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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética de novas
bactérias nodulantes de mulungu por meio da técnica de Box-PCR.
Foram utilizadas oito bactérias isoladas do mulungu, nativas de solos
do Semiarido e cinco estirpes de rizébio de referéncia. As bactérias
foram cultivadas em meio YM, em tempo adequado para cada
isolado, e a extracdao do DNA foi realizada com kit comercial. Para a
reacdo de Box-PCR, foi utilizado o iniciador Box-A1. Apés a reacao,
o produto do PCR foi submetido a eletroforese horizontal em gel de
agarose e visualizado em luz UV. A imagem do gel foi utilizada para
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a construcao do dendrograma de similaridade. Todas as bactérias
avaliadas apresentaram similaridade ao redor de 45%. Sete subgrupos
foram formados, dos quais cinco compostos exclusivamente por
rizébios de mulungu. Dentre as bactérias isoladas de mulungu, a que
apresentou maior similaridade com algumas das estirpes de referéncia
foi o isolado M42-4, com similaridade aproximada de 77% com a
estirpe padrao BR 322 de Rhizobium tropici. A baixa similaridade
entre as bactérias estudadas e as estirpes de referéncia indica a
presenca de grupos taxondmicos novos dentre as novas bactérias
estudadas.

Palavras-chave: mulungu, rizébio, fixacao biolégica de nitrogénio,
biodiversidade, Caatinga.

Introducao

As bactérias formadoras de ndédulos em leguminosas, chamadas
coletivamente de rizébios, sdo micro-organismos benéficos que se
associam ao sistema radicular e/ou caulinar de leguminosas e sao
capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, fornecendo-os as plantas
hospedeiras (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Essa associacao tem
sido explorada na agricultura e silvicultura por meio da utilizacao
de inoculantes contendo bactérias selecionadas e de eficiéncia
agrondémica reconhecida.

Para a obtencao de bactérias eficientes e competitivas, um longo
trabalho de isolamento e caracterizacao destes rizébios tem sido
conduzido para diversas espécies no Brasil. Apesar do enfoque dessas
pesquisas ser a avaliacao da eficiéncia agronémica dos isolados,

no processo de selecao, a avaliacdo da diversidade das bactérias
obtidas é fundamental, pois permite o posicionamento taxondémico
adequado dos isolados, o que possibilita determinar estratégias para
0s seus processos de utilizacdo em inoculantes comerciais. Poucos
sdo os resultados de pesquisa avaliando a diversidade de bactérias
formadoras de nédulos em leguminosas conduzidos no Semidrido.
Porém, os dados disponiveis para espécies da subfamilia Mimosoidae
indicam a existéncia de bactérias pertencentes a grupos taxondémicos
ainda nao descritos e encontrados na regidao (TEIXEIRA et al., 2010).
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O mulungu (Erythrina velutina Willd.) é uma leguminosa arbérea pertencente
a subfamilia Papilionoidae, tribo Phaseolae. Na regidao Nordeste, essa espécie
nativa apresenta diversos usos, tais como, na medicina popular e como fonte
de madeira (QUEIROZ, 2009). Para potencializar o seu uso e para a producdo
de mudas mais sadias e vigorosas, a utilizacao de rizobios pré-selecionados
pode ser uma estratégia. Entretanto, nao ha, na literatura, registros sobre a
obtencao e caracterizacao de rizobios para essa espécie, tornando a selecao
de rizébios para mulungu um tema de pesquisa relevante e urgente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética de oito rizébios
pré-selecionados para o mulungu por meio da técnica de Box-PCR.

Material e Métodos

As bactérias associadas ao mulungu foram previamente isoladas,
caracterizadas fenotipicamente e tiveram a sua capacidade de re-nodular
o hospedeiro previamente avaliada por Menezes (2013). Como bactérias
de referéncia, foram usadas as espécies Rhizobium tropici (BR 322),
Bradyrhizobium sp. (BR 5609), Ensifer fredii (BR 4007) e Burkholderia
sabiae (BR 3405 e BR 3407). As estirpes de referéncia foram cedidas pela
Colecédo de Culturas de Bactérias Diazotréficas da Embrapa Agrobiologia,
Seropédica, RJ.

Para a extracao de DNA, as bactérias foram cultivadas em meio de cultura
YM (VINCENT, 1970) sem indicador de pH por 3 dias, para as bactérias
de crescimento rapido, e 7 dias, para as bactérias de crescimento lento.

O DNA foi extraido com kit comercial, seguindo-se as instrucdes do
fabricante, e armazenado em freezer a -20 °C.

Na reacao de Box-PCR, o iniciador Box A1 (CTACGGCAAGGCGACGCTGACG)
foi utilizado, conforme Versalovic et al. (1994). A reacdo de PCR foi
dimensionada para 25 uL com tampéo de reacéo (1x), MgCl, (3 mM), dNTPs
(1,5 uM de cada base), 2 uM do iniciador e Tag DNA Polimerase (1,25 U),
além de, aproximadamente, 50 ng (1 uL) do DNA gendmico. A programacao
térmica da reacdo constituiu de um ciclo inicial de desnaturacédo a 94 °C

por 8 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento a 53 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 8 minutos, sendo
finalizada com uma extenséo final por 16 minutos (FERNANDES JUNIOR et
al., 2013; HUNGRIA et al., 2008).

O produto de PCR foi submetido a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5% (p/v), a 120 V, por 6 horas. O gel foi corado em solucao
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de brometo de etideo (0,05% v/v) e visualizado em sistema de
fotodocumentacao com luz UV. A imagem do gel foi analisada,
utilizando-se o programa Bionumerics versao 7.0. Para a construcao
do dendrograma de similaridade, foi utilizado o coeficiente de Pearson,
com o método de agrupamento UPGMA.

Resultados e Discussao

O agrupamento no dendrograma de similaridade mostrou que todas as
bactérias isoladas do mulungu e as estirpes de referéncia apresentaram
em torno de 45% de similaridade (Figura 1).

Avaliando-se a similaridade de 65 %, é possivel observar a formacéao
de sete grupos distintos. O grupo | apresenta o isolado M42-2 e as
estirpes de R. tropici e Bradyrhizobium sp. O grupo Il englobou os
isolados M33-4 e M31-5; enquanto o grupo lll foi formado apenas por
estirpes de referéncia; sendo duas de Burkholderia sabiae e a de Ensifer
fredii. Assim como o grupo I, o grupo V também foi formado por
apenas dois isolados bacterianos obtidos de mulungu (M83-2 e M83-
3). Cada um dos grupos IV, VI e VIl foram formados por apenas uma
bactéria isolada do mulungu.
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Figura 1. Dendrograma de similaridade entre oito bactérias nodulantes isoladas de
mulungu (Erythrina velutina Willd.) e cinco estirpes de rizébio de referéncia, elaborado
a partir do perfil de bandas geradas pela técnica de Box-PCR (coeficiente de Pearson e
método de agrupamento UPGMA).
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A baixa similaridade genética das bactérias isoladas de mulungu com
as estirpes de referéncia indicam a elevada diversidade de rizébios
presentes em solos do Semidrido e que sdo capazes de nodular essa
planta.

Neste trabalho, o isolado que apresentou maior similaridade com
alguma estirpe de referéncia foi o M42-4, com cerca de 77% em
relacdo a estirpe BR 322 de R. tropici. No trabalho de selecao destes
rizébios para mulungu, Menezes (201 3) verificou a existéncia de
grande variabilidade fenotipica na colecao de rizébio obtida. Esta
variabilidade também foi observada em relacao a genética, ao se
acessar a variabilidade genética dos isolados por meio da técnica de
Box-PCR na realizacao deste trabalho.

A técnica de Box-PCR, de facil execucdo e de baixo custo, tem

sido utilizada, recentemente, em diversos estudos para avaliar

a variabilidade genética de bactérias fixadoras de nitrogénio em
espécies nativas e cultivadas (FERNANDES JUNIOR et al., 2013;
LYRA et al., 2013). Os resultados obtidos neste estudo demonstram
que esta técnica foi eficiente para a avaliacao da variabilidade
genética das novas bactérias do mulungu entre si e com as estirpes
de referéncia.

Conclusao

Os isolados de rizébio de mulungu apresentaram elevada variabilidade
genética e baixa similaridade com as estirpes de rizébio de referéncia
utilizadas.
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