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Genetic Diversity of Bacteria
Isolated of Root Nodules of
Cowpea Grown in Soil with and
without Biochar Application

Abstract

The objective of this study was to evaluate the genetic diversity of
rhizobia isolated from cowpea nodules [Vigna unguiculata (L.) Walp.]
grown in soils with biochar amendments. The assay was conducted
in 3 L pots in a greenhouse, the cowpea (BRS Marataoa) was used
as trap host and sown in soils with 60 g kg' of biochar. After the
bacterial isolation the amplification of 16 rRNA gene was carried

out to evaluate their Amplified Ribosomal DNA Restriction Andysis
(ARDRA) profiles with 3 endonucleases. A total of 22 bacteria were
obtained and evaluated. The similarity dendrogram generated two
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clusters of isolates, one rare, represented by only one bacterium ard
one larger, represented by 21 bacteria, which was divided into four
subgroups; however, in three of the subgroups belonging to group
1, the predominance of bacteria from plants that grew in soils with
biochar were observed. These results indicated that the additions o
biochar could influenced the rhizobial diversity.

Palavras-chave: rizébio, ARDRA, fixacao bioldgica de nitrogénio.

Keywords: rhizobia, ARDRA, biological nitrogen fixation.

Introducao

Os processos de transformacao de nitrogénio (N) no solo
(imobilizacdo, mineralizacao, nitrificacdo e desnitrificaca) sao
ordinariamente afetados por micrébios, e a mudanca na estruturada
comunidade microbiana e atividade podem influenciar na cidagem
de N (ABUJABHAH, 2017).

A maioria das leguminosas se associa simbioticamente com rizébios,
bactérias fixadoras de N que se alojam em nddulos radiculares.

Os diferentes sistemas de manejo do solo podem influenciar na
diversidade e eficiéncia das bactérias nativas do solo. Dessa forma,
faz-se necessario o levantamento da diversidade de bactérias em
solos submetidos a diferentes sistemas de manejo.

O biochar, ou biocarvao, é qualquer material rico em carbono
obtido de biomassa carbonizada para uso como condicionador de
solos (MAIA, 2010). O crescente uso desse produto, resultante de
pirélise, tem sido uma forma de amenizar os impactos das préaticas
agricolas convencionais sobre as mudancas climaticas, o que
motiva muitos estudos para se determinar os impactos positivos e
negativos do biochar sobre as propriedades fisicas e principalmerte
as atividades e a abundancia microbiana (LEHMANN et al., 2011).

A adicao de biochar pode ter um impacto significativo nas
propriedades quimicas e fisicas do solo que, consequentemente,
afetam os processos bioquimicos e, por sua vez, as atividades
microbianas (ABUJABHAH et al., 2016). Abujabhah et al. (2017),
estudando o efeito de quatro doses de biochar no solo, constataram
mudancas significativas nas estruturas das comunidades
microbianas do solo, principalmente quanto ao grupo das bactéras
fixadoras de N. Existem poucos resultados disponiveis na literatura
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cientifica referentes a avaliacdo dos efeitos da aplicacdo do hochar
na diversidade de rizébios em solos do Brasil, especialmente na
regido semiarida.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
diversidade genética de rizébios isolados de nédulos de feijao-caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp.] cultivado em solos com e sem a
aplicacao de biochar como condicionante de solo.

Material e Métodos

O Experimento foi realizado em casa de vegetacdo na sede da
Embrapa Semiarido. Para o ensaio, foi utilizado biochar, produzido
a partir de algaroba [Prosopis juliflora (Sw) DC]. A cultivar de
feijdo-caupi BRS Marataoa foi utilizada como planta isca e semeala
em vasos com volume de 3 kg. O solo utilizado foi um Argissolo
proveniente do Campo Experimental de Bebedouro, pertencentea
Embrapa Semiarido.

Para o enchimento dos vasos, foi utilizado solo peneirado, pesado

e suplementado com uma dose de 180 g (60 g kg') de biochar
homogeneizado ao solo. Vasos também foram preenchidos com
solo sem adicao de biochar. As sementes foram previamente
desinfestadas superficialmente com etanol 96 °GL (30 segundos),
hipoclorito de sédio (2 minutos) e, em seguida, foram realizadas oito
lavagens em agua destilada e esterilizada (ADE). Apds a semeadura,
a agua foi fornecida sempre que necessério. Aos 40 dias apds a
emergéncia, as plantas foram coletadas.

Para o isolamento dos ndédulos, os mesmos foram removidos das
raizes das plantas, lavados com agua de torneira e desinfestados
superficialmente com em etanol 96 °GL (30 segundos), hipoclorito
de sédio 2% (4 minutos) seguido de oito lavagens em ADE. Apds
a desinfestacdo, os nédulos foram esmagados em placas de Petri
como meio YMA (VINCENT, 1970). Ao se constatar o crescimento
das col6nias, as bactérias foram purificadas novamente em placas
de Petri com meio YMA com azul de bromotimol até que se
obtivessem colbnias puras.

As bactérias purificadas foram crescidas em YM ligudo e o DNA

dos isolados foi extraido com o kit comercial. A reacao de PCR para
a amplificacdo do gene 16S rRNA foi dimensionada para 20 ul,
contendo reacdo tampao de 1X, MgCl2 2,0 mM, dNTP 0,42 mM,
Taq DNA polimerase 1,0 mM, agua, 0,20 ul de cada primer iniciador.
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Os iniciadores universais 27F (GAGTTTGATCCTGGTCAG) e 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) (LANE, 1991) foram utilizados. A
amplificacao se consistiu de uma etapa de desnaturacao inicial e
94 °C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
55 °C por 1 minuto, e 72 °C por 2 minutos com uma extensao final
de 72 °C por 5 minutos. Os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1% com tampéao TBE a 0,5X.

Para a analise de restricao do DNA ribossomal amplificado (ARDRA),
as reacoes de digestao do DNA foram utilizadas as endonucleaseas
Alul, Hha lll e Msp |, seguindo-se as orientacdes do fabricante. O
material digerido foi analisado em eletroforese horizontal en gel de
agarose a 1% em tampao TBE 0,5X, aplicando-se uma voltagem de
100 V por 3 horas.

Os géis foram observados em transluminador com luz UV e
fotografados. A avaliacao dos perfis de similaridade dos isolados fa
realizada com base no coeficiente de Dice, com tolerancia de 2%.
Os perfis de agrupamento foram feitos no programa BioNumerics
7.1.

Resultados e Discussao

Foram obtidas 22 culturas purificadas de rizébios que apresentaram
diferentes perfis de ARDRA. No dendrograma de similaridade é
possivel observar que todos os isolados apresentaram em torno de
30% de similaridade. Houve a formacao de dois grupos principais,
sendo um deles originario do solo sem carvao e formado por apenas
um isolado (Figura 1). As demais 21 bactérias apresentaram em
torno de 50% de similaridade e se dividiram em quatro subgrupos
com bactérias oriundas de plantas cultivadas em solos com e sem a
aplicacao do biochar.

O subgrupo 1A, composto por sete bactérias, apresentou mais de
60% de similaridade, sendo quatro isolados do solo tratado com o
biochar (5, 30, 6 e 2) e trés isolados do solo sem biochar (34, 57

e 59). Ainda no subgrupo Em 1A, os maiores graus de similaridade
foram entre os isolados (5 e 30), em torno de 88%, ambos tratados
com o biochar, e entre os isolados (57 e 59), 86%, ambos sem o
tratamento com o biochar.
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Figura 1. Dendrograma de similaridade de isolados bacterianos de nédulos ce feijdo-
caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] cultivados em solo com e sem aplicacédo de
biochar (Biochar + e Biochar-), por meio da técnica de ARDRA, utilizando as enzimas
de restricdo Alu |, Hha lll e Msp |.

O subgrupo 1B, com dez isolados, apresentou similaridade em
torno de 65%. Das dez bactérias deste subgrupo, sete (7, 26,
10, 28, 29, 56 e 31) foram provenientes do solo suplementado
com o biochar, enquanto apenas trés (36, 32 e 33) foram obtidas
de plantas cultivadas em solo sem a suplementacao do biochar.
Ainda no subgrupo 1B, dois isolados (28 e 29) apresentaram grau
de 100% de similaridade, ambos advindos do solo suplementado
com o biochar. O subgrupo 1C apresentou similaridade de
aproximadamente 68%, porém, este grupo é representado por
apenas duas bactérias (9 e 38); respectivamente, uma do Argissolo
tratado com biochar e a outra sem tratamento.
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Assim, como o subgrupo 1C, o subgrupo 1D também apresentou
similaridade de 68%, sendo representado por apenas dois
isolados. No entanto, diferente do subgrupo 1C, as duas bactérias
representantes no subgrupo 1D (37 e 40) foram provenientes do
solo sem carvao.

Dos quatro subgrupos do grupo 1 (1A, 1B, 1C e 1D), em trés

deles (1A, 1B e 1C) houve predominéancia de bactérias isoladas

do solo tratado com biochar, indicando que a aplicacado do
biocarvao promove mudancas na comunidade microbiana do solo.
Abujabhah et al. (2017) afirmam que o biochar promove alteracoes
significativas nas caracteristicas fisico-quimicas do solo, o que poce
favorecer alguns grupos de micro-organismos por promover um
ambiente propicio a um melhor desenvolvimento.

O grupo 2, com apenas um isolado (61), mesmo apresentado
similaridade em torno de 30% com os demais isolados do grupo

1, se distanciou, caracterizando um grupo raro no dendograma.
Um resultado semelhante foi encontrado por Brasil et al. (2005),
estudando a diversidade genética de bactérias diazotréficas em
gramineas forrageiras. Para estes autores, esse fato se deve a uma
bactéria, provavelmente, pertencente a uma nova espécie.

Conclusao

A adicao de biocarvao resulta na alteracdao da comunidade de
rizébios capaz de nodular o feijdo-caupi no solo estudado. Novos
estudos taxonémicos sdo necessarios para avaliar a composicao da
comunidade rizobiana isolada neste experimento.
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