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RESUMO: O estudo da biodiversidade de bactérias
isoladas de nodulos envolve a busca por genétipos
eficientes na FBN, visando um menor custo de
producdo e alta produtividade para o0s
agrossistemas. O presente trabalho teve como
objetivo isolar e caracterizar genotipicamente
bactérias isoladas de nédulos de amendoim
cultivados em solos do semiéarido nordestino. Foram
isoladas 14 bactérias dos géneros Rhizobium e
Enterobacter de nddulos de amendoim. A andlise
da diversidade genética entre os isolados foi
realizada por meio da técnica BOX-PCR. Os dados
de similaridade com base na analise polifasica
obtido pelo Coeficiente de Dice variaram entre 10%
a 90% indicando alta diversidade genética entre os
isolados analisados. Os isolados de Rhizobium e
Enterobacter obtidos de nédulos de amendoim
apresentam elevada variabiidade genética e podem
ser bactérias com o potencial para promoc¢édo de
crescimento em amendoim.
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INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) desempenha
importante papel socioecondmico para o Nordeste.
Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab), o Brasil possui 90 mil hectares de
plantagdo de amendoim, com uma producdo média
de 326 mil toneladas em 2013 (CONAB, 2014). A
busca por praticas que aumentem a produtividade
na agricultura sem causar impactos ambientais,
dentre as estratégias disponiveis, a substituicdo de
adubos nitrogenados pela fixacdo biolégica de
nitrogénio  (FBN) realizado por  bactérias
diazotroficas se tornou uma alternativa promissora
no suprimento de N para 0s agroecossistemas,
oferecendo um baixo custo de producdo e impacto
ambiental reduzido. Estudos com bactérias nativas

isoladas de nédulos de amendoim tém mostrado
gue essas bactérias proporcionam boa nodulagao,
aumento no N total acumulado e aumento no
rendimento de matéria seca da parte aérea em
plantas de amendoim (Santos et al, 2005; Hoffman
et al, 2007). O estudo da biodiversidade de bactérias
isoladas de nddulos envolve a busca por gendtipos
eficientes na FBN, visando um menor custo de
producdo e alta produtividade. Técnicas de
caracterizagdo genotipicas vém sendo empregadas
nos estudos de populacdo de bactérias que nodulam
leguminosas, pois proporcionam a identificagdo e
classificagdo dos isolados de forma mais rapida e
eficiente (Santos, 2001). Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar
genotipicamente bactérias isoladas de nddulos de
amendoim cultivados em solos do semiarido
nordestino.

MATERIAL E METODOS

As cultivares BR1 e a Top line LVIPE-06 foram
utilizadas como plantas-isca. Aos 40 dias apés a
emergéncia (DAE), as plantas foram coletadas e
raizes lavadas em agua corrente, 10 nédulos de
cada planta foram selecionados. O isolamento das
bactérias foi realizado nos nédulos frescos. Os
nédulos foram desinfestados superficialmente e
macerados com o auxilio de uma pinca flambada e
estriados com alca de platina em placas de Petri
contendo meio YMA (Vincent, 1970). Apés a
obtencao dos isolados puros foi realizada a extracao
do DNA para a amplificacdo do gene 16S do rRNA
(Suzuki & Giovannoni, 1996). As sequéncias obtidas
foram comparadas, por meio da ferramenta Blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), com  sequéncias
depositadas no National Centre for Biotechnology
Information GenBank database
(http://ww.ncbi.nim.nih.gov/), para identificagdo de
sequéncias correlatas. Para o Box-PCR foi utilizado
o primer BOX A1R (Invitrogen TM), que amplifica
regibes conservadas e repetitivas do DNA
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cromossdmico, em geral, no espago intergénico.
Para andlise da diversidade, a caracterizagao
molecular dos isolados com o iniciador BOX permitiu
a construcdo de um dendrograma baseado no
coeficiente de similaridade de Dice. As analise foram
realizadas com o auxilio do programa Bionumerics
7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtida uma colecdo de 14 bactérias isoladas de
nédulos de raizes de amendoim cultivado por 40
dias em solos de Petrolina-PE e Barbalha-CE.
Dentre as bactérias obtidas, sete pertenciam ao
género Rhizobium e sete ao género Enterobacter. A
presenca de isolados bacterianos do género
Rhzizobium infectando ndédulos de amendoim,
contrasta com o encontrado para essa leguminosa
que é predominantemente nodulada com bactérias
do género Bradyrhozobium. Resultado semelhante
ao presente trabalho foi encontrado por Ibafiez et al.
(2009), que ao avaliarem estirpes de nédulos de
amendoim, verificaram a presenca de estirpes dos
géneros Rhizobium e Enterobacter colonizando
nodulos dessa leguminosa. Os perfis gendmicos
revelaram alto grau de polimorfismo entre os
isolados. Os isolados foram separados de acordo
com os géneros. Foi possivel observar a formagéo
de quatro grupos principais, no entanto a maior
parte dos isolados apresentaram perfis Unicos de
DNA. Os dados de similaridade com base na
andlise polifasica obtido pelo Coeficiente de Dice
variaram entre 10% a 90% indicando alta
diversidade genética entre os isolados analisados
(Figura 1). O uso dessa técnica permite a deteccao
de um alto grau de polimorfismo entre os isolados
(Chueire et al., 2000) o que permite uma analise
genética detalhada dessas bactérias.

CONCLUSOES

Os isolados de Rhizobium e Enterobacter obtidos
de nb6dulos de amendoim apresentam elevada
variabiidade genética e podem ser bactérias com o
potencial para promoc¢do de crescimento em
amendoim.
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Figura 1. Dendrograma de similaridade obtido a partir do Box-PCR entre bactérias do Género Rhizobium e
Enterobacter isoladas de nédulos de amendoim.



