Universidade do Algarve
Faculdade de Ciéncias do Mar e do Ambiente

Avaliacado da comunidade microbiana
diazotrofica em solos sob cultura biologica por

métodos moleculares

Ana Raquel Andrade Verissimo

Mestrado em Biologia Marinha

Area de especializagdo Biotecnologia Marinha

2008



Universidade do Algarve
Faculdade de Ciéncias do Mar e do Ambiente

Tese de Mestrado realizada no Laboratdrio de Microbiologia do Centro de Biomedicina
Molecular e Estrutural, Faculdade de Engenharia de Recursos Naturais, Universidade do

Algarve, entre Setembro de 2006 e Novembro de 2007.

Composicéo do juri:

Presidente

Doutora Maria Ester Tavares Alvares Serrdo, Professora Auxiliar com Agregagdo da

Faculdade de Ciéncias do Mar e do Ambiente da Universidades do Algarve;
Vogais

Doutora Maria Alcinda dos Ramos das Neves, Professora Auxiliar da Faculdade de

Engenharia dos Recursos Naturais da Universidade do Algarve;

Doutora Maria Leonor Faleiro, Professora Auxiliar da Faculdade de Engenharia e

Recursos Naturais da Universidade do Algarve;
Doutor Mério Jodo Gadanho, Investigador no Instituto de Ciéncia Aplicada e

Tecnologia da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa.

Dissertagao orientada por Maria Leonor Faleiro

2008



RESuMO

O azoto, embora muito abundante na atmosfera, ndo pode ser utilizado pelas
plantas na sua forma elementar, sendo obtido do solo sob a forma de nitrato e amonio.
Uma vez que na pratica da agricultura biologica ndo hé adi¢ao de fertilizantes sintéticos,
as bactérias do solo assumem um papel importante na fixacdo do azoto livre
(comunidade diazotrofica). Estas bactérias podem ser simbiontes ou de vida livre, sendo
a nitrogenase uma enzima chave no processo da fixagdo do N».

Neste trabalho foram recolhidas amostras de solos de olivais sob agricultura
bioldgica nas localidades de Amareleja, Serpa e Santa Iria e respectivos controlos, em
terrenos adjacentes mobilizados, nos periodos de Inverno e Primavera. As comunidades
microbianas foram caracterizadas por métodos moleculares (PCR-RFLP e TGGE)
utilizando os genes 16S rRNA e nifH, que codifica para a enzima nitrogenase.

A validade do uso de técnicas de biologia molecular para estudos ambientais
depende da capacidade dos métodos usados em permitir a obtencdo de DNA de
qualidade e representativo das comunidades. No caso deste trabalho, o método nao foi
completamente optimizado, pois apenas foi possivel fazer a caracterizacdo das
comunidades directamente a partir do solo para o gene 16S rRNA, para o periodo de
Inverno, tendo os restantes clones sido obtidos por métodos moleculares, mas a partir de
métodos culturais.

Através das técnicas utilizadas verificou-se que as comunidades diazotréficas
sdo diferentes entre as localidades, e a sua auséncia nos locais utilizados como
controlos. A comunidade diazotréfica menos diversa ¢ a da localidade de Amareleja, o
que podera estar relacionado com um solo menos fértil ¢ a perda da sementeira das
leguminosas. No periodo de Inverno predominaram espécies diazotroficas de vida livre
em todas as localidades, ao passo que na Primavera se verificou o predominio de
espécies simbioticas em Serpa e Santa Iria, pertencentes ao género Sinorhizobium. Em
Amareleja, continuaram a dominar espécies de vida livre, pertencentes ao género
Azospirillum. Este género foi também detectado em Serpa, no periodo de Primavera.

Os dados obtidos no presente estudo apontam para um estabelecimento efectivo
da comunidade diazotrofica em solos sob agricultura bioldgica em contraste com os

solos mobilizados nos quais a comunidade diazotréfica ¢ praticamente inexistente.

Palavras-chave: comunidade diazotrofica, agricultura biologica, PCR-RFLP,

TGGE



ABSTRACT

Nitrogen, although very abundant in the atmosphere cannot be used by plants in
its elemental form, thus being utilized by them as nitrate and ammonium. Since there is
no addition of chemical fertilizers in biological agriculture, soil bacteria play an
important role in nitrogen fixation (diazotrophic community). These bacteria can be
free-living or symbiotic. Nitrogenase is a key enzyme in the process of nitrogen
fixation.

In this work samples were collected from soils where olive trees are cultivated
under biological agriculture regimens in Amareleja, Serpa and Santa Iria and respective
controls, in adjacent lands where traditional agriculture is practised, in winter and spring
periods. Microbial communities were characterized by molecular methods (PCR-RFLP
e TGGE) using 16S rRNA and nifH genes (nifH codes for nitrogenase).

The reliability of the application of molecular biology techniques to
environmental studies depends on their capacity of obtaining quality and community-
representative DNA. In this work, the method was not completely optimized, since it
was only possible to characterize communities directly from the soil using 16S rRNA
gene, for samples corresponding to the winter period. The remaining clones were also
obtained by molecular methods, but the samples were first subjected to cultural
methods.

Through these techniques, it was possible to verify that diazotrophic
communities are different between the three localities and that they’re absent from
control soils. The least diverse community is the one present in Amareleja, which can
be related to a less fertile soil and the loss of legume plants. During the winter period,
free-living species were predominant in all localities, while during spring the
communities of Serpa and Santa Iria were dominated by symbiotic bacteria of the genus
Sinorhizobium. In Amareleja, free-living species of the genus Azospirillum continue to
dominate. This genus was also detected in Serpa, in samples corresponding to spring
time.

Data obtained from this study indicate the effective establishment of the
diazotrophic community in soils under biological agriculture regimens in contrast to
soils under traditional agriculture management, where this community is nearly
inexistent.

Key-words: diazotrophic community, biological agriculture, PCR-RFLP, TGGE
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ABREVIATURAS

A —nucledtido contendo adenina

As3o — absorvancia a 230nm

Ayeo — absorvancia a 260nm

Ajgo — absorvancia a 280 nm

Agua/DEPC — dgua MilliQ tratada com DEPC

Agua MilliQ — agua purificada no sistema MilliQ (Millipore)

ATP — trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate)

BLAST — Ferramenta basica de pesquisa de alinhamentos locais (basic local alignment
search tool)

Bisacrilamida — N,N’-metileno-bis-acrilamida

C — nucledtido contendo citosina

cf — concentracao final

CTAB - brometo de cetiltrimetilamonia (cetyl trimethyl_ ammonium bromide)
DAPI — 4’-6-diamidino-2-fenilindole (4’-6-diamidino-2-phenilindole)

DEPC — digtilpirocarbonato

DGGE - Electroforese em gel com gradiente desnaturante (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis)

DMSO - dimetilsulféxido

DNA - acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)

DNase — desoxirribonuclease

dNTP — trifosfato de desoxinucledtido (deoxynucleotide triphosphate)

DO — densidade 6ptica

DSMZ — Colecgdo alema de microrganismos ¢ culturas de células (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und_Zellkulturen)

DTT - ditiotreitol

EDTA - acido etileno-diaminatetracético (ethylenediaminetetraacetic acid)
FISH — Hibridagao in situ por fluorescéncia (Fluorescent in situ hybridization)
g — grama

G — nucledtido contendo guanina

GES — Guanidina-EDTA-Sarcosil

GTE — Guanidina-Tris- EDTA

Kb — kilo pares de bases

Laranja de acridina — 3,6 — bis(dimetilamino)acridina



M — molar

MEGA - Analise de genética molecular evolutiva (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis)

min. — minuto(s)

ml — mililitro

mM — milimolar

MOPS - acido 3-morfolinopropanosulféonico (3-morpholinopropanesulfonic acid)
mRNA — RNA mensageiro (messenger RNA)

NCBI — Centro nacional de informagdo sobre biotecnologia (National Center for
Biotechnology Information)

nm — nanometro

OTU — Unidade taxonomica operacional (Operational taxonomic unit)

pb — pares de bases

PCA — agar para contagem em placa (plate count agar)

PCR — Reacgao da polimerase em cadeia (polymerase chain reaction)

PVP — polivinilpirrolidona

RFLP — Polimorfismos no comprimento dos fragmentos de restricdo (Restriction
Eragment Length Polymorphism)

RNA — acido ribonucleico (ribonucleic acid)

RNase — ribonuclease

rpm — rotagdes por minuto

rRNA — RNA ribossomal (ribosomal RNA)

Sarcosil — N-laurosilsarcosina

SDS — sulfato de sddio dodecil (sodium dodecyl sulphate)

T — nucleotido contendo timina

TAE — Tris-acido acético-EDTA

Tampb. — temperatura ambiente

Taq — DNA polimerase de Thermophilus aquaticus

TEMED — N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

TGGE - Electroforese em gel com gradiente térmico (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis)

T-RFLP — Polimorfismos no comprimento dos fragmentos de restricdo da zona terminal
(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)

Tris — tris(hidroximetil)Jaminometano



Tm— temperatura de emparelhamento (Temperature of melting)

U — unidades (enzimaticas)

UPGMA - Método de analise de pares de grupos nao ponderada (Unweighted pair
groups method analysis)

UV — ultra-violeta

V —volt(s)

X-Gal — 5-bromo-5-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido

pl — microlitro

2D-PAGE — Electroforese em gel de poliacrilamida bidimensional (Two-dimensional

polyacrylamide gel electrophoresis)
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