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ENUMERACAO CELULAR PELA QUANTIFICACAO ABSOLUTA POR PCR
EM TEMPO REAL DE CULTURAS DE BRADIRRIZOBIOS

RESUMUO - O teor protéico da semente de soja pode chegar a 42%, o0 que demanda
uma alta quantidade de nitrogénio. Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium japonicum
sdo bactérias fixadoras de nitrogénio que estabelecem uma simbiose com a soja
convertendo o nitrogénio atmosférico em amoénia, que € o composto assimilavel pela
planta. A maximizacdo desta simbiose em termos de produtividade sao alcangados por
meio da inoculagdo com estirpes de bradirrizébios, através de inoculantes comerciais. O
objetivo deste trabalho consistiu em enumerar células bacterianas de inoculantes de 1,
2 e 4 anos a partir da data de fabricagdo e avaliar a sobrevivéncia das células em
sementes de soja em 4, 24 e 48 h ap6s inoculagdo. Os resultados de contagem das
unidades formadoras de colénias (UFC) foram confrontados com a técnica de
quantificacdo absoluta por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real
(gaPCR). Os numeros foram coerentes em ambas as técnicas em relagdo a proporcao
nos tempos de inoculagcdo e nos inoculantes em andlise, porém a gaPCR apresentou
melhor acuréria e rapidez nos resultados, detectando as células incultivaveis. As células
resistiram sob dessecacao até t=24 h, com queda consideravel em todos os inoculantes
apdés 48 h sob dessecacdo. Provavelmente esta queda € resultado de alteracéo
bioquimica e fisiolégica de seu metabolismo, dispondo de mecanismos defensivos as
condicdes adversas para sua sobrevivéncia. A enumeracao por qaPCR pode ser usada
como prova, em casos de variagdo encontrada na quantificacdo por diferentes
laboratérios, considerando que o método por UFC apresenta muitas varidveis e nao
incluem células viaveis nao cultivaveis (VBNC). O fato do estado fisiol6gico dos rizobios
em inoculantes ser bastante variavel ao longo do periodo de armazenamento, a
enumeracao celular seja pelo método de plaqueamento ou qaPCR nao revela o estado
real do sistema biolégico em questdo. Assim é mandatério que os prazos de validade
sejam obedecidos, em alguns casos reduzidos, para estes materiais.

Palavras-chave: bradirrizébios, enumeracao celular, inoculante comercial, PCR em

tempo real, quantificacao absoluta, soja.



XV

ENUMERATION AND DETECTION OF BRADYRHIZOBIA CELLS
BY REAL-TIME PCR QUANTIFICATION

SUMMARY - Soybean grains contain up 42% of protein, so this crop requires high
amounts of nitrogen for plant development. Bradyrhizobium elkanii and Bradyrhizobium
japonicum are nitrogen fixing bacteria that establish symbiosis with soybean, converting
the atmospheric nitrogen into ammonia that is the assimilable inorganic nitrogen
compound for the plant. The optimization of this symbiosis and the success of biological
nitrogen fixation (BNF) are reached by inoculating the seeds with strains of
bradyrhizobia, using commercial inoculants. The aim of this work consisted in the
enumeration of bacterial cells of inoculants 1, 2, and 4 years old counting from the date
of manufacture and in the evaluation of surviving cells under desiccation in soybean
seeds after 4h, 24h, and 48 h. The results of counting of the colony forming colonies
(CFU) were correlated with those of obtained using absolute quantification by PCR (real-
time PCR gaPCR). The values were coherent in both the techniques in relation to the
ratio in times of inoculation and the inoculants properly. However, gaPCR was quicker
and more occurat; and also allowed detection of the non-culturable cells. The cells
resisted under desiccation until t=24 h, with considerable fall in all the inoculants after
48h under desiccation. This was probably due to by biochemical and physiological
changes in its metabolism, making use of defensive mechanisms to the adverse
conditions for its survival. gaPCR enumeration could be used as a proof when variation
in cell counting by different laboratories occurs. Considering that CFU based method
present a lot of variables and do not account live cells in viable but non culturable
(VBNC). The fact of the physiological state in rhizobia inoculants be sufficiently
changeable throughout the storage period, the cellular enumeration for both methods do
not reveal real state of the biological system in question. Thus it is mandatory that the
expiration data is observed or reduced in some cases for the use of these materials.

Key-words: bradyrhizobia, cellular enumeration, commercial inoculant, real time PCR,
absolute quantification, soybean.



I. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merril], familia Fabaceae (DELORIT & GUNN, 1986)
possui em torno de 42% de proteina em algumas sementes o que demanda uma
quantidade elevada de nitrogénio em sua cultura, uma vez que o mesmo é constituinte
essencial de aminoacidos, clorofila, acidos nucléicos, bases nitrogenadas, entre outras
moléculas CRAWFORD et al. (2000). O Brasil é o segundo maior produtor de soja no
mundo. A safra de 2009 prevé uma producao de 57 milhdes de toneladas, em uma area
cultivada de 21 milhdes hectares (CONAB, 2009). As principais fontes de nitrogénio
para a cultura de soja sédo: o solo, através da decomposicao da matéria organica e das
rochas; a aplicacdo de adubos nitrogenados e a fixagdo biolégica de nitrogénio
atmosférico (FBN), através da associagdo simbidtica entre a leguminosa e bactérias do
género Bradyrhizobium (ARAUJO, 2006). A maximizacdo deste processo é atingida
com o uso de inoculantes comerciais liquidos, descartando a necessidade de aplicacao
de fertilizantes nitrogenados (ZILLI et al. 2005).

Devido a ampla aplicagdo biotecnolégica dos microrganismos, a enumeragao
celular tornou-se de suma importancia para area industrial, envolvendo a necessidade
de quantificar células em amostras de inoculantes para culturas agronémicas. As
estirpes de bradirrizobios recomendadas para a producao de inoculantes para soja sao
as SEMIA (secédo de microbiologia agricola) 5019 (B.elkanii) (29W) e SEMIA 587 (B.
elkanii), sendo posteriormente incluidas as estirpes SEMIA 5079 (B. japonicum) (CPAC
15) e a SEMIA 5080 (B. japonicum) (CPAC 7) (JARDIM-FREIRE & VERNETTI, 1999;
JARDIM-FREIRE et al. 2006). A legislacdo que rege a produgdo de inoculantes &
regulamentada pelas instrugdes normativas n° 5 (10/08/2004) e n° 10 (24/03/2006), do
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), que recomenda que os
inoculantes liquidos devem apresentar concentragdo minima de 1,0 x 10° células
vidveis por grama ou mililitro de produto, até a data de vencimento que é de no minimo
seis meses (FREIRE, 1992; HUNGRIA et al. 1997). Rizdbios sédo tradicionalmente
enumerados através da quantificacdo de colbnias viaveis por método de diluicao

seriada, por plaqueamento em meio soélido de cultura. Para superar possiveis



desvantagens dos métodos tradicionais de contagem celular, e incluir a deteccao e
enumeracao de células vidveis, mas nao cultivaveis (“vialble but not culturable” —
VBNC), novas técnicas foram desenvolvidas usando tecnologias moleculares.

O MAPA exige um controle periédico dos inoculantes comerciais e comprovou
que em alguns casos ha uma discrepancia entre o numero de células detectadas pelo
método de contagem de UFC (Unidades Formadoras de Colénias), por diluicao seriada
em placas, obtidos nos laboratérios dos produtores e o laboratério da FEPAGRO
(Fundacgao Estadual de Pesquisa Agropecuaria/RS), que é o 6rgao responsavel pelas
andlises de inoculantes requeridas pelo MAPA. A técnica de PCR quantitativo em
tempo real torna possivel detectar a concentracdo de uma determinada amostra de
DNA, permitindo uma estimativa confidvel do numero de células, com rapidez.
Considerando isto, a enumeragao celular associada pela quantificacdo de 16Sr RNA,
por PCR em tempo real, é uma proposta inovadora e eficiente.

O objetivo deste trabalho consistiu em desenvolver e aplicar a técnica para a
enumeracao celular de bradirrizobios em inoculantes comerciais para soja, visando sua
aplicacao como método quantitativo recomendado, comparado ao método tradicional de
contagem de células por determinacdo de UFC apds diluicdo seriada. A técnica esta
embasada na quantificacdo absoluta do gene 16S rRNA; o 16S rRNA faz parte da
maquinaria basica de tradugao e sintese de proteinas constituida nos ribossomos. A
quantificacao celular pela PCR em tempo real foi comparada ao método tradicional de
diluicdo seriada e plagueamento. A andlise foi realizada com culturas de inoculantes
comerciais liquidos para soja, em diferentes periodos de armazenamento, e em ensaios
de dessecacao que avaliam a resisténcia das células sobre as sementes de soja.

O desenvolvimento desta técnica como principal objetivo deste trabalho deixa
claro que o método quantitativo absoluto deve ser empregado em casos que
necessitem de uma confirmacéo da contagem de UFC por diluicdo seriada em placas.

A metodologia proposta devera ser utilizada como um fator de decisdo quando
necessario. Esta analise permitira a enumeracao celular por quantificacdo absoluta de

células de bradirrizébios.



II. REVISAO DE LITERATURA

1. Importancia da avaliacao da qualidade de inoculantes comerciais para

soja

Os solos de uma maneira geral, possuem uma populagdo natural de rizébios
capazes de nodular a soja, entretanto, essas bactérias nem sempre sao suficientes e
eficientes no processo de fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN). Para que ocorra uma
maximizagdo deste processo com um custo relativamente reduzido para o agricultor, o
uso de inoculantes comerciais é imprescindivel para que a producdo de soja seja de
excelente qualidade no Brasil. Pesquisas indicam que ndo ha a necessidade de
aplicacao de fertilizantes nitrogenados para a cultura de soja, pois 0 uso adequado dos
inoculantes comerciais é suficiente para o sucesso da FBN (ARAUJO, 1997; ZILLI et al.
2005).

A recomendacdo de estirpes de bactérias para produgdo de inoculantes
comerciais é feita pela RELARE (Rede de Laboratérios para Recomendacao,
Padronizagdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse
Agricola). As estirpes de bradirrizobios atualmente estdo depositadas parte da colegéao
de rizébios da FEPAGRO, que é a instituicdo responsavel pela manutencdo e
distribuicdo das estirpes recomendadas, enquanto o MAPA normatiza a producao de
inoculantes comerciais em ambito federal.

Rizébios sao tradicionalmente enumerados através da quantificacao de coldnias
vidveis por método de diluicdo seriada, por plagueamento em meio sélido de cultura.
Contudo, diversos parametros podem causar uma limitagdo no processo de
quantificacdo de unidades formadoras de colénias e, portanto, na enumeragéo
propriamente dita. Para superar as possiveis desvantagens dos métodos tradicionais de
contagem celular, e incluir a deteccdo e enumeracdo de células viaveis mas nao
cultivaveis, novas técnicas foram desenvolvidas usando tecnologias moleculares. Entre
estas, destacam-se o método de hibridizacdo fluorescente “in situ”, epifluorescécia e

PCR quantitativo em tempo real.



Contudo, os métodos tradicionais de detecgao, incluindo as analises bioquimicas
e/ou de cultivo celular, demoram no minimo dois dias para se ter resultados. Em
particular, para B. elkanii, um rizébio de crescimento lento, o resultado de plaqueamento
de uma diluicdo seriada demora entre 06-10 dias para que as colbnias cresgam
(RUMJANECK et al. 1993). Considerando a expectativa da industria e mercado de
inoculantes comerciais, este tempo pode ser considerado como um prazo prolongado
para se obter resultados.

A técnica de PCR quantitativo em tempo real desenvolveu-se como uma
ferramenta facil, sensivel e confiavel para quantificacdo bacteriana em amostras
ambientais (HUIJSDENS et al. 2002). Esta técnica torna possivel detectar a
concentragdo inicial de um determinado &cido nucléico, permitindo uma estimativa
confiavel do niumero de células correlacionadas. Outro fator favoravel € a rapidez com
que os resultados podem ser adquiridos, comparado aos métodos tradicionais de
enumeracao celular.

O MAPA realiza um controle periédico dos inoculantes comerciais e comprovou
que em alguns casos, ha uma discrepancia entre 0 nimero de células detectadas pelo
método de contagem de UFC por diluicdo seriada em placas, entre os diferentes
laboratérios dos produtores, e o laboratério da FEPAGRO, que é o 6rgao responsavel
oficial das analises de inoculantes pelo MAPA. A metodologia proposta neste trabalho

deveria ser utilizada como um fator de decisdo quando necessario.

2. A cultura da soja e a fixacao biolégica do nitrogénio

O Brasil € o segundo maior produtor de soja no mundo. A safra de 2009 prevé
uma producao de 57 milhdes toneladas, em uma area cultivada de 21 milhdes hectares
(CONAB). A soja possui um alto teor protéico, em torno de 42% em algumas sementes
(PANIZZI & MANDARINO, 1994), o que demanda uma quantidade elevada de
nitrogénio que é constituinte essencial de proteinas, aminoacidos, clorofila, acidos

nucléicos, bases nitrogenadas, entre outras moléculas (CRAWFORD et al. 2000).



A maximizacdo da simbiose pode ser alcancada através da inoculagdo com
estirpes de rizébios com caracteristicas selecionadas. Isto reduz significativamente os
custos da produgédo da soja no Brasil em mais de um bilhdo de ddlares, através da
aplicacao de inoculantes comerciais, fator que contribui também com a diminui¢cdo da
poluicdo no meio ambiente (MENDES & HUNGRIA, 2001). Fica claro que a viabilidade
econdmica da cultura de soja no Brasil deve-se a acao dessas bactérias que trabalham
para o agricultor.

As principais fontes de nitrogénio para a cultura de soja sédo: o solo, através da
decomposicao da matéria organica e das rochas; a aplicacao de adubos nitrogenados e
a fixacao biolégica de nitrogénio atmosférico, através da associagcédo simbiética entre a
leguminosa e rizébios (ARAUJO, 2006). Os solos tropicais brasileiros possuem uma
fonte muito limitada de nitrogénio, uma vez que as nossas condi¢des de altas
temperaturas aceleram o processo de decomposicao da matéria organica, liberando
rapidamente o nitrogénio e provocando sua posterior perda do solo através da lixiviagao
e da desnitrificacdo. Sendo assim, os solos tropicais de um modo geral, sdo muito
pobres em nitrogénio, com teores maximos em torno de 0,3%.

A maior reserva de nitrogénio na natureza encontra-se no ar, o qual contém
cerca de 80% deste elemento na forma de dinitrogénio gasoso (Nz), ndo assimilavel
pelas plantas. O processo de FBN, que envolve a transformagédo do gas No em aménia
(NH3), requer um grande gasto de energia devido a ligacao quimica tripla entre estes
atomos. A energia necessaria para romper esta ligacao covalente pode ser oriunda de
fontes bioldgicas, como no caso da FBN, ou de fontes energéticas ndo renovaveis,
como ocorre no processo industrial de producao dos adubos nitrogenados. O processo
Haber-Bosch funciona por meio da combinacédo de gases de nitrogénio e hidrogénio sob
altas temperaturas e pressdo na presenca de um agente catalisador. O calor € a
pressao proporcionados exigem grande quantidade de energia e o hidrogénio é suprido
pelo petréleo, carvao ou, mais freqiientemente, por gas natural (combustiveis fésseis).
Estudos estimam que sejam gastos seis barris de petréleo para cada tonelada de NHj
sintetizada através do processo industrial de fixagcdo de nitrogénio (HUNGRIA et al.
2001).



Bactérias fixadoras de nitrogénio possuem um complexo enzimatico denominado
nitrogenase, capaz de quebrar a tripla ligacdo entre atomos de nitrogénio atmosférico,
convertendo esse nitrogénio em aménia, a qual € absorvida pela planta (BURKS &
BURRIS, 1941; BURRIS, 1974). Os rizdbios sdo bactérias habitantes do solo que se
associam intimamente com os pélos radiculares das plantas (Figura 01B). Trocas de
sinais moleculares entre os simbiontes iniciam o processo de nodulagdo, dando origem
aos nddulos, que sao estruturas especializadas onde a simbiose é estabelecida (Figura
02) (PERRET et al. 2000). As leguminosas liberam compostos flavondides propiciando
uma quimiotaxia do rizébio em direcao a superficie dos pélos radiculares da planta. Os
rizbbios uma vez direcionados a rizosfera induzem a diferenciacdo do primérdio do
nédulo. Os rizébios infectam as células vegetais através do corddo de infecgéo,
formado inicialmente pelo encurvamento dos pelos radiculares e abrigo dos rizébios até
atingirem as células vegetais (Figura 03). O crescimento do ndédulo radicular ocorre com
a multiplicacao dos rizébios no interior da planta, onde se diferenciam morfologicamente
em bacteridide dando inicio ao processo de FBN (Figura 04). O bacteriéde utiliza as
fontes de energia da planta para sua manutengéao e multiplicacdo, e a planta aproveita o
nitrogénio fixado diretamente nas raizes, distribuindo-o para os demais érgaos (Figura
01A).

Figura 01: A) Plantas de soja ndo inoculadas (esquerda) e inoculadas (direita) (Foto de
Jodo Campanharo - Campo de Avaré/SP). B) Noédulos em plantas de soja cultivadas em
casa de vegetacao.
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Figura 02: Fases do estabelecimento da simbiose entre leguminosas e rizobios.
Fonte: www.plantphys.net

1. Liberacao de flavondides pelas raizes da planta;

2. Quimiotaxia do rizébio em dire¢do a superficie das raizes;

3. Proliferacdo do rizébio na rizosfera e inducédo da diferenciacdo do primérdio do
nddulo;

4. Aderéncia do rizébio as raizes;

5 Diferenciagdao do meristema secundario do nédulo (conexao vascular);

6 Encurvamento do pélo radicular e formagao da via de infeccao;

7 Multipla infecgé@o das células do nédulo e crescimento do nédulo;

8 Crescimento do nddulo, diferenciacdo dos bacteridides e comego da fixacao
simbiética de nitrogénio.
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Figura 03: Detalhes das fases de infecgéao da raiz de uma planta por rizobios.
Fonte: www.plantphys.net

Figura 04: (A): Bacteridides fixadores de nitrogénio (KUYKENDAL, 2005). (B): Seccao
transversal de um nddulo determinado de feijao, como o de soja, mostrando a formacao
do simbiossoma. B — bacteridide; Y — espago peribacteridide; M — membrana
peribacteriéide; W — parede celular vegetal; P — granulo de PHB; S — amido.
(CRAWFORD et AL., 2000).



3. Inoculantes Comereciais: tipos e aplicacoes

Os inoculantes comerciais podem vir na forma de turfa, que é um substrato com
elevado teor de matéria organica (ARAUJO, 1997), ou na forma liquida devido &
praticidade de aplicagédo por parte do agricultor. A utilizagdo de inoculantes comerciais
na forma liquida é mais promissora, o qual vem apresentado em embalagens que
consistem de frascos plasticos, que mantém na sua formulagdo as células viaveis
durante o periodo de seu armazenamento. O prazo de validade dos inoculantes
comerciais € de no minimo seis meses apos sua fabricacao e a aplicacao é realizada
diretamente na semente ou via sulco de plantio (MAPA, 2009). As aplicacées devem ser
realizadas anualmente, pelo menos nos primeiros anos da cultura. Isto é importante
para que, independente da presenga ou ndo de bradirrizobios no solo, a simbiose se dé
sempre com as estirpes presentes no inoculante (OLIVEIRA & VIDOR, 1984; VARGAS
& HUNGRIA, 1997). Isso possibilita uma maior eficiéncia na FBN.

Os inoculantes em sua maioria utilizavam a turfa como veiculo e deveriam ser
aplicados as sementes antes do plantio, através de um processo trabalhoso e que
muitas vezes poderia levar a morte dos microrganismos ou inoculacado de organismos
patogénicos nas sementes. A turfa é caracterizada por ser um material orgénico,
importado e esterilizado antes de sua utilizagdo na produg¢ao de inoculantes. Isso torna
o produto caro e, muitas vezes é responsavel pela ma qualidade do inoculante,
principalmente com relagdo a presenca de microrganismos contaminantes.

O desenvolvimento de tecnologia visando a producado de inoculantes liquidos se
tornou importante para a diminuicdo dos custos de producédo dos inoculantes e para a
facilitagcdo da utilizagdo desse insumo pelos produtores de soja. Dessa maneira uma
formulacdo liquida contendo rizobios fixadores bioldégicos de nitrogénio em soja foi
desenvolvida. Essa formulagdo permite a manutencdo da viabilidade dessa bactéria,
livre de contaminacdo, mais econ6mica e com maior facilidade de aplicacdo nas
sementes no momento do plantio. Paralelamente foram desenvolvidas formulacdes
para aplicacao de estirpes em inoculantes via sulco de plantio. Estas formulagdes foram

enriquecidas com componentes direcionados para o fortalecimento da estrutura celular
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das bactérias do género Bradyrhizobium objetivando maior vigor e consequente

longevidade no solo.

4. Filogenia e taxonomia de rizobios

Para classificar as diversas espécies de rizébios foram tradicionalmente
utilizados testes morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e simbidticos, tais como, o
cultivo em meios com diferentes fontes de carbono e a habilidade em nodular diferentes
leguminosas hospedeiras, dentre outros (JORDAN, 1984). Contudo, particularmente
nas ultimas duas décadas, as técnicas de biologia molecular vém ganhando um espaco
crescente nos estudos de taxonomia, competitividade e ecologia de rizébios.

Os RNAs ribossdmicos (rRNA) sdo componentes essenciais na fisiologia celular.
Estes componentes interagem de modo especifico com as proteinas ribossémicas para
formar as subunidades dos ribossomos que atuam na sintese de proteinas. Os rRNAs
sao o principal produto da transcricdo em qualquer célula, constituindo geralmente de
80 a 90% da massa de RNA total dos procariontes e eucariontes. As sequéncias que
codificam para rRNAs sado reiteradas, ocorrendo em numero variavel nos diversos
organismos estudados. Os RNAs ribossdmicos séo classificados conforme seu
coeficiente de sedimentagdo sob campo centrifugo, que depende tanto do tamanho,
assim como da densidade da molécula, nas unidades Svedberg (de simbolo S). Nos
procariontes ha ocorréncia de 3 tipos de rRNAs: 3S, 16S e 23S, sendo que ocorre uma
regido que geralmente nao sao transcritas denominada ITS (non transcribed spacer)
(GORAB, 2001).

Os rRNAs contém regides com sequéncia conservada e variavel que pode ser
utilizada como cronébmetro molecular permitindo estimar a distancia filogenética.
Regides de baixa variabilidade permitem inferéncias do tipo intra-especifica na relacéao
entre membros de um determinado dominio, seja Archaea, Eubacteria e Eucarya.
Regides mais variaveis oferecem uma discriminacdo entre organismos em nivel de
género e espécie (LIU & STAHL, 2002).
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Avancos na utilizacao de técnicas de biologia molecular estdo sendo obtidos pela
comparagdo das sequéncias de nucleotideos do DNA, em especial na regiao que
codifica o gene 16S rRNA. Esta regido é considerada conservada entre as bactérias,
mas, a0 mesmo tempo, com variabilidade e quantidade de informacgdes suficientes para
revelar as relagdes filogenéticas entre as espécies (WOESE, 1987; WEISBURG et al.
1991; WILLEMS & COLLINS, 1993).

Os estudos de filogenia também se beneficiaram pela técnica de PCR (andlise
pela reacdo em cadeia da polimerase), que permite a amplificacdo de seqiéncias
definidas do DNA (SAIKI et al. 1988), o que facilitou as analises da molécula do 16S
rDNA (YOUNG et al. 1991; YANAGI & YAMASATO, 1993).

Atualmente, segundo o Manual de Bacteriologia Sisteméatica de Bergey
(GARRITY, 2005), baseado na analise filogenética da seqiéncia do 76S rRNA séo
definidas quatro familias que englobam os géneros de rizdbios: Bradyrhizobiaceae
(Bradyrhizobium), Rhizobiaceae (Rhizobium, Allorhizobium e Ensifer (Sinorhizobium),
Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium) e Hyphomicrobiaceae (Azorhizobium). O género
Sinorhizobium recebeu uma nova classificacao recentemente, sendo renomeado como
Ensifer, devido a semelhanca intima entre os dois géneros.

Embora amplamente utilizado para avaliacdo da diversidade e filogenia de
populacdées microbianas, o gene 16S rRNA também pode ser empregado nos métodos
moleculares para determinacdo direta de densidade ou abundancia de células

microbianas, em ambientes naturais ou “in vitro”.

5. Métodos de contagem de células

Enumeracao celular ou medidas de biomassa sdao de grande importancia na
ecologia, uma vez que 0s microrganismos aléem de constituir a base da cadeia
alimentar, realizam importantes processos na ciclagem de nutrientes em diferentes
ciclos biogeoquimicos. Atualmente, devido a ampla aplicacao biotecnolégica dos

microrganismos, a contagem celular tornou-se de suma importadncia para area
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industrial. Neste contexto, encaixa-se a importancia do numero de células em amostras
de inoculantes para culturas agronémicas (PINKART et al. 2002).

Tradicionalmente, os microbiologistas tém quantificado a biomassa microbiana
em uma determinada amostra por meio do numero de células coradas em uma aliquota,
ou pela detecgédo de células em um contador viavel, com a subseqlente conversédo do
namero de células em conteldo de carbono. Métodos bioquimicos envolvem a
quantificacdo de componentes celulares dos microrganismos, tais como lipideos,
proteinas ou acucares (PINKART et al. 2002).

Contudo, as técnicas microbiolégicas classicas, ou os métodos bioquimicos
tradicionais, amplamente empregados, mostram baixa eficiéncia na determinagéo
adequada de biomassa ou organizacao estrutural populacional de comunidades
microbianas. Tém sido relatados, repetidamente, que métodos de enumeracao celular
para bactérias de diversas amostras ambientais sdo limitados e podem representar
apenas uma proporcao pequena da extensa comunidade real de células viaveis
(RINGELBERG et al. 1988; SHAHAMAT et al. 1993). Adicionalmente, microrganismos
podem ser metabolicamente ativos e potencialmente infecciosos ainda que nao sejam
cultivaveis (XU et al. 1982).

Bactérias Gram-negativas podem entrar em um estado conhecido como viavel,
mas nao cultivavel (“viable but non-culturable” — VBNC), um fendmeno que tem sido
considerado analogo a esporulacao de bactérias Gram-positivas (MCDOUGALD, 1998).

Em resposta a estresses ambientais, como alta ou baixa temperatura, privagéo
de fontes de nitrogénio ou carbono, choque osmético, radiacédo, salinidade ou saturagao
de oxigénio, algumas espécies bacterianas podem entrar no estado VBNC. Tais
espécies incluem: Vibrio vulnificus, Micrococcus luteus, Escherichia coli e Helicobacter
pylori. Neste estado metabdlico, as células perdem sua habilidade em crescer nos
meios convencionais, que as sustentam, e sofrem mudancas fisiolégicas e
morfoldgicas, tais como resisténcia a sonicacao, alteracao na estrutura de membrana e
parede celular e mudancgas no conteudo lipidico e protéico (LINDER & OLIVER, 1989;
MUKAMOLOVA et al. 1995; WALSH et al. (1995).
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O fenbmeno de VBNC também foi descrito em algumas bactérias de solo,
incluindo espécies de rizobios, como, Ensifer (Sinorhizobium) meliloti (BASAGLIA et al.
2006) Bradryrhizobium japonicum, Agrobacterium tumefasciens, Rhizobium "hedysari” e
Rhizobium leguminosarum. MAURICE et al. (2001) trabalhando com inoculantes
liquidos, comerciais para soja, observaram a presenca de células mortas ou em VBNC
de B. japonicum. Eles relatam uma diminuicdo no numero de células viaveis sobre
sementes inoculadas ou nos inoculantes armazenados por varios anos. Estas células
envelhecidas também apresentaram alteragdes em suas propriedades fisiologicas,
baseado na relagdo bioquimica de matéria/carbono/nitrogénio/proteinas.

Trés métodos destacam-se na enumeracao celular, a saber: 1) o método de
contagem direta de células totais através da camara de contagem Neubauer, com
recurso de microscoépio oOtico; 2) a citometria de fluxo, que utiliza uma combinacao de
componentes fluidos, 6pticos e eletrdnicos para analisar células em nivel individual e
corroborar essa informagcdo para posterior andlise; 3) a contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC), em placas de Petri contendo meio sélido de cultura.

MAURICE et al. (2001) relatam, em termos praticos, a dificuldade em relagcao aos
testes de qualidade de inoculantes comerciais, em particular contendo células em
estado VBNC. O tempo de aparecimento de colbénias em placas aumentou para os
inoculantes armazenados por longos periodos, sendo que a analise englobou amostras
com até oito anos de idade. Um dos critérios de qualidade mais importantes na
avaliacao de inoculantes comerciais consiste no numero de células capazes de produzir
nddulos eficientes e fixar o nitrogénio. Este critério é avaliado através da enumeracao
de células pelo método de determinagcdo de UFC, em meio YMA (“Yeast-Mannitol
Agar”) (VINCENT, 1970).

O modo usual de realizar contagem de células viaveis consiste em determinar o
namero de células capazes de formar colénias num meio de cultura sélido com
composicao adequada ao crescimento do microrganismo. Assume-se que cada colénia
é originada a partir de uma unica célula viadvel, embora duas ou mais células que
formem um agregado dardo origem a uma unica coldnia. O procedimento geral com

vista a contagem de UFC numa suspensao celular baseia-se no aparecimento e
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contagem das colbnias isoladas espalhadas sobre o substrato, apds sujeicdo da
suspensao de ceélulas a diluicbes seriadas sucessivas. Pretende-se que as células
figuem distanciadas de modo a que, apds varias divisdes celulares, originem colbnias
visiveis e bem isoladas umas das outras. Este método, embora amplamente
empregado, pode apresentar modificagbes experimentais inerentes que sao
significativas considerando o padrdao de analises que deve ser homogéneo entre os
diferentes laboratorios. Tais procedimentos sédo: 1) ressuspensao deficiente da amostra
de inoculante a ser analisada, por falta de uma agitacdo adequada e vigorosa; 2)
deficiéncia cometida nas diluicbes; 3) separacao inadequada das células presentes nas
amostras diluidas; 4) aquecimento inadequado do espalhador de vidro, apés
esterilizagao pelo calor na chama do bico de Bunsen; 5) espalhamento incorreto sobre a
placa de Petri. Isso pode causar uma variagdao dos resultados levando a divergéncia na
analise de produtos comercializados e conflito entre os érgaos oficiais de fiscalizacao e
a empresas produtoras de inoculante.

Com base nos relatos que demonstram que a atividade fisiolégica de células de
rizbbios em inoculantes comerciais se altera apds periodos de estocagem e na possivel
deficiéncia dos métodos de contagem celular tradicionais, novos métodos de avaliagao
de inoculantes sao necessarios. Considerando isto, a enumeracao celular associada ao
perfil quantitativo do 16S rDNA por PCR em tempo real, € uma proposta inovadora e
eficiente. Fica claro que o método quantitativo absoluto deve ser empregado em casos
que necessitem de uma confirmagdo da contagem de UFC por diluicdo seriada em

placas.

6. PCR quantitativo em tempo real

O primeiro conceito de PCR (“Polymerase Chain Reaction”) surgiu em 1971 por
GHOBIND KHORANA e colaboradores embora a idéia ndo tenha sido colocada em
pratica. Em 1985, KARY MULLIS e colaboradores publicaram o método de amplificacao
do DNA com éxito. Contudo, a automacao na PCR ocorreu apos a descoberta da Taqg
DNA Polimerase termoestavel em 1989, por HOFFMANN-LA ROCHE Inc. & CETUS.
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Em 1992 HIGUCHI e colaboradores adaptaram e desenvolveram a técnica de PCR em
tempo real. Com este avanco biotecnoldgico, analises clinicas, agropecuérias e
cientificas podem ser realizadas com maior rapidez e precisao.

A PCR quantitativa em tempo real (qaPCR) consiste numa reacdo de PCR cuja
detecgdo dos amplicons é simultdnea a amplificagcdo, ndo necessitando de etapas
posteriores como gel de eletroforese, deteccao radioativa, ELISA ou Blots. Esta gaPCR
tem sido usada para deteccdo de patdgenos, andlise de expressao génica,
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP), andlises de aberragcdes cromossémicas
(KUBISTA et al. 2006).

Este sistema estd embasado na deteccdo e quantificacdo de um repérter
fluorescente, enquanto ocorre a amplificacdo (Figura 05). Para isso, utilizam-se
oligonucleotideos e sondas especificas, ou fluoroforos intercalantes na cadeia do DNA,
que emitem fluorescéncia a cada hibridizacdo e a cada passo de amplificagdo
(KUBISTA et al. 2006).

Passo 1. S¥YBR Green fluoresce
2 8 0 0 0 guando intercalado na molecula de
DA,

Passo 2 quando o DMA &

L] - o desnaturado a fluarescéncia do
Qo : SYBR Green & drasticamente
reduzida
— -] Passo 3: durante a extensdo os
= : = oligonucleatideos iniciadores se
areiam e o produto @ gerado
- 2 p p 4

FPasso 4: a polimeralizagdo completada, o
T3 5 30 SYER Green intercala no produto
TR amplificado aumentando a fluarescéncia
detectada pelo aparelho

Figura 05: Esquema ilustrativo de PCR em tempo real com o sistema SYBR Green.
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O sinal fluorescente é detectado ap6s cada ciclo da PCR, durante a fase
exponencial. O dobro da quantidade do produto é acumulado a cada ciclo, assumindo
100% de eficiéncia da reacao. O sinal aumenta de uma forma diretamente proporcional
a quantidade de produto de PCR na reacdo, enquanto a cinética de amplificacdo
permite monitorar a acumulagdo do produto em tempo real especificamente durante a
fase exponencial da reacdo (Figura 06). Estas caracteristicas fazem da PCR
quantitativa em tempo real a técnica mais precisa e reprodutivel para a anadlise
biotecnolégica (KUBISTA et al. 2006).

Amplification Plot
linear
exponencial
0 5 a0 kL 40
Cycle

Figura 06: Fases do ciclo da PCR em tempo real.

A gaPCR permite a obtengao de valores numéricos, tais como, numero de cépias
ou quantidade em ng de DNA, presente em determinada amostra. E preciso ter uma
amostra padrao previamente quantificada por método independente, para quantificacao
da amostra de interesse. Com isto, a gaPCR vem sendo empregada para determinacao
de carga viral e quantificagdo de transgenes em organismos geneticamente modificados

(OGMs). Contudo, muitos experimentos utilizam da metodologia de titulagdo de
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amostras padrdes, para quantificacdo de amostras desconhecidas. Desta forma, um
titulo, como um fator de diluicdo, por exemplo, é associado aos pontos da curva padrao,
oferecendo um valor comparativo para as amostras desconhecidas.

Neste contexto, o0 método proposto neste trabalho permitira enumeracéao celular
rapida e segura por quantificacdo absoluta de células de bradirrizébios em amostras de

interesse agricola.

III. MATERIAL E METODOS

Os protocolos, quando nao especificados pelo fornecedor dos kits ou reagentes,
foram fundamentados em (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Tais técnicas ndo oferecem
risco para 0 meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos padrdes de

biosseguranca (NB-1).

Parte I - Desenvolvimento da técnica de enumeracao celular baseado na
qaPCR

1. Descricao das amostras experimentais e suas finalidades

a) Inoculante Comercial para soja

Os inoculantes para soja armazenados por diferentes periodos foram utilizados
em experimentos em casa de vegetagao para determinar sua viabilidade em nodular
raizes da leguminosa sob condicdo de dessecacdo sobre sementes de soja, em
periodos distintos. A determinacdo do numero de células dos inoculantes puros foi
realizada por de plagueamento e qaPCR.
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b) Células de bradirrizébios adsorvidas na superficie das sementes de

soja

Durante a condicdo de dessecacdo a que os inoculantes foram submetidos, as
células de bradirrizobios aderidas nas sementes em cada periodo foram recuperadas s
lavando-as com agua, e apés diluicao seriada, o0 numero de células/ml foi determinado
e uma aliquota foi utilizada para qaPCR. As sementes sob dessecacgao foram plantadas
em casa de vegetacdo para avaliar a resisténcia e eficiéncia dos bradirrizobios em

nodular as plantas de soja quando sujeitos a condi¢cao de estresse.

c¢) Confeccao do plasmideo pGEM16SrDNA587

O plasmideo pGEM16SrDNA contendo o gene 16S rRNA de B. elkanii foi obtido
pela clonagem do produto de amplificagdo da regidao de interesse no DNA genémico de
B. elkanii e pGEM-T Easy utilizado para confeccao da curva padrao do PCR em tempo
real por diluicées seriadas. A finalidade da clonagem plasmidial foi obter uma cépia do
gene 16Sr RNA por plasmidio, para posterior quantificacdo de 16Sr DNA nas amostras
de interesse.

As diluicoes seriadas foram obtidas a partir de uma solugédo de pGEM16SrDNA
quantificado usando o Nanodrop ND-1000 (Roche). Com base na quantificacao inicial
foram estabelecidos valores dos titulos de cada diluicio e suas respectivas
concentracbes em ng/ul. Estes valores posteriormente inseridos no “Sequence
Detection Software” - SDS do ABI 7500 para obtencdo da curva padrdo. Os valores
foram gerados pela curva padrdo forneceram uma férmula a qual serviu como base

para os posteriores calculos.

d) Amostra de referéncia

Bradyrhizobium japonicum foi cultivado em laboratério em meio de cultura

especifico e utilizado como referéncia para as andlises comparativas de contagem por
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UFC e gaPCR. A determinacdo da qaPCR de amostras desconhecidas é realizada
somente com uma amostra previamente quantificada sem interferéncia de fatores

adversos a seu desenvolvimento para relaciona-la as amostras de interesse.

2. Extracao de DNA genomico de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587

Foi utilizado o protocolo segundo (MARMUR, J. 1961) dobrando a quantidade de
RNase nas reagdes. Células da estirpe B. elkanii SEMIA 587 foram cultivadas em meio
YMB (“Yeast-Manitol-Broth”) durante 72 h a 140rpm, em constante agitagdo orbital. A
suspensao contendo bactérias foi centrifugada a 12000xg por 30 min a 4°C. O
sedimento foi lavado com solugao salina (0,85%) para remogao de residuos de meio de
cultivo. Em seguida foram adicionados 20 mg/ml de lisozima, 10 mg/ml de RNAse e
SDS 20%, para lise da parede celular e da membrana plasméatica e a degradacao de
RNA. Acetato de sodio 3M foi adicionado, seguido pela extragdo com a mistura de 24:1
de cloroférmio e alcool isoamilico. A precipitagdo do DNA ocorreu adicionando-se
posteriormente um volume de isopropanol a amostra. As amostras foram centrifugadas
a 15.600xg por 30 min a 4°C, e em seguida lavadas com etanol 70%. O DNA obtido foi
seco a temperatura ambiente e dissolvido em 100 pl de 4gua ultra-pura. Apds extracao,
o DNA foi quantificado em Nanodrop e analisado em gel de agarose 0,8%. Os estoques
de DNA permaneceram a -20°C.

3. Amplificacao do DNA e purificacao do produto de PCR

A reacédo de PCR qualitativo foi realizada utilizando-se 20 ng/ul de DNA
gendmico de B. elkanii em uma reag¢do contendo: 2 mM de MgCly; 200 uM de dNTPs;
1U da enzima Taq polimerase; 2ul de tampao de reacao [10x]; 5pmol de cada
oligonucleotideo iniciador fD1 e rD1, contendo a seqliéncia de bases conforme descrito
por (WEISBURG et al. 1991): 5’-ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ e
5’-cccgggatccaagc TTAAGGAGGTGATCCAGCC-3’, para fD1 e rD1 respectivamente. As
condi¢cdes da PCR consistiram de: 1) 94°C por 5 min; 2) 35 ciclos de 94°C por 30 s
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(desnaturacao das fitas de DNA), 56°C por 40 s (pareamento) e 72°C por 90 s
(extensao); 3) 72°C por 5 min. A reagao foi conduzida em um termociclador, e ao
término as amostras foram analisadas em gel de agarose 1%.

A purificagdo do produto amplificado foi realizada para eliminar possiveis restos
de reacao que poderiam interferir no posterior seqienciamento. O produto foi purificado
utilizando-se o Kit GFX (GE Healthcare), seguindo as recomendagdes do fornecedor, e
ressuspendidos em 20 ul de agua ultra-pura.

4. Reacao de ligacao

O produto de PCR purificado foi utilizado para a reagéao de ligacao utilizando-se o
vetor pGEM-T Easy (Promega), o qual apresenta gene de resisténcia a ampicilina
(Amp), origem de replicacéo (ori), regiao lacZ (permite selecao de recombinantes) e é
preparado para posterior digestdo com EcoRIl (Figura 07). A reacédo de ligacao foi
realizada utilizando os parametros [1:1] para inserto:vetor (50 ng/ul); 5 ul de tampéao de
reacao [10x] e 1 ul de T4 ligase (3 U/ul). A reagéo foi mantida a 4°C em termociclador,
por 16 h.

Figura 07: llustracao do vetor pPGEM-T Easy (Promega).
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5. Transformacao em célula competente de Escherichia coli DH5a através

de choque térmico.

O produto da ligacéo foi adicionado a um tubo estéril contendo 200 pl de célula
competente (Escherichia coli DH5a). A mistura foi gentilmente homogeneizada e
incubada em gelo por 15 min. As células foram aquecidas em banho a 42°C por 90 s, e
imediatamente colocadas sobre o gelo por 2 min. Posteriormente foram adicionados
800ul de meio SOC e incubou-se a reagcao a 37°C, em constante agitacao de 220 rpm.
As células foram cultivadas em placas de meio de cultura sélido LB (Luria-Bertani)
contendo 50 mg/ml de ampicilina, 100 pl/placa de IPTG (isopropil-tio-B-D-
galactopiranosideo) 100 mM e 100 pl/placa de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-
galactosideo / 40 mg/ml em dimetil-formamida). As placas foram incubadas a 37°C
durante 16 h.

Apoés incubacdo, as colénias brancas foram selecionadas fenotipicamente entre
as azuis e os clones transformados foram repicados em tubo estéril contendo meio de
cultura liquido LB, mantidos em constante agitacdo orbital de 220rpm a 37°C durante
22 h. Apds o tempo de incubacdo, uma aliquota de cada clone foi transferida a tubos
contendo glicerol 40%, imediatamente congelados com nitrogénio liquido e estocados a
-80°C. As células restantes foram centrifugadas a 15.600xg por 15 min a 4°C, lavadas
com solucédo salina (0,85%) e novamente centrifugadas, como descrito anteriormente,

para proceder-se a extragao de DNA.

6. Extracao de DNA plasmidial

As células sedimentadas foram ressuspendidas em 100 pl de solucdo GET
gelada (50 mM glicose; 23 mM Tris-HCI — pH 8,0; 10 mM EDTA) contendo RNase (10
mg/ml) para degradagdo de RNA. Em seguida foram adicionados 200 pl de solugao de
lise celular preparada no momento da extragéo (0,2 N NaOH / 1% SDS). Ap6s suave
agitacao, adicionou-se 150 pl de KOAc 3M para precipitacdo do DNA plasmidial e em

seguida as amostras foram mantidas em gelo por 5 min. As amostras foram
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centrifugadas a 15.600xg, por 5 min a 4°C, e posteriormente, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. O DNA plasmidial foi precipitado com 1 volume de
isopropanol misturado por inversdo dos tubos. As amostras permaneceram em
temperatura ambiente apds centrifugacdo por 2 min, e em seguida procedeu-se uma
nova centrifugacdo como ja descrito. O sobrenadante foi descartado e 1 ml de etanol
70% gelado foi adicionado para lavar o DNA de possiveis residuos de solugdes
anteriores. Apds este procedimento, o DNA plasmidial foi seco a temperatura ambiente
por 10 min e, em seguida, ressuspendido em 30 pl de agua ultra-pura e estocado a -
20°C. As amostras foram analisadas em gel de agarose 0,8%.

7. Analise de restricao dos clones obtidos

A confirmagcdo da clonagem foi realizada numa reagdo de restricdo dos
plasmideos isolados utilizando-se a enzima EcoRI (BioLabs) para liberagdo do inserto.
A reagao continha: 180 ng do DNA plasmidial; 14 U da enzima EcoRl ( 1U € a
quantidade suficiente para digerir 1 ug de DNA em 1 h nas condi¢des de temperatura e
tampao especificos); 2 ul do tampéao de reacao [10x] (BioLabs), com um volume final de
15 ul de reagéo. A reagéo foi conduzida a 37°C por 3 h e analisada em gel de agarose
1%.

8. Reacao de PCR e sequenciamento do inserto 16S rDNA

As reaclOes de sequenciamento foram realizadas utilizando os oligonucleotideos
iniciadores especificos para o inserto 16S rDNA (fD1 e rD1) e o0s especificos para a
regido flanqueadora do inserto, oligonucleotideos T7 e SP6 “forward” e “reverse”, nas
condicdes apropriadas para um. Para os oligonucleotideos fD1 e rD1 a reagéo continha:
5 pmol de fD1 ou rD1; 90 ng ou 60 ng do produto clonado (duas reacdes); 1 ul de
DYEnamic (reagente terminador fluorescente para sequenciamento) e tampao de
reacdo. A reagcdo com os oligonucleotideos iniciadores T7/SP6 continha: 5 pmol de

cada oligonucleotideo; 0,5 pl de DYEnamic; 90 ng do produto clonado e tampao da
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reacdo. As reacdes totalizaram um volume de 10 pl cada e conduzidas em
termocicladores seguindo os ciclos de cada reacao separadamente. A reagéo para fD1
e rD1 contou com 35 ciclos consistindo de 95°C por 20 s (desnaturagéo); 56°C por 30 s
(pareamento) e 60°C por 2 min (extensao). A reacdo com os T7/SP6 contou com 40
ciclos consistindo de 95°C por 20 s; (desnaturagéo); 50°C por 15 s (pareamento) e 60°C
por 2 min (extensao). Apés amplificacdo, as amostras foram precipitadas com 80 pl de
isopropanol 75% e lavadas com 180 pl de etanol 70%. O produto foi seco em
temperatura ambiente durante 1 h. Em seguida adicionou-se 9 pl de Hi-Di-Formamida
para desnaturagdo das fitas de DNA a 95°C por 5 min, e imediatamente as mesmas
foram mantidas no gelo por 5 min. O sequenciamento automatico foi realizado em um

aparelho 3700 DNA Analyser ABI Prism (Applied Biosystems).

9. Analise do seqiienciamento

Os dados do eletroferograma gerado pelo sequenciador foram analisados pelo
programa PhredPhrap (EWING et al. 1998; EWING & GREEN, 1998) e Consed
(GORDON et al. 1998). Os mesmos geram sequéncias FASTA, que possibilitam seu
alinhamento. As sequéncias FASTA submetidas foram comparadas através da
ferramenta BLASTN com o banco de nucleotideos depositados no “Rhizobase” — “The
Genome Database for Rhizobia”.

10. Oligonucleotideos iniciadores para a qaPCR

Os oligonucleotideos iniciadores para a qaPCR foram desenhados pelo
alinhamento das sequéncias de 16S rDNA presentes do banco de dados “Rhizobase”
com o programa Clustalx. Parte da regido consenso entre os bradirrizobios foi
selecionada e submetida ao programa “Primer Express software”, versao 2.0 (Applied
Biosystems Foster City, EUA). Os oligonucleotideos foram sintetizados pela “Bioneer
Oligo Synthesis”. A sequéncia foi a seguinte: 1) RT16SrRNA-F: 5'-
TTAGCCGTCGGGCAGTTTAC-3’; e 2) RT16SrRNA-R: 5’-
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CCCAGGCGGAATGTTTAATG-3, o que amplifica a regido 16S rDNA no DNA

gendmico bacteriano.

11. PCR qualitativo para validar o RT-16S rDNA usado na qaPCR

Foi realizada uma PCR qualitativa para validar o par de oligonucleotideos
iniciadores 16S rDNA antes de usar nas reacdoes de PCR em tempo real. Foram
utilizados diferentes concentracées de DNA gendémico de B. elkanii SEMIA 587, a
saber: 20, 10 e 5 ng; 200 uM de cada dNTP; 2,5 ul de tampao de reacédo [10x]
(Fermentas); 1,5 mM de MgCl,; 0,5 U da enzima Taq polimerase (produzida no LBMP —
Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas) e 0,2 uM ou 0,4 uM dos
oligonucleotideos. As reacdes foram realizadas em réplicas. As amostras
permaneceram em termociclador utilizando o programa: 1) 94°C por 5 min; 2) 35 ciclos
de 94°C por 30 s, 56°C por 40 s e 72°C por 90 s; 3) 72°C por 5 min. Para as reagdes
utilizando-se DNA plasmidial como molde, as quantidades do mesmo foi de 10 e 5 ng,
mantendo-se as demais condi¢des da reacao. Ao término de cada reagdo, as amostras

foram analisadas em gel de agarose 2%.

12. Otimizacao da reacao por PCR quantitativo em tempo real para o

oligonucleotideo iniciador 16S rDNA

A analise dos oligonucleotideos iniciadores foi realizada por amplificagdo em
PCR em tempo real nas seguintes concentra¢des: 100, 200, 400, 600 e 800 nM. A
reacao de PCR para validar o RT-76S rDNA foi também analisada em gel de agarose
2%. As amostras amplificaram com sucesso a regidao 716S rDNA. A concentragdo de
DNA plasmidial pPGEM16SrDNA molde, variou entre 501,3 ng/ul a 0,23 ng/ul, e as
condigbes de amplificagcdo ocorreram conforme o aparelho ABI 7500: 1) 40°C por 2 min;
2) 95°C por 10 min; 3) 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min (Applied

Biosystems).
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13. Curva de dissociacao

A especificidade do oligonucleotideo iniciador € especialmente importante
quando a PCR em tempo real estd associada com SYBR Green |. Este corante
intercalador ndo é especifico e detecta todos os fragmentos de DNA dupla fita como
dimeros de oligonucleotideos ou produto de amplificacdo de DNA nao especifico a
partir de outras linhagens. Dissociacées sdo geradas no fim da qaPCR por aumento
progressivo da temperatura na reagdao, calculando a propor¢cdo de emissdao da
fluorescéncia do repérter, obtendo o nivel de especificidade do oligonucleotideo

indiretamente através da desnaturacdo do amplicon gerado.

14. Estabelecimento da curva padrao para quantificacao absoluta por PCR

em tempo real

A curva padrao foi gerada pela amplificacao do gene 16S rDNA a partir do inserto
pGEM16SrDNA nas diluicdes seriadas com fator de [1:3], como ilustra a tabela 01. As
diluicdes seriadas de [1:3] partiram da quantificacdo inicial do pGEM16SrDNA pelo
Nanodrop. Com base na quantificagdo inicial foram estabelecidos valores dos titulos de
cada diluicdo e suas respectivas concentracbes em ng/ul, valores posteriormente
inseridos na planilha do “Sequence Detection Software” (SDS) do ABI 7500 (Applied
Biosystems) para obtencdo da curva padrdo. Os dados gerados pela curva padrao
forneceram uma reta padrao através de regressao linear, integrando os valores de Ct
(“Cycle threshold”) no eixo das ordenadas e o logaritimo da concentragcdo de DNA no
eixo das abcissas. A formula da regressao linear desta reta-padréo (y=mx + b) serve
como base para os calculos posteriores na determinacao de amostras desconhecidas.
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Tabela 01: Diluicdo seriada do DNA plasmidial pPGEM16SrDNA587 e seus valores de
titulo e concentracdo submetidas a reagdo qaPCR para confec¢ao da curva-padrao.

pGEM16SrDNA587

Nome Dilui¢ao Concentracao  Fator Titulo
P1 36 pl pDNA 557 ng/ul+4 pl agua 501,3 ng/ul 3x 1
P2 10 ul P1 501,3 ng/ul+ 20 pl agua 167,1 ng/ul 3x 0,33
P3 10 ul P2 167,1 ng/ul + 20 ul 4gua 55,7 ng/ul 3x 0,11
P4 10 ul P3 55,7 ng/ul+ 20 pl agua 18,56 ng/ul 3x 0,037
P5 10 ul P4 18,56 ng/ul + 20 ul 4gua 6,19 ng/ul 3x 0,0123
P6 10 ul P5 6,19 ng/ul+ 20 pl 4gua 2,06 ng/pul 3x 0,0041
P7 10 ul P6 2,06 ng/ul + 20 pl agua 0,69 ng/ul 3x 0,00137
P8 10 ul P7 0,69 ng/ul + 20 pl agua 0,23 ng/ul 3x 0,000457

15. qaPCR do 16S rRNA presente no DNA genémico da amostra de
referéncia para correlacio com o namero de células/ml determinado por
UFC

Para determinacdo de amostras desconhecidas em quantificacdo absoluta, €
preciso uma amostra previamente quantificada para relaciona-la as amostras
desconhecidas. Uma amostra de B. japonicum foi submetida a andlise de gqaPCR e
nomeada de amostra referéncia. Para produzir a referéncia, B. japonicum esteve
inicialmente cultivada em frasco de erlenmeyer de 500 ml com 150 ml de meio de
cultura liquido YML autoclavado. O frasco com meio YML inoculado foi mantido em
constante agitacdo a 140 rpm em agitador orbital onde a temperatura permaneceu a
28°C durante 48 h. Medidas de pH, densidade Optica e turbidez foram tomadas. Este
primeiro cultivo consistiu no pré-inoculo.

O meio de cultura liquido YML foi preparado e colocado em frasco de erlenmeyer
de 1L com um volume exato de 135 ml, autoclavado e resfriado em temperatura
ambiente Em seguida 15 ml do pré-inoculo foi adicionado ao meio fresco. O in6culo
com 150 ml foi mantido em constante agitacdo a 140 rpm em agitador orbital onde a
temperatura permaneceu em 28°C durante 48 h. Foi retirado desta cultura 1 ml para

diluicdo seriada, e 30 ml para extracdo de DNA. Posterior ao seu cultivo, analises
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bioquimicas, microbiolégicas e determinagcao de numero de células/ml por UFC foram
realizadas. As células para extragdo de DNA foram lavadas com solucao salina 0,85%,
sedimentadas e congeladas a -20°C. A quantificagdo da amostra de DNA da referéncia
foi realizada em Nanodrop e em seguida submetida a quantificacdo absoluta em tempo

real.

16. Quantificacao absoluta das amostras desconhecidas

As amostras desconhecidas foram submetidas a extracdo de DNA gendmico
conforme descrito e posteriormente, foram conduzidas a qaPCR. As amplificagdes
foram realizadas, em termociclador para PCR em tempo real (Applied Biosystems, 7500
Real Time PCR System), em ftriplicata para cada uma das amostras, utilizando-se
12,5 pl de Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, EUA). A amplificagdo
foi realizada iniciando-se com uma incubagdo a 50°C por 2 min, seguida de
desnaturacéo a 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 60 s. Para
verificagdo interna da reacdo foi utilizado um controle negativo, no qual nao foi
adicionado DNA. Os resultados das amplificagcdes das amostras (valores dos Cts) pela
gaPCR foram analisadas no “Sequence Detection Software” (Applied Biosystems,
Foster City, EUA).

17. Analise dos dados

Os resultados das amplificagées das amostras (valores dos Cts) pela gaPCR
foram analisados no “Sequence Detection Software” (SDS) (Applied Biosystems, Foster
City, EUA). Os pontos dos Cts gerados na PCR das amostras desconhecidas foram
relacionados com os Cts da curva padrdo, calculados por meio da equacado de
regressao linear da reta. Os valores das amostras foram calculados seguindo as
recomendacdes da Applied Biosystems e LIVAK & SCHMITTGE, 2001. A determinacao
das quantidades de 76S rDNA (ng/ul) nas amostras desconhecidas foi obtida pela
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equacao da curva padrao: y=mx+b, onde “y” corresponde ao Ct ; “m” representa a
inclinagdo da curva e “b” corresponde ao ponto de intercessao dos eixos da curva.
Baseado no estabelecimento da curva padrao pelo pGEM16SrDNA por gaPCR e
das analises microbiolégicas de gaPCR da amostra de referéncia, foram determinados
3 paréametros:
a) nanogramas de 16S rDNA em relagéo ao numero de células/ml ;
b) concentracao ou rendimento de 16S rRNA no volume (ml) da amostra inicial;
c) porcentagem de 16S rRNA presente no DNA total genémico.
De acordo com os parametros estabelecidos foi realizada a analise comparativa com as
amostras de interesse.

O diagrama das etapas do experimento esté ilustrado na figura 10.

Parte II- Aplicacao da técnica de enumeracao celular por qaPCR em analises
fisiolégicas

1. Inoculantes

Para o teste de eficiéncia de nodulagédo foram utilizados diferentes amostras da
formulacédo liquida que compdem inoculantes comerciais para soja (BioRhizo Soja),
contendo células bacterianas das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5079 e armazenados
nos diferentes periodos nas condigdes apropriadas para comercializagdo (Figura 08).
Para os estudos de associagao simbidtica, foram utilizados sementes de soja cultivar M-
SOY 8000RR, inoculada segundo recomendacao do fabricante com inoculantes de 1, 2
e 4 anos a partir da data de fabricacdo. Um volume de 1 ml de cada inoculante foi

retirado para posterior extracdo de DNA.



29

meio puro sem
1 ano 2 anos 4 anos inoculacao

Figura 08: Inoculantes Comerciais para soja em diferentes periodos de armazenamento
(BioRhizo Soja).

2. Ensaio de resisténcia a dessecacao

Sementes de soja (G. max) foram inoculadas com formulacdo comercial liquida
para soja sob diferentes tratamentos e em diferentes periodos de armazenamento. Foi
adicionado ciclohexamida a mistura do inoculante junto as sementes. A ciclohexamida
foi relatada pela primeira vez em 1946 por WHIFFEN, BOHONAS e EMERSON, sendo
isolada de Streptomyces griseus. Nos eucariontes, o antibiético ciclohexamida inibe a
sintese de proteinas no citoplasma, e nos procariontes a sintese protéica é inibida por
cloranfenicol e ndo pela ciclohexamida. As atividades da ciclohexamida estao
relacionadas com seu alto poder de inibicdo da sintese de proteinas por impedir a
liberacdo do t-RNA desacilado do sitio peptidil (P) do ribossomo dos eucariotos.
Segundo STRYER (1998), a ciclohexamida inibe a sintese de proteinas, pois inibe a
atividade da pepitil-transferase da subunidade 60S do ribossomo. A ciclohexamida nao
interfere em aspecto algum nas atividades normais de procariotos.

O ensaio de dessecacao foi realizado conforme descrito por REVELLIN et al.

(1993), adaptado para inoculante liquido.



30

Células de bradirrizébios presentes nos inoculantes biolégicos foram submetidas
a diferentes periodos de dessecacdo sobre sementes de soja inoculadas conforme
recomendado pelo fabricante na presenca de ciclohexamida (1 mg/ml). Foi utilizado o
inoculante comercial BioRhizo Soja com diferentes idades, a partir da data de
fabricacdo, a saber 1, 2 e 4 anos. O ensaio de dessecacdo avaliou a aderéncia e
sobrevivéncia das células quando incubadas sobre as sementes de soja por diferentes
tempos. A observagdo das células viaveis se deu pela visualizagdo de unidades
formadoras de colénias em placas contendo meio “Yeast-Mannitol-Agar” (YMA). O
plantio foi realizado em casa de vegetagdao com seis repeti¢cdes (Figura 09).

Foram utilizados 50 g de sementes de soja misturadas a 300 pl de inoculante,
200 pl de ciclohexamida e 1500 pl de agua estéril, em um recipiente de vidro, e em
seguida homogeneizados. As sementes foram distribuidas em 4 recipientes de vidro
estéreis (50 sementes cada) de 125 ml incubados em temperatura ambiente por 0, 4, 24
e 48 h. Para cada periodo de dessecacao, 18 sementes foram retiradas para o estudo
de nodulagdo em casa de vegetacao (3 sementes por tubete). O cultivo das plantas de
soja foi realizado em tubetes preenchidos com vermiculita autoclavada, com 6
repeticoes para cada tratamento, onde permaneceram 28 dias ap6s plantio e
inoculacao. O ensaio de dessecacao foi realizado com a ressuspensao das células sob
50 sementes. As sementes foram ressuspendidas em 2 ml de agua estéril e procedeu-
se a diluicao seriada para posterior plaqueamento e contagem de células.
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Figura 09: Plantio e cultivo de sementes de soja oriundas dos ensaios de resisténcia a
dessecacao.

3. Enumeracao de células das amostras submetidas ao ensaio de dessecacao

pelo método de plaqueamento

Foram utilizados amostras da ressuspensao de células referente a cada periodo
de dessecacado sobre sementes de soja. Para contagem do numero de células/ml nas
amostras, foi determinado a UFC, através do processo de diluicdo seriada, onde foram
retirados 100 ul de cada amostra e adicionados a um microtubo estéril contendo 900 pl
de agua pura. A suspensao foi homogeneizada através de 05 pipetagens sucessivas
originando uma solugdo 10", Posteriormente, foram retirados 100 pl da solugéo 107" e
misturados com 900 pl de agua estéril, seguindo o procedimento descrito anteriormente
originando a diluicdo 102. O processo de diluicdo foi realizado sucessivamente até a
obtencdo da diluicido 10™*. Aliquotas de 100 pl das diluices 102, 10° e 10™* foram
distribuidas em placas de Petri contendo meio YMA (VICENT, 1970). Este
procedimento foi realizado em triplicata. Apds a inoculagcao, as placas foram mantidas
invertidas em B.O.D. a 28°C durante 10 dias, quando foi realizada a contagem das UFC
para o calculo do numero de células/ml, o qual foi determinado através da férmula: n°
células/ml = n°de UFC x fator de diluicao x 10.



32

O volume restante de cada amostra de células ressuspendidas, a partir das
sementes de soja, foi sedimentado e lavado com solugao salina (0,85%) para posterior

extracao de DNA.

4. Massa dos nodulos e isolamento de bacteridides

Inoculante liquido comercial para soja contendo as SEMIAs 587 e 5079, com
data de validade de 24 meses, foi utilizado para inoculagdo em sementes de soja. O
inoculante foi misturado a semente seguindo instru¢cdes do fabricante (100 — 300 ml/50
Kg sementes). Em seguida, as sementes foram plantadas em tubetes com substrato
vermiculita previamente autoclavado. Em cada tubete foram plantadas 03 sementes
com a mistura do inoculante, aguadas sempre com agua destilada 03 vezes por
semana, sem reinoculacdao durante 35 dias e o desbaste foi efetuado quando
observamos necessidade, permanecendo assim, uma unica planta por tubete. Dado o
tempo de 35 dap (dias apéds plantio) as plantas foram colhidas da casa de vegetacgao.

O peso fresco dos nddulos produzidos foi determinado em balanga analitica, e
em seguida desinfestados. Os nodulos foram separados de forma a se ter apenas 01
unico nodulo por tubo de 1,5 ml. ApGs a desinfestacdo dos nodulos, foram adicionados
a cada amostra 50 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP — elimina compostos fendlicos
liberados pela planta) e 01 ml de solugao salina (0,85%) para macerag¢do dos nddulos
com auxilio de bastdo de vidro estéril para extracdo e isolamento de bacteridides
contidos em um ndédulo. Posteriormente as amostras das células de bacteridide foram

sedimentadas e congeladas em -20°C para extracdo de DNA.
5. Extracao de DNA das amostras desconhecidas e qaPCR
As amostras selecionadas conforme descrito nos itens 1, 3 e 4 foram submetidas

a extracdo de DNA genbmico, a partir dos volumes determinados de cada amostra,
modificado a partir de MARMUR, J. (1961). O DNA resultante foi conduzido a andlise
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por qaPCR para dosagem do 16S rRNA, em cada amostra desconhecida. As reagdes

de qaPCR foram realizadas em triplicata.

Figura 10: Diagrama ilustrando as etapas do experimento.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte I — Preparaciao do plasmideo pGEM16SrDNA587

1. Analise da amostra de DNA genomico e do produto 16S rDNA

O perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose do DNA gendmico de B. elkanii
SEMIA587 esta na figura 11A. O DNA gendmico ndo apresentou contaminagao por
RNA e mostrou-se integro, apds o processo de extracao.

A amplificacdo da regiao do 16S rDNA foi realizada com uma solucdo de DNA
gendmico na concentracado de 20 ng/ul. O produto da PCR obtido foi uma banda unica
de 1,5 Kb ndo apresentando restos de reacdo como dimeros e fragmentos inespecificos
(Figura 11B).

Figura 11: Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da amostra de DNA genbémico
Be587 (A) e do produto 16S rDNA amplificado por PCR (B).
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2. Clonagem do 16S rDNA em vetor plasmidial

Ap6s purificacao do produto de PCR, foi realizado uma ligacao em vetor pGEM-T
Easy (Promega) e o produto ligado ao vetor foi inserido em célula competente de E. coli
DH5a. A transformacéo resultou em 05 clones, que foram coletados e estocados em
glicerol 40% a -80°C. Uma aliquota dos clones foi utilizada para extracao de DNA
plasmidial. A qualidade do DNA plasmidial foi analisada em gel de agarose 0,8%. A
extracdo plasmidial obteve éxito, sem contaminagédo de DNA genémico e/ou restos de
reacao.

Posteriormente, o DNA plasmidial foi utilizado em uma reagdo de restricao,
utilizando a enzima EcoRI (Biolabs). Esta enzima permite a liberagdo do inserto, cuja
presenca ou auséncia foi verificada através da visualizagdo em gel de agarose 1%. Dos
05 clones iniciais, os clones 02 e 03 ilustrados na figura 12 foram selecionados para
sequienciamento, devido a presenca do fragmento de 1,5 Kb e do vetor pGEM-T Easy
(3015pb), confirmado assim éxito na ligagao realizada anteriormente entre DNA e vetor

de ligacao (Figura 12).

30000bh

1Kh 2 3
'—-“——-

—
15000b )
-

Figura 12: Perfil eletroforético da restricdo dos clones 02 e 03 em gel de agarose 0,8%.
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3. Sequenciamento automatico e analise dos clones obtidos

A reacado de PCR de sequenciamento foi realizada com os oligonucleotideos
iniciadores do vetor (T7 e SP6) e do gene 16S rRNA (fD1 e rD1). Por meio do programa
BLASTN, que permitiu a comparagao com sequéncias de nucleotideos ja depositadas
no banco de dados, foi constatado que a sequéncia obtida possui 97% de identidade
com Bradyrhizobium sp (Figura 13 B).

Os dados obtidos confirmaram o género da bactéria em estudo, uma vez que o
DNA molde foi originado de B. elkanii (Figura 13 A). O plasmideo contendo o gene 16S
rDNA clonado foi denominado pGEM16SrDNA587. A obtencdo deste plasmideo
permitiu seguranga de se conduzir a curva padrao de gaPCR com uma amostra de DNA
molde contendo apenas uma cépia do gene alvo por replicon.

A analise de alinhamento entre a sequéncia consenso do 76S rDNA dos
diferentes rizdbios, com o fragmento deste gene clonado em vetor pGEM-T Easy
(PGEM16SrDNA587) e o amplicon gerado por qaPCR é mostrada na figura 13 C. Este
resultado mostrou similaridade entres estas seqUéncias e comprova que 0s
oligonucleotideos iniciadores desenhados para gqaPCR alinham com o fragmento

16SrDNA clonado, o qual foi utilizado para confeccao da curva padréo.
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>g1]146189981|emb|CU234118.1| Bradyrhizobium sp. B
ORS278, complete sequence
Length = 7456587
Score = 1552 its (783), Expect = 0.0
Identities = 873/899 (97%), Gaps = 3/899 (0%)

Figura 13: (A) Resultado do seqlienciamento do 16S rDNA pelo Rhizobase. (B) 97% de
similaridade com Bradyrhizobium sp. (C) Alinhamento das sequiéncias 16S rDNA
consenso, amplicon qaPCR e do fragmento clonado em pGEM-T Easy, pelo programa
Clustralx.
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Parte II — Quantificacao absoluta por PCR em tempo real (qaPCR)

1. Confeccao da Curva Padrao através de pGEM16SrDNA587

O método qaPCR permite a determinagdo da quantidade absoluta de uma
seqléncia alvo de acido nucléico de uma amostra desconhecida. Para a determinagao
de quantidades das amostras desconhecidas é preciso confeccionar uma curva padrao
com quantidades pré-estabelecidas. Os valores fornecidos pela qaPCR das amostras
desconhecidas sdo comparadas aos valores da curva padrdo determinando a
quantidade das mesmas com base na equagao da curva. Plasmideos sdo comumente
utilizados para preparar um padrao absoluto. Neste trabalho, pGEM16SrDNA587 teve
sua concentracdo determinada por outra ferramenta quantitativa, através da leitura em
Nanodrop ND-1000. Posteriormente, foram realizadas diluigbes seriadas obtendo
valores de todas as concentragdes e titulos como fatores de diluicao, resultando ao
final, uma correspondéncia entre estes valores e um valor de Ct (“Cicle Threshold”) do
inicio da amplificacdo na fase exponencial.

LIVAK e SCHIMITTEGEN (2001) afirmam que a quantificacdo absoluta
determina o numero de copias de um alvo de interesse relacionando o sinal emitido
pela PCR com os dados fornecidos pela curva padrdo. Para GIULIETTI et al. (2001) os
padrées sao derivados de DNA plasmidial purificados, RNA transcrito in vitro ou ssDNA
sintetizado in vitro. Os métodos correntes na produgdo padrdo para a quantificacdo
absoluta em tempo real podem ser tecnicamente tediosos (GIULIETTI et al. 2001),
envolvendo clonagem molecular da seqiéncia alvo em sistema de vetor especifico e
amplificacdo em E. coli. Outrossim, pode-se dizer que a elaboragdo de curvas padrao
para qaPCR é laboriosa e dispendiosa, mas, nunca tediosa.

LEONG et al. (2007) desenvolveram um estudo introduzindo outro método de
quantificacdo absoluta para quantificar copias de mRNA usando técnicas de PCR em
tempo real que nao envolvem etapas de clonagem molecular para obtencdo de um
padrao. Este método foi realizado utilizando fita dupla de DNA purificado apés PCR

convencional, contendo a sequéncia do gene alvo. O mRNA do controle positivo foi
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transcrito em cDNA e desenhados oligonucleotideos iniciadores apropriados a regiao de
interesse. A seqUéncia alvo foi amplificada pelo método de PCR convencional. O
produto da reacao de PCR foi confirmado em gel de agarose e a banda de interesse foi
isolada do gel, submetida ao sequenciamento confirmando a sequéncia alvo. Os
produtos de dsDNA foram quantificados e diluidos através de diluicdo seriada para a
producdo da curva padrao. Os autores concluiram que a quantificagdo absoluta com
PCR em tempo real resultou em melhor seguranca do que a metodologia de PCR
qualitativo. Por este método, ndo houve a necessidade de incorporar etapas de
clonagem molecular no protocolo para quantificar a expressao génica por gaPCR por
estes pesquisadores.

Contudo, utilizando gqaPCR a partir da clonagem molecular do alvo em
plasmideo, WHELAN et al. (2003) obtiveram um bom coeficiente de correlagdo (R =
0.9956), e detectaram entre 8 e 1,6 x 10’ moléculas de DNA plasmidial. LEONG et al.
(2007) obtiveram R°= 0.9964, sem a realizacdo de etapas de clonagem molecular para
a construgdo de uma curva padrdo, mostrando assim que a clonagem do alvo em
plasmideo é em muitos casos desnecessario.

YUN et al. (2006) utilizaram DNA gen6émico (gDNA) de amostras de tecido de
camundongos para a confecgdo da curva padrdo em PCR quantitativo, para validar a
expressdo de RNAm de genes identificados em microarranjos e determinar copias de
genes em células de camundongos transgénicos. Consideraram essencial confeccionar
oligonucleotideos altamente especificos para a seqiéncia alvo de interesse, isenta de
introns, no caso de eucariotos. A curva padrdo gerada apresentou R° = 0.999 e
inclinagdo de -3.329. Desde que todas as sequéncias de genes para uma dada espécie
sejam representativos, gDNA serviu como um padrdo universal para a quantificagéo
absoluta de alguns genes expressos.

Enquanto gDNA tém a vantagem de representar uma fonte para inimeros genes
alvo, também contém um excesso de sequiéncias nao-alvo. Em contraste, plasmideos
ou cDNA padrbes contém uma soma relativamente pequena de seqiéncias nao-alvo. A
eficiéncia da qaPCR é afetada pela complexidade de materiais nos quais o alvo é

amplificado, tanto a quantidade como a composicdo de origem do DNA. A PCR em
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tempo real é inibida em altas concentragoes de gDNA. Nestas circunstancias, os efeitos
inibitérios podem ser superados pela fragmentacdo moderada do gDNA, a qual remove
algumas de suas complexidades.

Com base nos resultados de YUN et al. (2006) testou-se inicialmente neste
trabalho, construir uma curva padrao utilizando gDNA da bactéria B. elkanii. Contudo,
os resultados obtidos nao foram satisfatorios, ja que ndo houve uma correlagdo entre as
diluicbes seriadas e o decréscimo nos niveis de deteccado das sequéncias alvo, 16S
rDNA.

Neste trabalho, optamos pela clonagem molecular do gene 16S rRNA de B.
elkanii. Foi testado o método sem a clonagem molecular em plasmideo, porém, ao
clonar o gene os resultados apresentados foram melhores, uma vez que cada
fragmento opera uma cépia.

TOLEDO et al. (2009) utilizaram o 16S rDNA para a caracterizagdo de rizdbios
indicados para a producao de inoculantes, por meio do sequenciamento parcial deste
gene, e afirmaram que a caracterizagdo de estirpes da colecdo que considera genes
conservados e simbioticos € essencial para comparar e identificar os rizobios nativos do
solo brasileiro. Essa classificacdo pode ser realizada com marcadores moleculares. O
produto do gene 16S rRNA é o principal componente da subunidade ribossémica menor
dos procariotos (BROSIUS et al. 1978), constituida por moléculas de &cido ribonucléico
e proteinas, a qual é parte da maquinaria celular responsavel pela sintese protéica.
Este gene estd presente em todas as bactérias, apresentando caracteristicas
conservadas ao longo da evolucao, e pode servir como indicador de como 0s
microrganismos evoluiram (OLSEN & WOESE, 1993). Gene do RNA ribossomal, em
particular o 16S rRNA, sao usados extensivamente para identificar estirpes de bactérias
em amostras ambientais complexas (THERON e CLOETE, 2000; RUDI et al. 2000).

Diversas técnicas baseadas no 16S rDNA para quantificar bactérias sao
utilizadas, como a PCR em tempo real com o detector SYBR Green I, que prové um
método sensivel e preciso (HEIN et al. 2001; STUBNER, 2002; NEWBY et al. 2003;
MORILLO et al. 2003; DE MEDICI et al. 2003). No presente trabalho, o DNA plasmidial
pGEM16SrDNAS587 foi utilizado para a construgdo da curva padrdo para qaPCR. A
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concentragdo do DNA plasmidial foi determinada através de espectrofotémetro
Nanodrop ND-1000 e o valor fornecido foi de 557 ng/ul. O pGEM16SrDNA587 foi
submetido a diluicdo seriada com fator de diluigdo [1:3], e a curva padrao (Figura 14) foi
gerada pela amplificacdo de cada diluicdo, alcangando pontos de 167,1-0.69 ng/ul
(Tabela 02). Valores de Ct foram determinados e plotados contra uma e com um
coeficiente de regressdo linear (R?) 0.992498 e inclinagéo de -3.333453.

A molécula intercalante SYBR Green emitiu fluorescéncia repoérter que foi
determinada ao final de cada ciclo da PCR. O “cycle treshold” (Ct) é definido como o
namero do ciclo nos quais a reacdo inicia a sua fase exponencial de amplificacao,
cruzando o “threshold” (limiar) que é definido pela linha de inicio de sinais gerados. Em
todas as reagoes foi utilizado o corante ROX como referéncia passiva, o qual normaliza
a fluorescéncia presente no meio e a fluorescéncia do repdrter. A eficiéncia da

amplificacao foi determinada pela formula:
E = (107"5"°P% _1) x 100%

A eficiéncia €, entretanto definida através da inclina da curva de -3.33,
assumindo 100% de amplificacao.

A eficiéncia de amplificacao alcancada nas reacées qaPCR para a sequéncia
alvo 16SrDNA587 clonada foi de 1,24 (E= 1,24), correspondendo a 124%. Segundo
Pfaffl (2004), a eficiéncia da PCR deve ser de E= 100+ 20%, correspondente a -3,6 <
inclinacao < -3,1. Assim, pode-se destacar duas propriedades importantes desta curva-

padrao que nos permitiu obter resultados com alta confiabilidade e precisao:

Coeficiente de Eficiéncia da
Correlagio Linear (R?) amplificagdo (E)
0,9924 1,2497
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Figura 14: Curva padrao obtida na qaPCR por diluicAdo seriada de DNA plasmidial

pGEM16SrDNA5S7.

Tabela 02: Resultados obtidos nas réplicas das diluicbes por qaPCR para a curva

padrao.

Padrao Ct Desvio Padrdao Titulo DNA (ng/ul) Tm
P7 34,11+ 0,258 0,258 1,37E-03 0,69 78,4
P7 34,48+ 0,258 0,258 1,37E-03 0,69 78
P6  31,57+0,235 0,235 4,10E-03 2,06 78,4
P6  31,23+0,235 0,235 4,10E-03 2,06 78,4
P5 29,73+0,028 0,028 1,23E-03 6,19 78
P5 29,69+ 0,028 0,028 1,23E-03 6,19 78,4
P4 27,01£0,143 0,143 3,70E-02 18,56 78
P4 27,21+ 0,143 0,143 3,70E-02 18,56 78
P3 2417+ 0,617 0,617 1,11E-02 55,7 78
P3 25,04+ 0,617 0,617 1,11E-02 55,7 78
P2 22,98+ 0,574 0,574 3,33E-01 167,1 77,7
P2 22,17+ 0,574 0,574 3,33E-01 167,1 77,7
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A férmula da reta padrao determinada pelo calculo de regressao linear para a
curva padrao gaPCR é,

y=mx+b

Na qual y representa o Ct, m é o valor da inclinagdo da curva, b € a intercesséao
dos eixos, € o valor de x determinara a concentracdo em escala logaritima da amostra
de interesse. Os valores obtidos pela curva padrdao gerada neste trabalho sao

representados pela equacgao da reta, a saber:
y =-3.333453x + 29.124838

A intercessao é o ponto onde o eixo do grafico que define a concentracdo em
valores logaritimos, cruza com um determinado Ct no ponto zero da escala logaritima
(abscissa), o0 qual apresentou o valor de 29.124838. Valores dos dados dos graficos de
regressao foram exportados para a Microsoft Excel para uma analise somatéria em
termos de resultado, permitindo explorar e enriquecer os dados gerados pela gaPCR
através de outros métodos de confeccdo de retas padrdo, ndo limitando a analise
somente ao software em questdo. Foram geradas quatro curvas, duas delas pelo
software SDS e as outras duas pelo Microsoft Excel (Figura 15 e 16). Todas
apresentaram coeficiente de regressao linear (R?) = 0.97, portanto qualquer das curvas
padrao poderia ser usada para quantificar as amostras desconhecidas. Utilizamos a
Curva Padréo ilustrada na figura 14.
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Figura 15: Curvas padrao obtidas pela diluicao seriada de DNA plasmidial com fator de

diluicdo de [1:3] pelo software SDS (Applied Biosystems).
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Figura 16: Curvas padrao obtidas pelos dados da diluicdo seriada do DNA plasmidial
de [1:3] em Microsoft Excel.

2. Especificidade do par de oligonucleotideos iniciadores RT16SrDNA

utilizado na qaPCR através da Curva de Dissociacao

A especificidade do par de oligonucleotideos RT 16S rRNA foi analisada pela

curva de dissociacdo gerada apos reagdo de PCR em tempo real. O pico da curva

ocorreu na temperatura de fusdao de 78°C correspondendo a um unico amplicon. A

andlise das curvas de dissociacdo apds cada corrida de PCR em tempo real nao

revelaram outro pico, indicando que os oligonucleotideos produziram apenas 1
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fragmento de PCR (Figura 17). Também verificou-se qual a melhor concentracdo de
oligonucleotideo para o desenvolvimento da amplificacdo por gaPCR (Figura 18). Tendo
em vista que em 800 nM de oligonucleotideo obtivemos menores valores de Ct (30),
otimizamos as reacdes posteriores com 1000 nM de cada par de oligonucleotideo.
Quanto menor o Ct maior a quantidade de DNA utilizada na reagédo antecedendo a fase
exponencial na PCR.

Dissociation Curve

0.06
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0.04

0.03

0.02

Deriv ative

0.01

0.00

-0.01

60 95

Temperature (C)
Figura 17: Curva de dissociacdo gerada para produto de PCR obtido com o par de
oligonucleotideos iniciadores RT16SrDNA.



46

Ealis Fin va Lytia

400=

=200
100

) R
2

1. De004 = S
1 2.3 4 8 B T 0 @ 10193131418 PR 17 18 1920 3 37 12 324 35 36 1T 38 30 30 H 31730 M 14 36 3T 10 18 40

Cycle Mumber
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Figura 18: (B) Otimizag&o do oligonucleotideo RT16SrDNA a 400 nM, 600 nM e
800 nM.

3. Determinacao do namero de moléculas plasmidiais pGEM16SrDNA587

O gene 16S rRNA utilizado neste trabalho vem sendo aplicado extensivamente,
como discutido anteriormente, em analise filogenéticas por possuir regides conservadas
e variaveis, além de ser comum a todas as bactérias. Entretanto, um fato tem que sido

observado é que multiplas copias deste gene estdo freqlientemente presentes em
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determinadas bactérias. Estas copias gendmicas podem diferir em suas sequéncias de
DNA nas regides distintas.

CASE et al. (2007) ao explicarem a existéncia de multiplos operons do 16S rRNA
levantaram a hipdtese de que esta ocorréncia permite um efeito multiplicador na
traducao, permitindo que uma bactéria cresga rapidamente em resposta a mudancas
ambientais, e a diferenciagdo funcional entre operons de rRNA tem permitido a
expressao diferencial de operons do rRNA também em resposta a mudancas
ambientais.

DELROISSE et al. (2008) realizaram quantificacdo de bactérias presentes no
trato gastrointestinal de ratos pela técnica de PCR em tempo real. O método foi
desenvolvido baseado no 716S rDNA para detectar e quantificar estas bactérias em
amostra fecal. Os oligonucleotideos iniciadores foram construidos com base nas
regides variaveis da sequéncia do gene 76S rRNA para detectar alguns grupos de
microrganismos predominantes no trato gastrointestinal dos ratos. Concluiram que a
PCR em tempo real é a técnica mais sensivel e precisa para quantificagcdo extensiva de
Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp.

Considerando estes fatores, além da determinagdo em ng/ul do DNA
pGEM16SrDNA587 para as analises de amostras com concentracdes desconhecidas, é
importante ressaltar a necessidade de se conhecer o numero de moléculas plasmidiais
pGEM16SrDNA587 por microlitro de amostra. Uma vez que cada plasmideo contém
apenas um inserto, portanto, uma unica copia de 16S rDNA, efetuou-se a determinacao
do numero de moléculas plasmidiais para pPGEM16SrDNA587 nas amostras utilizadas
para confeccdo da curva padrao (YUN et al. 2006). Para este propédsito utilizou-se a

seguinte formula:

n® de copias DNA = (x g/ul / [tamanho do plasmideo em pb x
660]) x 6,022 x 107
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x = concentracdo do DNA;
Tamanho do plasmideo pGEM16SrDNA587 = 3015 pb pGEM T-easy + 1500 pb
16SrDNA = 4515 pb.

O numero de moléculas ou cépias de pPGEM16SrDNA587 nas diversas solugbes

esta mostrado na tabela 03.

Tabela 03: Determinagdo do numero de moléculas de pGEM16SrDNAS587

Padrao N° de moléculas ou cépias de Fator de diluicao
pGEM16SrDNA587 por microlitro calculado

P2 3,3748 x 10'°

P3 1,1256 x 10'° 2,9982
P4 3,7386 x 10° 3,0107
P5 1,2509 x 10° 2,9887
Pé 4,1629 x 10° 3,0048
P7 1,3944 x 108 2,9854

4. Quantificacao do 16S rDNA nas amostras desconhecidas

A quantificagdo absoluta neste trabalho foi dada pela correlagdo direta entre
ng/ul de DNA dos padrées determinados por qaPCR e os Cts das amostras
desconhecidas. Esta correlagdo corresponde a formula da regressao linear da reta
padrdao (y = mx + b), na qual “x” representa a concentracdo de DNA que se quer
calcular, enquanto “y” corresponde ao Ct determinado pela qaPCR.

Valores de Ct contra o logaritimo da concentragdo padrao da uma relacao linear
e permite determinar a concentragdo de DNA de B. elkanii e B. japonicum nas
amostras. Para controle negativo, o0 molde foi substituido por agua. A curva padrdao nos
permitiu, por meio da equagéo da reta, correlacionar os dados e calcular o nimero de
células/ml nas condi¢des analisadas em nosso trabalho.
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A unidade matematica resultante dos Cts das amostras desconhecidas quando
calculadas pela regressao linear da curva padrao, é em concentracado logaritima [log
(CO)], necessitando de transpor os valores que nos permite obter unidade em ng/ul. O

célculo para este procedimento segue a férmula:

= 10" [valor log da equagdo da reta]

Este célculo realizado no Microsoft Excel resultou na concentracdo em ng/ul das
amostras desconhecidas. Obtendo valores de ng/ul, prosseguimos as analises para
resultados em células/ml. Para determinar valores desconhecidos em quantificacdo
absoluta foi é preciso relacionar valores de uma amostra conhecida, que nos fornegeu
todos os resultados, como UFC, quantidade de DNA, volumes inicial e final
corretamente obtidos. Com estes valores, o Ct desta amostra foi inserido na equacgao
da reta, gerando resultados comparativos ao final dos calculos com as amostras de
interesse.

Com este propésito, 0 numero de células/ml foi determinado para uma amostra
de referéncia B. japonicum SEMIA5079 através de contagem de UFC. Esta amostra de
referéncia foi submetida a extracdo de DNA genbmico e teve seu 16S rDNA
determinado por qaPCR (Figura 19) comparado aos valores obtidos na curva padrao
confeccionada com pGEM16SrDNA587.
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Figura 19: Grafico de amplificacdo da gaPCR da amostra de referéncia.

Os resultados obtidos estdo na tabela 04.

Tabela 04: Quantificacdo de 16S rDNA em B. japonicum.

Referéncia  Células/ml DNA total (ng/pl) Ct 16S rDNA (ng/pl) n° copias do 16S
Nanodrop qaPCR rDNA / ul

Ceélulas 1,14 x10™
gDNA 147,62 25,18 0,65553 132 x 10°

O valor correspondente ao Ct (25.18) foi submetido a formula da equagéo da reta
e em seguida convertemos o valor dado, log (CO), resultando em 0,65553 ng/ul de 16S
rDNA na amostra de referéncia. A quantidade de 716S rDNA na cultura € igual a 13,1106
ng em 30 ml do volume inicial da cultura de referéncia utilizadas na extragdo de DNA.

Em 1 ml de cultura tém 0,43702 ng de 16S rDNA. Relacionando os dados de
PCR em tempo real e UFC para a amostra de referéncia obtivemos trés conclusées
importantes para o delineamento das andlises das amostras desconhecidas:
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(i) 30 ml de suspensao bacteriana continha 13,1106 ng de 16S rDNA;
(i) 1,14 x 10'"° células tém 0,43702 ng/ml de 16S rDNA pelo real-time;
(i) 2,96 x 10"% de 16S rDNA que corresponde & 0,3% de DNA total na
concentracao fornecida pelo nanodrop.
Com base nestes 03 resultados qualquer amostra desconhecida pode ter seus
valores de concentracao, % de 16S rDNA e numero de células definido.

5. Analises qualitativa e quantitativa de inoculantes liquidos comerciais

puros

Os inoculantes utilizados neste trabalho consistem em células de B. elkanii e B.
japonicum, mantidas em uma formulagao nutritiva a base de aminoacidos, sulfato de
magnésio, fosfato monopotassico, glicose, sacarose, agua deionizada, polimero, extrato
de levedura, cloreto de sédio e Fe-EDTA. A formulacado liquida pura é chamada de

caldo puro.
5.1 pH dos inoculantes

Os inoculantes utilizados no ensaio de dessecacao (1, 2 e 4 anos) foram
submetidos as andlises de acidez, turbidez e densidade Optica, pois com o tempo
podem sofrer alteracbes fisiolégicas e bioquimicas no meio que os compdem.
MAURICE et al. (2001), relatam que células envelhecidas apresentaram alteracées em
suas propriedades fisiolégicas, com base na relagdo bioquimica de
matéria/carbono/nitrogénio/proteinas.

O pH dos inoculantes nao variou significativamente (Figura 20), mantendo-se
entre 6,70 e 7,09 (pequena alcalinizacéo), podendo, porém ocorrer alteracao no estado
fisiologico das células.

Rizébios de crescimento lento tendem a alcalinizar o meio de cultura, enquanto
os de crescimento rapido geralmente acidificam o meio. TAN & BROUGHTON (1981),

sugerem que as mudancas de pH promovidas pelo rizébio no meio de cultura sao
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devido a utilizagcdo preferencial de agucares pelas estirpes de crescimento rapido
seguida de excrecado de acidos organicos e de compostos de nitrogénio pelas estirpes
de crescimento lento e conseqlente liberacdo de cations. Ao contrario do esperado, as
estirpes produtoras de acido em meio de cultura ndo sao mais tolerantes a acidez do
solo NORRIS (1965), mas, seu crescimento rapido parece conferir certa vantagem
competitiva na rizosfera devido a maior competicado com outros microrganismos.

Estirpes de crescimento rapido e lento de rizébios tém muito pouco em comum,
tanto fisiol6gica como bioquimicamente. Uma teoria propde que estirpes de crescimento
rapido, produtoras de acido, co-evoluiram com as tribos mais avancadas de
leguminosas adaptadas aos solos mais novos e alcalinos das regides temperadas.
Estas estirpes foram, inicialmente, descritas como mais evoluidas por causa de sua
faixa simbibtica estreita e seu requerimento por pH alto do solo, disponibilidade de
nutrientes e carbono. Esta teoria tem sido corroborada pela presenca de intermediarios
evolucionarios que possuem caracteristicas comuns tanto as estirpes de crescimento
lento quanto as de crescimento rapido (MARTINS et al. 1997).

Bioquimicamente, rizObios de crescimento lento e rapido diferem quanto ao
metabolismo e excrecdo de varios compostos de carbono e nitrogénio. Rizobios de
crescimento rapido necessitam menos nitrogénio (tanto na forma NH;" ou de NOj)
fosforo e potéssio do que os organismos de crescimento lento. Em relagdo as fontes de
nitrogénio, os organismos de crescimento lento metabolizam mais glutamato e a-
cetoglutarato do que os organismos de crescimento rapido, enquanto o manitol é
utilizado do mesmo modo por ambos. Enquanto os rizdbios de crescimento rapido
utiizam seletivamente aglcares, os organismos de crescimento lento preferem
compostos nitrogenados. As taxas de crescimento sdo decorrentes da eficiéncia destes
organismos na utilizacdo da maioria dos substratos.

MARTINS et al. (1997) isolando rizébio capaz de nodular caupi, mostraram que a
maioria das estirpes seguem tendéncia tipica em relagédo a alteracéo do pH do meio, ou
seja, as de crescimento rapido acidificam o meio enquanto as de crescimento lento
alcalinizam. Em 1978, HALLIDAY ja havia constatado que a produgéo de acido ou base

€ consequéncia da fonte de carbono e ndo uma caracteristica intrinseca do rizébio, o
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que sugere que o comportamento seja dependente do tipo de solo, quantidade e
qualidade de nutrientes disponiveis. A preferéncia por uma fonte de carbono e/ou
nitrogénio € uma particularidade dependente da estirpe. Rizdbios de crescimento lento
apresentam uma maior variacao dos padroes de utilizacdo de carboidrato do que os de
crescimento rapido. Bradirrizdbios utilizam hexoses (galactose, gluconato, glucose e
manose). Contudo, entre os rizébios de crescimento lento, existem excegbées. Em 1990,
PADMANABHAN et al. encontraram 7 isolados de Bradyrhizobium que, dependendo do
carboidrato utilizado podem baixar o pH do meio. Dois isolados apresentaram este tipo
de resposta com 5 diferentes carboidratos. Estes dados sugerem que estirpes de
Bradyrhizobium spp. podem, dependendo das fontes de carbono e/ou nitrogénio,
regular o pH do ambiente de acordo com os produtos excretados.

As estirpes de bradirrizébios presentes nos inoculantes comerciais para soja,
utilizados neste trabalho, apresentaram certa alcalinizacdo quando estocados por
longos periodos em relagdo ao inoculante de 1 ano (Figura 20). Estes resultados
confirmam que os rizébios de crescimento lento presentes nestas amostras tendem a
alcalinizar o meio utilizando compostos disponiveis e excretando cations, o que confere

aumento de pH conforme o tempo de armazenamento e disponibilidade de nutrientes.

Inoculante 4 anos

7,03
ocseniezanes _ e
et _ o7

Meio sem inéculo 6,30

Figura 20: pH dos inoculantes comerciais para soja.
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5.2 Medidas de unidades Klett dos inoculantes biol6gicos

Os inoculantes foram analisados quanto a turbidez através da leitura com filtro
vermelho em um fotocolorimetro Klett-Summerson (KLETT MFG). As unidades Klett nos
inoculantes de 2 e 4 apresentaram um valor elevado em relagéo ao inoculante de 1 ano.
Os inoculantes 1, 2 e 4 anos apresentaram 131, 300 e 345 unidades Klett,
respectivamente (Figura 21). O fato de o inoculante de 4 anos apresentar maior turbidez
levanta a hip6tese de que inoculantes armazenados ao longo dos anos podem
apresentar EPS (exopolissacarideo) em quantidades altas. Quanto mais antigo o
inoculante maior concentragéo de EPS este possui.

O inoculante 2 apresentou maior variagcdo em relagdo ao inoculante de 1 ano,
sugerindo que pode haver um nimero maior de células vivas, em VBNC, mortas, EPS,
ou outros compostos no meio.

Colénias de rizdbios produzem muco butirico e muco viscoso. Isolados de
crescimento lento que promovem a fixacao de nitrogénio em soja compreende estirpes
de B. japonicum produtoras de muco butirico e de B. elkanii produtoras de muco
viscoso. De modo geral, os isolados produtores de muco butirico sdo capazes de
acumular taxas maiores de nitrogénio em soja. Na maior parte das estirpes a
quantidade de muco produzida coincide com o tempo de crescimento MARTINS et al.
(1997). Este fator sugere que conforme o tempo de permanéncia das estirpes
bacterianas nos inoculantes, a produ¢do de muco é acentuada por cada uma delas,
aumentando com isso a turbidez do meio, observada nas amostras em diferentes
periodos de armazenamento (Figura 21).

A producado de polissacarideos pode agir como uma barreira protetora contra
fatores bidticos e abidticos, possibilitando a sobrevivéncia e persisténcia das bactérias
no solo. O muco produzido pelas bactérias apresenta como componentes principais, 0s
carboidratos EPS e CPS (polissacarideo capsular) que interferem na passagem de
substancias para dentro da célula bacteriana. A consisténcia do muco é obtida a partir
de meio de cultura, onde o carbono e o nitrogénio ndo devem estar limitando o

crescimento celular.
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O EPS extracelular pode aumentar a tolerancia a dessecagao, conforme sugerido
por DEAKER et al. (2004) quando estudaram fatores que afetam a sobrevivéncia de
bradirrizobios em culturas liquidas aplicadas sobre sementes de soja. A resisténcia a
dessecacao induz algumas células a desenvolverem estratégias de sobrevivéncia que
alteram sua fisiologia, quando submetidas as condigbes de estresse induzidas ou
naturais (ex. inoculantes antigos). O efeito desta alteracdo leva muitas vezes a
producdo excessiva de EPS extracelular. Neste trabalho, o aumento de turbidez
observado nas formulagdes comerciais liquidas, vem de encontro com estudos ja

realizados sobre dessecagao, confirmando a hipétese levantada.

Klett

350 +

inoculante 1 ano inoculante 2 anos inoculante 4 anos

Figura 21: Andlise da turbidez dos inoculante.

5.3. Numero de células/ml de bradirrizobios nos inoculantes

A quantidade de células viaveis por mililitro de produto foi avaliada em placas de
meio de cultivo YMA (Yeast-Manitol-Agar). A contagem de células foi realizada por meio
de diluicdes seriadas de cada inoculante puro utilizado neste experimento, por meio de
UFCs (Tabela 05).
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Cada inoculante utilizado neste trabalho também foi submetido a PCR em tempo
real, e seus resultados analisados conforme as formulas descritas anteriormente. Cada
Ct foi submetido a equacgao de regressao linear da curva padrdao e uma vez encontrado
seu valor na escala logaritima, foi convertido em ng/pl de 16S rDNA. A partir dos dados
da amostra de referéncia encontramos o numero de células/ml dos inoculantes puros,
conforme ilustrado na tabela 06. Apenas foi possivel quantificar os inoculantes 1 e 4,
ilustrado no grafico de amplificacao (Figura 22).

O resultado do numero de células/ml no inoculante 1 se apresentou nas devidas
condicdes comerciais exigidas pelos o6rgaos fiscalizadores, embora seu prazo de
validade tenha ultrapassado 6 meses. A segunda amostra apresentou alto numero de
células, ultrapassando a concentragdo minima recomendado para comercializagdo do
produto. Houve um pico na quantidade de células do inoculante 2, fato que foi
relacionado com o numero de nédulos no ensaio de dessecacao. Uma das estratégias
de sobrevivéncia das células provavelmente é aumentar em numero para resistirem
viaveis por maior periodo de tempo.

O inoculante de 1 ano apresentou um numero elevado de células, ultrapassando
o limite indicado pelos 6rgaos fiscalizadores, devido ao prazo de validade estar vencido.
Embora tenha grande numero de células/ml, estas, puderam ser quantificadas pela
gaPCR, considerando que esta quantificacao pode indicar células vivas ou em VBNC e
até as que ja morreram, pois os resultados de UFC (ndo apresenta incultivaveis),
apresentou um valor consideravelmente inferior ao do PCR em tempo real.

O DNA do inoculante de 2 anos possivelmente excedeu o limite de detecgao pelo
aparelho de PCR em tempo real, impossibilitando sua anélise por meio do Ct. Isso
confirma todos os resultados sobre as condicdes verificadas nesta amostra, como alto
namero de células na contagem por UFC, ilustrado nas tabelas 01 € 02, e também a
eficiente nodulacdo nas plantas de soja observadas em casa de vegetacgao, resistindo a
dessecacao por periodo de tempo de até 48 h. Neste inoculante, passado 2 anos do
seu prazo de validade, possivelmente ocorreu uma inducdo genética das células
bacterianas a utilizarem as reservas nutricionais disponiveis no meio, preparando-as

para resistir a posteriores condi¢coes adversas.
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O inoculante 4 apresentou numero reduzido de células através da contagem por
UFC, ndo indicando, portanto, nimero vidvel das mesmas para ser comercializado.
Conforme ja descrito por (MAURICE et al. 2001), bactérias gram-negativas podem
entrar em estado de VBNC. A presenca de células em VBNC ou a presencga de células
mortas sera observada com maior clareza com posterior analise em dados de PCR em
tempo real. Microorganismos em condicdes de estresse, segundo (CYTRYN et al.
2007), podem entrar neste estado, ou a morte acaba ocorrendo muitas vezes. O estado
em VBNC é mais uma estratégia de sobrevivéncia de células a resistirem a condigdes
de estresse. O estoque de inoculantes segundo estes autores, pode levar a morte, ou
ao estado VBNC das células em muitos casos.

O aumento do numero de células no inoculante de 2 anos se deu pelo fato de
que provavelmente as células utilizaram as reservas do meio requeridas para seu
desenvolvimento. As reservas no caldo e na propria célula serviram para o aumento em
namero das mesmas, possibilitando a sua sobrevivéncia por um maior periodo de
tempo. A utlizagdo dessas reservas diminuiu no inoculante de 4 anos,
consequentemente diminuindo a quantidade de células no produto. As células de 2
anos utilizaram grande parte da reserva no meio e apds 4 anos armazenado, O
inoculante apresentou células mortas que serviram como nutriente para as células que
ainda estavam vivas. Possivelmente devido a este e a outro fator como resisténcia das
células apresentou nodulagao eficiente, mesmo com inferior nUmero de células em
relacdo ao inoculante de 2 anos. A eficiéncia da nodulagédo e a posterior analise por
PCR em tempo real poderé diferenciar se as células observadas por meio da contagem
presentes no inoculante 4 estavam viaveis e/ou ocorre presencga de nao-cultivaveis.

A amostra do inoculante 4 foi a que apresentou um valor maior em relagéo a de 1
ano, indicando que as células em VBNC e as mortas certamente foram quantificadas,
tendo em vista a eficiéncia de nodulagdo em casa de vegetacdo para este inoculante,
porém os bacteridides nao resistiram a periodos longos sob condi¢do de dessecacao.

Realizando uma analise comparativa entre as quantificacées por UFC e qaPCR,

verificamos que a PCR em tempo real possibilita efetuar uma enumeragéo mais precisa
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quantificando células bacterianas em estado de VBNC, o que € limitante pelo método
de plagueamento para contagem das UFC, ilustrado na tabela 05.

O protocolo de quantificacao absoluta por PCR em tempo real apresentou melhor
acuracia quando comparado a metodologia de PCR qualitativo. A gaPCR mostrou alta
sensibilidade e precisdo nos resultados, possibilitando com isso, detectar células
incultivaveis em meio de cultivo laboratorial. A qaPCR é uma ferramenta viavel na
enumeracao de células de inoculantes comerciais para soja, em casos de discrepancia
nos resultados por UFC nos laboratérios responsaveis pela analises dos insumos
biolégicos.

Um estudo paralelo sobre o metabolismo respiratério de Bradyrhizobium sp em
condi¢Oes de aerobiose, microaerobiose e anaerobiose em inoculantes comerciais para
soja em casa de vegetacdo, avaliou a expressdao génica da cascata regulatéria de
entrada de oxigénio por quantificacao relativa em tempo real. Observou-se que ocorre
uma queda na expressdo dos genes intimamente relacionados com o processo de
fixacao tais como fixN, rooN1, nifA e nifH, decaindo a expressado a medida que aumenta
o tempo de estocagem dos inoculantes. Concluiu-se que, a estocagem dos inoculantes
por longos periodos pode ser invidvel, pois a idade do mesmo esteve diretamente
relacionada com a capacidade de funcionamento dos genes relacionados ao processo
de fixagao bioldgica do nitrogénio.

Os resultados de gaPCR somados a quantificacao relativa evidenciam que, as
células alteram sua fisiologia e se adaptam a condigdes de estresse apresentando
inclusive aparente eficiéncia na nodulacdo em casa de vegetacdo em inoculantes mais
antigos por longos periodos sob dessecacgéo. Assim, inoculantes com prazo de validade
ultrapassando o indicado pela legislagéo, ndo devem ser utilizados pelo produtor, pois
embora ocorra formacao de ndédulos nao ha fixagao biolégica de nitrogénio nas plantas
de soja.
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Tabela 05: Analise comparativa das diferentes quantificacoes realizadas

Analises Inoculante 1 ano Inoculante 2 anos Inoculante 4 anos
Cél/ml (UFC) 1,43 x 10° 3,32 x 10° 1,48 x 10°
Cél/ml (qaPCR) 3,60 x 10" 6,43 x 10"
Ct 35 35,29
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Figura 22: Grafico da amplificacdo do 716S rDNA por qaPCR das amostras dos
inoculantes liquidos para soja.

6. Analises qualitativa e quantitativa de bradirrizobios resistentes a

dessecacao sobre sementes de soja

As amostras de cada tratamento dos inoculantes sobre as sementes de soja
foram ressuspendidas em agua estéril, onde posteriormente foi realizado analise de
densidade Optica de cada uma.

O valor da D.O nao esclarece o numero exato de células, pois a técnica também
mensura outros compostos, necessitando de uma posterior confirmagao por contagem
de células através de UFC. Para afirmar se a queda na D.O realmente esta relacionada

unicamente ao namero de células, foi realizado a PCR em tempo real, que nos mostrou
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com precisdo 0 numero exato de células sem interferéncia de possiveis compostos
detectados na medida por absorbancia.

A diferenga no valor das D.O nas amostras conduzidas no ensaio de dessecagao
e o resultado obtido dos inoculantes puros devem-se ao fato de que existiam muitos
residuos das préprias sementes e do antifungico utilizado que superestimaram o
resultado, devendo ser considerados e descontados. Neste caso, a enumeragao celular
por métodos quantitativos eficazes sado fortemente requeridos para uma avaliacdo

acurada da eficiéncia destes produtos.

6.1. Namero de células/ml dos bradirrizobios resistentes a dessecacao

Nesta analise de determinacdo do numero de células, foram observados dados
de células resistentes a dessecacédo, sobre sementes de soja, oriundas dos inoculantes
liqguidos comerciais em diferentes idades 1, 2 € 4 anos. O ensaio de resisténcia para
cada inoculante foi efetuado em diferentes periodos, 0, 4, 24 e 48 h, antes do momento
de ressuspensao das células para contagem das células sobreviventes (Tabela 06).

Os dados da tabela 06 indicam que as células resistentes a dessecacgao
proveniente dos inoculantes 1e 2 apresentam aproximadamente 20.000 células nas 50
sementes de soja, correspondendo a 1.000 células por semente, enquanto que o
inoculante de 4 anos apresenta apenas 500 células em cada semente, quando
determinado por UFC.

Com base nas conclusdes obtidas pela amostra de referéncia, os dados das
amostras desconhecidas foram, por conseguinte relacionados, resultando em numero
de células/ml sobrevivendo nas sementes de soja, quando submetidas ao estresse por
dessecacao, por qaPCR (Tabela 06). Os dados das amostras referentes a 24 h nos
inoculantes 2 e 4 ndo puderam ser gerados, devido a um fator experimental. Esta
analise ampliou a contagem de células para amostras que nao foram detectadas pelo
método de diluigao seriada para contagem de UFC.

A discussao do numero de células/ml das amostras sob dessecacgao pelos dados

de UFC no item 2.2, mostram a contagem da diluicao em t=0 h sob dessecacao



61

apenas, pois nao foi possivel quantificar as células bacterianas por UFC nas outras
diluicGes. Este fato nos levou a comparacdo do numero de células/ml em t=0 h das
contagens de UFC comparando-as com os valores obtidos por PCR em tempo real.

STREETER et al. (2007), estudaram fatores que afetam a sobrevivéncia de
bradirrizobios em cultura liquida de soja aplicados em sementes. Bactérias em cultura
liquida foram aplicadas em sementes de soja e 0 numero de sobreviventes foi
quantificado apéds 2, 24, 48 e 96 h, e observaram que o maior impedimento das estirpes
de rizobio é a rapida morte das bactérias quando aplicadas nas sementes ou no solo. O
namero de células/ml diminuiu das primeiras 2 h até 48 h de dessecacao. O estresse
por dessecacdo tem sido a principal causa de morte entre as bactérias nas sementes, e
muitos estudos laboratoriais de estresse por dessecacao e tolerancia em rizobios vem
sendo estudados nos ultimos 40 anos (VICENT et al. 1962; BUSHBY e MARSHALL,
1977; JANSEN VAN RENSBURG e STRIJDOM, 1980; MARY et al. 1986; KOSANKE
et al. 1992; CLIQUET e CATROUX, 1994; VRIEZEN et al. 2006). Entretanto, poucos
estudos envolvem a andlise de sobrevivéncia nas sementes, alguns com adicdo de
varios materiais durante a aplicacdo de culturas liquidas. STREETER et al. (2007)
observaram que a adicdo de extrato de levedura no meio de cultura aumenta a
sobrevivéncia das células nas sementes de 50 para 80 vezes (contém 4,3% de trealose
no extrato de levedura comumente usado nos laboratérios). A adicao de NaCl no meio,
duplica ou triplica a acumulacdo de trealose nas células, aumentando com isso a
sobrevivéncia das mesmas. Adicionando NaCl e trealose juntos resultou em um efeito
adicional, juntamente com a umidade relativa controlada, aumentando em 100 vezes ou
mais as diferencas na sobrevivéncia das células bacterianas nas sementes.

A composicdo, segundo o fabricante, dos inoculantes comerciais para soja
utilizados neste trabalho possui: solucdo nutritiva (aminoacidos, sulfato de magnésio,
fosfato monopotassico, glicose, sacarose, agua deionizada, polimero, extrato de
levedura, cloreto de sddio, Fe-EDTA), B. elkanii e B. japonicum. Esta composicao
potencializa a resisténcia das membranas das células das estirpes bacterianas sob

condi¢des adversas extremas em sementes de soja por determinado periodo.
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ROUGHLEY et al. (1993), realizaram um unico estudo que se compara ao de
STREETER et al. 2007. Em células de bradirrizobios em sementes de Lupinus por meio
de inoculante turfoso, foi observado morte de 95% das bactérias nas primeiras horas e
99% nas 22 h seguintes. Em muitos trabalhos de estresse por dessecacdo, os
mecanismos basicos de morte bacteriana ainda ndo estao totalmente claros. Alteracao
na composicdo da membrana e permeabilidade tem sido sugerida como mecanismos
potenciais de sobrevivéncia. Efeitos no potencial hidrico e no crescimento e morfologia
celular tém sido também documentados (SALEMA et al. 1982; BUSSE e BOTTOMLY
1989; MARY et al. 1994). Sugere-se também que o aumento na producdo de EPS
aumenta a tolerancia a dessecacdo (DEAKER et al. 2004). STREETER et al. (2003),
observaram que aumentando a concentragcao de trealose em B. japonicum, aumenta a
sobrevivéncia da bactéria nas sementes de soja. Em 2007, os mesmos autores
estenderam esta prévia observacao a outras estratégias para aumentar a sobrevivéncia
das células bacterianas nas sementes.

Com base nestes estudos, o numero de células/ml das amostras de
ressuspensao celular nas sementes obtidas neste trabalho foi coerente com pesquisas
realizadas avaliando estresse de rizObios sob condi¢cdes de dessecacao, pois embora
as células do inoculante 4 apresentassem numero de células/ml menor do que os
outros, ainda assim houve eficiente nodulagdo nos pélos radiculares das plantas de
soja. Células resistiram ap6s 4 anos de armazenamento do produto, sendo viaveis em
nodularem raizes de soja. Estas células resistiram a dessecacgéao, pois provavelmente
apresentaram estratégias de sobrevivéncia, conforme discutido anteriormente.

Para que a simbiose se estabeleca, através de um processo de nodulacdo bem
sucedido, a bactéria necessita de condigbes adequadas para a sua sobrevivéncia,
desde a saida da fabrica até o momento da inoculacédo. Muitas vezes essas condi¢coes
ndo sao atendidas, reduzindo o numero de bactéerias no inoculante (CAMPOS, 1999).
Quando o inoculante é disponibilizado no solo, a bactéria deve alterar toda a sua
maquinaria bioquimica tendo em vista as novas condi¢des metabdlicas a que sera
submetida no solo e no interior da planta (LODWING & POOLE, 2003).
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Anadlises de transcriptomas realizadas por SOUZA (2006) em duas condi¢des
diferentes de cultivo trazem perspectivas promissoras para futuras analises funcionais
de genes independentes, ou de conjuntos de genes envolvidos em determinada fungéo
ou via metabdlica. A inducdo de genes envolvidos na simbiose e fixacdo do nitrogénio,
durante o cultivo de B. elkanii, deve ser considerada ao avaliar preparacbes de
inoculantes comerciais. A simulacdo de um ambiente com baixa tensdo de oxigénio
pode estar acontecendo dentro das embalagens comerciais, durante a estocagem do
produto liquido. O processo de inducdo destes genes poderia vir a ocorrer nas
formulacdes de inoculantes liquidos SOUZA (2006). A baixa concentracdo de oxigénio
influencia negativamente no crescimento das culturas bacterianas.

As células possivelmente alteraram seu metabolismo respiratorio quando
retiradas da embalagem e permaneceram mais tempo expostas ao oxigénio, o que
levou a morte apods longos periodos de armazenamento. Bradirrizobios na embalagem
dos inoculantes podem viver restritos de oxigénio limitando até certo ponto seu
crescimento. Quando retirados da embalagem e expostos ao gas, aumentam em
nuamero, pois possuem oxigénio suficiente para se desenvolverem adequadamente.
Situagdes em que o numero de células/ml diminuiu consideravelmente se devem ao
fato de que quando restritas de oxigénio ficam impedidas de crescer, e quando
expostas novamente a atmosfera, reprogramam a expressao génica alterando seu
metabolismo respiratério, utilizando o oxigénio disponivel para seu desenvolvimento, o
que reflete na boa eficiéncia na nodulagdo, mesmo com baixo numero de células.
Contudo, ndo se pode afirmar que o processo de fixacdo do nitrogénio seja tao eficiente
quanto aquele observado por células originadas de inoculantes mais novos.

O método quantitativo em tempo real absoluto nos permitiu analisar, a grande
possibilidade de que as células entraram em estado VBNC, levando em consideracao
os diversos trabalhos que evidenciam a presenca de células neste estado. MILLET &
LONVAUD-FUNEL (2000), afirmam a evidente existéncia de bactérias em estado de
VBNC, indicando que sob certas condicbes as células podem nao crescer.
Similarmente, DU TOIT et al. (2005) analisaram a sobrevivéncia de A. pasteurianus em

vinho sob condi¢des anaerdbicas, e observaram que a contagem por plaqueamento foi
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menor que a contagem por epifluorescéncia (método que detecta células vivas, mortas
ou em VBNC). Em contrapartida, este fator ndo deve ser generalizado, pois
GONZALES et al. (2006), realizou enumeracéo e detecgdo de bactérias em amostras
de vinho por PCR em tempo real, e em seus resultados, obtiveram numeros
equivalentes do RT-PCR, da microscopia e o numero de UCF por plaqueamento.
Assim, quando ndo ha a necessidade de plagueamento, células em VBNC nao
constituem um problema considerando que estas células sdo promovidas sob
condi¢bes adversas.

O inoculante 1 apresentou um decréscimo no numero de células até t=24 h,
sendo que em t=48 h houve um aumento significativo das mesmas, o que nos leva a
entender que houve uma alteracdo fisiolégica permitindo a célula buscar meios de
sobrevivéncia. Acumularam reserva nutricional aproveitando os nutrientes das células
que morreram ao decorrer do tempo de dessecacgdo, levando a sua multiplicacdo até
sessar completamente os recursos disponiveis para a sua sobrevivéncia. O acumulo de
substancias osmoprotetoras na parede celular das células bacterianas certamente
realcou a possibilidade de tolerar a dessecagado, haja visto a eficiente nodulagéao
radicular, embora 0o numero de nodulos tenha decaido no ensaio em casa de
vegetacdo. Deve ser ressaltado com isso, que a gaPCR nos permite enumerar células
vivas, em VBNC e possivelmente células mortas, por isso o numero de ndédulos
eficientes cai um t=48 h, mas, o numero de células verificado por qaPCR foi maior. Ja
as células oriundas do inoculante 2 ndo apresentou diferencas significativas em t=4 h e
em t=48 h, pois este inoculante passado o prazo de validade, nos mostrou em
experimentos anteriores que suas células utilizaram as reservas do meio requeridas
para seu desenvolvimento, fato decorrente da condicdo de estresse. Em t=0 h as
células quando retiradas da embalagem permaneceram expostas ao oxigénio, nao
restando tempo suficiente para que sua maquinaria bioquimica disponibilizasse
condicdes para enfrentar a situagcdo de dessecacado. A UFC deixa evidente o maior
namero de células deste inoculante em relacdo ao de 1 ano, pois as células estao no

auge de utilizagdo dos recursos para uma posterior condi¢ao limitante.
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As células do inoculante 4 apresentaram resultados muito interessantes, pois
possivelmente as células aproveitaram ao maximo o que lhes apetece adquirir do meio
externo para que a morte celular venha a ocorrer quando todos os nutrientes no meio
estejam escassos. Em t=4 h apresentaram uma queda em relacdo aos outros periodos
sob dessecacgdo, sendo que em t=0 h estdo em um numero consideravel, morrendo ao
passar por 4 h expostas ao meio externo. Ocorre em maior nimero em =48 h,
deixando evidente a ocorréncia anterior de células em estado VBNC, que
possivelmente foram quantificadas por PCR em tempo real e ndo evidenciadas na
contagem de células por plagueamento.

GRATTEPANCHE et al. (2005) estudaram a quantificagdo por PCR em tempo
real de Lactococcus lactis subsp. cremoris em culturas de leite, e discutem em seus
resultados a possibilidade de uma extracdo de DNA incompleta ou uma mudanga
fisiologica em células que morreram diminuindo a replicacdo de DNA. Sob condi¢des de
acidez, uma diminuicdo na producdo de energia e um aumento da energia
disponibilizada levaram a acidificagao do citoplasma pelo aumento da concentracao de
algumas enzimas, conduzindo a limitagdes energéticas para a sintese da biomassa em
células de Lactococcus lactis (EVEN et al. 2002) e consequentemente para a replicagao
do DNA. Como a quantificacdo de células bacterianas pelo PCR em tempo real esta
baseada no DNA, diferencas na quantidade extiraida de DNA a partir das células
poderiam levar a diferentes estimativas da populacao bacteriana.

O inoculante de 1 ano foi 0 que apresentou uma queda na quantidade de células
bacterianas a cada periodo de exposicao até t=24 h sob as sementes de soja, pois as
células provavelmente ainda nao apresentavam sintese de trealose em grande
proporcdo, para fortalecer sua parede celular. Possivelmente disponibilizaram este
recurso, quando deparadas a necessidade encontrada em t=48 h. No inoculante 2, os
recursos bioquimicos ja se encontraram evidentes mostrando que aumentando o
periodo de dessecacao, as células estavam preparadas fisiologicamente para tolerar
condigbes adversas. Apds 4 anos de vencimento e em condi¢gdes de dessecagao, a
biossintese da trealose, juntamente com outros osmoprotetores, certamente possibilitou

que o impacto provocado na dessecacao fosse superado pelo reforgo adquirido ao
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longo dos anos, amortecendo uma possivel perda de nutrientes pela parede e
membrana celular.

Os Cts da qaPCR estao ilustrados na figura 23. O DNA das amostras sob
dessecacao foram ressuspendidos em 20 pl de 4gua pura e a quantidade de 76S rDNA

desta ressuspensao esta ilustrada na figura 24.

Tabela 06: Analise comparativa das diferentes quantificacoes realizadas no ensaio de
resisténcia a dessecacao

Amostras / Analises Resistentes Resistentes Resistentes

Inoc 1ano Inoc 2 anos Inoc 4 anos
Células/ml 2,09 x 10* 2,18 x 10" 1,06 x 10*
(UFC)
Ohs | Células/ml | 950x 10 | 1,80x10" 2,16 x 10"
(qaPCR)
Ct 26,66 24,25 21,85
Células/ml
(UFC)
4hs | Células/ml | 624x10° | 7,83x10" 5,86 x 10"
(qaPCR)
Ct 26,05 26,38 25,96
Células/ml
(UFC)
24hs | Células/ml 3,64 x10™
(qaPCR)
Ct 25,27
Células/ml
(UFC)
48hs | Células/ml | 207x10" | 6,82x10" 4,85x 10"
(gaPCR)
Ct 27,79 26,18 29,02

Observou-se que as afericbes para 0 numero de células resistentes a
dessecacao, calculado por gaPCR, foram superiores aqueles obtidos para os
inoculantes puros, mesmo para tempo inicial (t=0 h). Isto aparentemente € contraditorio

aos resultados esperado, uma vez que foram inoculados 300 pl de inoculante liquido
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em apenas 50 sementes. Considerando que as sementes nao foram descontaminadas,
a superficie das mesmas possivelmente continham bradirrizébios naturalmente aderidos
durante o processo de colheita e processamento dos graos. O sobrenadante obtido das
amostras para realizacdo da sedimentagédo de células pode ter sido contaminado com
estas bactérias, concentrando o numero de células durante o ensaio de dessecacéo.
Esta hipotese pode ser corroborada pela especificidade dos oligonucleotideos
iniciadores 16S rDNA para qaPCR.
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Figura 23: Amplificagbes por qaPCR de cada amostra da ressuspensdo de células
bacterianas dos inoculantes submetidos ao ensaio de dessecacgéo. A, B, C e D indicam
0, 4, 24 e 48 h sob dessecacdo nas sementes de soja, respectivamente.
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Figura 24: Andlise quantitativa do rendimento de 716S rDNA em células submetidas ao
ensaio de dessecacao ressuspendidas em 20 pul de agua pura.

6.2. Eficiéncia da nodulacao radicular em plantas de soja, com

bradirrizobios resistentes a dessecacao

O ensaio de dessecacdo avaliou a aderéncia e sobrevivéncia das células
bacterianas quando inoculadas sobre as sementes de soja em diferentes tempos: 0, 4,
24 e 48 horas. O plantio foi realizado em casa de vegetacdo com seis repeticoes. A
eficiéncia dos inoculantes foi avaliada pela contagem dos ndédulos referente a cada

periodo de dessecacéao (Figura 25).
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Figura 25: Numero médio de nddulos de plantas de soja (28 dap). Ensaio de
dessecacao sobre sementes tratadas com ciclohexamida.

A habilidade das células de bradirrizébios em sobreviver a dessecacao e induzir
a formacao de nédulos decresceu a medida que o tempo de dessecacao aumentou,
exceto para o inoculante de 2 anos. Células de bradirrizébio no inoculante de 4 anos
apresentaram numero consideravel de ndédulos mesmo apds 24 h de aderéncia as
sementes, provavelmente devido a parede celular mais espessa adquirida ao longo do
tempo, o que confere maior resisténcia as células.

MCINTYRE et al. (2007) estudaram a sintese endogena da trealose na tolerancia
a dessecacao na bactéria Rhizobium leguminosarum bv. trifoli e com mutantes em
genes responsaveis pela biossintese deste dissacarideo, e observaram que a trealose é
um osmoprotetor que auxilia na resisténcia a dessecacdao. Os mutantes do treY e do
0stA (genes responsaveis pela biossintese da trealose) falharam no acumulo de
trealose e eram mais sensiveis aos efeitos da secagem. Sua sobrevivéncia foi
danificada comparada a bactéria do tipo selvagem e eram menos competidores na
rizosfera pela ocupagao do ndédulo na planta.

CYTRYN et al. (2007) estudando genes envolvidos na sintese da trealose por

dados microarranjos e qRT-PCR observaram aumento do transcrito do gene da
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trealose-6-fosfato sintase, e elevada concentragao intracelular de trealose em células
de B. japonicum incubadas sob condi¢coes de dessecacao. Isto sustenta a hipotese de
que a trealose tem um importante e proeminente papel na promoc¢ao da tolerancia a
dessecacao em B. japonicum. Isto é também mostrado pelos dados de que a trealose
exogena realca a sobrevivéncia da estirpe USDA 110 de B. japonicum em resposta a
dessecacdo. Os genes ostA, ostB e treY foram significativamente regulados na
dessecacao versus células hidratadas, e estes dados foram obtidos e confirmados
pelas analises de PCR em tempo real. Isto confronta os resultados de MCINTYRE et al.
(2007), que demonstraram que para mutantes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
foram mais sensiveis aos efeitos de secagem do que as estirpes selvagens. Por outro
lado, os estudos com R. leguminosarum mostraram que 0s genes ostA e treY foram
expressos continuamente em qualquer fase de crescimento, ao contrario do que
descrito por CYTRYN et al. (2007), para B. japonicum que sugere que a trealose
somente é sintetizada em condi¢cdes de estresse. Isto implica que a regulacdo da
trealose pode ser diferentemente distinta tanto filogeneticamente quanto
fisiologicamente em diferentes bactérias que nodulam raizes de plantas.

Os genes envolvidos no metabolismo da trealose mostram padrées diferenciais
de regulagéo e expressao, dependendo da espécie de rizdbio e do nivel de estresse em
que as células sdo submetidas.

Embora o numero de células/ml e dados bioquimicos mostraram que o inoculante
de 4 anos apresentou condi¢des imprdprias de uso no campo, as células sobreviventes
possuem uma parede celular possivelmente com alto acumulo de trealose ou outro
osmosprotetor, 0 que possibilitou eficacia na nodulagdo das plantas. Isto indica a
resisténcia das células as condicoes de estresse, mesmo apds 24 h aderidas as
sementes de soja. Embora as células possuam esta capacidade estratégica de
resisténcia em determinadas condi¢ées, ha um tempo maximo para isto, que foi
observado na queda do numero de nédulos apds 48 h, para o inoculante 1 e 4. Pode ter
ocorrido morte celular no inoculante mais antigo, e um alto nimero de células viaveis no
inoculante 2, confirmado pelo numero de células/ml deste inoculante puro e turbidez do

mesmo.
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6.3. Consideracoes finais sobre a resisténcia de células usadas para

inoculacao

No Egito, ZAHRAN et al. (1999) estudando a relacao simbidtica de rizobios com
leguminosas de clima &rido, observaram alta capacidade simbidtica destas bactérias em
condigbes extremas. A fixagdo de nitrogénio esta relacionada com o estado fisiolégico
na raiz da planta leguminosa, ndo sendo expressa se alguns fatores forem limitantes
como: salinidade, pH do solo desfavoravel, deficiéncia de nutrientes, toxicidade mineral,
temperaturas extremas a que a bactéria esta submetida, insuficiente ou excessiva
umidade no solo, fotossintese inadequada, etc. A potencialidade da resisténcia a
dessecacao e a eficiéncia na fixagcao de nitrogénio estao relacionadas ndo apenas a um
unico fator, mas, como mencionado por ZAHRAN et al., € um somatério que limita a
sobrevivéncia e a resisténcia dos rizébios fixadores de nitrogénio.

Um determinado estresse pode apresentar mais de um efeito, por exemplo, a
salinidade pode afetar o estresse hidrico, 0 qual afeta a capacidade fotossintética, ou
pode afetar diretamente o metabolismo no interior do nédulo. A salinidade do solo e a
acidez sao geralmente acompanhados por toxicidade mineral, deficiéncia nutricional e
desordem de nutrientes. A desordem pode ocorrer por sensibilidade a ions como Na* e
CI" e pode ser balanceado pelo aumento da concentracdo de K*, Ca®* e CI.. Altos niveis
de salinidade (acima de 10% NaCl) diminui o conteddo de células de rizébios e altera o
exterior da membrana celular, tornando-a disforme (ZAHRAN et al. 1999).

A tolerancia de sal nas plantas € um complexo fenémeno que envolve mudancas
morfologicas, fisioldgicas e processos bioquimicos. Algumas espécies de plantas
sustentam a fixagdo de nitrogénio sob condigdes de alta salinidade. A simbiose e
formacao nodular nos legumes sdo mais sensiveis para sal ou estresse osmaético do
que o rizébio. A alta concentracdo de sal no meio inibe o0 passo inicial de simbiose. Os
pélos radiculares mostraram pequeno o encurvamento ou deformacdo quando
inoculados com B. japonicum na presenca de 170 mM de NaCl. A colonizagéo
bacteriana e o encurvamento dos pélos radiculares de Vicia faba reduziu na presenga

de 50 a 100 mM de NaCl ou 100 a 200 mM de polietilenoglicol como agente osmético e
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a proporcao de pélos infectados reduziu 30 e 52% na presenca de NaCl e
polietilenoglicol, respectivamente (DELGADO et al. 1994; NAIR et al. 1993).

Efeitos de estresse salino na nodulacao e fixacdo de nitrogénio em legumes tém
sido estudados ha muito tempo (ABDEL-WAHAB et al. 1981; AHRAN et al. 1986; EL-
SHINNAWI et al. 1989; VELAGALETI et al. 1990; IKEDA et al. 1992). Alteragdes na
fisiologia bioldgica por estresse salino é geralmente atribuida por uma redugao na
respiracdo dos ndédulos e a redugcdo na producdo de proteina citosolica,
especificamente a leghemoglobina, pelo nédulo. A presencga de sal deforma a estrutura
do nédulo, podendo ser razdo para o declinio na proporgao da fixagao de nitrogénio por
legumes sujeito a estresse por sal. As bactérias que colonizam nédulo na raiz sdo mais
tolerantes ao sal do que raizes de leguminosas que mostram variagdo na tolerancia ao
sal (ZAHRAN et al. 1999).

Algumas espécies de bactérias se adaptam em condicdes de salinidade pela
acumulacao intracelular de solutos organicos de baixo peso molecular chamados
osmolitos. A acumulagao de osmdlitos contém o efeito de desidratagéo, diminuindo a
atividade de agua no meio, mas ndo interfere com a estrutura ou fungéo
macromolecular. A acumulagdo desses osmodlitos depende do nivel de estresse
osmético, a fase de crescimento da cultura, a fonte de carbono e a presenca de
osmolitos no meio de crescimento (ZAHRAN et al. 1999).

A glicina betaina € um osmoprotetor produzido pelo rizébio, acumulando-se
intracelularmente, e tem um importante papel na manutencdo da atividade da
nitrogenase nos bacteridides sob condigcbes de estresse hidrico. O principal papel
fisiolégico da glicina betaina na familia Rhizobiaceae parece estar como uma fonte de
energia, contribuicdo restrita para certas estirpes. Além destes osmoprotetores, a
ectoina ndao se acumula intracelularmente e nao reprime a sintese de solutos
enddgenos compativeis como glutamato e trealose, isto pode ter um papel chave em
provocar a sintese de osmolitos endoégenos. Existem pelo menos duas classes de
osmoprotetores distintos: aqueles como glicina betaina ou glutamato (atuam como

osmolito genuino) e aqueles como ectoina (atuam como mediadores quimicos).
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O célcio é um elemento fundamental para que ocorra a formagao do nédulo, uma
vez que este componente impossibilita o ataque do rizébio nas células dos pélos
radiculares se a concentracdo de célcio nestas células for muito alta, impedindo que os
pélos se encurvem para recepcao dos rizébios facilitando a infeccao na planta. Deste
modo, é preciso que este elemento quimico esteja equilibrado tanto no meio a que a
bactéria estd como a planta e a prépria bactéria, contribuindo assim com o balango
osmotico e conseqglente éxito na formagdo do nddulo. O estresse por sal reduz o
ataque e a colonizacdo nos pélos radiculares das leguminosas, fator atribuido a
disposicao de célcio pelo sal. Isto impede o estagio inicial de formagdo do ndédulo
afetando a capacidade de nodulagéo de leguminosas (ZAHRAN et al. 1999).

Leguminosas com alta tolerancia a estresse hidrico, geralmente exibem ajustes
osméticos. Estes ajustes estdo parcialmente explicados pela alteracdo na turgidez
celular e pela acumulacdo de alguns solutos osmoticamente ativos. A acumulacao de
solutos orgéanicos especificos (osmético) é uma resposta caracteristica de plantas
sujeitas a longos e severos periodos de estresse hidrico. Um destes solutos é a prolina,
que € um dos aminoacidos presente em proteinas. Diferencia-se dos demais
aminoacidos por possuir uma estrutura quimicamente coesa e rigida, sendo o
aminoacido mais rigido dos 20 codificados geneticamente. A prolina se acumula nas
células, tornando-as resistente até mesmo sob condicées extremamente adversas.
Alguns compostos como aminodcidos livres e solutos de baixo peso molecular como
pinitol (o-metil-inositol), acumulam-se em leguminosas tropicais sob dessecacgao.

Como discutido até o momento, algumas alteracdes fisioldgicas e bioquimicas
ocorrem nas células dos bradirrizobios nos diferentes inoculantes comerciais para soja,
como também no préprio produto e posteriormente o contato destes com o solo. Estas
alteracdes incluem diversos fatores bibticos e abidticos como os osmoprotetores e as
condicdes a que se sujeitam.

As células sobreviventes do inoculante 4 possuem uma parede celular
possivelmente com alto acumulo de trealose ou outro osmosprotetor, 0 que possibilitou
eficacia na nodulagdo das plantas, indicando a resisténcia das células a condi¢cdo de

estresse, mesmo apds 24 h aderidas as sementes de soja.
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7. Determinacao do numero de bacteridides isolados de um noédulo

radicular de soja

O inoculante liquido comercial com 2 anos de idade, contendo células das
SEMIA 587 e 5079, foi escolhido para inocular sementes de soja visando a
determinagdo do numero de células bacteridides que colonizaram o nédulo. O
inoculante foi misturado as sementes seguindo instru¢des do fabricante.

Bacteridides foram isolados a partir dos nodulos gerados apés 35 dias de
inoculacdo e plantio; neste estagio a atividade de nitrogenase é alta (CATTELAN &
HUNGRIA, 1994). Para determinar numero de células bacteridides no interior de um
unico nodulo, as amostras de DNA dos bacteridides foram analisados por gaPCR para
determinagédo da quantidade de 76S rDNA e sua correlagao com numero de células/ml,
baseada na amostra de referéncia.

O calculo para quantificar os bacteridides foi realizado conforme descrito para as
amostras do ensaio de dessecacdao. O numero de células em um nodulo e o resultado
em casa de vegetacdo sugerem que a fixagdo bioldgica do nitrogénio foi bastante
eficiente para o inoculante de 2 anos (Figura 26 e Tabela 07).
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Figura 26: Amplificacdo por qaPCR do 16S rDNA de bacteridides isolados de um
nédulo.

Tabela 07: Massa média de 01 nddulo radicular de soja com 35 dias ap6s inoculagéao
(dai) com células de bradirrizébios do inoculante de 2 anos

01 nédulo 35dai (g) Células/ml de bacteridides Ct
(qaPCR)
0,015275 6,80 x 10 23.98
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V. CONCLUSOES

1. 1,14 x 10" células de Bradyrhizobium na amostra de referéncia contém 0,43702
ng/ml de 16S rDNA e 1,32 x 10® copias da molécula de 16S rDNA.

2. 2,96 x 10*% & proporcdo de 716S rDNA no DNA total de Bradyrhizobium, na amostra

de referéncia.

3. A analise comparativa entre a enumeracao celular pelos métodos quantitativos
gaPCR e UFC indicou que a gaPCR é mais precisa, ampliando a quantificacdo para

células incultivaveis em meios de cultivo adequados.

4. A gaPCR tem alta sensibilidade e precisdo, podendo ser utilizada em casos de

discrepancia nos resultados pelo método de plaqueamento tradicional.

5. As células de bradirrizobios nos inoculantes comerciais para soja possivelmente
alteraram sua fisiologia se adaptando a condicdo de dessecacdo sob sementes,
apresentando numero consideravel de ndédulos nas plantas observadas em casa de
vegetacao.

6. Os inoculantes analisados com prazo de validade ultrapassando o indicado pela
legislagéo poderiam ser usados para inoculagéo de soja, tendo em vista 0 numero de
células detectadas por gaPCR e a eficiéncia de nodulagcao, embora nenhuma afirmacgao

possa ser feita quanto a eficiéncia da FBN.
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1. Meios de cultura utilizados

YMB (“Yeast Mannitol Broth’’) / pH 6,8 Concentracio
K,HPO, 500mg/L
MgSO, x 7H,0 200mg/L
NaCl 100mg/L
Manitol 10g/L
Extrato de levedura 500mg/mL

9g/L de agar ao meio — YMA (“Yeast Manitol Agar”™)

TY (“Tripote-Yeast Medium”) / pH 7,0 Concentracao

Triptona 500mg/mL
Extrato de levedura 300mg/mL
CaCl, 870mg/mL

LB (Luria e Bertani) / pH 7,0 Concentraciao

Triptona 10g/L
Extrato de levedura S5g/L
NaCl 10g/L.

9g/L de agar para meio sélido

SOB / pH 7,0 Concentracio

Triptona 20g/L
Extrato de levedura Sg/L
NaCl 0,5g/L.
KCl1250mM 10mL/L
MgCl, IM 10mL/L
SOC/pH 7,0

meio SOB com 20mM de glicose
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