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Introdução 

Atualmente, o feijão (Phaseolus vulgari.$), faz parte da base de alimentação 
de cerca de 300 milhões de pessoas, especialmente na América Latina, 
no sul e leste da África. O Brasil é, atualmente, o maior produtor e consu-
midor mundial de feijão, contudo, os rendimentos médios nacionais são 
bastante baixos, de apenas 789 kg/ha, na safra 200512006. O baixo nivel 
de tecnologia empregado na cultura e o cultivo em solos pouco férteis, 
especialmente pobres em nitrogênio (N 2), contribuem, fortemente, para 
esse cenário. Conseqüentemente, o suprimento adequado de N 2  pela 
simbiose com bactérias diazotróficas representaria uma alternativa para 
incrementar os rendimentos nacionais a um baixo custo, além de evitar a 
contaminação dos recursos hídricos pelo nitrato e de contribuir para uma 
menor emissão de gases causadores do efeito estufa. Para o estabeleci-
mento de uma simbiose efetiva, é necessário, porém, maior conhecimento 
da diversidade dos rizóbios nativos de cada local. 

A região dos Cerrados é, hoje, responsável pela maior produção de grãos 
no Brasil. Alguns estudos sobre a diversidade genética de rizóbios micros-
simbiontes do feijoeiro, em áreas sob cultivo com essa leguminosa, foram 
conduzidos e indicam diversidade genética e simbiática bastante elevada 
(Mostasso et aI., 2002). Contudo, pouco se conhece sobre a diversidade 
de rizóbios em áreas virgens dos Cerrados, bem como sobre o impacto do 
estabelecimento da agricultura nessa população nativa. Como o feijoeiro 
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é considerado planta promíscua para nodulação, este trabalho tem por 
objetivo caracterizar geneticamente rizóbios capturados por essa legumi-
nosa em áreas virgens dos Cerrados e compará-los com as populações 
de áreas sob cultivo. 

Materiais e Métodos 

Foram coletados nódulos das raízes de feijoeiro em diversas áreas dos 
Cerrados nunca cultivadas anteriormente. Procedeu-se ao isolamento das 
bactérias desses nódulos, sendo obtidos 186 isolados.A capacidade de 
iiodulação e fixação biológica do N 2  desses isolados foi confirmada em 
experimento feito com vasos de Leonard em casa-de-vegetação: 

O DNA das bactérias foi extraído, quantificado e amplificado pela técnica 
de POR ("polymerase chain reaction") com o "primer" BOX-A1 R, segundo 
Kaschuk eta?. (2006). Como padrões em todas análises, foram utilizadas 
sete estirpes representativas das espécies de rizóbios qüe nodvlam o 
feijoeiro. Considerando um nível de similaridade de 70%, foram obtidos 
99 perfis distintos. 

O DNA dessas 99 bactérias foi amplificado com "primers" (fDfe rDl) que 
codificam a região do gene ribossomal 16S rRNA, segundo Germano et 
aI. (2006). Os produtos dessas amplificações foram submetidos à meto-
dologia de RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) POR, com 
três enzimas de restrição, Rsa 1, Map II, Hae III. 

A partir do novo dendrograma, foram selecionados 33 isolados. O DNA 
dessas bactérias foi amplificado com os "primers" para a região do gene 
recA descritos por Payne et ai. (2005): Bur 1 (5'GATOGA(AG)AAGCAGT 
CGGCAA —3') e Bur 2(5' - TTGTCCTTGCCTG(AG)COGAT —3') (Payne 
et ai. 2005). A seguir, os isolados foram analisados por RFLP - POR, com 
três enzimas de restrição: Rsa 1, Hinf 1 e Hae III. 

Em todas as análises, o polimorfismo foi avaliado, usando o software 
BiONumerics (Apphed Mathematics, Bélgica) com o algoritmo UPGMA 
(unweighted pair - group with arithmetic mean) e o coeficiente de 
Jaccard. 
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Resultados e Discussão 

A análise das regiões repetitivas e conservadas do DNA, normalmente lo-
calizadas nos espaços intergênicos, pela amplificação com o "primer" BOX 
Al R - PCR detectou um nível de diversidade genética, pois praticamente 
cada estirpe apresentou um perfil único e, em um nível de similaridade de 
70%, 99 perfis distintos foram obtidos (dados não mostrados).A análise de 
BOX - PCR detecta variabilidade entre estirpes e a diversidade genética 
elevada detectada neste estudo pode estar relacionada à adaptação às 
condições ambientais estressantes dos Cerrados, com temperaturas ele-
vadas, longos períodos de estiagem, solos extremamente ácidos e pobres 
em nutrientes, entre outros. 

Na análise por RFLP - PCR da região do gene ribossomal 163, que in-
dica variabilidade em nível de gênero/espécie, considerando o nível de 
similaridade de 70%, contabilizam-se sete espécies distintas. Houve pre-
dominância de uma espécie (Figura 1), bastante distinta das estirpes-tipo 
representativas das espécies de rizóbios que nodulam o feijoeiro. Mesmo 
em relação aos demais isolados dos Cerrados posicionados em outros 
agrupamentos, a similaridade genética com as estirpes-tipo foi baixa. 
Como o gene 165 rRNA tem sido considerado como referência para a 
taxonomia de bactérias (Garrity & Holt, 2001), esses resultados são um 
forte indicativo de novas espécies ainda não definidas de bactérias diazo-
tróficas nos Cerrados. Outro gene que pode fornecer bastante informação 
sobre a posição taxonômica das bactérias é o recA (Payne et aI., 2005). Na 
análise por RFLP - PCR dessa região gênica, também houve predomínio 
de uma espécie (Figura 2). Houve congruêncía elevada entre os genes 
1 6S rRNA e rocA. Na comparação com o banco de dados do Laboratório 
de Biotecnologia de Solos da Embrapa Soja, que contém mais de 400 
rizóbios microssimbiontes de feijoeiro provenientes de áreas cultivadas 
dos Cerrados, os isolados deste estudo mostraram perfis distintos de BOX 
- PCR e de RFLP - PCR do 163 rRNA e de rocA, indicando expressiva 
alteração genética na população com a entrada da agricultura. 
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Figura 1. Agrupamento polifásico dos produtos de PCR-RFLP do gene 16S-rRNA 
com três enzimas de restrição dos rizóbios microssimbiontes do feijoeiro 
isolados de splos dos Cerrados. 
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Figura 2. Agrupamento polifásico dos produtos de PCR-RFLP do gene RecA com 
três enzimas de restrição. 

Considerações Finais 

A diversidade genética elevada detectada neste estudo representa um forte 
indicativo de que muitas espécies de bactérias diazotróficas simbióticas 
nativas dos Cerrados ainda não foram descritas, ressaltando a necessi-
dade de preservação de áreas ainda não cultivadas, pois essas bactérias 
podem representar uma fonte importante de genes para a agricultura e 
para o meio ambiente. 
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