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UTILIZAQAO DE TECNIpAS MOLECULARES PARA AVALJA(;AO DA DIVERSIDADE DE
102 BACTERIAS DIAZOTROFICAS ASSOCIADAS A GRAMINEAS. Rene Arderius Soares,
Geancarlo Zanatta, Luciane Maria Pereira Passaglia (orient.) (Departamento de Genética, Instituto de

Biociéncias, UFRGS).

Devido a grande importancia ecoldgica e econdmica da fixacéo biol6gica do nitrogénio FBN, torna-se necessario o
mapeamento da diversidade dos organismos diazotréficos associados a gramineas no nosso estado. Foram coletadas
amostras (raiz, parte aérea e solo rizosférico) da graminea de cobertura aveia preta (Avena strigosa) de seis
localidades, situadas nas regifes norte e nordeste do estado para o inicio desse trabalho. Das amostras coletadas foi
extraido o DNA das bactérias. Esse material foi utilizado como molde em PCRs, onde foram utilizados
oligonucleotideos degenerados, que amplificam uma regido do gene nifH, um dos genes responsaveis pela sintese da
nitrogenase. Aliquotas dos fragmentos amplificados nessas reacdes serviram como DNA-molde para uma segunda
reacdo de amplificagdo. Nesse caso, os oligonucleotideos iniciadores anelaram em uma regido interna do fragmento
anteriormente amplificado, resultando em fragmentos de tamanhos entre 314 a 317 nucleotideos. As seqiiéncias
nucleotidicas dessa mesma regido de diversas bactérias diazotroficas disponiveis foram alinhadas €, a partir desse
alinhamento, foram previstos os padrdes de restricdo para as enzimas Taql e Haelll. Alguns desses padrdes foram
verificados na pratica, onde amostras amplificadas do fragmento de 314/317 nucleotideos do gene nifH, obtidas da
amplificacdo do DNA de bactérias diazotroficas isoladas, foram clivadas com as mesmas enzimas. Os fragmentos
amplificados a partir dos DNAs das amostras ambientais também foram clivados. Os produtos das clivagens foram
analisados em géis de acrilamida 10%, corados com nitrato de prata e os padrdes obtidos foram comparados com os
padrbes conhecidos ou esperados, através do programa KBcalc. Através da analise dos géis foi possivel estimar a
presenca e a diversidade dos microrganismos diazotréficos nas amostras ambientais. Para a validagdo desse método
de analise, os fragmentos amplificados do DNA extraido de duas amostras ambientais, solo e parte aérea da planta,
do ponto de coleta nimero seis, foram clonados em pUC18 e estéo sendo seqiienciados. (FAPERGS/IC).
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