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Resumo:

O feijdo-de-porco é uma planta leguminosa utilizada como adubo verde, fornecendo tanto uma
cobertura de solo como os nutrientes para uma cultura principal. O estudo da microbiota associada a
esta planta pode auxiliar no entendimento do papel ecoldgico das interacdes entre planta/bactéria.
Assim 0 objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagdo bioquimica e molecular de bactérias
isoladas de feijdo-de-porco cultivadas no Cerrado. Para as caracterizagdes bioquimicas foram
avaliados 18 isolados bacterianos a partir do perfil proteico total, obtido por eletroforese SDS-PAGE.
Para a determinagdo molecular o DNA das amostras foi utilizado para PCR da regido marcadora
intergénica 16S-23S rDNA. Pela analise do perfil proteico foi elaborado um dendrograma com 56% de
similaridade formacgéo de sete grupos. Ja na andlise molecular a similaridade observada foi de 75%
em cinco grupos. A partir destes resultados foi possivel observar que as bactérias isoladas de feijdo-
de-porco possui uma variabilidade fenotipica das proteinas maior do que a genética e que ja é
possivel supor uma diversidade nos endofiticos estudados. Estas bactérias podem ser utilizadas em
testes in vivo e in vitro para avaliacdo da sua capacidade de promog¢éo de crescimento para feijdo-de-

porco no Cerrado goiano, focando uma maior sustentabilidade para esta cultura.

Palavras chaves: Adubo verde. Bactérias endofiticas. Diversidade bacteriana.

Introducéo

Os nitratos e nitritos sao as formas utilizaveis do nitrogénio (N) pela planta, e
podem ser produzidos naturalmente pela fixacdo biolégica de nitrogénio, mediada
por microrganismos (HUNGRIA & ARAUJO, 1994). Ainda aspectos fisiologicos e
bioguimicos de bactérias associadas as plantas podem auxiliar na selecdo como a
avaliacdo da capacidade de producdo de melanina, que esta relacionada com a
maior capacidade de nodulacéo (PINERO et al., 2007).
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Nas leguminosas as bactérias otipo rizobios podem seascia oas |
raizes simbioticamente e produzir nédulos caracteristicos onde ocorre a efetiva
fixacdo biolégica de nitrogénio, pela acdo do complexo da enzima nitrogenase
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O feijado-de-porco (Canavalia ensiformis) € uma
leguminosa da familia Fabaceae, utilizada como adubo verde e capaz de realizar a
FBN pela associacdo com os rizobios. O feijdo-de-porco é uma leguminosa
conhecida como adubo verde, e € utilizada no sistema de plantio direto, sem aragao
do solo, que contribui melhorando a estrutura e fertilidade do solo diminuindo o
aporte de insumos sintéticos (FERREIRA et al., 2016).

Pela caracterizacdo bioquimica e genética € possivel estabelecer a
identificacdo correta das bactérias associadas ao feijdo-de-porco para serem
utiizadas em estudos ecolégicos e autenticacdo das estirpes utilizadas na
formulacdo de inoculantes comerciais (CHUEIRE, et al.,, 2003). A partir destas
informacdes sera possivel delinear estratégias de selecdo de estirpes eficientes no
processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio (COSTA, 2014). Assim o0 objetivo deste
trabalho foi caracterizar bioquimica e molecularmente bactérias isoladas de feijao-

de-porco cultivadas no Cerrado goiano.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratério Bioguimica de Microrganismos da
CCET da Universidade Estadual de Goias (UEG) localizado em Andpolis, Goias.
Bactérias

Foram utilizadas as bactérias Rhizobium etli CFN42, R. tropici BR322, como
referéncia para todos os testes. Foram utilizadas 18 bactérias isoladas dos nodulos
de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) obtidas em estudos posteriores, cultivado
na regiao de Goias Foi verificado a pureza dos isolados e estes foram mantidas em
solucao de glicerol 30% estéril a -20 °C.

Caracterizacéo bioquimica

Para os ensaios as bactérias selecionadas foram crescidas em meio YM liquido
a 30°C por 48h, e procedido as extracées das proteinas totais segundo (DUGHRI e
BOTTOMLEY, 1983). Os extratos proteicos foram analisados por eletroforese em gel
desnaturante (SDS-PAGE) em gel descontinuo: 4,5% gel concentrador e 12,5% gel
separador segundo (LAEMMLI, 1970). As condicdes de corrida e a coloragcéo foram
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realizadas segundo (SAMBROOK eta., 2000) e o gel foi fotgraado em t |
documentador com camera digital.
Caracterizacao molecular

DNA das bactérias foi extraido segundo (CHUEIRE, 2003) e utilizado para a
reacdo de amplificacdo pela técnica da PCR (polymerase chain reaction). A
amplificagdo foi realizada utilizando o primer da regido intergénica pHR (5'-
TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3") e p23 (5-GGTTCTTTTCACCTTTCCCTC 3))
segundo Reis Junior, Reis e Santos-Teixeira (2004). Os fragmentos obtidos foram
analisados por gel de agarose (1%) segundo (SAMBROOK et al., 2000) e os géis
foram observados em transluminador UV e fotografados com camera digital.
Anélise dos dados

Foi utilizado o software Vision Works para analise dos géis obtidos e assim foi
possivel o célculo da média da massa molecular das proteinas dos isolados (kDa)
utilizando um marcador de massa de referéncia. O perfil de bandas obtido nos géis
de proteinas totais foi utilizado para elaboracdo de uma matriz binaria e analisado no
programa NTSYS pelo algoritmo UPGMA e Coeficiente de Jaccard (J) para geracao

de um dendrograma de similaridade (bioinformatica).

Resultados e Discussao

Foram testados 18 isolados, obtidos de nddulos de feijdo-de-porco (Canavalia
ensiformis). Pela analise das proteinas totais dos isolados por SDS-PAGE foi
possivel identificar bandas que variam de tamanho 309 a 5 kDa (Figura 1 A e B). Um
perfil padrdo de bandas foi observado para certas bactérias (Figura 1 A linhas 1, 2,
3,4eb5;Blinhas 2, 4,5, 6, 7, 8 e 9) que tem perfil de bandas muito semelhantes.
Estas semelhancas se refletem no dendrograma onde os agrupamentos ocorreram
no G1 e no G5 onde a similaridade estimada é de pelo menos 80% (Figura 2). Pelos
dados € possivel inferir que estes isolados pertencam a grupos taxondmicos
proximos a familia Rhizobiaceae. Nao foi possivel observar similaridade maior que
65% entre os isolados e os controles indicando que estes podem nédo pertencer a
estas espécies Rhizobium.

Pelo dendrograma foi estimada uma similaridade média de 56% entre os
isolados e as bactérias padroes com formacdo de sete grupos (Figura 2). Foi
possivel observar que em G1, 3 isolados (40.10, 40.22 e 40.30) apresentaram
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similaridade de 100%. O mesmo foi obtido para os isolados 60.6, 60.7, 0.10 e 6014
em G5 (Figura 2). Esta similaridade indica a semelhanga fenotipica destes isolados
indicando que estes podem pertencer ao mesmo género. Os demais isolados
apresentaram menor similaridade revelando uma diversidade fenotipica do perfil
proteico das bactérias estudadas (Figura 1 e 2).

A expressdao fenotipica em proteina, revela as diferencas genéticas de isolados
bacterianos, podendo ser utilizado para distinguir diferencas intra e inter especificas
(DUGHRI E BOTTOMLEY 1983; MOREIRA et al., 2006).

A partir dos dados de PCR utilizando como marcador a regido intergénica, 16S-
23S rDNA foi realizada a andlise de similaridade genética, sendo possivel observar a
formacdo de 5 grupos com similaridade de 75% (Figura 3). Nesta analise foram
utilizados 12 isolados, pois para os demais ndo foi obtido amplificacdo. O grupo2
(G2) foi composto por 7 isolados com similaridade de 100% indicando baixa
variabilidade para esta regido e proximidade taxondmica destas bactérias.

Figura 1 - Analise eletroforética em SDS-PAGE das proteinas totais de 18 isolados
bacterianos de nédulos de feijao-de-porco. A: Linhas 1) isolado 22-9; 2) isolado 40-
10; 3) isolado 40-19; 4) isolado 40-22; 5) isolado 40-30; 6) isolado 60-23; 7) isolado
20-13; 8) Marcador; 9) isolado CFN 42; linha 10 isolado BR 322. B: Linhas: 1)
isolado 60-15; 2) isolado SAF R3N3; 3) isolado 40-14; 4) isolado 44-4; 5) isolado 60-
6; 6) isolado 60-7; 7) isolado 60-10; 8) isolado 60-14; 9) isolado 60-17; 10) isolado
60-22; 11) MARK; 12) isolado SAF R3N2.
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Figura 2: Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA com o
coeficiente de similaridade Jaccard (software NTSYS-pc versédo 2.10) dos dados de
SDS-PAGE dos perfis das proteinas totais de 18 isolados de nodulos de feijao-de-
porco, bactérias padréo Rhizobium tropici (BR322) e R. etli (CFN 42).
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No G1 100% de similaridade também foi observada para os isolados 40-19 e
60-14, podendo ser estas do mesmo género. J4 no G4 e G5, contendo os isolados
SAF-R1IN1 e SAF-R1R2 respectivamente, foram considerados menos similares em
relacdo aos demais isolados. Também foi observada uma similaridade baixa com a
bactéria de referéncia CFN42 (R. etli), indicando que os isolados ndo sao
relacionados filogeneticamente.

A regido intergénica 16S-23S rDNA vem sendo utilizada como marcador para
identificar heterogeneidade genética entre as amostras e permite a identificacdo de
variacdo em grupos de microrganismos. Esta técnica simples com uma simples
amplificacdo pode permitir a distincdo de grupos genéticos e estimar a similaridade
de grupos de bactérias endofiticas (BOAKYE et al., 2016).

Pela comparacdo dos dados genéticos e do perfil proteico houve baixa
similaridade entre os agrupamentos indicando que estas devem ser consideradas

em conjunto para uma analise mais robusta.
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Figura 3. Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA com o
coeficiente de similaridade Jaccard (software NTSYS-pc versao 2.10) do perfil de
bandas da PCR da regido intergénica (16S-23S rDNA) de 12 isolados de nodulos de
feijdo-de-porco, bactérias padrao Rhizobium tropici (BR322) e R. etli (CFN 42).
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Pelos dados é possivel afirmar que os isolados apresentam uma diversidade
entre si e baixa similaridade com as bactérias de referéncia, sendo que novas
estratégias de estudo devem ser realizadas para a determinacdo definitiva da
taxonomia. Estes isolados de feijdo de porco, deverdo ter o sequenciamento da
regido génica do 16S DNA ribossomal realizado para a colocagao taxonOGmica
definida.

Isolados de guandu do pantanal de Mato Grosso foi avaliado fenotipicamente e
geneticamente, mas nao foram utilizadas as mesmas metodologias que as utilizadas
em nosso estudo (COSTA et al., 2014). Costa e colaboradores (2014) observaram
uma grande diversidade, tanto fenotipica como genética, entre os 21 isolados
avaliados indicando que as bactérias associadas a esta planta no ambiente com alta
umidade é bem diverso.

Ha poucos estudos com bactérias endofiticas de feijdo-de-porco cultivadas no
Cerrado sendo que os dados gerados neste trabalho sao iniciais e poderao auxiliar
no entendimento da microbiota associada a esta planta.
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Pelos dados foi possivel ervar gue os isolados avaliados no mbinte sco
e de alta concentracdo de sais do solo do Cerrado apresentaram uma diversidade
entre si, sendo que novas estratégias de estudo devem ser realizadas para a
determinacao definitiva da diversidade, baseada na determinacdo da taxonomia
destas bactérias. Estes isolados de feijao-de-porco, deverdo ter o sequenciamento
da regido génica do 16S DNA ribossomal realizado para a colocagédo taxonémica
definida, assim como testes de inoculacéo in vivo e in vitro deverdo ser realizados
para avaliar a possibilidade de utilizacdo destes na formulacdo de inoculante para

este adubo verde no Cerrado goiano.

Consideracfes Finais

‘

- Pelas caracterizacdes do perfil proteico e andlise genética da regido intergénica
16S-23S rDNA de 18 isolados bacterianos de nodulos de feijao-de-porco foi possivel
observar uma diversidade fenotipica e genética entre as bactérias avaliadas.

- Os dados obtidos nesta caracterizacdo serdo utilizados em estudos posteriores
para a selecdo de bactérias para a formulacdo de inoculantes visando o cultivo
sustentavel de plantas de feijao-de-porco no Cerrado goiano.

- A caracterizagcdo desta populacdo adiciona informacfes importantes ao
conhecimento ja existente sobre bactérias presentes em solos do Cerrado goiano

colaborando para o entendimento da biodiversidade da microbiota neste Bioma.
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