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    Dedico este livro à minha mãe,




    Cleonice Moura Dias




    (Em nossos corações).


  




  

    A vida é o filme que você vê através dos seus próprios olhos.




    Faz pouca diferença o que está acontecendo.




    É como você percebe que conta.




    DENIS WAITLEY
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    APRESENTAÇÃO




    Os rizóbios representam um grupo de bactérias fixadoras de nitrogênio (FBN) conhecidas pela sua habilidade em disponibilizar N às leguminosas e favorecer o estabelecimento das plantas. A utilização de estirpes eficientes nesse processo favorece a redução do uso de fertilizantes nitrogenados. Dessa forma, estudos que visem conhecer, identificar, caracterizar e avaliar a diversidade dessas bactérias e os aspectos ligados à sua eficiência simbiótica são de grande importância. Esta obra disserta a respeito de uma pesquisa realizada com o objetivo de avaliar a diversidade e eficiência simbiótica de bactérias oriundas de sete espécies de leguminosas arbóreas nativas da caatinga. Durante a triagem dos isolados, buscou-se priorizar aqueles que apresentavam perfis moleculares de uma bactéria tipicamente diazotrófica. Para a realização deste trabalho, foi realizada primeiramente a certificação da pureza do estoque das bactérias, essa etapa é essencial e reflete em todas as etapas futuras desse tipo de estudo, uma que vez que a presença de impurezas junto às colônias do microrganismo, comprometem a clareza na avaliação dos resultados obtidos. Esse estudo verificou a amplificação de fragmentos de genes simbióticos nifH e nodA e o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA das estirpes alvo. Gêneros diazotróficos como Paraburkholderia sp. e Rhizobium sp. foram encontrados e foi verificado uma elevada variabilidade genética, revelando um alto grau de polimorfismo. Também é apresentado um experimento de fixação biológica de nitrogênio feito com algumas bactérias com a espécie Vigna unguiculata (feijão caupi) para determinação do nível de eficiência simbiótica dos isolados bacterianos nesse tipo de planta. Este livro apresenta resultados importantes à respeito do perfil molecular dessas bactérias presentes na caatinga, bem como a respeito do comportamento dessas estirpes na associação com leguminosas, enfatizando a especificidade hospedeira como um fator altamente relevante para o isolamento e escolha de bactérias fixadoras de nitrogênio.


  




  

    LISTA DE ABREVIATURAS




    DNA- Ácido desoxirribonucleico




    ADE – Água destilada estéril




    AIA – Ácido Indolacético




    EPS- Exopolissacarídeos




    FBN – Fixação Biológica de Nitrogênio




    YMA – Yeast Manintol Agar




    PCR- Reação de polimerase em cadeia




    mg/g- miligrama por grama




    mL- mililitro




    mM- milimolar




    N - Nitrogênio




    RPM- rotações por minuto




    µg mL-1- micrograma por mililitro




    UV – Ultravioleta




    UNIVASF – Universidade Federal do Vale do São Francisco




    EMBRAPA – Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária


  




  

    INTRODUÇÃO




    A caatinga é o único Bioma exclusivo do território brasileiro, ocupando basicamente a Região Nordeste, com algumas áreas no estado de Minas Gerais. Sua predominância encontra-se na região nordeste, onde ocupa 844.453 Km² (IBGE, 2004), correspondendo a cerca de 11% do território nacional (HAUFF, 2010).




    A região é caracterizada por baixos índices pluviométricos e temperaturas elevadas. A escassez e a distribuição irregular das chuvas nas áreas da Caatinga associadas às especificidades climáticas e o modelo de ocupação territorial são agentes responsáveis pelo desencadeamento de processos de desertificação em algumas áreas desde bioma (QUEIROZ, 2009).




    Cerca de 62% de áreas do território brasileiro susceptíveis à desertificação encontra-se no Bioma Caatinga. Sendo assim, a exploração sustentável desse Bioma tem sido um grande desafio. A preservação da flora está intensamente associada ao combate à desertificação e processos de degradação ambiental que ocorrem em áreas áridas, semiáridas e subúmidas secas (HAUFF, 2010).




    O nitrogênio (N) é um dos elementos mais importantes para os organismos vivos. Ele é encontrado em muitos compostos fundamentais para a vida, incluindo, os ácidos nucleicos, as proteínas, vitaminas e os hormônios.




    O nitrogênio é fundamental para o crescimento das plantas, é essencial na síntese de clorofila, para a formação de proteínas, enzimas, DNA e RNA. Esse elemento é encontrado na forma de N2 na atmosfera, constituindo cerca de 78% desta. No entanto, na sua forma molecular não pode ser absorvido diretamente pela planta por conta da sua tripla ligação que o torna inerte, sendo imprescindível que essa ligação seja quebrada e o vegetal possa absorvê-lo na sua forma assimilável. Para que isso aconteça se faz necessário a presença da enzima nitrogenase, capaz de transformar o N2 atmosférico em íons amônio. Essa baixa especificidade enzimática do vegetal para romper essa tripla ligação torna-o bastante suscetível a realizar simbiose com microrganismos portadores da nitrogenase.




    Os microrganismos diazotróficos, conhecidos coletivamente como rizóbios, por conter a enzima nitrogenase são capazes de converter o gás nitrogênio atmosférico em íons amônio assimiláveis pelas plantas, por meio do fenômeno chamado Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN), sendo muito comum, por exemplo, a simbiose entre essas bactérias com plantas da família Leguminosae. O uso de microrganismos diazotróficos é uma alternativa viável para reduzir a dependência de fertilizantes nitrogenados que causam impactos ecológicos negativos, além de ser de grande valia para aprimorar os rendimentos da agricultura sem impactar o meio ambiente (DALL’AGNOL, 2016; RODRIGUES et al., 2016).




    Plantas da família Fabaceae possuem um conhecido e consagrado sucesso na eficiência do processo de FBN, o aprimoramento desse processo pode trazer benefícios em grande escala, visto que as espécies arbóreas dessa família são de suma importância na produção de alimentos, fibra e energia, dentre outros (VARGAS MOTTA et al., 2012). Algumas plantas da família leguminosae podem obter até 100% da sua demanda de N via FBN (MEDEIROS et al., 2009).




    Paraburkholderia nodulantes tem se mostrado eficientes fixadoras de nitrogênio, especialmente com espécies de Mimosa e Piptadenia (BOURNAUD et al., 2013). Nos últimos tempos, uma grande variedade de espécies de alfa e beta-proteobactérias vem sendo descritas por vários grupos de pesquisa, revelando um interesse crescente por estes microrganismos.




    Dessa maneira, os estudos de caracterização fenotípica e da variabilidade genética desses microrganismos são de grande importância para o entendimento da biodiversidade e seleção de bactérias simbioticamente eficientes.




    Para identificar e classificar corretamente um determinado isolado, análises polifásicas que levem em consideração a sua variabilidade molecular e capacidade de nodulação se fazem necessárias afim de obter resultados promissores a respeito da descoberta de estirpes de alfa e beta-rizóbios eficientes, competitivas e de alto poder de fixação de N2, fornecendo dados para pesquisas futuras que envolvam essas bactérias. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a variabilidade fenotípica, simbiótica e molecular de bactérias isoladas de nódulos de leguminosas nativas (Angico, Leucena, Mulungu, Sabiá, Jurema-Rosa, Algaroba e Jurema-Preta) cultivadas em solos de áreas da Caatinga densa e Caatinga aberta do Semiárido.


  




  

    2 - OBJETIVOS DA PESQUISA




    2.1 - Objetivo geral




    Avaliar a diversidade e a eficiência de 384 bactérias nativas isoladas de nódulos de sete leguminosas arbóreas cultivadas em diferentes solos do Semiárido utilizando uma abordagem polifásica levando em consideração suas características moleculares e de eficiência simbiótica.




    2.2 - Objetivos específicos




    • Avaliar a diversidade molecular dos isolados por meio do sequenciamento parcial de genes simbióticos e do 16S rRNA através de uma reação PCR (Reação em cadeia da polimerase).




    • Avaliar a eficiência simbiótica dos isolados selecionados por meio de experimento em condições de casa de vegetação.


  




  

    3 - BASES TEÓRICAS




    3.1 - O Bioma Caatinga e a Região Semiárida




    O bioma Caatinga é distribuído geograficamente em sua maior parte no Nordeste no Brasil, engloba os estados do Ceará, Paraíba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Alagoas, Bahia, Sergipe, Piauí e ainda o norte de Minas Gerais, tomando cerca de 850.000 Km2 do território nacional. Os baixos índices pluviométricos, altas temperaturas e regime de chuvas distribuídas irregularmente no tempo e espaço, ocasionando longos períodos de estiagem, são características desse ecossistema que, do ponto de vista geográfico, é um dos poucos que possui uma distribuição totalmente exclusiva do território brasileiro (ALBUQUERQUE et al., 2012).




    A Caatinga, quando comparada com outras formações brasileiras, possui particularidades meteorológicas como baixa nebulosidade, temperaturas médias anuais mais altas como decorrência da mais alta radiação solar e consequentemente taxas de umidade relativa baixas. As precipitações pluviométricas concentradas em períodos curtos com médias anuais entre 280 a 800 mm, associadas a temperaturas predominantemente altas, com solos que apresentam variações em suas propriedades químicas e físicas (ÁGUILA, 2013). A evapotranspiração da região possui também índices muito elevados, podendo alcançar os 2700 mm anuais (ARAÚJO FILHO, 2013).




    A vegetação da caatinga é composta, em sua grande parte por espécies arbustivas e arbóreas de pequeno porte, geralmente espinhosas, sendo, caducifólias, desfazendo-se de suas folhas no começo da estação seca. A frequência e dominância das espécies são determinadas pelas variações topográficas, pluviosidade e tipo de solo (SANTOS et al., 2013).




    Em geral, são identificados 12 tipos de caatingas e apesar de apresentarem ampla diversidade da composição florística, dois modelos gerais são apresentados: a caatinga arbustiva-arbórea e a arbórea. A primeira é geralmente ocupada por atividades pastoris e é majoritária nos sertões semiáridos e a segunda, característica das vertentes e pés-de-serra e dos aluviões, sendo esta ocupada pela agricultura (ARAÚJO FILHO, 2013).




    A família Fabaceae (Leguminosae) é uma das mais bem representadas nas caatingas com mais de 290 espécies catalogadas, pertencentes a 77 gêneros e com elevado endemismo (QUEIROZ, 2006). Várias das suas espécies são descritas por domínio filogenético na Caatinga (LIMA et al., 2014). As famílias mais frequentes são Caesalpinaceae, Mimosaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae e Cactaceae, sendo os gêneros Mimosa e Pithecellobium os com maior número de espécies. As plantas mais encontradas em diversos trabalhos de natureza quantitativa e qualitativa em diversas áreas da caatinga apresentam as plantas de catingueira (Caesalpinia pyramidalis), juremas (Mimosas) e os marmeleiros (Cydonia oblonga) como as mais abundantes, e que constituem espécies pioneiras do processo de sucessão secundária resultante da ação antrópica. A caatinga mostra-se bastante rica e diversificada, com grande potencial forrageiro, madeireiro, frutífero, medicinal e faunístico (ARAÚJO FILHO e CRISPIM, 2002).
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