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RESUMO: Leucena leucocepha (leucena) e
Clitoria fairchildiana (sombreiro) estdo entre as
espécies mais indicadas para utlizacdo em
sistema de cultivo em aléias. Este trabalho foi
desenvolvido com o0s objetivos de avaliar a
diversidade e identificar bactérias fixadoras de
nitrogénio noduliferas de L. leucocephala e C.
fairchildiana, em um sistema de cultivo em aléias.
A amostragem foi feita em um campo
experimental localizado no Municipio de Brejo-
MA, foram amostradas 20 plantas de cada
espécie, coletando-se 10 nddulos por planta.
Foram obtidas 41 estirpes oriundas dos nédulos
de leucena e 42 de sombreiro, estas foram
caracterizadas fenotipicamente, estirpes
representantes dos fenoétipos obtidos foram
selecionadas para identificacdo por
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.
Concluimos que: | - L. leucocephala e C.
fairchildiana estabelecem simbiose com rizobios
fenotipicamente diferentes. A simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio em leucena €
realizada predominantemente com o0s géneros
Mesorhizobium e em sombreiro com
Bradyrhizobium. 1l — Os géneros endofiticos
Bacillus, Staphylococcus. e Paenibacillus sé&o
encontradas colonizando nédulos de leucena,
enquanto que Bacillus, Paenibacillus, Klebsiella,
Arthrobacter e Leifsonia, s&do encontradas
colonizando os nddulos de sombreiro. Il - A
autenticacdo das estirpes em M. atropurpureum
confirmou a capacidade de nodular de estirpes de
rizébios pertencentes aos géneros
Mesorhizobium, Rhizobium e Bradyrhizobium.

Termos de indexacdo: rizébio; leguminosas
arboreas; Mesorhizobium.

INTRODUCAO
Bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico
(BFN) sédo consideradas microrganismos-chave
por serem responsaveis pelo aporte de grande

quantidade de nitrogénio nos solos via fixacédo
biolégica de nitrogénio (FBN) em simbiose com
leguminosas. Esse processo é considerado
econdmica e ambientalmente vantajoso, por ser
capaz de diminuir ou dispensar o uso de
fertilizantes nitrogenados.

No trépico Umido, mais especificamente no
Estado do Maranhdo, o sistema de cultivo em
aléias tem se demonstrado  promissor,
principalmente para pequenos agricultores (Moura
et al., 2013). Este sistema consiste num consorcio
entre arvores, preferencialmente leguminosas, e
culturas de interesse econdmico, as arvores séo
periodicamente podadas e seus ramos sao
utilizados como cobertura morta e adubo verde.
Clitoria fairchildiana (sombreiro) e Leucaena
leucocephala (leucena) estdo entre as espécies
mais indicadas para esse sistema (Moura et al.,
2013) especialmente pela sua capacidade de
estabelecer simbioses com bactérias fixadoras de
N,.

Entretanto, como é amplamente conhecido, a
eficiéncia da FBN depende da compatibilidade
dos dois simbiontes (leguminosa e bactéria). Em
virtude do exposto, este trabalho teve como
objetivos |) avaliar a diversidade fenotipica de
espécies de BFN noduliferas das leguminosas L.
leucocephala e C. fairchildiana, em um sistema de
cultivo em aléias, localizada em Brejo-MA; 1)
Identificar, por meio do sequienciamento parcial
do gene 16S rRNA, estirpes isoladas de nddulos
dessas leguminosas. lll) autenticar as estirpes
isoladas destas espécies pela capacidade de
nodulacéo em siratro (Macroptilium
atropurpureum).

MATERIAL E METODOS
Area de estudo
O campo experimental estd localizado no
povoado Acampamento no municipio de Brejo,
MA, Brasil. O clima da regido é classificado como
Aw, Equatorial quente e Umido, e o solo como
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Latossolo Amarelo distrocoeso (EMBRAPA,
2013), cujo resultado da andlise quimica foi: M.O
(g/dm®): 30,6; pH(CaCl,): 4,7; P(resina), K, Ca,
Mg, H+Al e Al: 20,2; 0,92; 26,5; 9,6; 54,8 e 2,1
mg/dm?®, respectivamente. O sistema de cultivo
em aléias é formado por cinco parcelas iguais de
42,5x70m, quatro delas semeadas com as
leguminosas C. fairchildiana, L. leucocephala,
Acacia mangium, e Gliricidia sepium no
espacamento de 2,5x0,5m e uma testemunha,
sem leguminosas. A amostragem foi realizada
coletando-se nédulos das raizes das leguminosas
presentes nas aléias. Foram amostradas 20
plantas das espécies C. fairchildiana e L.
leucocephala, coletando-se 10 nddulos por planta,
0s noddulos foram lavados em agua corrente e
conservados em frascos contendo silica-gel.

Isolamento e caracterizagao fenotipica

Para o isolamento foram utilizados 22 nédulos
de cada espécie de leguminosa. O isolamento e
caracterizagao fenotipica das bactérias
noduliferas, foi realizado em meio 79 (Fred &
Waksman, 1928) com azul de bromotimol,
precedido pela hidratagdo dos nodulos em agua
esterilizada por 30 minutos e desinfestacéo
superficial com alcool (30 segundos), H,O, (3
minutos) e agua estéril (6 enxagues). Os nddulos
foram macerados, com pinca estéril, em placas
com meio 79 e incubadas a 28 °C até o
aparecimento das colbnias. As colénias foram
repicadas até obtencdo de cultura pura. As
caracteristicas observadas foram: tempo de
surgimento de colbnias isoladas, alteracéo do pH
do meio, producdo de muco, detalhes 6pticos,
consisténcia, cromogénese, diametro, forma,
elevacdo, borda e superficie da coldnia. Baseado
nos resultados desta caracterizacéo
representantes dos grupos morfoculturais obtidos
foram selecionados para sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA.

Extracdo de DNA, amplificacdo e
sequenciamento do gene 16S rRNA
A extracdo de DNA foi feita pela metodologia
lise alcalina (Niemann et al, 1997). Na
amplificacdo parcial do gene 16S rRNA, primers,
condicdes dos ciclos e sequenciamento foram os
mesmos utilizados por Costa et al. (2013). A
qualidade das sequéncias foi analisada por meio
do programa BioNumerics, versdo 7.1 (Applied
Maths, Austin, TX, EUA). As sequéncias foram
comparadas com sequéncias depositadas no
banco de dados GenBank (National Center for
Biotechnology Information - NCBI), usando o
BLAST.

Autenticacdo das estirpes

As estirpes foram autenticadas utilizando sirato
(Macroptilium atropurpureum), espécie altamente
promiscua, de crescimento rapido e facil
manuseio. O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo em delineamento interiamente

casualizado com 3 repeticdes. Os tratamentos
foram: 1-controle sem inoculacdo e com baixa
concentracdo de N mineral (5,25 mg L'l); 2-
controle sem inoculacdo com alta concentracédo
de N mineral (52,5 mg L'l); 3-controles com
inoculagdo (estirpes referéncia eficientes: UFLA
04-212 e SEMIA 656) e baixa concentracédo de N;
4-tratamentos com inoculacdo com as estirpes
estudadas e baixa concentracdo de N. A
conducdo do experimento foi feita em garrafas
tipo long neck contendo solucdo nutritiva de
Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) a % de forca,
ambos esterilizados em autoclave. O experimento
foi conduzido durante 45 dias. A nodulacéo foi
observada e os dados expressos como auséncia
(-) e presenca (+) de nédulos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 41 estirpes de leucena e 42 de
sombreiro, foram selecionadas 17 estirpes de
leucena e 18 de sombreiro, representativas de
cada grupo fenotico encontrado para a
identificacdo por meio do sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA. A caracterizacdo fenotipica
demonstrou que C. fairchildiana e L. leucocephala
sdo colonizadas por grupos de rizGbios
morfoculturalmente diferentes apesar das plantas
encontrarem-se na mesma area de estudo, o que
provavelmente estd associado a especificidade
riz6bio-hospedeiro. Verificou-se que L.
leucocephala apresenta tendéncia a colonizacdo
por estirpes de crescimento rapido e, em sua
maioria, de reacdo neutra a alteracdo de pH,
apesar de ter sido observada a presenca de
estirpes de crescimento intermediario e reagéo
alcalina (Tabelal). Estudo tem demonstrado que
a nodulagdo de leucena ocorre com grupos de
riz6bios de crescimento rapido (Sanginga et al.,
1995). Ja para C. fairchildiana, as estirpes
encontradas foram, em sua maioria, de
crescimento intermediario e reacdo alcalina
(Tabelal).

A similaridade entre as estirpes estudadas e
as do GenBank variou entre 88% e 100%. Bacillus
e Mesorhizobium ocorreram em ambas as
leguminosas, em diferentes proporcdes. Dentre
as estirpes de leucena analisadas, foram
identificados os géneros Rhizobium, Bacillus,
Mesorhizobium e Staphylococcus. 73,9% das
estirpes eram Mesorhizobium sp. observa-se que
Mesorhizobium e Rhizobium estdo entre os
géneros capazes de nodular leucena na Asia e
Américas do Sul e Central (de Lajudie et al., 1998;
Wang et al., 1999). Em C. fairchildiana foram
identificados os géneros Bradyrhizobium, Bacillus,
Paenibacillus, Mesorhizobium, Klebsiella,
Arthobacter e Leifsonia (Tabela 1).

Neste trabalho, além de rizébios, bactérias
endofiticas foram encontradas nos nodulos.
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Estirpes pertencentes a classe Firmicutes, dos
géneros Bacillus, Paenibacillus e Staphylococcus,
0s mesmos encontrados neste estudo, tem sido
isoladas de nodulos de leguminosas sem uma
clara indicacdo de seu papel dentro do hospedeiro
e sdo consideradas como endofiticos (Meyer et
al., 2015). Trabalhos tém demonstrado que
bactérias pertencentes aos géneros Arthobacter,
Klebsiella e Bacillus sdo encontradas na rizosfera,
em associacdo com as raizes ou vivendo
livremente no solo, e apresentam capacidade de
promover aumento do crescimento vegetal
(Kloepper et al., 1989; Glick, 1995). Além disso,
Arthobacter sp., pode estar associada com
nodulos senescentes e envolvida com a perda de
nitrogénio nestes nodulos (Webb et al., 2010). O
género Leifsonia, por sua vez, engloba bactérias
endofiticas encontradas em raizes de plantas
como giseng (Qiu et al., 2007).

Quanto ao teste de nodulagdo em sirato,
verificou-se que o resultado foi positivo para os
géneros  Mesorhizobium, Bradyrhizobium e
Rhizobium, com excecédo das estirpes UFLA 01-
923 e UFLA 01-936. Nos controles sem
inoculacéo, com alta e baixa concentracdo de N
mineral ndo foi verificada nodulacdo, indicando
auséncia de contaminacdo do experimento.
Todas as estirpes pertencentes a géneros nao
englobados no grupo dos rizébios tiveram
nodulacdo negativa (Tabela 1).

CONCLUSOES
Leucena leucocephala e Clitoria fairchildiana
estabelecem simbiose com rizébios

fenotipicamente diferentes, com predominio dos
géneros  Mesorhizobium em leucena e
Bradyrhizobium em sombreiro.

Espécies nao simbidticas (endofiticas) Bacillus
sp., Staphylococcus sp. e Paenibacillus sp séo
encontradas colonizando o0s nédulos de L.
leucocepha, enquanto que Bacillus sp.,
Paenibacillus sp,. Klebsiella sp., Arthrobacter sp.
e Leifsonia sp. sdo encontradas colonizando os
nédulos de C. failchildiana.

A autenticacdo com M. atropurpureum
confirmou a capacidade de nodular de estirpes de
rizbbios pertencentes aos géneros
Mesorhizobium, Rhizobium e Bradyrhizobium
isoladas destas espécies.
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Tabela 1 — Nodulagdo em Macroptilium atropurpureum, caracteristicas culturais e identificacdo com
base no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA de estirpes bacterianas isoladas de nddulos de C.
failchildiana e L. leucocephala, coletadas no municipio de Brejo, Maranhdo. As sequéncias das

estirpes foram comparadas com base nas sequéncias mais similares encontradas no GenBank.

Sequéncia mais similar encontrada no GenBank

Caédigo Nodulacéo Caracteristicas  Extenséo (pb) Similaridade
UFLA Culturais 16S rRNA Espécies N° de Acesso (%)
Leucaena leucocephala
UFLA 01-914 + R/AL 1302 Rhizobium sp. KF113106.2 99
UFLA 01-916 - R/N 1341 Bacillus sp. JX173281.1 100
UFLA 01-920 + R/N 666* Mesorhizobium sp.  GQ847887.1 99
UFLA 01-921 + R/N 895* Mesorhizobium sp.  AB636289.1 100
UFLA 01-922 + I/N 1294 Mesorhizobium sp.  AB636289.1 97
UFLA 01-924 + R/N 528* Mesorhizobium sp.  AB636289.1 100
UFLA 01-925 + R/N 874* Mesorhizobium sp.  JQ697665.2 99
UFLA 01-926 + R/N 1308 Mesorhizobium sp.  AB636289.1 99
UFLA 01-927 + R/AL 1303 Mesorhizobium sp.  HF931067.1 93
UFLA 01-929 + R/N 840 Mesorhizobium sp.  AB636289.1 88
UFLA 01-930 nd R/N 639* Staphylococcus sp.  JQ082128.1 99
UFLA 01-933 + R/N 1339 Mesorhizobium sp.  HF931067.1 93
UFLA 01-934 + R/N 560* Mesorhizobium sp.  JQ362360.1 99
UFLA 01-935 + R/N 835* Mesorhizobium sp.  KM253153.1 97
UFLA 01-936 - R/N 828* Mesorhizobium sp.  AB636289.1 99
UFLA 01-938 + R/N 655* Mesorhizobium sp.  GQ847887.1 99
UFLA 01-939 + R/N 737* Mesorhizobium sp. AB636289.1 99
Clitoria fairchildiana

UFLA 01-959 + I/AL 1253 Bradyrhizobium sp.  KC677617.1 99
UFLA 01-960 + I/AL 784* Bradyrhizobium sp.  KF933597.1 99
UFLA 01-961 + I/AL 1233 Bradyrhizobium sp.  KF114645.1 99
UFLA 01-963 + I/AL 621* Bradyrhizobium sp.  KF357613.1 100
UFLA 01-965 + I/AL 792* Bradyrhizobium sp.  KF933597.1 99
UFLA 01-967 - R/AC 624* Klebsiella sp. KF411348.1 99
UFLA 01-968 - R/AL 1357 Bacillus sp. KF254678.1 100
UFLA 01-969 - R/N 698* Paenibacillus sp. KF750627.1 99
UFLA 01-971 + R/AC 308* Arthobacter sp. FR745407.1 99
UFLA 01-972 - I/AC 577* Paenibacillus sp. EU571197.1 99
UFLA 01-976 + I/AL 1222 Bradyrhizobium sp.  KF114634.1 99
UFLA 01-977 + I/AL 688* Bradyrhizobium sp.  KF933597.1 100
UFLA 01-978 + I/AL 1311 Mesorhizobium sp.  EU584257.1 94
UFLA 01-980 + I/AL 1220 Bradyrhizobium sp.  KF114634.1 99
UFLA 01-981 + ML/AL 804* Bradyrhizobium sp.  JN085495.1 97
UFLA 01-982 - I/AC 286* Leifsonia sp. FR750300.1 100
UFLA 01-984 + I/AL 1310 Bradyrhizobium sp.  AY238503.1 94
UFLA 01-985 + I/AL 770* Bradyrhizobium sp.  KF114645.1 100

Sinal positivo (+): presenca de n6dulos em M. atropurpureum; sinal negativo (-): auséncia de nédulos em M. atropurpureum.
Caracteristicas culturais em meio 79 sélido: a) tempo de cresimento: R-répido (1-3 dias); I-intermediario (4-5 dias); L-lento (5-10
dias); ML-muito lento (acima de 10 dias).b) Reacéo do pH em meio YMA com azul de bromotimol: AC-acido; N-neutro; AL-alcalino.
*utilizada apenas a sequencia forward; nd-ndo determinado.



