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Os microrganismos exercem atividade
relevante na produtividade agricola, porém o
conhecimento sobre a biodiversidade da
comunidade microbiana dos agroecossistemas
tropicais ainda € bastante incipiente (Di Castri
& Yones, 1990). As praticas agricolas
modernas, baseadas no uso intensivo de
agroquimicos, sdo responsaveis, a0 mesmo
tempo, pelo aumento da produtividade e pela
reducao da biodiversidade microbiana. Bancos
de microrganismos preservam a diversidade e
sdo estratégicos para a bioprospeccao de
genomas de interesse agricola e
biotecnoldgico.

O banco de microrganismos do ecossistema
agricola tropical da Embrapa Milho e Sorgo
reune uma colecédo de isolados endofiticos
(bactérias, actinomicetos e fungos),
fitopatogénicos (Coletothricum graminicola e
Polysora sorghi) e entomopatogénicos
(baculovirus, Nomuria, Beauveria), organizada
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por especialistas de diferentes areas ao longo
de 27 anos de existéncia dessa Unidade da
Embrapa. Atualmente, esses microrganismos
estdo sendo amplamente estudados, para
avaliar o potencial de sua utilizacdo no
sistema de producao agricola. Ao mesmo
tempo, é necessario identificar
adequadamente as espécies, racas e estirpes
gque compdem o banco e conhecer a
diversidade genética desses recursos. Esse
conjunto de procedimentos ir4 possibilitar a
exploracdo adequada do banco de
microrganismos, com a identificagéo de
estirpes Uteis para o desenvolvimento de
insumos para a agroindustria, a eliminacédo de
réplicas e o desenvolvimento de etiquetas de
DNA para registro e protecdo dos novos
produtos biotecnoldgicos. Esses valores
agregados ao banco, contribuirdo para
preservar a biodiversidade microbiana dos
agroecossistemas brasileiros e reduzir a evasao
de recursos com a pratica da “biopirataria”.
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Caracterizacdo do Banco de
Microrganismos

Métodos fenotipicos classicos (morfologia,
testes bioquimicos e soroldgicos) utilizados
para identificagcdo de microrganismos sao
importantes, porém apresentam limitacfes
gue os tornam insuficientes, muitas vezes,
para a discriminacdo acurada de espécies e
estirpes (di Castri & Yones, 1990; IMI,
1995; Oliveira et al. 1999). Contudo,
guando associados as técnicas de biologia
molecular, os métodos taxonémicos
classicos tornam-se, em conjunto,
poderosas ferramentas para a caracterizacao
e a identificacdo inequivoca de
germoplasma microbiano (Bruijn et al. 1996;
Carbone e Kohn, 1993; Guimardes &
Moreira, 1999; Gutler & Stanisich 1996;
Honeycutt et al. 1995; Nour et al., 1995;
Oliveira et al. 1999, Welsh & McClelland,
1990; White, et al., 1990; Williams, et al.,
1990).

Neste trabalho, foram empregadas
diferentes técnicas de biologia molecular
(eletroforese de proteinas por SDS-PAGE,
RAPD-PCR, rDNA-PCR, ARDRA e
sequenciamento de genes ribossomais) para
identificar e caracterizar 22 isolados de
bactérias endofiticas do agroecossistema
Cerrado, objetivando eliminar réplicas do
Banco de Microrganismos da Embrapa Milho
e Sorgo. Métodos morfolégicos e

Figura 1. Bactéria endofitica isolada do milho (Endo 05).
Observacdo ao microscopio 6ptico (aumento 1000x) de células
coradas pelo método de Gram.

bioquimicos foram previamente utilizados
para estudar esse grupo de bactérias, mas
se mostraram inadequados para a
identificacdo dos isolados (Figura 1)
(Bressan, dados néo publicados).

O perfil eletroforético de extrato de
proteinas totais (SDS-PAGE, Laemmli, 1970)
de bactérias crescidas em meio LB liquido
foi suficiente para a identificacdo de
réplicas existentes na colecao (Figura 2). A
tecnica de RAPD foi usada para estimar a
variabilidade genética e relacdes
filogenéticas nesse grupo de bactérias
(Figura 3). Foram usados 20 primers
aleatorios e os produtos amplificados
revelaram, apos a resolucédo dos fragmentos
em géis de agarose 1,2%, a existéncia de
polimorfismo mesmo para isolados que
previamente apresentaram padrdes
morfolégicos e bioquimicos similares. Os
dados de RAPD também confirmaram os
resultados de SDS-PAGE. O produto de
amplificacdo de genes ribossomais (16S e
25S) de 13 isolados revelou o carater
policistrénico do rDNA e também foi util
para a identificacdo de réplicas (Figura 4). A
analise de sequéncias dos produtos de
genes ribossomais amplificados por PCR
(regido 518-928 do gene 16S) possibilitou a
identificacdo inequivoca de cada isolado e
mostrou a ocorréncia de espécies ainda néo
descritas na literatura (Figuras 5 e 6, Tabela
I). Todas as espécies pertencem ao género
Bacillus (B. macroides, B. pumilus, B.
subtilis, B. mojavensis, Bacillus sp. B.
amiloliquefaciens), confirmando a anélise
prévia de morfologia celular realizada com
microscopio 6ptico.
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Figura 2. Perfil eletroforético de extrato protéico total de bactérias endofiticas isoladas do agroecossistema Cerrado. Os nimeros de
1 a 22 indicam, respectivamente os isolados Endo 05 a Endo 26. M = marcador de peso molecular Rainbow (New England
Biolabs).
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Figura 3. Perfil eletroforético de DNA gendmico total de bactérias endofiticas amplificado por RAPD-PCR. Os nimeros de 1 a 22
indicam os isolados Endo 05 a Endo 26, respectivamente, e as letras A, B, C e D sdo amplificagbes com os iniciadores OPA 12,
OPA 16, OPA 19 e OPA 18. M = marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder.
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Figura 4. Perfil eletroforético de genes ribossomais (rDNA) de bactérias endofiticas do milho amplificado por PCR. As letras A, B, C
e D indicam, respectivamente, amplificagdes dos genes 23S, ITS (16SF1536/23SR35), 16S (F27/R1542) e 16S (F27/R928). M
= marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder.
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Figura 5. Alinhamento de seqiiéncias de rDNA 16S de bactérias endofiticas isoladas do milho. Os pontos (.) representam
nucleotideos idénticos aos da seqiiéncia apresentada na linha 1, enquanto apenas os nucleotideos diferentes foram assinalados. Os
tracos (-) representam “gaps” que foram introduzidos para possibilitar o melhor alinhamento das seqiiéncias. As reacdes de
sequienciamento foram realizadas com o primer 16SF-589.



Figura 5. Continuagéo

oS m s o s W R e

2 =

W=l ln b WM

CETGEEGRAGCGRACAGGGATTAGATACCCT - GETAGTCCAC - GCC-GTRAACGA TGAGTTGC TAAGTTET

.............................. e i BRI e e
................. e R S T e s e B B T
................. TONUNUNRIRTNE SRS . - SN . SOROOD - - DN VRPPRPENE
................. e T e e ey T e e
................. NN - SN - . S - SR .- SN -
.......... I T L
................. PPN, PPN - S PEPIITIY - SR
Qo Cosvai R T C..--
------ 220+4-=-=—==-=-230+-=--=-=-=-2404-----=2504+=-=—==-=--260+---=--=-270+----=-2 80+
TAGG-GGGTTTCCGCCCC-TTAGTTGCTGCAGC TAACGCATTAAGCACTCCGCC TGEGGAGTACGG-CGC
T SR SR A R R T T R T, ..
=N i e r I A o G SR T A S A T S T
S e P e T R S S £
= A SN o asnavea - T
T T e e e T e T
AR . L Z DA - S U
—————— 290+---——-300+-——---310+------3204--—---330+——----3404----—-350+

-----------------



1 TTAATGCGTTAGCTACAGCACTAA--GAGGG-CGEAG-ACCCC~TAACACTTAGCACTCAT
3 BOBGREIGC o R L R R bl
g @ @ =S T
4 GCTTAaTGCG...--..TGC.,,———--- R - TN
5 GOG. . mmmm —— T S e
B BOBRaCTEC sz o ;N ARG BT s vt S
e - . gl B e o | R e g E=-.- TR SR R T e R
8 - N S=SCN - o e
- B s grarsce ———— . .G..... - Coeee e
10 R c R - F A U
e S Bt ———— Gl ..., i e
i e Eemmnn R gy s
13
------- 104=======204=======30+=mmmmm=dQf=mmmm==50t=mmmmmm GOt =======TO0+
1 CCETTTACGGCGTEG-AeTACCAGGGETATCTAATCCT -GTTCCGCTCCCCACCGCTTTCCGCTCCTCAR
W R B A SR R e
B sepeign SEEEERE S g S B S T T
4 . = e ontn B e e et e
B e, e Bovee s e
£ s BRE v sengs S N S o R
Wi R R R T S B S B S A N VS
T T B e R
- S s N s e
10 o e e e
Tl oo - H— SN - — - S
T3 o S R - o A e SR
13 SRR SRR R S S R e
------- 80+---——==00+--====100+--====1104------1204-——---1304------140+
1 COeTCAGETTACACS-A-CAGAS-ACTOGOCTTOCCGOCACT-GGTGTTCOTCCACATOTOTAC -GCATTTS
T Chmmns AT s T sy
c S A S PSP S
A . SR = S e e o 8 L e
B e [T e P e
(1 L SO R R S R D T R
B ErvessTRE s S T ST S Bwamogs
8 . .. e Bt et e .
: S - A B _— .
10 ....... — -G..... e s s
;T VA, N £ - - —— - - S
T e T B T A Y T A T S et
L SRR T Ehuses T T SRR
------ R S P S S S LS S L e S S S L RS S L S

Figura 6. Alinhamento de seqiiéncias de rDNA 16S de bactérias endofiticas isoladas do milho. Os pontos (.) representam
nucleotideos idénticos aos da seqiiéncia apresentada na linha 1, enquanto apenas os nucleotideos diferentes foram assinalados. Os
tracos (-) representam “gaps” que foram introduzidos para possibilitar o melhor alinhamento das seqiiéncias. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas com o primer 16SR-958.
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Conclusodes

As diferentes técnicas de biologia molecular
testadas para a caracterizagdo de bactérias
endofiticas se mostraram Uteis para a
identificacdo de réplicas de isolados de
bactérias endofiticas existentes no banco de
microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo
e revelaram a existéncia de novas espécies.

Com base nos resultados e na relagéo
custo/beneficio, sugere-se: 1) utilizar a
técnica de SDS-PAGE para a identificacdo
de réplicas do banco; 2) empregar a técnica
de RAPD-PCR para estimar relagdes

filogenéticas entre os diferentes isolados de
bactérias endofiticas; 3) utilizar a analise de
sequéncias de rDNA para identificar

géneros, espécies e estirpes.
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