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ESTIMATIVA DA PRESENCA DE MICRORGANISMOS DIAZOTROFICOS EM SOLOS
098 CULTIVADOS COM MILHO ATRAVES DE TECNICAS MOLECULARES. Geancarlo Zanatta,

René Arderius Soares, Luciane Maria Pereira Passaglia (orient.) (Departamento de Genética, Instituto
de Biociéncias, UFRGS).

A Fixacgdo Bioldgica do Nitrogénio é um processo fundamental para a sustentabilidade da vida na Terra. No entanto,
ela s6 é feita por um seleto grupo de microrganismos, chamados fixadores de nitrogénio ou diazotréficos. Todos os
organismos diazotréficos possuem um gene nifH, o qual codifica a Fe-proteina, que é um dos componentes da
nitrogenase. Esse gene tem sido bastante estudado através de abordagens envolvendo organismos ndo-cultivaveis, as
quais fornecem uma visdo mais completa da comunidade diazotrofica do que as técnicas microbioldgicas
convencionais. Nesse trabalho, descrevemos a metodologia utilizada para estimar a presenca de organismos
diazotroficos em comunidades bacterianas presentes em amostras ambientais (solo rizosférico, raiz e parte aérea)
obtidas de duas variedades de milho (Santa Helena e Santa Rosa) cultivadas na Estacdo Experimental Agrondmica da
UFRGS, em Eldorado do Sul, aos 30 e 115 dias apds a emergéncia das plantas. Das amostras coletadas foi extraido o
DNA das bactérias. Esse material foi utilizado como molde em reacfes de amplificacdo em cadeia, onde foram
utilizados oligonucleotideos degenerados, que amplificam uma regido do gene nifH. Aliquotas dos fragmentos
amplificados nessas reagdes serviram como DNA-molde para uma segunda reacdo de amplificacdo. Nesse caso, 0s
oligonucleotideos iniciadores anelaram em uma regido interna do fragmento anteriormente amplificado, resultando
em fragmentos de tamanhos entre 314 a 317 nucleotideos. Os fragmentos amplificados a partir dos DNAs das
amostras ambientais e de DNAs extraidos de linhagens bacterianas isoladas e identificadas foram clivados com as
enzimas Tagl e Haelll. Os produtos das clivagens foram analisados em géis de acrilamida 10%, corados com nitrato
de prata e os padrBes obtidos foram analisados através do programa KBcalc. Através da analise dos géis foi possivel
estimar a presenca dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter, e Azoarcus nas
amostras ambientais estudadas.
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