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'Caracterizacio genética de rizébios isolados de Lotus corniculatus L.
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Andréia Mara Rotta de Oﬁveiré?‘,'f*éay}or Bastiani Perez®, Miguel f}é;i{;éxgzmi“,
Eliane Villamil Bangel® e Gilmério da Silva®

Resuro - Trintn e wés wolados de Riuzobium sp obtidos a pﬁrﬁz‘ de nédules de comichiio (Lotus cormiculang 1), coletados em
diferentes regides do Rio Grande do Sul, foram caracterizados pela téenica da PCR (reagio em cadeiz da polimerase), utilizando
oligonucieotideos especificos para a amplificagiio de seqiénoias repetitivas Box. Os isolados apresentaram perfis de amplificagio
distimos entre si ¢ das estirpes de Mesorhizobium o, SEMIA 806 ¢ SEMIA 816, amsalmente recomendadas para a produgio de
inoculantes pars comichio. O fndice de similaridade genética determinado pelo coeficiente de Jaccard variou entre 0.5 2 0.9%
indicando uma grande variabilidade entre 0 isofados. A andlise de agrupamento dos isolados demonstrou a formacio de tés grupos,
ndo tendo sido possivel estabelecer relagiio entre o perfil de amplificagio, grupos formados e onigem geogrifica dos isolados.

Palavras-chave: Cornichio, Box-PCR. Fixagiio Biologica de Nitrogénio, Rhizobium sp., variabilidade genéica.

Genetic charvacterization of Rhizobia isolated from Lotus cornicidatus 1.

Abstract - Thirty three Rhizobium sp isolates obtmned from birdsfoot wefoil (Lotus cornicalams L. colfected on different regions
of Rio Grande do Sul were characterized using Box-PCR. The isoluies presented distinet amplification profiles among then. as
well as from the isolates recommended nowadays Tor the production of birdsfeot wefoll noculants, SEMIA 806 and SEMIA 816,
The genetic similarity index, determined by the Jaccard coefficient, ranged from 0.3 to 0.9%, pointing out o a large genetic
variability among the 1solates. The cluswer analysis isolates showed a formation of tree large groups and was not possible to
establish a relationship winong the amplification profiles. groups formed and geographic origin of the isolates

Key words: Birdstoot trefoil. Rhizobium sp., genetic variability,
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ANDREIA MARA ROTTA DE OLIVEIRA, NAYLOR BASTIANI PEREZ. MIGUEL DALL'AGNGL.

BLIANE VHLAMIL BANGEL

- Introducéao

O comichiio tloms cormicidarus 1..). leguminosa pe-
rene de clima temperado, tem grande importineia para g
regifio Sul do Brasil. por ser adaptado A condighes eda-
foclimdticas e por suas caracter{sticas dﬂ%ﬁé'ﬁvei% para

Ccorte ou pastejo (ARAUIO ¢ JACQUES, 19741 Além
disso. o cornichiio € uma forrageira que se destaca por
sua tolerdnela & acidez € & baixa fentilidade do solo, sen-
do muito wilizado em misturas de espécies de inverno
para introducio sobre o campo nativo, proporcionando
uma melhor distribuicfio da forragem ao longo do ano ¢
aumentando a qualidade ¢ a producio de massa seca
(SOSTER et al., 2004; BROSE. 1994

Uma das poincipats justificativas para o uso ¢ a ma-
nutengdo de leguminosas em pastagens, reside na capa-
cidade dessas em obter nitrogénio. via fxagho simbidi-
ca. 0 que torpa possivel methorar a produtividade ¢ a
gualidade protéica da forragem, quando estabelecida uma
simbiose eficiente planta-rizébio (SCHEFFER-BASSO
et al.. 20021

Do ponto de vista taxondmico. adeterminagiio de es
pécies de rizdbio associadas & familia Lenes ainda nio
estd bem estabelecida. Porédm. em L. cornicudatus, lem
sido demonsirado que a nodulagio acorre por Mesorh-
cobiwm foti sin. Rhizobiwn loi, (JARVIS et al.. 1997,
SULIVAN etal.. 1996 BARAIBAR etal, 1999 KWON,
et al., 20058}

O conhecimento da ecologia, da capacidade simbio-
tica ¢ da variabilidade genética de populagdes nativas de
rizébio € um pré-requisito para a selecho de novas estir-
pes, unma vez gue. por serem altamente competitivas, di-
ficuliam o estabelecimento ¢ a permanéncia de estirpes
selecionadas introduzidas através de inoculanies
(YOUNG 1985 BRONFIELD et al. 1995 PERES et
al., 1993 VANCE ¢ GRAHAM. 1995; BRADIC, 2003,

Diferentes métodos moleculares estio disponiveis
para a caracterizacio genética.

A caracterizacio genética de rizébios por métodos mo-
leculares. como RAPD. REP-PCR ¢ PCR-RFLP, 1em
demonstrado que estas bactérias diferem na estrutura in-
tra e interespecifica de suas populagdes, possibilitando o
entendimento da variabilidade fenotipica de pﬂpui&gﬁeﬁ
de rizébios (BRUIIN. 1992; LUNGE et al.. 1994; LA
GUERRE et al..1996: CHUEIRE et al., 2000 ANDRO-
NOV et al, 2{}*03, OLIVEIRA et. al., 2002).

Embora a importincia da caracterizacio de rizébios
para a seleciio de novas estirpes para Lotus corniculats
esteja bastante fundamentada, poucos esiudos #m sido
realizados no Brasil nesse sentido. Este vabatho téve por
objetivo determinar a variabilidade genética de rizébios
noduladores de comichiio isolados de plantas coletadas
em dreas experimentais ¢ em campo nativo sob diferen-
tes condigBes de sucessiio de vegetagio nativa, utilizan-
do marcadores Box-PCR.
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Material ¢ métodos

Tsolamento de rizdébios - Os isolados foram obtidos
a partir de nddulos de raizes de plantas de cornichao, co-
letadas em dreas-experimentais de plantio de comichio
na regido Mesropolitana de Porto Alegre e em campo
native nas regides da Campanha e Depressio Central do
Rio Grande do Sul. As coletas foram realizadas no ano
de 2002 em dreas sob diferentes condigBes de sucessio
de vegetaciio nativa {Tabela 1) Os isolamentos foram
realizados em neio de cultivo agarizado, contendo ex-
rate de levedura e manitol YM (VINCENT. 1970), acres-
cide de vermelho congo.

Tabela b - Isolados de Ricobiwn sp analisados por Box-PCR

Estirpelisclados kma Hi&!‘:}ﬁﬁﬁ da Ares de Coleta

USDA 3471 IATOC 33669 “NZP 2293

ISEMIA 805 HERAGRO

SEMIA 816 FEPAGRO

Ri.g 1 Rio Pardo/Campo Native

Rie 2 Faz. Alqueire/Rio Pade’Campo Native

Rie 3 Faz. Alqueie/Rio Pardo/Campo Nativo

Rig 7 EEAEDorado do Suif Solo preparado

Rt g EEAEorago do Sul Solo preparado

RLe @ EEAEIdorado do Sulf Experim. pastejado

RLe 18 EEAEoradn do Sulf Experim. pasiejade

RLo 11 FEAForado do Sul Expenm. pasieado

Ru 42 EEAEHarado do Sut Solo preparads
1 EEAEIdorado do Su¥ Sole preparado

RLC 14 EEZiSa0 Gabrnel Campo Native

Rig 15 EEZISa0 Gabrisl Campo Nativo

RiLe 15 EE2/580 Gabrpt Campo Natve

RLEFZ A EEZ! Sao Gabrisl Campo Nanvo

RELc N1 EEZ/8480 Gabriell Campo Natvo

RLe N3 EEZISa0 Gabriel Campo Natvo

Ric M2 BRGS0 Gahnell Campoe Nabvoe

Ric M1 EF 2550 Gabriel Campo Nativo

Rlc Mg FE2Sa0 Gabnell Campo Nabvo

Fis M8 EEZ/S80 Gabnelf Campoe Nabeo

Rle P2 Guatamba/D . Pednted Campo Nalvo

IR = GuatamiiyD Pedrtol Campn Nativo

RLePi C Guatembl/D Pedriln?! Campao Nativo

fiLe CNY Colénia Nova? Campo Nativo

Ric CN2 Coldnig Nova/ Carmpo Nalvo

Ric F1 EEZ/ S0 Gabnell Campo Nativo

Ric F3 EEZ! S8o Gabriel/ Campo Netive

Ric V1A Gualarminy Dom Pedrited Campo Nativo

RLe V2A Guatamb? Dom Pedrite/ Campo Nalive

Ric Vi Guatamby/ Dom Pednie/ Campo Nativo

Rio Vs Guatamby Dom Pedrite? Campo Nativo

Ric W1 Guatambo! Dom Pedritod Campo Native

Rle %3 Guatambiy Dorn Pedrio! Campo Native

LSDA = United States Department of Agncaire

SEERA = Segho de Macrebivlogia Agricola

= American Tvpe Culire Colleciion

Cufture Collestion of the Department for Scientfic and Industnal Research
# Yi PAGRO = Fundaciio Estadual de Pesquisa Agropecudna

Caracterizacdio por Box-PCR - O DNA dos sola-
dos foi extraido de acordo com o métode de Boucher et

. al.(1987) e amplificado com o oligonucleotide inici-

ador Box AIR (5-CT. ‘ACGGCAAGGCGACGCTGA-
CG-37), de acordo com o protocole descrito por Bruijn

PESQ. AGROP GAUCHA, PORTO ALEGRE. w13, n.1-2. p.23-27, 2007



CARACTERIZACAO GENETICA DE RIZOBIOS ISOLADOS DE Lotus cornculaius L.

(1992), com modificagdes. As reacdes foram realizadas
em um volume final de 25 ml contendoe 30 ng de DNA,
O mM dNTPs (Amersham Pharmacia), 1.3 mM MgCI2,
I ml de BSA (0085 mg/mbL-'). 1 mM do oligonucieoti-
deo imiciador, tampio de reacao (10 mM Tris-HCL, 50
wM KCIL LU Tag DNA polimerase {Invitrogen). As
amplificagdes foram desenvolvidas no ermociclador
Techne-Progene (Uniscience) com os seguintes ciclos:
um ciclo inicial de 94°C, 7 min; 34 ciclos de 94°C, |
min: 33°C, 1 min, ¢ 65°C. 5 mun: com um periodo de
extensio final de 65°C, 10 min. Os produtos das amplifi-
cagoes foram submetidos a eletroforese em gel de agaro-
e [L5% nvitrogen). corados com brometo de etidio.
visualizados sob luz ultravioleta e documentados pelo
sistema de fotodocumentacio computadorizada EDAS
120 (Kodak).

Analise de agrupamento - As bandas produzidas por
Box-POR foram analisadas pelo programa NTSYS -
JOZROHLE 19903 para o qual tor deternunada a simi-
landade genduca wiilizando o coeficiente de Juccard ¢
construidos os agrupamentos de ucorde com o métado
UPGMA - Unweighted Pair-Group Method, arithmetic
averages (CRISCI et al. 1983),

Resultados ¢ discusséo

A amplificacdo do DNA dos isolades com o aligonu-
cleotideo Box AR (Figuras 1 e 2) gerou produtos entre
250 pb e 2.500 ph. A técnica de Box ~ PCR mostrou ser
eficiente tanto para a diferenciagiio entre os isolados,
guanto das estirpes atualmente recomendadas para a pro-
dugio de inoculantes, SEMIAs 806 ¢ 816 (Figura 1), Es-
tes resubtados se assemelham aos jd obtidos por outros
autores, que demonstraram que seqiiéncias repetitivas
BOX apresentam win grande poder de resolugido para se-
pararem isolados de rizdbio estreitmmente relacionados
(CHUEIRE et al.. 2000; CARVALHO. 2003).

M1z

34 5 & 7 8 9 10 1112 43 14 15 16 17 18 M

2000 pb
1630 pb

650 pb
5G0 ph
400 ph
300 pb
200 pb §

Figura 1 - Box PCR dos isoludos. Marcador de peso molecular 1Kb
Plus (MLI-I8USDA 3471, SEMIA 816.3EMIA 806, Rie 1. Ric 2,
Rie 3. Ric¥ Rie 8 RLe 9 Ric 10. RLe L}, RLe 12, REc 14, Rl
F2A, RLe ONL RLe V28, . RLelS, RLe ONL

PESG. AGROP. GAUCHA, PORTO ALEGRE, v 13, al-
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M1 234 567 8 9101112131415 181718 M

2000 pb
1630 pb

1000 pb
850 pb

650 pb
500 pb
400 pb
300 ph
200 pb
100 ph

Figura 2 - Box PCR dos iselados. Marcador de peso molecular TKb
Plus ¢M1 1218 Rie V1L REe 3L RLe M4, RLe P4 RLe 16 RLe VIB,
RELCVIA RLe PYC RLCNI, RECV2A RLe 13 RLO VI RLe N R4
M REC M2 RLe Mo RLeFLRE P2

Os isolados RLe ON1, proveniente de Coldnia Nova,
g RL{" VIB. pmwnieme de Dom Pedrito, assim como
RLc15, de Sio Gubriel, e RLe ON3, de Colonia Nova,
apresemamm perfis de dmplii’écag‘fm idénticos entre si
(Figura 1), sugerindo a possibilidade de uma origem co-
munt. O isolado RLe 8. proveniente de Eldorado do Sul.
apresentou um perfil bastante semelhante & estirpe SE-
MIA 816, atwalmente recomendada para a produgdo de
inoculantes para cornichio.

Além da possibilidade dos isolados serem varian-
tes de uma mesma estirpe, a hipotese da transferéncia
lateral de genes deve ser considerada, para os isola-
dos que apreseptaram o mesmo perfil de amphitica-
¢io. Estudos demonstraram que a transferéncia lateral
de genes tem contribuido de forma significativa para
mudangas na estruiura genética de populagoes de 1i-
zobios, aumentando sua diversidade ou tornado-as mais
homogéneas (RAQO et al..1994; RUVKUN e AUSU-
BEL. 19803, Sulivan et al.(1993). em estudos realiza-
dos com estirpes de K. {on, 1soladas de cornichao, cons-
tataram a transferéncia de genes simbidticos e de fixa-
¢iio do nitrogénio entre bactérias simbidticas nativas
do solo, de estirpes que compunham inoculantes para
populagdes nativas ¢ destas Gltimas, para populagdes
nio-simbioticas. Utilizando a téenica de RELP, os au-
tores observaram a ocorréncia de perfis idénticos en-

tre as populicdes analisadas, quando hibridizadas com *

genes de fixagdo do nitrogénio.

A andlise de agrupamento dos isotades demonstrou
a formagio de trés grandes grupos, nfio tendo sido pos-
sivel estabelecer relagiio entre estes ¢ a origem geo-
grifica dos isolados (Figura 3). O indice de similari-
dade genética determinado pelo coeficiente de Jaccard
ficou entre 0.5 ¢ 0.9% dicando uma grande variabi-

[
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lidade genética entre os isolados. Considerando a si-
milaridade dos isolados em relagiio & estirpe padrio
USDA 3471~ Mesorhizobiwm loti, exceto os isolados
RLe 16 e RLe NEO3%), RLe VIA e RLc 3 (0.7%).
tados apresentaram indices de similaridade igual ou
acima de 0,8% (Figura 3).

Conclusio

Os isolados de rizodbio obtidos de nddulos de Losus
corniewlarus (cornichiio) de diferentes regides do Estado
do Rio Grande do Sul, apresentam grande variabilidade
genética ¢ a majoria apresentou perfil de Box-PUR. dis-
tinto das estirpes recomendadas para inoculagio dessa
leguminosa.
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Figara 3 - Dendrograma baseado no método UPGMA. de acordo com
perfis de amplificagdo gerados por BOX-PCR dos isolados de Ririzo
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