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RESUMO: A fixacdo biolégica de nitrogénio é
realizada por representantes de diversos grupos
filogenéticos bacterianos, que s&o denominados
diazotréficos. A caracterizacdo fenotipica e
genotipica de bactérias € um processo inicial para
identificacdo, e um indicativo de diversidade destes
organismos. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar a diversidade fenotipica e genotipica de
bactérias diazotréficas isoladas de plantas de
Brachiaria brizantha e Brachiaria humidicula no
estado de Roraima. A caracteriza¢do fenotipica foi
realizada através da caracterizagdo morfologica
cultural em meio Dyg’'s sélido. A caracterizagédo
genotipica foi avaliada através da andlise de ARDRA
(andlise de restricio do DNA ribossomal
amplificado) de 29 bactérias diazotroficas isoladas
de Brachiaria cultivadas em éarea de cerrado e em
area de transicdo cerrado-mata. Foram utilizadas
quatro enzimas de restricdo (Rsal, Haelll, Hhal e
Mspl). Além das amostras, foram incluidas trés
estirpes de referéncias, a BR 11001 (Azospirillum
brasiliense); BR11192 (Herbaspirillum
rubrisubalbicans) e BR1136 (Burkholderia tropica).
Foi verificada uma elevada diversidade genotipica
entre as bactérias diazotréficas, porem nenhuma
bactéria apresentou caracteristicas similares as
estirpes de referéncia de Azospirillum, Burkholderia
e Herbaspirillum, indicando a existéncia de outros
géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio
associadas a plantas de braquiaria em Roraima.

Termos de indexacdo: Fixacdo biologica de
nitrogénio; braquiaria; ARDRA.

INTRODUCAO

Espécies de Brachiaria possuem papel
importante nas pastagens brasileiras. No Brasil, a
bovinocultura de corte é fortemente sustentada por
diferentes espécies do género Brachiaria, tornando-
as principal fonte de nutrientes para animais em

pastejo. Neste contexto, enfatiza-se a importancia
dos conceitos de valor nutritivo e de valor alimenticio
das forrageiras. Esta graminea viabilizou a pecuaria
de corte nos solos &cidos e de baixa fertilidade,
principalmente em areas de Cerrados (Corréa &
Santos, 2003). No entanto, muitas das areas de
pastagem brasileiras encontram-se degradadas,
principalmente pela falta de manutencdo da
fertiidade do solo, sendo o nitrogénio um dos
nutrientes mais limitantes (Oliveira et al., 1997).

As espécies de Brachiaria podem se
beneficiar da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN)
através da associacdo com bactérias diazotroficas.

As bactérias diazotréficas podem promover o
crescimento vegetal tanto pela FBN como pela
producdo de substancias que auxiliam o
crescimento radicular, como o Acido indol acético,
entre outros. Assim, as bactérias diazotroficas
associativas sdo  consideradas  rizobactérias
promotoras do crescimento vegetal (RPCV); e
assumem papel importante na interacdo com raizes
de plantas e ciclagem de nutrientes, entre outros.
Considerando a importancia que as espécies
produtoras de graos, como trigo, arroz e milho, entre
outras, sdo a principal fonte de carboidrato da dieta
humana e o alto potencial fotossintético das
gramineas C4 nos tropicos, esta taxa de FBN,
mesmo baixa representa uma grande economia nos
custos de producdo o que justifica estudos visando
seu manejo. No entanto, os sistemas agricolas
atuais sdo na maioria dependentes de insumos
industrializados (como adubos nitrogenados) e néo
exploram o grande potencial dos diazotroficos, tanto
para a FBN quanto para outros mecanismos de
promoc¢do do crescimento vegetal (Moreira et al.,
2010).

A caracterizacdo genotipica de bactérias
diazotroficas é uma ferramenta Gtil para o
conhecimento da diversidade, pela sua distribuicdo
no ambiente, e sua interacdo com diferentes
genotipos vegetais.



Para caracterizagdo genotipica de bactérias, a
técnica conhecida como ARDRA (andlise de
restricdo do DNA ribossomal) é uma ferramenta util
e rapida para andlise da diversidade (Grifoni et al.,
1995). Os RNAs ribossomais sdo considerados
crondmetros moleculares, pois sao moléculas
universais que sofrem poucas influéncias por
mudancas no meio ambiente.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
diversidade fenotipica e genotipica de bactérias
diazotroficas isoladas de plantas de Brachiaria
brizantha e Brachiaria humidicula no estado de
Roraima.

MATERIAL E METODOS

Origem das bactérias

As 29 bactérias caracterizadas neste estudo
foram obtidas a partir de duas espécies de
Braquidria. Em &area de cerrado, no Campo
Experimental Agua Boa da Embrapa Roraima foram
isoladas as bactérias ERR 525, ERR 526, ERR 527,
ERR 528, ERR 529, ERR 530 das raizes de plantas
de Brachiaria humidicula (N 02°39'51,7", W
60°50’60,5”). Na mesma é&rea, as bactérias ERR
539, ERR 540, ERR 541 foram isoladas da parte
aérea de plantas de Brachiaria brizantha
(N02°39'34,7”, W 60°50’00,8"), e ERR 531, ERR
532, ERR 533, ERR 534 das raizes. Em area de
transicdo cerrado-mata, na Fazenda S&o Paulo,
foram isoladas ERR 535, ERR 536 da parte aérea
de plantas de Brachiaria humidicula (N02°1805,5,
W 61°15'32,9") e ERR 513, ERR 514, ERR 515,
ERR 516, ERR 517 das raizes. De plantas de
Brachiaria brizantha (N02°17'34,4”, W 61°15’09,8”)
foram isoladas as bactérias ERR 537, ERR 538 da
parte aérea e ERR 518, ERR 519, ERR 520, ERR
521, ERR 522, ERR 523, ERR 524 das raizes.

Caracterizagdo morfologica cultural

A caracterizacdo morfologica foi realizada a
partir do aparecimento de no minimo 3 coldnias
isoladas em meio de cultura solido Dgys (Rodrigues
Neto et al., 1986) incubadas em BOD a 29° C. As
caracteristicas avaliadas foram: manifestacdo de
crescimento (muito rapida: 1 dia, rapida: 2 a 3 dias,
intermediaria: 4 a 5 dias, lento: 6 a 9 dias, muito
lento: superior a 10 dias), didmetro das coldnias
(mm), forma (puntiforme, circular ou irregular),
elevacdo das colénias (plana, convexa, cbncava,
elevada e protuberante), borda (inteira ou irregular),
superficie da coldnia (lisa ou rugosa), producao de
muco (escassa, pouco, moderada e abundante),
transparéncia (opaca, transparente e translicida),
muco (homogéneo ou heterogéneo). Além das
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bactérias isoladas, foram incluidas seis estirpes de
referéncia, a BR 11001 (Azospirillum brasiliense);
BR 11192 (Herbaspirillum rubrisubalbicans), BR
11175 (Herbaspirillum seropedica), BR 11140
(Azospirilum  amazonense) e BR 11360
(Burkholderia tropica).

As caracteristicas foram comparadas e suas
semelhancas foram estimadas pelo coeficiente de
Jaccard. As bactérias foram agrupadas pelo método
UPGMA (average linkage clustering) e
representados graficamente por um dendrograma
(NTSYS-pc, verséo 2.1t).

Extracdo do DNA gendmico e amplificagdo do
gene 16S rDNA

Para a extracdo do DNA, as bactérias foram
inoculadas em tubos de ensaio estéril contendo
meio liquido Dygs (Rodrigues Neto et al., 1986) e
levadas a incubadora do tipo shake por 24 horas a
29° C 120 RPM. Posteriormente, uma aliquota 1,0
mL dessa cultura foi centrifugada a 13.000 rpm por
dois minutos. O sobrenadante foi descartado, e o
precipitado ressuspenso em 1,0 mL de agua ultra
pura estéril, homogeneizado em agitador tipo vortex,
e mais uma vez centrifugado. Sendo esse ultimo
procedimento repetido trés vezes. Apos a ultima
lavagem o precipitado foi ressuspendido em 0,5 mL
de NaOH (0,5N) ficando em repouso em
temperatura ambiente por 10 minutos para a
completa lise das células. Em seguida, 10 uL do
material lisado foram coletados e diluidos em 490 L
de solugéo de Tris-HCI 20 mM, pH 8.

Para a caracterizacdo genotipica o gene 16s
rRNA das bactérias foi amplificado utilizando os
iniciadores Y1 (TGG CTC AGA ACG AAC GCT
GGC GGC) e B3 (TAC CTT GTT ACG ACT TCA
CCC CAG TC). Para 50 pl de reacdo foram
utilizados: 2,0 mM de MgClI2; 200 uM de dNTP; 0,12
UM de cada oligonucleotideo iniciador e 1U de Taq
DNA polimerase.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em
termociclador Eppendorf Mastercycler®, Alemanha.
As condi¢cbes de amplificagdo foram: desnaturacéo
inicial (95°C por 2 min), 30 ciclos de desnaturacéo
(93°C por 45 s), anelamento (62°C por 45 s),
extensdo (72°C por 2 min) e uma extensao final
(72°C por 5 min).

Andlise de restricdlo do DNA ribossomal
amplificado (ARDRA)

As amostras amplificados foram clivados em
quatro enzimas de restricdo, Hhal, Haelll, Rsal e
Mspl. As condicBes para essa reacdo de 10 pl
foram: 5U da enzima; 1,0 pl de tampéo da enzima e
6,0 pl do produto do gene 16S DNA amplificado. As



reagdes foram incubadas em termomix a 37° C por
12 horas. Os fragmentos foram analisados em gel
de agarose (3%) a 120 V por 4 horas. Além das
amostras, foram incluidas trés estirpes de
referéncias, a BR 11001 (Azospirillum brasiliense);
BR 11192 (Herbaspirillum rubrisubalbicans) e BR
11366 (Burkholderia tropica). A visualizacdo dos
fragmentos foi realizada através da coloragdo com
Gel Red sob iluminacao ultravioleta, e fotografadas
em sistema de foto documentac¢do UVP.

Os perfis de restricdo foram analisados e
suas similaridades estimadas pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson e agrupadas pelo método
UPGMA (average linkage clustering) utilizando o
programa Bionumerics versdo 6.1 (Applied Maths,
Kortrijk, Bélgica).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que das 29 bactérias isoladas
83% apresentaram crescimento muito rapido, 14%
rapido e 4% intermediario. Quanto a forma da
colénia 69% apresentaram forma circular, 28%
irregular e 4% puntiforme. Os tamanhos iniciais
entre as coldnias dos 29 isolados variavam de < 1 a
6 mm e o tamanho final variou de 1 a 10 mm. A
elevacdo das colbnias 76% apresentaram elevacao
plana, 17% lenticulada, 4% convexa e umbonada.
As varia¢gBes quanto a superficie das coldnias foram
de 76% lisa e 24% rugosa. A partir dos dados da
caracterizacdo morfolégica cultural, foi gerado um
dendrograma (Figura 1). A partir da analise do
dendrograma, foi possivel observar a formacédo de
22 grupos morfol6égicos culturais compartilhando
70% de similaridade em suas caracteristicas.
Apenas duas bactérias apresentaram todas as
caracteristicas similares entre si (ERR 524 e ERR
525). Duas bactérias se agruparam a Herbaspirillum
rubrisubalbicans BR 11192, ERR 516 e ERR 538.
Uma bactéria se agrupou a estirpe de Azospirillum
brasilense BR 11001.

A restricio do gene 16S rRNA das 29
bactérias isoladas com as 4 enzimas de corte
utilizadas (Rsal, Haelll, Hhal e Mspl) séo
apresentadas na Figura 2. Analisando os perfis com
70% de similaridade, ha formacdo de 19 grupos,
sendo que nenhum desses se agrupa com as
estirpes de referéncias. Os géneros encontrados na
literatura isolados a partir de plantas de braquiarias
s@o o Azospirillum (Magalhdes & Dobereiner, 1984;
Lange & Moreira, 2002; Reis Janior et al., 2004) e
Herbaspirillum (Baldani et al., 1992). Os resultados
deste trabalho indicam elevada diversidade entre as
bactérias obtidas, pois poucas bactérias se
agruparam com as estirpes de referéncia e podem
representar outros géneros de diazotréficos ainda
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ndo relatados quanto sua associacdo com plantas
de braquiarias.

CONCLUSOES

Existe uma grande diversidade fenotipica e
genotipica entre as bactérias diazotréficas isoladas
de plantas de Brachiaria.

Nenhuma das bactérias isoladas foi similar
genotipicamente aos géneros Azospirillum e
Herbaspirillum.
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Figura 1:

Dendrograma de morfolégico cultural de similaridades das 29 bactérias isoladas de plantas de
braquiaria de areas de cerrado e mata em Roraima.
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Figura 2: Dendrograma de similaridade de perfil das enzimas de restricdo Rsal, Haelll, Hhal e Mspl dos 29
bactérias isoladas de braquiaria junto com as e estirpes referéncia (BR 11001; BR 11080; BR 11175 e BR

11360).



