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Introdugao

A fixag&o bioldgica de nitrogénio (FBN), considerada a principal via de in-
corporagdo do N, a biosfera, e um processo realizado por certos organis-
mos procariontes, dentre os quais bactérias da ordem Rhizobiales, que
estabelecem uma relagdo simbidtica através da formagao de estruturas al-
tamente especializadas, denominadas nédulos, nas raizes de algumas plan-
tas, principalmente da familia Leguminosae. Nos nédulos, ocorre a conver-
sdo do N, atmosférico a aménia, pelas bactérias, que € incorporada em
diversas formas de N organico para a utilizagao pela planta hospedeira.

Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii sdo bactérias do solo simbiontes
de plantas leguminosas, dentre as quais a soja (Glycine Max (L.) Merr.),
cultura de extrema importancia para a balanga comercial brasileira e, tam-
bém, por desempenhar um papel relevante na nutrigdo da populagéo.

Os solos brasileiros s&o, originalmente, livres de microssimbicntes da soja,

tornando necessaria a inoculagdo de sementes no estabelecimento des-
sa cultura no pais, utilizando estirpes selecionadas. A independéncia de
fertilizantes nitrogenados € uma das principais vantagens da cultura de
soja no Brasil, pois, ao contrario do que freqlientemente ocorre em alguns
outros paises desenvolvidos, como nos E.U.A., as bactérias introduzidas
via inoculagdo conseguem se estabelecer nos solos e suprir as necessi-
dades de N da planta de modo mais barato, efetivo e ambientalmente
seguro.
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Quatro estirpes sao recomendadas para utilizagao em inoculantes comer-
ciais para a cultura da soja no Brasil: CPAC 15 (= SEMIA 5079, =566A) e
CPAC 7 (=SEMIA 5080) da espécie B. japonicum e SEMIA 587 e SEMIA
5019 (=29W) da espécie B. elkanii (Chueire et al., 2003). O Brasil possui
legislagéo especifica para o controle de qualidade de inoculantes, que de-
vem apenas possuir estirpes recomendadas per um comité de microbio-.
logistas. Essa recomendacgio leva em consideragio a efetividade no pro-
cesso da FBN, bem como a habilidade competitiva e a persisténcia das
estirpes no solo, que s&o fatores primordiais para o sucesso da inoculagio.

Objetivos

Caracterizar a diversidade genética de estirpes de B. japonicume B. elkanii
reisoladas da regido dos Cerrados, apés introdugio em solo originalmen-
te isento de bactérias capazes de estabelecer simbiose efetiva com a
soja.

Material e Métodos

- Isolamento e crescimento das estirpes

Mendes et al. (2004) conduziram experimento de campo na Embrapa
Cerrados, em Planaltina, D.F., com a finalidade de estudar a dinamica de
ocupagao dos nédulos e a eficiéncia de FBN das estirpes recomendadas
para a cultura da soja no Brasil. A Tabela 1 apresenta os tratamentos do
ensaio, que foi conduzido com quatro repeti¢des.

No sexto ano do experimento, foi realizado o reisolamento das estirpes a
partir dos nodulos da soja (cultivar Doko) em meio de cultura sélido YM
(manitol, 5,0g; K,HPO, 0,5g; NaCl, 0,1g; MgSO,. 7 H,O, 0,2g; extrato de
levedura, 1,0g; agar, 12g/L) acrescido de vermelho Congo 1% e azul de
bromotimo! 0,5% e caracterizagio sorolégica das mesmas.

- Extrac@o do DNA

Apos o crescimento em meio liquido YM, as suspensbes bacterianas fo-
ram centrifugadas, sendo o socbrenadante descartado e as células
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Tabela 1. Tratamentos de inoculagdo conduzido em regido isenta de
estirpes capazes de estabelecer simbiose efetiva com a soja, em
solos dos Cerrados.

Tratamentos
1° Ano 2° Ano 3% Ano 4° Ano 5° Ano 6° Ano
Sl CPAC 7 SI SC Sl
CPAC 7 CPAC 7 CPAC 7 ] SC Sl
CPAC 15 CPAC 7 Sl SC Sl
Sl CPAC 7Y Sl SC Sl
CPAC 15 CPAC7Y CPAC7 Sl sSC SI
CPAC 15 CPAC7 Sl SC Sl
Sl CPAC Y S| SC Sl
Si CPAC 7 CPAC 7 SI SC Sl
CPAC 15 CPAC 7 Sl SC Sl

Sl: sem inoculagée; SC: sem cultivo. No primeiro ano, as parcelas que néo receberam inolante
foram cultivadas com arroz, cultivar Rio Paranaiba.

bacterianas lavadas com solu¢do salina (NaCl 0,85%), resuspensas em
TE 50/20, tratadas com SDS 10%, proteinase K, lisozima e RNAse e incu-
badas a 37°C por cerca de uma hora. Apds a incubacao, foram acresci-
dos NaCl 5M e AcONa 5M, seguido de um periodo de repouso a 4°C,
antes da centrifugagao por 15 minutos a 12.000 rpm; o sobrenadante foi
recolhido e acrescide de etanol abseluto. Por fim, as amostras foram ar-
mazenadas por uma noite a -20°C, sendo © etanol posteriormente des-
cartado e o precipitado resuspenso em TE 10/1. As amostras foram sub-
metidas a eletroforese em gel de agarose 1%, para a determinacio da
concentracao e da pureza do DNA.

" - Perfil de PCR-RFLP do gene 16S rRNA

O DNA de cada amostra foi submetido a reacdo de PCR (“polimerase
chain reaction”) com a finalidade de amplificar a regido especifica do gene
16S rRNA que possui, aproximadamente, 1.500 pares de bases. Uma
solucao ‘mix” foi preparada para a reacio de amplificagdo, consistindo de
dNTPs (0,3mM de cada base), tamp&o 10X, MgCl,, Tag DNA polimerase
e os “primers” fD1 (5' — cgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
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- 3) e D1 (3'- ccegggatecaagetAAGGAGGTGATCCAGCC ~ 57). O re-
sultado da amplificagao foi verificado através de eletroforese em gel de
agarose 1%.

Para a verificagdo de polimorfismo do gene 16S rRNA, os produtos de
PCR foram digeridos com as seguintes enzimas de restricio: Hhal (5' -
GCG/C -3 3" - C/GCG -5'), Hpall (5 - C/ICGG -3, 3 -GGC/IC-5) e
Ddel (5 — C/TNAG - 3'; 3- C/GCG - 5'). Para cada reaco, o volume de
rezgentes utilizado foi de 0,5mL de enzima (10U/mL), 1mL de tampio
especifico, 6mL do produto de PCR e 2,5mL de agua mili-Q estéril, segui-
do de incubagéo a 37°C em termociclador pelo tempo recomendado pelo
fabricante. Os fragmentas foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 3%; os geis foram fotografados apos a coloracéoc com brometo
de etidio, para analise dos perfis obtidos utilizando o programa
BioNumerics, (Applied Mathematics, Bélgica), juntamente com os padrdes
de outras estirpes significativas.

Resultados e Discussao

Foram reisoladas, no sexto ano do experimento, 263 estirpes, a partir dos
nodulos da soja das parcelas que receberam inoculantes com estirpes de
B. japonicum. Atraves de comparagao dos padres de restrigdo do gene
1635 rRNA das estirpes reisoladas com as estirpes padrdes, foi possivel
constatar que 62,73% das estirpes eram pertencentes ao sorogrupo da
CPAC 15, confirmando a elevada habilidade competitiva e saprofitica dessa
estirpe, que também é caracterizada por seus elevados indices de N,
fixado, enquanto 11,02% das estirpes foram classificadas como peﬂen-
centes ao sorogrupo da CPAC 7. Além disso, 23,19% das bactérias isola-
das foram classificadas como B. elkanii. Tal ocorréncia pode ser atnbu:da
a provaveis contaminagdes durante o experimento.

Os padrées de restricio obtidos pela digestao com as trés enzimas utili-
zadas foram suficientes para permitir a identificagio das espécies das
estirpes reisoladas, bem como a distingéo entre estirpes pertencentes a
diferentes sorogrupos de B. japonicum . O mesmo nao possivel para dis-
tinguir sorogrupos de B. elkanii, pois, devido a conservacio das seqiién-
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cias de 165 rRNA, esse métedo pode ter limitagdes na identificagdo
intraespecifica.

Notavelmente, sete das estirpes reisoladas (¢ que corresponde a 2,66%
do total) apresentaram padrdes de restrigio discrepantes em relagcéo aos
padrbes de B. faponicum e B. elkanii; visto que o solo era isento de bacte-
rias capazes de estabelecer simbiose com a soja, analises mais refinadas
dessas estirpes devem ser conduzidas para sua caracterizagao.

Algumas bactérias apresentaram padrao de PCR-RFLP do gene 165 rRNA
nao condizente com a caracterizacao soreldgica, que é uma metodologia
rotineira de identificagdo, em muitos casos indicando diferentes espécies
nas analises realizadas. Perfis genotipicos contrastantes com os perfis
sorologicos de rizébios ja haviam sido relatados por Santos et al. (1999).
Hipoteses como a ocorréncia de rearranjos gendmicos e a transferéncia
lateral de genes simbidticos e de fixagdo de estirpes inoculadas para bac-
térias nativas podem explicar a diversidade desse organismos.

Consideragdes Finais

Uma porcentagem significativa das estirpes de Bradyrhizobium simbiontes
da cultura da soja sofre alteracdes morfologicas, fisiolégicas e genéticas
poucos anos apds a introdugdo, via inoculagdo, nos solos. Essas altera-
¢oes devem ser monitoradas e compreendidas, para verificar os efeitos
dessa nova populagio na contribuicdo da fixagao bioldgica do nitrogénio.
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