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RESUMO

PRESERVACAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS ASSOCIADAS AO ARROZ

Autora: Jonalda Cristina dos Santos Pereira (Mestranda)
Orientador(a): Prof? Dra Thais Roseli Corréa

As bactérias diazotroficas, simbidticas ou de vida livre, exercem papel importante na fixacdo
biol6gica de nitrogénio e suprimento deste nutriente primario aos vegetais, dentre eles o arroz.
O processo de conservacdo destes microrganismos é fundamental para suprir as demandas da
pesquisa agricola e deve garantir a manutencdo das caracteristicas originais dos isolados, livre
de mutacBes. Os isolados bacterianos preservados em laboratorio devem manter suas
caracteristicas originais, e livres de mutacdes. Este trabalho teve como objetivo avaliar métodos
para preservacao, e realizar caracterizacdo molecular pela presenca dos genes nifs D e H, em
isolados bacterianos importantes na fixacdo bioldgica de nitrogénio para a cultura do arroz. Foi
realizada a comparacéao entre os métodos de preservacao dos microrganismos a fim de detectar
qual deles asseguram a viabilidade, morfologia, fisiologia e genética dos isolados, mantendo a
cultura viavel por longo tempo em isolados provenientes da da Colecdo de Microrganismos
Fitopatogénicos “Prof°. Gilson Soares da Silva — MGSS” do Laboratorio de Fitopatologia, da
Universidade Estadual do Maranhdo. Quanto a caracterizacdo da variabilidade genética, foram
testados os métodos de agrupamento entre os isolados, visando a formacdo de grupos com a
maior distancia genética identificada. Para a confirmacdo da presenca do gene nif no genoma
dos isolados, foram utilizados primers especificos, e as sequéncias obtidas foram validadas e
comparadas com o0 banco de dados de nucleotideos National Center for Biotechnology
Information (NCBI). A criopreservagdo confere a melhor preservagéo dos isolados e ainda,
guanto a conservacdo dos isolados, estes se mantiveram com sobrevida, estavéis e puros diante
dos métodos de preservacdo, mantendo suas configuracOes e especificidades genéticas e
fenotipicas. Os isolados apresentaram altas taxas de similariedade para os genes nifD e nifH do
género das Pseudomonas. Esse tipo de estudo € importante para contribuir com as pesquisas
referentes a analise de DNA e mapeamento genético, e para enfatizar a importancia da
manutencdo de colecdes vivas para estudos filogenéticos.

Palavras-chave: Métodos de conservacgdo, bactérias ndo patogénicas, fixacdo bioldgicade
nitrogénio.
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ABSTRACT

PRESERVATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF ISOLATES OF
DIAZOTROPHIC BACTERIA ASSOCIATED WITH RICE

Author: Jonalda Cristina dos Santos Pereira (Mestranda)
Advisor: Prof® Dra Thais Roseli Corréa

Diazotrophic bacteria, symbiotic or free-living, play an important role in biological nitrogen
fixation and supply of this primary nutrient to plants, including rice. The conservation process
of these microorganisms is essential to meet the demands of agricultural research and must
guarantee the maintenance of the original characteristics of the isolates, free from mutations.
Bacterial isolates preserved in the laboratory must maintain their original characteristics and be
free from mutations. This work aimed to evaluate methods for preservation, and perform
molecular characterization by the presence of nifs D and H genes, in bacterial isolates important
in biological nitrogen fixation for rice. A comparison was made between the methods of
preservation of microorganisms in order to detect which one ensures the viability, morphology,
physiology and genetics of the isolates, keeping the culture viable for a long time in isolates
from the Collection of Phytopathogenic Microorganisms “Prof®. Gilson Soares da Silva —
MGSS” from the Phytopathology Laboratory, State University of Maranhdo. As for the
characterization of genetic variability, grouping methods among the isolates were tested, aiming
at the formation of groups with the greatest genetic distance identified. To confirm the presence
of the nif gene in the genome of the isolates, specific primers were used, and the sequences
obtained were validated and compared with the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) nucleotide database. Cryopreservation confers the best preservation of the isolates and,
as for the conservation of the isolates, they remained with survival, stable and pure in the face
of preservation methods, maintaining their genetic and phenotypic configurations and
specificities. The isolates showed high similarity rates for the nifD and nifH genes of the
Pseudomonas genus. This type of study is important to contribute to research related to DNA
analysis and genetic mapping, and to emphasize the importance of maintaining living
collections for phylogenetic studies.

Keywords: Conservation Methods, non-pathogenic bacteria, biological nitrogen fixation
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) classificado botanicamente como poaceae de cultivo anual, é um
dos alimentos bésicos consumidos por mais da metade da populacdo mundial e representa 29% do
total de gréos utilizados na alimentacdo. A nivel mundial, o arroz tem o segundo maior volume de
producdo em gréos, sendo cultivado em mais de 168 milhdes de hectares, em diferentes ecossistemas,
em temperaturas e regimes hidricos distintos e producdo de 741 milhdes de toneladas de grdos
(SOSBAL, 2016). No Brasil, a area total plantada € de aproximadamente 1.67 milhdo de hectares, e
com producéo de 11.741 milhdes de toneladas na safra 2020/2021(CONAB, 2021).

No Maranhdo, o arroz € uma cultura de grande destaque, pelo seu importante papel na
seguranca alimentar e por seu potencial de geracdo de renda. Todas as microrregides do estado
produzem o grdo, com uma abrangéncia de 98% dos municipios, tal abrangéncia geografica permite
a producdo da cultura nos mais diversos sistemas de cultivo, do plantio irrigado até o plantio de
sequeiro em terras altas (BUOSI et al., 2013).

As exigéncias pelo nitrogénio (N) na cultura do arroz sdo bem conhecidas, no entanto, para
suprir a deficiéncia de N em solos, este elemento é normalmente fornecido a esta cultura em forma
de adubos sintéticos como a ureia, fertilizante mais disponivel no mercado. Portanto, 0 manejo do
nitrogénio sempre foi uma das préaticas agricolas mais populares, com o objetivo de melhorar a
eficiéncia de seu uso, pois na natureza, a maior parte do nitrogénio do solo esta disponivel na forma
de combinacdes organicas, o que impede a assimilacdo pelas plantas (OKUMURA et al., 2011). Cabe
mencionar que a fertilizacdo além de aumentar os custos de producdo, também causa grandes
impactos ambientais, principalmente devido a contaminacéo dos lencdis freaticos (CARVALHO;
ZABOT, 2012).

Como a fertilizacdo sintética € onerosa, a associacdo de microrganismos diazotroficos €
importante ferramenta para auxiliar na fixagao deste nutriente nas plantas. Varias espécies de bactérias
potencialmente diazotréficas associadas a gramineas foram identificadas, tais como: Azospirillum
spp., Burkholderia spp., Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter diazotrophicus (BUOSI et al.,
2013).

Estudos recentes tém apontado que as espécies de Pseudomonas sdo encontradas no sistema
radicular das plantas de arroz, destacando-as como microrganismos, além de fixadoras do nitrogénio
atmosferico que também podem produzir acido indol acético (IAA) e realizar as atividades de
protease, catalase e urease, que promovem e melhoram significativamente em termos de saneamento
e producdo vegetal (FERREIRA et al., 2014; PHAM et al., 2017; GUPTA et al., 2020). Portanto,

inocular espécies desse género pode ser um método alternativo. A aplicacdo de nitrogénio em
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diferentes culturas é ecoldgica e economicamente viavel.

Um dos principais métodos alternativos para reduzir a quantidade de uso de fertilizantes
quimicos nos ambientes de producdo agricola sdo os inoculantes contendo bactérias fixadoras de
nitrogénio (SPAOLAOR et al., 2016). Essas bactérias aléem de fixarem o nitrogénio na atmosfera
também podem promover o crescimento das plantas, assim como induzir resisténcia a fitopatdgenos
(BALDOTTO et al., 2010).

A importancia da manutencdo, e principalmente, da preservacdo de microrganismos,
caracteriza-se como reflexo da necessidade de utilizacdo de organismos ou espécimes a qualquer
momento, quer para fins experimentais, didaticos, industriais ou estudos comparativos. Assim,
conhecer o procedimento mais adequado de preservar culturas, e dispor de técnicas simples e
eficientes, é de grande valor aos laboratorios de microbiologia. Para tanto, ndo basta garantir a
sobrevivéncia do agente, mas também considerar a viabilidade e escolha de métodos que ndo
promovam em maior ou menor grau a ocorréncia de mutagdes ou variabilidades (SOLA et al., 2012).

Dessa forma, ao explicitar sobre bactérias é pertinente destacar também sobre os métodos de
preservacao destas, uma vez que, estes asseguram a viabilidade, morfologia, fisiologia e genética das
bactérias, mantendo a cultura por longo tempo e com o0 mesmo principio: retardar ou paralisar o
metabolismo celular. Destaca-se que ndo existe um método universal para armazenar patdgenos de
plantas, pois a selecdo do método deve ser baseada na natureza do patdgeno e nas suas vantagens e
desvantagens.

Além da importancia de determinar um método de preservacao para armazenar 0s patdgenos
de plantas, a associacdo de estudos moleculares é de grande relevancia, seja para uma caracterizacdo
a nivel molecular da variabilidade genética dos patdgenos armazenados, quanto para determinar se
h& uma manutencéo das especificidades genéticas dos isolados armazenados. Cabe ressaltar que 0s
avancgos observados nas técnicas moleculares, tem permitido uma alta geracéo de informag6es como
ao utilizar a reacdo em cadeia de polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction), uma vez que esta
reacdo possibilita a comparacdo de parentais proximas, com o intuito de incrementar os estudos
relativos as associagOes de bactérias e gramineas (BRAGA, 2012).

Portanto, a identificacéo e caracterizacdo dessas bactérias fornecem subsidios para o melhor
entendimento das bacterianas associadas a diferentes genétipos do arroz, e assim estabelecer futuras
estratégias que beneficie 0 manejo desses microrganismos e a producdo da cultura do arroz. Nesse
sentido, este trabalho teve como objetivo testar métodos para preservacdo dos isolados bacterianos,
além de analisar através de caracterizacdo molecular esses isolados, verificando a presenca dos genes

nifs, importantes na fixag&o bioldgica de nitrogénio para a cultura do arroz.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ARROZ: ORIGEM, ASPECTOS HISTORICOS E CULTIVO

Pesquisadores relatam que o local de origem do arroz foi na Asia, contudo, a india é
considerada uma das regides de maior diversidade, e onde ocorrem numerosas variedades endémicas.
As provincias de Belgala e Assam, bem como Mianmar, tém sido referidas como centros de origem
dessa espécie. Duas formas silvestres sdo apontadas na literatura como precursoras do arroz cultivado:
a espécie Oryza rufipogon Griff., procedente da Asia, originando a Oryza sativa L.; e a Oryza barthii
A.Chev. (Oryza breviligulata), derivada da Africa Ocidental, dando origem & Oryza glaberrima
Steud. (EMBRAPA, 2007).

Considerando seu processo histérico, o arroz se dispersou pelo mundo inteiro,
provavelmente, os portugueses que introduziram esse cereal na Africa Ocidental, e os espanhdis, 0s
responsaveis pela sua disseminacdo nas Ameéricas e portanto, seu uso na culinaria passou a ser
generalizado no globo (EMBRAPA, 2007).

Atualmente, o arroz € um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracterizando-se como o principal alimento de mais da metade da populacdo mundial, somente na
Asia cerca de 60 a 70% do consumo calérico de mais de 2 bilhdes de pessoas é proveniente do arroz
e seus subprodutos (BOREM; RANGEL, 2015).

O Brasil € indicado como o primeiro pais a cultivar o arroz no continente americano, o cereal
era chamado “milho d’agua” (abati-uaupé) que os tupis, antes da chegada dos portugueses, colhiam
proximo ao litoral (EMBRAPA, 2000). Em 1587, as lavouras arrozeiras ja ocupavam terras na Bahia
e, por volta de 1745, no Maranhdo. Em 1766, a Coroa Portuguesa autorizou a instalagéo da primeira
descascadora de arroz no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro. A prética da orizicultura no Brasil, de
forma organizada e racional, aconteceu em meados do século XVIII e daquela época até a metade do
século XIX, o pais foi um grande exportador de arroz, configurando-se como um importante fator
socioecomico do pais (EMPRAPA, 2012).

Os acorianos introduziram o arroz vermelho em meados de 1619 a 1649, no Maranhéo, onde
foi cultivado quase que exclusivamente até 1772, quando seu cultivo foi proibido para forcar a
producdo do arroz branco, que era denominado de “arroz Carolina”, cujo 0 plantio foi incentivado
para abastecer Portugal, que estava vivenciando déficit de cereais. Destaca-se que essa prerrogativa
ndo se estendeu apenas para o arroz, mas em diversas outras culturas de cultivo no Estado (CONAB,
2015).

Atualmente, o Maranhdo €é considerado o maior produtor de arroz do Nordeste, possuindo
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também destaque nacional, sendo o 5° estado de maior produtividade do pais. Na Safra 2017/2018, o
estado obteve uma &rea colhida de 130.386 hectares, o que representa um rendimento médio de 1.587
kg/ha. Presente em praticamente todo o territorio maranhense, 0s municipios que mais produziram a
cultura foram: Sdo Mateus do Maranhdo, com 30.387 toneladas, seguida por Grajad com 13.300
toneladas e Arari com 9.950 toneladas (SAGRIMA, 2019).

A atual cadeia produtiva é desenvolvida no estado através de dois ecossistemas propicios
para a producdo de arroz: varzea e terras altas. No ecossistema de varzea, existe o sistema de cultivo
com irrigacdo controlada (arroz irrigado) e o cultivo sem irrigacdo controlada. No primeiro, a cultura
é irrigada por inundagdo continua e controlada com a formagdo e manutencéo de Iamina de agua até
a maturacdo do arroz. Esse é o sistema adotado nos municipios de Arari, Igarapé do Meio, Pindaré,
Viana e Vitoria do Mearim, localizados na Baixada Maranhense. Quanto a modalidade sem irrigacédo
controlada (arroz de varzea Umida), caracteriza-se pelo plantio do arroz em areas de baixadas, nas
quais as chuvas e as enchentes dos rios ou afloramento natural do lencol freatico, sdo as fontes de
agua para o desenvolvimento das plantas (CONAB, 2015).

Quanto ao arroz de terras altas, ou arroz de sequeiro, 0 mesmo é caracterizado pelo plantio
em areas nao alagadas, ficando a mercé de boas condic¢des pluviométricas para o perfeito desempenho
dos estagios fenoldgicos da cultura (HEINEMANN et al., 2019).

O estado do Maranhdo ja figorou como o primeiro produtor de arroz de sequeiro ou arroz
de terras altas no pais, na década de 1970, e o segundo produtor de arroz no total, ocupando 20% das
areas de cultivo e participando com 18% da producdo nacional. Na década de 1980, houve uma
reducdo significativa no plantio e producédo, nas areas tradicionais de cultivo, localizadas nos vales
dos rios, onde passaram a ser ocupadas pela pecuaria bovina (CONAB, 2015).

Diante disso, observa-se que o arroz tem grande potencial de desenvolvimento no Maranhao,
devido a area, solo e clima, contudo, a cultura do arroz apresenta baixa produtividade no estado, se
comparada a de outras regiGes do pais. Essa diferenca é associada ao fato do arroz maranhense ser
um produto normalmente cultivado no sistema de terras altas, sem a utilizagdo de insumos, e com um
baixo nivel tecnologico (FARIAS FILHO; FERRAZ JUNIOR, 2009). Esses desafios sdo
caracterizados também pelo pouco investimento realizado em tecnologia, corroborando para a baixa
produtiva e portanto, na dindmica de exportacéo.

Ainda, é importante considerar que no Maranhdo, o arroz é cultivado por pequenos
produtores, em cultivo simultdneo com outras culturas, como o feijdo e o milho, sendo pouco
frequente o cultivo isolado (SANTIAGO; BRESEGHELLO; FERREIRA, 2013). Geralmente o
cultivo é feito em areas de campos inundaveis (vazante), o agricultor define sua area de cultivo,

associando trés fatores importantes: baixa incidéncia de ervas espontaneas, disponibilidade de agua
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para o crescimento das plantas e maior fertilidade dos solos (FERRAZ JUNIOR, 2000).

Farias Filho e Ferraz Janior (2009), avaliaram e caracterizam o cultivo de arroz, em sistema
de vazante, indicando o potencial agricola e os atuais problemas desse sistema para a agricultura
familiar, na regido, foi possivel observar que o cultivo de arroz, nesse sistema, possui grande
importancia socioeconémica e € caracterizado, na Baixada Maranhense, pela pouca utilizacdo de
insumos quimicos, onde os trabalhos s&o, normalmente, realizados por mao-de-obra familiar, com o
uso de instrumentos simples e em pequenas areas. Mesmo diante dessa importancia, ainda ha poucos

estudos cientificos sobre a agricultura desenvolvida nas varzeas da baixada.

2.2 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio (N) é um elemento indispensavel ao metabolismo vegetal com vistas a sintese
de proteinas e enzimas fundamentais para a vida das plantas. A forma mineral do nitrogénio participa
de inimeros processos bioquimicos no sistema solo-planta (COUTINHO NETO; SILVA, 2016).

A utilizacdo de microrganismos capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, como as bactérias
diazotroficas apresenta-se como uma alternativa natural para fornecer parcialmente o N requerido
pelos vegetais, e reduzir assim o uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos em leguminosas, cereais
e forrageiras (EMBRAPA, 2012).

Bactérias diazotroficas de vida livre sdo encontradas em diversas espécies vegetais,
incluindo representantes da familia Poacea, tais como arroz (Oryza sativa L.), milho (Zea mays L.) e
cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) (BHATTACHARJEE et al., 2008; MOREIRA et al.,
2010).

Além de fixar o nitrogénio atmosférico, estas bactérias se caracterizam pela capacidade de
produzir horménios vegetais, solubilizar fosfato, serem antagdnicas a espécies patogénicas, além de
influenciar o metabolismo nitrogenado da planta, sendo consideradas como rizobactérias promotoras
do crescimento de plantas - RPCP (MOREIRA et al., 2010, HUNGRIA, 2011; JAMES; BALDAN!I,
2012). Dentre os hormonios vegetais produzidos pelas RPCP, destaca-se a sintese de acido indol
acetico e de outros compostos inddlicos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012).

Assim observa-se que, bactérias diazotréficas endofiticas podem estimular o crescimento
das plantas, aumentar a resisténcia a doengas bem como promover a fixagdo bioldgica do nitrogénio
(BARBOSA, 2018).

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é um processo de fundamental importancia para
manutencdo da vida do planeta, uma vez que apenas uma parcela relativamente pequena de

procariotos é capaz de transformar o nitrogénio gasoso para forma assimilavel. E caracterizado como
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0 segundo processo biolégico mais importante na terra, e tem se mostrado imprescindivel para a
sustentabilidade da agricultura, tendo em vista que favorecem o fornecimento do nutriente as culturas
com baixo custo econdmico e promovem uma diminui¢cdo nos impactos ambientais, pela reducédo do
uso de produtos quimicos (HUNGRIA et al., 2007).

No arroz, o sistema radicular pode ser colonizado por RPCP, promovendo o crescimento
vegetal, aumentando o volume de raizes e melhorando a nutri¢do da planta. Dentre os microrganismos
indicados como promotores de crescimento de plantas, estdo bactérias do género Azospirillum
(GUZMAN et al., 2012) e Rhizobium (YANNI et al., 2001) que apresentam 99% de capacidade de
promocao de crescimento e de FBN. Também hé relatos de maior absorcéo de N, P, K e Fe em plantas
de arroz inoculadas e aumento no vigor de plantulas de arroz apds a inoculagdo com bactérias
(FARIA, 2021).

A nitrogenase é a enzima mais importante associada a fixacdo de nitrogénio, composta de
uma mistura equilibrada das proteinas, Ferro e Molibdénio-Ferro na proporcdo 2:1 (SUR et al., 2010).
Trata-se de uma molécula biologicamente complexa que reduz dinitrogénio gasoso a amonia sob
temperatura e pressao adequadas.

Em plantas leguminosas, que possuem o processo de fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN),
a enzima nitrogenase desempenha importante papel para a producdo agricola, pois reduz o uso de
fertilizantes nitrogenados. Entretanto, este processo também pode ser de fundamental importancia em
plantas ndo-leguminosas, tendo em vista que nos Gltimos anos ensaios utilizando o método da diluicéo
isotopica de, N demonstraram o potencial da FBN em vérias culturas ndo-leguminosas, dentre elas a
do arroz (URQUIAGA et al., 1992).

A simbiose com as gramineas de interesse econdmico, como milho, arroz e trigo (Triticum
turgidum L.), pode estar associadas com bactérias do género Azospirillum. Outros exemplos
importantes seriam a associacdo de bactérias do género Beijirinckia com a cana-de-agUcar,
Azotobacter paspali com a grama batatais (Paspalum notatum Flugge) e determinados cultivares de
trigo, com espécies do género Bacillus ssp. (VINHAL-FREITAS; RODRIGUES, 2010).

As espécies do género Pseudomonas ssp. sdo0 compostas por bastonetes gram-negativo,
onipresente em aguas e solos. Este género de bactérias é considerado como 0 mais adptavel aos
ambientes e, segundo Yong et al. (2018) possui elevada capacidade de biodegradar varios tipos de
compostos organicos .

No contexto da agricultura, as bactérias deste género tém importancia devido as suas
contribui¢bes para o crescimento das plantas e controle de doencas, além disso estudos recente
destacam o potencial destas bactérias para a fixa¢do do nitrogéncio atmosfério (PHAM et al., 2017).

Entre as suas caracteristicas principais estdo o rapido crescimento in vitro, utilizacdo acelerada de
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exsudados de sementes em germinacdo e raizes, colonizacao e multiplicagdo na rizosfera e no interior
de plantas, producdo de grande variedade de metabdlitos (antibidticos, sider6foros e substancias

promotoras de crescimento) e competi¢ao contra outros microrganismos (CAMPOS, 2010).

2.3 METODOS DE PRESERVACAO DE BACTERIAS

A escolha do método de manutencdo mais adequado, deve levar em consideracdo as
caracteristicas do agente em estudo, bem como as vantagens e desvantagens de cada técnica
disponivel. Para o estudo com células, tecidos e microrganismos, ha o anseio pelo desenvolvimento
de metodologias mais adequadas a sua conservacdo, porém, observa-se uma lacuna entre as
publicacdes cientificas pertinentes, verificando-se um ndmero reduzido de estudos abordando a
probleméatica da selecdo e validacdo de protocolos, principalmente, na manutencdo de
microrganismos (HEINEMANN et al., 2019).

Existe uma ampla variedade de métodos recomendados para manutencdo das culturas em
laboratorio, descritos na literatura, no entanto, ndo existe um método especifico para os diferentes
grupos de bactérias, devendo-se levar em consideracdo aquele que mantiver, mesmo ap6s longos
periodos, as caracteristicas originais da cultura, ou seja, viabilidade e patogenicidade (HEINEMANN
etal., 2017).

Nesse sentido, a importancia da preservagao, bem como da manutencdo de microgranismos
é imprescindivel, ndo somente para utilizacdo em laboratérios, mas para conhecer suas
especificidades estruturais, objetivando identificar seus aspectos a serem Uteis em experimentos e
ainda, fomentar estudos comparativos e definir melhor técnica de preservacdo (SOLA et al., 2012).
Deste modo, esses mesmos autores definem os métodos de manuten¢do de microrganismos de acordo
com tempo maximo de preservagao:

« Maétodos de curto prazo: repique continuo;

« Métodos de médio prazo: preservacdo em 6leo mineral, preservacdo em agua esterilizada,

congelamento a -20°C, preservacdo em solo estéril;

« Meétodos de longo prazo: liofilizacéo, criopreservacao.

O método de repique continuo também conhecido como “subcultura” ou “repicagem
periddica”, € um método tradicional bastante utilizado por microbiologistas e fitopatologistas, que
consiste na transferéncia frequente da cultura para um meio estéril e apds o crescimento, armazenadas
em baixas temperaturas (CEFAR EM NOTICIAS, 2011). E considerada uma técnica comum para se
alcancar viabilidade a curto prazo, utilizado constantemente em bactérias (COSTA; FERREIRA,
1991).
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De acordo com Romeiro (2006), a repeticdo do processo de repicagem deve ser feita em
periodo especifico de acordo com as necessidades e particularidades de cada isolado. no entanto, é
importante que o repique seja refeito previamente, de forma a evitar o consumo completo do substrato
pelo microrganismo, bem como a desidratacdo do meio. A fim de evitar a secagem do meio solido, é
aconselhavel que os isolados sejam conservados em tubos de ensaio com tampa rosqueével ou selados

com parafina, protegidos da luz e mantidos em temperatura entre 5 e 8°C (Figura 1).

Figura 1. Método de Repigue Continuo.

1. Repique
a. em Agar: V4

Fonte: Bedendo (2018).

As vantagens deste método sdo: o baixo custo, ndo requer equipamentos especializados, ndo
necessita de reativacdo, ndo provoca estresse ou injuria celular e o manuseio é simples, possibilitando
para as bactérias viabilidade de cinco a 12 meses (ALFENAS; FERREIRA, 2007). Este método
classico apresenta como desvantagens perdas de caracteristicas genéticas resultante de mutacdes,
maior probabilidade de contaminacdo por conta da manipulacdo constante das culturas devido aos
repiques continuos, e disponibilidade de espaco para armazenamento das culturas (COSTA,
FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006).

O meio de cultura adequado é um fator importante para conservagdo do microrganismo,
pois pode proporcionar um intervalo maior de tempo entre as repicagens. Estes meios devem
apresentar baixas concentragdes de acucares a fim de evitar crescimento excessivo e prevenir
modifica¢bes (HIRSCH; MAUCHLINE, 2015).

Além disso, a idade das culturas também influencia o emprego deste método de preservacéo,
pois culturas velhas tendem a produzir culturas-filhas alteradas, tanto do ponto de vista morfolégico
como fisiolgico (GIRAO et al., 2004).

A manutencao em 0leo mineral é considerado como uma alternativa simples, que consiste
na aplicagdo de uma camada de 1 (um) centimetro de 6leo mineral estéril sobre uma cultura de

microrganismos, a fim de limitar a quantidade de oxigénio disponivel, provocando assim uma reducgéo
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no crescimento e metabolismo do fitopatégeno (ROMEIRO, 2006).

A manutencdo de culturas submersas em éleo mineral promove a redugdo do consumo de
oxigénio em torno de 10% em poucas horas. No entanto, de acordo com Costa e Ferreira (1991) as
camadas de 6leo superiores a 1 (um) centimetro ndo devem ser usadas, pois pode ocasionar a reducéo
da viabilidade dos microrganismos em condi¢Ges de esgotamento total de oxigénio. Para a
conservacao de culturas em tubo inclinado, todo o meio deve ser recoberto pelo 6leo, assim o contato
dos microrganismos com o ar promove desidratacdo total da cultura devido a evaporacdo da agua
(Figura 2).

Figura 2. Método de Preservacio em Oleo Mineral
N

oleo mineral _
estéril

Repique da
Cultura

armazenamento em geladeira

Fonte: Bedendo (2018)

Como vantagens, Canhos et al. (2004) e Costa et al. (2009) relataram que esta técnica
proporciona uma maior longevidade as estirpes, quando comparada ao repique continuo, bem como
a diminuicdo da velocidade de desidratacdo do meio de cultura. Todavia, apresentam desvantagens
semelhantes a técnica de subcultivo, como o risco de contaminacdes, instabilidade genética e
dificuldades com a utilizacdo do 6leo (manuseio e esterilizagdo). Com relacdo ao processo de
esterilizacédo, recomenda-se evitar a formacao de umidade buscando evitar riscos de contaminacao e
manter um controle de temperatura, tendo em vista que temperaturas elevadas proporcionam
formacéo de produtos toxicos aos microrganismos conservados.

Quanto ao processo de esterilizacdo Romeiro (2006) descreveu a existéncia de dois
procedimentos possiveis para a limpeza do 6leo: autoclavagem a 1 atm por 30 minutos, com posterior
secagem a 150°C, ou aquecimento a 170°C por 1 hora.

Os 6leos mais recomendados para a conservagdo de microrganismos sdo: parafina e vaselina
(BARKER, 2002), estes devem ser puros e de boa qualidade, apresentar alta viscosidade, densidade
relativa entre 0,8 e 0,9 a temperatura de 20°C e, além disso, devem ser isentos de produtos toxicos.

Pesquisadores relatam que as bactérias podem ser conservadas por periodos de um a sete
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anos dependendo da espécie, enquanto fungos sobrevivem por um a cinco anos e as leveduras por até
sete anos (COSTA,; FERREIRA, 1991; ABREU; TUTUNJI, 2003; COSTA et al., 2009).

A Criopreservacdo consiste na utilizacéo de baixas temperaturas (-20 a -70°C) para conservar
diversos tipos celulares, visando minimizar danos a materiais bioldgicos, tais como: tecidos, células
animais e vegetais, bactérias, fungos e virus durante o processo de congelamento e armazenamento a
frio (Figura 3).

Figura 3. Método de Criopreservacdo

@’

7 mL
Bactérias, arqueas e leveduras

Fonte: Bedendo (2018)

Segundo Costa et al. (2009) apesar da existéncia de diversas técnicas de manutencdo de
microrganismos, o principio do congelamento-descongelamento se manteve entre 0S mais
importantes e viaveis para a preservacao celular.

Para assegurar a efetividade da criopreservacdo de microrganismos, uma série de fatores
deve ser levada em consideracéo, tais como: a espécie a qual o microrganismo pertence, tipo de cepa,
tamanho e estrutura celular, a fase e a taxa de desenvolvimento, a temperatura de incubacdo, a
composicdo do meio de cultivo, o pH, a osmolaridade e aeracdo, o teor de dgua da célula, o teor
lipidico e a composicdo do meio de congelamento, a taxa de resfriamento, a temperatura e 0 tempo
de estocagem, a taxa de aquecimento e 0 meio de recuperagdo (COSTA et al., 2009).

As bactérias podem ser armazenadas em tecido de planta ou cultura pura, sendo que a
velocidade de congelamento deve ser lenta (-20 a -40°C), pois do contrario, pode haver formagéo
interna de cristais de gelo causando danos irreversiveis a membrana e a morte celular. Estes danos
estdo relacionados com o comportamento da agua, sob condi¢Bes de baixas temperaturas. A agua
congelada expande-se ao cristalizar, e no processo de fusdo tende a recristalizar e aglutinar, formando
longos e protuberantes cristais de gelo, capazes de produzir uma série de danos mecanicos,
bioquimicos e osmoticos a célula (CARVALHO, 2007).

Portanto, além da cuidadosa manipulacdo das variacOes de temperatura empregadas no

processo de resfriamento e congelamento de materiais bioldgicos, é frequente a inclusdo de
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substancias protetoras aos sistemas de criopreservacao, conhecidas como ‘“agentes crioprotetores”,
com intuito de prevenir a cristalizacdo, via depressdo da atividade de &gua (HUBALEK, 2003).

As vantagens deste método permitem o armazenamento por longos periodos, contaminacao
reduzida e a estabilidade das estruturas biologicas, todavia, necessitam de manutencéo constante e o
custo com os equipamentos é elevado (HIRSCH; MAUCHLINE, 2015).

2.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS BACTERIANOS

A caracterizacdo genética das bactérias diazotréficas tem possibilitado o acesso a novos
conhecimentos relacionados a complexidade da FBN, que ndo ocorre apenas em virtude do processo
bioquimico, mas também envolve a organizacdo génica, e permite sugerir a existéncia de outros
genes, que podem ter contribuicBes essenciais para este processo em diversas bactérias diazotroficas
(REIS; TEIXEIRA, 2015).

Nesse sentido, dentre as técnicas utilizadas para a diferenciacdo de espécies e ragas, em nivel
de polimorfismo do DNA, encontra-se a reacdo em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction
- PCR), a qual se destaca pela rapidez e precisdo na deteccéo, a confiabilidade, e o fato de ndo serem
influenciados pelas condicdes ambientais (BOREM; CAIXETA, 2006).

A técnica de PCR consiste na amplificacdo in vitro de um segmento de DNA, delimitado por
um par de primers (oligonucleotideos) de sequéncias especificas, utilizando-se da atividade
enzimatica da DNA polimerase. Assim, os primers se pareiam com a fita simples do DNA-molde e
servem de iniciadores para a sintese de uma nova fita de DNA (SOUZA, 2015). Consequentemente,
ocorre um aumento na quantidade de uma determinada sequéncia de DNA, representando entdo um
grande recurso para o estudo destas sequéncias, e permitindo uma série de aplicacoes.

Para o sequenciamento genetico de bactérias séo utilizadas duas abordagens: 0s processos
computacionais de binning para 0s casos onde a analise deve ser feita sem um genoma de referéncia,
ou a classificacdo, para as situacfes em que existe um genoma de referéncia, que foi a abordagemm
usada nessa pesquisa. Os metodos de classificacdo permitem que sejam recrutadas sequéncias
especificas com base em alinhamentos, os quais sdo comparados aos genomas de referéncia que estao
disponiveis nos bancos de dados publicos (LANGMEAD; SALZBERG, 2012).

A utilizagdo mais intensiva de PCR e sequenciamento de DNA na tltima década, possibilitou
a identificacdo de forma mais precisa dos isolados bacterianos, bem como auxiliou na descoberta de
novas bactérias em laboratorios de microbiologia. A amplificacdo da sequéncia 16S rDNA na PCR
tem desempenhado um papel fundamental nesse processo, tendo em vista que favorece a identificagdo
de bactérias, a descoberta de novos géneros de bactérias e espécies (WOO et al., 2008).



25

O gene 16S rDNA tem sido usado de maneira ampla em analise taxondmica e filogenética,
0 que permite identificar de maneira precisa as bactérias (BRAGA, 2012; MUS et al., 2016) que
compdem a diversidade de microrganismos diazotroficos. Assim, é possivel fazer o emprego destes
microrganismos como inoculantes em culturas agricolas, especialmente para 0s cereais, 0s quais tem
evidenciado resultados positivos e promissores (KASCHUK et al., 2006).

A amplificacdo de outros genes por PCR podera garantir a precisdo e a confiabilidade do
esquema filogenético dos isolados bacterianos, uma vez que supera a limitagdo do gene 16S rDNA
na resolucdo filogenética em grau de géneros e espécies (MEINTANIS et al., 2008).

Atualmente, varias sequéncias completas de muitas espécies ja sdo conhecidas e registradas
em bancos genéticos, como o National Center for Biotechnology Information (NCBI). Desta forma,
pesquisas tém utilizado o sequenciamento total ou parcial do gene 16S rRNA para estudos de
filogenia, visto que a sequéncia do gene 16S rDNA corresponde a regides altamente conservadas do
DNA bacteriano (BRAGA, 2012; LI et al., 2016).

Além dos estudos do gene 16S rDNA, trabalhos recentes tém dado destaque para os genes
fixadores de nitrogénio (nif), que sdo genes requeridos para a estrutura, biossintese, assim como a
regulacdo da nitrogenase, e sdo encontrados em todos os diazotr6ficos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os genes nif HDK sdo responsaveis por codificar a nitrogenase, onde o gene nifH codifica
para as subunidades y da proteina Fe e 0s genes nifD e nifK codificam as subunidades o. e § da proteina
MoFe respectivamente (SUR et al., 2010). A atividade da nitrogenase de MoFe é a mais utilizada por
bactérias diazotroficas, entretanto a organizacdo e o nimero de genes nif necessarios para a sintese e
montagem dessa enzima variam entre as bactérias diazotroficas (LI et al., 2016).

Santos et al. (2020) reportaram em sua pesquisa de sequenciamento genético que quase todas
as bactérias diazotréficas apresentavam um conjunto minimo de seis genes nif que tem a funcéo de
montar o co-FeMo in vitro, sendo eles: nifH, nifD, nifK, nifE, nifN e nifB.

Desde sua primeira descricdo, em Klebsiella pneumoniae, genes nif, associados a fixagédo de
nitrogénio ja& foram identificados em varias espécies de diazotroficos associativos, endofiticos
obrigatdrios, espécies de vida livre e simbidticas como cianobactérias e rizobios. Em K. pneumoniae,
foram identificados e sequenciados 21 genes nif, localizados numa regido 20kb do genoma (SOLA et
al., 2012).
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate methods for the preservation of bacterial isolates, in addition to
analyzing these isolates through molecular characterization, verifying the presence of nifs D and H
genes, which are important in biological nitrogen fixation for rice cultivation. Studies of preservation
methods were carried out, considering the continuous rise, mineral oil and cryopreservation, as
perspectives of preservation of the explained bacteria. Molecular characterization of the isolates was
carried out through DNA extraction, gene amplification, in order to understand the genetic diversity
among the isolates. The isolates used were obtained from the collection of phytopathogenic
microorganisms at the State University of Maranh&o, and came from rice crops. As for the
characterization of the genetic variability, the methods of grouping among the isolates were tested,
aiming at the formation of groups with the greatest genetic distance identified. To confirm the
presence of the nif gene in the genome of the isolates, specific primers were used, and the sequences
obtained were validated and compared with the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) nucleotide database. Cryopreservation provides the best preservation of isolates, ensuring
survival, stability and purity, maintaining genetic and phenotypic characteristics. Finally, the presence
of genetic variability in these isolates was confirmed and the presence of nif genes related to
nitrogenase synthesis was verified.

Index terms: Preservation methods; characterization of the isolates; nifs gen

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar métodos para preservacdo em isolados bacteriano, e
caracterizacdo molecular pela presenca dos genes nifs D e H, importantes na fixacdo bioldgica de
nitrogénio para a cultura do arroz. Os isolados, oriundos de cultivos de arroz, foram obtidos da cole¢do
de microrganismos fitopatogénicos da Universidade Estadual do Maranh&o. Foram realizados estudos
de métodos de preservacdo, considerando 0s métodos repique continuo, 6leo mineral e
criopreservacao. Para a analise molecular, foi realizada uma caracterizacao a partir da extracao de
DNA, amplificacéo dos genes, a fim de compreender a diversidade genética entre os isolados, onde
foram testados os métodos de agrupamento entre os isolados, visando a formacao de grupos com a
maior distancia geneética. Para a confirmacdo da presenca do gene nif no genoma dos isolados, foram
utilizados primers especificos, e as sequénciasobtidas foram validadas e comparadas com o banco de
dados de nucleotideos National Center for Biotechnology Information (NCBI). Dentre os métodos de
preservacdo, a criopreservacdo demonstrou uma maior eficéncia, garantindo a sobrevivéncia,
estabilidade e pureza, mantendo as caracteristicas genéticas e fenotipicas dos isolados. Ha
variabilidade genética dos isolados associados a fixagdo biologica do nitrogénio na cultura do arroz,
também foi confirmado a presenga dos genes nif, que esté relacionado a sintese de nitrogenase.
Termos para indexacdo: Métodos de preservacdo; caracterizagdo dos isolados; genes nifs
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INTRODUCAO

O nitrogénio é o nutriente mais requerido pelas plantas, essencial nas etapas de crescimento,
desenvolvimento e reproducdo, sendo o mais utilizado, absorvido e exportado pelas culturas. Embora
seja abundante na terra, a sua disponibilidade no solo n&o é suficiente para suprir as demandas,
fazendo-se necessario a utilizacdo de fertilizacao nitrogenada que além de ser onerosa, ndo é totalmente
absorvida pelas culturas, sendo metade dispersada na atmosfera ou depositada no solo, contribuindo
para 0 aumento de gases de efeito estufa, e riscos de contaminacdo do lencol freatico (SILVEIRA,;
BRAZ; DIDONET, 2003).

Alguns microrganismos séo capazes de reduzir o nitrogénio gasoso para a formainorganica
amonia, em um processo bioldgico conhecido como “Fixa¢do Bioldgica de Nitrogénio” (FBN). Isso
acontece pela presenca da nitrogenase, que € uma enzima extremamente versatil, pois além de Na,
catalisa a reducdo de varios outros substratos, assim como € responsavel pela quebra da ligacéo triplice
usando energia celular na formade adenosina trifosfato (ATP) (BELLENGER et al., 2020).

Muitos estudos tém evidenciado a ocorréncia e importancia de bactérias diazotréficas no
processo de fixacdo de nitrogénio, bem como na promocao de crescimento em diversas culturas, como
no arroz. Esses microrganismos geralmente sao de vida livre, encontradas nos solos ou colonizando
o interior das plantas, em associacdo com varias espécies de importancia agronémica, utilizadas como
inoculantes em sementes de varias espécies deplantas, para o estimulo do crescimento das raizes e a
fixacdo do nitrogénio atmosférico (MOREIRA et al., 2010).

As bactérias diazotroficas associativas sdo encontradas em diversas espécies vegetais, essas
bactérias conseguem fazer a fixagdo do nitrogénio atmosférico, além de ter a capacidade de produzir
horménios vegetais, solubilizar fosfato, serem antagdnicas a espécies patogénicas, além de
influenciar o metabolismo nitrogenado da planta, sendo consideradas como rizobactérias promotoras
do crescimento de plantas — RPCP (JAMES; BALDANI, 2012).

A caracterizacdo genética das bactérias diazotroficas tem possibilitado 0 acesso a novos
conhecimentos relacionados a complexidade da FBN, dentre elas a identificacdo de genes nifs que
contribuem para a estrutrura, biossintese e regulacao da nitrogenase (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A caracterizacdo molecular dos isolados de bactérias diazotréficas se faz necessario para
identificar a presenca dos genes nifs K, D e H, e, afim de obter a confirmacéo da caracteristica de
fixacdo bioldgica de nitrogénio, em espécies que ndo costumam desempenhar esta atividade, abrindo
espacgos para desenvolver novas pesquisas. Deste modo, este estudo teve como objetivo avaliar a

viabilidade celular e pureza dos isolados de pseudomonas aeruginosa preservados em diretentes
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metodos, bem como caracterizar se 0s mesmos apresentam os genes nif, importantes na fixacéo

bioldgica de nitrogénio.

MATERIAL E METODOS

Os isolados de Pseudomonas aeruginosa foram obtidos da Colecdo de Microrganismos

Fitopatogénicos “Prof°. Gilson Soares da Silva — MGSS” do Laboratorio de Fitopatologia, da

Universidade Estadual do Maranhdo, oriundos de plantas de arroz, mantidos em meio King

armazenadas a temperatura de 4°C, estocadas em duplicata, com seus respectivos nimeros de registro,

data de isolamento e local de origem, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Lista de codigo dos isolados bacterianos coletados em municipios maranhenses sob cultivo de arroz de terras

altas.

Localidade Isolados N° registro
ARAf MGSS357

] ARAr MGSS358
Arari PMF MGSS379
PMr MGSS380

BACT MGSS359

BACr MGSS360

Bacabal CATEr MGSS364
CATEf MGSS363

EBLf MGSS367

EBLr MGSS368

. SNr MGSS388
Belagua SNF MGSS387
ABf MGSS353

Abr MGSS354

CRf MGSS363

CRr MGSS364

IGAf MGSS371

IGAr MGSS372

355f MGSS393

355r MGSS394

APf MGSS355

APr MGSS356

PRf MGSS381

PRr MGSS382

Itapecuru ITAr MGSS374
ITAf MGSS373

Governador Newton Bello NBf MGSS375
NBr MGSS376

ESBf MGSS369

S&o Benedito do Rio Preto ESBr MGSS370
VERM SBr MGSS390

VERM SBf MGSS389

Séo Bento pJf MGSS377
PJr MGSS378
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SM2r MGSS384
SM2f MGSS383
Sédo Mateus SM3r MGSS386
SM3f MGSS385
DACAr MGSS366
Urbano Santos DACAf MGSS365
AVE MGSS391
AVr MGSS392
Total de isolados 42

*As letras minusculas “f” e “r” nos cédigos dos isolados, representam isolamento da folhae raiz respectivamente.

Os isolados de Pseudomonas aeruginosa mantidos pela Colecdo de Microrganismos
Fitopatogénicos “Prof°. Gilson Soares da Silva — MGSS” passaram por um processo onde
inicialmente as culturas foram riscadas em placas contendo meio NFb Sélido (15 g &gar/litro)
acrescido de 20 mg de extrato de levedura, as quais foram mantidas em NFb Semi-sélido e
armazenadas a temperatura de 4°C (Dobereiner et al., 1995).

Para avaliar a viabilidade celular e pureza dos isolados os isolados de Pseudomonas
aeruginosa foram preservados em repique continuo, 6leo mineral e criopreservagdo. Onde inicial
mente os isolados depositados na colecdo foram transferidos para placa de Petri contendo meio de
cultura King B (MgS0O47H20, 1.5 g; KoHPO4, 1.5¢; glicerina, 10 ml; para 1000 ml de H20 destilada;
pH 7.2) por 24 horas a 28 °C (KING; WARD; RANEY, 1954).

Para preservacao nos métodos repique continuo e oleo mineral, ap6s crescimento das col6nias
dos isolados estes foram transferidos para tubos de ensaio contendo King B e conservadas em geladeira
a 4-5 °C As repicagens periddicas foram feitas a cada 20 semanas por 9 meses, observando-se as
caracteristicas fenotipicas das coldnias.

Enguanto no metodo do oleo mineral, apds o periodo de incubacéo foi adicionada uma camada
de 6leo mineral “Nujol”, previamente esterilizado em autoclave por 60 minutos a 1 atm e 121°C e em
seguida mantido em estufa a 110°C por 1 h. A camada de 6leo foi de aproximadamente 2 cm,
quantidade suficiente para cobrir todo meio de cultura contendo as bacterias, e posteriormente
armazenados em refrigerador com temperatura de 10°C por 9 meses.

No Método de Criopreservacdo os isolados foram cultivados em meio King B. Apds o
crescimento das col6nias,estas foram removidas com tampao fosfato e centrifugadas a 1320 rpm a 40
segundos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi redissolvido em
solucédo de fosfato e glicerol a 15%. Esta solucdo serviu para proteger as celulas contra os danos
causados pelo congelamento. Em seguida, foram colocadas assepticamente 5-10 gotas em ampolasde
vidro, que foram seladas e congeladas de forma lenta em freezer a -20 a -40° C de modo a evitar a
formacéo de cristais de gelo e posteriormente submetidas ao congelamento final com temperatura de

-70°C por 9 meses.
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DETERMINACAO DA VIABILIDADE

Aos nove meses de encubacdo, as culturas bacterianas foram repicadas em triplicatas para
meio King B e mantidos em BOD por 48h a 28°C. Apos esse periodo foi adicionado em cada placa
10mL de solucdo salina tampé&o fosfato, realizada a raspagem do crescimento da cultura e transferido
para cubeta para leitura no Espectrofotdémetro, aferido a absorbancia a 540 nm.

Os dados da viabilidade celular de todos os métodos aplicados foram avaliados pela analise
de variancia (ANOVA) e realizado o teste de Tukey a 5% para determinagdo do melhor método de

preservacao durante o periodo estocado.

CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

A extracdo de DNA de isolados de bactérias foram realizadaspor meio do método de lise
alcalina (SAMBROOK et al.,1989). As coldnias foram repicadas em meio King B s6lido e mantidas
a temperatura de 30°C em BOD. Ap0s crescimento das col6nias uma ponteira foi utilizada para realizar
a raspagem de uma pequena quantidade de células da coldnia, colocando-as em contato direto com a
solucdo tampdo (1IN NAOH/ 10% de SDS, Agua Milli-Q-autoclavada) (NIEMAN et al., 1997), e
mantendo-as em ebulicdo durante 15 min em Banho Maria a 95 °C. Posteriormente os eppendorfs
foram transferidos para o gelo por 5 minutos e depois centrifugados por 30 a 40 segundos a 13200
rpm.

Logo ap6s foram adicionados 120 pL de TE 1X em cada, e passaram por nova centrifugacao
a 4 °C por 5 minutos a 13200 rpm. Apos a centrifugacdo uma aliquota de 70 pL foi retirada do
sobrenadante (DNA) e transferida para outro eppendorf.

Apos extracdo do DNA dos isolados foi dado inicio a amplificacdo via PCR, para deteccéo
dos genes nif D e H, utilizando 11 primers. A reacdo de PCR foi constituida por 10 ng de DNA, 1,0
uM de cada primer, 2,5 puL. de tampé&o de reagéo 10 X, 0,75 mM de MgCl», 0,25 mM de dNTPs,0,25
U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carslbad, EUA) e 18,25 uL de agua miliQ em 25 pL. Os
ciclos de amplificacdo foram especificos para cada primer conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Lista de Primers H e D e suas respectivas metodologias de amplificacdes.

PRIMER CONDICAO DE AMPLIFICACAO
nifHFOR Desnaturacdo inicial 5 min a 94 °C, 30 ciclos a 94 °C por 45 seg, anelamento a 55 °C
nifHRev por 45 seg e extensdo a 72 °C por 45 seg; extensdo final a 72 °C por 5 min. No final
da amplificacdo, as amostras foram resfriadas e mantidas a 4 °C.
nifHf 94 °C a 4 min; 35 ciclos de 94 °C por 30 s; 58 °C por 30 seg e 72 °C por 1 min e 30
nifHI seg; finalizando com 10 minutos de extensdo a 72 °C.
nifH1F Desnaturacdo inicial a 94 °C para 5 min, seguido por 40 ciclos de 94°C para 10
nifH1R seg; 60 °C para 10 seg e 72 °C para 15 seg, e uma prorrogacéo final a 94 °C
para 15 seg.
nifH2F Desnaturacdo inicial a 94 °C para 5 min, seguido por 40 ciclos de 94°C para 10
nifH2R seg; 60 °C para 10 seg e 72 °C para 15 seg, e uma prorrogacéo final a 94 °C
para 15 seg.
M13F forward 94 °C a 5 min; 35 ciclos a 94 °C por 30 seg; 50 °C por 30 seg e 72 °Cpor 90 seg; e

M13R reverse

apos o ultimo ciclo 72 °C por 7 min, finalizando com
resfriamento a 4 °C.

FGPH19 5 min a 94 °C; 30 ciclos de 1 mina 94 °C; 1 min a 56 °C; 2 mina 72°C e 30 mina 72
PolR °C.
PolF Desnaturacéo inicial (5 min a 94 °C); 35 ciclos de desnaturacdo (1 mina 94 °C),
PolR1 anelamento ( 45 seg a 55 °C); extensdo (1 mina 72 °C);um ciclo de extensdo final (10
min a 72 °C); 4 °C final.
19F 94 °C a4 min; 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 45 seg e 72 °C por 2 min e
407R uma etapa final de extensdo de 72 °C por 4 min.
nIFhfIVE 95 °C por 3 min; seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 10 seg e de 60°C por 30 seg.
NifHreS
NifDf 95 °C por 3 min; seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 10 seg e de 60°C por 30 seg.
NifDr
94 °C a 5 min; 35 ciclos a 94 °C por 1 min; 50 °C por 1 min e 72 °Cpor 2 min; e
HfHr apo6s o ultimo ciclo 72 °C por 10 min, finalizando com resfriamento a 4 °C.

O gel de agarose foi corado com Gelred (0,5 pgmL!) e lavado em agua destilada. As bandas

de DNA foram visualizadas em transiluminador UV acoplado a um sistema de foto documentacéo
MultiDoc-it® (UVP). O marcador de tamanho molecular foi de 1kb DNA Ladder® (BIOLABS).
Os genes amplificados e purificados foram enviados para sequenciamento no Laboratdrio de
Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia, onde foram adicionados 2 microlitros da Exosap
em 5 microlitros do produto da PCR e incubados no termiciclador a 37° C por 15 min e a 80° C por
15 minutos. ApoOs o sequenciamento foi realizada a analise dos dados e elaboracdo de arvore
filogenética.
Para as arvores utilizou-se o método maximum likelihood e como substituicdo usou-se
Tamura-Nei. O teste de filogenia empregado foi o de bootstrap (com 500 simulagdes) e o percentual
de substitui¢éo de nucleotideos usou-se o percentual uniforme. As arvores séo responsaveis por fazer

0 agrupamento dos isolados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a viabilidade da preservacao dos isolados mostrou que os isolados
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apresentaram crescimento de colonias em todos os métodos, entretanto, o método de criopreservagdo
foi o que melhor preservou os isolados. No método de criopreservacéo, o isolado de folha “MGSS
3897, apresentou densidade Optica significativamente menor que os demais, enquanto que o isolado
“MGSS 3557, apresentou a melhor preservacdo. No caso dos isolados provenientes de raiz,
conservados em criopreservacdo, nao houve diferenca significativa entre os isolados (Figura 1).

O uso de aditivos crioprotetores tem a finalidade de mitigar os problemas relacionados a
instabilidade dos microrganismos, em relagdo aos métodos de preservacdo (WESSMAN et al., 2011).
A criopreservacao foi considerada como o método mais eficiente para a preservacao dos isolados, o
que pode estar relacionado ao uso do glicerol, pois este apresenta compatibilidade com as estruturas
celulares, permite a manutencdo dos isolados, e a recuperacao estrutural apos o descongelamento
(CASTRO et al., 2020).

Lobo et al., (2019) reportaram que o uso de criopreservacdo € capaz de manter as coldnias
de bactérias crescendo por periodos de 2-3 meses até dois anos, desde que mantidos em temperaturas
abaixo de -20°. Angshumanjana et al., (2016) indicaram que as coldnias de bactérias como a
Staphylococcus mantiveram-se viaveis quando mantidas em criopreservacao por até trés meses, sem
apresentar variacdes nos isolados.

O método de preservacdo em Oleo mineral apresentou resultados similares aos da
criopreservagao para os isolados de raiz, em que ndo houve diferenca significativa entre os isolados
expostos a esse método. Quanto aos isolados de folhas, que foram submetidos a preservacdo em 6leo
mineral, para a caracteristica “viabilidade celular, 0 isolado MGSS389 apresentou 0s menores
resultados. Os isolados MGSS359 e MGSS373 também apresentaram médias de densidade Optica
inferiores aos demais isolados. Enquanto que MGSS367, MGSS379, MGSS355 foram os isolados

que apresentaram melhor preservacdo, com maiores médias de densidade Optica (Figura 1).
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O uso de 6leo mineral para preservacdo de colonias de bactérias é reportado em
diversos estudos de forma bem sucedida, sendo um dos métodos mais utilizados, por ser simples
de ser aplicado, e apresentar baixo custo (MAHMMOUD, 2020). Ji e Jin (2014) evidenciaram
que as coldnias do género Pseudomonas e Bacillus, além da Escherichia coli, preservadas por
oleo mineral, mantiveram-se viaveis por trés anos, e suas caracteristicas fenotipicas nédo
apresentaram alteragdes.

O método de repique continuo apresentou maiores variagcdes quanto a preservacao dos
isolados, principalmente para os isolados de folhas, em que MGSS353, MGSS357, MGSS359,
MGSS363, MGSS371, MGSS379, MGSS385, MGSS389 e 0 MGSS391, apresentaram
diferengas significativamente menores quanto a densidade Optica que os demais isolados
expostos a esse método. Os isolados MGSS355, MGSS367, MGSS383 foram o0s que
apresentaram melhor preservacao nesse método. Nos isolados de raiz expostos a esse método,
ndo houve diferenca significativa entre os isolados, entretanto MGSS355, MGSS361,
MGSS365, MGSS367, MGSS383 apresentaram valores menores aos demais.

O método de repique continuo é simples e amplamente utilizado, entretanto é
considerado como uma opcao vidvel apenas para colecdes de culturas pequenas, pois necessita
de tempo e trabalho constante para a sua manutencdo. Guimaraes (2011) destaca que esse
método apresenta altos indices de contaminacdo por acaros e outros microrganismos, e é
inadequada para uso a longo prazo. Apesar das desvantagens que o repique continuo apresenta,
diversas colecdes sdo mantidas dessa forma, pois em alguns casos € o unico método
recomendado para certos grupos de microrganismos.

O isolado de folna MGSS389 apresentou diferencas significativas em relagdo aos
demais, em todos os métodos de preservacdo utilizados, com médias de densidade dptica
menores que 0s demais isolados. O isolado de folha MGSS355, por sua vez, apresentou médias
significativamente maiores que os demais isolados, para os trés métodos de preservacao.

Castro et al (2020) recomenda que cada isolado seja mantido no minimo em dois
métodos de preservacdo diferente, sendo que um deles deve ser obrigatoriamente a
criopreservacao ou liofilizagdo, uma vez que sdo metodos eficientes para a preservacdo dos
espécimes a longo prazo.

As reacdes de PCR para amplificacdo dos genes nifD e nifH foi realizada para os 42
isolados estudados com a utilizacdo de 11 primers. O primer PolF foi o que melhor possibilitou
a deteccdo da presenca de genes na leitura da amplificagdo do DNA , seguido dos primers M13F
forward e FGPH19 (Figura 2).
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Figura 2. Comportamento dos Primers na Amplificacéo dos genes NifD e nifH do DNA de isolados bacterianos
associados a sintese da nitrogenase na cultura do arroz.

Coelho et al. (2009) em pesquisa realizada com bactérias diazotréficas do género
Paenibacillus teve resultados satisfatorios para amplificacéo do nifH com a utilizacao do Primer
PolF. Ayyaz (2016) ao estudar as sequéncias de 16S rRNA de Azospirillum encontrados na
rizosfera da cultura do trigo, os quais também fizeram uso dos primers PolF na fase de
amplificacdo do nifH.

Houve diferenca em relacdo a cobertura de sequéncia para 0s genes nifs, essa
disparidade pode estar relacionada a diferencas na cobertura, e na especificidade do primer.
Portanto, ¢ fundamental que o primer possua um banco de dados, que represente toda a
diversidade da sequéncia alvo, pois isso permite a maior eficiéncia dos resultados (GABY;
BUCKEY, 2012).

Detectou-se a variabilidade genética nos isolados MGSS387r, MGSS375f, MGSS385r,
MGSS355f, MGSS359r, MGSS365r, MGSS387f para os genes nifD e nifH. Os genes

amplificados e purificados foram a base para a elaboragdo da arvore filogenética.
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Figura 4. Arvore filogenética construida a partir de sequéncia para o gene nifD de linhagens de bactérias identificadas como Pseudomonas sp.
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A partir da arvore filogenética construida foi possivel observar que os isolados
362FNIFH, 365RNIFH, 361RNIFH, 354RNIFH estdo filogeneticamente proximos de isolados
da espécie P. stutzeri (Figura 3). Por sua vez, os isolados 388FNIFD e 365FNIFD compartilham
mesmo ancestral com sequéncias da espécie de P. stutzeri (FR728627, FR728628, FR728629
e FR728631). O isolado 383RFNIFD agrupou-se em um clado com as sequéncias FR728730,
FR728632 e HE813990, que pertencem a espécie de P. stutzeri (Figura 4).

A P. stutzeri € uma proteobactéria diazotrofica que foi originalmente isolada da rizosfera
do arroz. Normalmente coloniza as superficies das raizes, mas também pode penetra-las e
crescer endofiticamente. Os genes para a sintese, maturacdo e funcionamento da nitrogenase
estdo agrupados em uma ilha gendmica, sugerindo que a propriedade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio € adquirida por transferéncia lateral de genes de um ancestral diazotréfico (ZHAN
etal., 2019).

A ampla diversidade filogenética dos microrganismos que realizam a fixacdo de N é
responsavel por uma variabilidade genética consideravel, mesmo para o caso do nifH, pois esse
gene apresenta alto grau de degeneracdo das sequéncias de nucleotideos (MARUSINA et al.,
2001).

O conjunto das sequéncas de nucleotideos dos genes nifDH que estdo disponiveis no
GenBank ainda é pequeno, se comparado as sequéncias de outros genes que sdo estudados com
maior frequéncia, como no caso do gene 16S rRNA (SOUZA, 2017). Nesse sentido, este estudo
tem relevada importancia para essa area de pesquisa, pois contribui com informac@es a respeito
dos genes nifDH para a cultura do arroz no estado do Maranhéo, onde trabalhos relacionados a
caracterizacdo de isolados quanto a fixacdo biolégica do nitrogénio ainda sdo escassos.

O gene nifH tem a func¢do de fazer a codificacdo da subunidade de proteina de ferro da
nitrogenase. Vale destacar que a analise filogenética obtida a partir desse gene, apresenta
consisténcia com a filogenia do gene ribossomal presente no gene 16S dos microrganismos
diazotroficos (ZEHR et al., 2003).

Entre os genes do operon nif, o nifH é o mais estudado, e possui uma extensa biblioteca
de colecdes sequenciadas que foram obtidas tanto em microrganismos cultivados, quanto em
néo cultivados, e que foram isolados em ambientes diversos (UEDA et al., 1995; HAMELIN et
al., 2002).

Os estudos de diversidade de nitrogenases séo amplamente realizados usando como base
as analises filogenéticas do nifH, e em alguns casos usa o nifD, entretanto a quantidade de
sequéncias relativas a esse gene ainda sao escassas, 0 que faz com que a analise nesse sentido
sejam mais limitadas do que as do nifH, (POTRICH, 2001).

O uso dos genes nifD e nifH em pesquisas relacionadas a fixacdo bioldgica do
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nitrogénio, se deve em funcdo dos genes nifHDK terem a funcdo de codificar as proteinas
estruturais do complexo enzimatico, a chamada “nitrogenase” (KOIRALA; BROZEL, 2021).
Esse complexo é formado por duas metalo-proteinas, a Fe-proteina e a MoFe-proteina, onde o
gene nifH é responsavel por codificar as subunidades y da proteina Fe, enquanto que os genes

nifD e nifK fazem a codificacdo de subunidades o e 3 da proteina MoFe (SUR et al., 2010).
CONCLUSAO

Entre os métodos de preservacéo dos isolados bacterianos estudados, foi verificado que
a criopreservacdo é o método que melhor conserva os isolados de arroz, pois além de garantir
a manutencdo da pureza, estabilidade e sobrevida, mantém suas configuracdes e
especificidades genéticas e fenotipicas.

Os isolados de Pseudomonas ssp. estudados apresentaram os genes nif, 0s quais sao

relacionados com a sintese da enzima nitrogenase.
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Agrérias, Zootecnia e Veterinaria, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Economia e Administracédo do
Agronegdcio, Engenharia Rural, elaborados por pesquisadores de comunidades cientificas nacionais e
internacionais. A submissdo de um manuscrito a este periodico exige que ele ndo tenha sido publicado
nem esteja sob consideracdo para publicacdo em outro lugar. Apds a aceitacdo para publicacdo, o0s
autores atribuem a revista direitos autorais completos do manuscrito em todos os idiomas e paises.

3. Processo de publicagdo: Os manuscritos submetidos serdo encaminhados ao corpo editorial para
serem inicialmente avaliados em termos de relevancia comparativa para outros trabalhos da mesma area
que foram submetidos para publicagdo. Se for considerado relevante, o trabalho sera submetido a
revisores cegos. Se aprovado e se necessario, 0 manuscrito pode retornar ao autor correspondente para
correcBes. Se as corre¢des nao forem retornadas dentro do prazo exigido, o processo de publicacao sera
automaticamente cancelado. As correg¢fes solicitadas ndo atendidas sem justificativa também podem
levar a anulagdo. Apds estas revisdes, 0 manuscrito recebera corre¢cbes de nomenclatura cientifica,
inglés, referéncias e portugués. Apds essas correcdes, 0 manuscrito sera editado e publicado.

4. Custo da publicagéo: O custo para publicagdo é de US $ 15,00 (quinze dolares) por pagina editada
(pagina impressa no formato final) até seis paginas e US $ 30,00 (trinta ddlares) para cada pagina
adicional. Uma taxa ndo reembolséavel de US $ 30,00 (trinta délares) deve ser paga no momento do
envio, que sera descontado do custo final do manuscrito editado (formato final). Na apresentacéo, o
recibo do deposito bancério ou transferéncia bancéria (a pagar ao FUNDECC / Livraria, Banco do Brasil,
Agéncia 0364-6; Conta nimero 75.353-X) deve ser enviado em anexo no campo “Upload de Arquivo”.

5. Os manuscritos devem ser submetidos eletronicamente (www.editora.ufla.br), redigidos em inglés e
utilizar apenas abreviagdes e nomenclaturas convencionais, sem abreviaturas no titulo. Os manuscritos
devem ser editados usando o programa Microsoft Word para Windows em papel tamanho A4 (21 cm x
29,7cm), espaco duplo usando fonte Times New Roman, tamanho 12, com uma margem de 2,5 cm no
lado esquerdo e direito, e na parte superior e margens mais baixas, cabegalho e nota de rodapé. O
manuscrito ndo deve exceder no maximo 25 paginas e uma carta deve ser enviada ao Editor solicitando
sua publicacéo.

Todos os autores devem assinar a carta de submissdo, contendo o nome completo do autor sem
abreviagdes, grau de titulo e endereco de trabalho (rua, nimero, codigo postal, cidade, estado, pais e
email). No envio, este documento deve ser anexado no campo “Carta de Apresentagdo”. Qualquer outra
insercdo, exclusdo ou alteragdo na ordem dos autores deve ser informada por um documento assinado
por todos os autores (incluindo o autor excluido, se for o caso).

6. Cada manuscrito deve ser organizado no seguinte formato:

a) TITULO (letras maitsculas) suficientemente claro; conspicuo e completo, sem abreviagdes e palavras
supérfluas, escrito em inglés e portugués. Recomenda-se comegar com o termo que representa o aspecto
mais importante, com outros termos em diminuigdo de importancia;

b) Nome (s) completo (s) do (s) autor (es) (sem abreviaturas) no lado direito com um nome abaixo do
primeiro. O manuscrito deve ter no maximo 6 (seis) autores;

c) ABSTRACT deve ser escrito continuamente em um paréagrafo e ndo deve exceder 250 palavras. Pelo
menos, deve conter uma breve introducao, objetivo (s) e principais resultados,

d) INDICE TERMOS com 3 a 5 palavras-chave que expressem o contetdo do trabalho e sejam
diferentes daquelas utilizadas no titulo e separadas por virgula;

e) RESUMO (resumo traduzido para o portugués);
f) TERMOS PARA INDEXACAO (termos indexados traduzidos para o portugués);
g) INTRODUCAO (incluindo revisdo de literatura e objetivos);
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h) MATERIAL E METODOS;

i) RESULTADOS E DISCUSSAO (pode incluir tabelas e figuras);

j) CONCLUSAO (S);

k) RECONHECIMENTO (S) (opcional) com estilo escrito sério e claro, indicando o (s) motivo (s) do(s)
reconhecimento (s);

I) REFERENCIAS (sem citaces de teses, dissertacdes e / ou resumos).

7. NOTA LEGAL.: Deve conter titulo de titulo (MS, PhD, Dr, etc), instituicdo de trabalho com endereco
completo (rua, nimero, CEP, caixa postal, cidade, estado, pais) e e-mail do correspondente. autor.

8. TABELAS: Devem conter um titulo claro e conciso, sendo explicativo. Tabelas ndo devem conter
linhas verticais. As linhas horizontais devem separar o titulo dos dados apresentados e na parte inferior
da tabela. Tabelas devem ser feitas no Microsoft Word (tabela - tabela de inser¢éo), com cada valor
inserido em uma Unica célula, localizada centralmente.

9. FOTOGRAFIAS, GRAFICOS, FIGURAS, SIMBOLOS OU FORMULAS CONTIDAS NO PAPEL
DEVEM SEGUIR AS REGRAS ABAIXO:

As figuras listadas acima devem ser inseridas ap6s sua citacdo no texto e também enviadas em arquivos
separados anexados ao campo ARQUIVOS DE MANUSCRITOS.

9.1. As fotografias podem ser coloridas ou em preto e branco, claras e com contraste, inseridas no texto
apos sua citacdo e também em um arquivo separado, salvo na extensdo “TIFF” ou “JPEG” com resolucao
de 300 dpi. As cdpias de imprensa s6 publicam fotografias em preto e branco.

9.2. As figuras podem ser coloridas ou em preto e branco, claras e com contraste, inseridas no texto ap6s
a citacdo e também em um arquivo separado, salvo na extensdo “TIFF” ou “JPEG” com resolugdo de
300 dpi. Eles devem ser descritos usando fonte Times New Roman, tamanho 10, sem negrito, sem caixa
de texto e organizados em ordem. As copias de imprensa sé publicam figuras em preto e branco.

9.3. Os graficos devem ser inseridos no texto apds a citagcdo. Os graficos devem ser descritos
preferencialmente no Excel, utilizando fonte Times New Roman, tamanho 10, sem negrito, salvos em
extensdo XLS e transformados em arquivos TIFF ou JPG com resolucgéo de 300 dpi.

9.4. Simbolos e Férmula Quimica devem ser apresentados usando um processador de texto que permite
edicdo para o Adobe InDesign CS6 (ex: MathType), mantendo seu layout original.

10. CITACAO NO TEXTO PELO SISTEMA ALFABETICO (AUTOR DATA)
Dois autores: Davis e Jones (2014).

Trés autores: Silva, Pazeto e Vieira (2013).

Mais de trés autores: Ribeiro et al. (2014).

€6 9

Nota: Quando dois autores da mesma obra sdo citados, devem ser separados por “e”, se nao estiverem
incluidos na sentenca, devem ser separados por ;”. Outras citagdes n0 mesmo texto, devem apresentar
os autores em ordem alfabética de seus sobrenomes, seguidos de data e separados por “;”: Aratjo (2010);
Nunes Junior (2011); Pereira (2012) e Souza (2013).

11. REFERENCIAS:

Todas as referéncias e suas citagdes corretas no texto séo de responsabilidade do (s) autor (es).
Informacéo geral:

- O nome do periodico deve estar completamente escrito (sem abreviag@es) em negrito.

- Todas as referéncias devem listar o volume da revista, edicdo (entre parénteses), paginas inicial e final
e ano de publicacéo.

- As referéncias devem ser colocadas em ordem alfabética, alinhadas & esquerda e simples espagadas em
uma referéncia e espacadas duplas entre as referéncias.

EXEMPLOS (TIPOS MAIS COMUNS).
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PAPEL DO JORNAL:
- até trés autores:

PINHEIRO, A. C. M .; NUNES, C. A .; VIETORIS, V. Sensomaker: uma ferramenta para caracterizacdo
sensorial de produtos alimentares.Ciéncia e Agrotecnologia, 37 (3): 199-201, 2013.

-Mais de trés autores:

MENEZES, M. de de et al. Abordagem de mapeamento digital de solos baseada em ldgica fuzzy e
conhecimento de especialistas em campo. Ciéncia e Agrotecnologia, 37 (4): 287-298, 2013.

LIVRO
a) livro completo: FERREIRA, D.F. Estatistica multivariada. Lavras: Editora UFLA, 2008. 672p.
b) Capitulo de livro com autores especificos:

BERGEN, W.G .; MERKEL, R.A. Acréscimo de proteinas. Em: PEARSON, A.M .; DUTSON, T.R.
Regulagdo do crescimento em animais de produgdo: avancos na pesquisa de carnes. Londres: Elsevier
Science, 1991. v.7, p.169-202.

c) Capitulo do livro sem autores especificos:

JUNQUEIRA, L.C .; CARNEIRO, J. Tecido muscular. Em: . Histologia basica. 11.ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2008. 524p.

DISSERTACAO E TESE:

Né&o deve ser citado.

RESUMOS PUBLICADOS EM CONGRESSOS OU OUTROS EVENTOS:
N&o deve ser citado.

DOCUMENTOS ELETRONICOS:

Os estudos publicados apenas online sdo referenciados de acordo com as regras especificas para cada
tipo de documento, com a adicdo das informagdes de endereco eletrdnico apresentadas em (<>)
precedidas da expressdo “Disponivel em” e a data em que o documento foi acessado, precedido pela
expressao : “Acessado em:”. Nota: Nao é recomendado fazer referéncia a material eletrénico de curta
duracéo na web. De acordo com os padrdes internacionais, a divisdo do enderecgo eletrdnico no final da
linha deve ser sempre ap6s a barra (/).

a) LIVRO COMPLETO:

TAKAHASHI, T. (Coord.). Tecnologia em foco. Brasilia, DF: Socinfo / MCT, 2000. Disponivel em:
<http // www.socinfo.org.br>. Acesso em: 22 de agosto de 2000.

b) PARTE DE UM LIVRO

TAKAHASHI, T. Mercado, trabalho e oportunidades. Em: . Sociedade do conhecimento no
Brasil: livro verde. Brasilia, DF: Socinfo / MCT, 2000. cap.2. Disponivel em:

<http://www.socinfo.gov.br>. Acesso em: 22 de agosto de 2000.
¢) PAPEL JORNAL (ACESSO ONLINE):

AVELAR, A.E.de; REZENDE, D.C.de. Habitos alimentares fora do lar; um estudo de caso em Lavras
MG. Organizagdes Rurais &Agroindustriais. 15(1):137-152, 2013.Available at:

<http://revista.dae.ufla.br/index.php/ora/article/view/652> Accessed on: August, 18, 2014.



