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RESUMO

A fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico por rizobios € atualmente uma excelente
alternativa natural de adubacdo nitrogenada no cultivo de leguminosas de importancia comercial.
Dentre os géneros de rizdbios empregados como inoculantes de leguminosas podemos citar o
género Burkholderia. Estas bactérias estabelecem nas raizes de leguminosas, estrututuras chamadas
de nodulos, em cujo interior ocorre a fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico. O processo de
nodulacdo no rizébio € iniciado pelos fatores Nod os quais promovem o desenvolvimento do
nodulo. Estes fatores sdo codificados por um grupo de genes chamados de nodABCD. Objetivou-se
com este trabalho verificar a presenca dos genes de nodulacdo (nodABCD) na estirpe Burkholderia
phenoliruptrix CLAL. A estirpe CLAL estudada neste trabalho é oriunda da colecdo de rizébios do
género Burkholderia isolada de nddulos de raizes de Mimosa flocculosa do cerrado brasileiro. A
verificagdo da presenca dos genes de nodulacdo no DNA de CLAL foi realizada por meio da técnica
de PCR em Tempo Real (RT-gPCR). Foi verificado que os genes de nodulagédo (nodABCD) estédo
presentes em CLAL, evidenciando o potencial do uso desta bactéria como inoculante microbiano
para o cultivo de leguminosas.
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INTRODUCAO

O nitrogénio corresponde o nutriente exigido em maior quantidade, estimando-se que para a
producdo de 1000 kg de soja seja necessario cerca de 80 kg de nitrogénio (EMBRAPA, 2010). A
fixacdo biologica de nitrogénio atmosférico por rizobios é atualmente uma excelente alternativa
natural de adubacdo nitrogenada no cultivo de leguminosas de importancia comercial como a soja
(Glycine max L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L) e amendoim (Arachis hypogaea L.).

Em comparagdo com o emprego de fertilizantes nitrogenados, estes apresentam um custo
muito mais elevado além de ser uma fonte de poluicdo ambiental, uma vez que sdo estimados a
necessidade de 6 barris de petréleo para producdo de 1 tonelada de NHj sintetizada, além disso, vale
ressaltar que as plantas sdo pouco eficientes na absor¢édo desses fertilizantes (HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2001).



Dentre os géneros de rizobios empregados como inoculantes de leguminosas podemos citar o
género Burkholderia. Estas bactérias estabelecem nas raizes de leguminosas, estrututuras chamadas
de nddulos, em cujo interior ocorre a fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (MENNA et al.,
2006).

O processo de nodulacdo no rizébio é iniciado pelos fatores Nod (lipo-quito-oligossacarideos)
0s quais promovem o desenvolvimento do nddulo (OLIVEIRA, 2009). Estes fatores sdo codificados
por um grupo de genes chamados de nodABCD.

De acordo com o exposto objetivou-se com este trabalho verificar a presenca dos genes de
nodulagéo (nodABCD) na estirpe Burkholderia phenoliruptrix CLAL.

METODOLOGIA

A estirpe CLAL estudada neste trabalho € oriunda da colecdo de beta-rizébios do género
Burkholderia do Dr. Claudio de Oliveira Cunha (pesquisador do CNPq, Brasilia, DF, Brasil) isolada
de ndédulos de raizes de Mimosa flocculosa do cerrado brasileiro.

A bactéria armazenada a -80°C foi inicialmente ativada por meio de um cultivo inicial em
meio caldo TY (yeast-tryptone) na temperatura de 28°C e 250 rpm (TOLEDO; MARCONDES;
LEMOS, 2009).

A extracdo de DNA de CLAL foi realizado de acordo com Menna et al. (2006). A
concentracdo do DNA foi estimada por espectrofotometria (GenQuant, GE Healthcare®), com
leituras das absorbancias a 260 nm de acordo com a férmula: Concentracdo do DNA=leitura de
A260nm x diluicdo da amostra x 50ng/ul (SAMBROOK et al., 1989). A pureza foi verificada com
leituras da relacéo entre as absorbancias 260nm e 280 nm e a qualidade foi verificada por eletroforese
em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etideo (0,25 mg/mL).

A verificagdo da presenca dos genes de nodulagédo no DNA de CLAL1 foi realizada por meio
da técnica de PCR em Tempo Real (RT-qPCR). Para tanto, na reacdo de RT-qPCR, utilizou-se DNA
(300 ng), iniciadores especificos para gene nod (300 nM cada) e 2X Power SYBR Green Master Mix
(10 ul) (Applied Biosystems), com volume final de 20 ul. A reagcdo de amplificacdo ocorreu de
acordo com as seguintes condi¢fes térmicas: uma desnaturacdo inicial de 95 °C por 10 minutos, 40
ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, anelamento a 55 °C por 15 segundos e extensdo a
60°C. Como controle enddgeno foi utilizado: Burk16S-F/R correspondem ao gene 16S ribossomal de
Burkholderia. Realizou monitoramento em tempo real da PCR através de um termociclador RealPlex
4S (Eppendorf). Todas as reagdes, tanto dos genes alvo quanto do controle enddgeno, foram
realizadas em triplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia empregada para extracdo de DNA foi satisfatdria, proporcionando amostras
cujas concentracdes variaram entre 1053ng/ul a 2370 ng/ul. No tocante, a pureza das amostras
verificadas pela relacéo entre as absorbancias 260nm e 280nm, foram obtidos valores que variaram
entre 1,907 a 1,958 o qual segundo Sambrook et al. (1989) sdo consideradas de boa qualidade, ao
considerarem que relagdo entre as absorbancias a 260 nm e 280 nm deve ser maior que 1,75 para
assegurar sua pureza.



A presenca de bandas integras no gel de agarose 0,8% evidenciou que as amostras possuem
boa qualidade e livre de possiveis degradacdes e contaminacGes por biomoléculas, que podem
dificultar a corrida eletroforética (figura 1).

A amplificacdo por RT.qPCR revelou que CLAL1 apresenta todos os genes de nodulacdo
(nodA, nodB, nodC e nodD) em seu DNA gendmico (figura 2). Este resultado evidencia que esta
bactéria apresenta potencial capacidade de nodular, e fixar o nitrogénio atmosférico em leguminosas.

Segundo Zaat et al. (1989) os genes nodA, nodB e nodC sdo organizados em trés operons,
localizados nos chamados plasmideos Sym, com excessdo para Bradyrhizobium, em que estes
operons estdo localizados no cromossomo. Em todo caso, estes operons requerem a presenca de um
gene regulador, o nodD.

Segundo Moulin et al. (2001) a capacidade de nodulacdo de espécies de Burkholderia se
devem a presenca de genes nodABCD responsaveis pela sintese dos fatores de nodulacéo, da mesma
forma como ocorre com demais rizobios. Além disso, estudos com base em sequenciamento de DNA
mostrou que a organizagdo genética dos genes nodABC sdo similares aos presentes nos demais tipos
de rizobios, apresentando a mesma orientacdao e sobreposicao, além de serem precedidos pelo gene
regulador nodD. Em vista disso, esses autores sugeriram que a presenca de genes nod no género
Burkholderia provavelmente ocorreu em virtude de transferéncia horizontal de genes, que ocorreram
juntamente com o surgimento das leguminosas a cerca de 70 ou 130 milhGes de anos atras (CHEN et
al, 2003).

Figura 1 - Imagem de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio e
visualizado sobre luz ultravioleta.
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Figura 2 - Imagem da amplificacdo dos genes de nodulagdo (nodA, nodB, nodC e nodD) por RT-
gPCR.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi verificado que os genes de nodulacdo (nodABCD) estdo presentes na
estirpe de Burkholderia phenoliruptrix CLAL. De modo geral, os resultados revelaram o potencial do
uso desta bactéria como inoculante microbiano para o cultivo de leguminosas.
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