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RESUMO

FERREIRA, Paulo Ademar Avelar. Eficiéncia Simbiotica de Estirpes de
Bactérias Fixadoras de Nitrogénio em Feijoeiro e sua Tolerancia a Acidez e
Aluminio “in vitro” 2008. 50p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias do Solo) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma das leguminosas mais cultivadas e
consumidas pela populagdo brasileira. A simbiose desta espécie hospedeira com
bactérias fixadoras de nitrogénio pode aumentar a produgdo, substituindo os
fertilizantes nitrogenados e diminuindo os custos de produgdo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar novas estirpes de rizobio eficientes no processo de fixagdo
biologica de nitrogénio de solos de diferentes usos da terra da regido
Amazonica, em simbiose com o feijdo; compara-las com uma das estirpes
atualmente recomendadas para producdo de inoculante comercial (CIAT 899)
para a cultura do feijoeiro e avaliar sua tolerancia a acidez e aluminio “in vitro”.
O experimento foi conduzido em vasos de Leonard, em casa de vegetagcdo. O
delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com 20
tratamentos (18 estirpes e duas testemunhas sem inoculagdo sem e com
nitrogénio mineral) e 5 repeticdes. Portanto, as estirpes que obtiveram os
melhores resultados no ensaio de casa de vegetacdo foram avaliadas quanto sua
tolerancia a acidez e alumino “in vitro”. No ensaio para a avaliacdo da eficiéncia
da fixacdo bioldgica de nitrogénio, a inoculacdo com as estirpes 3K, 342k
(Mesorhizobium sp.) e 10K (Mesorhizobium loti) proporcionaram maior
crescimento das plantas, maior nutricdo de nitrogénio e boa nodulagdo no
experimento de Vaso de Leonard quando comparadas com a estirpe
recomendada como inoculante e a testemunha nitrogenada. No ensaio para
avaliar a tolerancia a pH as estirpes mostraram-se tolerantes a acidez quando
avaliadas em meio de cultura liquido. J4 no ensaio com AI’* as concentragdes
acima de 1 cmol, L™ AI*" inibiram o crescimento das estirpes testadas. Apesar da
estirpe 10K apresentar tolerancia a acidez, ela mostrou-se sensivel a presenca de
aluminio no meio de cultura. Pode-se constatar que estas estirpes apresentam um
grande potencial para novos testes em casa de vegetagdo e 4 campo.

*Qrientadora: Fatima Maria de Sousa Moreira — UFLA.



ABSTRACT

FERREIRA, Paulo Ademar Avelar. Simbiotic efficiency of nitrogen-fixing
bacterial strains in common beans and its acidity and aluminum tolerance
"in vitro™. 2008. 50 p. Dissertation (Master in Soils Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

The common beans (Phaseolus vulgaris) is one of the most cultivated
and consumed legumes by the Brazilian population. The simbiosis of this host
plant with nitrogen fixing bacteria can increase the production, replacing the
nitrogen fertilizers and lowering the production costs. The aim of this research
was to evaluate the efficient of new rhizobia strains isolated from different
Amazon land use in the process of nitrogen biological fixation in symbiosis with
common beans comparing them with one of the currently commercial inoculant
(CIAT 899) and evaluate their acidity and aluminum tolerance “in vitro”. The
experiment about efficiency was conducted in Leonard pots, in a greenhouse.
The statistical design used was completely randomized, with 20 treatments (18
strains and two controls without inoculation; with and without mineral nitrogen)
and 5 repetitions. The strains that showed the best results in the greenhouse
experiment were evaluated for their tolerance to acidity and aluminum “in
vitro”. In the test for assessing the efficiency of nitrogen biological fixation, the
inoculation with the strains 3K, 342k (Mesorhizobium sp.) and 10K
(Mesorhizobium loti) provided greater plant growth, higher nitrogen nutrition
and good nodulation when compared with the strain recommended as inoculant
and the control with nitrogen. In the pH tolerance test, the strains were tolerant
to acidity when evaluated in liquid culture medium. In the test with Al’, the
concentrations above 1 cmolc L™ A’ " inhibited the growth of the same strains.
The strain 10K was tolerant to acidity, but it was sensitive to the presence of
aluminum in the culture medium. These strains have a great potential for new
tests in greenhouse and field experiments.

'Guidance Committee: Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro constitui numa importante cultura de subsisténcia e principal
fonte de proteinas na dieta humana de populacdes pobres, especialmente na
América Latina e alguns paises africanos. O feijado possui de 20 a 25% de
proteinas ricas em aminoacidos como a lisina, histidina, isoleucina e valina,
exercendo assim efeito complementar na dieta das populagdes de baixa renda.

O nitrogénio € o nutriente requerido em maior quantidade pela cultura
do feijoeiro. O fornecimento desse nitrogénio pode ser feito pelo uso de
fertilizantes nitrogenados, pela matéria organica do solo ou pela fixagdo
bioldgica de nitrogénio.

A aplicacdo de fertilizantes nitrogenados minerais vem alcangando
grandes dimensdes em varias culturas agricolas, levando ao aumento no custo de
producdo, sendo sua utilizagdo restrita ou mesmo impraticavel por pequenos
agricultores. Portanto, a fixa¢do bioldgica de nitrogénio, realizada por parte dos
procariotos, ¢ uma alternativa para suprir o nitrogénio requerido pelas
leguminosas, a custo mais baixo que a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados.
Resultados de pesquisa apontam que é possivel que a cultura do feijoeiro se
beneficie, no campo, da fixagdo bioldgica de nitrogénio e o grande desafio que
se apresenta ¢ conseguir um manejo adequado dessa simbiose, visando aumentar
a sua eficiéncia.

Dessa forma, ¢ importante selecionar estirpes que, além de eficientes no
processo de fixagdo de nitrogénio, sejam adaptada a diversas condi¢des, como
altas temperatura, acidez do solo, baixos teores de nutrientes principalmente Ca
e P, estabilidade genética dos microsimbiontes e cultivares adequadas para a
fixacdo biologica de nitrogénio. A acidez do solo ¢ apontada como um dos
principais fatores limitantes ao processo de FBN, afetando o rizobio, o

hospedeiro e o proprio processo simbiotico.



Ha evidéncias da existéncia de grande diversidade de bactérias que
nodulam leguminosas na regido Amazonica, sendo possivel que estirpes nativas
possam ser mais adaptadas as caracteristicas adversas dos solos, tornando a
regido fonte de novas estirpes, com potencial para superar fatores criticos. Sendo
assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar novas estirpes de rizobio
eficientes no processo de fixagdo biologica de nitrogénio de solos de diferentes
usos da terra da regido Amazdnica, em simbiose com o feijdo, compara-las com
uma das estirpes atualmente recomendadas para producdo de inoculante
comercial para a cultura do feijoeiro CIAT 899 e avaliar sua e tolerancia a

acidez e aluminio.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do feijoeiro no Brasil

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) pertence a classe Dicotiledoneae,
familia Leguminosae, género Phaseolus. Esta leguminosa apresenta
componentes e caracteristicas que tornam seu consumo vantajoso do ponto de
vista nutricional, tendo um importante destaque na agricultura dos paises em
desenvolvimento, em especial do Brasil, devido a sua importincia na
alimentagdo humana, por ser excelente fonte de proteina, além de possuir alto
contetido de carboidratos e ferro.

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de feijdo, o qual é
produzido em quase todo o territoério nacional, com destaque para os estados do
Parand, Minas Gerais, Bahia, S0 Paulo e Goids, responsaveis por 65% da
produgdo nacional. O Brasil também se destaca por ser o maior consumidor
mundial da leguminosa, com consumo médio de 2.950 mil t/ano ou 16 kg por
habitante/ano (Food and Agriculture Organization, 2007).

Nos tltimos cinco anos a producdo nacional de feijao variou de 2,5 a 3,2
milhdes de toneladas, em uma 4rea que se tem mantido entre 4000 a 4500 mil
hectares (MAPA, 2008). Cultiva-se o feijoeiro em trés épocas: a “das dguas” (1*
safra) nas regides Sul e Sudeste, com uma produtividade média de 787 kg ha™'; a
“da seca” (2° safra), em todo o Brasil, com produtividade média de 939 kg ha™ e
a “de inverno” (3" safra), cultivada principalmente nos estados de Minas Gerais,
Sdo Paulo e Goias, com produtividade média que pode atingir 2130 kg ha™
(MAPA 2008). A baixa produtividade média na 1* ¢ 2" safras esta ligada ao fato
de serem praticadas por pequenos agricultores, que ndo possuem acesso a
tecnologia disponivel (Straliotto, 2002). As maiores médias de produtividade
obtidas pela cultura na safra “de inverno” se devem ao uso de tecnologias como

cultivares melhoradas, irriga¢do, manejo de solos e controle de pragas e doengas,
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menores riscos climaticos, mas também pela mudanga do perfil do produtor
(Nehmi et al., 1999).

Ha um enorme contraste entre os sistemas de producdo utilizados no
cultivo de feijdo no Brasil. De um lado estdo agricultores tipicamente de
subsisténcia, com praticamente nenhum emprego de insumos, com lavouras
menores que 100 ha, correspondendo a 71% da produgdo nacional e com
produtividade média de 525 kg ha™. Do outro lado situam-se grandes produtores
rurais, que cultivam o feijdo em areas maiores que 100 ha, com alto nivel
tecnolégico obtendo produtividade média de 1440 kg ha™ (Straliotto, 2002).

O feijoeiro ¢ muito exigente em nutrientes em decorréncia,
principalmente, do seu sistema radicular reduzido e pouco profundo, além de seu
ciclo curto, de 90 a 100 dias (Rosolem & Marubayashi, 1994), devendo ser os
nutrientes colocados a disposi¢ao da planta, em tempo e locais adequados. Uma
das deficiéncias nutricionais que ocorre com maior freqiiéncia na cultura é a do
nitrogénio, devendo-se propiciar um fornecimento adequado deste nutriente até a
época do florescimento, ou seja, no momento que ainda ¢ possivel aumentar o

numero de vagens por planta (Carvalho et al., 2001).

2.2 Nitrogénio

O nitrogénio ¢ um dos elementos mais importantes, fazendo parte de
proteinas, acidos nucléicos e outros constituintes celulares, incluindo membranas
e diversos hormonios vegetais. Embora presente em grande concentragdo na
atmosfera na forma de N, (78%), nenhum animal ou vegetal consegue assimila-
lo diretamente, devido a estabilidade da tripla ligacdo existente entre os dois
atomos, sendo fator limitante para a produg¢do agricola.

O nitrogénio utilizado pela cultura do feijoeiro pode ser oriundo de
fontes como fertilizantes nitrogenados, matéria orgénica ou fixagdo bioldgica de

nitrogénio.



Os principais fertilizantes nitrogenados sao sintetizados a partir do
nitrogénio atmosférico, em um processo industrial altamente oneroso. Este
processo de transformagdo do nitrogénio gasoso (N,) em amodnia (NH3) requer
hidrogénio derivado de gas de petrdleo, altas temperaturas (300 a 600°C) e altas
pressdes (200 a 800 atm). O gasto com fontes energéticas ndo renovaveis, para a
producdo de uma tonelada de NH; é equivalente, em média, a seis barris de
petroleo (Carvalho, 2002).

Os fertilizantes nitrogenados sdo assimilados rapidamente pelas plantas,
no entanto, o principal agravante na sua utilizagdo, reside na baixa eficiéncia,
que raramente ultrapassa 50%. Isto ocorre, devido as perdas causadas por
praticas culturais inadequadas e processos como lixiviagao (lavagem do perfil do
solo), denitrificagdo (transformacdo do NO;3™ em formas gasosas como N, ¢ NO,)
e pela volatilizacdo do NH; (Cantarella, 2007). Com isso, o uso desses
fertilizantes nitrogenados em regides tradicionais na agricultura, de forma
intensiva e inadequada, pode apresentar sérios problemas de degradagdo
ambiental e gradativa queda de produtividade.

A sustentabilidade dos sistemas agricolas tem a sua manutengdo
garantida quando ha preservacdo da matéria organica (M.O) no solo com
adequada relagdo C/N. Isso garante a viabilidade dos sistemas de producdo de
maneira sustentavel. A M.O tem seus processos de decomposicdo e perdas de N
aceleradas pelas condigdes de temperatura e umidade que predominam no
territorio brasileiro. Cultivos sucessivos podem esgotar rapidamente o
reservatorio de N presente na M.O do solo uma vez que este se apresenta
limitado. Como resultado deste processo tem-se solos com baixos teores de N
(0,05 a 0,30 dag kg' de N) afetando, conseqilentemente, a produtividade
agricola (Carvalho, 2002).

Outra fonte de nitrogénio para a cultura do feijoeiro é a FBN, realizada

por varias espécies de bactérias fixadoras de N, noduliferas.
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2.3 Papel da FBN na producdo do feijoeiro

Uma das alternativas para o suprimento de nitrogénio no feijoeiro € a
FBN, processo caracterizado pela conversdo do nitrogénio gasoso (N,) em
nitrogénio amoniacal (NH;), principalmente por bactérias especializadas
denominadas rizobios, que possuem o complexo enzimatico chamado de
nitrogenase, necessario para a realizagdo do processo. O rizdbio caracteriza-se
pela capacidade de interagdo com o sistema radicular da planta hospedeira, por
meio do desenvolvimento de estruturas hipertréficas denominadas de nodulos,
onde ocorre a fixagdo do nitrogénio. Esta intera¢do caracteriza-se por uma
simbiose (uma interagdo mutualistica), em que a bactéria se beneficia do
suprimento de fotossintatos fornecido pela planta hospedeira, enquanto a planta
recebe o nitrogénio fixado pelo rizébio microssimbionte na forma amoniacal,
incorporando-o em compostos nitrogenados que podem ser translocados para as
suas diferentes partes, para a sintese de proteinas.

Segundo Moreira & Siqueira (2006), o feijoeiro pode estabelecer
simbiose com diferentes espécies, todas de crescimento rapido: Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984), Rhizobium tropici (Martinez-
Romero et al., 1991), Rhizobium etli bvs. mimosae e phaseoli (Wang et al.,
1999, Segovia et al., 1993), Rhizobium gallicum bvs. gallicum e phaseoli
(Amarger et al., 1997), Rhizobium giardinii bvs. giardinii e phaseoli (Amarger
et al., 1997), Rhizobium mongolense (Van Berkun et al., 1998), Rhizobium
yanglingense (Tan et al., 2001), R.(Sinorhizobium) fredii (Scholla & Elkan,
1984), Sinorhizobium americanum (Toledo et al., 2003) R. (Mesozhizobium) loti
(Jordan, 1984) e R. (Mesozhibium) huahuii (Chen et al., 1991) e Azorhizobium
doebereinerae (Moreira et al., 2006), nem sempre sendo todas eficientes no

processo de FBN.



Atualmente as estirpes recomendadas para a produ¢do de inoculantes
para a cultura do feijoeiro pertencem a espécie Rhizobium tropici (Martinez-
Romero et al.,, 1991), compreendendo as estirpes comerciais SEMIA 4077
(CIAT 899) e SEMIA 4080 (PRF 81). Esta espécie € considerada geneticamente
estavel e tolerante a estresses, tais como temperaturas elevadas e acidez do meio,
sendo adaptada as condig¢des de solos tropicais (Graham, 1992; Hungria et al.,
2000).

Pesquisas apontam que ¢ possivel que a cultura do feijoeiro se beneficie
no campo, da fixacdo bioldgica de nitrogénio. Segundo Tsai et al. (1993), o
feijoeiro é capaz de fixar de 20 a 60 kg ha™ N por ciclo cultural. No Brasil, as
taxas médias de FBN nesta espécie sio da ordem de 60 kg ha™ N e representam
de 30% a 50% do N total acumulado pela planta (Saito, 1982), podendo chegar a
substituir totalmente o uso da adubacdo nitrogenada, conforme verificado por
Mendes et al. (1994) nas cultivares ‘Capixaba Precoce’ ¢ ‘CNPAF-178’. Em
solos de cerrado e sem irrigagdo, Peres et al. (1994) observaram que os ganhos
de produtividade obtidos com a inoculagdo de estirpes de Rhizobium foram de
63 a 290 kg ha™' em relagdo as testemunhas ndo inoculadas. Straliotto (2002)
relata que com o processo de inoculacdo, a cultura pode atingir produtividades
de 1.500 a 2.000 kg ha™'. Em um Argissolo Vermelho eutréfico adubado com 70
kg ha' de P,Os sob irrigagdo, no periodo de inverno, Lemos et al. (2003)
utilizando a cv. Carioca, inoculada com a estirpe de Rhizhobium tropici CM 255,
obtiveram produtividades de 2858 kg ha’. Hungria et al. (2000), estudando a
eficiéncia de novos isolados, obtiveram rendimentos de 1356 a 3520 kg ha,
com resposta a inoculagdo, proporcionam rendimentos de graos semelhantes ao
da estirpe referéncia CIAT 899 e mesmo da testemunha com nitrogénio mineral.
Mostasso et al. (2001) obtiveram resultados de rendimento de graos de 1612 a
2600 kg ha”', como resultado da inoculagdo com estirpes selecionadas, sendo

que as melhores se mostraram similares a CIAT 899. Soares et al. (2006),
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avaliando a produtividade do feijoeiro inoculado com quatro estirpes de rizobio,
em Perddes, MG, observou que a estirpe UFLA 02-100 proporcionou um
aumento de 487,5 kg ha™' no rendimento de grios em relagio a testemunha sem
nitrogénio e ndo diferiu da estirpe recomendada CIAT899 e da testemunha
nitrogenada.

No entanto, as adubagdes de base com fosforo e potassio usadas por
Hungria et al. (2000) e Mostasso et al. (2001), foram superiores aos demais
trabalhos, respectivamente, 300 kg.ha"' da formulagio N P K 0-28-20 e 84 kg
P,0s ha' mais 60 kg K,O ha'. Além disso, ambos receberam 40 kg.ha' de
micronutrientes ¢ o de Mostasso et al. (2001), ainda recebeu calagem. Nos
trabalhos de Hungria et al. (2000) e Mostasso et al. (2001), portanto, foram
utilizados niveis de tecnologia mais elevados, mais proximos dos utilizados por
grandes produtores, enquanto nos outros trabalhos a inten¢do foi simular
condic¢des adequadas a pequenos produtores.

Estes resultados apontam que estirpes eficientes no processo de FBN sdo
capazes de contribuir de forma expressiva para o rendimento do feijoeiro,

reduzindo assim o custo de producao.

2.4 Selecdo de Estirpes Eficientes na FBN

A inocula¢do com bactérias fixadoras de nitrogénio em sementes de
leguminosas ¢ um dos processos relacionados a agricultura mais estudados e
explorados tecnologicamente e € pratica comum em varios paises.

No Brasil, a inoculagido da soja (Glycine max L. (Meril.)) com estirpes
de Bradyrhizobium japonicum propicia economia em fertilizantes nitrogenados
que pode ser estimada em quase nove bilhdes de doélares anuais. Isto se deve, em
boa parte, ao melhoramento vegetal direcionado para maior contribuicdo da FBN
e a diversos trabalhos de sele¢do de rizobios adaptados as condigdes dos solos

brasileiros.



Em outras leguminosas como o feijoeiro (Phaseolus vulgaris), o
processo de domesticagdo e selecdo de cultivares, dando maior atengdo apenas
as caracteristicas agronomicas do material de interesse, pode ter sido negativo ao
processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio, alterando o equilibrio simbibtico
estabelecido pela sele¢do natural no processo evolutivo do sistema rizobio-feijao
(Mytton, 1984). Além disso, a selecdo do feijoeiro e seu cultivo em terras férteis
pode também ter influenciado na capacidade de nodulacdo e fixacdo de
nitrogénio em gendtipos de feijao (Pereira, 1990). Outro ponto importante a ser
considerado no processo de selecdo de estirpes eficientes na fixacdo de
nitrogé€nio rizobio-feijdo, ¢ que o fluxo de carboidratos para os nddulos fica
reduzido durante a formagao das vagens, limitando a FBN (Lawn et al., 1974).
Com isso, variedades com maior capacidade de manter o fluxo de carboidratos
constante para os nodulos tem se mostrado mais eficientes no processo de
fixagdo (Graham & Halliday, 1976). A FBN ¢é mais eficiente em cultivares de
hébito de crescimento indeterminado e nas cultivares de porte trepador (Graham
& Rosas, 1977) devido, em parte, ao efeito do ciclo de crescimento mais longo.
Ja as variedades de feijoeiro de ciclo precoce, geralmente sdo pouco eficientes
em fixar nitrogénio (Graham, 1981; Hardarson et al., 1993). Isso pode ser
explicado pelo curto periodo vegetativo das plantas e a senescéncia dos nédulos
na fase de enchimento dos graos, devido a redugdo do fluxo de carboidratos para
os mesmos (Ruschel et al., 1982; Rennie & Kemp, 1983; Sa e Israel, 1995). Em
trabalho realizado por Morrison & Baird (1987), com variedades de feijoeiro de
habito de crescimento determinado e indeterminado, foi verificado que o tempo
necessario para o estabelecimento dos nodulos ndo variou para os dois tipos de
planta. Com isso, a duragdo da simbiose entre rizobio-feijao parece estar
relacionada com o ciclo de crescimento, dai o melhor resultado com gendtipos

de habito de crescimento indeterminado.



A eficiéncia das estirpes fixadoras de nitrogénio que estabelecem
simbiose com feijoeiro e sua capacidade de sobreviver e formar nédulos depende
de fatores genéticos inerentes aos simbiontes ¢ da sua interacdo com fatores
edafo-climaticos (Moreira & Siqueira, 2006). Dentre estes, destacam-se a
efetividade das estirpes presentes no indculo e sua competitividade com as
estirpes nativas do solo, niimero de células presente no indculo, técnicas de
inoculacdo, semeadura e fatores ambientais, principalmente fatores quimicos e
fisicos do solo (Vargas & Hungria, 1997; Zilli et al., 1998; Straliotto &
Rumjanek, 1999), que garantem a sobrevivéncia e multiplicagdo do rizébio no
solo e rapida nodulagdo. A quase totalidade dos fatores que sdo benéficos para as
plantas sdo benéficos também para as bactérias, alguns atuando direta ou
indiretamente, ou mais acentuadamente sobre um dos simbiontes. Diversos
fatores, como temperatura, acidez do solo, teores de nutrientes principalmente
Ca e P no solo, instabilidade genética dos microsimbiontes e cultivares ndo
adequadas, podem influenciar na fixacdo bioldgica de nitrogénio (Moreira &
Siqueira, 2006). A acidez do solo ¢ apontada como um dos principais fatores
limitantes ao processo de FBN, afetando o rizébio, o hospedeiro e o proprio
processo simbidtico (Vargas & Graham, 1998).

Desta forma, pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de
selecionar estirpes eficientes para potencializar a FBN em solos com limita¢des
ambientais para o estabelecimento e eficacia da simbiose, visando maior

aproveitamento do processo para a producdo da cultura do feijoeiro.

2.5 Fatores ambientais que afetam a fixacéo bioldgica de nitrogénio - Acidez
e AI** do solo

Devido aos processos de formagao dos solos tropicais, a maior parte das
areas agricolas brasileiras apresenta problemas relacionados com acidez, baixa

disponibilidade de nutrientes (Ca, Mg, K) e elevados teores de ions H' ¢ AI*".
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A acidez influencia na disponibilidade dos nutrientes no solo, reduzindo
a sua absor¢do destes pelas plantas. Ainda, a acidez tem um efeito direto na
atividade dos microrganismos do solo que estdo ligados com a mineraliza¢do da
matéria organica, nitrificacdo ¢ FBN, entre outros, sendo portanto, uma das
propriedades quimicas do solo determinantes para a producdo agricola. A
toxidez de aluminio € outro importante fator limitante ao crescimento de plantas
em solos acidos, além de afetar varios microrganismos fixadores de nitrogénio
em simbiose (Wood, 1995; Igual et al., 1997). Assim, estas condigdes sdo um
problema para as plantas, as bactérias e sua simbiose.

A faixa ideal de pH para crescimento de estirpes de rizobios esta entre
6,0 e 7,0, sendo que poucos rizébios crescem satisfatoriamente em pH menor
que 5,0 (Graham et al.,, 1994). Estirpes de uma mesma espécie variam
amplamente em certos casos de tolerancia a um determinado pH. As estirpes de
Rhizobium de crescimento rapido sdo em geral consideradas menos tolerantes a
condigdes de pH 4cido que aquelas estirpes de crescimento lento de
Bradyrhizobium (Graham et al.,, 1994). Entretanto, algumas estirpes de
crescimento rapido como R. loti, agora descrito como Mesorhizobium, R.
meliloti e R. tropici, sdo tolerantes a acidez (Wood et al., 1988; O’Hara et al.,
1989; Graham et al., 1994). Graham et al. (1994) relataram que a tolerancia a
acidez em R. tropici CIAT 899 esta relacionada com a composigdo ¢ a estrutura
da membrana, que se mostrou hidrofobica nestas condigdes de baixo pH. O’Hara
et al. (1989) demonstraram que estirpes acido tolerantes de R meliloti, que tem
perfomace superior em sobrevivéncia e habilidade de nodulagdo em solos
acidos, possuem a habilidade de manter o pH intracelular entre 7,2 ¢ 7,4 mesmo
quando em pH externo acido (5,6). A tolerdncia a acidez em Rhizobium loti
(Mesorhizobium) esta relacionada com a composi¢ao e estrutura da membrana e
estirpes acido tolerantes apresentam proteinas de membrana que tém sua

expressdo aumentada sob pH 4 (Correa & Barneix, 1997).
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A acidez afeta também os primeiros estagios do processo de infecgao,
incluindo a troca de sinais moleculares entre parceiros simbidticos e a aderéncia
a raiz. A liberagdo dos indutores dos genes de nodulagdo por raizes de soja e
feijoeiro comum foi menor a pH 4,5 que em pH 5,8 (Hungria & Stacey, 1997)
com a falha na expressdo de alguns genes de nodulagdo com a queda do pH.
Além disto, Mckay & Djordevic (1993) relataram que o baixo pH pode afetar a
produgdo e excregdo de fatores de nodulagdo em estirpes de Rhizobium
leguminosarum byv. trifolii.

Segundo Moreira (1994) estirpes ou isolados nativos tolerantes a acidez
sdo mais facilmente obtidos de populagdes adaptadas a estes ambientes. Como
exemplo, tem-se a estirpe de rizébio INPA 07-B, isolada de leucena (Leucaena
leucocefala) em solos acidos, que apresentou maior tolerdncia a acidez que
outras estirpes da mesma espécie isoladas de solos com pH menos acido. Isso
pode ser explicado pelo fendmeno denominado “acid habituation” ou
“adaptative tolerance response”, segundo Dilworth et al. (1999). Esta tolerancia
intrinseca ndo pode ser inferida apenas a partir do local de isolamento da
bactéria. Parece que a tolerancia ao pH 4acido depende da habilidade da estirpe
em manter o pH interno entre 7,2 e 7,5, mesmo com a existéncia de pH acido
externo (O’Hara et al., 1989; Graham et al., 1994).

Apesar de varios estudos, as bases concretas para a explicagdo das
diferencas na tolerdncia ao pH em estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium
ainda ndo estdo bem definidas (Correa & Barneix, 1997, Graham et al., 1994)
ainda que vdrios autores tenham demonstrado que o pH citoplasmatico de
estirpes acido tolerantes ndo ¢ afetado pela acidez externa (Chen et al., 1993 a;
Chen et al., 1993 b; Goss et al., 1990; O’Hara et al., 1989). Diferencas na
composicao dos lipopolissacarideos, exclusdo e extrusdo de prétons (Chen et al.,
1993 a; Chen et al., 1993 b), acimulo de poliaminas celulares (Fujihara &
Yoneyama, 1993), sintese de proteinas (Hickauey e Hirshfied, 1990) e o
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acimulo de moléculas que oferecem protecdo a estresse oxidativo como a
glutationa (Riccillo et al., 2000; Muglia et al., 2007) também estdo associadas
com o crescimento das células em pH &cido .

Segundo Cunningham & Munns (1984), estirpes de Rhizobium que
produzem maior quantidade de exopolissacarideos (EPS) sdo mais tolerantes as
condigdes de acidez quando comparadas com estirpes que produzem menor
quantidade de EPS. Barberi et al. (2004) e Miguel & Moreira (2001) também
encontraram resultados semelhantes para estirpes do género Bradyrhizobium,
relacionando a maior produgdo de EPS por estas bactérias com as condigdes de
acidez do meio de cultura.

Rizdbios também possuem variadas reagdes a toxicidade ao aluminio em
solos acidos e em meios de cultura. Algumas estirpes de Rhizobium e
Bradyrhizobium foram resistentes ao aluminio (50 pmol L™ no meio) em baixo
pH (4,5) (Wood et al., 1988). Geralmente estirpes de Bradyrhizobium spp. sdo

1**que Rhizobium spp. Vargas e Denardin

mais tolerantes a toxicidade de A
(1992) testaram 155 estirpes isoladas de solos de regides de cultivo do feijoeiro
no estado de SP, quanto a tolerdncia a acidez em meio de cultura sélido e
verificaram que 111 estirpes foram tolerantes ao pH 4,5, e que 77 estirpes
cresceram quando 100 pmol L' de AICI; foram adicionados ao meio. Mukherjee
& Asanuma (1998), Campo & Wood (2001), Hara & Oliveira (2005) também
estudaram a tolerancia de estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium ao aluminio,
evidenciando tolerancia a acidez em diversos isolados estudados.

Nem sempre a tolerancia a acidez resulta em tolerancia ao AI’*. Hara &
Oliveira (2004) estudaram 88 isolados de rizobio oriundos de solos acidos da
Amazonia e concluiram que o aluminio foi mais limitante para o crescimento
que a acidez, apresentando diferencas metabdlicas de adaptacdo a acidez e ao

aluminio. Assim, a identificagdo de isolados resistentes a acidez, isoladamente,

ndo parece ser um procedimento adequado para selecdo de rizobios (Hara &
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Oliveira 2005).

A nodulagdo em leguminosas parece ser o processo mais sensivel ao
A" do que o crescimento da planta; em pH 4,5 ¢ com 0,5 mmol L' Cca¥, a
nodulagdo em caupi foi retardada por 12,7 mmol L™ AI** e 0 numero de nodulos
e peso seco foram afetados (Alva et al., 1990). A disponibilidade de Ca*" em
solos acidos com alto teor de AI’" parece ser muito importante para a nodulago;
uma baixa concentragdo de Ca®" (0,127 mmol L") em pH 4,5 afeta o niimero de
nodulos, a atividade da nitrogenase e a ultra-estrutura dos noédulos em feijao
(Phaseolus vulgaris) (Vassileva et al., 1997).

A natureza do processo e o local de atuagdo do AI’" ainda permanecem
indefinidos. Estudos realizados por Johnson & Wood (1990) ¢ Wood (1995)
indicam que os fons de AI’* atuam se ligando ao DNA interferindo na divisio
celular. No entanto, uma vez que estirpes sensiveis e tolerantes possuem o
mesmo potencial de ligagdo ao AI’", um mecanismo de reparo do DNA deve
existir em estirpes tolerantes. Johnson & Wood (1990) relataram que a sintese de
DNA por estirpes tolerantes de R. loti (Mesorhizobium) ndo ¢ afetada;
entretanto, Richardson et al. (1988) constataram que 7,5 umol L™ AI*" deprimem
a expressdo dos genes NOdA em estirpes de R. leguminosarum by. trifolii.

Outro mecanismo de tolerancia ao aluminio, apresentado por estirpes de
Bradyrhizobium japonicum, estd relacionado com o acimulo de fosfato
inorganico no interior da célula, neutralizando o efeito do aluminio pela
formacdo de complexos insoliveis biologicamente nio toxicos (Mukherjee &
Asanuma, 1998) além do aumento dos niveis de potassio e fosforo ligados a
manutencdo do pH interno em Rhizobium leguminosarum bv trifolii (Watkin et
al., 2003).

A calagem ¢ considerada a pratica mais eficiente para superar a acidez do
solo, com alguns beneficios para a cultura de leguminosas, ndo apenas pelo

aumento do pH do solo, mas também pelo aumento da disponibilidade do Ca**
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para a planta e bactéria. O’ Hara et al. (1989) observaram que a taxa de
crescimento de quatro linhagens acido tolerantes aumentou com a adig@o de 2,0
mmol L' de Ca** em meio de cultura. O Ca’" parece atuar como cation
estabilizador da integridade da parede celular (de Maagd et al., 1989; Ballen et
al., 1998), regular a expressdo de algumas proteinas (Norris et al., 1991; Ballen
et al., 1998) ou controlar o pH interno e manter o citoplasma alcalino através de
sistemas de transporte da membrana (O’ Hara et al., 1989).

Espécies de rizébio que nodulam feijao variam em sua capacidade de
fixacdo e competi¢do pelo hospedeiro (Hungria et al., 1999). R. tropici ¢ mais
competitivo a pH baixo (em torno de 5,0) do que pH maior que 6,0 (Frey &
Blum, 1994). Isto favorece a utilizagdo desta espécie em solos tropicais acidos.
Heterogeneidade entre estirpes de R. tropici é descrita tanto para eficiéncia na
fixagdo bioldgica de N, quanto na competi¢do (Hungria et al., 1997; Hungria et
al., 1999), indicando que melhores estirpes podem ser obtidas através de
programas de selegao.

Interagdes entre estirpes e plantas hospedeiras podem ocorrer a baixos
pH e devem ser consideradas em solos tropicais acidos. Além disso, como
muitos solos brasileiros apresentam altos niveis de AI*’, a pesquisa por estirpes
bacterianas tolerantes a acidez deve continuar, de maneira a reduzir o nimero de
estirpes candidatas e evitar o desperdicio na analise de bactérias ineficientes em

experimentos de campo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Ensaio em Casa de Vegetacao

Para avaliagdo da eficiéncia simbidtica foram avaliadas 15 estirpes de
rizbio, com crescimento rapido caracteristica semelhante a de estirpes que
nodulam o feijoeiro. As estirpes foram isoladas de nddulos de plantas de siratro

utilizadas como planta isca, que foram inoculadas com suspensdo de solo com
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diluigio de 10" a partir de amostras obtidas de 4reas de pastagem, capoeira
velha, capoeira nova, agrofloresta e agricultura da Amazoénia Ocidental
(Tabelal), em trabalho realizado por Lima (2007). Estes solos apresentam acidez
e teores de Al’" elevados (Nobrega, 2006).

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no Departamento de
Ciéncias do Solo na Universidade Federal de Lavras, nos meses de fevereiro e
margo de 2008, utilizando-se vasos de Leonard, durante 38 dias periodo em que
ocorreu o florescimento. O delineamento estatistico foi o inteiramente
casualizado, com vinte tratamentos e cinco repetigoes. Os tratamentos foram
constituidos pelas 15 estirpes de rizobio isoladas de siratro, duas estirpes
selecionadas de noddulos de feijoeiro comum (UFLA 02-127 e 02-100) em
trabalhos anteriores (Soares et al., 2006), a estirpe controle CIAT899
(Rhizobium tropici) recomendada como inoculante para cultura do feijoeiro pela
RELARE (Rede de Laboratorios para Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo
de Tecnologia de Inoculantes Microbiologicos de Interesse Agricola) e mais
duas testemunhas ndo inoculadas, uma sem nitrogénio e outra com nitrogénio

mineral num total de 440 mg de N por vaso.
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TABELA 1. Origem e caracteristicas culturais das estirpes de rizobio avaliadas no ensaio em casa de vegetagdo (Lima, 2007).

Analise de solo do local de coleta

Caracteristicas morfologicas

Local

Acessos % pH Al Absorgio de | @
Identificador Estirpes do solo cmol, dm’! T.C! pH? Cor indicador (mm)
3K refINC_008254.1 Mesorhizobium sp. 96 FA 4,0 9,4 R acido amarela sim
10K reflINC_002678.2| Mesorhizobium loti 98 AG 5,1 2,5 I neutro branca ndo 5
268K refINC_008254.1 Mesorhizobium sp. 99 FP 4,5 7,5 R acido creme sim 5
340K reflINC_008254.1 Mesorhizobium sp. 99 P 52 2,3 R neutro creme sim 4
305K refINC_007511.1 Burkholderia sp. 99 FA 4,0 9.4 R neutro creme ndio 5
331K refINC_007511.1 Burkholderia sp. 99 FI 4,6 34 R 4cido amarela ndio 3
RAG gb]AY210714.1] Rhizobium sp. 96 AG 49 SA R scido amarela “m 4
RN294 reflINC_008254.1 Mesorhizobium sp. 98 A 4,7 3,6 R neutro creme ndio 3
RA49 gb|AY500260.1] Rhizobium sp. 98 A 49 25 R acido amarcla o 4
RA3S gb|AY500259.1] Rhizobium sp. 97 AG 5.1 25 N oo | amarela m 5
RASS gb[EF035071.1] Rhizobium sp. 99 A 49 25 R rcido amarcla o R
RA272 refINC_007511.1 Burkholderia sp. 98 FI 4.4 6,7 R neutro creme ndio 3
RALT ref[NC_007761.1| Rhizobium etli 98 FP 45 52 R reido amarcla m s
RALSS reflINC_002678.2| Mesorhizobium loti 99 A 55 0,7 R acido amarela ndio 3
RAI105 ref] X67226.2| Rhizobium sp. 9 FI 5.2 1.6 R acido amarela sim 5
UFLA 02-100 AY465886 Rhizobium etli 99 Theobroma, RO | ——-mememmem | oo R neutro branca Sim >2
UFLA 02-127 AF217263 R. leguminosarum bv 97 Theobroma, RO | —-meeemee | cooeeeee R neutro branca Sim >2

phaseoli

CIAT 899 R. tropici Colombia | —meeeeemeee [ emeeeeee R acido amarela Nio >2

Caracteristicas culturais: 1. Taxa de crescimento, sendo R rapido (2 a 3 dias), I intermediario (4 a 5dias); 2. pH do meio de cultura, 3 Didmetro da coldnia. Floresta secundaria em
estagio avangados de regeneragdo (FA), Agricultura (AG), Floresta primaria (FP), Pastagem (P), Agrofloresta (A), Floresta secundaria em estagio inicial de regeneragdo (FI).




A parte superior do vaso continha uma mistura 1:2 de areia (150 mL) e
vermiculita (300 mL), e a inferior continha solu¢do nutritiva de Hoagland e
Arnon, (1950) sem nitrogénio mineral (NH4H,PO, 0,1 mL L' KNO; 0,6 mLL™;
Ca(NO;),.4H,0 0,4 mL L'; MgSO,7H,0 2 mL L'; K;SO4 3 mL L
Ca(H,PO,),.H,0 10 mL L™; CaS042H,0 200 mL L"'; H;BO; 2,86 mg L;
MnCl,.4H,0 1,81 mg L™'; ZnS0,.7H,0 0,22 mg L™'; CuS04.5H,0 0,08 mg L' e
Na,Mo00,.H,0 0,09 mg L") diluida quatro vezes. Apds o preparo dos vasos e da
solugdo nutritiva estes foram autoclavados por uma hora, a pressao de 1,5 kg cm’
*eal27°C.

A cultivar de feijao utilizada foi a BRS-MG Talismd, de grao tipo
carioca, langada em 2002 e que possui resisténcia a antracnose € ao virus do
mosaico comum, sendo ainda moderadamente resistente a mancha angular
(Ramalho et al.,, 2002). Antes do plantio as sementes utilizadas foram
desinfestadas superficialmente com etanol 70% por 5 minutos e hipoclorito de
sodio a 1,0%, por 3 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas seis vezes
com agua destilada esterilizada e semeadas num total de quatro sementes por
vaso. Posteriormente, foi realizada a inoculagdo com as estirpes de rizobio
previamente crescidas em meio YMA (Vincent, 1970) semi-sélido, num periodo
de dois dias sob agitagdo constante a 28 °C. Um mililitro de indculo contendo
cerca de 1x10° células bacterianas mL™ foi inoculado em cada semente.
Também foi adicionado sobre a superficie do vaso, uma fina camada de mistura
esterilizada de areia: benzeno: parafina (propor¢do de 5:1:0,015,
respectivamente), com a finalidade de evitar possiveis contaminagoes.

A solugdo nutritiva dos vasos foi periodicamente reposta com solucao
autoclavada. Apos cinco dias de germinagao, foi realizado o desbaste, deixando-
se somente duas plantas por vaso. A temperatura média da casa-de-vegetacao foi

avaliada semanalmente, identificando-se as médias das minimas e maximas, que
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foram 19 e 39,5 °C, respectivamente. A maxima obtida foi 43 °C e a minima, 17
°C.

As plantas foram colhidas no periodo da floragdo, estadio R6 do ciclo
cultural do feijoeiro para avaliar as seguintes varidveis: numero de nddulos
(NN); matéria seca de nodulos (MSN); matéria seca de raiz (MSR); matéria seca
da parte aérea (MSPA); teor de nitrogénio (N %); acimulo de nitrogénio na
parte aérea (ANPA) e eficiéncia relativa (ER %). A eficiéncia relativa (ER) de
cada estirpe foi calculada em relacdo a producdo de MSPA das plantas do
tratamento com N por meio da expressio, ER = (MSPA
tratamento)*100/(MSPA da T/CN).

O teor de nitrogénio total foi avaliado pelo método semimicrokjedahl, de
acordo com Sarruge & Haag (1979), determinando-se a percentagem de N na
matéria seca da parte aérea. O N acumulado na parte aérea foi calculado
multiplicando-se o peso da matéria seca da parte aérea pelo teor de N.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia, empregando-se
o sistema de analise estatistica Sisvar, versdo 4.0 (Ferreira, 2000). As médias dos
tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
Os valores das variaveis numero de nddulos (NN) e matéria seca de nddulos

(MSN), foram previamente transformados pela formula (X+0,5).

3.2 Testes de Toleréncia a Acidez e Aluminio “in vitro”

As estirpes que apresentaram melhor eficiéncia simbiodtica no ensaio
em casa de vegetacdo e a estirpe recomendada como inoculante para a cultura do
feijoeiro, foram avaliadas quanto as suas respectivas tolerdncias a acidez e AI’*
em testes utilizando meio de cultura liquido.

Colonias isoladas de cada estirpe foram inoculadas em 100 mL de meio
YM (Vincent, 1970) sem o corante azul de bromotimol e crescidas até atingir

uma densidade otica (D.O) de 0,5 em 560 nm, para posterior utilizagdo deste
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como pré-indculo. Um mL do pré-indculo foi entdo transferido para os meios de
cultura com os valores de pH: 5,0; 6,0 e 6,8, ajustados previamente com HCI 2

mol L' e autoclavados. A influéncia do AI*

foi avaliada em meios apresentando
concentragoes de 0,5; 1,0 e 2,0 cmol, L' de Al adicionado na forma de
AICI; 6H,0, no meio de cultura antes de ser autoclavado, ¢ o pH foi ajustado
para 4,5.

As estirpes foram crescidas sob agitagio a 110 rpm a 28 °C. As
avaliagdes foram feitas retirando-se aliquotas de 4 mL da cultura para
determinag@o da D.O e inoculagdo em placa pelo método de dilui¢des sucessivas
para contagem do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) de acordo
com o descrito por Miles & Misra (1938) nos intervalos de 6, 12, 24, 48, 72, 96
e 120 horas de incubagao.

O numero de UFC foi calculado pela contagem direta do niimero de
coldnias nas placas em cada diluigdo, sendo obtidas equagdes de regressdo pela
relagdo do logaritimo do numero de UFC por mililitro de meio de cultura em
funcdo do tempo e da densidade Optica. Comparou-se a producdo de
exopolissacarideos entre as estirpes, tomando-se um mesmo numero de UFC
mL" para todas as estirpes. Esse numero foi determinado na fase log, na
tentativa de se obter maior niamero de células viaveis, diminuindo assim, a
interferéncia da fase estacionaria nas leituras de densidade oOptica.

No experimento de aluminio ndo foi possivel tomar como base um
mesmo niimero de UFC mL™ para todas as estirpes, pois nas concentragdes de
1,0 e 2,0 cmol, de AI*" a fase log ndo atingiu a numero de células das menores
concentragdes de AI’". Foi calculado a D.O para o valor do méximo crescimento
de cada estirpe e transformado pela equacdo Y=-LOG;((D.O./UFC) para
comparacao.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio em Casa de Vegetacdo
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No experimento em vaso-de-Leonard, as plantas inoculadas com as
estirpes 3K, 10K e 342K promoveram maior produgdo de matéria seca da parte
aérea (MSPA), situando-se no mesmo grupo da estirpe CIAT899 (recomendada
com inoculante pela RELARE) e mostrou-se superiores aos demais tratamentos
com excecao da testemunha nitrogenada. Em média, a testemunha nitrogenada
apresentou MSPA que superou a dos tratamentos CIAT899, 3K, 10K e 342K em
1,3; 1,37; 1,4 e 1,49 vezes, respectivamente. Quanto a producdo de matéria seca
de raiz (MSR) a testemunha nitrogenada também superou os demais tratamentos,
enquanto as estirpes 3K, 10K, 342K e CIAT899 situaram-se no mesmo grupo e

foram superiores as demais estirpes e a testemunha sem nitrogénio (Figura 1).
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FIGURA 1. Matéria seca da parte aérea (a) raizes (b) do feijoeiro cv. Talisma inoculado
com diferentes estirpes de rizobio. Letras iguais indicam médias de um
mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Assim como observado para a producdo de matéria seca, verificou-se
que os maiores valores de nimero de nédulos (NN) e matéria seca de nddulos
(MSN) foram obtidos nos tratamentos 3K, 10K e 342K cujo comportamento foi
compativel com o da estirpe recomendada CIAT899 e superior aos demais. As

estirpes 331K, 305K, RA49, RA272, RA155, RA58, RA35, UFLA02-100 e
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RA105 nao apresentaram nddulos nos sistemas radiculares das plantas
inoculadas. Além disso, as testemunhas ndo apresentaram nddulos nas suas
raizes indicando, portanto, que ndo houve contaminac¢do do experimento (Figura

2).
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FIGURA 2. Numero de nddulos (a) e matéria seca de ndédulos (b) do feijoeiro cv.
Talismad inoculado com diferentes estirpes de rizobio. Letras iguais
indicam médias de um mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade.

Em relagdo ao teor de nitrogénio (TN) na parte aérea, as estirpes 3K,
10K, 342K, 268K, RA6 ¢ UFLA 02-127, assim como a estirpe referéncia
CIATS899 superaram a testemunha nitrogenada, com concentracdes variando de
32 a 43,6 g kg'. Os valores encontrados no presente trabalho situaram-se dentro
da faixa de suficiéncia indicada por Ambrosano et al. (1997), e acima do nivel
critico de 30 g kg™'. Segundo Lima et al. (2005), isolados de Bradyrhizobium de
diferentes solos da Amazonia que apresentaram eficiéncia simbiotica proxima a

100%, obtiveram concentragdes de nitrogénio superiores a 30 g kg™

Com relagdo ao acimulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA), as
estirpes 3K, 10K, 342K e a estirpe referéncia CIAT899 tiveram comportamento
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equivalente ao da testemunha nitrogenada que recebeu 440 mg de N por vaso
(Figura 3), certamente em func¢do das diferencas na producdo de matéria seca.
Este resultado, Salvador et al. (1994) pode ser explicado pelo fato de que a

medida que a planta cresce, ha uma dilui¢do dos teores de nutrientes, diminuindo

a concentracdo dos mesmos.
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FIGURA 3. Teor de nitrogénio (a) e acimulo de nitrogénio (b) do feijoeiro cv. Talisma
inoculado com diferentes estirpes de rizébio. Letras iguais indicam médias

de um mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

As estirpes 3K, 10K, 342K e a CIAT899 apresentaram eficiéncia
relativa inferior a da testemunha nitrogenada, variando de 68,0 a 77,0% (Figura
4), mas superaram os demais tratamentos. Barberi (2007), estudando algumas
estirpes isoladas de solo da Amazonia na cultura do feijoeiro, também encontrou

resultados semelhantes ao deste trabalho.
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FIGURA 4. Eficiéncia relativa das estirpes inoculadas no feijoeiro cv. Talisma
inoculado com diferentes estirpes de rizobio. Letras iguais indicam médias
de um mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

A matéria seca de nddulos correlacionou-se positivamente com ANPA
(r:0,82; p<0,01), com TN (1:0,75; p<0,01). O ntmero noédulos também
apresentou uma boa correlagdo com ANPA (r:0,72; p<0,01), e com o TN (r:0,77;
p<0,01). Correlagdes positivas e significativas entre a massa nodular e a
quantidade de N fixado biologicamente foram relatadas também por Ddbereiner
et al. (1966), Bohrer & Hungria (1998) e Fernandes & Fernandes (2000).

Os resultados do experimento de casa de vegetagdo demonstram que as
estirpes 3K, 10K e 342K obtiveram desempenho na simbiose com o feijoeiro
semelhante ao da estirpe CIAT899 recomendada como inoculante, de acordo
com os parametros de crescimento e nutricdo mineral de N pelo feijoeiro. Essas
estirpes sdo classificadas geneticamente como Mesorhizobium sp (Tabela 1),
cujos genes de nodulagdo e FBN estdo inseridos no cromossomo, indicando
maior estabilidade genética, enquanto em Rhizobium tropici esses genes

simbioticos estdo no plasmideo (pSym) e podem estar sujeitos a perdas em
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condicdes adversas com altas temperaturas. As estirpes 3K, 10K e 342K,

portanto apresentam maior potencialidade de uso como inoculante.

4.2 Tolerancia a acidez e a Aluminio “in vitro”

As estirpes 3K, 10K e 342K, que apresentaram melhor eficiéncia
simbidtica no ensaio em casa de vegetacdo e a estirpe CIAT899 (recomendada
como inoculante) foram avaliadas quanto as suas respectivas tolerancias a
diferentes valores de pH e concentragdes de Al’".

O maximo crescimento, determinado por meio das equagdes da Figura 5,
foi obtido em pH 5,0 para as estirpes CIAT899, 3K ,10K e 342K nos tempos de
48, 72, 96 e 120 horas respectivamente (Tabela 2). Os nameros de UFC mL"
analisados no tempo necessario para 0 maximo crescimento das estirpes foram
bastante semelhantes entre os valores de pH, mas o tempo necessario para o
maximo crescimento foi diferenciado. Essa diferenga no tempo para atingir o
maximo crescimento pode ser devido a mecanismos constitutivos, como a
permeabilidade da membrana externa, junto com respostas adaptativas,
incluindo o estado de crescimento bacteriano e mudangas na expressao de
proteinas (Correa & Barneix, 1997), afetando o tempo de geragdo necessario

para o crescimento das diferentes estirpes.
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FIGURA 5. Crescimento das estirpes CIAT899, 10K, 3K e 342K em meio liquido em
fun¢do do tempo e do pH de cultivo.
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TABELA 2. Tempo necessario para o maximo crescimento das estirpes nos diferentes
valores de pH do meio de cultivo.

Estirpes
pH CIAT899 10K 3K 342K
Tempo UFC Tempo UFC Tempo(h) UFC | Tempo(h) UFC
5,0 48 9,41 96 9,51 72 9,37 120 9,34
6,0 78 9,23 72 9,46 56,41 9,29 51,38 9,34
6,9 82 9,19 120 9,50 55,74 9,32 72 9,16

As estirpes 3K e 342K identificadas como Mesorhizobium sp., ¢ a
CIAT899 (R. tropici) tiveram melhor crescimento em pH 5,0, enquanto a estirpe
10K identificada como Mesorhizobium loti teve um crescimento diferenciado no
pH 6,0 durante as primeiras 24 horas. Apos 48 horas, o crescimento da estirpe
10K nos pH 5,0 e 6,9 assemelhou-se ao observado no pH 6,0 sendo que o
crescimento bacteriano a partir deste periodo atingiu a fase estacionaria (Figura
5 e Tabela 2).

A estirpe 3K no pH 5,0 também atingiu sua fase estaciondria em 24
horas, entretanto para os pH 6, 0 e 6,9 este comportamento no crescimento nao
ocorreu, havendo um decréscimo na populagdo bacteriana apds 48 horas. Para a
estirpe 342K, nos pH 5,0 e 6,9 a fase estacionaria foi atingida apds 24 horas de
incubacgdo , sendo que no pH 6,0 esta mesma fase ndo foi observada, ocorrendo
uma diminui¢do no namero de UFC mL™" a partir do periodo de 48 horas.

Apds 120 horas foi medido o pH do meio e verificou-se que houve
reducdo do pH inicial por todas as estirpes (Tabela 3). Isso pode ser explicado
pelo fendmeno denominado ‘“acid habituation” ou “adaptative tolerance
response”, segundo Dilworth et al. (1999). Uma possivel explicacdo para a

tolerancia a acidez apresentada pelos isolados 3K, 10K e 342K pode estar
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relacionada com o fato de que as trés estirpes foram isoladas de solos acidos e

com alto teor de A’ provenientes da regiio Amazonica Ocidental (Tabela 1).

TABELA 3. pH final do meio de cultivo ap6s 120 horas de crescimento das estirpes nos
diferentes valores iniciais de Ph

Estirpes
pH CIAT899 10K 3K 342K
5,0 4,65 4,72 4,61 4,67
6,0 4,75 4,80 4,80 4,70
6,9 6,37 6,26 6,30 6,30

Segundo Graham et al. (1994), estirpes acido tolerantes de R. tropici
possuem habilidade de manter o pH intracelular entre 7,2 e 7,5 quando o pH
externo € acido. Segundo Correa & Barneix (1997) a tolerdncia a acidez (pH
4,0) em R. loti esta relacionada com a composi¢do e estrutura da membrana
celular e com a expressdo de algumas proteinas. Alguns autores afirmam que a
producdo de algumas proteinas como glutationa fornecem protecdo contra
estresse oxidatativo em R. tropici, sdo essenciais para o crescimento em
condigdes ambientais extremas (Riccillo et al., 2000; Muglia et al., 2007).

Dessa maneira, pode-se constatar que as estirpes avaliadas no presente
experimento devem possuir mecanismos intrinsecos de resisténcia a condic¢des
acidas, uma vez que se mostraram tolerantes ao pH 5,0 quando crescidas em
meio de cultivo liquido. Para um melhor entendimento dos fatores fisioldgicos
envolvidos nesta resisténcia a acidez das estirpes 3K, 342K e 10K identificadas
pelo seqiienciamento do gene 16S rRNA como Mesorhizobium sp. (Lima 2007)
avaliadas neste trabalho, seriam necessarios novos testes para esclarecer os

mecanismos envolvidos.
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A densidade 6tica ¢ o resultado da soma do nimero de células presentes
no meio de cultivo e da quantidade de exopolissacarideos produzidos. Tomando-
se como base o mesmo niimero de UFC para todas as estirpes na fase log (10**
UFC mL™") e fazendo-se uso das equagdes de correlagdo da Tabela 4, foram
obtidas as densidades oticas referentes apenas a producdo quantitativa de
exopolissacarideos (Figura 6).

A produgdo de exopolissacarideos foi diferenciada entre as estirpes, em
fun¢do dos pH de cultivo (Figura 6). Em pH 6,9 as estirpes CIAT899, 3K e 10K
apresentaram as maiores quantidades de exopolissacarideos e quanto a estirpe
342K apresentou maior produgdo no pH de 6,0. A estirpe 3K, quando cultivada
em pH 6,9, se destacou em relacdo as demais, com produgdo mais acentuada de
exopolissacarideos.

Nas condi¢des de menor crescimento, com maior influéncia do pH na
multiplicagdo celular das estirpes pode-se notar, no geral, maior produgdo de
exopolissacarideos (Figuras 5 e 6) . Isto significa que as estirpes CIAT899 e 3K,
que apresentaram menor crescimento em pH 6,9, produziram mais
exopolissacarideos neste pH. O mesmo pode ser visualizado para a estirpe 342K,
que apresentou maior produgdo de exopolissacarideos no pH em que o seu
crescimento apresentou um decréscimo em fungdo do tempo (pH 6,0). No caso
da estirpe 10K a influéncia dos pH 5,0 ¢ 6,9, reduzindo o seu crescimento até 48
horas, pode estar relacionada com uma maior producdo de exopolissacarideos
nestes pH em relagdo ao pH 6,0.

Segundo Cunniighan & Munns (1984), Miguel & Moreira (2001) e
Barberi et al. (2004), a producdo de polissacarideos extracelulares esta associada
a maior tolerancia a acidez. Os dados encontrados no presente trabalho
indicaram que as trés estirpes estudadas, por serem provenientes de ambiente
com alta acidez, desenvolveram-se de maneira eficiente no pH 5,0. Ficou

evidenciado que a maior produgdo de exopolissacarideos esta associada com o
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pH onde o crescimento bacteriano foi mais inibido, o que diferencia em parte do
relatado pelos autores citados acima. No entanto, estes resultados demonstram
que uma maior producdo de exopolissacarideos pode estar relacionada com uma
resposta adaptativa as condi¢des ambientais estressantes para o desenvolvimento

microbiano.

TABELA 4. Equagdes e coeficientes de correlagao entre UFC/mL e densidade 6tica das
estirpes testadas a diferentes valores de pH do meio de cultivo.

Estirpes pH: 5,0 pH: 6,0 pH: 6,9

CIAT899 Y=3,51x+7,58 Y=1,67x+8,10 Y=1,27+8,21
1:0,96%* r:0,97%* 1:0,95%*

3K Y=3,91x+7,4 Y=1,26+8,31 Y=1,22+8,22
r:0,98%* r:0,83** r:0,76**

10K Y=2,79x+7,85 Y=1,59+8,40 Y=2,34+7,82
1:0,93%* r:0,82%* 1:0,94%*

342K Y=3,13x+7,67 Y=1,19+8,22 Y=0,90x+8,52
1:0,97%%* r:0,66™ r:0,86%%*

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de t.
" Nao significativo a 1% de probabilidade.
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FIGURA 6. Densidade 6tica das estirpes em 10%* UFC mL", correspondente a produgio
de exopolissacarideos em func¢do do pH de cultivo

O efeito do aumento das concentragdes de aluminio no meio de cultivo
sobre o crescimento das estirpes selecionadas encontra-se na Figura 7. Verifica-

se que as estirpes CIAT899, 342K e 3K tiveram crescimentos semelhantes nas

13+ 13+

concentragdes 0,0 e 0,5 cmol, L'de AI*, enquanto que em 0,5 cmol, L'de A
a estirpe 10K demonstrou decréscimo no crescimento a partir de 48 horas.

Na concentragdo de 1,0 cmol, L™ de AI’* a estirpe CIAT899 apresentou
crescimento exponencial até 72 horas, ocorrendo leve reducdo apos este tempo.
Para a estipe 3K, um decréscimo em seu crescimento foi observado ja a partir de
48 horas. A mesma multiplicagdo celular ndo foi observada para a estirpe 10K

em 1,0 cmol, L' de AI**, havendo uma redugdo brusca no numero de UFC mL"!

ao longo do periodo analisado. Com relagdo a estirpe 342K, o crescimento
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constante a partir de 24 horas em 1,0 cmol, L'de AI*", indica uma tolerancia ao
estresse de aluminio da mesma, quando avaliada nestas condigdes. Nao houve
crescimento das estirpes CIAT899, 342K, 10K e 3K na concentragdo de 2,0
cmol, L' de AI’" havendo uma redugio no nimero de UFC mL™" por tempo

(Figura 7).
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Figura 7. Crescimento das estirpes CIAT899, 10K, 3K e 342K em meio liquido em
fungdo das diferentes concentragdes de Al™ no meio de cultivo.
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O crescimento méaximo foi obtido na concentracdo de 0,0 cmol, L' de
Al3+, para as estirpes CIAT899, 10K , 3K e 342K nos tempos de 72, 120, 72 e 96
horas respectivamente (Tabela 5). O crescimento na concentragdo de 2,0 cmol,
L' de AI’" foi afetado, mostrando assim que alta concentragio de aluminio em
meio de cultura liquido ¢ um fator limitante para o crescimento de estirpes de

rizobio.

TABELA 5. Tempo necessario para o maximo crescimento das estirpes em diferentes
concentragdes de Al em meio liquido.

Estirpes
Al CIAT899 10K 3K 342K
Tempo(h) UFC | Tempo(h) UFC | Tempo(h) UFC | Tempo(h) UFC
0,0 72 9,13 120 9,12 72 9,04 96 9,21
0,5 120 8,70 54,26 8,064 72 8,48 72 8,04
1,0 | 74,53 7,98 6 7,29 46,31 8,46 96 8,23
2,0 6 7,40 6 7,26 6 7,27 11,61 7,23

Os resultados obtidos demonstraram que a estirpe 342K foi tolerante a
concentragdes de aluminio de até 1,0 cmol, L' de AI*", enquanto as estirpes
CIATS899 e 3K, na mesma concentragdo, ja tiveram afetado seu crescimento.
Esta tolerancia ndo pode ser, entretanto, observada para a estirpe 10K, que
apresentou crescimento exponencial apenas em meio de cultura com 0,5 cmol, L
' de AI’". Hara & Oliveira (2004 e 2005) também estudaram a tolerancia de
estirpes de rizobio oriundas de solo acidos da Amazonia, encontrando isolados
que foram tolerantes a 2 cmol, L' de AI** em meio de cultura sélido. Vargas &
Denardin (1992), estudando isolados de rizobio de diferentes areas de cultivo de
feijoeiro, encontraram que 77 estirpes foram capazes de sobreviver em 100uM

de AI” em meio solido. Karanja & Wood (1988) avaliando a tolerdncia de R.
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phaseoli em diferentes concentragdes de Al em meio solido e liquido, ndo
encontraram relacdo positiva quanto ao comportamento das estipes nos
diferentes meios. Segundo estes autores, as estirpes que cresceram em meio
solido com 20 e 50uM de Al ndo conseguiram crescer em meio liquido com as
mesmas concentragdes, mostrando maior atividade do aluminio no meio liquido.
Em estudos de tolerdncia de rizobios a metais, Angle et al. (1993) observaram
que as estirpes que cresciam em meio sélido ndo cresciam em meio liquido
devido a uma maior atividade dos metais neste meio. Avaliando a tolerancia a
Al” em meio liquido de 10 isolados de nodulos de plantas de acécia-negra,
Vargas et al. (2007) encontraram que 50uM de AI’* ndo afetou o crescimento
dessas estirpes em meio de cultura liquido.

O pH foi medido apds 120 horas e observou-se que na concentragdo de
0,0 cmol, L' de AI** o pH do meio de cultura ficou na faixa de 4,5 para as
quatro estirpes, ja nas concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 cmol, L' de AP’ houve

um redu¢@o no pH do meio (Tabela 6).

TABELA 6. pH final do meio de cultivo ap6s 120 horas de crescimento das estirpes nos
diferentes concentragdes de A’

Estirpes
AP* CIAT899 10K 3K 342K
0,0 4,43 4,38 4,35 4,35
0,5 3,9 3,96 3,95 3,95
1,0 4,2 4,00 4,10 3,95
2,0 4,11 4,16 4,08 4,19

Tomando-se como base o maximo crescimento das estirpes e fazendo-se
uso das equagdes de correlagdo da tabela 7, os dados foram transformados pela

equacdo Y=-LOG(D.O/UFC) sendo obtidas densidades referentes apenas a
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producao
exopolissacarideos mostrou-se constante para as estirpes 3K, 10K, 342K e

CIAT899 em funcdo das concentragdes de aluminio no meio de cultivo

de exopolissacarideos

avaliados neste trabalho (Figura 8).

TABELA 7. Equagdes e coeficientes de correlagio da UFC e densidade otica das

estirpes testadas.

por

UFC mL.

A producdo

Estirpes 0,0 cMolc 0,5 cMolc 1,0 cMolc 2,0 cMolc

CIATS899 | Y=321x+7,5 | Y=2,96x+7,5 | Y=2,37x+7,27 Y=-72,92x+8,45
1r:0,97%%* 1:0,99%* r:0,84 %% r:0,54™

10K Y=2,84x+7,7 | Y=2,20x+7,6 | Y=-3,97x+7,44 | Y=-125,98x+9,81
r:0,98%* r:0,70%* r:0,89%* 1:0,89%*

3K Y=2,56x+7,8 | Y=1,90x+7,8 | Y=0,54x+7,99 Y=-94,31x+9,04
1r:0,90%%* r:0,72%%* r:0,14™ r:0,61™

342K Y=3,12x+7,6 | Y=2,35x+7,7 | Y=2,33x+7,56 Y=-151,98x+10,6
1:0,94%* r:0,87** r:0,76** r:0,91%*

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de t.
™ Nao significativo a 1% de probabilidade.

35




12 4 @M 0,0 cMolc 1 0,5cMolc B2 1,0cMolc [ 2,0 cMolc

10 A

[ee]
1

D.O 560 nm UFC*

0 L L L L
CIAT899 342K 10K 3K

Estirpes

FIGURA 8. Densidade otica das estirpes por UFC, considerando as diferentes
concentragdes de Al™ no meio de cultivo

Resultados semelhantes foram encontrados por Kingsley & Bohlool
(1992), que avaliando a produgdo de exopolissacarideos em uma estirpe de
Rhizobium leguminosarum bv phaseoli, encontraram que em meios contendo de
0 a 300 uM de Al a estirpe aluminio tolerante ndo apresentou variagdes na
producdo destes compostos. Os mesmos autores analisando o comportamento de
uma estirpe mutante para a produgdo de EPS observaram que esta estirpe exo” foi
igualmente tolerante ao Al quando comparada com a estirpe selvagem. Estes
resultados sugerem que estes compostos ndo sdo intimamente relacionados a
tolerincia a toxicidade ao Al em estirpes acido tolerantes, podendo ocorrer

outros mecanismos que estejam atuando na tolerancia a este elemento.
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Os mecanismos de tolerdncia ao aluminio encontrados em isolados de
rizébio parecem estar relacionados com a diminui¢do da quantidade de carga
negativa na superficie celular, diminuindo a ligagdo da célula com o aluminio
(Bushby, 1990); acimulo de fosfato inorgdnico no interior da célula,
neutralizando o efeito do aluminio pela formagdo de complexos insoluveis
biologicamente ndo toxicos (Mukherjee & Asanuma, 1998); e aumento dos
niveis de potassio e fosforo ligados a manutencdo do pH interno (Mukherjee &
Asanuma, 1998; Watkin et al., 2003).

Os isolados avaliados neste estudo mostraram-se tolerantes a acidez ¢ ao
aluminio, porém estes isolados necessitam ser testados ainda em simbiose com a
planta na presenca destes fatores limitantes. A possibilidade de obtencdo de
estirpes tolerantes a acidez do solo, especialmente ao aluminio, pode
proporcionar aumentos de rendimento da leguminosa hospedeira resultante de
uma fixa¢do mais eficiente do Ny, no entanto, € importante que a planta também
esteja adaptada a essas condi¢des de solo e, por isso, estudos relacionando a
eficiéncia simbidtica e a tolerdncia a fatores ambientais adversos devem
continuar.

Alguns autores afirmam que a espécie Rhizobium tropici ¢ tolerante a
acidez, como demonstrado em varios trabalhos para a estirpe CIAT899
(Martinez-Romero et al., 1991; Graham et al., 1994; Riccillo et al., 2000; Muglia
et al., 2007). Entretanto, a partir dos resultados do presente trabalho, ficou
evidenciado que outras espécies de rizdbio tais como Mesorhizobium sp.
também apresentam esta caracteristica de tolerancia a acidez. Outro fato
relevante é o baixo nimero de estirpes de R. tropici testadas nos trabalhos de
Martinez-Romero et al. (1991) e Graham et al. (1994), o que impossibilita fazer
generalizacdes sobre a tolerdncia desta espécie, podendo haver tolerancias
diferenciadas dentro da mesma espécie.

5 CONCLUSOES
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- A inoculagdo com as estirpes 3K, 10k e 342K proporcionou maior crescimento
das plantas, maior nutricdo de nitrogénio e boa nodulacdo no quando
comparadas com a estirpe recomendada como inoculante e a testemunha
nitrogenada.

- As estirpes 3K, 10K e 342K mostraram-se tolerantes a acidez em meio de
cultura liquido.

- A estirpe 10K apresentou tolerancia a acidez, esta estirpe mostrou-se sensivel a
presenca de aluminio no meio de cultura.

- Concentragdes acima de 1 cmol, AI*" inibiram o crescimento das estirpes 3K,
10k, 342K e CIAT899.

- A tolerancia ao pH esta relacionada a maior producdo de exopolissacarideos

pelas estirpes, 0 mesmo nio ocorreu com relagio ao Al*".
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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