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isolados de solos do estado de Roraima®™
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RESUMO: Considerando as  caracteristicas
nutricionais e de rusticidade, o feijao-caupi [Vigna
unguiculata (L.) Walp.], constitui-se uma das
leguminosas de grande importancia para o Estado
de Roraima e seu cultivo pode ser encontrado em
diversas areas da regido. E uma leguminosa que
pode se beneficiar do processo de fixacdo de
nitrogénio, podendo receber parte do nitrogénio
necessario ao seu desenvolvimento, através da
simbiose com bactérias denominadas de rizébios.
Desta forma, o0 objetivo deste trabalho foi
caracterizar genotipicamente 31 bactérias isoladas
de solo de mata e cerrado no Estado de Roraima
capazes de nodular feijdo-caupi. Para isto, com o
DNA das bactérias extraidos, o gene 16S rRNA foi
amplificado, purificado e sequenciado. A partir do
sequenciamento pode-se observar similaridade
acima de 99% entre as bactérias e os géneros
Bradyrhizobium, Rhizobium e  Agrobacterium.
Também foi possivel observar que das 31 bactérias
sequenciadas, 20 sao pertencentes ao género
Bradyrhizobium e 11 ao género Rhizobium, e estes
foram encontrados tanto em areas de mata quanto
de cerrado.

Termos de indexacdo: Fixagdo Biologica de
Nitrogénio. Bradyrhizobium sp; Vigna unguiculata
(L)) Walp.

INTRODUCAO

Na agricultura atual a busca por novas
alternativas de suprimentos as plantas tem sido
constante e necessaria, tendo em vista o alto custo
financeiro para a obtencéo de insumos sintéticos. O
nitrogénio (N) tem sido um dos nutrientes mais
limitantes ao crescimento e a producao de grédos nas
regides de clima tropical, sendo a fixacao biolégica
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de nitrogénio (FBN) de extrema importancia para a
producéo vegetal (Zilli et al., 2006).

As bactérias fixadoras de nitrogénio sédo
conhecidas por promover 0 crescimento em
diversas culturas de importancia agricola, e seu uso
por meio de inoculacdo tem despertado o interesse
dos agricultores, pois minimiza o custo da producdo
e contribui para o aumento da fertilidade do solo
(Soares et al., 2006).

O feijdo-caupi €é um dos principais
componente da dieta alimentar das popula¢des das
regides Nordeste e Norte do Brasil (Zllli et al., 2009).
Sendo bastante consumido no Estado de Roraima
tanto na forma de grdo seco como de vagem verde.
E uma cultura de grande importancia agricola,
principalmente para os pequenos agricultores que
vendem os excedentes nas feiras livres e mercados

da Capital.
Nesse contexto o] interesse pelo
conhecimento das caracteristicas dos

microrganismos existentes nos solos da regido
Amazbnica tem sido crescente, uma vez que ela
concentra uma grande diversidade de espécies
vegetais e de microrganismos, sobretudo os
conhecidos como bactérias fixadoras de nitrogénio
(Lima et al., 2005). No entanto devido sua extensao
ainda sdo poucos 0s conhecimentos sobre a
variedade das bactérias que nodulam leguminosas
de importdncia agrondmica. Particularmente, no
Estado de Roraima, que apresenta caracteristicas
bem distintas de outras areas da regiao Amazoénica,
como por exemplo, a savana, pouco se conhece da
diversidade de rizGbios capazes de nodular o feijao-
caupi (Vigna unguiculata L. Walp.).

Sendo assim o uso de técnicas moleculares
como a regido que codifica o 16S rRNA, é
importante pois permite a caracterizacdo dos
rizobios, além disso o 16S rRNA é um gene
altamente conservado entre as bactérias e tém sido



utilizados como ferramenta de rotina em laboratério
para a primeira identificacdo bacteriana.

Por tanto, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar genotipicamente 41 bactérias isoladas
de solos de mata e cerrado em Roraima capazes de
nodular feijao-caupi.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 41 isolados obtidos da
Colegdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Roraima. Essas bactérias foram
previamente isoladas de solos de mata e de cerrado
no Estado de Roraima (Tabela 1), utilizando o feijao
caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] como planta
isca (Mosqueira et al., 2011).

Extracdo de DNA

As bactérias foram crescidas em meio liquido
composto de extrato de levedura e manitol (Fred &
Waskman, 1928) sobre uma agitagéo de (150 rpm)
a 28°C por 3 dias para bactérias de crescimento
rapido, por 4 a 6 dias para bactérias de crescimento
intermediario ou lento. Posteriormente, foi realizada
a extracdo do DNA gendmico utilizando-se o kit de
extracdo da RBC® Bioamerica (catalogo: YGB 300).

Amplificacdo e sequenciamento do gene 16S
rRNA

O produto da extracdo do DNA das 41
bactérias tiveram o gene 16S rRNA amplicado
utiizando-se os iniciadores Y1 - 5 TGG
CTCAGAACGAACGCTGGCGGC 3 e B3 ¥
TACCTTGTTACGACTTCACCCCA GCT 3.
Para 50 ul de reagao foram utilizados: 2,0 mM de
MgCl2; 200 pyM de dNTP; 0,12 uM de cada
oligonucleotideo iniciador e 1U de Taq DNA
polimerase. A reagcdo de amplificacdo foi realizada
em termociclador  Eppendorf  Mastercycler®,
Alemanha. As condi¢cbes de amplificacdo foram:
desnaturacéo inicial (95°C por 2 min), 30 ciclos de
desnaturacéo (93°C por 45 s), anelamento (62°C por
45 s), extensdo (72°C por 2 min) e uma extensao
final (72°C por 5 min).

Os fragmentos amplificados foram purificados
utilizando o kit de purificacdo de PCR QI Aquick®
QIAGEN (Cat. No. 28106) de acordo com as
instruces do fabricante. O sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA foi realizado utilizando-se o
iniciador Y1, o produto purificado através da
precipitacdo com etanol e a corrida realizada em
sequenciador 3730xI (Applied Biosystems™).
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Analises filogenéticas

As sequéncias foram submetidas a ferramenta
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

As sequéncias das bactérias isoladas mais as
sequéncias das estirpes tipos mais similares foram
alinhadas utilizando o ClustalW (Higgins et al, 1994).
E a arvore filogenética inferida pelo método de
Neighbor-joining, utilizando o modelo de Kimura 2
(Kimura, 1980) com 1000 repeticbes com uso do
programa MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011).

Tabela 1- Origem dos isolados coletados em area
de mata e cerrado do estado de Roraima.

Area Fito- N de
fisionomia Coordenadas  Municipio Bactérias
1 01° 2’ 03,6"N Caracarai ERR 473
59° 53’ 06,5"W (Prop. ERR 474
particular) ERRA475
ERR 476
2 02° 36’ 07,1"N Mucajai  ERR 477
60° 57’ 01,0'W (Prop. ERR 478
particular) ERR 479
3 01° 28’ 35,1"N Caracarai ERR 480
60° 44’ 41,2"W (Prop. ERR 481
particular)
° A0 AQ" Canta ERR 482
4 02° 39°48'N (Campo  ERR 483
60° 50°15”"W exper. ERR 484
Mata confianga)
ERR 485
ERR 486
02° 24' 00"N Mucajai ERR 488
5 60° 58" (Campo ERR 489
37,46"W exper. ERR 490
Serrada ERR 491
Prata) ERR 492
6 02° 56' 20"N Alto alegre ERR 493
61° 00' 5"W (Prop. ERR 494
Cerrado particular) ERR 496
ERR 497
ERR 498
7 02° 57' 46"N Boa Vista
60° 42 (Campo  ERR 500
20,70"W Exper.
Monte
Cristo)
8 3°52,57'35"N  Normandia ERR 506
59° 36,58’ (Prop. ERR 508
58,18"W particular)
9 02°15’00”"N Boa Vista ERR 509
60°39'54"W (Campo  ERR 510
Exper. ERR 511
Agua Boa) ERR 512

Fonte: Laboratério de Analise de Solos e Plantas, Embrapa-RR


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando submetida ao genbank, as sequéncias
das bactérias apresentaram similaridades acima de
99% com bactérias pertencentes aos genéros
Bradyrhizobium, Rhizobium e Agrobacterium.

A partir da sequéncia do 16S rRNA, pode-se
observar que das 31 bactérias sequenciadas, 20 sédo
pertencentes ao género Bradyrhizobium e 11 ao
género Rhizobium (Figura 1).

Através da analise filogenética (Figura 1) foi
possivel observar que dentro das bactérias
pertencentes ao género Bradyrhizobium, 14
agruparam-se com as estirpes referéncia B. elkanii,
B. lablabi, B. jicamae e B. pachyrhizi. As demais
bactérias, seis, se agruparam com oito estirpes
referéncia de B. betae, B. canariense, B. cytisi, B.
denitrificans, B. iriomotense, B. japonicum, B.
liaoningense e B. yuanmingense. Estes dados
demonstram que boa parte das bactérias que
nodulam o feijdo-caupi tem sido do genéro
Bradyrhizobium, o qual abrange um ndmero grande
de estirpes capazes de nodular véarias espécies de
leguminosas herbaceas comuns em regido tropical
(Zilli et al., 2004; 2006).

Dentro do género Rhizobium, quatro bactérias
(ERR 511, ERR 484, ERR 479, ERR 477) foram
muito proximas a estirpe tipo de Rhizobium pusense
(Figura 1). Ja seis bactérias foram proximas a
estirpe tipo de R. hainanense e uma bactéria
préxima a R. etli e Agrobacterium rhizogenes

As bactérias do género Bradyrhizobium e
Rhizobium foram encontradas tanto na area de mata
quanto de cerrado.

Em trabalhos na Amaz6nia com bactérias
fixadoras de nitrogénio utilizando o feijao-caupi
como planta isca tem revelado a predominéncia de
bactérias do género Bradyrhizobium, mas estes
também detectaram a presenca de bactérias
pertencentes ao género Rhizobium (Guimardes et
al., 2012). O que foi semelhante ao encontrado
neste estudo.

O gene 16S rRNA é uma ferramenta importante
para uma primeira identificacdo de bactérias.
Embora o sequenciamento parcial desse gene
contribua com a disponibilizacdo de diversas
informacdes, por se tratar de um gene altamente
conservado ndo é possivel a diferenciacdo entre
espécies proximas (Williems et al.,, 2003) Sendo
assim, torna-se essencial o0 uso de outras técnicas.

ERRS00
ERR498
ERR497
ERR496
ERR494
& |ERR493
ERR490
ERR489
ERR488
ERR483
ERR482
ERR481
ERR480
97| |ERR4T8

ERR485
ERR486
ERR491
ERRS09
ERRa10
ERR312

B

100

XXXV cONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA DO SOLO

28 de julho a 2 de agosto de 2013 | Costao do Santinho Resort | Florianépolis | SC

{AYGQM 34) Bratgymizomumj\camae
(UU433448) Bradyrhizobium lablabi

(U35000)Bradyrhizobium elkani

(AYE24135) Bradyrhizobium pachyrhizi

|__|(AY372184) Bradyrhizobium betae

(AJ556025) Bradyrhizobium canariense

—( EU361065) Bradyrhizobium cytisi
X66025) Bradyrhizobium denitrificans
AB300992) Bradyrhizobium iriomotense
UG9638) Bradyrhizobium japonicum
AF208513) Bradyrhizobium liaoningense

—( AF193818) Bradyrhizobium yuanmingense

( FJ969841) Rhizobium pusense
ERRS11
ERR484
ERR4T9
ERR4TT
(AF025852) Rhizobium huautiense
72 | (ATU1GSRDF) Agrobacterium tumefaciens
ERR4T3
ERR4T4
ERR4TS
ERR4T6

2 |ERR492

ERR508

(RHU71078) Rhizobium hainanense
(EF061096) Rhizobium miluonense strain
EF035074) Rhizobium muftihospitium strain
(AY509899) Rhizobium pisi

(ATU16SRDG) Agrobacterium rhizogenes
— ERRS06

st | (U28916) Rhizobium edli

47{[ (RTUB9832) Rhizobium tropici

8 — (RLU29386) Rhizobium leguminosarum

0
0
1
4

—
[

(Y17009) Burkholderia caribiensis

FIGURA 1. Arvore filogenética baseada nas sequéncias
parciais do gene 16S rRNA do isolados obtidos em solos de
mata e cerrado em Roraima e estirpes tipo dos género. Obtidas

no Genbank.



CONCLUSAO

As bactérias isoladas de solos de mata e cerrado
em Roraima pertencem ao género Bradyrhizobium e
Rhizobium.
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