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RESUMO

Depois da égua, o nitrogénio (N) € o principal elemento nuricional limitante para a
producéo vegetal nos diferentes ecossstemas. O fertili zante nitrogenado se tornou entéo,
um produo essencial para 0 mangjo de alturas comerciais mas de dto custo, dficultando
0 aces pa parte de pequenacs produores, como € o caso das plantadores de feljdo. Neste
contexto, a fixacd® hologica do ntrogénio (FBN) representa uma dternativa para
satisfazer a demanda deste importante nutriente, tanto para e®ssstemas agricolas como
para naturais. Conhecer todcs os fatores implicados na manutencéo desta préatica se torna
de sumaimportancia, pas, além de mlaborar para uma agricultura sustentavel, auxili a nas
investigagdes a ceca da diversidade de espécies que podem representar a veracidade das
caracteristicas da microbiota dos los brasileiros. Nesta investigacdo foram condwidos
dois estudos de caaderizacdo genética bacteriana. No primeiro, quatro avaliagdes foram
aplicadas (perfil de lipopdissacarddeo-LPS, andlise de agrupamento dcs produtos obtidos
por rep-PCR, sequenciamento do gene ribossomal 16S e @paddade de noddac®d e
fixacd de N,) em 93 isolados para andisar a diversidade de badérias cgpazes de noduar o
feijoeiro sob dstintos manejos de solo (areas cultivada mm leguminosas, areas cultivadas
sem leguminosas e &eas de solo coberto com vegetacdo natural) em 20 dferentes éreas
dos Cerrados. Neste trabalho foi possvel verificar, através do calculo dcs indices de
diversidade e riqueza genética, que a diversidade genética baderiana dos los dos
Cerrados em equili brio altera rapidamente en funcéo das praticas de mangjo de solo. Pelo
sequencimento de 16S rRNA, foi confirmado que bactérias pertencentes a subclass beta
s80 cgpazes de noduar o feijoeiro, pads diversas estirpes apresentaram maior simil aridade
de bases com o género Burkhalderia. Portanto, este estudo cemonstrou que 0 uso do solo
nos Cerrados promoveu mudangas quantitativas e qualitativas na diversidade de badérias
cgpazes de noduar e fixar N, com o feijoeiro. No segundo estudo condwido pa esta
investigacdo, bactérias classficadas em Rhizobium etli por sequenciamento do 165 rRNA,
foram comparadas pela andlise de RFLP-PCR dos genes de noduac¢d e fixa¢c®. Uma
andli se pdlifasicatambém foi construida am os resultados obtidos para cala gene digerido
com seis diferentes enzimas (Msp |, Hinf I, Rsa |, Hha |, Nde Il e Mbo I1). Pela andlise de
RFLP-PCR dos genes nodA, nod, nodC e nifH foi posdvel verificar que & estirpes
brasileiras de R. etli sempre formaram um grupo dstinto, ainda que wm variabili dade
intra-especifica Na andlise pdlifasica incluindo & genes nodA, nodB, nodC e nifH, os
grupcs referentes as diferentes espédes foram evidenciados. As estirpes de R. tropici e
Rhizobium sp. formaram um agrupamento bestante heterogéneo, com um nivel fina de
simil aridade de goenas 40,6 As estirpes brasileiras de R. etli foram agrupadas com 64,1%
de smilaridade eR. etli CFN 42 se uniu a esse grupo em 53,7%6. Ja o grupo ¢ R. etli
isolado da Espanha foi bastante distinto. Os resultados indicam que a popuac®
estabeledda nos olos de Cerrados foi caracterizada pela diversidade devada quanto as
propriedades fisiol6gicas, simbidticas e genéticas e que; os R. etli brasileiros precisam se
mais profundamente avaiados, pas pode representar uma nova sub-espéde num futuro
préximo.

Palavras-chave: Feijoeiro, Diversidade, Rhizobium etli, Burkhoderia, Cerrados, FBN,
evolugéo.popuacéo.



ABSTRACT

Water is the most limiting fador in agriculture, usualy followed by nitrogen (N). N-
fertili zer has thus beacome eseential for the management of commercial crops, bu its high
cost often implicaes in a low usage by small farmers, as thase growing common bean
(Phaseolus vulgaris). In this context, biologicd nitrogen fixation (BNF) represents an
aternative sourceto supdy N at alow cost. However, the maximization d BNF depends
on short, medium and long-time research, and studies aiming at increasing the knowledge
abou the community of microsymbionts in the soils fit into this last category. The main
objedive of thiswork was to perform two studies aiming at the charaderization d rhizobia
asciated with the common bean crop in Brazili an soil s. In the first study, the diversity of
93 common hkean microsymbionts from the Cerrados ils was evauated using four
methoddogies. profiles of lipopdysaccharides (LPS, DNA amplificaion by rep-PCR
(pdymerase chain readion) with the BOX “primer”, sequencing of bases of the ribosomal
16S gene and capadty of noduation and BNF. Common kean plants were used to trap the
isolates from ten areas covered with natural vegetation, from five aeas cropped with non
legumes and from five aeas growing legumes, bu nore with bean. The sequencing
anaysis indicated that baderia belonging to the genus Burkholderia are capable of
noddating beans and in this gudy they represented the majority of the isolates in
undsturbed areas, while rhizobia predominated in cropped areas. Using the BNF process
as a model, a high level of diversity was down in al areas, however, diversity and
richness indices drasticdly decreased with crop introduction, particularly when growing
legumes. Contrarily, croppng resulted in a fast selection d microsymbionts with higher
cgpacity of BNF, espedally in the presence of legumes. Three important points were
highlighted in this dudy: 1) a need of maintaining undsturbed areas to preserve the
biodiversity of the Cerrados; 2) that when the e@system equili brium is broken there is an
immediate process of seledion and adaptation d the baderia aming at, within the
patential of the community, the aop sustainability; 3) that biodiversity is not necessarily
asciated with the sustainability of commercial crops. In the second study, noduation
(nodA, nodB e nodC) and N, fixation (nifH) genes of Brazilian strains of Rhizobium etli
were analysed by RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)-PCR with six
restriction enzymes. The Brazili an strains of R. etli were dustered in a groupisolated from
other bean rhizobia spedes, bu with high intra-spedes variabili ty. The group of Brazili an
strains sowed higher similarity, athough at low levels, with type-strain CFN 42 from
Mexico, being considerably different from R. etli from Spanish soils. A hypothesis was
proposed that R. etli was introduced in Brazil via seals from indigenous popuations of
Mesoamerica, before European colonization. Later, R. tropici was introduced via migration
from center-south Andes and dte to its higher adaptabili ty to the environmental condtions
in Brazil it has becane the preferential symbiont of common bean; however, R. etli persists
in Brazili an soil s.

Key-words. Bacteria evolution, Biodiversity, Biologicd nitrogen fixation, Burkholderia,
Cerrados, Common kean, Rhizobium etli, Phaseolus vulgaris.



