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RESUMO: A utilizagdo de leguminosas inoculadas
com bactérias fixadoras de nitrogénio nativas
eficientes e competitivas favorecem 0
estabelecimento das plantas, reduz os custos da
implantagdo e manutengdo dos sistemas agricolas
dispensando a utilizagdo de fertilizantes quimicos,
além de representar uma estratégia potencial na
regeneracdo de areas degradadas. Mas, para o
sucesso destas praticas é preciso conhecer a
diversidade das bactérias presentes nos nédulos de
tais espécies de leguminosas. Os isolados foram
obtidos através da utilizacdo do Angico como planta-
isca semeado em solos de areas de regeneracao de
Caatinga no Semiarido Pernambucano. Como
critério de sele¢&o dos isolados foi utilizada a técnica
de Duplex-PCR para prosseguir com os estudos de
diversidade através do ARDRA, foram utilizadas as
endonucleases Hinfl e Alul para caracterizar a
diversidade genotipica dos isolados. A analise de
restricdo demonstrou a diversidade por localizacédo
das bactérias isoladas e sua baixa similaridade com
as estirpes de referéncia, sugerindo a existéncia de
isolados pertencentes a novos grupos capazes de
nodular o Angico.

Palavras-Chave: Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio;
Andlise de Restricio de DNA Ribossomal
Amplificado; Areas de regeneracao.

INTRODUCAO

Dentre as bactérias simbioticas fixadoras de
nitrogénio destacam-se o grupo dos rizobios, que
possuem a capacidade de formar nddulos em raizes
e caules de leguminosas (Chaintreuil et al., 2013)
sendo reconhecidos como os principais fixadores de
nitrogénio atmosférico. Tornando-as mais relevante
no cenario mundial como uma alternativa a
fertilizacao quimica.

Os fixadores de nitrogénio apresentam uma
grande diversidade cultural, fisioldgica, genética e
filogenética, sdo encontrados em ambientes
aeroObios, anaerdbios e anaerdbios facultativos,
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podendo ser de vida livre, associativos ou
simbioticos (Moreira & Siqueira, 2006; Santi et al.,
2013).

Além de aplicacdes agronémicas, medicinais e
industriais, diversas leguminosas podem ser
utilizadas como espécies potenciais para a
regeneracdo de &reas degradadas (RAD). Dentre as
espécies leguminosas nativas o0  Angico
(Anadenanthera colubrina) representa uma espécie
de grande relevancia por possuir rapidez na
germinacdo, auséncia de dorméncia e alta
germinabilidade em ampla faixa de temperatura e
por serem plantas com resisténcia ao dessecamento
gracas a presenca do 6rgdo de reserva (Maia,
2004). Sendo estes uns dos principais fatores
citados por Prestes (2007) para escolha de espécies
promissoras para RAD.

O potencial de leguminosas para a utilizagcdo nos
sistemas RAD torna-se relevante devido a
associagcdo simbidtica na maioria das espécies de
leguminosas com fixadoras de nitrogénio (Moreira &
Siqueira, 2006).

Para obtencdo de melhores resultados faz-se
necessaria uma selecdo de micro-organismos
eficientes e competitivos para a inoculagdo em
espécies leguminosas arbéreas nativas (Martins et
al., 2015), visando um melhor estabelecimento e
desenvolvimento em areas de regeneracao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade
genética de rizébios isolados de nddulos de Angico
em diferentes areas de regeneracdo do Semiarido
Pernambucano.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos isolados rizobianos

As Dbactérias utilizadas neste estudo foram
isoladas de plantas de angico (Anadenanthera
colubrina) cultivadas em vasos com amostras
superficiais de solos provenientes de areas
regeneradas de Pernambuco, nas cidades de
Caruaru (S 8° 16' 53"; O 35° 58' 25"), Garanhuns (S
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8° 53' 27"; O 36° 29' 48") e Serra Talhada (S 7° 59'
7", 0 38° 17' 34") . Para a implantacao do ensaio, as
sementes de angico foram escarificadas e
desinfestadas  superficialmente  com etanol
comercial (30 segundos), peroxido de hidrogénio (3
minutos) e 10 lavagens com 4&gua destilada
autoclavada (Vincent, 1970), em seguida foram
plantadas em vasos com capacidade para 1L de
solo. As plantas receberam &gua conforme
necessario e foram cultivadas por um periodo de
120 dias quando foram colhidas, suas raizes
lavadas e seus nédulos destacados.

O isolamento das bactérias dos ndédulos foi
realizado no Laboratério de Microbiologia do Solo da
Embrapa  Semiarido. Os nédulos  foram
desinfestados superficialmente com hipoclorito de
sédio 1% e em seguida esmagados com o auxilio de
uma pinga e riscados em Placas de Petri contendo
meio YMA com Vermelho Congo. As placas foram
incubadas a 28 °C. Ao se constatar o crescimento
das colénias deu-se inicio ao processo de
purificagdo em placa de Petri contendo meio YMA
com Azul de Bromotimol.

Caracterizagéo genotipica

Os isolados obtidos tiveram o seu DNA genémico
extraido a partir de culturas de células, de acordo
com o protocolo alternativo de extracéo de DNA, e a
partir da extracdo feito o Duplex-PCR do nifH e
nodC (Fernandes Junior et al., 2013). Para cada
reacdo duas estirpes de rizébio eram utilizadas
como controle positivo. Os produtos da PCR foram
submetidos & eletroforese horizontal em gel de
agarose 1,5% a 100 V por 120 minutos. O gel foi
corado com brometo de etideo (8 pM) e a
visualizacdo do gel realizada em um transluminador
sob luz UV. De acordo com os resultados obtidos
através do Duplex-PCR foram selecionados 19
isolados que amplificaram ao menos um dos
fragmentos dos genes nifH e/ou nodC para
caracterizacdo do perfil de restricio de DNA pela
técnica de Andlise de Restricdo de DNA Ribossomal
Amplificado (ARDRA). Para comparagcdo dos
resultados foram incluidas 4 estirpes como
referéncias obtidas da colecdo de isolados da
Embrapa Semiarido: Burkholderia sabiae (BR
3407T), Bradyrhizobium sp. (BR 3262), Rhizobium
tropici (CIAT 899T) e Ensifer sp. (BR 4007).

A reacéo final de PCR foi redimensionada para
35pl contendo tampé&o de reacdo 1X, MgCl, 3,0 mM,
dNTP 1,0 mM, 1,0 U Taq DNA polimerase, agua,
0,75 pM de cada primer iniciador. Os iniciadores

utilizados foram o] 27F
(GAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). A
amplificacdo consistiu em uma etapa de

desnaturacéao inicial de 94°C por 5 min, seguido por

35 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C
por 2 min e extensao final 72°C por 5 min.

Para analise de restricdo foram utilizadas as
endonucleases Hinf | e Alu |, seguindo as
orientacdes do fabricante. O DNA digerido foi
analizado em gel horizontal a 3% de agarose em
tampao TAE 1X por duas horas, em uma voltagem
constante de 110V. Os perfis dos fragmentos de
restricdo foram utilizados para realizar uma analise
de agrupamento utilizando o coeficiente de Jaccard,
o algoritmo UPMGA pelo programa BioNumerics 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando os resultados da analise de restricdo
(ARDRA), todos os isolados e as estirpes de
referéncia apresentaram apenas 5% de similaridade.
No dendrograma de similaridade (Figura 1) os
isolados foram agrupados por localizacdo geografica
tornando possivel verificar a presenca de 3 grandes
grupos distintos.

O grupo 1, com aproximadamente 35% de
similaridade, agrupou 17 isolados de Angico e as
estirpes  Burkholderia sabiae (BR  3407T),
Bradyrhizobium sp. (BR 3262), dentre eles trés
isolados (A21, A34 e A35) apresentam 100% de
similaridade. Dois isolados, A37 e A22, sdo de
localidades diferentes e apresentam 80% de
similaridade.

O grupamento 2 composto por 6 isolados de
Angico e a estirpe Rhizobium tropici (CIAT 899T)
possui uma similaridade de 40%. Houve a formacéo
de 2 subgrupos com 100% de similaridade entre os
isolados A50 e A80 (2A) provenientes de Serra
Talhada e entre os isolados A4 e A52 (2B)
provenientes de Caruaru, e uma similaridade de
aproximadamente 60% entre as localidades para os
mesmos isolados.

O grupo 3 composto por cinco isolados de
Angico, provenientes de Serra Talhada, e pela
estirpe Ensifer sp. (BR4007) apresentam 10% de
similaridade. O subgrupo 3A formado apenas pelos
isolados de Angico apresentam 40% de similaridade.
Dois isolados, A13 e A30, possuem 100% de
similaridade.

Os isolados de Angico possuem grande
diversidade quando comparadas as estirpes de
referencia, sugerindo entdo a existéncia de isolados
pertencentes a novos grupos capazes de nodular
esta espécie.

Resultados semelhantes obtidos por Lima et al.
(2012) em estudos com Mucuna pruriens e Mucuna
deeringiana apontaram uma grande diversidade
entre os isolados e as estirpes de referéncia.

Estudos realizados por Freitas et al. (2014) com
espécies de Mimosa spp. foi equivalente ao
presente estudo onde ambos demonstram uma
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gama de diversidade entre as localidades estudadas
separadas por grupos de isolados distintos.

CONCLUSAO

Os isolados apresentam diversidade significativa
entre as localidades;

A baixa similaridade com as estirpes de
referéncia sugerem a existéncia de isolados
pertencentes a novos grupos capazes de nodular o
Angico.
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Figura 1. Dendrograma de similaridade de isolados bacterianos
de ARDRA-16S rDNA, utilizando as enzimas de restricdo Hinfl e ALul.
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