56 Embrapa Sofa. Documentos, 268

Diversidade de rizébios que nodulam o
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Introdugao

O feijao € a base da alimentagio de cerca de 300 milhdes de pessoas,
especialmente na América Latina e no sul e leste da Africa, sendo con-
siderado, por alguns nutricionistas, um alimento perfeito, pois e fonte de
proteinas, fibras e carboidratos complexos. Estima-se que, para mais
de 100 milhdes de consumidores pobres, cuja dieta é baseada em ami-
do, essa leguminosa representa a Unica fonte protéica. O Brasil €, hoje,
o segundo maior produtor mundial de Phaseofus e o primeiro produtor e
consumidor de feijao, contudo, os rendimentos médios obtidos sdo bas-
tante baixos, de apenas 826 kg/ha {CONAB, 2004). O baixo nivel de
tecnologia empregado na cultura e o cultivo em solos de baixa fertilida-
de, especialmente pobres em N contribuem, fortemente, para esse ce-
nario. Conseqglientemente, o suprimento adequado de N pela simbiose
com bactérias diazotroficas, de modo eficaz, representa uma alternativa
para aumentar os rendimentos nacionais a um baixo custo, além de evi-
tar a contaminagao dos recursos hidricos pelo nitrato e de diminuir a
emissdo de gases com efeito estufa. Para o estabelecimento de uma
simbiose efetiva € necessario, perém, um maior conhecimento da diver-
sidade dos rizébios nativos capazes de nodular a leguminosa. Em estu-
dos anteriores, foi constatada diversidade genética elevada de rizébios
nos Cerrados (Mostasso et al., 2002) e, dentro dessa diversidade, foi
possivel selecionar estirpes mais eficientes e competitivas (Hungria et
al., 2003). Contudo, estudos mais abrangentes precisam ser conduzi-

dos para um conhecimento mais preciso da diversidade de rizobios nos
Cerrados.
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Objetivos

Caracterizar geneticamente rizébios microssimbiontes de feijoeiro em are-
as nativas dos Cerrados

Material e Métodos

Foram coletados nddulos de diversos locais nos Cerradas, nunca cultiva-
dos anteriormente. O DNA das bactérias foi extraido a partir de culturas
puras de rizébios em meio YMA, segundo procedimento otimizado
{(Kaschuk, 2003). O DNA foi amplificado pela técnica de PCR com o “primer”
BOX-A1R (5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") (Versalovic et al,,
1994) e os seus produtos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% por 6 horas. Em seguida, o gel foi corado com brometo de
etidio (0,00005%), observado em transluminador UV e fotografado. Essa
técnica verificou a variabilidade genética em nivel de estirpes. O
polimorfismo foi analisado usando o programa Bionumerics (Applied
Mathematics, Bélgica) com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard

O DNA tambem foi amplificado com “primers” que codificam a regifo do
gene ribossomal 163 rRNA: Y1 (5-TGGCTCAGAACGAACGCGTGGCGGC-
3) e Y3 (3-CTGACCCCAACTTCAGCATTGTTCCAT-57). Os produtos
dessas amplificagbes foram submetidas a metodologia de RFLP-PCR
(Laguerre et al.,1994), com as seguintes enzimas de restrigdo: Haelll,
Mspl e Rsal. Os fragmentos obtidos foram aplicados em gel de agarcse a
3% e corridos em sistema de eletroforese a 120 V durante 4 horas. O
polimorfismo também foi analisado usando o programa Bicnumerics.

- Resultados e Discussao

O nivel de diversidade genética encontrado na andlise de BOXA1R-PCR
foi muito elevado, pois praticamente cada estirpe apresentou um perfil
unico (Fig. 1). Essa analise indica variabilidade entre estirpes, contudo, ©
grande niimero de perfis obtidos representa um forte indicativo de diversi-
dade genética elevada, provavelmente com varias espécies novas, ainda
nao descritas.
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PCR de rizébics microssimhiontes do fei

Figura 1. Andlise de agrupamento dos produtos de DNA obtidos por BOX A1R-
Certrados.

joeiro isolados de solos de
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Na analise per RFLP-PCR da regido do gene ribossomal 16S, houve indi-

de predominio de uma espécie (Fig. 2). Contudo, outras espécies

foram observadas, diversas delas bastante distintas das estirpes-tipo usa-

cacao

das como referéncia, representando outro indicative de novas espécies

de rizébios nos Cerrados.

: 1.,
..............

Figura 2. Analise de agrupamento dos produtos de DNA obtidos por RFLP-PCR
de rizébios microssimbiontes do feijoeiro isolados de sclos de Cerrados
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Consideragoes Finais

A diversidade genetica elevada observada em rizobios microssimbiontes
do feijoeiro e um forte indicativo de que muitas especies de rizobios dos
solos tropicais ainda nao foram descritas e que o patrimdnio genético dos
microrganismaos em solcs brasileirgs precisa ser conhecido com mais de- |
talhes, podendo representar uma fonte importante de genes de importan-
cia agricola.
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