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RESUMO: A selecao e identificagcao de bactérias
fixadoras de nitrogénio de areas de mineracao de
carvdo pode ser uma alternativa para programas de
reflorestamento. Este trabalho teve por objetivo
selecionar e identificar bactérias fixadoras de
nitrogénio em area de mineracéo de carvao. Foram
coletadas amostras de solo na area de mineracdo
de carvao situada no municipio de Candiota — RS
nas seguintes areas: Al: Solos Construidos — 8
Anos — Vegetacdo Espontanea (Aplicacdo de 10.4
toneladas de calcario); A2: Solos Construidos — 6
anos - Acacia-negra; A3: Solos Construidos — 8
Anos Vegetagdo espontanea; A4: Solos
Construidos com rejeito — 20 Anos — Eucalipto; A5:
Solos Construidos com rejeito — 20 Anos — Acacia-
negra e Eucalipto; A6: Rejeito estéril* — 20 anos —
Eucalipto e A7: Campo nativo — Area referéncia.
Foram utilizadas as espécies Macroptilium
atropurpureum e Vicia sativa como planta isca para
captura das bactérias fixadoras de nitrogénio. Foram
obtidas 115 estirpes bacterianas, sendo 77 estirpes
de nédulos de M. atropurpureum (DC) Urb. e 38 de
nédulos de V. sativa L. A comparacdo das
sequéncias do gene 16S rRNA das 18 estirpes
avaliadas utilizando os dados disponiveis no
GenBank revelaram que as mesmas Ssdo
filogeneticamente relacionadas com as sequéncias
de bactérias fixadoras de nitrogénio conhecidas e
pertencentes aos géneros Rhizobium, Burkholderia
e Bradyrhizobium. O isolamento e identificacdo de
estirpes de area de mineracao de carvao, podem ser
uma alternativa para proporcionar aumentos no
desenvolvimento de especeis de leguminosas
hospedeiras resultante de uma fixacdo mais
eficiente do No2.

Termos de indexacéo: Rhizobium,
Bradyrhizobium, Macroptilium atropurpureum, Vicia
sativa

INTRODUCAO

O carvao mineral constitui dois tercos dos
recursos energéticos ndo renovaveis do Brasil,
sendo suas reservas 20 vezes maiores do que as de
petréleo e 75 vezes superiores as de gas natural. As
reservas totalizam 847,5 bilhdes de toneladas,
guantidade suficiente para atender a producéo atual
por 130 anos (ANEEL, 2013). Durante as etapas de
lavra e beneficiamento do carvdo sdo produzidos
residuos sélidos estéreis e rejeitos ricos em sulfetos
(pirita, marcassita, esfarelita, arseno-pirita, galena e
calcopirita). Esses materiais expostos a presenca de
oxigénio, da &gua e da acdo de bactérias
Thiobacilus ferroxidans, oxidam-se gerando o
processo de acidificagdo de drenagens &cida de
mina (DAM).

Em consequéncia a esse processo, tem-se 0
risco de contaminacdo de fontes de &guas
superficiais e subterrdneas e do solo, sendo que a
recuperacao dessas areas se torna mais cara
devido a dificuldade de reflorestamento. A utilizacdo
de tecnologias biolégicas, como o emprego de
microrganismos como as bactérias fixadoras de N:
(BFN), oferece uma alternativa eficiente e de baixo
custo para a recuperacdo destas areas de
mineragdo (Wu et al., 2006; Véazquez et al., 2006).
Estudos relacionados com a capacidade de
remediagdo por estes microrganismos oferecem
ainda, um grande potencial a ser explorado.

Bactérias fixadoras de nitrogénio nativas em
solos com elevados teores de metais pesados e
baixo pH encontram-se adaptadas a este tipo de
estresse, por isso a selecdo de bactérias isoladas
nestas condicbes pode fornecer informacgdes
importantes acerca de genoétipos mais adaptados
(Trannin et al., 2001; Ferreira et al., 2012).

Este trabalho teve por objetivo selecionar e
identificar bactérias fixadoras de nitrogénio em area
de mineracéo de carvéo.
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MATERIAL E METODOS

Amostras de solo

O local de coleta das amostras de solo foi na
area de mineragdo de carvao situada no municipio
de Candiota no Rio Grande do Sul, Brasil, cujas
coordenadas geograficas sdo 31° 33' 55,5"S e 53°
43' 30,6"W. A regido apresenta um clima subtropical
umido, tipo Cfa, segundo a classificacéo de Kdppen.
A temperatura média anual é de 17.2 °C. O solo
original da area de mineracgdo é classificado como
Argissolo  Vermelho Eutréfico tipico. Foram
coletados solos nas seguintes éareas: Al: Solos
Construidos — 8 Anos — Vegetacdo Esponténea
(Aplicacéo de 10.4 toneladas de calcério); A2: Solos
Construidos — 6 anos - Acécia-negra; A3: Solos
Construidos — 8 Anos — Vegetacao espontanea; A4:
Solos Construidos com rejeito 20 Anos
Eucalipto; A5: Solos Construidos com rejeito — 20
Anos — Acécia-negra e Eucalipto; A6: Rejeito estéril*
— 20 anos — Eucalipto e A7: Campo nativo — Area
referéncia.

Isolamento e identificacdo de bactérias
fixadoras de nitrogénio

Para o isolamento das bactérias fixadoras de
nitrogénio foram utilizadas como plantas isca
Macroptilium atropurpureum (DC) Urb. (siratro) e
Vicia sativa L. (ervilhaca) devido a abrangéncia de
diversidade na simbiose de microrganismos. As
espécies vegetais foram cultivadas em tubetes com
capacidade de 110 cm?, em casa de vegetagdo
climatizada no Departamento de Solos da UFSM,
nos meses de abril a maio de 2012. Os tubetes
continham uma mistura de vermiculita e areia (2:1),
apés o preparo dos mesmos, estes foram
autoclavados por uma hora a 121 °C.

Para captura e isolamento das bactérias
fixadoras de nitrogénio, foi seguida a metodologia
descrita por Soares et al., 2006.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas
culturais dos isolados: taxa de crescimento medida
pelo tempo de aparecimento de colbnias isoladas
(crescimento rapido — 2 -3 dia; intermediario — 4 a 5
dias; lento — mais que 7 — 9 dias) e modificagéo do
pH do meio (acidificac@o, alcalinizagdo e neutro) e
estas foram agrupadas com base em suas
caracteristicas morfologicas.

Com base no agrupamento morfolégico foram
selecionadas 18 estirpes para a caracterizacdo
genética. Para a amplificacdo da regido 16S do
rRNA foram empregados os oligonucleotideos
iniciadores 27F e 1492R (Lane, 1991). A técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada
utilizando: PCR buffer 1X, 2.5 mM de MgClz, 0.2 uM
de dNTP, 0.2 pM primers, 0.02 U Taq DNA
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polymerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), H20
ultra-pura estéril e 1 pL de DNA, totalizando um
volume final de 25 pL. A amplificacdo foi realizada
em um termociclador Techne® Endurance TC-312
com o seguinte perfil térmico: uma etapa de
desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos
de desnaturagdo a 94 °C por 40 segundos,
anelamento a 55 °C por 40 segundos, extensdo a 72
°C por 1.5 minutos, e a extenséo final a 72 °C por 7
minutos (Ferreira et al., 2012). O fragmento
amplificado foi separado em gel de agarose 1% e
visualizado sob luz UV, confirmando a amplificacéo.
Posteriormente foi submetido a purificag&@o utilizando
o kit PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen, Sdo
Paulo, Brasil) e sequenciado utilizando o
equipamento ABI-PRISM® 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA). As sequéncias foram
analisadas utilizando o programa Staden Package
2.0.0b (Staden et al.,, 2003) e ap6s as mesmas
foram submetidas ao BLAST para comparagcédo com
sequéncias do GenBank (NCBI). Além disso, foram
sequenciados também estirpes de referéncia SEMIA
806 (Mesorhizobium sp.) e CIAT 889 (Rhizobium
tropici) para ser utilizado como comparacao positiva
com os isolados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 115 estirpes bacterianas, sendo
77 estirpes de nodulos de M. atropurpureum (DC)
Urb. e 38 de nddulos de V. sativa L. Foram isoladas
17, 9, 22, 10, 22, 17, 18 estirpes nas areas Al, A2,
A3, A4, A5, A6 e A7, respectivamente (Figura 1a).

As 115 estirpes avaliadas foram fenotipicamente
agrupadas de acordo com a taxa de crescimento
(tempo para aparecimento de colbnias isoladas
visiveis) e a capacidade de alterar o pH do meio de
cultura (Figura 1b). Um total de seis grupos
fenotipicos foram observados: crescimento lento,
gue alcalinizaram o meio (LAL), crescimento lento,
gue néo alteraram o pH do meio (LN), crescimento
lento, que alcalinizam o meio (LA), crescimento
rapido, com capacidade de alcalinizar o meio (RAL),
crescimento rapido e que nao alteraram o pH do
meio (RN) e crescimento rapido e com capacidade
de acidificar o meio (RA). Apenas os isolados do
Macroptilium atropurpureum (DC) Urb.
apresentaram crescimento lento, que ndo alteraram
o pH do meio (LN) e crescimento rapido, com
capacidade de alcalinizar o meio (RAL), e apenas 0s
isolados de Vicia sativa L. apresentaram
crescimento lento e pH acido (LA).

Com base nos resultados das caracteristicas
morfologicas, foram selecionadas 18 estirpes (13
estirpes isoladas de M. atropurpureum e 5 estirpes
isoladas de V. sativa) para identificacéo filogenética
(Tabela 1).
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A comparacdo das sequéncias do gene 16S
rRNA das 18 estirpes avaliadas utilizando os dados
disponiveis no GenBank revelaram que as mesmas
sdo filogeneticamente relacionadas com as
sequéncias de bactérias fixadoras de nitrogénio
conhecidas e pertencentes aos géneros Rhizobium,
Burkholderia e Bradyrhizobium (Tabela 1). As
similaridades das sequéncias apresentadas pelas
espécies estudadas com os acessos ao GenBank
variaram de 96% a 99% (Tabela 1). As estirpes
UFSM-B21, UFSM-B22, UFSM-B32, UFSM-B51,
UFSM-B52, UFSM-B53, UFSM-B54, UFSM-B55,
UFSM-B61, UFSM-B64, UFSM-B76 e UFSM-B77
sdo pertencentes ao género Bradyrhizobium e a
estirpe UFSM-B74 pertencente ao género
Rhizobium e, foram isoladas de nodulos de
Macroptilium atropurpureum. As estirpes isoladas de
nédulos de Vicia sativa UFSM-B11, UFSM-B12 e
UFSM-B65 séo classificadas como do género
Rhizobium e as estirpes UFSM-B33 e UFSM-B35
pertencentes ao género Burkholderia.

Foram isoladas estirpes de todas as é&reas
avaliadas, com maior nimero nas areas com solos
construidos a 8 anos com vegetagcdo espontanea e
solos construidos com rejeito a 20 anos com Acécia
negra e Eucalipto (Figura 1a). Quanto a
caracterizacdo fenotipica é possivel verificar a
influéncia do hospedeiro na obtencdo das estirpes
(Figura 1b), na qual pode se observar que quando
utilizou-se como planta-isca V. sativa, houve
predominancia de estirpes de crescimento rapido e
com capacidade de acidificacdo do meio de cultura
79, caracteristica tipica do género Rhizobium. Ja
com M. atropurpureum houve maior nimero de
estirpes e com maior diversidade fenotipica. Esta
leguminosa € considerada promiscua em sua
capacidade de estabelecer simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio, sendo capaz de capturar
diversos géneros de a e [-rizbbios (Lima et al,
2009). Das 13 estirpes selecionadas obtidas a partir
de M. atropurpureum, 12 pertencem ao género
Bradyrhizobium e uma ao género Rhizobium
(Tabela 1). A andlise filogenética de 10 estirpes
revelou que sete delas se agruparam ao subgrupo Il
na qual faz parte a tradicional espécie B. elkanii e
trés ao subgrupo | onde estd B. japonicum,
revelando uma diversidade entre as estirpes obtidas.
No entanto, devido a alta similaridade do gene 16S
rRNA, futuros testes sdo necessarios para melhor
caracterizacdo destas estirpes.

Em areas de mineragdo de carvao, toda
cobertura florestal e a camada de solo mais fértil é
removida para a exploracdo do mineral, acarretando
assim, no rompimento do fluxo de nutrientes e
energia. Dos nutrientes presentes na camada
superficial, o nitrogénio torna-se um dos elementos
mais limitante no processo de revegetacédo natural

(Vitousek & Howarth, 1991). A disponibilidade de N
pode atuar como um mecanismo importante no
processo de sucessdo natural. Em areas
degradadas tropicais, onde a disponibilidade é
normalmente baixa, as leguminosas herbaceas e
arbéreas mostram-se como uma fonte primaria de
nitrogénio capaz de permitir a recolonizacdo vegetal
e 0 aumento da biodiversidade (Siddique et al.,
2008), contribuindo com a recuperacdo do solo pela
deposicdo de material vegetal com baixa relacdo
C:N (Nardoto et al., 2008), aumentando a atividade
biolégica e atuando como agente formador e
estabilizador da matéria orgénica do solo (Lavelle,
2000; Resh et al., 2002).

CONCLUSOES

O isolamento e identificacao de estirpes de area
de mineracdo de carvao, podem ser uma alternativa
para proporcionar aumentos no desenvolvimento de
especeis de leguminosas hospedeiras resultante de
uma fixagdo mais eficiente do Nz, no entanto, €
importante que a planta também esteja adaptada a
essas condicdes de solo e, por isso, estudos
relacionando a eficiéncia simbiotica e a tolerancia a
fatores ambientais adversos devem continuar.
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Figura 1 — NUumero de participantes por categoria: estudantes de graduacao nao-sécios e sécios; estudantes de pos-
graduacgdo nao-socios e soécios; e profissionais ndo-socios e socios, nas Ultimas trés edigcdes do Congresso Brasileiro
de Ciéncia do Solo (hipotético).

Tabela 1. Origem e identificacdo das estirpes isoladas de nodulos de siratro (Macroptilium atropurpureum) e
ervilhaca (Vicia sativa)

Estirpes SUT Planta isca Identificacdo Similaridade (%)
UFSM-B11 Al Ervilhaca Rhizobium sp.. 99
UFSM-B12 Al Ervilhaca Rhizobium sp. 99
UFSM-B21 A2 Siratro Bradyrhizobium sp. 99
UFSM-B22 A2 Siratro Bradyrhizobium sp. 99
UFSM-B32 A3 Siratro Bradyrhizobium sp. 100
UFSM-B33 A3 Ervilhaca Burkholderia sp. 96
UFSM-B34 A3 Ervilhaca Burkholderia sp. 99
UFSM-B51 A5 Siratro Bradyrhizobium sp. 99
UFSM-B52 A5 Siratro Bradyrhizobium sp. 99
UFSM-B53 A5 Siratro Bradyrhizobium sp. 98
UFSM-B54 A5 Siratro Bradyrhizobium sp. 99
UFSM-B55 A5 Siratro Bradyrhizobium sp. 99
UFSM-B61 A6 Siratro Bradyrhizobium sp. 98
UFSM-B64 A6 Siratro Bradyrhizobium sp. 99
UFSM-B65 A6 Ervilhaca Rhizobium sp. 99
UFSM-B74 A7 Siratro Rhizobium sp. 99
UFSM-B76 A7 Siratro Bradyrhizobium sp. 99
UFSM-B77 A7 Siratro Bradyrhizobium sp 99

SUT - Sistema de uso da terra: Solo construido — 8 anos — Vegetagao esponténea (Aplicacdo de 10.4 toneladas de calcario)
(A1), Solo construido — 6 anos — Acacia negra (A2), Solo construido — 8 anos — Vegetagdo espontanea (A3), Solo construido
com rejeito — 20 anos — Eucalipto (A4), Solo construido com rejeito — 20 anos — Acacia negra e Eucalipto (A5), Rejeito estéril
(A6) e Campo nativo — area referéncia (A7)
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