMG19076 AF215704
Burkholderia sp. MBIC3837 AB008002
Burkholderia sp. N2P5 U37342
Burkholderia sp. N2P6 U37343
Burkholderia sp. N3P2 U37344
Burkholderia sp. NF100DNA AB025790
Burkholderia sp. S21 AF247494
Burkholderia sp. S411 AF247495
Burkholderia stabilis AF148554
Burkholderia thailandensis E264 u91838
Burkholderia vietnamiensis AMMD AF043302
Burkholderia vietnamiensis LMG 10929 AF097534
Comamonas acidovorans AB021417
Comamonas sp. 12022 AFQ78773
Comamonas sp. 158 AJ002803
Comamonas sp. R7 AJ002810
Delftia acidovorans AB020186
Delftia acidovorans ACM 489 AF078774
Delftia acidovorans AF149849
Duganella zoogloeoides |1AM 12670 D14256
Herbaspirillum frisingense 75B AJ238357
Herbaspirillum frisingense GSF30 AJ238358
Herbaspirillum frisingense Mb11 AJ238359
Herbaspirillum rubrisubalbicans AB021424
Herbaspirillum rubrisubalbicans ICMP 5777 AF137508
Herbaspirillum rubrisubalbicans AJ238356
Herbaspirillum seropedicae 267 AJ238361
Herbaspirillum seropedicae Y10146
Herbaspirillum sp. B501 AB049133



continuaco

ORGANISMO

No. DE ACESSO NO
GenBank

Herbaspirillum sp. B512
Herbaspirillum sp. B65
Hydrogenophaga intermedia S1
Janthinobacterium agaricidamnosum
Janthinobacterium lividum

Janthinobacterium lividum DSM 1522T

Massilia timonae

Matsuebacter sp. 9

nitrogen fixing bacterium COL
Oxalobacter formigenes
Oxalobacter formigenes
Oxalobacter formigenes
Oxalobacter formigenes
Oxalobacter formigenes
Oxalobacter formigenes
Oxalobacter formigenes
Oxalobacter formigenes
Pandoraea apista

Pandoraea apista

Pandoraea pnomenusa
Pandoraea pulmonicola
Pandoraea sp. G3307
Pandoraea sp. G3308
Pandoraea sp. G5056
Pandoraea sp. G7835
Pandoraea sp. G8107
Pandoraea sp. G9805
Paucimonas lemoignei LMG 16480
Paucimonas lemoignei
Pseudomonas huttiensis
Pseudomonas lanceolata
Pseudomonas lemoignei
Pseudomonas mephitica
Pseudomonas sp. LB400

rape rhizosp.here tsb068

rape rhizosp.here tsb077
Rhodoferax fermentans FR2
ultramicrobacterium D-6
ultramicrobacterium D-7
ultramicrobacterium MY 14
ultramicrobacterium ND5
uncultured bacterium

uncultured bacterium FukuN55
uncultured bacterium GKS2 122
uncultured bacterium SJA 62
uncultured Duganella CTHB-18
uncultured eubacterium WD202
uncuitured eubacterium WD2100
uncultured eubacterium WD2114
uncultured eubacterium WD2115
uncultured eubacterium WD2116
uncultured eubacterium WD227
uncultured eubacterium WD240
uncultured eubacterium WD258
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AB049104
AB049103
AF019037
Y08845

AF174648
Y08846

us4470

AB024305
AF214642
U49749

U49751

U49753

U49754

U49755

U49756

u49757

U49758

AF139172
AF139173
AF139174
AF139175
AF247699
AF247691
AF247692
AF247694
AF247695
AF247697
X92554

X92555

AB021366
AB021390
ABO021375
AB021388
U86373

AJ295450
AJ295454
D16211

AB008504
AB008505
AB008503
AB008506
AF358019
AJ289999
AJ290026
AJ009470
AF067655
AJ292637
AJ292623
AJ292647
AJ292627
AJ292648
AJ292639
AJ292622
AJ292640



continuacdo

No. DE ACESSO NO

ORGANISMO GenBank
uncultured eubacterium WD263 AJ292641
uncultured eubacterium WD266 AJ292642
uncultured eubacterium WD268 AJ292643
uncultured eubacterium WD285 AJ292644
uncultured eubacterium WD289 AJ292645
uncultured eubacterium WD291 AJ292624
uncultured eubacterium WD293 AJ292625
uncultured hydroc seep BPC087 AF154097
uncultured rape rhizosp.h wr0040 AJ295498
uncultured sludge A6b AF234720
uncuitured sludge H21 AF234687
unidentified beta proteobacterium 1040 U34035
Unidentified bacteria HW1 D89026
unidentified bacterium X95838
unidentified bacterium 19523 AF097797
unidentified bacterium rA10 AB021361
unidentified bacterium rJ1 AB021320
unidentified bacterium rJ16 AB021334
unidentified bacterium rM5 AB021340
unidentified bacterium rM6 AB021341
unidentified bacterium T33 293960
unidentified bacterium T41 293973
unidentified bacterium T47 293977
unidentified bacterium 770 293974
unidentified bacterium T71 793968
unidentified bacterium T83 793969
unidentified BD1 33 AB015530
unidentified BD5 11 AB015567
unidentified HTB091 AB010869
unidentified HTC018 AB010865
unidentified beta proteobacterium MC 13289 ABO06750
unidentifiedproteobacterium K1 AJ001384
Variovorax paradoxus AB008000
Variovorax paradoxus AF209469
Variovorax paradoxus AF250030
Variovorax paradoxus |1AM 12373 D30793
Variovorax paradoxus D88006
Vestimentiferan symbiont TW5 AB042420
Xylophilus ampelinus ATCC 33914 AF078758
Zoogloea ramigera ATCC 25935 X74914
Burkholderia norimbergensis Y09879
Burkholderia cepacia ATCC 25416 M22518
Burkholderia sp. CRE 7 U37340
Burkholderia sp. JB1 X92188
Burkholderia glathei ATCC 29195T AB021374
Burkholderia muitivorans LMG 14293 AF097531
Alcaligenes faecalis IAM 12369 D88008
Herbaspirillum sp. G8A1 AJ012069
uncultured proteobacterium OCS7 AF001645
Oxalobacter formigenes BLISS U49750
Acidovorax facilis CCUG 2113 AF078765
Acidovorax temperans CCUG 11779 AF078766
Acidovorax delafieldii ATCC 17505 AFQ78764
Acidovorax sp. 7078 AF078767
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continuacio

No. DE ACESSO NO

ORGANISMO GenBank
Acidovorax avenae subsp. avenae ATCC 19860 AF078759
Acidovorax sp. IMI 357678 AFQ78763
Acidovorax koniaci ATCC 33996 AFQ78760
Comamonas terigena IM) 359870 AF078772
Comamonas testosteront MBIC 3841 ABO007997
Hydrogenophaga flava CCUG 1658 AFQ78771
Hydrogenophaga pseudoflava ATCC 33668 AF078770
Hydrogenophaga palleronii DSM 63 AF019073
Hydrogenophaga taeniospiralis ATCC 49743 AF078768
Matsuebacter chitosanotabidus AB006851
Ideonella dechloratans X72724
Rubrivivax gelatinosus IC 144 AB016167
Leptothrix discophora SS-1 L33975
Leptothrix cholodnii CCM 1827 X97070
Leptothrix mobilis Feox-1 X97071
Escherichia coli J01859
Acetobacter aceti X74066
Azospirillum amazonense Y2 X79742
Azospirillum brasilense Sp7 X79739
Azospiriflum hpoferum ATCC 29708 X79729
Azospirillum lipoferum F X79736
Azospirillum lipoferum WO3 X79741
Azospirillum doebereinerae AJ238567
Bradyrhizobium japonicum X87272
Beijjerinckia indica M59060
Bradyrhizobium elkanii U35000
Caulobacter bacteroides M83796
Caulobacter fusiformis AJ007803
Caulobacter henricii AB016846
Caulobacter intermedius AJ007802
Caulobacter variabilis AJ007808
Methylobacterium organophilum D32226
Methylobacterium rhodesianum D32228
Methylobacterium zatmanii D32230
Nitrobacter hamburgensis

Nitrobacter winogradskyi L11661
Ochrobactrum anthropi u8s440
Ochrobactrum intermedium AJ242583
Ochrobactrum tritici AJ242579
Octadecabacter arcticus U73725
Pseudomonas denitrificans X69159
Paracraurococcus ruber D85827
Rhizobium lequminosarum LMG 8819 X77122
Rhizobium litoralis ATCC 49566 X78312
Rhizobium thiosulatophilus X72908
Rhizobium etli U47303
Rhizobium fredii D12792
Rhizobium gallicum AF008126
Rhizobium hainanensis u71078
Rhizobium leguminosarum M55235
Rhizobium loti D14514
Rhizobium mongolense u8g820
Rhizobium tropici AF260294
Rhodobium orientis D30792
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conclusio

No. DE ACESSO NO

ORGANISMO GenBank
Rhodopila globiformis D86513
Rhodoplanes roseus D25313
Rhodopseudomonas palustris D25312
Rhodospirilum fulvum NCIMB 11762 D14433
Rhodospirillum rubrum D30778
Rickettsia prowazekii M21789
Shinorhizobium xinjiangensis D12796
Sphingomonas adhaesiva D16146
Sphingomonas agrestis Y12803
Sphingomonas echinoides AB033944
Sphingomonas paucimobilis D16144
Sulfitobacter pontiacus Y13155
Xanthobacter autotrophicus X94203
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3 RESULTADOS

3.1 AMPLIFICACAO DO 168 tDNA E DA REGIAO INTERGENICA 16S-23S
rDNA

A amplificacdo do 16S rDNA, pelos iniciadores Y1 e Y3, de 38 isolados
diazotroficos de abacaxizeiro e bananeira e das 6 estirpes de espécies diazotroficas
referéncia, produziu um tnico fragmento de tamanho molecular entre 1.018 ¢ 1.636 pb
(Figura 4). A partir da seqiiéncia de Herbaspirillum seropedicae (namero de acesso no
GenBank Y10146) e Escherichia coli (BROSIUS et al., 1981) foi verificado que os
tamanhos esperados para os produtos da PCR com estes iniciadores seriam de 1.479 e
1.487 pb, respectivamente. Portanto, a migragdo dos fragmentos amplificados ficou
dentro da faixa esperada.

Para a regido intergénica 16S-23S rDNA, também foi encontrado um unico
fragmento como produto de amplificagdo para a maioria dos isolados, com um
tamanho molecular aproximado de 1.100 pb (Figura 5). Entretanto, trés outros padroes
foram observados: o primeiro contendo um fragmento unico com um peso molecular
de cerca de 1.000 pb, observado para o isolado BA131; o segundo apresentando
também uma banda tunica, correspondendo a um fragmento com peso molecular entre
700 a 800 pb, observado para o isolado Ala; e um terceiro padrdo, detectado nos
isolados A2a e A3b, contendo dois fragmentos com pesos moleculares

correspondentes aos padrdes anteriores (Figura 5).
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FIGURA 4 - PRODUTO DE AMPLIFICACAO POR PCR DA REGIAO Y1-Y3 DO 16S rDNA DE ISOLADOS
DIAZOTROFICOS DE BANANEIRA. ELETROFORESE EM GEL DE AGAR 1% (60 V POR 40 MIN).
1. 1 KB DNA LADDER (GIBCO BRL), 2. BA14 E 3. BA153.
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FIGURA 5. A E B. PRODUTOS DE AMPLIFICAGAO DA REGIAO INTERGENICA 16S-23S rDNA DE ISOLADOS
DIAZOTROFICOS E ESTIRPES DE H. seropedicae E H. rubrisubalbicans; M1 = 1 KB DNA LADDER
(GIBCO BRL) E M100 - 100 BP DNA LADDER (GIBCO BRL).
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3.2  POLIMORFISMO DE FRAGMENTOS DE COMPRIMENTO
ALEATORIO (RFLP) DA REGIAO INTERGENICA 16S-23S rDNA

A restrigdio dos produtos de amplificacdo da regido intergénica 16S-23S
rDNA dos isolados diazotroficos com as endonucleases de restrigdo A/ul, Haelll e
Rsal produziram diversos fragmentos que foram separados, por sua massa molecular,
em eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos produzidos por uma endonuclease
especifica apresentaram um padrdo de bandas, que foi denominado pert.l de restrigao,
representado por letras mintsculas na Tabela 8. Cada perfil de restricdo ¢é
compartilhado somente por aqueles organismos que possuem 0s mesmos sitios de
restricdo conservados, ou seja, 0s organismos que apresentaram o mesmo perfil de
restri¢do para uma determinada enzima possuem a mesma letra na Tabela 8. Para os
isolados diazotroficos a endonuclease Rsal mostrou-se com maior poder de resolugao,
tendo sido capaz de revelar 13 diferentes perfis de restrigdo. A endonuclease Haelll
revelou 11 perfis e Alul, 10 perfis. Analisando-se os perfis obtidos com as trés
endonucleases conjuntamente, uma maior resolugdo foi obtida no agrupamento dos
isolados, sendo detectados 15 diferentes padrdes, denominados Grupos 16S-23S e
representados por letras maiasculas na Tabela 8, entre os 34 isolados analisados
(Figuras 5, 6 e 7). A maior parte dos Grupos 16S-23S obtidos (B, C, F, H, I, J, K, L e
N) foram compostos por um unico isolado representante. Trés outros Grupos 16S-23S
(D, G e M) foram compostos por dois isolados cada um e somente dois Grupos 16S-

23S (A e E) foram compostos por oito ou mais isolados.
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TABELA 8 - CARACTERIZACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS POR RFLP DA REGIAO INTERGENICA
16S-23S rDNA.

PERFIL DE RESTRICAO"
ESTIRPE Alul [ Haelll | Rsal GRUPOS 16S-235?

BA10 a a a
BA11
BA12
BA14
BA15
BA16
BA134
BA149
BA153
BA161
X8
AB7
BA124
AB98
AB147
o1
BA22
BA23
BA25
BA88
BA104
BA106
BA128
BA136
AB120
BA123
BA126
AB48
AB71
AB119
Ala
BA131
A2a
A3b
A8b e
BA27 g n.d® m

s T T aaa "t O ®d® D® DO OO0 D0 Q00 T 000000000 Q0 Q0
X XU T DT o oo@@ "o ®D®O Dd DO DO DO D0 Qa0 T 000000000
— X X7 T D @ T "D O ® ® ® ® ® O D® Q0 T O 00000000000

(]
OZZTITIrXe«e—IeomMmmMmMmMmMmMMMMMMMOOO®B®>»>>>>P>>P>DP

(1) Padrao de bandas obtido na eletroforese em gel de agarose apos restricéo dos produtos de amplificagao para
a regido intergénica 16S-23S rDNA com as endonucleases indicadas (mostrados nas Figuras de 6 a 8).

(2) Padrao de bandas obtido para o conjunto das trés endonucleases usadas na analise.

(3) nenhum dado.

75



FIGURA 6 - A E B: PERFIL DE RESTRICAO DOS AMPLIFICADOS DA REGIAO INTERGENICA 16S-23S rDNA
COM Alul; AS LETRAS EM CAIXA BAIXA REPRESENTAM OS PERFIS DE RESTRIGAO DA
TABELA 8; MARCADOR: M100 = 100 BP DNA LADDER (GIBCO BRL).
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Figura 7 - A e B: perfil de restrigdo dos amplificados da regido intergénica 16S-23S

tDNA com Haelll; as letras em caixa baixa representam os perfis de restrigdo da

tabela 8; marcador: M100

100 bp DNA ladder (GIBCO BRL).
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FIGURA 8 - A E B: PERFIL DE RESTRIGAO DOS AMPLIFICADOS DA REGIAO INTERGENICA 16S-23S rDNA

COM Rsal; AS LETRAS EM CAIXA BAIXA REPRESENTAM OS PERFIS DE RESTRICAO DA

TABELA 8; MARCADOR: M100

100 BP DNA LADDER (GIBCO BRL).
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33 ANALISE DE RESTRICAO DO DNA RIBOSSOMAL DE 168
AMPLIFICADO (ARDRA)

Os fragmentos amplificados com os primers Y1 e Y3 foram tratados com
Alul, Haelll, Hinfl e Rsal, produzindo de 3 a 7 fragmentos detectados pela eletroforese
em gel de agarose (Figuras de 8 a 12). Entre 5 a 10 padrdes unicos foram obtidos para
cada enzima individualmente e estdo representados por letras minusculas na Tabela 9.
A enzima Haelll sozinha foi capaz de resolver a maioria dos grupos (dez), seguido
pela enzima Alul (sete) e Hinfl/ Rsal (cinco; Tabela 9).

Doze diferentes padrdes de restrigdo foram obtidos pela analise conjunta das
quatro endonucleases de restrigdo, representando 12 Grupos ARDRA diferentes que
foram numerados em arabico na Tabela 9. Quatro grupos foram idénticos aqueles
obtidos para as estirpes usadas como referéncia e puderam ser especificamente
identificados. Dois isolados (BA153 e X8) apresentaram perfil semelhante ao obtido
para as estirpes 267, Z78 ¢ M2 de Herbaspirillum seropedicae; onze isolados (AB7,
BA10, BAll, BA12, BA14, BA1S, BA16, BA17, BA134, BA149 e BA161) tiveram o
mesmo padrdo obtido para a estirpe M4 de Herbaspirillum rubrisubalbicans; um
isolado (BA124) teve o mesmo padrdo obtido para a estirpe M130 de Burkholderia
brasilensis; e, finalmente, dois 1solados (AB98 e AB147) tiveram o mesmo padrdo
obtido para a estirpe Ppe8 de Burkholderia tropicalis. Entretanto, 22 isolados
produziram oito novos Grupos ARDRA, grupos de 5 a 12 (Tabela 9).

Vérios Grupos ARDRA apresentaram-se muito proximos, sendo
diferenciados por um unico padrdo enzimatico ou por um unico fragmento de
restrigdo. Os Grupos ARDRA 1 (H. seropedicae) e 2 (H. rubrisubalbicans)
compartilharam todos os fragmentos de restrigdo, exceto um unico fragmento obtido
com Alul (Figura 9A). Entre os Grupos ARDRA 10 e 12, contendo .isolados ndo
identificados, a diferencia¢do ocorreu por dois fragmentos obtidos com A/ul (ex., A8b

e Ala - Figura 9B). Por outro lado, os Grupos ARDRA 6 e 8, também contendo
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espécies ndo identificadas, foram somente diferenciados pelo perfil de restri¢do obtido
com Haelll (ex., AB71 e AB117 - figura 10B).

Esta relagdo proxima entre as estirpes testadas € observada na topologia
obtida para um dendograma calculado pelo método UPGMA (APENDICE 3), a partir
de distancias determinadas pelo método de NEI & LI (1979), o qual permite estimar o
numero de substitui¢des de nucleotideos entre duas populagdes ou espécies através da
mudanga evolutiva de sitios de restrigdo (Figura 13). Os resultados obtidos para a
endonuclease Rsal foram excluidos desta analise porque o isolado BA131 ndo foi
testado com esta enzima (Tabela 9). O dendograma produzido mostrou trés grupos
principais. O primeiro é formado pelos Grupos ARDRA 1 e 2 e inclui as estirpes de H.
seropedicae e H. rubrisubalbicans usadas como referéncia; o segundo ¢ formado pelos
Grupos ARDRA de 3 a 9 e inclui as estirpe M130 de B. brasilensis (Grupo ARDRA 3)
e Ppe8 de B. tropicalis (Grupo ARDRA 4); e o terceiro grupo, formado pelos Grupos
ARDRA de 10 a 12, os quais se mostraram muito distantes dos demais. O grupo

ARDRA 5 separa os grupos "Burkholderia" e "Herbaspirillum".
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TABELA 9 - CARACTERIZAGAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS, POR ARDRA, DA REGIAO Y1-Y3 DO 168

RDNA.
continua
PERFIS DE RESTRICAO?
ESTIRPE" HOSPEDEIRO Al  Haelll Hinfl Rsal GRUPOS ARDRA®
Herbaspirillum seropedicae
267 a a a a 1
278 a a a a 1
M2 a a a a 1
BA153 banana a a a a 1
X8 n. d.“ a a a a 1
Herbaspirillum rubrisubalbicans
M4 b a a a 2
AB7 abacaxizeiro b a a a 2
BA10 banana b a a a 2
BA11 banana b a a a 2
BA12 banana b a a a 2
BA14 banana b a a a 2
BA15 banana b a a a 2
BA16 banana b a a a 2
BA17 banana b a a a 2
BA134 banana b a a a 2
BA149 banana b a a a 2
BA161 banana b a a a 2
Burkholderia brasilensis
M130 c b b b 3
BA124 banana c b b b 3
Burkholderia tropicalis
Ppe8 d c c b 4
AB98 abacaxizeiro d c b 4
AB147 abacaxizeiro d c b 4
Unknown
o1 banana g e e d 5
BA22 banana g e e d 5
BA23 banana g e e d 5
BA25 banana o e e d 5
BA27 banana g e e d 5
BA8S8 banana g e e d 5
BA104 banana g e e d 5
BA106 banana g e e d 5
BA128 banana g e e d 5
BA136 banana g e e d 5
AB117 abacaxizeiro g f c c 6
AB120 abacaxizeiro g f c c 6
BA123 banana d g c e 7
BA126 banana d g c e 7
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concluséo

Perfis de Restrigao®

ESTIRPE" HOSPEDEIRO  Alul  Haelll Hinfl Rsal GRUPOS ARDRA®
AB48 abacaxizeiro g h c c 8
AB71 abacaxizeiro g h c c 8
AB119 abacaxizeiro d | b b 9
Ala n.d.“ f d d c 10
BA131 banana b i f nd M1
A2a n. d. e d d c 12
A3b n. d. e d d c 12
A8b n. d. e d d c 12

(1) As estirpes usadas como referéncia foram: Z67, Z78 e M2 de Herbaspirillum seropedicae, M4 de
Herbaspirillum rubrisubalbicans, Ppe8 de "Burkholderia tropicalis", e M130 de "Burkholderia brasilensis".

(2) Perfil de mobilidade dos fragmentos de DNA em gel de agarose apds restrigdo dos produtos de amplificacéo
para a regidao Y1-Y3 do 16S rDNA com as endonucleases indicadas.

(3) Padrao obtido para o conjunto das quatro endonucleases usadas na analise.

(4) nenhum dado.
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FIGURA 9 - DE A A G: PERFIS DE RESTRICAO PARA ISOLADOS DE ABACAXIZEIRO E BANANEIRA E
ESTIRPES DE Herbaspirilum sp. E Burkholderia sp. COM A ENDONUCLEASE Alul NA REGIAO
AMPLIFICADA Y1-Y3 DO 16S rDNA; LETRAS EM CAIXA BAIXA REPRESENTAM OS PERFIS DE
RESTRICAO DA TABELA 9; MARCADORES: M1 = 1 KB DNA LADDER (GIBCO BRL) E M100 =

100 BP DNA LADDER (GIBCO BRL).
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FIGURA 10 - DE A A H: PERFIS DE RESTRICAO PARA ISOLADOS DE ABACAXIZEIRO E BANANEIRA E
ESTIRPES DE Herbaspirillum sp. E Burkholderia sp. COM A ENDONUCLEASE Haelll NA REGIAO
AMPLIFICADA Y1-Y3 DO 16S rDNA; LETRAS EM CAIXA BAIXA REPRESENTAM OS PERFIS DE
RESTRICAO DA TABELA 9; MARCADORES: M1 = 1 KB DNA LADDER (GIBCO BRL) E M100 =
100 BP DNA LADDER (GIBCO BRL).
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FIGURA 11 - DE A A G: PERFIS DE RESTRICAO PARA ISOLADOS DE ABACAXIZEIRO E BANANEIRA E
ESTIRPES DE Herbaspirillum sp. E Burkholderia sp. COM A ENDONUCLEASE Hinfl NA REGIAO
AMPLIFICADA Y1-Y3 DO 16S rDNA; AS LETRAS EM CAIXA BAIXA REPRESENTAM OS PERFIS
DE RESTRICAO DA TABELA 9; MARCADORES: M1 = 1 KB DNA LADDER (GIBCO BRL) E M100 =
100 BP DNA LADDER (GIBCO BRL).
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FIGURA 12 - DE A A F: PERFIS DE RESTRICAO PARA ISOLADOS DE ABACAXIZEIRO E BANANEIRA E
ESTIRPES DE Herbaspirillum sp. E Burkholderia sp. COM A ENDONUCLEASE Rsal NA REGIAO
AMPLIFICADA Y1-Y3 DO 16S rDNA; AS LETRAS EM CAIXA BAIXA REPRESENTAM OS PERFIS
DE RESTRICAO DA TABELA 9; MARCADORES: M1 = 1 KB DNA LADDER (GIBCO BRL) E M100 =
100 BP DNA LADDER (GIBCO BRL).
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FIGURE 13 - DENDROGRAMA INFERIDO A PARTIR DOS PERFIS DE RESTRICAO OBTIDOS PARA A

0,8

DIGESTAO DOS PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DO 16S rDNA DE ISOLADOS DE
ABACAXIZEIRO E BANANEIRA E ESTIRPES DE H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, "B.
brasilensis" E "B. tropicalis* COM Alul, Haelll E Hinfl MOSTRADOS NA TABELA 9. TOPOLOGIA
OBTIDA PELO METODO DE UPGMA (SNEATH & SOKAL, 1973) A PARTIR DE DISTANCIAS
CALCULADAS PELO METODO DE NEI & LI (1979).
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3.4 SEQUENCIAMENTO DO 16S rDNA

As seqiiéncias da regido Y1-Y2 do 16S rDNA de 34 estirpes bacterianas
foram determinadas, tendo sido encontradas 12 diferentes seqii€ncias, representadas
pelos Grupos de seqiiéncia Y1-Y2 de I a XII (Tabela 10). Todas as seqii€ncias foram
obtidas diretamente a partir dos produtos de PCR das culturas bacterianas com o par de
iniciadores Y1 e Y3, sem clonagem dos fragmentos. As seqiiéncias foram obtidas em
ambas as fitas do DNA.

O seqiienciamento direto dos produtos de PCR para os isolados AB48 e
AB71, que pertencem ao Grupo de seqiiéncia Y1-Y2 IX, apresentaram uma leitura de
base ambigua C ou T (Y) na posi¢do 157 (Figuras 13). De maneira analoga, foram
observados picos para bases G ou A na leitura da seqiiéncia da fita complementar,
sugerindo que estas estirpes tém, no minimo, dois operons 16S rDNA distintos.

Dezenove isolados, representantes dos Grupos de seqiiéncias Y1-Y2 I, II, V,
VI, VII, VIII, IX e XII foram também seqiienciados na regido Y1-Y3 do 16S rDNA
(Tabela 10). O seqiienciamento foi feito em ambas as fitas do DNA utilizando-se os
oito iniciadores descritos na seg¢do “Iniciadores Usados na Amplificacdo e
Seqiienciamento do 16S rDNA e Regido Intergéncia 16S-23S rDNA” do Material e
Métodos. A regido seqiienciada corresponde a mais de 90% da molécula o que permite
uma analise filogenética mais precisa e confiavel (ver adiante). O comprimento das
seqii€ncias variou de 1.425 a 1.430 pb (excluindo as seqiiéncias para os iniciadores).
Variacdo foi também encontrada entre seqiiéncias, da mesma regido, de espécies

representantes da subdivisdo beta das Proteobactérias.
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TABELA 10 - CARACTERIZACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS POR SEQUENCIAMENTO DAS
REGIOES Y1-Y2 E Y1-Y3 DO 16S rDNA.

SEQUENCIA Y1-Y2

ESTIRPE! ACESSO® | sequéncia® | Grupos | SEQUENCIA Y1-Y3®
Herbaspirillum seropedicae
Z67 290 pb |
BA153 AF 164062 290 pb I 1429 pb
X8 AF164065 290 pb I 1429 pb
Herbaspirillum rubrisubalbicans
M4 290 pb ]
AB7 AF164042 290 pb I 1428 pb
BA10 AF164049 290 pb | 1428 pb
BA11 AF 164050 290 pb I 1429 pb
BA12 AF164051 290 pb I 1428 pb
BA14 AF164052 290 pb | 1429 pb
BA15 AF164053 290 pb | 1429 pb
BA16 AF164054 290 pb I 1429 pb
BA17 AF364861 290 pb I 1429 pb
BA134 AF164060 290 pb I 1429 pb
BA149 290 pb | 1429 pb
BA161 AF164063 290 pb | 1429 pb
Burkholderia brasilensis
M130 288 pb v
Burkholdenia tropicalis
Ppe8 290 pb Y
AB98 AF 164045 290 pb \" 1429 pb
AB147 AF164047 290 pb \
Desconhecido
O1 AF164064 286 pb Vi
BA22 AF164055 286 pb Vi
BA23 AF 164056 286 pb Vi
BA27 AF 164057 286 pb Vi
BA128 AF364862 286 pb Vi 1425 pb
BA136 AF164061 286 pb Vi
AB117 AF 164046 288 pb Vil
AB120 AF364860 288 pb Vil 1428 pb
BA123 AF164058 288 pb Vil
BA126 AF164059 288 pb Vil 1427 pb
AB48 AF164043 288 pb IX 1427 pb
AB71 AF164044 288 pb IX
Ala AF164048 260 pb X
BA131 AF213248 259 pb XI
AB119 AF364859 290 pb Xl 1430 pb

(1) 267 - Herbaspirilum seropedicae, M4 - Herbaspirillum rubrisubalbicans, Ppe8 - "Burkholderia tropicalis" e
M130 - "Burkholderia brasilensis".

(2) Numero de acesso das sequéncias obtidas no presente trabalho e depositadas no banco de dados GenBank
(http://mwww.ncbi.nim.nih.gov).

(3) Nao incluem as sequéncias dos iniciadores.
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FIGURA 14 - OBSERVAGAO DE LEITURA AMBIGUA NA SEQUENCIA DA REGIAO Y1-Y2 DO GRUPO IX,
COMPOSTO PELOS ISOLADOS AB48 E AB71. AS SETAS INDICAM A OCORRENCIA DAS
BASES T E C NA SEQUENCIA FEITA COM O INICIADOR Y1 (ESQUERDA) E DAS BASES AE G
NA SEQUENCIA DA FITA COMPLEMENTAR FEITA COM O INICIADOR Y2 (DIREITA).
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3.5 ANALISE COMPARATIVA DE SEQUENCIAS E PESQUISA DE
HOMOLOGIA

A identidade entre cada par de seqii€ncias dos Grupos de seqii€ncias Y1-Y2
do 16S rDNA é mostrada na matriz da Figura 15A. A identidade foi calculada apos o
alinhamento das seqiiéncias no programa ClustalW (APENDICE 3), usando-se os
parametros padrdes. Um valor de identidade acima de 98% ¢ compartilhado entre os
isolados dos Grupos I, II e III. Valores de identidade acima de 90% foram também
observados entre os isolados dos Grupos IV, V, VII, VIII, IX e XII. Os isolados dos
Grupos VI, X e XI mostraram-se mais distantes dos demais. O Grupo VI apresentou
valores de identidade mais ou menos constantes em relagdo a todos os outros grupos,
com um valor médio de 83,6%. O mesmo foi observado para os Grupos X e XI, mas
com uma identidade média de 66,1%. Entre estes dois ultimos Grupos, a identidade foi
de 79,3%. Estes dados permitiram a separagdo dos organismos analisados em quatro
grandes grupos relacionados entre si. O primeiro formado pelos Grupos de seqii€ncias
Y1-Y2 [, II e IIl, semelhantes a Herbaspirillum; o segundo composto pelos Grupos de
seqiiéncias Y1-Y2 IV, V, VII, VIII, IX e XII e semelhantes a Burkholderia; o terceiro
composto apenas pelo Grupo de seqiiéncia Y1-Y2 VI; e o quarto composto pelos
Grupos de seqiiéncias Y1-Y2 X e XI. Para estes dois wltimos Grupos, ndo foi
observada proximidade a nenhuma das estirpes usadas como referéncia. As
identidades obtidas também para a regido Y1-Y3 do 16S rDNA concordam com
aquelas apresentadas acima (Figura 15B). Entretanto. os valores foram, em geral,
ligeiramente superiores. Para esta regido, todos os isolados do Grupo de seqii€ncia Y 1-
Y2 I e também o isolado do Grupo II foram seqiienciados. Estes mostraram um alto
grau de identidade (acima de 98,6%). Entretanto, uma identidade de 100% so6 foi
observada entre os isolados:

a) BAll, BA16 ¢ BA17,

b) BA14, BA15 e BA149;
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¢) BA12 e BA134.
Mostrando haver heterogeneidade no Grupo de seqiiéncia Y1-Y2 I, o que confirmou a

ambigiiidade apresentada pelas analises de ARDRA e seqiienciamento da regido Y1-

Y2.
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FIGURA 15 - MATRIZ MOSTRANDO A PROPORGCAO DE IDENTIDADE (DIAGONAL SUPERIOR) E O NUMEROS DE BASES DIFERENTES (DIAGONAL INFERIOR)

ENTRE PARES DE SEQUENCIAS DE 16S rDNA. A) CALCULADOS A PARTIR DO ALINHAMENTO ENTRE AS SEQUENCIAS NA REGIAO Y1-Y2 DOS
GRUPOS OBTIDOS; VALORES DE IDENTIDADE ACIMA DE 90% (0,900) SAO MOSTRADOS EM NEGRITO; B) CALCULADOS A PARTIR DO ALINHAMENTO
ENTRE SEQUENCIAS DA REGIAO Y1-Y3 DE DIVERSOS ISOLADOS; VALORES DE IDENTIDADE ACIMA DE 98% (0,980) DE IDENTIDADE SAO
MOSTRADAS EM NEGRITO.

A

Seq-> I 11 m v v Vil Vil IX XII \%! X XI

GRUPO I 0,993 0,993 0,834 0,868 0.831 0,848 0,841 0,855 0,865 0,662 0,658

GRUPOII 2 0,986 0,827 0,875 0,824 0,841 0,834 0,855 0,865 0,668 0,665

GRUPO III 2 4 0,841 0,868 0,834 0,851 0,844 0,858 0,858 0,662 0,651

GRUPO 1V 48 50 46 0,920 0,947 0,909 0,934 0,920 0,831 0,673 0,666

GRUPO V 38 36 38 21 0,927 0,913 0,913 0,965 0,834 0,672 0,679

GRUPO VII 49 51 48 15 21 0,947 0,968 0,958 0,813 0,652 0,645

GRUPO VIII 44 46 43 26 25 15 0,954 0,931 0.817 0,656 0,649

GRUPO IX 46 48 45 19 25 9 13 0,927 0,810 0.656 0,652

GRUPO XII 42 42 41 21 10 10 18 19 0,831 0,662 0,658

GRUPO VI 39 39 41 47 48 52 51 53 49 0,678 0,657

GRUPO X 98 96 98 94 95 100 99 99 98 92 0,793

GRUPO X1 99 97 101 96 93 102 101 100 99 98 52

B

Seq-> BA153 X8 AB7 BA10 BAIll BA12 BAl4 BAIS BAl6 BA17 BA134 BA149 BAl61 AB98 BA128  ABI20 BAl126  AB48 ABIL19
BA153 0,992 0,989 0,990 0,991 0,990 0,990 0,990 0,991 0,991 0,990 0,990 0,989 0,906 0,894 0,898 0,900 0,900 0,904
X8 11 0,986 0,986 0,988 0,986 0,987 0,987 0,988 0,988 0,987 0,987 0,986 0,906 0,890 0,897 0,898 0,899 0,904
AB7 14 19 0,996 0,997 0,996 0,997 0,997 0,997 0,997 0,997 0,997 0,995 0,906 0,890 0,895 0,898 0,897 0,902
BA10 14 19 3 0,998 0,997 0,997 0,997 0,998 0,998 0,997 0,997 0,996 0,906 0,890 0,896 0,899 0,898 0,902
BAl1 12 17 1 1 0,998 0,999 0,999 1.000 1.000 0,999 0,999 0,997 0,908 0,892 0,897 0,900 0,900 0,904
BAI12 14 19 3 3 2 0,997 0,997 0,998 0,998 0,999 0,997 0,997 0,908 0,892 0,897 0,900 0,900 0,903
BA1l4 13 18 2 2 1 2 1.000 0,999 0,999 0,998 1.000 0,997 0,909 0,892 0,898 0,899 0,900 0,903
BA15 13 18 2 2 1 2 0 0,999 0,999 0,998 1.000 0,997 0,909 0,892 0,898 0,899 0,900 0,903
BAl6 12 17 1 1 0 1 1 1 1.000 0,999 0,999 0,997 0,908 0,892 0,897 0,905 0,900 0,904
BA17 12 17 1 1 0 1 1 1 0 0,999 0,999 0,997 0,908 0,892 0,897 0,900 0,900 0,904
BA134 13 18 2 2 1 0 2 2 1 1 0,998 0,998 0,909 0,892 0,898 0,901 0,900 0,904
BA149 13 18 2 2 1 2 0 0 1 1 2 0,997 0,909 0,892 0.898 0,899 0,900 0,903
BAI61 15 20 4 4 3 2 4 4 3 3 2 4 0,907 0,892 0,897 0,899 0,899 0,902
AB98 134 134 132 132 131 130 130 130 131 131 130 130 132 0,890 0,963 0,965 0,960 0,972
BA128 153 158 157 157 156 155 156 156 156 156 155 156 156 158 0,883 0,886 0,882 0,893
AB120 143 145 145 145 144 143 143 143 144 144 143 143 145 50 163 0,968 0,988 0,967
BA126 142 145 143 143 142 141 143 143 142 142 141 143 143 50 159 44 0,969 0,965
ABA48 141 143 143 143 142 141 141 141 142 142 141 141 143 56 166 15 43 0,960
AB119 135 136 137 137 136 136 137 137 136 136 136 137 138 38 149 43 47 53
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Embora ndo se tenham valores de homologia entre seqiiéncias de 16S rDNA
pré-definidos na literatura para determinar o limite entre espécies ou qualquer outro
grupo taxondmico, € possivel ter uma idéia clara da proximidade evolutiva e,
consequentemente, também da proximidade taxondmica entre 0S 0rganismos
comparados.

A partir de uma pesquisa de homologia feita usando o algoritmo BLAST 2.1
(APENDICE 3), foi possivel estabelecer os grupos taxondmicos que estio mais
intimamente relacionados com os Grupos formados pelas seqiiéncias dos isolados
diazotroficos aqui estudados. A pesquisa foi feita via Web (NCBI, 2001), utilizando-se
0 programa blastn, que permite a comparagdo entre seqii€ncias de nucleotideos. Foram
utilizados os parametros padrdes de analise, pré-definidos no programa, e o banco de
dados de seqiiéncias ndo redundantes (nr), contendo 852.500 seqii€éncias no momento
da pesquisa (Tabela 11). Como as seqiiéncias dos isolados foram depositadas no banco
de dados GenBank, a maior homologia ocorreu com a propria seqii€ncia submetida ou,
muitas vezes, também com outras seqii€ncias oriundas do presente trabalho, o que ndo
foi levado em consideragdo. Os isolados dos grupos ARDRA 1 e 2 mostraram alta
homologia com espécies de Herbaspirillum (99% em mais de 1.450 bases). Por outro
lado, os 1solados X8 e BA153, do grupo ARDRA 1, obtiveram os mais altos scores
com H. seropedicae, enquanto que para os isolados do grupo ARDRA 2 os mais altos
scores alcangados foram com Pseudomonas huttiensis. Para os grupos ARDRA 4, 6, 7,
8 e 9 fo1 verificada uma alta homologia com espécies do género Burkholderia (entre
95 e 97% em mais de 1.430 bases). Entretanto, alguns dos isolados destes grupos
apresentaram o0s scores mais altos com bactérias ndo classificadas. Finalmente, o
isolado BA128, pertencente ao grupo ARDRA 5, apresentou alta homologias com
bactérias dos géneros Xylophilus e Acidovorax (96% em mais de 1.450 bases). A
pesquisa de homologia para os grupos ARDRA 10 e 11 foi feita somente com a regido
Y1-Y2 do 16S rDNA, mostrando uma alta identidade para o isolado Ala com

Azospirillum lipoferum (98%) e para o isolado BA131 com Ochrobactrum sp. (99% -
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Tabela 11).
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TABELA 11 - ORGANISMOS QUE APRESENTARAM MAIOR HOMOLOGIA PARA A REGIAO Y1-Y2 OU Y1-Y3
DA SEQUENCIA DO 16S rDNA DE ISOLADOS DIAZOTROFICOS DE ABACAXIZEIRO E
BANANAEIRA, DE ACORDO COM PESQUISA PEALIZADA COM O PROGRAMA BLASTN®.

continua
No. DE 3)
2 GAPS

ACESSO | Lonecie EsTIRPE | COMP- | score | VALOR IDENTIDADES®

NO (bases) E Proporgéo % | Proporgéo | %

GenBank

X8 (1.478 bases) - grupo ARDRA 1
Herbaspinillum

AJ23835 frisingense 75B 1466 2866 0.0 1452/1454 99 - —

Y10146 H.seropedicae = — 1526 2821 0.0 1466/1479 99 1/1479 0
Herbaspirillum

AJ238361 seropedicae Z67 1479 2805 0.0 1445/1455 9 - -—
Herbaspinllum

AJ238358 frisingense GSF30 1466 2795 0.0 1443/1454 9 - -
—. Herbaspirillum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2793 0.0 1448/1461 9 - -
Herbaspirillum

AB049133 sp. B501 1487 2787 0.0 1461/1478 98 1/1478 0
Herbaspirillum

AF137508 rubrisubalbicans — 1485 2785 0.0 1447/1461 9 - -
Herbaspinillum

AB049104 sp. B512 1480 2785 0.0 1447/1461 99 - -
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium COL 1520 2781 0.0 1461/1479 98 1/1479 0
Herbaspirillum

AJ238356 rubnisubalbicans M4 1465 2771 0.0 1440/1454 9 - —

BA153 (1.478 bases) - grupo ARDRA 1

Y10146 H. seropedicae  --- 1526 2884 0.0 1474/1479 99 1/1479 0
Herbaspinillum

AJ238361 seropedicae Z67 1479 2868 0.0 1453/1455 9 — -—
Herbaspirillum

AB049133 sp. B501 1487 2835 0.0 1467/1478 99 1/1478 0
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium COL 1520 2829 0.0 1467/1479 99 1/1479 0
Herbaspirillum

ARO49102 sp. BEE5 1477 2788 0.0 1443/1455 89 - -
Herbaspinilium

AF137508 rubrisubalbicans — 1485 2785 0.0 1447/1461 99 - —
Herbaspirillum

AJ238357 frisingense 75B 1466 2771 0.0 1440/1454 9 - ---
Herbaspirillum

AJ238356 rubnisubalbicans M4 1465 2771 0.0 1440/1454 9 — —
Herbaspirillum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2746 0.0 1442/1461 98 — —
Pseudomonas  ATCC

ABO021366 huttiensis 14670T 1490 2738 0.0 1441/1461 98 - -

AB7 (1.477 bases) - grupo ARDRA 2
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continuaco

No. DE o | GAPS®

ACESSO ESPECIE ESTIRPE COMP. SCORE VALOR | IDENTIDADES

NO (bases) E Proporcéao % | Proporgéao | %

GenBank

 Pseudamonas ATCC 99

AB021366 huttiensis 14670T 1490 2779 0.0 1450/1462 3/1462 0

Y10146 H.seropedicae  --- 15626 2767 0.0 1463/1480 98 4/1480 0
Herbaspirillum

AF137508 rubrisubalbicans — 1485 2763 0.0 1448/1462 99 3/1462 0
Herbaspirillum

AJ238361 seropedicae z67 1479 2752 0.0 1442/1456 99 3/1456 0
Herbaspirillum

AB049103 sp. B65 1477 2752 0.0 1445/1460 98 3/1460 0
Herbaspirillum

AJ238356 rubnisubalbicans M4 1465 2750 0.0 1441/1455 99 3/1455 0
Herbaspirillum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2740 0.0 1445/1462 98 3/1462 0
Herbaspirillum -

AB049133 sp. B501 1487 2726 0.0 1457/1479 98 4/1479 0
Herbaspirillum

AB049104 sp. B512 1480 2724 0.0 1443/1462 98 3/1462 0
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium CcoL 1520 2720 0.0 1457/1480 98 4/1480 0

BA10 (1.477 bases) - grupo ARDRA 2
Pseudomonas  ATCC

AB021366 huttiensis 146707 1490 2801 0.0 1450/1461 99 1/1461 0

Y10146 H.seropedicae = —- 1526 2789 0.0 1463/1479 98 2/1479 0
Herbaspirillum

AF137508 rubnisubalbicans — 1485 2785 0.0 1448/1461 99 1/1461 0
Herbaspirillum

AJ238361 seropedicae Z67 1479 2773 0.0 1442/1455 99 1/1455 0
Herbaspirillum

AB049103 sp. B65 1477 2773 0.0 1445/1459 99 1/1459 0
Herbaspirillum

AJ238356 rubnrisubalbicans M4 1465 2771 0.0 1441/1454 99 1/1454 0
Herbaspirillum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2761 0.0 1445/1461 98 1/1461 0
Herbaspirillum

AB049133 sp. - B501 1487 2748 0.0 1457/1478 98 2/1478 0
Herbaspirillum

AB048104 sp. B512 1480 2746 0.0 1443/1461 98 1/1461 0
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium COoL 1520 2742 0.0 1457/1479 98 2/1479 0

BA11, BA16 e BA17 (1.478 bases) - grupo ARDRA 2
Pseudomonas  ATCC

ABO021366 huttiensis 14670T 1490 2825 0.0 1452/1461 9 — —
Herbaspirillum

AF137508 rubrisubalbicans -— 1485 2809 0.0 1450/1461 99 -

Y10146 H.seropedicae  --- 1526 2809 0.0 1450/1461 9 - -—
Herbaspirillum

AJ238361 seropedicae 267 1479 2797 0.0 1444/1455 9 - -
Herbaspirillum

AB049103 sp. B65 1477 2797 0.0 1447/1459 99 - -
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continuacdo

No. DE

. GAPS®

ACESSO | Looroie EsTIRPE | COMP- | scope| VALOR IDENTIDADES®

NO (bases) E Proporgéo % | Proporcéo | %

GenBank
Herbaspirillum 99

AJ238356 rubrisubalbicans M4 1465 2795 0.0 1443/1454 - -—
Herbaspirillum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2785 0.0 1447/1461 9 - -—
Herbaspirillum

ABO049133 sp. B501 1487 2769 0.0 1445/1461 98 - -—
Herbaspirillum

AB049104 sp. B512 1480 2769 0.0 1445/1461 98 - —
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium COoL 1520 2761 0.0 1444/1461 98 - —

BA12 (1.478 bases) - grupo ARDRA 2
Pseudomonas ATCC

AB021366 huttiensis 146707 1490 2779 0.0 1449/1462 99 2/1462 0

Y10146 H. eropedicae  --- 1526 2767 0.0 1462/1480 98 3/1480 0
Herbaspirillum

AF137508_ rubrisubalbicans -— 1485 2763 0.0 1447/1462 98 2/1462 0
Herbaspinillum

AJ238361 seropedicae Z67 1479 2752 0.0 1441/1456 98 2/1456 0
Herbaspirillum

AB049103 sp. B65 1477 2752 0.0 1444/1460 98 2/1460 0
Herbaspirillum

AJ238356 rubrisubalbicans M4 1465 2750 0.0 1440/1455 98 2/1455 0
Herbaspinillum

AB049133 sp. B501 1487 2742 0.0 1458/1479 98 3/1479 0
Herbaspirillum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2740 0.0 1444/1462 98 2/1462 0
Herbaspirillum

AB049104 sp. B512 1480 2740 0.0 1444/1462 98 2/1462 0
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium COL 1520 2720 0.0 1456/1480 98 3/1480 0

BA14, BA15 e BA149 (1.478 bases) - grupo ARDRA 2
Pseudomonas  ATCC

AB021366 huttiensis 14670T 1490 2833 0.0 1453/1461 9 - —

Y10146 H.seropedicae @ — 1526 2805 0.0 1464/1479 98 1/1479 0
Herbaspirillum

AF137508 rubrisubalbicans -— 1485 2801 0.0 1449/1461 9 — —
Herbaspirilum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2793 0.0 1448/1461 9 - -
Herbaspirillum

AJ238361 seropedicae 267 1479 2789 0.0 1443/1455 99 — —
Herbaspirillum

AB049103 sp. B65 1477 2789 0.0 1446/1459 9 — -
Herbaspirillum

AJ238356 rubrisubalbicans M4 1465 2787 0.0 1442/1454 99 - -—
Herbaspirillum

AB049133 sp. B501 1487 2763 0.0 1458/1478 98 1/1478 0
Herbaspirillum

AB049104 sp. B512 1480 2761 0.0 1444/1461 98 — —
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium CcoL 1520 2757 0.0 1458/1479 98 1/1479 0
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continuacdo

No. DE o | GAPS®

ACESSO ESPECIE ESTIRPE COMP. SCORE VALOR | IDENTIDADES

NO (bases) E Proporcéao % | Proporcéo | %

GenBank

BA134 (1.478 bases) - grupo ARDRA 2
Pseudomonas  ATCC

ABO021366 huttiensis 14670T 1490 2817 0.0 1451/1461 99 - -—

Y10146 H. seropedicae - 1626 2805 0.0 1464/1479 98 1/1479 0
Herbaspirillum

AF137508 rubrisubalbicans -—- 1485 2801 0.0 1449/1461 99 — -
Herbaspirillum

AJ238361 seropedicae 267 1479 2789 0.0 1443/1455 Q9 - -
Herbaspirillum

AB049103 sp. B65 1477 2789 0.0 1446/1459 9 — -
Herbaspirillum

AJ238356 rubrisubalbicans M4 1465 2787 0.0 1442/1454 9 - -
Herbaspirillum B

AB049133 sp. B501 1487 2779 0.0 1460/1478 98 1/1478 0
Herbaspiriflum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2777 0.0 1446/1461 98 — -—
Herbaspirillum

AB049104 sp. B512 1480 2777 0.0 1446/1461 98 — —
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium COL 1520 2757 0.0 1458/1479 98 1/1479 0

BA161 (1.478 bases) - grupo ARDRA 2
Pseudomonas  ATCC

AB021366 huttiensis 14670T 1490 2801 0.0 1449/1461 9 — —

Y10146 H.seropedicae = --- 1526 2789 0.0 1462/1479 98 1/1479 0
Herbaspirillum

AF137508 rubrisubalbicans --- 1485 2785 0.0 1447/1461 99 - -
Herbaspirillum

AJ238361 seropedicae 267 1479 2773 0.0 1441/1455 99 — -—
Herbaspirillum

AB049103 sp. B65 1477 2773 0.0 1444/1459 98 - -
Herbaspirillum

AJ238356 rubrisubalbicans M4 1465 2771 0.0 1440/1454 99 - -
Herbaspirillum

AB049133 sp. - B501 1487 2763 0.0 1458/1478 98 1/1478 0
Herbaspirillum

AJ238359 frisingense Mb11 1485 2761 0.0 1444/1461 98 --- -—-
Herbaspirillum

AB049104 sp. B512 1480 2761 0.0 1444/1461 98 - -
Nitrogen-fixing

AF214642 bacterium COL 1520 2742 0.0 1456/1479 98 1/1479 0

AB98 (1.478 bases) - grupo ARDRA 4
2,4-D-degrading

AF184929 bacterium TFD3 1392 2684 0.0 1375/1382 9 -

AF262932 Burkholderia sp. JS150 1521 2543 0.0 1431/1479 96 1/1479 0
Unidentified
beta

AB015530 proteobacterium BD1-33 1492 2516 0.0 1431/1480 96 5/1480 0

AF227856 Bacterium str. 96444 1434 2480 0.0 1386/1430 96 2/1430 0

U37344  Burkholderia sp. N3P2 1516 2474 0.0 1423/1479 96 3/1479 0
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continuagéo

No. DE (2) GAPS(S)

ACESSO ESPECIE ESTIRPE COMP. SCORE VALOR | IDENTIDADES

NO (bases) E Proporcéo % | Proporcao | %

GenBank
Pseudomonas 96

U86373 sp. LB400 1466 2448 0.0 1404/1458 3/1458 0
uncultured

AJ292637 eubacterium WD202 1494 2442 0.0 1419/1479 95 3/1479 0
Burkholderia LMG

AF311970 cepacia 12614 1494 2440 0.0 1418/1479 95 1/1479 0
Burkholderia LMG

AFQ097532 cepacia 126142 1494 2440 0.0 1418/1479 95 1/1479 0

ABQ008002 Burkholderia sp. MBIC3837 1480 2440 0.0 1402/1459 96 --- -

BA128 (1.474 bases) - grupo ARDRA 5
Xylophilus

AFQ78758 ampelinus — 1518 2557 0.0 1433/1479 96 5/1479 0

AJ130765 Acidovoraxsp. LW1 1483 2516 0.0 1411/1457 96 1/1457 0
Unidentified

AB021320 bacterium rd1 1464 2478 0.0 1404/1455 96 4/1455 0

__ Unidentified

AB021361 bacterium rA10 1442 2440 0.0 1389/1442 96 4/1442 0
uncultured

AJ292624 eubacterium WD291 1491 2438 0.0 1418/1479 95 101479 O
Unidentified

AB021340 bacterium rM5 1474 2411 0.0 1400/1461 95 4/1461 0
Unidentified

AB021334 bacterium rJ16 1461 2395 0.0 1399/1457 96 8/1457 0
Unidentified

793960 bacterium -— 1529 2387 0.0 1416/1481 95 8/1481 0
Unidentified

793973 bacterium — 1519 2385 0.0 1408/1475 95 6/1475 0
Bacteria

X95838 species T41 1519 2385 0.0 1408/1475 95 6/1475 0

AB120 (1.477 bases) - grupo ARDRA 6

AF262932 Burkholderia sp. JS150 1521 2541 0.0 1436/1481 96 6/1481 0
Unidentified
beta

AB015530 proteobacterium BD1-33 1492 2498 0.0 1431/1480 96 6/1480 0

AF227856 Bacterium str. 96444 1434 2462 0.0 1386/1430 96 3/1430 0

AF074711 Burkholdena sp. EN-B3 1513 2397 0.0 1419/1481 95 6/1481 0

AFQ74712 Burkholdena <sp. EN-E9 1497 2361 0.0 1416/1482 95 8/1482 0
Burkholderia

Ug1839 pseudomallei 1026b 1488 2357 0.0 1396/1461 95 3/1461 0
Burkholderia ATCC

AF110188 mallei 23344 1488 2349 0.0 1395/1461 95 3/1461 0
Burkholderia NCTC

AF110187 mallei 10260 1488 2349 0.0 1395/1461 95 3/1461 0

AF247494 Burkholderia sp. S2.1 1449 2335 0.0 1379/1442 95 3/1442 0
uncultured

AJ292643 eubacterium WD268 1494 2329 0.0 1407/1479 95 4/1479 0

BA126 (1.476 bases) - grupo ARDRA 7
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continuacdo

No. DE o GAPS®
ACESSO ESPECIE ESTIRPE COMP. SCORE VALOR | IDENTIDADES
NO (bases) E Proporcao % | Proporgéo | %
GenBank
Unidentified 99
beta
AB015530 proteobacterium BD1-33 1492 2823 0.0 1453/1460 2/1460 0
AF227856 Bacterium str. 96444 1434 2815 0.0 1426/1428 99 - —
AF262932 Burkholderia sp. JS150 1621 2565 0.0 1420/1461 97 2/1461 0
AF247494 Burkholderia sp. S2.1 1449 2434 0.0 1387/1440 9% - -
U37344 Burkholderia sp. N3P2 1516 2424 0.0 1400/1459 95 - —
AFQ074711 Burkholderia sp. EN-B3 15613 2409 0.0 1403/1462 95 4/1462 0
uncultured
AJ292637 eubacterium WD202 1494 2409 0.0 1398/1459 95 - -
AB041772 Burkholderia sp. TH2 1455 2409 0.0 1389/1445 96 2/1445 0
Pseudomonas
u86373 sp. LB400 1466 2403 0.0 1396/1456 95 1/1456 0
Burkholderia
U96941 graminis 1584 2399 0.0 1392/1449 96 4/1449 0
AB48 (1.476 bases) - grupo ARDRA 8
Unidentified
beta
AB015530 proteobacterium BD1-33 1492 2517 0.0 1431/1479 96 5/1479 0
AF227856 Bacterium 96444 1434 2489 0.0 1387/1429 97 2/1429 0
AF262932 Burkholderia sp. JS150 1521 2473 0.0 1425/1480 96 5/1480 0
AFQ074711 Burkholderia sp. EN-B3 1513 2398 0.0 1416/1480 95 5/1480 0
uncultured
AJ292643 eubacterium WD268 1494 2348 0.0 1407/1478 95 3/1478 0
AF074712 Burkholderia sp. EN-B9 1497 2338 0.0 1413/1483 95 11/1483 O
Burkholderia
U96941 graminis - 1584 2328 0.0 1357/1415 95 4/1415 0
AF247494 Burkholderia sp. S2.1 1449 2322 0.0 1375/1441 95 2/1441 0
uncultured
AJ292637 eubacterium WD202 1494 2308 0.0 1402/1478 94 3/1478 0
uncultured
AJ292644 eubacterium WD285 1494 2301 0.0 1401/1478 94 3/1478 0
AB119 (1.478 bases) - grupo ARDRA 9
AF262932 Burkholderia sp. JS150 15621 2583 0.0 1437/1479 97 2/1479 0
AF247494 Burkholderia sp. S2.1 1449 2506 0.0 1400/1443 97 3/1443 0
Unidentified
beta
AB015530 proteobacterium BD1-33 1492 2502 0.0 1433/1481 96 8/1481 0
AF227856 Bacterium 96444 1434 2460 0.0 1388/1432 96 5/1432 0
AJ011508 Burkholderia sp. DhA-54 1486 2452 0.0 1407/1462 96 3/1462 0
Burkholderia
AF 148554 stabilis -— 1485 2446 0.0 1408/1464 96 5/1464 0
uncultured
AJ292643 eubacterium wWD268 1494 2442 0.0 1420/1479 96 4/1479 0
AB008002 Burkholdenia sp. MBIC3837 1480 2442 0.0 1407/1462 96 5/1462 0
2,4-D-degrading
AF184929 bacterium TFD3 1392 2440 0.0 1349/1385 97 5/1385 0
Burkholderia
AJ238360 brasilensis M130 1455 2434 0.0 1400/1455 96 3/1455 0

107



conclusdo

No. DE

. GAPS®

ACESSO ESPECIE ESTIRPE COMP. SCORE VALOR | IDENTIDADES®?

NO (bases) E Proporgéo % | Proporcéo | %

GenBank

Ala (260 bases) - grupo ARDRA 10
Azospirillum ATCC

X79730  lipoferum 29731 1333 460 10-127 251/256 98 1/256 0 -
Azospirillum ATCC

X79729  lipoferum 29708 1331 452 10-125 249/256 97 1/256 0
Azospirillum ncimb

729619 lipoferum 11861 1432 434 10-120 255/268 95 8/268 2
Azospirillum

M59061  lipoferum - 1439 402 10-110 248/266 93 6/266 2
Azospirillum

AJ238567 doebereinerae @ --- 1303 385 10-105 242/258 93 - —
Azospirillum

X79736  lipoferum F 1387 383 10-104 244/260 93 1/260 0
Azospirillum

X79733  brasilense DSM 1859 1387 381 10-103 244/260 93 1/260 0
__Azospinillum

X90759  largomobile — 1422 373 10-101 243/261 93 2/261 0
Azospirillum

X79731 halopraeferens  Au4 1323 373 10-101 239/256 93 - -
Azospirillum

729618 halopraeferens DSM 3675 1417 373 10-101 239/256 93 - -

BA131 (259 bases) - grupo ARDRA 11
Ochrobactrum

AF229875 sp. 4FB9 1409 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Ochrobactrum

AJ276036 anthropi GH 1568 1426 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Uncultured

AF047640 eubacterium TRB41 416 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Ochrobactrum

u8s442  anthropi 1434 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Ochrobactrum

Us8441 anthropi 1424 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Ochrobactrum

AJ242578 anthropi 1a 1321 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Ochrobactrum

AJ242576 anthropi CLM18 697 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Ochrobactrum

AJ002812 anthropi S1 1438 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Ochrobactrum

D12794  anthropi 1436 500 10-139 259/260 99 1/260 0
Ochrobactrum

AF309080 sp. MB2 680 494 10-137 256/257 99 1/257 0

(1) Os dados da pesquisa estdo resumidos. Parametros relevantes da pesquisa (para todos os isolados):
banco de dados: nucleotideos, ndo redundante
data: maio de 2001
no. de bases no banco de dados: 3.186.017.525
no. de sequéncias no banco de dados: 852.500
valores: blastn matrix: 1 -3
penalizagdes para falhas: abertura = 5 e extenséo = 2.
(2) As identidades mostram: numero de bases idénticas entre o par de sequéncias/ numero total de bases do
alinhamento.
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(3) Os gaps mostram: nimeros de gaps ocorridos em ambas as sequéncias/ nimero total de bases do
alinhamento.
(4) Sequéncias da regido Y1-Y2 do 16S rDNA.
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3.6 RECONSTRUCAO FILOGENETICA

A partir das seqiiéncias da regido Y1-Y3 do 16S rDNA, tentou-se estabelecer
o posicionamento filogenético dos isolados diazotréficos seqiienciados.

Inicialmente, as seqiiéncias dos isolados foram alinhadas com as 50
seqiiéncias de mais alto score obtido para cada uma das pesquisas de homologia (ver
item "Analise comparativa de seqiiéncias e pesquisa de homologia") apds terem sido
eliminadas as redundancias e as seqiiéncias dos proprios isolados, depositadas no
GenBank. A arvore filogenética composta por 219 seqiiéncias assim obtidas €
mostrada na Figura 16. A arvore foi construida no programa Mega2 (Tabela 6) pelo
método Neighbor-Joining, sendo usado um total de 1.097 sitios do alinhamento.
Embora alguns ramos desta arvore ndo tenham se mostrado muito consistentes na
analise de bootstrap, fica claro o posicionamento dos isolados em trés grupos distintos
das beta Proteobactérias: Burkholderia, Herbaspirillum ¢ Comamonadaceae. Uma
aproximagdo da arvore apresentada na Figura 16, feita na regido onde os isolados estdo
posicionados, mostra com mais detalhes os organismos a eles relacionados. Cinco dos
isolados foram incluidos no grupo formado pelo género Burkholderia (Figura 17).
Entretanto, este grupo foi dividido em dois subgrupos, com os cinco isolados fazendo
parte de um deles, proximos a bactérias ainda ndo classificadas (AB48, AB120 e
BA126) ou a bactérias capazes de degradar xenobidticos (AB98 e ABI119).
Analogamente, a Figura 18 mostra a proximidade evolutiva do isolado BA153 com
Herbaspirillum seropedicae (a seqiiéncia destes dois organismos apresenta 100% de
identidade), do isolado X8 com Herbaspirillum frisingense e dos isolados AB7, BA10,
BA1l, BAI12, BAl14, BA1S5, BAl16, BA17, BA134, BA149 e BAIl61 com
Pseudomonas huttiensis. Em uma analise filogenética molecular de todo o género
Pseudomonas, baseada na seqiiéncia do 16S rDNA, ANZAI et al. (2000) sugerem a

reclassificagdo da espécie P. huttiensis, devido ao seu consistente posicionamento
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filogenético entre o género Herbaspirillum. Finalmente, um unico isolado, BA128,
esta relacionado com a familia Comamonadacea, mais especificamente, com o0s
géneros Xylophilus e Variovorax e com espécies ndo classificadas (Figura 19).

Em outra analise, as seqiiéncias dos isolados dos Grupos ARDRA 1 e 2
foram alinhadas com seqiiéncias do 16S rDNA na regido Y1-Y3 de Herbaspirillum sp.
e espécies relacionadas. A filogenia foi inferida pelos métodos de Neighbor-Joining,
Parcimonia e Maxima Verossimilhanga (Figura 20A, B e C, respectivamente). Os
isolados BA10, BA1ll, BA12, BAl4, BAl6, BA17, BA134, BA149 e BAIl6l
formaram um grupo tnico e proximo a Herbaspirillum rubrisubalbicans, confirmando
os resultados obtidos para a analise de ARDRA destes isolados. O isolado BA153
também confirmou o resultado obtido para a analise de ARDRA, ficando agrupado
com Herbaspirillum seropedicae. Estes dois organismos compartilham 100% de
identidade na seqiiéncia da regido Y1-Y3. Finalmente o isolado X8, que apesar de
também ter sido colocado no Grupo ARDRA 1, mostrou-se mais proximo a
Herbaspirillum frisingense do que de H. seropedicae. Este isolado ja havia mostrado
certa divergéncia na seqiiéncia da regido Y1-Y2. As posigdes dos isolados foram
mantidas nas trés arvores inferidas. Herbaspirillum frisingense é uma nova espécie
proposta para o género Herbaspirillum e foi originalmente isolada de Spartina
pectinata, Miscanthus sinensis, Miscanthus sacchariflorus € Pennisetum purpureum,
sendo fisiologicamente diferenciada de H. seropedicae pela auséncia de crescimento
em meio contendo L-ramnose e m-inositol como fonte de carbono, € de H.
rubrisubalbicans pelo crescimento em meio contendo N-acetiiglucosamina e auséncia
de crescimento em presenga de m-eritritol (KIRCHHOF et al., 1997a). A capacidade
de fixar nitrogénio em estirpes pertencentes a esta nova espécie foi confirmada por
amplificagdo do gene estrutural da nitrogenase nifD e experimentos de redugdo de
acetileno. A criagdo de uma nova espécie tem sido sugerida com base em analise do
16S tDNA e experimentos de hibridizagdo DNA:DNA (KIRCHHOF et al., 2001).

Entretanto, pouco ainda é sabido sobre esta espécie.
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De maneira analoga, os isolados AB48, AB98, AB119, AB120 ¢ BA126
tiveram suas seqiiéncias alinhadas e as arvores filogenéticas inferidas a partir dos
diferentes métodos com seqiiéncias de espécies de Burkholderia (Figura 21A, B e C).
As posig¢des do alinhamento correspondente ao intervalo entre os nucleotideos 74 € 89
da seqiiéncia de Burkholderia cepacia (namero de acesso M22518) foram retiradas da
analise devido a pouca confiabilidade observada no alinhamento desta regido.
Pequenas variagdes foram observadas no posicionamento de algumas espécies dentro
das arvores obtidas por trés diferentes métodos (ex., Burkholderia multivorans nas
arvores B e C). Por outro lado, os isolados diazotroficos apareceram formando um
grupo monofilético na "periferia” do grupo formado pelas espécies de Burkholderia,
estando interiorizado apenas pela espécie Burkholderia norimbergensis € uma estirpe
ainda ndo classificada. O grupo formado pelos isolados diazotréficos manteve-se
consistente em todos os casos € com valores de bootstrap altos nas arvores inferidas
pelos métodos de Neighbor-Joining e Parciménia.

Uma analise filogenética foi conduzida ainda para seqiiéncias do isolado
BA128 e de espécies que compdem a familia das Comamonadaceae (Figura 22A, B e
C). As arvores obtidas para este grupo de organismos mostraram-se pouco
consistentes. As arvores inferidas pelos métodos Neighbor-Joining e Parcimonia
tiveram poucos ramos suportados por valores de bootstrap altos e houve uma maior
varia¢do do posicionamento dos organismos entre as arvores inferidas a partir dos trés
métodos. Entretanto, foi possivel estabelecer uma proximidade evolutiva entre o
isolado BA 128 e espécies de Acidovorax e Xylophilus ampelinus.

A regido Y1-Y2 do 16S rDNA contém pouca informagdo filogenética em
relagdo a regido Y1-Y3 e é uma regido altamente variavel, podendo sobreestimar os
valores obtidos para os ramos de uma arvore filogenética. Entretanto a arvore inferida
a partir desta regido é em geral semelhante aquela obtida com a regido Y1-Y3 e tem-se
mostrado util para estabelecer as relagdes evolutivas em varios organismos (CRUZ et

al., 2001; YOUNG et al., 1991). Para os isolados Ala e BA131, somente a seqiiéncia
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da regido Y1-Y2 foi obtida. Uma arvore inferida com o método de Neighbor-Joining
com representantes da subdivisdo alfa das Proteobactérias mostrou a posi¢do do
isolado Ala no interior do ramo formado por espécies de Azospirillum, proximo a
Azospirillum lipoferum (Figura 23). Nesta mesma &arvore encontra-se também o

isolado BA131, préximo a Ochrobactrum tritici.
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FIGURA 16 - ARVORE FILOGENETICA RECONSTRUIDA A PARTIR DE 219 SEQUENCIAS DO 16S rDNA DE
ISOLADOS DE BANANEIRA E ABACAXIZEIRO E SEQUENCIAS HOMOLOGAS, OBTIDAS POR
PESQUISA COM O PROGRAMA BLASTN. A ARVORE FOI CONSTRUIDA PELO METODO
NEIGHBOR-JOINING A PARTIR DE DISTANCIAS CALCULADAS PELO METODO DE JUKES &
CANTOR; FORAM ANALISADOS 1.097 SITIOS NA REGIAO Y1-Y3 COM 2.000 AMOSTRAS
BOOTSTRAP (ALGUNS DOS VALORES ESTAO INDICADOS EM PORCENTAGEM NA
BIFURCAGAO DOS RAMOS); A ARVORE NAO POSSUI RAIZ E A POSIGAO DOS ISOLADOS
DIAZOTROFICOS E INDICADA POR UM LOSANGO.
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FIGURA 17 - DETALHAMENTO DA FILOGENIA DO GENERO Burkholderia E ESPECIES RELACIONADAS
APRESENTADA NA ARVORE FILOGENETICA DA FIGURA 21. OS VALORES DE BOOTSTRAP
ACIMA DE 50% SAO MOSTRADOS (NUMEROS EM LILAS); OS ISOLADOS DIAZOTROFICOS
SAO MOSTRADOS EM AZUL; ESCALA EM NUMERO DE SUBSTITUICOES/ SITIO.
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FIGURA 18 - DETALHAMENTO DA FILOGENIA DO GENERO Herbaspirilum E DOS ORGANISMOS
RELACIONADOS APRESENTADA NA ARVORE FILOGENETICA DA FIGURA 21. OS VALORES
DE BOOTSTRAP ACIMA DE 50% SAO MOSTRADOS; ISOLADOS DIAZOTROFICOS EM AZUL;
ESCALA EM NUMERO DE SUBSTITUIGOES/ SITIO.
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FIGURA 19 - DETALHAMENTO DA FILOGENIA DA FAMILIA COMAMONADACEAE E DOS ORGANISMOS
RELACIONADOS APRESENTADA NA ARVORE FILOGENETICA DA FIGURA 21. OS VALORES
DE BOOTSTRAP ACIMA DE 50% SAO MOSTRADOS; O ISOLADO DIAZOTROFICO BA128 E

MOSTRADO EM AZUL; ESCALA EM NUMERO DE SUBSTITUICOES/ SITIO.
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FIGURA 20 - ARVORE FILOGENETICA DA REGIAO Y1-Y3 DO 16S rDNA DE ISOLADOS DE BANANEIRA E
ABACAXIZEIRO E ESPECIES RELACIONADAS. AS POSICOES DOS ISOLADOS
DIAZOTROFICOS SAO MOSTRADAS EM VERMELHO; A SEQUENCIA DE Alcaligenes faecalis FOI
USADA COMO RAIZ DA ARVORE; A ESCALA REPRESENTA 0,01 SUBSTITUICOES DE
NUCLEOTIDEOS/ SITIO. A - OS VALORES DE BOOTSTRAP ACIMA DE 50% SAO MOSTRADOS
PARA 5.000 REPETICOES; A TOPOLOGIA FOI INFERIDA PELO METODO NEIGHBOR-JOINING
COM DISTANCIAS DE JUKES & CANTOR; B — OS VALORES DE BOOTSTRAP ACIMA DE 50%
(ABAIXO DESTE VALOR OS RAMOS SAO MOSTRADOS COMO NAO RESOLVIDOS) PARA 500
REPETICOES SAO MOSTRADOS; A TOPOLOGIA FOI INFERIDA PELO METODO DA
PARCIMONIA; A ARVORE APRESENTADA CORRESPONDE A ARVORE CONSENSO DE 117
ARVORES; C - TOPOLOGIA DE UMA ARVORE INFERIDA PELO METODO DA MAXIMA

VEROSSIMILHANCA.
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FIGURA 21 - ARVORE FILOGENETICA DA REGIAO Y1-Y3 DO 16S rDNA DE Burkholderia sp. AS POSIGOES
DOS ISOLADOS DIAZOTROFICOS SAO MOSTRADAS EM VERMELHO; A SEQUENCIA DE
Alcaligenes faecalis FOI USADA COMO RAIZ DA ARVORE; A ESCALA REPRESENTA 0,01
SUBSTITUICOES DE NUCLEOTIDEOS/ SITIO. A - OS VALORES DE 5.000 REPETICOES
BOOTSTRAP SAO MOSTRADAS EM PORCENTAGEM PARA VALORES ACIMA DE 50%; A
TOPOLOGIA FOI INFERIDA PELO METODO NEIGHBOR-JOINING A PARTIR DE DISTANCIAS
CALCULADAS PELO METODO DE JUKES & CANTOR; B — OS VALORES DE 500 REPETIGOES
BOOTSTRAP SAO MOSTRADAS EM PORCENTAGEM PARA VALORES ACIMA DE 50%; OS
RAMOS COM VALORES DE BOOTSTRAP MENORES OU IGUAIS A 50% SAO MOSTRADOS
COMO RAMOS NAO RESOLVIDOS; A TOPOLOGIA FOI INFERIDA PELO METODO DE
PARCIMONIA; A ARVORE APRESENTADA CORRESPONDE A ARVORE CONSENSO DE 9
ARVORES; C — TOPOLOGIA INFERIDA PELO METODO DA MAXIMA VEROSSIMILHANGA.
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FIGURA 22 - ARVORE FILOGENETICA DA REGIAO Y1-Y3 DO 16S rDNA DO ISOLADO BA128 E ESPECIES
DE COMAMONADACEAE RELACIONADAS. A POSIGAO DO ISOLADO DIAZOTROFICO E
MOSTRADA EM VERMELHO; A SEQUENCIA DE Escherichia coli FOI USADA COMO RAIZ DA
ARVORE; A ESCALA REPRESENTA SUBSTITUICOES DE NUCLEOTIDEOS/ SITIO. A - OS
VALORES DE BOOTSTRAP ACIMA DE 50% SAO MOSTRADOS PARA 5.000 REPETICOES; A
TOPOLOGIA FOI INFERIDA PELO METODO NEIGHBOR-JOINING COM DISTANCIAS DE JUKES
& CANTOR; B — OS VALORES DE BOOTSTRAP ACIMA DE 50% SAO MOSTRADOS PARA 500
REPETICOES; A TOPOLOGIA FOI INFERIDA PELO METODO DE PARCIMONIA; A ARVORE
APRESENTADA CORRESPONDE A ARVORE CONSENSO DE 4 ARVORES; C - TOPOLOGIA FOI
INFERIDA PELO METODO DA MAXIMA VEROSSIMILHANGA.
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FIGURA 23 - ARVORE FILOGENETICA DA REGIAO Y1-Y2 DO 16S rDNA MOSTRANDO O
POSICIONAMENTO DOS ISOLADOS BA131 E Ala ENTRE ESPECIES DE ALFA
PROTEOBACTERIAS. AS POSICOES DOS ISOLADOS DIAZOTROFICOS SAO MOSTRADAS EM
VERMELHO; OS NUMEROS DE ACESSO NO GENBANK PARA AS SEQUENCIAS USADAS
ENCONTRAM-SE LISTADOS NA TABELA 12; A TOPOLOGIA FOI INFERIDA PELO METODO
NEIGHBOR-JOINING A PARTIR DE DISTANCIAS CALCULADAS PELO METODO DE JUKES &

CANTOR.
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4 DISCUSSAO

4.1 ANALISE DE RESTRICAO DO 168 tDNA E REGIAO INTERGENICA 16S-
23S rDNA

A simples comparagdo eletroforética dos fragmentos amplificados da regido
intergénica 16S-23S rDNA, muitas vezes, possibilita uma caracterizagdo dos
mICrorganismos, por ser uma regido altamente variavel, tanto no comprimento quanto
na sua seqiiéncia. Em uma técnica denominada RISA (rRNA intergenic spacer
analysis) a amplificacdo por PCR e posterior separagdo destes fragmentos em gel de
poliacrilamida foi usada para estimar a diversidade em comunidades microbianas do
solo, rizosfera e ambientes aquaticos (BORNEMAN & TRIPLETT, 1997; ROBLETO
et al., 1998; ACINAS et al, 1999). A variagdo no comprimento das regides
intergénicas 16S-23S rDNA entre as Eubactérias e Arqueobactérias € da ordem de 10
vezes, indo de 143 pb a 1.529 pb. Esta ampla variagdo se deve, em parte, a presenga ou
ndo de seqiiéncias codificadoras para tRNAs nestas regides (FISHER & TRIPLETT,
1999). A amplificagdo da regido intergénica 16S-23S rDNA dos novos isolados
diazotroficos sugerem um alto grau de proximidade entre a maior parte dos isolados
analisados e permitem especular sobre a presenga de seqiiéncias codificadoras de
tRNAs nestes organismos. E importante lembrar que o tamanho do amplificado ndo
corresponde exatamente ao tamanho da regido intergénica, ja que os iniciadores usados
anelam em regides conservadas do 16S e 23S rDNAs. A estrutura do operon rmB de
E. coli (BROSIUS et al., 1981) mostra que a regido de anelamento do iniciador pHR
no 16S rDNA ocorre um unico nucleotideo antes da ponta 3° da molécula. Entretanto,
a regido de anelamento do iniciador p23 comeca exatamente a 464 pb para o interior
do 23S rDNA. Portanto, neste organismo, o comprimento da regido intergénica ¢ de
440 pb. Se considerarmos o tamanho do fragmento de um iniciador ao outro, incluindo

as seqiiéncias dos proprios iniciadores, teriamos um amplificado tedrico de 946 pb
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para E. coli. Admitindo-se que a porgdo do 23S rDNA ¢ conservada nos isolados €
estirpes referéncia, e igual, a0 menos em comprimento, & de E. coli, chegamos a um
valor de aproximadamente 236-336 pb, 536 pb e 636 pb para as regides intergénicas
dos amplificados de 700-800 pb, 1.000 pb e 1.100 pb, respectivamente. O primeiro
fragmento possui um tamanho proximo ao tamanho médio para a regido intergénica
16S-23S rDNA de bactérias gram positivas, que € de 327 + 111 pb e que ndo possuem-
seqiiéncia codificadora para tRNAs. Por outro lado, os dois outros fragmentos com
regides intergéncias de cerca de 536 e 636 pb, sdo semelhantes ao tamanho médio da
regido intergénica 16S-23S rDNA de bactérias gram negativas, que € de 533 + 233 pb
¢ possuem tRNAs codificados no interior desta regido (FISHER & TRIPLETT, 1999).

Normalmente, os organismos procariotos possuem 0s RNAs ribossomais de
16S, 23S e 5S agrupados em um unico operon co-transcrito nesta ordem (BROSIUS et
al., 1981). E comum a ocorréncia de mais de um operon de RNA ribossomal em um
mesmo organismo. £. coli apresenta sete operons (KENERLEY et al., 1977; KISS et
al., 1977) com um ou dois genes que codificam para tRNAs na regido intergénica entre
os genes do 16S rRNA e 23S rRNA (WU & DAVIDSON, 1975). Por ser uma regido
altamente variavel é possivel ainda obter mais de um fragmento amplificado para a
regido intergénica 16S-23S rDNA de um mesmo organismo. O numero de fragmentos
obtidos indica a ocorréncia de, no minimo, igual numero de operons para os DNAs
ribossomais no organismo em questdo. Por outro lado, uma banda inica como a obtida
para os isolados em estudo, sugere a presenga de um ou mais operons altamente
conservados nestes organismos, distribuidos pelo genoma. Em Herbaspirillum
seropedicae, estirpe SMR1, trés bandas do perfil eletroforético obtido pela técnica de
Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) com DNA gendmico clivado com
Swal, Pacl e I-Ceul hibridizaram com sonda de 16S rDNA (J. L. R. SOARES-
RAMOS, comunicagédo pessoal).

As diferengas nas seqiiéncias da regido intergénica 16S rDNA e 16S-23S

rDNA entre os organismos podem ser, em parte, reveladas através dos sitios de
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fesmqﬁo contidos nos fragmentos amplificados. A diferenga entre sitios conservados €
mutados produz um padrdo de fragmentos de DNA caracteristico para cada organismo,
apos tratamento dos amplificados com endonucleases de restrigdo. A medida que os
organismos evoluem, mutagdes podem alterar os sitios de restrigio para uma
determinada endonuclease, alterando a seqiiéncia de bases reconhecida pela enzima
com conseqiiente perda do sitio de restrigdo ou, de modo inverso, criando um sitio de
restri¢do onde este ndo existia. Desta forma o perfil de restri¢do para as endonucleases
difere entre os organismos, mantendo uma correlagdo entre o namero de fragmentos
compartilhados, ou o nuamero de sitios de restrigdo conservados, € o grau de
divergéncia evolutiva (NEI & LI, 1979).

Na analise de restri¢do, nossos dados mostraram que duas enzimas atuando
em conjunto (ex., A/ul e Haelll) foram suficientes para resolver as estirpes testadas
nos 12 grupos a partir do 16S rDNA. Foi sugerido que uma combinagdo de trés ou
mais endonucleases € suficiente para identificagdo de espécies pela analise de ARDRA
(LAGUERRE et al., 1994; MOYER et al., 1996; VINUESA et al., 1998).

A analise de restrigdo da regido intergénica 16S-23S rDNA comumente
apresenta maior poder de resolu¢do (KHBAYA et al., 1998; MEHTA & ROSATO,
2001). Para os isolados diazotroficos, 15 Grupos 16S-23S rDNA foram obtidos
(Tabela 6), comparados com os 12 Grupos ARDRA (Tabela 7). Entretanto poucos dos
grupos obtidos por ARDRA mostraram-se heterogéneos na analise de restrigdo do
16S-23S rDNA (Grupos 16S-23S rDNA A, B, E, I e J). Por outro lado, os isolados
BA153 e X8, incluidos no Grupo 16S-23S rDNA A formaram um grupo distinto na
analise de ARDRA.

Alguns genoétipos foram encontrados somente em plantas de bananeira (ex.,
Grupos ARDRA 5 e 7) e outros em abacaxizeiro (ex., Grupos ARDRA 4, 6 ¢ 8).
Entretanto, nenhuma correlagdo especifica foi observada entre as variedades e locais
de coleta das plantas e os gendtipos detectados, confirmando o largo espectro

hospedeiro para estes organismos. Apesar de nenhuma esteriliza¢do ter sido feita na
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superficie das plantas antes do processo de isolamento (WEBER ef al., 1998), a
presenca de Herbaspirillum e Burkholderia sugere uma natureza endofitica desta
associacdo. Para todos os isolados foi estimado uma ocorréncia em nimeros
substanciais nos tecidos analisados, variando de 10> a 10° células por grama de
material fresco, uma populagdo similar aquela encontrada para diversos endofiticos
associados a gramineas (WEBER ez al., 1998).

Embora os métodos empregados ndo sejam suficientes para definir uma nova
espécie (LAGUERRE et al., 1994), a combinag¢do de dados de ARDRA, a partir dos
perfis de restrigdo do 16S rDNA obtidos com 3 ou 4 endonucleases, € suficiente para
produzir um relacionamento evolucionario confiavel (MOYER et al., 1996). Além do
mais, dados publicados para rizobios e Azospirillum (GRIFONI et al., 1995) indicam
que este método ¢ uma poderosa ferramenta para caracterizagdo de organismos com
base em relagdes evolutivas e detecgdo de novos taxa. Aplicando a técnica de ARDRA
em uma simulagdo por computador, MOYER et al. (1996) foram capazes de detectar
mais de 99% das espécies, a partir de um modelo com mais de 100 seqiiéncias de 16S
tDNA distribuidas entre os dominios das Bactérias e usando um minimo de trés
endonucleases de restrigdo. Baseado nestes dados, nos concluimos que os 12 Grupos
ARDRA determinados pelos dados de 4 endonucleases combinados sdo verdadeiros e

representam 12 diferentes grupos distintos de organismos.

4.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS E ESTRUTURA SECUNDARIA

A analise da regido Y1-Y2 do 16S rDNA foi empregada para diferenciar
espécies de “Pseudomonas” (SEAL et al, 1993), caracterizar isolados de
Bradyrhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (VINUESA et al., 1998; HAUKKA et
al., 1996) e sugerir a inclusdo de um simbionte fototrofico (BTAil) em um grupo
taxonomico diferente (YOUNG ez al., 1991). Esta regido do 16S rDNA ¢ altamente

variavel e possibilita a diferenciagdo de organismos proximos. Entretanto, o
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seqiienciamento desta regido ndo foi suficiente para diferenciar os isolados
diazotréficos dos grupos ARDRA 1 e 2.

As seqiiéncias do 16S rDNA, dos Grupos I ao IX e XII, variaram de 286 a
290 pb, na regido Y1-Y2, excluindo-se os iniciadores (Tabela 10). Esta variagdo foi
similar a encontrada por SEAL et al. (1993) para as beta Proteobactérias
"Pseudomonas" solanacearum, "Pseudomonas" syzygii e "Pseudomonas" picketti,
usando os mesmos iniciadores. Por outro lado, as seqiiéncias da regido Y1-Y2 dos
Grupos X e XI apresentaram somente 260 e 259 pb, respectivamente, semelhante ao
tamanho (260 pb) encontrado para espécies de Rhizobium, Bradyrhizobium e outras
espécies de alfa Proteobactérias (YOUNG et al., 1991). Existe uma relagdo aparente
entre o tamanho e a estrutura secundaria assumida pela molécula de 16S rRNA e a
subdivisdo das Proteobactérias a que pertence um organismo. Duas hélices no 16S
rRNA, posigdes 184-193 e 198-219 (numeragdo em E. coli), ajudam a definir e
distinguir entre quatro subdivisdes que compdem a divisdo das Proteobactérias
(WOESE, 1987). Esta diferenga pode ser observada na formagdo das hélices 10 e 11,
respectivamente, de organismos representantes das subdivisdes das Proteobactérias na
Figura 24. Observa-se que a hélice 10 apresenta um “brago” curto nas subdivisdes alfa,
beta, gama e epsilon, sendo composta por trés pares de nucleotideos ligados mais
quatro nucleotideos formando uma alga (loop). Entre as delta Proteobactérias nota-se a
presenga de um “brago” bem mais longo, mas com seqiiéncia pouco conservada. Os
isolados dos Grupos I ao IX seguem claramente o padrdo das beta Proteobactérias,
como observado na regido correspondente a hélice 10 no alinhamento da Figura 25,
com as variagdes ocorrendo de forma compensatoria no sentido de manter intacta a
estrutura secundaria. A base ambigua observada no seqiienciamento do Grupo IX
ocorre na regido de al¢a da estrutura, onde se observa a maior variagdo na seqii€ncia.
Por outro lado os Grupos X e XI seguem fielmente o padrdo apresentado pela
subdivisdo alfa. A hélice 11 (Figura 24), por sua vez, apresenta um “brago” curto nas

alfa e epsilon Proteobactérias € um “brago” mais longo nas beta, gama e delta

126



Proteobactérias. Neste caso também sdo claros os padrdes apresentados pelos Grupos
de seqiiéncias dos isolados, com os Grupos de I ao IX semelhantes ao padrio da
subdivisdo beta e os Grupos X e XI ao padrdo da subdivisdo alfa.

Uma terceira regido, entre as posi¢des 21 a 60 da Figura 25, onde ha uma
extensdo relativamente grande de falhas (gaps) nas seqii€ncias dos Grupos X, XI e
consenso para alfa Proteobactérias em relagdo as demais, também contribui para que
ocorra variagdo no comprimento das seqii€ncias. Os Grupos X e XI mostraram ainda
certa divergéncia em relagdo a seqiiéncia consenso das alfa Proteobactérias no
alinhamento, mas o carater variavel das bases nesta regido ndo permite chegar a uma

concluséo.
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FIGURA 24 - ESTRUTURA SECUNDARIA DO 16S rRNA DE REPRESENTANTES DAS CINCO SUBDIVISOES

DAS PROTEOBACTERIAS (DE RIJK ET AL., 2000). A ESTRUTURA DE TODA A REGIAO Y1-Y2 E
MOSTRADA PARA Burkholderia cepacia (NUCLEOTIDEOS DE 44 A 337 EM Escherichia coli); AS
DEMAIS SAO MOSTRADAS ENTRE OS NUCLEOTIDEOS DE 139 A 224. O NOME DAS
ESPECIES USADAS SAO INDICADOS, SEGUIDO DO NUMERO DE ACESSO DA SEQUENCIA NO
GENBANK EM PARENTESES E DA SUBDIVISAO A QUAL A ESPECIE PERTENCE.
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FIGURA 25 - ALINHAMENTO ENTRE OS GRUPOS DE SEQUENCIAS Y1-Y2 E SEQUENCIAS CONSENSO PARA AS SUBDIVISOES DAS PROTEOBACTERIAS (INDICADO NO TITULO
A ESQUERDA). O ALINHAMENTO FOI FEITO NO PROGRAMA CLUSTALW; AS ESTIRPES PERTENCENTES A CADA UM DOS GRUPOS ESTAO LISTADAS NA TABELA
10; PONTOS DE INTERROGAGCAO NAS SEQUENCIAS CONSENSO INDICAM OS SITIOS ONDE HA UMA VARIAGAO DE BASES MAIOR DE 40% NAS SEQUENCIAS
ANALISADAS; OS RETANGULOS MARCAM AS POSIGOES DAS HELICES 10 E 11 DA FIGURA 24.
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4.3 ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS METODOS

No presente trabalho foram mostradas evidéncias da proximidade evolutiva
entre isolados diazotroficos de varios cultivares de Musa spp. € Ananas comosus com
espécies da subdivisdo alfa e, principalmente, beta das Proteobactérias. As analises
empregadas permitiram identificar varios dos isolados diazot6ficos como espécies de
Herbaspirillum, Burkholderia, Azospirillum e outros grupos taxondmicos, nio
comumente encontrados em associagdo a plantas.

Foram também identificados varios diazotroficos com potencial para
constituir novos taxa. Isto foi também observado na caracterizagdo fisiologica e pela
analise de hibridizagdo (WEBER et al., 1998) e foi confirmado aqui pelas analises de
ARDRA e seqiienciamento.

A grande proximidade genética entre os grupos obtidos, principalmente entre
as estirpes de Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans,
observada nos experimentos de RFLP da regido intergéncia 16S-23S rDNA, ARDRA
e seqilenciamento do 16S rDNA, mostraram que ha um baixo nivel de diversidade
genética entre estes organismos. Analises feitas com estirpes de Herbaspirillum
frisingense (KIRCHHOF et al., 2001) e Gluconacetobacter diazotrophicus
(CABALLERO-MELLADO & MARTINEZ-ROMERO, 1994) chegaram a esta
mesma conclusdo. MC ARTHUR et al. (1988) sugeriram que esta pequena
variabilidade genética possa estar correlacionada a um habitat estavel ao longo do
tempo para estes organismos.

Isolados agrupados com a estirpe M4 de H. rubrisubalbicans por analise de
ARDRA mostraram-se ambiguos, apresentando 100% de identidade na regido Y1-Y2
com a estirpe Z67 de H. seropedicae. Os genotipos de Herbaspirillum foram
particularmente dificeis de resolverem devido a sua grande proximidade. Eles

apresentaram uma unica banda, no padrdo de restri¢do obtido com A/ul no método de
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ARDRA (Figura 9) e somente duas bases diferentes na seqiiéncia Y1-Y2 (Figura 15).
WEBER et al. (1998) também encontraram ambiguidade nas analises fisiologicas e de
hibridizagdo com os mesmos isolados.

Os Grupos definidos para as seqiiéncias Y1-Y2 concordaram bem com os
Grupos definidos para ARDRA, ndo mostrando nenhum polimorfismo aparente dentro
dos Grupos. Entretanto, dois desacordos foram observados com os Grupos de
Herbaspirillum definidos por ARDRA. O Grupo ARDRA 1 continha os Grupos de
seqiiéncia I e II e o Grupo ARDRA 2 os Grupos de seqiiéncia I e III. E interessante
notar que embora as estirpes referéncia de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans
mostraram diferengas nos padrdes de ARDRA (1 e 2) e de seqiienciamento (I e III),
onze isolados compartilharam o mesmo padrio ARDRA de H. rubrisubalbicans,
enquanto mostraram 100% de identidade de seqiiéncia com H. seropedicae na regido
Y1-Y2 do 16S rDNA (Tabelas 7 e 8). Segundo WEBER (1998), estes onze isolados
hibridizaram com uma sonda BET42a para o 23S rRNA da subdivisdo beta das
Proteobactérias, mas ndo com uma sonda para o 23S rDNA de H. seropedicae. Além
do mais, de acordo com 0 mesmo autor, enquanto alguns isolados foram capazes de
crescer em meio JNFb contendo N-acetilglucosamina como tunica fonte de carbono
(BA12, BA14, BA1S, BA17, BA134, BA149 e BA161), outros cresceram usando m-
eritritol (BA10, BA11 e BA16). A capacidade de utilizagdo destas duas fontes de
carbono diferencia as espécies de H. seropedicae, que utiliza N-acetilglucosamina e H.
rubrisubalbicans que utiliza m-eritritol (BALDANI et al., 1996). Aparentemente estes
isolados formam um grupo diferente dentro do género Herbaspirillum.

O seqiienciamento da regido Y1-Y3 do 16S rDNA dos isolados que
compdem os Grupos ARDRA 1 e 2 permitiu confirmar a diferenca existente entre
estes grupos. Entre os organismos que ndo podem ser diferenciados pela técnica de
ARDRA ocorre uma similaridade média de 96,1% na seqii€ncia do 16S rDNA.

Através da andlise de ARDRA, estes grupos diferiram somente na banda de

mais alto peso molecular observada no padrdo de restrigio com Alul. As seqiiéncias
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dos isolados BA153 ¢ X8 (Grupo ARDRA 1 e seqiiéncia Y1-Y2 I) e de dois
representantes do Grupo ARDRA 2 e seqiiéncia Y1-Y2 I, BA15 e BA17, mostram que
a banda de maior peso molecular, com 427 pb, em H. seropedicae e nos isolados
BA153 e X8, foi dividida em duas outras bandas nos isolados BA15 e BA17 (Figura
26A): uma delas contendo 398 pb, correspondendo a banda diferencial do grupo
ARDRA 2 e uma segunda banda contendo 29 pb, ndo resolvida nas condigdes
eletroforéticas usadas. Esta diferenga ocorre devido a presenga de um sitio de restrigéo
nas seqiiéncias dos isolados BA15 e BA17, ndo existente nos isolados BA153 e X8
(figura 26B). Dois outros fragmentos de restrigdo diferenciam estes isolados.
Entretanto, devido ao baixo peso molecular, ndo foram resolvidos pela eletroforese em
gel de agarose. Pela figura 26A ¢ possivel observar ainda que o perfil de restrigdo do
isolado BA153 ¢ idéntico ao de H. seropedicae (as duas seqiiéncias diferem em um
tinico nucleotideo na regido Y1-Y3, contendo 1.429 pb) e que, estes diferem do perfil
do isolado X8 nas bandas abaixo de 50 pb. A diferenga ocorre devido a uma mutagdo
pontual observada na posigdo 245 do isolado X8, que contém uma base T, em relagdo
a H. seropedicae, contendo uma base C. Observa-se desta forma mais um sitio de
restri¢do para a endonuclease A/ul, que reconhece o palindromo AGCT (corresponde
ao sitio marcado somente na seqiiéncia do isolado X8 no esquema na figura 26B).

As seqiiéncias da regido Y1-Y3 de todos os isolados colocados no Grupo
ARDRA 2, mostraram que este grupo estd, na verdade, mais proximo de
Herbaspirillum rubrisubalbicans do que de Herbaspirillum seropedicae (Figura 20),
como determinado pelo método de ARDRA.

Para os demais grupos ndo houve contradigdes para os resultados obtidos por
ARDRA ou seqiienciamento. Entretanto, o seqiienciamento permitiu estabelecer as
relagdes filogenéticas entre os isolados que ndo puderam ser identificados pelo método
de ARDRA, mostrando que grande parte dos genotipos isolados de abacaxizeiro
(AB48, AB98, AB119 ¢ AB120) aparentemente pertencem ao género Burkholderia.

Um unico isolado de bananeira, BA126, parece também pertencer a este género.
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Todos os gendtipos analisados no presente trabalho hibridizaram com a
sonda BET42a, especifica para o 23S rRNA da subdivisdo beta das Proteobactérias e,
com a exce¢do do Grupo ARDRA 5, tambem foram capazes de hibridizar com a sonda
BC16, especifica para o 16S rDNA de Burkholderia cepacia (WEBER, 1998).

O isolado diazotréficos incluidos no Grupo ARDRA 5 e Grupo de seqiiéncia
Y1-Y2 VI mostraram-se geneticamente mais distantes dos demais Grupos incluidos na
subdivisdo beta das Proteobactérias. A analise filogenética da seqiiéncia Y1-Y3 do
isolado BA128, representante deste Grupo, ilustra este fato (Figura 22), mostrando a
proximidade deste organismo com espécies de Comamonadaceae. Esta-familia contém
bactérias saprofiticas e fitopatogénicas com perfis fisiologicos diversos e tem sido
isolada de uma grande variedade de nichos ecoldgicos tais como solo, agua, ambiente
natural e industrial, amostras clinica e material de plantas infectadas. Devido a sua
flexibilidade fisiologica, possuem um importante papel na degradagdo de xenobidticos
e componentes recalcitrantes, como residuos derivados de oleo e poluentes como
nitrato (VANDAMME et al., 1996). Entretanto, assim como o género Burkholderia e
Herbaspirillum, as Comamonadaceae possuem seu nicleo ornginario das
Pseudomonas, neste caso, do grupo de homologia de rRNA III (PALLERONI et al.,
1973).
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FIGURA 26 -MAPEAMENTO DOS SITIOS DE RESTRICAO PARA Alul NA SEQUENCIA DA REGIAO Y1-Y3 DE

H. seropedicae E DOS ISOLADOS BA15, BA17, BA153 E X8. A, POSICIONAMENTO DOS SITIOS
DE RESTRIGAO PARA Al (EM VERMELHO) NAS SEQUENCIAS Y1-Y3 DO 16S rDNA
(INCLUINDO A REGIAO DOS INICIADORES) DE Herbaspirillum seropedicae (H. SEROPEDI,
NUMERO DE ACESSO NO GENBANK Y10146) E ISOLADOS DOS GRUPOS ARDRA 1 (BA153 E
X8) E 2 (BA15 E BA17) (AS REGIOES DOS INICIADORES SAO MOSTRADAS EM CINZA); B,
SIMULAGAO EM COMPUTADOR DO PERFIL ELETROFORETICO DA REGIAO Y1-Y3 DO 16S
rDNA DOS MESMOS ORGANISMOS, APOS DIGESTAO COM A ENDONUCLEASE DE
RESTRICAO Alul.
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5 CONCLUSOES

A analise dos padrdes eletroforéticos obtidos para os fragmentos de restrigdo
da regido Y1-Y3 do 16S rDNA amplificado (ARDRA), permitiu separar os 38
isolados diazotroficos analisados em 12 grupos, cada um deles formado por isolados
compartilhando padrdes eletroforéticos idénticos. Dezesseis destes isolados foram
identificados nos grupos formados por ARDRA como Herbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum  rubrisubalbicans, “Burkholderia brasilensis” e “Burkholderia
tropicalis”. Os vinte e dois isolados diazotroficos restantes foram distribuidos em oito
grupos ndo identificados.

A analise feita a partir do seqiienciamento da regido Y1-Y2 do 16S rDNA
dos isolados diazotréficos confirmou a maioria dos grupos obtidos, anteriormente, por
ARDRA. Uma unica exce¢do ocorreu com os isolados diazotroficos identificados
como Herbaspirillum rubrisubalbicans (Grupo ARDRA 2), que, na analise de
seqiienciamento, apresentaram 100% de identidade com a seqiiéncia da regido Y1-Y2
de Herbaspirillum seropedicae.

A pesquisa de homologia e analise filogenética das seqiiéncias da regido Y1-
Y2 e Y1-Y3 do 16S rDNA mostrou que os isolados estdo distribuidos entre a
subdivisdes alfa e beta das Proteobactérias, mais especificamente, relacionados a
Azospirillum lipoferum e Ochrobactrum sp., da subdivisdo alfa e a Burkholderia sp.,

Herbaspirillum sp. e a familia Comamonadaceae, da subdivisdo beta.
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APENDICE 1 - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

1 MEIO JMV (BALDANTI, 1996)

As quantidades sdo calculadas para 1 litro de meio de cultura:-

Manitol 50¢g
K,HPO, 0,6 g
KH,PO, 18¢
MgSQ,.7H,0 0,2¢g
NaCl 0,1g
CaCl,.2H,0 0,2g
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH 2,0 mL
Solu¢do de micronutrientes (ver abaixo) 2,0 mL
Fe EDTA solugdo 1,64% 4,0 mL
Solugdo de vitaminas (ver abaixo) 1,0 mL

O pH foi ajustado para 4,2 - 4,5. Adicionados 100 mg de extrato de levedura

e autoclavado. Para o meio liquido foram adicionado 10 mmol/ L de glutamato de

sodio.

2 MEIO NFb HPN (MACHADO et al., 1991)

As quantidades apresentadas sao suficientes para o preparo de 1,0 litro de
meio:

Acido malico ou lactato 50g

K,HPO, 0,5¢g

MgS0,.7H,0 0,2g

NacCl 0,1g

CaC12.2H20 0,02 g
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Solu¢do de micronutrientes (ver abaixo) 2,0 mL

Azul de bromotimol (solu¢do 0,5% em KOH 0,2 N) 2,0 mL

FeEDTA (solugdo 1,64%) 4,0 mL
Solugdo de vitaminas (ver abaixo) 1,0 mL
KOH 45¢g

O pH foi ajustado para 6,5 — 6,8 com NaOH. Para o meio semi-sélido, foram

adicionados 1,75 a 1,8 g de agar/ L e para o meio sélido 15 g/ L.

3 SOLUCAO DE MICRONUTRIENTES PARA MEIO DE CULTURA
(DOBEREINER et al., 1995)

Quantidades suficientes para 200 mL de solugdo:

Na,Mo00,.2H,0 0,2g
MnSO,4.H,0 0,235 g
H;BO; 0,28 g
CuSO,.5H,0 0,008 g
Z0S0,.7H,0 0,024 g

4 SOLUCAO DE VITAMINAS PARA MEIO DE CULTURA
(DOBEREINER et al., 1995)

Quantidades suficiente para 100 mL de solugéo:

Biotina 10 mg

Pyridoxol - HC1 20 mg

Dissolvidos em banho-maria.
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APENDICE 2 - TERMINOLOGIA BASICA DE ARVORES
(BASEADA EM PENNY, 1991)

As arvores usadas para representar os relacionamentos filogenéticos entre
um grupo de organismos sdo casos particulares de graficos, que por sua vez sdo
estudados por uma area da matematica. Os componentes basicos destas estruturas sdo
apresentados a seguir € mostrados na Figura 27.

Os graficos sdo formados a partir de dois elementos basicos, os pontos e as
retas (as quais sempre conectam somente dois pontos); uma reta pode ser considerada
como dois pontos conectados. Os pontos no final de uma reta sdo incidentes com a
reta e um par de pontos sdo adjacentes se eles sdo incidentes 3 mesma reta. Para se
chegar a um determinado ponto partindo-se de outro qualquer é preciso percorrer um
conjunto de retas conectadas e a este percurso da-se o nome de caminho. Finalmente,
uma drvore representa um caso particular de grafico, sendo um grafico completamente
conectado (ndo ha pontos soltos) e aciclico.

Uma drvore pode ser enraizada ou sem raiz o que, em termos biologicos
significa ter ou ndo um ponto de ancestralidade comum a todos os organismos
analisados. Quase todos os métodos para analise de dados de seqiiéncias produzem
arvores sem raiz. As retas da drvore podem ser pendentes ou internas. O grau de um
ponto € o numero de refas incidentes com aquele ponto. Uma drvore bindria tem
pontos de grau 1 (pontos terminais) ou de grau 3 (pontos internos). Sindnimos para os
termos empregados sdo /inha, interné e ramo para as retas; no para pontos; ponto do
ramo para pontos internos; folha, extremidade e nd terminal para um ponto pendente;
e rede para uma drvore sem raiz. O termo ramo ¢ particularmente ambiguo, ja que
pode significar uma reta simples ou uma sub-arvore com varias retas e pontos. Rede
também ¢ ambiguo porque pode ser usado para um grafico conectado com ciclos.

As drvores podem ainda ser ndo rotuladas ou rotuladas. Um rotulo
(geralmente o nome ou nimero de um taxon) é normalmente designado a um ponto

pendente, originando uma drvore filogenética. Quando as drvores sdo rotuladas desta
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maneira, ha (2n - 5)!! drvores bindrias sem raiz para n taxa (a notacdo de duplo
fatorial representa 1 x 3 x 5 x ... x [2n - 5]). A raiz pode ser colocada em qualquer uma
das 2n - 3 retas existentes em uma drvore, originando (2n - 3)!! drvores bindrias
enraizadas.

Uma arvore enraizada significa que a dire¢do da evolugdo através da arvore €
mostrada. A posi¢do da raiz na arvore pode ser inferida de uma das seguintes
maneiras:

a) assumir um grau de constancia no "relogio molecular" e colocar a raiz na

metade do mais longo ramo ou

b) usar um "grupo externo”, uma seqiiéncia de um organismo que se sabe

previamente ndo pertencer ao grupo de seqiiéncias analisadas.
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FIGURA 27 - REPRESENTACAO DOS ELEMENTOS BASICOS DE UMA ARVORE. A. UMA ARVORE BINARIA
SEM RAIZ; B. UMA ARVORE FILOGENETICA BINARIA ENRAIZADA, DERIVADA DE A POR
INSERCAO DE UM PONTO ADICIONAL NA RETA INDICADA POR UMA SETA.

A Ponto pendente de grau 1
()

Reta pendente

& - Ponto interno de grau 3
? Reta interna
B
caminho
t1 22 3 w4 t5
rétulo
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APENDICE 3 - ALGORITMOS DOS PROGRAMAS DE
COMPUTADOR UTILIZADOS
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APENDICE 3 - ALGORITMOS DOS PROGRAMAS DE
COMPUTADOR UTILIZADOS

1 CLUSTAL

1.1 HISTORICO

O programa foi originalmente escrito por HIGGINS & SHARP (1988 ¢
1989), em linguagem Fortran para microcomputadores com sistema operacional
MSDOS. Um alinhamento completo de seqii€ncias era feito rodando-se trés programas
sucessivamente. Mais tarde, estes foram fundidos em um t{inico programa para VAX/
VMS. Em seguida, foi lancada a série "V" do programa (ClustalV), escrita em
linguagem C, contendo todas as caracteristicas do programa anterior, além de outras
novas e capaz de rodar em diferentes computadores, incluindo PCs e Macs (HIGGINS
et al., 1991). Posteriormente foi langada a série "W" (THOMPSON et al., 1994a),
sendo aumentada a sensibilidade no alinhamento, principalmente de seqii€ncias
distantemente relacionadas. Importantes mudangas no calculo dos pesos dados as
seqiiéncias e as falhas e o uso das matrizes para comparagdo entre residuos de
aminoacidos permitiram esse aumento de precisdo. Os programas da série "X" foram
adaptados para ambiente Windows e apresentam algumas facilidades no tratamento e
edi¢do das seqiiéncias, embora o programa permane¢a com as mesmas caracteristicas
dos programas da série "W" (THOMPSON et al., 1997).

1.2 CARACTERISTICAS

A principal proposta do programa ¢ o aiinhamento multipio (global) de
seqiiéncias de DNA e proteinas. Entretanto, ¢ possivel ainda fazer edi¢do e converter
formatos de arquivos de seqiiéncias e calcular uma arvore filogenética pelo método
Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987), com opgdo para bootstrap e corregdo para
multiplas substitui¢des pelo método de KIMURA (1980). O alinhamento multiplo ¢é
calculado usando uma abordagem freqiientemente referida como "alinhamento

progressivo”" (FENG & DOOLITTLE, 1987). Esta abordagem envolve uma previsdo
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inicial da filogenia das seqiiéncias para que se possa usar a ordem dos ramos da arvore
inferida no alinhamento de grupos de seqii€ncias progressivamente maiores € cada vez
mais distantemente relacionados.

1.3 ALGORITMO

O algoritmo de alinhamento multiplo bésico consiste de trés estagios

principais:

a) todos os pares de seqiiéncias sdo alinhadas separadamente para calcular
uma matriz de distdncia dando a divergéncia entre cada par de
seqiiéncias;

b) uma arvore guia ¢ calculada a partir da matriz de distancias calculada e;

c) as seqiiéncias sdo progressivamente alinhadas de acordo com a ordem dos
ramos na arvore guia.

1.4 O ALINHAMENTO DOS PARES

Na série "V" do programa, as distancias entre os pares sdo calculadas usando

um método aproximado e rapido (BASHFORD et al., 1987). Ele permite o
alinhamento de um grande numero de seqiiéncias, mesmo em um microcomputador.
As pontuagdes (scores) sdo calculados como o numero de pareamento entre k-fuples
(fragmentos curtos de residuos, normalmente 1 ou 2 para proteina ¢ 2 a 4 para
nucleotideos) no melhor alinhamento entre duas seqiiéncias menos uma penalidade
dada a cada gap. Nas séries "W" e "X" do programa, um método de pontuagdo mais
lento e preciso é também oferecido a partir de alinhamentos de programagdo dindmica
completo (dynamic programming alignments) usando duas penalidades para falhas
(abertura e extensdo) e uma matriz de pesos para aminoacidos. Estas pontuagdes sdo
calculadas como o nimero de identidades no melhor alinhamento dividido pelo
numero de residuos comparados (posigdes contendo falhas sdo excluidas).

1.5 A ARVORE GUIA

A arvore usada para guiar o processo de alinhamento multiplo final ¢é

calculada a partir da matriz de distancias do passo 1, usando o método de Neighbor-
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Joining (SAITOU & NEI, 1987). Esta ¢ outra mudanga apresentada nos programas da
série "W"; anteriormente a arvore guia era calculada a partir do método UPGMA
(SNEATH & SOKAL, 1973), menos robusto e confidvel. O método Neighbor-Joining
processa uma 4arvore sem raiz com comprimentos de ramos proporcionais a
divergéncia estimada ao longo do ramo. A raiz ¢ colocada pelo método do ponto
médio (mid-point method), numa posi¢do onde a média do comprimento dos ramos de
cada lado da raiz ¢ igual. A arvore é também usada para calcular um peso para cada
seqiiéncia, que ¢ dependente da distancia da seqiiéncia a raiz da arvore, ou seja, a soma
dos comprimentos dos ramos da raiz a seqiiéncia em questdo. Entretanto se o ramo
possui mais de uma seqiiéncia, seu comprimento ¢ dividido pelo niimero de seqiiéncias
nele contido e o valor obtido usado na soma (THOMPSON et al., 1994).

1.6 O ALINHAMENTO PROGRESSIVO

O procedimento basico neste estagio € usar uma série de alinhamentos aos
pares (pairwise alignments) para alinhar grupos cada vez maiores de seqiiéncias,
seguindo a ordem dos ramos na arvore guia. Procede-se o alinhamento a partir das
extremidades da arvore enraizada em dire¢do a raiz. A cada estagio, um algoritmo de
programagdo dinamica completo (full dynamic programming, MYERS & MILLER,
1988; THOMPSON, 1994) é usado com uma matriz de peso para os residuos (residue
weight matrix) e penalidades para abertura e extensdo de falhas. Cada passo consiste
em alinhar dois alinhamentos pré-existentes ou seqii€ncias. As posi¢oes das falhas que
foram introduzidos durante uma fase inicial do alinhamento de seqiiéncias proximas,
ndo sdo aiterados a medida que novas seqiiéncias sdo adicionadas. Isto € justificado
porque a colocagdo de falhas no alinhamento entre seqii€ncias proximas ¢ muito mais
preciso do que entre seqiiéncias distantes. Quando todas as seqiiéncias sd@o muito
divergentes (ex., menos de 25 - 30% de identidade entre qualquer par de seqiiéncias),

esta abordagem progressiva torna-se muito menos precisa.
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2 CONTIG ASSEMBLY PROGRAM (CAP; HUANG, 1992)

2.1 ALGORITMO

O programa usa um algoritmo de programagdo dindmica (dynamic
programing algorithm) para calcular a pontuagdo maxima do alinhamento de
sobreposi¢do entre dois fragmentos (HUANG, 1992). Fragmentos em orientagdo ao
acaso sdo montados em uma seqiiéncia contigua (contig). O programa ¢ eficiente no
uso de memdria: um grande numero de fragmentos de comprimento e orientagdo
arbitrarios podem ser montados.

Dois grupos de pontuagdes sdo feitas pelo algoritmo de programagdo
dindmica para conduzir o alinhamento nas regides de sobreposicdo: o grupo de
pontuagdo "forte" (heavy set) usado para regides de baixa taxa de erro de
seqilenciamento e o grupo de pontuagdo "leve" (/ight set), para pontas de fragmentos
de alta taxa de erro de seqiienciamento (mais do que 5%). Neste processo ¢ atribuido
um valor para a identidade entre bases (MATCH), para bases diferentes (MISMAT) e
para a inclusdo de falhas (EXTEND). Dessa forma a sobreposigdo entre as seqiiéncias €

aquela em que foi obtido o mais alto valor para a soma das pontuagdes dadas.

Heavy set  light set

MATCH 2 2
MISMAT -6 -3
EXTEND 4 2

Na montagem inicial das seqiiéncias contiguas, qualquer sobreposigdo deve
ter um comprimento e uma porcentagem de identidade minimos, que sdo definidos nos
parametros OVERLEN e PERCENT, definidos pelo usuario (20 bases e 85% foram os
valores usados para montagem das seqiiéncias do isolados diazotroficos). Apos a

montagem inicial, o programa tenta juntar as seqiiéncias contiguas em seqii€ncias
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contiguas maiores usando parametros de sobreposi¢do menos estringentes. Duas
seqiiéncias contiguas sdo montadas se a pontuagdo da regido alinhada atinge o valor
minimo dado ao parimetro CUTOFF. Por sua vez, o valor para o CUTOFF ¢
escolhido de acordo com o valor para o parametro MATCH.

As regides de sobreposi¢do que serdo alinhadas sdo determinadas pelo
parametro DELTA. As condi¢des deste valor sdo usadas para rapidamente rejeitar
pares de fragmentos que ndo poderiam ter uma relagdo de sobreposigdo. O algoritmo
de programagdo dinamica ¢ entdo aplicado somente a pares de fragmentos que passam
por este crivo. Um valor alto para DELTA significa condi¢des estringentes, onde o

valor para DELTA é um niimero real de no minimo 8,0.
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()

BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL (BLAST: ALTSCHUL
etal., 1997)
.1 CARACTERISTICAS

I

E um método conveniente para detectar homologia de uma seqiiéncia
bioldgica com seqii€ncias caracterizadas ja existentes que compdem um banco de
dados. O programa usa um algoritmo heuristico e procura por homologia através de
regides alinhadas localmente de identidade e/ ou similaridade entre uma segiiéncia
desconhecida e seqiiéncias em um banco de dados. E composto por cinco programas
que sdo, na verdade variagdes para o tipo de comparagdo que sera feita entre a
seqiiéncia para a qual se deseja fazer a pesquisa de homologia e aquelas compondo o
banco de dados. Os programas e suas fung¢des sdo:

a) blastp: compara uma seqiiéncia de aminoacido com um banco de dados de

seqiiéncias de proteinas;

b) blastn: compara uma seqiiéncia de nucleotideos com um banco de dados
de seqiiéncias de nucleotideos (foi o programa usada para a pesquisa de
homologia feita com as seqiiéncias dos isolados diazotréficos);

¢) blastx: compara o produto da tradugdo das seis fases de leitura (frames)
conceituais de uma seqiiéncia de nucleotideos com um banco de dados de
seqii€ncias de proteinas;

d) tblastn: compara uma seqiiéncia de proteina com um banco de dados de
seqiiéncias de nucieotideos automaticamente traduzido em todas nas seis
fases de leitura conceituais;

e) tblastx: compara a tradugdo das seis fases de leitura conceituais de uma
seqiiéncia de nucleotideos com um banco de dados de nucleotideos
traduzido nas seis fases de leitura conceituais.

3.2 ALGORITMO

O algoritmo segue os seguintes passos basicos:
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a) Uma seqiiéncia para a qual se deseja fazer a pesquisa de homologia é

b)

dividida em seqiiéncias curtas (também denominadas de "palavras" e
contendo entre 3 a 8 residuos, dependendo se é uma seqiiéncia de
aminoacidos ou nucleotideos);

uma tabela (denominada de lookup table) de todos os fragmentos de
seqiiéncia com o mesmo tamanho e que podem parear com cada uma
destas "palavras", com uma pontuagio (score) acima de um limite

definido € construida;

¢) o banco de dados de seqiiéncias ¢ varrido em busca da ocorréncia de

d)

seqiiéncias da lookup table;

quando uma "palavra” é encontrada no banco de dados, a qual pode
alinhar a uma "palavra" na seqiiéncia desconhecida, acima de um limite
critico, o alinhamento € estendido em ambas as dire¢des. Esta extensdo
continua enquanto seu comprimento ndo exceder um limite definido, sem

aumentar ainda mais a pontuagdo do alinhamento;

€) quando uma extensdo € terminada, e a pontuagdo total do sub-alinhamento

fica acima de outro limite definido, o alinhamento é informado;

quando um destes sub-alinhamentos é produzido, aquela seqiiéncia
particular do banco de dados € novamente varrida para a ocorréncia de
outros pares de segmentos de alta pontuagdo ndo redundantes (high-
scoring segment pairs, HSPs) as quais pontuam acima de outro valor
previamente definido (a soma de varios sub-alinhamentos nao
significantes dentro das mesmas duas seqiiéncias pode, quando tomados
em conjunto, indicar uma similaridade significativa, indicativo de

homologia);

¢) uma medida estatistica € mostrada, indicando a probabilidade de uma HSP

com pontuagio similar ou um grupo de HSPs encontrado para uma dada

seqiiéncia resultaria da pesquisa do mesmo banco de dados com uma
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seqiiéncia gerada ao acaso com o mesmo comprimento da seqiiéncia que

fo1 submetida.
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4 UPGMA (UNWEIGHTED PAIR-GROUP METHOD  USING
ARITHMETIC AVERAGES, SNEATH & SOKAL, 1973)

4.1 CARACTERISTICAS

Este método consiste em um dos muitos métodos de analise de grupo
(Cluster Analysis). Em geral estes métodos baseiam-se em uma série de passos que
compactam gradativamente uma matriz de distancias entre dados, unindo os dados ou
grupos de dados dois a dois a cada passo, até que restem apenas dois grupos de dados.
O principio deste método € bastante simples e implica em que a taxa evolutiva
permanece constante em todos os ramos da arvore produzida (neste caso, também
denominada de dendrograma).

4.2 ALGORITMO

O método parte de uma matriz de distancias calculadas para cada par de
dados (aqui representados por cada um dos isolados). Nesta matriz, ¢ feita uma
pesquisa pelo valor de menor dissimilaridade (ou maior similaridade). Quando o valor
¢ encontrado o par de dados referente a este valor ¢ entdo “fundido” para que uma
nova matriz de distancias seja calculada. A nova matriz ¢ semelhante a primeira com a
diferenca de que a distancia entre os dados e os dados fundidos no passo anterior €
agora calculado como sendo a média aritmética das distancias entre o dado e cada um
dos dados fundidos. Em cada uma das etapas dois dados sdo fundidos € uma nova
matriz, com menos um dado € recalculada. O processo continua até que somente dois
grupos de dados restem e sejam também unidos pelo principio das médias usado pelo
método. Em quaisquer dos passos, quando ocorrem dois ou mais valores de
dissimilaridade que sejam iguais ¢ os menores dentro da matriz, a escolha do par de

dados a ser fundido e feita aleatoriamente entre estes valores.
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5 NEIGHBOR-JOINING (SAITOU & NEI, 1987)

5.1 CARACTERISTICAS

O método Neighbor-Joining (NJ) é um método baseado em distancias, o que

significa dizer que € preciso converter os dados de seqiiéncias (apds alinhamento) em
um valor numérico que € uma estimativa da distancia evolutiva, obtido para cada par
de seqiiéncias. Como mencionado na INTRODUCAO, os métodos de distancia
utilizam-se de um determinado critério para a escolha da "melhor arvore", sendo os
mais empregados:

a) método do quadrado minimo (least square — LS) — o principio do método
baseia-se em calcular a soma minima dos quadrados das diferengas entre
os pares de distancias observados e estimados para uma dada topologia e
escolher a topologia que mostra a menor soma minima dos quadrados das
diferencas. Um problema inerente ao método é a possibilidade de
fornecer comprimento de ramos negativos (NEIL, 1996). Uma maneira de
contornar este problema ¢ conduzir a estimativa dos quadrados minimos
dos comprimentos dos ramos com a restri¢do de comprimentos de ramos
negativos (FELSENSTEIN, 1988). Entretanto este artificio ndo ¢é
satisfatorio quando se trabalha com mais do que quatro seqiiéncias (NEI,
1996).

b) método de evolugdo minima (minimum evolution — ME) — neste método o
comprimento dos ramos de uma arvore sdo estimados por um certo
algoritmo a partir de dados de distancias dos pares de seqii€ncias e a soma
total (S) do comprimento dos ramos é calculada para cada uma das
topologias possiveis. A topologia que mostra o menor valor de "S" ira
entdo ser escolhida como a arvore mais provavel. Embora o método ME
seja estatisticamente interessante ele requer uma grande quantidade de

tempo de processamento computacional para examinar todas as diferentes
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topologias se o numero de seqiiéncias ¢ maior que 10 (NEI, 1996).

O método NJ ¢é, na verdade, uma simplificagdo do método ME para inferir
uma arvore bifurcada. Neste método, o valor 'S" ndo é computado para todos ou varias
topologias diferentes, mas o exame de diferentes topologias esta embebida no
algoritmo, entdo somente uma arvore final é produzida. Na pratica, qualquer medida
de distincia esta sujeita a erros estocasticos, entdo a arvore NJ obtida pode ndo
necessariamente ser a verdadeira arvore. De acordo com simulagdes em computador,
este método quase sempre produz a mesma topologia que a arvore ME quando a
extensdo das diferengas entre as seqiiéncias ¢ suficientemente grande e o numero de
nucleotideos examinados também ¢ grande (>500). Quando a ultima condig¢do ndo €
satisfeita, entretanto, a arvore NJ pode ser consideravelmente diferente da arvore ME
(RZHETSKY & NEI, 1993), apesar disto a diferenga no valor "S" entre as arvores NJ
e ME ¢ normalmente estatisticamente ndo significante. Além do mais, usando
simulagdo de computador, Kumar (KUMAR, 1996) mostrou que quando as arvores NJ
e ME sdo diferentes, a ultima arvore ndo € necessariamente proxima da verdadeira
arvore (topologia). Em uma dada taxa, a alta eficiéncia do método NJ em obter a
arvore ME ou a verdadeira arvore parece originar do fato de que em cada passo do
agrupamento das seqiiéncias o principio da evolugdo minima ¢ aplicado e a aplicagdo
repetida deste principio poderia reduzir os efeitos dos erros de amostragem na
construgdo da topologia (NEI, 1996).

O método é conceitualmente relacionado a analise de grupos, mas ndo
assume que a taxa evolutiva ¢ a mesma em todas as linhagens. No método NJ, uma
matriz de distancias modificada é construida, na qual a separagdo entre cada par de nos
¢ ajustada com base na sua média de divergéncia a partir de todos os outros nos, que
tem o efeito de normalizar a divergéncia de cada seqiiéncia a taxa média
(SWOFFORD et al., 1996).

5.2 ALGORITMO

Neste método a inferéncia da arvore comega com uma topologia onde ndo ha
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nenhum grupo formado (chamada pelos autores de “topologia estrela”). Entretanto, na
pratica algumas seqiiéncias estdo mais relacionadas entre s1 do que com outras. O
algoritmo ira juntar duas seqiiéncias (denominadas de neighbors) e calcular a soma (S)
do comprimento total dos ramos resultante desta topologia. Para isso os valores de
distancia calculados para cada par de seqiiéncia ¢ usado. Como nédo-¢ sabido a priori
quais as duas seqii€ncias que se deve unir para reconstruir a verdadeira arvore
filogenética, o algoritmo une todas as seqiiéncias, duas a duas e calcula o valor S,
compondo uma matriz S; com “1” colunas (niimero de seqii€ncias sendo analisada) e
“y” linhas (nimero de seqiiéncias menos um). A partir da matriz, o algoritmo escolhe o
menor valor de S e une o par de seqii€ncias a partir do qual o valor foi obtido. Assim
¢ finalizado o primeiro ciclo do algoritmo. No proximo ciclo o processo se repete,
entretanto as seqiiéncias neighbors da etapa seguinte sdo fundidas, derivando-se um
valor de distancia médio para esta “nova” seqiiéncia. A partir dai, o processo se repete
da mesma forma, sendo que agora a matriz S;; possui uma coluna e uma linha a menos
que a anterior. Nas etapas seguintes novas matrizes S; serdo calculadas com uma
coluna e uma linha sendo subtraidas a cada ciclo, até que somente trés colunas restem,

gerando uma topologia de arvore sem raiz.
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6 TESTE DE BOOTSTRAP

Este teste consiste em fazer uma re-amostragem utilizando os proprios dados
e foi introduzido na analise filogenética, para testar a reprodutibilidade dos ramos de
uma arvore filogenética, por FELSEINSTAIN (1988). A utilizagdo deste teste na
analise filogenética parte do alinhamento de seqiiéncias, onde sdo feitas as re-
amostragens. As colunas do alinhamento, ou seja, os sitios, sdo tomados ao acaso para
"construir" um novo alinhamento, com o mesmo numero de colunas do alinhamento
original. A partir deste "alinhamento amostrado" (amostra bootstrap) ¢ calculada uma
arvore filogenética usando o mesmo método e os mesmos parametros usados para o
calculo da arvore a partir do alinhamento original. Diversas amostras bootstrap podem
ser obtidas e uma arvore calculada para cada uma delas individualmente. Na verdade,
quanto maior o nimero de amostras bootstrap produzidos, mais confidvel serd a
analise. E comum encontrar na literatura analises feitas com 100 amostras bootstrap,
valor limitado apenas pelo grande consumo da capacidade de processamento dos
computadores. Entretanto, com os computadores atuais, mesmo os de uso doméstico,
aliado aos algoritmos em uso, € possivel analisar de 1.000 a 5.000 "amostras

bootstrap" em um tempo razoavel, quando se utiliza determinados métodos (como por

ex. NJ).
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