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RESUMO GERAL

PEREIRA, E.G. Diversidade de rizébios isolados de diferentes sistemas de
uso da terra na Amazénia. Lavras: UFLA, 2000. Cap. 1. 28p. (Tese-
Doutorado em Solos e Nutrigio de Plantas)*

Supde- se que a diversidade dos organismos do solo tenha uma relagdo estreita
com a biodiversidade acima do solo e que a perda de diversidade microbiana
pode levar a uma perda de fungdo reduzindo a sustentabilidade dos ecossistemas.
A fixagdo bioldgica de nitrogénio é uma das mais importantes fun¢des do solo
especialmente quando mediada pelas simbioses de rizobio com leguminosas.
Objetivando avaliar a densidade e diversidade fenotipica, genética e simbidtica
de populagdes de rizébio em amostras de solo coletados em trés sitios de cada
um dos seguintes sistemas de uso da terra (SUTs): floresta, capoeira, sistema
agroflorestal, monocultura e pastagem, na Regido Amazonica, instalaram-se
experimentos em laboratorio e casa de vegetagdo. Siratro (Macropitillium
atropurpureum) e caupi (Vigna unguiculata) foram utilizados como plantas iscas
para estirpes de rizébio, sendo que o primeiro também foi utilizado para
determinagdo do niumero mais provavel de rizobio e eficiéncia da populagdo nos
diferentes SUTs. Rizébio foi isolado das plantas iscas, de plantas de feijoeiro
ndo inoculadas e de outras leguminosas noduliferas encontradas nodulando com
as populagdes nativas em alguns dos sitios amostrados. Todos os isolados foram
caracterizados fenotipicamente pelas caracteristicas culturais em meio YMA e
os de feijdo, caupi e alguns de siratra pelo padrio de proteinas total por
eletroforese em gel de poliacrilamida. A analise genética foi feita nos isolados
de feijdo pela compara¢do dos padrdes de restricio com diferentes enzimas para
o fragmento 16 S rDNA. Em casa de vegetagdo, 26 isolados de caupi e 14 de
feijdo foram avaliados quanto & eficiéncia na FBN para seus hospedeiros
homélogos. Houve efeito dos SUTs na densidade e eficiéncia de populagdes de
rizobio capturadas por siratro. Os isolados de feijoeiro apresentaram
caracteristicas culturais semelhantes, mas os perfis protéicos e de restri¢do
permitiram o agrupamento discriminatério dos isolados, e a maioria apresentou
alta eficiéncia simbidtica com a cultura, sendo alguns mais eficientes que
estirpes atualmente recomendadas. O caupi permitiu o isolamento de rizobios de
grande diversidade fenotipica e simbiética, com a maioria deles apresentando
eficiéncia simbidtica superior ao de estirpes atualmente recomendadas 2 cultura.
Foi encontrada nos diferentes SUTs da Regido Amazonia grande diversidade de
rizébio. a diversidade cultural dos isolados calculada pelo indice de Shannon
Weaver decresceu na seguinte ordem: floresta, sistema agroflorestal, pastagem,
capoeira e monocultura.

* Orientadora: Fatima M.S. Moreira - UFLA



GENNERAL ABSTRACT

PEREIRA, E.G. Diversity of rhizobia isolated from different land use
systems in Amazon Region. Lavras: UFLA, 2000. Chap. 1. 28p. (Thesis -
Doctorate in Soil and Plant Nutrition)®

Below ground microbiota is thought to have a close relationship with above
ground biodiversity. Besides, lost of microbial diversity can lead to a lost of
function reducing ecosystem sustaintability. BNF is among the most important
soil functions, especially those performance by rhizobia symbiosis with legumes
species. Aiming to evaluate densities as well as phenotypic, genetic and
symbiotic diversity of rhizobia populations at soil samples collected from three
sites of each one of the following land use systems (LUS) in Amazon region:
disturbed forest, fallow, pasture, crops and agroforestry systems, greenhouse and
laboratory assays were carried out. Siratro (Macroptilium atropurpureum Urb.)
and cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) were used as trap hosts for rhizobia
strains, being the former also used to determine rhizobia most probable numbers
and population efficiencies at the LUS. Rhizobia were also isolated from trap
hosts and from non inoculated bean plants and other leguminous species which
were found nodulating with native populations at some sites. All isolates were
characterized culturally on YMA medium. All bean and cowpea isolates and
some siratro isolates were characterized by polyacrilamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) of total proteins. Genetic analysis of bean isolates was made by
comparison of restriction pattems with different enzymes to amplified 16S
TRNA fragments (RFLP). At greenhouse conditions 26 cowpea isolates and 14
bean isolates were evaluated for the biological nitrogen fixation (BNF)
efficiency to their homologous hosts. There was effect of LUS on densities and
efficiency of rhizobia populations trapped by siratro. Bean isolates showed the
same cultural characteristics on YMA but were highly discriminated by SDS-
PAGE of total proteins and RFLP patterns. Most of them were highly efficient in
BNF and even higher than recommended strain CIAT 899. Great phenotypic and
symbiotic diversity was also found among cowpea isolates most of them
showing superior efficiency to recommended strain BR 2001. The different LUS
presented high diversity of rhizobia populations. Cultural diversity calculated by
Shannon-Weaver index decreased in the order: forest > agroforestry system>
pasture> fallow > crops.

* Adviser: Fatima M.S. Moreira - UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A diversidade microbiana do solo tem sido considerada um fator
importante na sustentabilidade de ecossistemas. A reducdo desta comunidade
microbiana, com eventual extingdo de espécies de microrganismos, pode causar
perda de funcdes do solo, reduzindo a habilidade dos sistemas agricolas de
superar periodos de estresses, com sérias consequéncias a produtividade (Giller
et al., 1997).

Dentre as comunidades microbianas, destacam-se as bactérias fixadoras
de N, com capacidade de formar simbiose com plantas leguminosas, comumente
denominadas rizdbios. Pela alta diversidade deste grupo de microrganismos na
natureza, estudos de diversidade de rizébio tém sido limitados, principalmente
por problemas na amostragem, identifica¢io e métodos para sua monitora¢io no
ambiente. No entanto, varios autores tém demonstrado o alto grau de diversidade
entre isolados de rizobio em diferentes ecossistemas, com relatos de maior
ocorréncia de isolados de rizobio de crescimento lento, com alcalinizagdo do
meio e classificados como Bradyrhizobium sp. nos tropicos (Moreira at al.,
1993). Entretanto, ha poucos estudos demonstrando os efeitos dos sistemas de
uso da terra (SUTs) em solos tropicais sobre a diversidade de rizobio.

Do ponto de vista do manejo da FBN para a produgdo agricola, os
microrganismos diazotréficos selecionados em condigdes controladas e
introduzidos através da pratica de inoculagdo nem sempre apresentam o
potencial maximo de eficiéncia no campo devido, entre outros fatores, a4 baixa
competitividade por sitios de infecgdo com as bactérias nativas ou falta de

adaptacdo as condigdes ambientais locais (Anyango et al, 1995). Toma-se



evidente, portanto, a necessidade de avaliar, quantificar e monitorar a
diversidade de rizobios na populagdo nativa do solo. Além disso, a perda desta
diversidade pode resultar na perda de estirpes com grande potencial inoculante,
assim como a diminuigdo do potencial de fixagdo de nitrogénio dos solos,
prejudicando o desenvolvimento de praticas de recuperagdo e conservagio de
solos.

O presente trabalho baseia-se na hipdtese que a interferéncia antrépica na
natureza resulta em perda de diversidade, ou seja, a derrubada das florestas
tropicais diminui a diversidade de plantas e animais, e que a esta diminuicio da
biodiversidade acima do solo resulta na diminui¢ido da biodiversidade abaixo do
solo. No caso da biodiversidade de organismos do solo, ha poucas evidéncias
disto. Trabalhos mostrando perda de diversidade dos organismos do solo em
uma ampla faixa de intensificagéio da agricultura ndo existem. Assim, o objetivo
deste estudo foi analisar a diversidade de um grupo funcional chave de
organismo do solo, os rizébios, em diferentes sistemas de uso da terra na Regido
Amazonica.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Simbiose rizébio-leguminosas e a importincia da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN)

Rizobios sdo bactérias Gram-negativas capazes de penetrar as raizes ou
caules de plantas pertencentes a familia das Leguminosas. Como resultado desta
infecgdo, formam-se nddulos na raiz ou caule das plantas, onde as bactérias
vivem em simbiose. Nos nddulos, o rizobio reduz o nitrogénio atmosférico a

aménia, que ¢ transportada para a planta. Os nédulos s3o produtos de complexos



sinais trocados entre os simbiontes (Fisher e Long, 1992). A especificidade entre
os simbiontes varia, umas bactérias infectam um numero limitado de
leguminosas, outras tém uma ampla gama de hospedeiros e vice-versa, ou seja,
alguns hospedeiros sdo extremamente promiscuos (nodulam com ampla
variedade de estirpes) e outros sdo mais especificos. A ocorréncia de estirpes de
rizébio de crescimento rapido e lento em uma mesma espécie de planta foi
~observada por Moreira et al. (1993) em 14 géneros de leguminosas tropicais e
em outras leguminosas tropicais por outros autores (Lim e Ng, 1997,
Padmanabham, Hirtz e Broughten, 1990). Esta especificidade se estende
também, além do processo infectivo, a eficiéncia do processo. Assim, algumas
-espécies de leguminosas produzem melhor com uma espécie de rizobio em
particular,

’/z/\ contribuicdo da fixagdo biologica de nitrogénio a economia da
produgio de leguminosas é muito significativa, uma vez que as aplicagdes de
fertilizantes nitrogenados podem ser, em grande parte, reduzidas e até
dispensadas, como no caso da soja, através da moculagdo de estirpes de rizobio
eficientes na fixagdo (Dobereiner e Duque, 1980).\ Além dos beneficios
econdmicos, a redugdo na aplicagio de fertilizantes aumenta a qualidade
ambiental da producdo agricola, contribuindo para a sustentabilidade na
agricultura.

A eficiéncia dos microrganismos diazotroficos em fixar nitrogénio € a
capacidade destes de sobreviver no solo e formar nédulos dependem, além dos
fatores genéticos inerentes aos simbiontes, da interagdo destes com o sistema.
Nem sempre organismos fixadores selecionados em laboratério e casa de
vegetagdo alcangam necessariamente seu maximo potencial no campo devido,
entre outros fatores, a baixa competitividade ou falta de adaptagdo as condigdes
ambientais locais. Toma-se evidente, portanto, a necessidade de avaliar,

quantificar e monitorar a diversidade de rizobios no solo, assim como a extensio



do impacto de praticas agricolas sobre comunidades naturais destes organismos.
A perda desta biodiversidade pode ocasionar a perda de linhagens inoculantes
potenciais, assim como a diminuicdo do potencial de fixagio de nitrogénio dos
solos, prejudicando o desenvolvimento de praticas de recuperagdo e conservagio

de solos.
2.2 Taxonomia de rizébio

Atualmente, a taxonomia de bactérias é polifisica, isto é, baseia-se em
dados fenotipicos, genéticos e filogenéticos dos organismos. Através de
modemas técnicas moleculares, especialmente a comparagdo da sequéncia de
genes do 16sRNA, os taxonomistas concluiram que os rizébios sdo claramente
polifiléticos, isto é, ndo ha na arvore evolucionaria um brago que carregue todos
os rizobios e nenhuma outra bactéria. A tabela 1 apresenta as espécies de rizobio
conhecidas atualmente.



TABELA 1. Rizdbios atualmente conhecidos, estirpe tipo e planta da qual foram

isolados.

Espécie de rizibio

Estirpe

representativa

Planta hospedeira

Referéncia

Rizébios de crescimento rapido (CR) que nodulam raizes

Rhizobium Frank.1889; Jordan, 1984
Rhizobium leguminosarum Frank, 1889; Jordan, 1984
biovar phaseoli ATCC 14482 Phaseolus vuigaris Frank, 1889: Jordan. 1984
biovar viciae ATCC 100604 Pisum sativum Frank, 1889; Jordan, 1984
biovar trifolii ATCC 14480 Trifolium pratense Frank, 1889; Jordan, 1984
Rhizobium etli CFN 42 Phaseolus vulgaris Segovia et al., 1993
Rhizobium gallicum Amarger et al.. 1997
biovar gallicum R602sp Phaseolus vulgaris Amarger et al., 1997
biovar phaseoli PhD12 Phaseolus vulgaris Amarger et al.. 1997
Rhizobium mongolense USDA 1844 Medicago ruthenica van Berkum et al., 1998
Rhizobium tropici tipo I1A CFN 299 Phaseolus vulgaris Martinez-romero et al.. 1991
Rhizobium tropici tipo IIB CIAT 899 Phaseolus vulgaris Martinez-romero et al., 1991
Rhizobium hainanense 166 Desmodium sinuatum Chen et al., 1997
Rhizobium galegae Lindstrom. 1989
biovar orientalis HAMBI 540 Galega orientalis Lindstrom. 1998
biovar officinalis HAMBI 1141 Galega officinalis Lindstrom, 1998
Rhizobium giardinii Amarger at al., 1997
biovar giardinii H152 Phaseolus vulgaris Amarger at al., 1997
biovar phaseoli H251 Phaseolus vulgaris Amarger at al.. 1997
Rhizobium huautlense SO2 Sesbania herbacea Wang et al., 1998
Shinorhizobium De Lajudie et al., 1994
Shinorhizobium meliloti NZP 4027 Medicago sativa Dangeard, 1926; Jordan, 1984
Shinorhizobium fredii Scholla e Elkan, 1984
quimovar fredii USDA 205 Glycine max Scholla e Elkan, 1984
quimovar siensis USDA 201 Glycine max Scholla e Elkan, 1984
Shinorhizobium medicae A32]1 Medicago truncatula Romeet al., 1996
Shinorhizobium saheli ORS 609 Sesbania pachycarpa De Lajudie et al.. 1994
Shinorhizobium teranga De Lajudie et al., 1994
biovar acaciae ORS 1009 Acacia laeta Lorquin et al., 1997
biovar sesbaniae ORS 51 Sesbania rostrata Boivin et al., 1997
Rizébios de crescimento muito (CMR) ripido que nodulam raizes
Allorhizobium De Lajudie et al., 1998
Allorhizobium undicola ORS 992 Neptunia natans De Lajudie et al.. 1998
Rizébios de crescimento ripido (CR) on intermedisrio (CT) que nodulam raizes

Mezorhizobium Jarvis et al.,1997
Mezorhizobium ciceri UPM-Ca7 Cicer arietinum Nour et al., 1994
Mezorhizobium kuakuii CCBAU 2609 Astragalus sinicus Chen et al.. 1991
Mezorhizobium loti NZP 2213 Lotus corniculatus Jarvis, Pankhurst e Patel, 1982
M.mediterraneum UPM-Ca36 Cicer arietinum Nour et al.. 1995
M. tianshanensi A-1BS Glycyrrhiza pallidifiora  Chen et al., 1995

Rizébios de crescimento lento (CL) a muito lento (CML) que nodulam raizes
Bradyrhizobium Jordan. 1982
Bradyrhizobium elkani USDA 76 Glycini max Kuykendall et al., 1992
Bradyrhizobium japonicum  ATCC 10324 Glycini max Kirchner, 1895; Jordan. 1982
Bradyrhizobium liaoningense 2281 Glycini max Xu et al.,1995

Rizébios de crescimento ripide (CR) e intermediario (CD) que nodulam caule

Azorhizobium
Azorhizobium caulinodans

ORS 571

Sesbania rostrata

Dreyfus et al.. 1988
Dreyfus et al.,1988

" Classificagio de crescimento de acordo com o numero de dias para aparecimento de colénias isoladas em

meio YMA (Vincent, 1970): CMR (1), CR (2 a 3), CI (42 5),CL (6 a 10), CML (mais que 10).



Para evitar a descrigdo inadequada de bactérias, o Sub-Comité
Internacional para taxonomia de Rhizobium e Agrobacterium prop6s, em 1991,
padrdes minimos para validar a publicagdo de novos taxa de bactérias (Graham
et al., 1991): De acordo com o Sub-Comité, o rizébio deve ser isolado de varias
regides geograficas, além de se incluirem estirpes tipo e representativas do
género e espécie relacionada com o isolado nos estudos fenotipicos, genéticos e
simbidticos (polifasicos). Os métodos fenotipicos incluem as técnicas baseadas
na expressdo do DNA, ou seja, técnicas morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas
que coletam informacdes sobre a composi¢do quimica total ou parcial das
células para classificar a bactéria. Compreendem analise de acidos graxos,
analise das proteinas celulares totais, eletroforese de enzimas multiloculares,
espectometria de massa por pirdlise (PyMS), além das analises fenotipicas
classicas que ddo informagdes sobre a célula e a colonia. Os testes genéticos
compreendem as técnicas de hibridagio DNA-DNA, polimorfismo do
comprimento dos fragmentos de restrigdo enzimatica (RFLP), eletroforese em
campo pulsante, “fingerprint” com primers ndo especificos (RAPD),
amplificacdo baseada em elementos repetitivos, polimorfismo do tamanho de
fragmentos amplificados (AFLP), RFLP de fragmentos dos genes do rRNA
amplificados e de outros genes especificos, tais como nod, nif, etc, e composigio
de bases do DNA. Os estudos simbidticos compreendem testes de eficiéncia
simbictica em plantas hospedeiras de espécies de rizdbios ja descritas.

Ferramentas para caracterizagdo molecular sfo essenciais para a
classificagdo de microrganismos, particularmente a analise da sequéncia de
acidos nucléicos e hibridagio DNA:DNA. Entretanto, muitos laboratérios de
microbiologia ndo tém acesso a infraestrutura para as analises moleculares e
alguns métodos sdo caros e consomem tempo quando aplicados para um grande
numero de isolados. Portanto, para uma primeira identificagdo e classificagio de

rizébios sdo requeridas analises mais rapidas e baratas. Graham (1976) apontou



trés caracteristicas que podem ser usadas com sucesso na classificagdo de
rizobio: taxa de crescimento, pH na reagio do meio YMA e tipo de flagelo, que
pelo menos para classificagido do género ainda é itil nos dias atuais (Tabela 1).

A expressdo do genoma microbiano resulta na sintese de cerca de 2000
proteinas moleculares que constituem a célula microbiana. Estas moléculas
formam uma fonte de informagio para a caracterizagdo inicial dos
microrganismos. Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para separagdo e
caracterizacio destas proteinas, e uma destas, a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE), é uma ferramenta confiavel na sistematica microbiana e
tem sido usada para separar estirpes e até espécies de rizobio (de Bruijn et al,,
1998). A eletroforese em gel de poliacrilamida de proteinas celulares pode
produzir padres de até trinta bandas, e apesar de ndo ser comparavel em poder
de resolugdo ao método de separagdo bidimensional, pode ser ut.ll para distinguir
organismos e como levantamento de nimero elevado de isolados de modo que
técnicas genéticas possam ser aplicadas a representantes destes grupos. Tem sido
encontrada boa correlagdo entre os resultados de hibridagio DNA-DNA e PAGE
em um grande numero de géneros de bactérias (Jackman, 1985). Deste modo, a
andlise de proteina total tem sido empregada em estudos de diversidade,
taxonomia e ecologia de rizébio. Moreira et al. (1993), através do perfil de
proteinas totais de 171 isolados de rizobio obtidos de diferentes leguminosas
florestais da Amazonia e Mata Atldntica, observaram grande diversidade entre
os padrdes destas proteinas e que a maior diversidade estava entre os isolados de
crescimento rapido do que os de crescimento lento. Também Dupuy (1994)
analisou 84 isolados de Bradyrhizobium por SDS-PAGE para determinar a
posicdo taxondmica destes organismos e a relagio entre isolados obtidos na
superficie ¢ em profundidade no solo e encontrou alta diversidade por esta
analise fenotipica. A maioria dos isolados foi distribuida em 8 grupos



eletroforéticos que continham estirpes representativas de B. japonicum, B.
elkanii e Bradyrhizobium sp.

2.3 Diversidade de rizébio

A diversidade de rizobios é ainda limitada devido a falta de conhecimentos
sobre os microssimbiontes da grande maioria das espécies leguminosas. A
capacidade das espécies leguminosas de formar relagdes simbidticas efetivas
com rizobio é desconhecida em cerca de 77% das espécies (11200 espécies)
desta familia, consequentemente, as caracteristicas das espécies de nzobio
também s3o pouco conhecidas (Moreira et al., 2000). Entretanto, nas tultimas
décadas, tém sido extremamente importantes os estudos que revelam uma
grande diversidade de rizobio até entdo desconhecida em colegdes de cultura
(Moreira et al., 1993; Dupuy et al., 1994).

Nos 1ltimos anos, técnicas baseadas na analise de genes do 16S rRNA tém
sido amplamente usadas na detecgdo, identificagdo, classificagdo e filogenia de
bactérias, assim como de outros organismos vivos. A amplificagdo direta por
PCR do 16S rDNA de amostras ambientais tem possibilitado o estudo da
diversidade microbiana sem o cultivo dos organismos (Giovannoni et al., 1990).
Woese (1987) iniciou o uso de genes ribossomais como “relogios moleculares”
ou “cronometros”, revolucionando a taxonomia bacteriana, de modo a basea-la
em caracteristicas filogenéticas. Um reldgio molecular ideal seria aquele que
acumula trocas aleatdrias de nucleotideos a uma taxa constante, sendo o numero
de alteragdes usado para medir o tempo entre o ancestral comum mais recente e
organismos ou genes. Os genes ribossomais se tomaram t3o populares pelo fato
de ocorrerem em todos organismos e possuirem a mesma fun¢do em todos eles,
além disto, tém alto grau de conservagio e grande numero de copias. O
desenvolvimento da rapida técnica de amplificacio do DNA (PCR- reagdo de



polimerizagdo em cadeia) e técnicas de sequenciamento tem consolidado o papel
dos genes ribossomais na filogenia e, atualmente, milhares de sequencias do 16S
TRNA estdo disponiveis em banco de dados. Entre os genes ribossomais, o 16S
tDNA se tomou mais usado pelo seu menor tamanho (aproximadamente 1500
pares de bases).

Varias técnicas baseadas na amplificagio de partes do DNA, aleatéria ou
especifica, foram desenvolvidas com a descoberta do PCR e permitem uma
melhor discrimina¢io de isolados de rizobio em diferentes ambientes. Como
estas técnicas demandam equipamentos sofisticados e recursos finaceiros
elevados, elas sdo geralmente aplicadas a representantes obtidos de
agrupamentos iniciais por caracteristicas fenotipicas.

De modo geral, os estudos relacionados a diversidade de rizébio utilizam
métodos fenotipicos, genéticos e simbiéticos.

A tabela 2 apresenta os métodos de caracterizacdo genética e fenotipica
atualmente encontrados na literatura, e a tabela 3 mostra os estudos de
diversidade de rizobio e as técnicas utilizadas por diversos autores. A tabela 4
apresenta as técnicas utilizadas para descrigio das espécies e géneros de rizébio
conhecidas atualmente.



TABELA 2. Meétodos de caracterizagio genética e morfoldgica de rizobio
encontrados atualmente na literatura.

Caracterizacio genética

- perfis de plasmideos

- polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrigéio do DNA (RFLP)

- polimorfismo do comprimento dos fragmentos amplificados (AFLP)

- PCR de unidades repetitivas — (rep-PCR, box-PCR, eric-PCR)

- perfil do DNA amplificado aleatoriamente (RAPD)

- tipagem de fagos

- eletroforese em campo pulsante (PFGE) de fragmentos de DNA gerados por endonucleases de
restrigdo de corte raro

- andlise do DNA ribossomal amplificado e cortado com enzimas de restrigio (ARDRA) e de
outros genes

- composigdo de bases do DNA (conteiido de C+ G)

- sequenciamento parcial ou total de RNA ribossdmico (16S rRNA ou 23 S rRNA) e do espago
Intergénico

- hibridagdo RNA - DNA

- hibridacdo DNA - DNA

Caracterizacio simbidtica

- infeccdo e efetividade em hospedeiros das espécies de rizébio conhecidas

Caracterizacio fenotipica

- morfologica: tipo de flagelagdo, forma e tamanho das células
- cultural: taxa de crescimento e modificagdo do pH do meio de cultura, aspectos das coldnias,
produgdo de exopolissacarideos

- utilizagdo de carboidratos e aminodcidos como fontes tnicas
- expressdo da hidrogenase

- presenga de nitrato redutase dissimilatéria

- perfil de resisténcia a antibiéticos

- predugdo de melanina

- produgdo de rizobiotoxina

- vias metabolicas

- toleréncia a sais

- requisi¢do de vitaminas

- faixa de pH para crescimento

- reacdo em “LitmusMilk”

- composigdo de exopolissacarideos

- eletroforese de proteina total em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
- eletroforese de enzimas multiloculares (MLEE)

- lipopolissacarideoas extracelulares

-analise de ésteris de 4cidos graxos (FAME)

- serologia

- Espectometria de massa por pirélise (PyMS)
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TABELA 3. Referéncias de alguns estudos de diversidade de rizobio e as
respectivas técnicas empregadas.

Referéncia

Métodos fenotipicos

Parker e Lunk, 2000; Herrera-Cervera et al.,
1999

So; Ladha e Young, 1994; Jarvis et al., 1996

Moreira et al., 1993; de Ladjudie et al., 1994;
Dupuy, 1994

Martins et al., 1997
Zerhari et al., 2000
Mclnroy et al., 1999
Coutinho et al., 1999a

Eletroforese de enzimas multiloculares (MLEE)

FAME
Anilise da proteina total da célula (SDS-PAGE)

Morfologia da colénia

Tolerancia a sais e pH para crescimento
Biolog

Espectometria de massa por pirélise (PyMS)

Métodos genotipicos

Corich et al., 1991; Sobral et al., 1991
Rinaudo et al., 1991; Laguerre et al., 1993

Young e Wexler, 1988; Kaijalainen e
Lindstrom, 1989; Urtz e Elkan, 1996, Mhamdi
etal, 1999

Martinez-Romero et al., 1991; Young et al.,
1991; Willems e Collins, 1993, Tesfaye e Holl,
1998

Laguerre et al., 1994; Paffetti et al., 1996; Nick
etal., 1998; Vinuesa et al., 1998) i

de Bruijn, 1992; Nick e Lindstrom, 1994;
Versalovic et al., 1994

Nour et al., 1995; Laguerre et al., 1996; Gurtler
e Stanisich, 1996

Harrison et al., 1992; Richardson et al., 1995;
Selenska-Pobell et al., 1996

Hartmann e Amarger, 1991; Kosier, Rubler e
Simon, 1993; Rice et al., 1994

Oliveira et al_, 1999
Mhamdi et al., 1999
Doignon-Bourcier et al., 2000

Eletroforese em campo pulsante (PFGE)
Hibridacdo DNA-DNA

Polimorfismo do comprimento dos fragmentos
de restri¢@o do DNA (RFLP)

Sequenciamento dos genes do 16S IDNA

Polimorfismo dos fragmentos de restrigdo do
DNA amplificados por PCR (PCR-RFLP ou
ARDRA)

PCR das sequéncias de DNA repetitivas (rep-
PCR usando primers REP, ERIC e BOX)

Polimorfismo do DNA do espago intergénico
ribossomal (IGS)

PCR com primers randémicos (RAPD)

Tipagem da sequéncia dos elementos de
inser¢do (IS)

DGGE
Perfil de plasmideos
AFLP
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TABELA 4. Técnicas genéticas e fenotipicas utilizadas para descricio de
espécies e géneros de rizobios conhecidos atualmente

Género/espécie

Técnicas empregadas

Rhizobium
Frank,1889; Jordan, 1984

R etli

Segovia, Young e Martinez-

Romero, 1993

R mongolense
van Berkum et al., 1998

R gallicum
Amarger, Macheret
Laguerre, 1997

R. hainanense
Chen et al., 1997

R. huakuii
Chenetal., 1991

R. huautlense
Wang et al., 1998

R etli bv. mimose
Wang et al., 1999b

R. fredii
Scholla e Elkan, 1984

R. ciceri
Nour et al., 1994

Utilizacgo de fontes de N, faixa de temperatura para crescimento,
tipo de flagelo, perfil de plasmideo, reagdo em meio “Litmus
Milk”, requerimento de vitaminas, atividade da nitrogenase,
tolerdncia a NaCl, composi¢do de bases do DNA, infecgio em
plantas

MLEE, hibridagdo DNA-DNA, sequenciamento do 16S tDNA,
fontes de C e N, resisténcia a antibitticos, temperatura para
crescimento, tolerdncia a NaCl, morfologia da colénia, faixa de
pH para crescimento

MLEE, hibridaggo DNA-DNA, infecgiio em plantas, resisténcia a
antibiéticos, fontes de C e N, tipo de flagelo, sequenciamento do
16S tDNA

Sequenciamento do 16S rDNA, resisténcia a antibiéticos, fontes
de C e N, faixa de pH para crescimento, infecgéo em plantas

Hibridagio DNA-DNA, sequenciamento do 16S rDNA, infecgio
em plantas

SDS-PAGE, composi¢do de bases do DNA, hibridagdo DNA-
DNA, fontes de C e N, requerimento de vitaminas, faixa de pH e
temperatura para crescimento, crescimento em meio peptona, tipo
de flagelo, resisténcia a antibiéticos, tolerancia a NaCl, reag@o em
meio “Litmus Milk”

PCR-RFLP do 16S rDNA, sequenciamento do 16S rDNA,
hibridagdo DNA-DNA, perfil de plasmideo, MLEE, resisténcia a
antibioticos, fontes de C e N, infecgdo em plantas, tolerancia a
NaCl

Infecgdo em plantas, MLEE, perfil de plasmideo e caracterizagdo
dos plasmideos simbiéticos, “fingerprint” e hibridizcdo DNA-
DNA, sequenciamento de genes NifH, RFLP do 16S rDNA

Sequenciamento do 16S tDNA

Hibridagdo DNA-DNA, composi¢cdo do DNA, RFLP do ITS do
16S 1DNA, sequenciamento do 16S rDNA, fontes de carbono
(Biolog)

Continua...
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... Continuacdo

Género/espécie

Técnicas empregadas

R tianshanense
Chenetal., 1995

Sinorhizobium sahel;,

De Lajudie et al., 1994
Sinorhizobium teranga,
De Lajudie et al., 1994
Sinorhizobium meliloti

Dangeard, 1926; Jordan, 1984

S. medicae
Rome et al., 1996

Mesorhizobium amorphae
Wang et al., 1999a

Allorizobium undicola
De Lajudie et al., 1998

Azorhizobium caulinodans
Dreyfus, Garcia e Gillis,1988

Bradyrhizobium
Jordan, 1982

B. elkani
Kuykendall et al., 1992

B. liaoningense
Xu et al., 1995

Composicdo de bases do DNA, hibridagio DNA-DNA.
sequenciamento do 16S tDNA, fontes de C e N, faixa de pHe
temperatura para crescimento, tipo de flagelo, resisténcia a
antibidticos, tolerdncia a NaCl, reacdo em meio “Litmus Milk™,
perfil de plasmideos, infecgdo em plantas

Morfologia e dimensZo da célula, tipo de flagelo, SDS-PAGE,
infeccio em plantas, hibridagdo DNA-DNA e DNA-RNA,
composi¢do do DNA, fontes de C, sequenciamento do 16S tDNA

Sequenciamento do 16S rDNA, infecgdo em plantas, faixa de pH
€ temperatura para crescimento, resisténcia a antibidticos,
tolerdncia a NaCl, fontes de C

RFLP do 16S rDNA, hibridizcdo DNA-DNA, sequenciamento do
16S 1DNA, MLEE, perfil de plasmideos, infecgdo em plantas,
resisténcia a antibioticos, tolerancia a NaCl, fontes de C e N,
reagdo em meio “Litmus Milk”, morfologia e dimenso da célula

Morfologia e dimensdo da célula, infecgdo em plantas, SDS-
PAGE, RFLP do ITS do 16S 1DNA, composicdo do DNA,
hibridagdo DNA-DNA, sequenciamento do 16S rDNA, fontes de
C (Biolog)

Tipo de flagelo, faixa de temperatura para crescimento, tolerancia
a NaCl, fontes de C e N, infeccdo em plantas, hibridaggo DNA-
RNA, atividade da nitrogenase, composi¢do do DNA, SDS-PAGE

Composi¢do do DNA, SDS-PAGE, hibridagio DNA-DNA,
serologia, composicdo do exopolissacarideo, fontes de N,
resisténcia a antibiéticos

Southern Blot

Hibridagdo DNA-DNA, sequenciamento do 16S tDNA, infecgdo
em plantas, resisténcia a antibiéticos e corantes, tolerdncia a NaCl,
fontes de C e N, reagdo em meio “Litmus Milk™, requerimento de
vitaminas e fatores de crescimento, faixa de temperatura e pH
para crescimento, serologia, composi¢do do DNA, conteido de N
¢ C nos componentes celulares




2.4 Relacdes simbiéticas

Trabalhos pioneiros sobre a diversidade na nodulagdo de leguminosas
revelaram que rizobios de crescimento rapido associavam-se preferencialmente a
leguminosas de clima temperado e que rizobios de crescimento lento, e mais
promiscuos, associavam-se a leguminosas de clima tropical (Norris, 1969).

Odee et al. (1997) demonstraram que 480 rizobios isolados de nodulos de
leguminosas herbaceas e arboreas crescidas em solos de doze diferentes regides
do Quénia apresentaram alta diversidade de caracteristicas culturais e resisténcia
a antibidticos. Os isolados de crescimento muito rapido, rapido e intermediario
foram agrupados com Rhizobium spp., e isolados de crescimento intermediario,
lento e muito lento foram agrupados com Bradyrhizobium spp. Parker e Lunk
(2000), através do padrdo eletroforético de enzimas multiloculares e
sequenciamento de regido 23sRNA, encontraram alta diversidade entre 33
isolados do Panama, com alta similaridade com B. japonicum.

Samba et al. (1999), estudando a diversidade de rizdbios que nodulam
crotalaria de diferentes regides do Senegal, isolaram rizobios de crescimento
rapido e lento, e apds testarem a eficiéncia destes isolados em varios
hospedeiros, observaram que os de crescimento lento nodularam uma ampla
gama de hospedeiros, enquanto os de crescimento rapido nodularam somente
uma espécie. A analise do perfil de proteinas mostrou que as estirpes de
crescimento lento foram similares a B. japonicum e as de crescimento rapido nio
foram similares a nenhuma estirpe referéncia, constituindo um novo grupo de
rizobio.

As caracteristicas simbidticas e o estudo da ecologia de populacdes
indigenas de R lofi no Uruguai (Baraibar et al, 1999) mostraram grande
diversidade entre as estirpes e a alta tolerdncia destas estirpes ao pH acido do
meio de cultura. Estirpes de R. lofi estavam presentes em todos solos estudados
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,com sua populagdo variando de ano para ano e dentro de cada solo. Todos os
isolados nodularam efetivamente Lotus corniculatus. O trabalho demonstrou a
importancia da selecdo destas estirpes para serem incluidas nos estudos de
estirpes para inoculantes.

-Wang, Martinez-Romero e Martinez-Romero (1999), analisando 150
isolados de Leucena leucocephala, mostraram as diferencas de populagdes de
rizébio em solos cultivados e ndo cultivados e também do cultivar de planta
utilizada como planta isca. A importincia do nimero de plantas iscas na captura
de R. leguminosarum biovar viciae foi demonstrada por Handley et al. (1997), os
quais sugeriram a utilizagio de grande niimero de plantas iscas e poucos nodulos
por planta..

Diversos estudos vém sendo conduzidos na tentativa de avaliar e quantificar
os efeitos de sistemas agricolas como plantio direto, plantio convencional e
rotacdo de culturas, entre outros, além do impacto de atividades de mineragio e
metais pesados sobre a comunidade microbiana do solo. Métodos como
biomassa microbiana e contagem total de microrganismos em placa sdo os mais
utilizados. No entanto, recentemente, as inova¢des das técnicas moleculares vém
também sendo empregadas na analise da diversidade microbiana em ambientes
naturais e perturbados. Torsvik et al. (1998) analisaram a comunidade
microbiana total, incluindo os organismos cultivados e os nfo cultivados, usando
a extracdo de DNA de amostras de solo e combinagio de diferentes métodos
moleculares. Os autores demonstraram que o manejo agricola pode levar a
profundas alteragSes na estrutura da comunidade e uma reducio da diversidade
bacteriana.

Estudos sobre o efeito de praticas agricolas especificas sobre a populagio de
rizobios no ambiente s3o escassos na literatura. Oliveira et al. (1999) analisaram
a diversidade genética de R. tropici e R. leguminosarum por DGGE em amostras
de solo sob diferentes praticas de agricultura. A diversidade de R
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leguminosarum e R. tropici foi maior em solos cultivados com feijdo quando
comparado com pastagem, devido, provavelmente, a selegdo positiva pelo
hospedeiro. Os dados permitiram concluir que as diferentes praticas agricolas
analisadas (pastagem, plantio direto e plantio convencional com e sem aplicagio
de inseticida) influenciaram a ocorréncia de linhagens particulares, porém sem
efeitos significativos na diversidade geral destes organismos. Coutinho et al.
(1999b) também observaram que diferentes praticas de manejo do solo
produziram alteragdes visiveis no perfil das popula¢des de rizdbio nas amostras
ambientais. Os resultados observados sugerem que as amostras derivadas de solo
sob pastagem, nio cultivado com leguminosas, apresentaram diversidade de
rizobios significativamente maior do que aquelas sob o cultivo de soja. Uma
grande diversidade de rizobios de caupi coletados em diferentes condices
ambientais do nordeste do Brasil, foi também encontrada por Martins et al.
(1997) estudando a morfologia das colénias e a taxa de crescimento dos
isolados.

Portanto, os estudos sobre diversidade de rizobio tém isolado grande niimero
de estirpes que estdo sendo armazenados em colegdes de culturas para estudos
genéticos e classificagio de novas espécies. Mas frente 3 enorme diversidade
que tem sido encontrada entre os isolados, os trabalhos estdo apenas no inicio,

principalmente nas regides tropicais.

2.5 Fatores que influenciam a populacio de rizébio

Estirpes de rizobio diferem quanto a tolerdncia a acidez do solo. Varios
autores tém encontrado maior tolerdncia a acidez do R. leguminosarum biovar
trifolli em relagdo ao R leguminosarum biovar viciae e S. meliloti (Rice, Penny
e Nyborg, 1977, Lowendorf, 1980). Porém, entre todos os rizébios de

crescimento rapido, o R tropici parece ser a espécie mais tolerante a acidez do
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solo (Graham et al., 1994). Foi sugerido que a capacidade do Bradyrhizobium de
produzir uma reagdo alcalina em meio de cultura pode conferir uma capacidade
de sobreviver em solos acidos ricos em aluminio (Karanja e Wood, 1988).
Entretanto, a capacidade de produzir alcali esta em fun¢do do meio de cultura. O
efeito da calagem sobre a diversidade de rizébio ainda ndo esta claro, mas é
claro que em condigdes de grande acidez do solo, o mimero de espécies e
estirpes é reduzido.

A sobrevivéncia e efetividade de populagdes de rizobio sio dependentes dos
niveis de nutrientes no solo, sendo o fosforo importante dentro deste contexto.
Rizbios diferem muito quanto ao requerimento externo, a capacidade de
armazenamento e utilizagio de P (Beck ¢ Munns, 1985). A capacidade do
rizobio em fixar N, é menor em baixo teor de fosforo no solo, situagdo
encontrada em solos tropicais 4cidos (Singleton et al., 1985), devido aos efeitos
negativos na nodulagio e funcionamento dos nddulos.

Um outro fator importante influenciando populacdes de rizébio no solo seria
as plantas hospedeiras encontradas na area, ja que o fincionamento de uma
simbiose efetiva ¢ dependente dos fatores genéticos da planta e bactéria. Varios
genes de leguminosas que afetam a nodulagdo e fixagdo ja foram identificados.
Inoculages prévias e cultivo continuo com uma leguminosa conferem a
populagdo indigena uma vantagem em niimero e adaptagio ambiental com
estirpes introduzidas (May e Bohlool, 1983).
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CAPITULO 2

DENSIDADE, EFICIENCIA E DIVERSIDADE FENOTIPICA DE
POPULACOES DE RIZOBIO DE DIFERENTES SISTEMAS DE USO DA
TERRA NA AMAZONIA

RESUMO

PEREIRA, E.G. Densidade, eficiéncia e caracterizacio cultural de
populagdes de rizobio em diferentes sistemas de uso da terra na
Amazdnia. Lavras: UFLA, 2000. Cap. 2. 33p. (Tese - Doutorado em Solos e
Nutricdo de Plantas)

Siratro ¢ considerado uma planta promiscua quando em simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio denominadas vulgarmente rizdbio, sendo
indicada em levantamentos de diversidade. Visando avaliar a densidade,
eficiéncia e diversidade de populagbes de rizébio em diferentes sistemas de uso
da terra (SUTs- floresta, capoeira, sistema agroflorestal, pastagem e
monocultura) na Amazdnia, coletaram-se amostras de solo de 3 sitios de cada
SUT, em abril/maio de 1997. Uma semana apos a coleta instalou-se no
laboratério de Microbiologia do Solo, instalou-se um experimento com siratro
cultivado em sacos plasticos com solugdio nutritiva e inoculado com diluigdes
sucessivas das amostras de solo, para estimativa do nimero mais provavel
(NMP) e isolamento de rizdbio. Apds 23 dias, colheram-se as plantas e
determinou-se a matéria seca da parte aérea das plantas que foram comparadas a
dois tratamentos controles sem inoculagdo, sendo um com e outro sem N-
mineral de modo a calcular a eficiéncia da populacdo de rizobio nativa. Para
estudos de diversidade dos isolados de rizébio obtidos dos nédulos, realizou-se
sua caracterizacdo cultural em YMA. Os isolados de crescimento rapido obtidos
foram analisados quanto ao perfil de proteinas totais obtidos por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A maior densidade e eficiéncia das
populagdes de rizébio foram obtidas em solos sob pastagem, seguido pela
monocultura e capoeira. O sistema agroflorestal apresentou o menor valor de
densidade de rizobio, porém o valor de eficiéncia das populacdes igual a
monocultura e capoeira. Ja solos sob floresta apresentaram menor eficiéncia de
populagdes, mas a densidade de células de rizébio foi intermediaria a pastagem e
ao sistema agroflorestal. Solos sob floresta apresentaram alta diversidade de
populagdes de rizobio, seguido do sistema agroflorestal ¢ da pastagem. Nos
SUTs da Amazénia estudados, foram encontrados tanto isolados de rizébio com
caracteristicas de crescimento muito rapido, rapido e intermediario, como de
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crescimento lento e muito lento, tipicos dos géneros Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Rhizobium e Mesorhizobium. Nenhum isolado com
caracteristicas tipicas de Azorhizobium foi encontrado. A diversidade dos
isolados de crescimento rapido pelo padrio de proteina total por SDS-PAGE foi
menor do que a diversidade dos mesmos obtida pelas caracteristicas culturais.



ABSTRACT

PEREIRA, E.G. Density, efficiency and phenotypic diversity of rhizobia
populations at different land use systems in Amazon region. Lavras:
UFLA, 2000. Chap. 2. 33p. (Thesis - Doctorate in Soil and plant nutrition)

Siratro is considered a promiscuous plant specie when established
symbiotic relationships with nitrogen fixing bacteria named rhizobia and it is
recommended for studies aiming to evaluate rhizobia diversity. To evaluate
density, efficiency and diversity of rhizobia populations at different land use
systems (LUS: disturbed forest, fallow, pasture, agroforestry system and crop) in
Amazon region, soil samples were collected from three sites in each LUS in
April/May, 1997. One week after sampling an experiment with siratro cultivated
in plastic pouches with nutrient solution and inoculated with serial dilutions of
soil samples was carried out at soil microbiology laboratory of DCS/UFLA to
determine most probable numbers and to isolate rhizobia. After 23 days plant
dry matter weight of the first dilutions were determined and compared to two
control treatments without inoculation, one with and the other without mineral
nitrogen in order to calculate native rhizobia population efficiencies. To study
thizobia diversity from isolates of siratro nodules cultural characterization on
YMA was performed. Fast growers were also characterized by poliacrilamide
gel electrophoresis patterns of total proteins (SDS-PAGE). Highest densities and
efficiencies occurred in pasture soil samples, followed by those of crops and
fallows. Agroforestry system had the lowest thizobia density but population
efficiency was equal to crops and pastures. The highest rhizobia population
diversity occurred under forest followed by agroforestry system and pasture. At
Amazon region soil samples, very fast, fast, intermediary , slow and very slow
growers on YMA were isolated, these are typical of the genera Rhizobium,
Sinorizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium and Bradyrhizobium. No isolate
with typical characteristics of Azorhizobium was found. Diversity of total protein
patterns by SDS-PAGE was lower than that obtained by cultural
characterization.
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1 INTRODUCAO

A diversidade microbiana do solo tem sido apontada como fator
importante na sustentabilidade do ecossistema. A redu¢do desta comunidade,
com eventual extingdo de espécies de microrganismos, pode causar uma perda
de fungdes, reduzindo a habilidade dos sistemas agricolas de superar periodos de
estresse, com sérias consequéncias para a produtividade. Uma das fungdes
essenciais de certos grupos de microrganismos do solo € a fixagdo bioldgica de
N, mediada por diversas espécies procaridticas, especialmente bactérias que
formam simbioses com leguminosas (rizobios), classificadas atualmente em 6
géneros e 25 espécies, e apresentando alta diversidade genética e fenotipica
intraespecificas. Moreira et al. (1993) mostraram alta diversidade entre isolados
de rizébio de varias espécies leguminosas florestais da Mata Atlantica e
Amazénia, sendo que a maioria dos isolados era de crescimento lento, com
alcalinizacdo do meio e classificados como Bradyrhizobium sp. Entretanto, ha
poucos estudos pesquisando a diversidade de rizobio em diferentes sistemas de
uso da terra em solos tropicais. Oliveira et al. (1999) concluiram que diferentes
praticas agricolas analisadas (pastagem, tempo zero, plantio direto e plantio
convencional, com e sem aplicagdo de inseticida) influenciaram a ocorréncia de
estirpes particulares de rizobios no solo, porém sem efeitos significativos na
diversidade geral destes organismos. Entretanto, Coutinho et al. (1999)
observaram que diferentes praticas de manejo do solo produziram alteragSes
visiveis no perfil das populages de rizobio nas amostras ambientais. Os
resultados observados sugerem que as amostras derivadas de solo sob pastagem,
nio cultivado com leguminosas, apresentaram diversidade de rizobios
significativamente maior do que aquelas sob o cultivo de soja.

O objetivo deste estudo foi verificar a densidade, diversidade e eficiéncia

de isolados de rizobio capturados por siratro como planta isca, além de isolados
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de nodulos coletados de plantas em diferentes sistemas de uso da terra na
Amazonia.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta de solo e nédulos no campo

Foram escolhidos cinco sistemas de uso da terra (SUT) para amostragem
de solo e nédulos: Floresta (F), Capoeira (C), Sistema Agroflorestal (A),
Pastagem (P) e Monocultura (M), sendo cada um amostrado em trés locais
diferentes nos estados de Rondénia e Acre. As caracteristicas principais de cada
local se encontram na tabela 1 e a localizagdo dos municipios em que as
amostras foram feitas se encontram na figura 1. As coletas de solo foram
realizadas de 30 de abril a 03 de maio de 1997, em 20 pontos, dentro de um
transecto de 4 x 25 m, na profundidade de 0-20 cm (Figura 2), resultando em
uma amostra composta de mais ou menos 300 gramas por local. As quinze
amostras de solo foram analisadas quimica e fisicamente. A textura foi
determinada  segundo metodologia descrita em EMBRAPA (1997). Para
caracterizacdo quimica, as amostras de solo foram secas e peneiradas em malha
de 2 mm, sendo entdo analisadas, conforme metodologia descrita a seguir: pH
em agua na relagio 1:2,5; Ca, Mg e Al trocaveis extraidos com KCI 1N,
analisados por titulometria (EMBRAPA, 1997); P e K extraidos pelo método
Mehlich 1 e analisados por colotimetria e fotometria de chama, respectivamente
(Vettori, 1969), S por turbidimetria (Blanchar, Rehm e Galdwell, 1965) e
matéria orgénica por colorimetria (EMBRAPA, 1997). Quando existentes, foram
também coletados nédulos de plantas dentro de cada transecto, para posterior

isolamento de rizébio em laboratério (as espécies encontradas em cada local,
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com o respectivo numero de nddulos coletados, se encontram na tabela 2. As
amostras de solo foram armazenadas em sacos esterilizados de polietileno da
Millipore, com posterior transporte em caixa de isopor ao Laboratério de
Analise do Solo, do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal
de Lavras. Os nédulos foram armazenados em recipientes contendo silica, para

posterior isolamento do rizébio.

PP
RECA ™ By

FIGURA 1. Localizagio dos municipios nos quais foram escolhidos os
diferentes sistemas de uso da terra para os estudos de diversidade
de rizébio. PP- Pedro Peixoto; RECA- reflorestamento economico
consorciado ¢ adensado- drea de pequenos agrossilvicultores que
surgiu em 1987, TH- Theobroma; JP- Ji-Parana.
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FIGURA 2. Esquema de amostragem do solo nos diferentes locais.
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TABELA 1. Principais caracteristicas dos locais amostrados nos diferentes sistemas de uso da terra (SUT).

Ident. Localizagéio (municipio, Estado)
SuT Principais caractetisticas
Fl Floresta Theobroma- RO- 10°13°03°’S, 62° Desmatainento seletivo, liteird mbito espessa com muitos galhos mortos e totos.
23°49°°W, altitude de 252m Ultissol
F2 Floresta RECA-AC Floresta com desmatamento seletivo ¢ estrada proxima, liteira espessa
I3 Floresta Pedro Peixoto- AC- 10°01°13"’S, 67° Solo com pedregosidade e baixa fertilidade, floresta pouco desenvolvida
09°39°°W, altitude de 271m
Cl Capoeira Theobroma- RO, 10°01°13°°S, 67° Recobrimento natural de 3 anos
09°39*'W, altitude de 295m
C2 Capoeira Theobroma- RO Recobrimento tatural de 2 anos apos plantio de feijéio e milho
C3 Capoeira Pedro Peixoto- AC Arvores muito desenvolvidds (tecobrimento de 5 anos)
Al Sistema Ji- Parana- RO, 10°58°30°°S, Café com Schizoldbium (12 anos). Schizolobium no meio do transecto. Cobrimento
agroflorestal  62°00°58"*W, altitude de 265m vegetal de 40 a 60%. Litelra espessa coth muitos galhios e tocos. Talvez
anterionthente tenha sido floresta secundéria. Ultissol
A2 Sistema Ji- Parana- RO, 10°55°23"°S, Café com seringueira (12 anos). Cobrimento vegetal de 70% cont algumas
agroflorestal  61°57°25”°W, altitude de 230m espécies de 4rvores pioneiras. Poutos galhos mortos ou tocos. Talvez
anterionnente tenha sido pastagem. Ultissol
A3 Sistema RECA-AC, 09°46°48"°S, Cupuagu , castanha do Brasil ¢ pupunha (7anos). Cobrimento vegetal de 90%,
agroflorestal  66°37°44°°W, altitude de 287m liteira fina com muitos galhos e tocos. Oxissol
Pl Pastagem Ji- Parana- RO, 10°ss° 14’°S, Idade de 10 anos. Algumas firvores e tocos. Muitos montes de cupim. Ultissol
61°58°27°W, altitude de 225m
P2 Pastagein Theobroma- RO, 10°0] ’03°S, Pastagem de Brachiaria brizantha com 8-10 anos
67°09°27°W, altitude de 316m
P3 Pastdgem Pedro Peixoto- AC Limpa com preseri¢a de poticos tocos
Ml Monocultura-  Theobroma- RO, 10°06°18°°S, Mandioca com presenga de ervas daninhas apés 3 anos de plantio (arroZ, feijdo,
mandioca 62°11°40""W, altitude de 230m efitré outras) Ultissol
M2 Monocultura-  Theobroma- RO Feijéio apés milho no fim de um ano de queimada. Muitos galhos ¢ tocos.
feijio
M3 Monocultura-  Pedro Peixoto- AC Um ano ap6s queimada. Arroz ji colhido, com algumas plantas e palha presentes.
arroz Feijio plantado em alguns lugares. Muitos troncos, tocos e galhos. Significativo

brotamento e presenca de ervas daninhas.




TABELA 2. Espécies leguminosas encontradas e niimero de nédulos coletados
por espécie nos locais sob diferentes sistemas de uso da terra

(SUT).
Numero de
SuUT* Espécies leguminosas nodulos coletados
) espécie’
Ml Machaerium aureiflorum Ducke 10
M2 Phaseolus vulgaris 30
M3 Erytrina sp. 1
Al Desmodium sp. 18
A2 Desmodium cf. cajanufolium (HBK) 3
Pl Chamaechrista, Calopogonium mucunoides, 2,16,6,4
Aeschinomene americana, Desmodium asperum
(Poir) Desv.
P3 Desmodium sp., Crotalaria sp. 6, 36
C1 Pueraria sp. 57
C2 Vigna 4
C3 Desmodium sp., Desmodium camum 13, 10

* Identificacdo de acordo com tabela 1.
2.2 Densidade de rizébio

A populagdo de rizobio foi determinada pelo método das diluigGes
sucessivas nas quinze amostras de solo, sendo as diluigdes de 5™ (100 g de solo
50 ml" de solugiio salina) a 5 em soluggo salina, utilizando siratro como planta
isca em sacos de polietileno estéreis da Millipore de 120 ml de solugdo nutritiva
de Jensen (CaHPO,4 1g L™, K,HPO, 0,25 L, MgS0,.7H,0 0,2g L™!, NaCl 0,2¢
L7, FeCl; 0,1g L") esterilizada, com 4 repeticdes para cada diluicdo e duas
plantas por saco (Figura 3). Uma visdo geral do experimento pode ser vista na
figura 4. Foram adicionados 2 tratamentos, sendo um com solucdo nutritiva e 70
mg kg’ de N na forma de KNO; e outro somente com solugdo nutritiva
(controle). Apés 23 dias, coletaram-se as plantas e determinou-se peso da
matéria seca das plantas da primeira diluigio (apds peso constante em estufa de
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circulagio forgada de ar, a 60-70°C), para avaliagdo da eficiéncia das populagdes
de rizoébio em promover produgdo de matéria seca da parte aérea. Para a
estimativa do numero mais provavel (NMP) de células de rizébio em cada
amostra de solo coletada, considerou-se positivo para presenca de nddulos
radiculares e negativo para auséncia, em cada diluicdo usando o programa
MPNES (most probable number estimate)(Woomer, Singleton e Bohlool, 1988).

Solugdo salina

100 g solo (seco)

- : —

Agitar por 25 min.

Etapa da diluigdo Nivel da diluigdo

1 1:4 1 ml por saquinho % %
(viv) ‘ 51

..... eececceeesosR 4

1mil por saquinho %
2 4 5
(Vv)

RlececeocscececeseRd

1 ml por saquirho
—_—>
3 1:4 53
) 3 RlecescassocesescRE
1 m! por saquirho
4 1:4 —_— 5
) ] RlececeeeceacsasdRd
lmlporsaqmnho
5 1:4 5%
) ¢ Rleeeeemeneenenn

=)}

&lnﬂpors&mﬁnho
D E——
1:4 56

(viv)

RleceoososcssssesRd

FIGURA 3. Esquema da diluigdo utilizada para estimar o niimero mais provavel
de células de rizébio nas amostras de solo.
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FIGURA 4. Vista do experimento instalado (a) e detalhe do siratro cultivado em
saco plastico (b) para avaliagdo da densidade de rizobios de
amostras de solo dos diferentes sistemas de uso da terra.

2.3 Processo de isolamento e caracterizacio fenotipica de rizébio

Obtiveram-se isolados de rizébio de nodulos coletados no campo e de
nodulos das plantas de siratro de todas as dilui¢des utilizadas na estimativa do
numero mais provavel de células de rizébio das amostras de solo. Para isto os
nodulos foram desinfectados superficialmente com alcool 70% e cloreto de
mercurio, seguindo-se seis lavagens sucessivas com agua esterilizada. Os
nodulos desinfectados foram macerados, em condigdes assépticas, sobre meio de
cultura YMA (Vincent, 1970). Colénias isoladas foram transferidas para tubo
com meio YMA inclinado, cobertas com uma camada de 4ml de glicerol estéril
e mantidas em refrigerador. Os isolados também foram crescidos em meio YMA
liquido e armazenados em super frezer a —80° C, com 50% de glicerol 20% em
tubos eppendorf. Os isolados foram estudados de acordo com as seguintes
caracteristicas culturais: velocidade de crescimento (aparecimento de coldnias

isoladas) em dias: crescimento muito rapido (CMR) — 1 dia; crescimento rapido
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(CR) - 2-3 dias, crescimento intemediario (CI)- 4-5 dias, crescimento lento(CL)
— 6-10 dias, crescimento muito lento (CML) — mais que dez dias (Moreira,
1993), alteragio do pH do meio (acido, neutro ou alcalino), cor e didmetro das
colonias e absorgio de indicador.

Com as caracteristicas culturais dos isolados de rizobio, fez-se o
agrupamento pelo método Complete Linkage sendo que a medida de distdncia
foi calculado pela Distincia Euclidiana (Everitt, 1993) utilizando o programa
STATISTICA 5.0. O programa gera um indice de similaridade (%) para todas as
combinagdes e entdo cria um dendograma no qual os grupos sdo formados como
um indice decrescente de similaridade (ex. 100% = idéntico). Foi calcu.lado o
indice de diversidade de Shannon-Weaver (Shannon e Weaver, 1949) de acordo
com as caracteristicas culturais dos rizobios isolados de cada amostra de solo
pela seguinte equagéo:

k

H’= -ifi pi In pi, onde:

k = igual ao numero de grupos formados com as diferentes
caracteristicas culturais, e

pi = abundincia relativa dos isolados em cada grupo.

Duzentos e setenta e sete isolados de crescimento rapido capturados por
-siratro foram caracterizados quanto a0 padrdo de proteina total por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para isso, os isolados foram
multiplicados em meio TY liquido durante 4 dias, a 30°C, sob agitagdo
constante. Apds centrifugagio, as células foram solubilizadas em SDS e a
proteina total submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pelo
método Laemmli (1970), com modificagbes descritas por Jackmam (1985,
1987). Os padrdes eletroforéticos de proteinas dos isolados foram agrupados de

acordo com a presenga ou auséncia de bandas de proteinas de cada isolado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises quimicas e fisicas das amostras de solo
mostraram que houve variabilidade entre locais, ndo ocorrendo uniformidade
entre diferentes locais para o mesmo SUT (Tabela 3). No entanto, houve
diferen¢a significativa entre SUTs para as diversas caracteristicas. Os teores de
K, Zn, Mg e Al variaram de baixo a alto, e Ca e matéria organica variaram de
baixo a médio. Os teores de P ocorreram em niveis semelhantes em todos os
locais, em baixo nivel, enqtianto os valores de pH variaram de 4,1 a 6,6, sendo o
menor valor médio obtido para os locais de Floresta (4,4) e o maior para os
locais de Pastagem e Sistema Agroflorestal (5,7).

Os valores de densidade e eficiéncia (produgdo de matéria seca da parte
aérea, MSPA) de populagdes nativas de rizébio nos diferentes SUTs estdo
apresentados na tabela 4. A densidade dessas populagdes foi maior em amostras
de solo sob pastagem, em relagio aos demais SUTs. Solos sob sistema
agroflorestal proporcionaram as menores densidades. A populagdo de rizébio
variou de 15 rizobios por grama de solo (A3) a mais de 2x 10° rizébios por
grama de solo (P1). A maior densidade de rizébios em solos sob pastagem pode
estar relacionada as melhores condicdes quimicas nesses ambientes, maiores
valores d pH e saturagdo por bases e menores teores de Al em relagdo aos outros
SUTs (Tabela 3). Tem sido estimado que um grama de solo pode conter uma
comunidade de 10° microrganismos e a populagdo de rizobio representa cerca de
0,1% desta comunidade, ou seja, 10° rizébios por grama de solo (Thies,
Singleton e Bohlool, 1991). No entanto, este nimero pode variar dependendo do
solo e do ecossistema. Em uma série de experimentos de inoculagdo de rizobio
em soja, Weaver e Frederick (1974) obeservaram seis solos com uma populagdo
indigena de B. japonicum variando de 11 a 23 x 10° rizobios por grama de solo.
Woomer, Singleton e Bohlool (1988), estudando o mimero de rizobios em 14
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diferentes locais do Havai, obtidos através de 5 espécies de leguminosas
(Trifolium repens, Medicago sativa, Vicia sativa, Leucaena leucocephala e
Macroptilium atropurpureum), verificaram que o siratro foi a planta isca que
possibilitou o isolamento de maior numero de rizobio nos diferentes locais,
numa faixa de 4 a 5,8 x 10° células por grama de solo. Verificaram ainda que
pelas caracteristicas culturais todos os rizobios isolados pertenciam ao género
Bradyrhizobium sp. Assim, os valores encontrados para os solos da Amazénia
situam-se dentro da faixa observada por outros autores.

Verificou-se que plantas cultivadas em amostras de solo sob floresta
apresentaram os menores valores de MSPA, quando comparadas aquelas
cultivadas em solos sob outros SUTs, principalmente sob pastagem, com os
maiores valores. A baixa eficiéncia de populacdes de rizébios nativos dos solos
sob floresta pode ter ocorrido devido as condigdes quimicas estressantes neste
ambiente, como baixo pH, altos teores de Al e baixos teores de Ca e Mg (Tabela
3), que selecionaram os organismos para a sobrevivéncia e ndo para eficiéncia;
além disto, nestes ambientes em equilibrio ndo ha pressdo seletiva 8 FBN. A
capacidade saprofitica de populagdes de rizobios presentes em condigdes
estressantes geralmente é limitada, com perda da eficiéncia simbiética (Denton
et al., 2000; Graham, 1992).
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TABELA 3. Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos amostrados nos diferentes locais dos sistemas de uso

da terra (SUT).
Pastagem Monocultura Capoeira
Pl P2 P3 X Ml M2 M3 X Cl C2 C3 X
pH (H20 1:2,5) 6,57 52 5,47 58A 4,27 6,7 4,5 52B 4,53 52 6,13 53B
P Mehlich (ing dm*) 4 1 2 23B 2 1 2 57A 2 4 3 3,1 AB
K (mg dn™) 76,67 59,67 1103 82A 29,3 47,7 120 66 AB 46 61,67 42 50B
Ca (cmol dm"? 3,1 1,17 1,47 1,9B 0,63 3,87 2,1 2,2 AB 1,17 2 5,6 29A
Mg (cmol din) 0,8 1,03 0,6 0,8 AB 0,17 0,97 1 0,7 AB 0,33 L,17 1,3 09 A
Al (cmol dm™) 0 0,07 0,2 0,09C 1,1 0 1,6 090B 0,73 0 0 0,24C
H+Al (emol dm?) 1,17 3,73 2,33 24C 5,03 1,36 6,16 42B 5,5 3,03 1,5 3,3BC
S-804(mg din’) 5,5 13,24 10,9 99B 24,52 38,6 15,55 26,2 A 16,85 21,21 5,25 144 B
SB (cmol dim™) 4,07 2,33 2,37 29A 0,9 4,97 34 3,1A 1,63 33 7 40A
t (cmol dn™) 4,07 2,4 2,57 30B 2 4,97 4,96 4,0 A 2,37 33 7 42A
T (cmol dm™) 5,23 6,07 4,7 53C 5,93 6,33 9,56 73B 7,13 6,3 8,6 73B
m (%) 0 2,67 8,53 4C 55,17 0 32,9 29B 31,6 0 0 11C
V(%) 77,4 37,4 50,03 55 AB 15,37 77,87 36,6 43 B 23,47 52,2 81,5 52 AB
Matéria or§énica ekeg") 22,0 20,2 18,2 20,13 17,5 20,6 27,3 21,80 23,5 20,2 25,9 23,20
B (mgdm™) 0,32 0,27 0,3 0,30 0,19 0,26 0,3 0,25 0,21 0,31 0,32 0,28
Cu DTPA (mg dm’) 2,67 0,9 1,1 L,6AB 0,77 1,27 2,13 1,48 2,33 1,47 1L17  1,7AB
Zn DTPA (mg dm™) 617 337 3,67 4,4 3,37 13,5 3,76 35 3,77 3,47 3,77 3,7
Mn DTPA (mg dmn™) 94,3 10 18,4 40,9 A 4,2 12,27 31,56 17,7B 19 23,08 70,4 340A
Fe DTPA (mg dn’) 3763 1114 104,8 85B 189,2 30,9 126,4 116 B 740 67,77 38,8 282 B
% P,0s total (H,S0y) 0,028 0,026 0,028 3D 0,028 0,1056 0,0757 TA 0,041 0,0827  0,0407 5B
% P20 argila total (H,S0y) 0,207 0,06 0,123 13 0,06 0,253 0,12 14 0,08 0,20 0,137 14
Areia (gkg™) 576 480 576 580 A 450 483 157 360D 393 463 510 460C
Silte (g kg™) 158 87 158 160 A 33 100 170 120B 93 243 80 140 B
Argila(g kg") 267 433 267 270E 467 417 673 5208 513 293 410 410 C
Meédias (X) seguidas de mesma letra na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. ...continua...



Floresta Sistema Agroflorestal

T1 F2 F3 X Al A2 A3 X
pH (H;0 1:2,5) 4,4 4,23 4,67 44C 5,83 6,47 49 S7A
P Mehlich (mg dm™) 2 1 2 1,7B 2 5 1 2,8B
K (mg dm™) 40,67 36,67 98,3 59 AB 65,67 23,33 9,5 61 AB
Ca (cemol dm"? 0,4 0,63 1,47 08C 2,43 2,43 2,7 2,5 AB
Mg (emol dm™) 0,13 0,3 1,17 0,5B 1,03 0,7 0,97 09 A
Al (cmol dm*) 1,13 2,27 2,1 1,83 A 0 0 0,83 0,28C
H+Al (cmol dm™) 6,07 76 7,9 72A 1,7 1,1 4,73 2,5C
S-S0, (mg dm™®) 26,62 17,93 4,7 17,2 AB 8,42 7,04 12,27 92B
SB (cmol dm*) 0,63 1,03 2,86 1L,5SB 3,63 3,23 39 36A
t (cmol dm"g 1,77 3,3 4,96 3,3 AB 3,63 3,23 4,73 3,9 AB
T (emol dm™) 6,7 8,63 10,7 87A 5,33 4,33 8,63 61C
m (%) 64,2 68,97 23 59A 0 0 18,57 6C
V (%) 9,47 11,87 26,4 16C 68,27 74,47 46,07 63 A
Matéria orgfnica (g kg") 19,4 25,1 33,9 26,13 17,0 13,2 27,7 19,30
B (mg dm™) 0,16 0,17 0,37 0,23 0,32 0,35 0,32 0,40
Cu DTPA (mg dm™) 1,03 1,97 2,9 20A 1,5 0,43 2,33 1,4B
Zn DTPA (mg dm™) 3,7 3,63 4,7 4,0 4,67 3,7 4,83 4.4
Mn DTPA (mg dn*) 13 7,23 21 11,8B 74,5 14,27 18,83 359A
Fe DTPA (mg dm) 573,3 27,5 630,8 544 A 84,33 30,6 237,7 1188
% P,0s total (H,80y) 0,055 0,063 0,0403 7A 0,0177 0,029 0,0807 4C
% P20s argila total (H2SO4) 0,133 0,087 0,163 13 0,15 0,153 0,107 14
Areia (g k%") 650 117 823 280E 480 137 230 630B
Silte (g kg™) 160 127 60 150 AB 100 133 227 1208

_Argila (gkg") 190 757 117 560 A 420 730 543 350D

{ Y140 - TYNINID ¥DOILONIFIC

Meédias (X) seguidas de mesma letra na linha néio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.



TABELA 4. Densidade e eficiéncia de populagdes de rizobio em diferentes
sistemas de uso da terra (SUT), avaliada pela matéria seca da
parte aérea (MSPA) de siratro.

SUT Local* log NMP MSPA
células g de solo (mg planta™)
Pastagem P1 4,30 35,5
P2 4,01 223
P3 2,22 29,1
Meédia 351a 289a
Desvio padrio 0,92 5,39
Sistema Agroflorestal Al 1,79 32,2
A2 2,40 23,5
A3 1,18 26,3
Média 1,79b 27,3 ab
Desvio padrio 0.50 3.63
Monocultura Mi 3,32 22,4
M2 2,47 23,6
M3 2,35 27,1
Média 2,71 ab 24,4 ab
Desvio padrio 0,43 1,99
Capoeira C1 4,01 20,6
C2 3,57 24,6
C3 2,17 28,2
Meédia 3,25ab 24,5 ab
Desvio padrio 0,78 3,10
Floresta F1 2,32 23,8
F2 3,23 19,3
F3 2,54 22,2
Média 2,70 ab 21,8b
Desvio padrdo 0,39 1,86

* Descrigdo dos locais consta na tabela 1. Médias seguidas de mesma letra nio
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia.

Nas amostras de solo sob pastagem, verificou-se que uma maior
densidade de rizdbios nativos promoveu maior produgio de MSPA (maior

eficiéncia), em comparagio aos outros SUTs. No entanto, nem sempre ha uma
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relagdo direta entre nimero e eficiéncia de isolados, ja que a populagdo de
rizobio numa certa condigdo, pode ser composta de isolados de baixa eficiéncia
simbiética. Este fato pode ter ocorrido em amostras de solo sob Floresta, ja que
valores significativos de densidade de rizébios promoveram os menores valores
observados de MSPA de siratro, indicando baixa eficiéncia populacional nesses
ambientes. Além disto, a eficiéncia da populacdo de rizébio em plantas de
siratro, que é uma espécie introduzida, e portanto com diferentes relagdes de
especificidade com a populagdo nativa, pode ser diferente daquela observada
com as espécies vegetais nativas.

Foram obtidos 126 isolados das amostras de solo do sob capoeira, 261 da
pastagem, 106 do sistema agroflorestal, 111 da floresta ¢ 110 da monocultura e
85 isolados de plantas nodulando no campo num total de 799 isolados. Os
numeros de isolados de rizébio obtidos de siratro, agrupados por taxa de
crescimento nos diferentes SUTSs, encontram-se na Tabela 5, e as suas
respectivas porcentagens na Figura 5.

TABELA 5. Numero de isolados de rizobio obtidos conforme sua taxa de
crescimento, nos diferentes sistemas de uso da terra (SUTs).

Velocidade de crescimento SUTs

(dias pra aparecimento de colonias C P A F M TOTAL
isoladas)

Muito rapido (MR)* 2 36 6 25 60 129
Rapido (R) 41 81 44 35 9 210
Intermediario (I) 12 27 15 7 30 91
Lento (L) 71 102 40 19 11 243
Muito Lento (ML) ) 0 15 1 25 0 41

Sendo P (Pastagem), A (Sistema Agroflorestal), F (Floresta), M (Monocultura) e C
(Capoeira). * MR- 1 dia; CR- 2-3 dias; CI- 4-5 dias;CL- 6-10 dias; CML- mais que 10
dias.
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14%

Crescimento muito rapido
Crescimento rapido

M  Crescimento intermediario
3  Crescimento lento

I Crescimento muito lento

FIGURA 5. Porcentagem de isolados de rizébio obtidos usando siratro como
planta isca inoculado com amostras de solo dos diferentes SUTs
cultivado em meio Jensen , com classificacio de acordo com sua
velocidade de crescimento. (C: Capoeira, M: Monocuitura, F:
Floresta, P: Pastagem, A: Sistema Agroflorestal).
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Os sistemas capoeira e monocultura foram os unicos que nio
apresentaram todos os tipos culturais estudados (auséncia de isolados de
crescimento muito lento- Bradyrhizobium spp.), enquanto os outros SUTs
apresentaram distribui¢des porcentuais homogéneas dos isolados (Tabela 5 e
Figura 4). Houve dominio de isolados de rizobio de crescimento lento
(Bradyrhizobium spp.) no sistema de capoeira (55%), enquanto isolados de
crescimento mtermediario, rapido e muito rapido dominaram o sistema
monocultura (90%), possivelmente devido ao cultivo atual ou anterior de
feijoeiro nos locais, ja que essas caracteristicas sdo tipicas dos microssimbiontes
da leguminosa em questdo. Este efeito do hospedeiro na selecdo de isolados ja
for estudado e confirmado por varios autores (Oliveira, 1999; Rosado et al.,
1998; Lawson, Bamet e McGilchrist, 1987; Yousef et al., 1987) para diversas
plantas leguminosas. O dominio de Bradyrhizobium spp. oriundo de espécies
florestais tropicais nativas tem sido verificado por outros autores (Norris, 1969;
Moreira e Franco, 1994; Gao et al., 1994; Moreira et al., 1993; Trinick, 1980).
No entanto, o dominio de isolados de rizobio de crescimento muito rapido,
rapido e intermedidrio em solos sob floresta (60%) contraria aqueles autores e
pode ser provavelmente reflexo da planta isca utilizada, o siratro, que é uma
planta introduzida (Prasad, Khan e Akao, 2000; Heal e Ineson, 1984; Jenkins,
1987).

Os isolados de rizobio obtidos na ultima diluigdo indicam a sua
predominancia nos solos em que foram isolados. Na floresta e sistema
agroflorestal, sistemas mais estiveis, houve predominio de isolados de
crescimento rapido e muito rapido na ultima diluigio. Nos outros sistemas,
menos estaveis, ndo houve predominancia de tipos culturais nessa diluigio.

A maioria dos isolados (56%) de nédulos coletados em plantas dos
diversos SUTs foi de crescimento muito rapido, rapido e intermedidrio (Tabela

6), sendo que a metade dos isolados com crescimento rapido foram provenientes
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de feijdo. Por outro lado, plantas invasoras ou nativas das areas estudadas foram
noduladas, em sua maioria (60%), por rizébios de crescimento lento. Os isolados
de rizébio obtidos de plantas nativas apresentaram a distribuigdo porcentual,
quanto a taxa de crescimento, proxima aos isolados obtidos através de planta
iIsca na monocultura, sistema agroflorestal e pastagem. Nio foram obtidos
isolados de todos os nddulos coletados no campo pelo fato de alguns estarem em
senescéncia. Na floresta, ndo foram encontrados nodulos dentro dos transectos,
fato ja esperado por se tratar de um sistema em equilibrio, em que a baixa
demanda de nitrogénio ¢ suprida por ciclagem eficiente, ndo havendo estimulo a
FBN e, consequentemente, baixa ou nenhuma nodulac3o.

Os 714 isolados de rizdbio obtidos de amostras de solos dos diferentes
SUTs usando siratro como planta isca foram agrupados de acordo com suas
caracteristicas culturais, cujo dendograma de similaridade pode ser observado na
Figura 6, com a identificagio e descrigio dos grupos de isolados na Tabela 6,
além da descrigdo dos isolados de campo.

O dendograma pode ser dividido em dois grandes grupos fenotipicos a
20% de similaridade, sendo um de isolados de crescimento muito rapido a
intermediario, contendo a estirpe tipo BR322 (Rhizobium tropici), e outro de
isolados de crescimento muito lento a lento, contendo a estirpe tipo BR110
(Bradyrhizobium japonicum). A 80% de similaridade, os 714 isolados foram
agrupados em 32 grupos, sendo que 22 pertenceram ao primeiro grande grupo e
10 ao segundo grande grupo, independentemente dos SUTSs, comprovando a
maior diversidade de rizobios com caracteristicas de crescimento muito rapido a
intermediario nos locais estudados da Amazénia, fato ja verificado para rizobio
1solado de espécies florestais nativas da Amazénia e Mata Atlantica (Moreira et
al., 1993).
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TABELA 6. Agrupamento e numero de isolados de rizébio de siratro e de
nodulos coletadas no campo, conforme suas caracteristicas
culturais, nos diferentes sistemas de uso da terra.

Grupos Caracteristicas culturais-nédulos coletados no campo Niimero de
A B C D E F isolados

CAPOEIRA (C2)

1 R >2 neutro alta nio branca 2

2 L 1-2 alcali média nio branca 12

3 ML <1 alcali baixa nio branca 8
CAPOEIRA (C1)

1 L 1-2 alcali média nio branca 3
CAPOEIRA (C3)

1 R >2 neutro baixa n3io amarelada 1

2 L 1-2 alcali média ndo branca 2

3 ML <] alcali baixa nio branca 1

MONOCULTURA (M2)
1 R >2 neutro alta sim branca 24
SISTEMA AGROFLORESTAL (A2)

1 MR >2 acido alta sim amarelada 4

2 R >2 neutro média ndo amarelada 1

3 L 1-2 alcali média ndo branca 2

SISTEMA AGROFLORESTAL (A3)

1 L <1 alcali baixa nio branca 1
PASTAGEM (P1)

1 MR >2 acido alta sim amarelada 2

2 R >2 acido alta n3i0 amarelada 1

3 R >2 neutro média nio amarelada 1

4 R >2 neutro alta sim amarelada 1

5 I 1-2 alcali média nio branca 8

6 L <1 alcali média nio branca 4

7 ML <1 dlcali baixa nio branca 1
PASTAGEM (P3)

1 MR >2 acido alta sim amarelada 1

2 R >2 neutro alta sim amarelada 1

3 R >2 neutro baixa nio amarelada 1

4 1 1-2 acido baixa sim amarelada 1

6 L <1 alcali baixa ndo branca 2

...continuagio...
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Grupos Caracteristicas culturais- nddulos de siratro Numero de
A B C D E F isolados
CAPOEIRA (O)

1 R >2 neutro alta sim branca 26
2 R >2 acido média a alta sim amarelada 14

-3 MR >2 acido baixaamédia sim amarelada 1
4 R 1-2 neutro baixaamédia sim amarelada 2
5 I >2 acido alta sim amarelada 1
6 I 1-2 acido baixaamédia sim amarelada 1
7 I <1 alcali baixa nio rosa 1
8 I >2 dlcali baixaamédia ndo branca 1
9 I >2 alcali alta nio branca 9
10 L 1-2 dlcali baixaamédia ndo branca 30
11 L <1 alcali baixaamédia ndo branca 8
12 L <1 acido baixaamédia nio amarelada 11
13 L <1 neutro baixaamédia ndo amarelada 4
14 L 1-2 dlcali baixa nio creme 16

FLORESTA (F)
1 MR >2 4dcido média a alta sim amarelada 9
2 R >2 neutro média a alta sim branca 31
3 R >2 neutro média nio branca 7
4 R <1 neutro baixa nio amarelada 1
5 R 1-2 acido médiaaalta sim amarelada 7
6 R 1-2 dcido alta sim branca 1
7 R >2 acido alta sim amarelada 1
8 R <1 alcali baixa nd0 rosa 3
9 I >2 acido alta sim amarelada 3
10 I >2 neutro alta sim branca 3
11 I <1 neutro baixa nio branca 1
12 L 1-2 alcali alta nio branca 1
13 L <1 alcali baixa ndo amarelada 11
14 L 1-2 alcali baixa ndo branca 5
15 ML <1 alcali médiaa alta nio branca 10
16 ML 1-2 alcali alta nido branca 5
17 ML <1 alcali baixaamédia nio amarelada 8
18 ML 1-2 alcali médiaaalta sim branca 3
19 ML 1-2 alcali baixa sim creme 1
...continuacgdo...
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Grupos Caracteristicas culturais-nédulos de siratro Numero de

A B C D E F isolados
MONOCULTURA (M)
1 R >2 neutro média a alta sim branca 30
2 R >2 acido alta sim amarelada 20
3 R >2 acido alta nio amarelada 4
"4 R >2 acido médiaabaixa sim amarelada 3
5 R >2 dlcali baixaamédia ndo amarelada 1
6 R <1 dlcali baixa nio rosa 2
7 R 1-2 4cido  baixa sim amarelada 1
8 I >2 acido alta sim amarelada 1
9 I 1-2 neutro baixa n3ao amarelada 2
10 L 1-2 alcali alta sim branca 1
11 L 1-2 alcali  baixa ndo branca 14
12 L >2 dlcali médiaaalta nio branca 15
13 L <1 neutro baixaamédia nio branca 4
14 1 1-2 acido alta n3o branca 1
15 ML <1 neutro baixa ndo amarelada 11
SISTEMA AGROFLORESTAL (A)
1 MR > acido baixa sim laranja 2
2 MR >2 acido alta sim amarelada 3
3 MR >2 neutro meédia a alta sim branca 1
4 R >2 neutro meédiaabaixa sim branca 8
5 R 1-2 neutro média a alta nido branca 14
6 R >2 neutro alta ndo branca 1
7 R >2 acido alta sim amarelada 2
8 R 1-2 icido baixaamédia sim amarelada 10
9 R 2-3 neutro média nio creme 1
10 R 1-2 dlcali alta n3o branca 6
11 R 1-2 alcali  baixa nio amarelada 1
12 R 1-2 dlcali baixaamédia sim branca 1
13 I <1 dlcali baixa nio branca 7
14 I 1-2 alcali meédia a alta ndo branca 8
15 L <1 alcali baixa nio branca 9
16 L 1-2 dlcali baixaamédia n3o branca 28
17 L <1 alcali média a alta n3o creme 2
18 ML >2 alcali alta nio branca 1
...continuag3o. ..



Grupos Caracteristicas culturais-nddulos de siratro Niimero de
A B C D E F isolados
PASTAGEM (P)
1 MR >2 iacido médiaaalta sim amarelada 31
2 MR >2 neutro média a alta sim branca 4
3 R >2 neutro média a alta nio branca 35
-4 R >2 neutro alta sim branca 31
5 R >2 neutro alta ndo amarelada 2
6 R 1-2 alcali médiaaalta nio branca 1
7 R >2 4cido alta sim amarelada 11
8 R >2 neutro média ndo rosa 1
9 R 1-2 neutro baixaamédia nio rosa 2
10 | 1-2 dlcali alta nio branca 21
11 I 1-2 neutro alta nio branca 6
12 L 1-2 alcali média a alta ndo branca 67
13 L <1 dlcali baixa sim amarelada 4
14 L <1 acido  baixa sim amarelada 29
15 L >2 acido meédiaaalta nio amarelada 2
16 ML <1 dcido baixa sim amarelada 15

Caracteristicas culturas: A (velocidade de crescimento, sendo MR muito rapido (1 dia
para aparecimento de coldnias isoladas). R rapido (2-3 dias), I intermediario (4-5 dias),
L lento (6-10 dias), ML muito lento (>10 dias)), B (diimetro da colénia, em mm), C (pH
do meio de cultura), D (produ¢do de goma). E (absor¢io de indicador), F (cor da
colonia).

A figura 7 mostra o indice de diversidade de Shannon-Weaver baseado
nas caracteristicas culturais dos isolados de rizébio nos trés locais de cada SUT,
e também o indice de diversidade calculado pelo nimero total de isolados de
cada SUT. Analisando o indice por SUT, os menores valores de diversidade
foram encontrados nos sistemas Monocultura e Capoeira, e os maiores para
Floresta e Sistema Agroflorestal, concordando com a ocorréncia e distribuicio
dos isolados de acordo com seu crescimento na figura 5. Quando calculamos o
indice por local de cada SUT, os menores valores sio encontrados nos locais de
floresta. Isto ¢ explicado pelo fato dos locais sob floresta apresentarem grupos
morfolégicos bem distintos, ja os isolados de solos sob capoeira formam grupos

morfologicos semelhantes nos diversos locais, e quando foram agrupados o
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indice foi menor quando comparado com o indice para os isolados de floresta.
Nido houve correlagdo significativa entre nimero de isolados e indice de
diversidade nos diferentes SUTs (r=-0,39ns), ou seja, o tamanho da amostra nio
comprometeu o calculo do indice de diversidade. O fato de se encontrar maior
diversidade total sob Floresta pode estar ligado a adaptacdo de populagdes de
rizobio a estresses quimicos e edaficos nos diversos locais, caracteristica comum
em rizébio (Graham et al., 1992). Na natureza, a sele¢@o de organismos é feita
para sobrevivéncia e ndo para eficiéncia. No entanto, deve-se tomar cuidado
com estas interpretagdes, uma vez que a diversidade obtida de rizébio para uma
certa condi¢do esta diretamente ligada a espeécie de leguminosa utilizada como
planta isca. Handley, Hedges e Beringer (1998) observaram que quanto maior o
numero de plantas utilizadas, maior foi a diversidade encontrada; porém, neste
trabalho nio foram isolados todos os nédulos das plantas.
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FIGURA 7. indice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) baseado nas
caracteristicas culturais para isolados de rizébio nos trés
diferentes locais dos sistemas de uso da terra (SUTs): M
(Monocultura), C (Capoeira), A (Sistema Agroflorestal), F
(Floresta), P (Pastagem). Agrupamento por local (OO0 ) e
agrupamento por SUT ( Z dos trés locais) ( B ).
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Os SUTs monocultura e capoeira apresentaram os menores valores de
diversidade de populagdes de rizobio, apesar de apresentarem densidade e
eficiéncia semelhantes aquelas sob Pastagem (Tabela 4). Nesses sistemas, como
ja discutido anteriormente, ndo foram obtidos rizdbios de crescimento muito
lento (Tabela 5 e Figura 4) e este fato fez com que o valor de diversidade fosse
menor. Perdas de diversidade em sistemas agricolas dominados por
monoculturas sdo comuns na literatura (Coutinho et al., 1999; Lupwayi, rice e
Clayton, 1998) e sdo respostas da selecio da populagdo de rizobios
proporcionada pelas plantas hospedeiras, como ja discutido.

O indice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) e o numero de perfis
protéicos dos isolados de rizobio de siratro de diferentes SUTs, em diferentes
locais, se encontram na tabela 7. Os maiores indices de diversidade foram
obtidos nos locais P1, F1 e A2, ndo se relacionando com os maiores indices
calculados pelas caracteristicas culturais. Verificou-se baixa diversidade na
maioria dos locais, sendo que em Al, A3, M3, F2, F3, C2 e C3 encontrou-se

somente um padrao de perfil para todos os isolados de crescimento rapido.
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TABELA 7. Indice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) e nimero de perfis
eletroforéticos de proteinas obtidas por SDS-PAGE em diferentes

sistemas de uso da terra (SUT).

SUT Local* H’ Numero de perfis

Sistema Agroflorestal Al 0 1
A2 1,34 5
A3 0 1

Monocultura Ml 1,00 3
M2 1,00 4
M3 0 1

Pastagem P1 1,48 5
P3 0,70 3

Floresta F1 1,38 5
F2 0 1
F3 0 1

Capoeira Cl 0,41 2
C2 0 1
C3 0 1

* Descrigdo dos locais encontra-se na tabela 1.

4 CONCLUSOES

A maior densidade e eficiéncia de populagdes de rizobios na produgio
de matéria seca da parte aérea de siratro foram encontradas em solos sob
pastagem. A menor densidade foi encontrada em solos sob sisterna agroflorestal.

Solos sob floresta foram os que apresentaram menor fertilidade e
menores valores de eficiéncia de populages de rizébios, utilizando siratro como
planta isca.

O indice de diversidade calculado pelas caracteristicas culturais dos
isolados de rizobio em cada local dos solos sob floresta foi baixo quando
comparado com os demais locais dos outros SUTs, mas foi maior quando
comparado por SUT, indicando a presenca de grupos morfologicos distintos nos

trés locais sob floresta. A capoeira apresentou locais com alto indice de
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diversidade, mas quando agruparam-se os trés locais, o indice encontrado foi
menor quando comparado com a floresta, sistema agroflorestal e pastagem.

Com excecdo da capoeira, nos sistemas de uso da terra estudados, foi
capturado por siratro maior numero de grupos de rizobio com caracteristicas de
crescimento muito rapido a intermediario (Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Allorhizobium) em relagdo aos de crescimento lento a muito
lento (Bradyrhizobium). As leguminosas nativas dos diversos locais formaram

simbiose predominantemente com Bradyrhizobium.
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CAPITULO 3

DIVERSIDADE FENOTIPICA E SIMBIOTICA ENTRE ISOLADOS DE
RIZOBIO DE Vigna unguiculata DE DIFERENTES SISTEMAS DE USO
DA TERRA NA AMAZONIA

PEREIRA, E.G. Diversidade fenotipica e simbiética entre isolados de rizébio
de Vigna unguiculata de diferentes sistemas de uso da terra na
Amazonia. Lavras: UFLA, 2000. Cap. 4. 17p. (Tese - Doutorado em Solos e
Nutri¢do de Plantas)

RESUMO

Caupi € considerado uma planta promiscua quando em simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio denominadas rizobio, sendo indicada em levantamentos
de diversidade. Neste trabalho, caupi foi usado como planta isca para isolamento
de rizébio de solos sob diferentes sistemas de uso da terra da Amazénia
(floresta, capoeira, pastagem, monocultura e sistema agroflorestal). A
diversidade destes isolados foi avaliada através de caracteristicas culturais em
YMA e padrées de proteina total em gel de poliacrilamida (diversidade
fenotipica) e através da eficiéncia simbidtica na produgdo de matéria seca de
caupi (diversidade simbiética) em vasos Leonard (casa de vegetagdo),
comparado a dois tratamentos sem inocula¢do, com e sem adubacio nitrogenada.
O caupi mostrou-se adequado para estudo da diversidade dos isolados. Estes
apresentaram grande variagdo na eficiéncia simbidtica com caupi, e o efeito da
maioria foi superior ao da estirpe comercial BR 2001/SEMIA 6145 e da
adubagdo nitrogenada com 300 mg dm™ de N, destacando-se os isolados UFLA
03-128,-UFLA 03-84 e UFLA 03-129. N3o houve relacdo entre o agrupamento
de isolados por caracteristicas culturais e a eficiéncia simbiética dos isolados
estudados. A analise do perfil protéico apresentou-se eficiente na discriminagdo
dos isolados, mas foi menos discriminatéria que a caracterizagio cultural, e 47%
destes isolados foram similares a Bradyrhizobium, que apresentaram de média a
alta eficiéncia simbiética com caupi. Para a maioria dos isolados, ndo houve
relacdo entre agrupamento por caracteristicas culturais e agrupamento por perfil
protéico, e nem efeito dos sistemas de uso de terra da Amazdnia nestes
agrupamentos.
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ABSTRACT

PEREIRA, E.G. Phenotypic and symbiotic diversity among Vigna

unguiculata isolates from different land use systems in Amazon region.

- Lavras: UFLA, 2000. Chap. 2. 17p. (Thesis - Doctorate in Soil and Plant
Nutrition)

Cowpea (Vigna unguiculata L. Walp) is considered a promiscuous plant specie
when established symbiotic relationship with nitrogen fixing bacteria named
collectively as rhizobia. Thus it is recommended for studies aiming to evaluate
thizobia diversity, and it was used as trap host for rhizobia isolation from
different land use systems in Amazon region (forest, fallow, pasture, crop and
agroforestry system). Isolates phenotypic diversity was evaluated by cultural
characteristics on YMA and total protein pattems by polyacrylamide gel
electrophoresis. Symbiotic efficiency of isolates was determined by plant dry
matter production at Leonard jars at greenhouse conditions compared to two
controls without inoculation and with and without mineral nitrogen. Cowpea
showed to be a promiscuous host as a high diversity was obtained by all
characterizations. The majority of the isolates were more efficient in the dry
matter production than recommended strain BR 2001/SEMIA 6145 and control
receiving mineral nitrogen (300 mg dm ), specially isolates UFLA 03-128,
UFLA 03-84 and UFLA 03-129. There was no relationship among clusters
* obtained by cultural and symbiotic characterization. Total protein pattermns by
SDS-PAGE discriminate reasonably the isolates however less than cultural
characterization. Forty seven per cent of isolates can be classified as
Bradyrhizobium and they showed medium to high symbiotic efficiency with
cowpea. There was no relationship among clustering by cultural characteristics
and protein patterns and neither LUS effects on them.



1 INTRODUCAO

O caupi (Vigna unguiculata) é uma leguminosa amplamente cultivada
na Regido semi-arida e no Norte do Brasil, bastante tolerante a estresse de
temperatura e umidade e usado no consumo humano como uma importante fonte
dc-; proteina (Ferreira et al, 2000). Esta leguminosa forma simbiose com
bactérias diazotroficas, vulgarmente denominadas de rizobio, ¢ é muito
dependente da fixacdo biologica de nitrogénio na aquisicdo de nitrogénio,
podendo fixar 66 a 120 kg N ha"', com 54 a 70 % do N originado do N fixado
(Awonaike, Kumarasinghe e Danso, 1990; Giller e Wilson, 1991). E uma planta
bastante promiscua, sendo nodulada por uma ampla faixa de bactérias
simbiontes (Lewin et al., 1987, Martins, neves e Rumjanek, 1997), tanto de
crescimento rapido quanto lento. Por esta caracteristica peculiar, o caupi é
indicado como planta isca em experimentos relacionados a estudos de densidade
e diversidade de rizobios de solos.

A diversidade de rizobio em diferentes ecossistemas € alta (Haukka e
Lindsttrom, 1994; van Rossum et al., 1995). Moreira et al. (1993) verificaram
que a maioria dos isolados de rizobio de esi)écies florestais da Mata Atlantica e
Amaz0nia apresentava caracteristicas culturais de crescimento lento e
alcalinizagdo de meio, pertencente ao género Bradyrhizobium sp, e que alguns
isolados ndo se agruparam com espécies conhecidas, podendo ser,
provavelmente, novas espécies. Ha um crescente interesse no conhecimento da
diversidade de rizobio pelo fato da mesma ser uma fonte de recursos genéticos
para a selegdo de novos isolados com capacidade de nodularem eficientemente
leguminosas especificas, além de fornecer subsidios importantes para que se
mtroduzam com sucesso estirpes mnoculantes em solo com populagdo nativa
estabelecida.
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Existem poucos estudos (Coutinho et al., 1999; Oliveira et al., 1999)
demonstrando os efeitos dos sistemas de uso da terra em solos tropicais sobre a
diversidade de rizdbio. Assim, os objetivos do presente estudo foram avaliar a
diversidade simbidtica e fenotipica (caracteristicas culturais e perfis protéicos)
de isolados de rizébio obtidos de diferentes sistemas de uso da terra da
Amazénia, utilizando o caupi como planta isca.

2 MATERIAL E METODOS

Obtiveram-se amostras de solo coletadas entre abril e maio de 1997 de
diferentes sistemas de uso da terra (SUTs) da Amazénia (Tabela 1), e procedeu-
se a inoculagdo com 1 ml destas amostras de solo diluidas (5" a 5%) em solugdo
salma 0,55%, utilizando caupi como planta isca, em sacos plasticos estéreis da
Millipore com solug3o nutritiva de Jensen (CaHPO, 1g L, K,HPO, 02glL’,
MgS0,.7H,0 0,2g L™, NaCl 0,2g L, FeCl; 0,1g L") estéril.

Para obtencdo dos isolados de rizdbio, os nédulos foram desinfectados
superficialmente com alcool 70%, cloreto de mercirio e lavados 10 vezes em
dgua esterilizada, sendo, posteriormente, macerados assepticamente em meio
YMA. Apos repicagem para novas placas com YMA, as colénias dos isolados
foram caracterizadas morfologicamente. As caracteristicas analisadas foram as
seguintes: tempo para aparecimento das primeiras col6nias isoladas (crescimento
rapido (CR)- 2-3 dias; crescimento intermediario (CD- 4-5 dias; crescimento
lento (CL)- 6-10 dias; crescimento muito lento (CML)- mais que 10 dias),
didmetro das colénias, alteragio do PH do meio, produgio de goma, absorgdo de
indicador e coloragdo das colénias. A tabela 1 mostra os isolados obtidos e os
respectivos locais, nos diferentes SUTs. Quarenta ¢ um isolados de rizébio

foram caracterizados culturalmente.
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BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

TABELA 1. Isolados obtidos e os respectivos locais nos diferentes sistemas de

uso da terra (SUTs) da Amazdnia.
Identificacdo dos SUTs* Local de coleta dos
isolados nddulos
UFLA 03-22, UFLA 0324/ Mandioca (M1) Theobroma- RO
UFLA 03-25
UFLA 03-31, UFLA03-32,  Capoeira (C1) Theobroma- RO

UFLA 03-33, UFLA 03-34,
UFLA 03-35, UFLA 03-36,
UFLA 03-37/ UFLA 03-38,
UFLA 03-39, UFLA 03-321,
UFLA 03-322

UFLA 0341, UFLA 0342,  Capoeira (C2) Theobroma- RO
UFLA 03-44, UFLA 03-46

UFLA 03-61, UFLA 03-63,  Floresta (F1) Theobroma- RO
UFLA 03-65

UFLA 03-81, UFLA 03-82,  Pastagem (P1) Ji-parana- RO
UFLA 03-83, UFLA 03-84
UFLA 03-85
' Sistema Agroflorestal (A2) Ji-parana- RO
UFLA 03-91, UFLA 03-92,
UFLA 03-95, UFLA 03-96
Pastagem (P3) Pedro Peixoto- AC
UFLA 03-121, UFLA 03-122,
UFLA 03-123, UFLA 03-124,
UFLA 03-125, UFLA 03-126
UFLA 03-127, UFLA 03-128,
UFLA 03-129, UFLA 03-
1211, UFLA 03-1213

*Descricdo dos locais e resultados de analise de fertilidade das amostras de solo nas
tabelas 1 e 2 do capitulo 2.
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Para avaliagdo da diversidade simbidtica de 26 isolados de rizobio,
instalou-se um experimento em casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado, com 3 repeti¢des. As parcelas experimentais foram
vasos Leonard, contendo areia e vermiculita na propor¢do 2:1 e solugdo nutritiva
de. Jensen sem nitrogénio, com os seguintes tratamentos: inocula¢io individual
com 26 isolados obtidos; inoculagdo com a estirpe recomendada para caupi (BR
2001/SEMIA 6145), inoculagio com a estipe INPA 0311b, adubagdo
nitrogenada em duas doses (240 e 300 mg kg de N-NH/NO:;) e testemunha
(sem inoculagdo e sem adubagdo). As plantas foram colhidas na floragsio, aos 50
dias da semeadura, procedendo-se a determinagdo da matéria seca da parte aérea
(apos peso constante em estufa de circulagdo forgada de ar, a 60-70°C), niimero
e peso de nodulos secos.

Trinta e quatro isolados, junto com as estirpes INPA 0311B
(Bradyrhizobium spp.), considerada eficiente em caupi (Magalhdes, 1986); BR
2001/SEMIA 6145 (Bradyrhizobium spp., recomendada comercialmente como
inoculante de caupi); BR 29 (estirpe referéncia de Bradyrhizobium elkanii), BR
111 (estirpe tipo de B. japonicum) e BR 10051 (estirpe referéncia de R
leguminosarum bv. phaseoli), foram analisados quanto ao perfil de proteina
total por SDS-PAGE. Para isso, os isolados foram multiplicados em meio TY
liquido durante 4 dias, a 30°C, sob agitagdo constante. Apds centrifugagdo, as
células foram solubilizadas em SDS e a proteina total submetida a eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE), pelo método Laemmli (1970), com
modificaces descritas por Jackmam (1985 e 1987).

Os resultados de matéria seca da parte aérea, niimero e peso de nddulos
secos foram submetidos & analise de varidncia e teste de médias, utilizando o
programa estatistico SANEST (Zonta, Machado e Silveira Junior, 1984),
enquanto o agrupamento dos perfis protéicos em dendograma foi feito pelo
método UPGMA (Everitt, 1993) através dos programas NTSYS 1.80 e
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STATISTICA 5.0 (Slice, Kim e Walker, 1994), considerando a presenga ou

auséncia de bandas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de matéria seca da parte aérea (MSPA), niimero e peso de
nédulos secos encontram-se na tabela 2. Treze isolados proporcionaram valores
de MSPA superiores aos apresentados pela estirpe recomendada BR
2001/SEMIA 6145 (Bradyrhizobium spp.) e resultados tém mostrado que a
maioria dos isolados obtidos através desta planta isca apresenta caracteristicas
culturais semelhantes a estirpe recomendada, ou seja, crescimento lento e
alcalinizagio de meio especifico (Thies et al., 1991; Martins, Neves e Rumjanek,
1997). Plantas inoculadas com os isolados UFLA 03-128, UFLA 03-84 ¢ UFLA
03-129 apresentaram os maiores pesos de parte aérea, quando comparadas
aquelas que receberam 300 mg dm” de N ou aos demais tratamentos,
demonstrando alta eficiéncia simbidtica destes isolados. A figura 1 mostra
plantas de caupi adubadas com N, inoculadas com a estirpe INPA 0311B,
inoculadas com o isolado UFLA 03-129 e testemunha.

Estes isolados proporcionaram também grande massa de nédulos, apesar
dos resultados variarem muito entre isolados. Houve correlagdo significativa
entre MSPA e peso de nédulos secos (r=0,55**) e nenhuma entre MSPA e
numero de nodulos (r=0,12ns). Os isolados UFLA 03-44 e UFLA 03-95 foram
os menos eficientes e as plantas inoculadas apresentaram producdo de matéria
seca da parte aérea sem diferenca estatistica daquelas testemunhas, sem N e ndo

inoculadas.
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TABELA 2. Matéria seca da parte aérea (MSPA), peso e numero de nddulos de
caupi inoculado com diferentes isolados de rizobio, obtidos da

Regido Amazonica.

MSPA Peso de nédulos Nimero
Tratamento (®) secos (g) de nodulos
UFLA 03-128 - 9,56A 0,681AB 142ABC
UFLA 03-84 ~ 9,47A 0,754A 197ABC
UFLA 03-129 7 9,41A 0,744A 171ABC
N 300 mg kg''/ 8,42AB 0,000C oD
UFLA 03-32 8,28AB 0,764A 119ABC
UFLA 03-322 8,12AB 0,731A 158ABC
UFLA 03-24 7,92ABC 0,667AB 142ABC
N 240 mg kg™! 7,49ABC 0,000C oD
UFLA 03-35 747ABC 0,496ABC 97ABC
UFLA 03-39 7,44ABC 0,516ABC 102ABC
UFLA 03-1213 7,03ABC 0,744A 169ABC
INPA 0311B 7,01ABC 0,782A 238AB '
UFLA 03-36 6,93ABC 0,739A 117ABC
UFLA 03-121 6,20ABC 0,704AB 205ABC
UFLA 03-33 6,03ABC 0,537ABC 153ABC
UFLA 03-123 5,74ABCD 0.413ABC 159ABC
UFLA 03-25 5,50ABCD - 0,546ABC 162ABC
UFLA 03-1211 5,17ABCD 0,627AB 110ABC
UFLA 03-22 5,02ABCD 0,403ABC 76BC
UFLA 03-37 5,00ABCD 0,382ABC 71BC
UFLA 03-124 4,96ABCD 0,479ABC 95ABC
UFLA 03-83 4,77ABCD 0,510ABC 100ABC
BR 2001 4,53ABCD 0,292ABC 108ABC
UFLA 03-321 4,48ABCD 0,363ABC 60C
UFLA 0341 4,29ABCD 0,382ABC 306A
UFLA 03-126 3,40BCD 0,349ABC 104ABC
UFLA 03-127 3,34BCD 0,450ABC 92ABC
UFLA 03-63 3,00BCD 0,404ABC 226ABC
UFLA 0344 2,38CD 0,297ABC 147ABC
UFLA 03-95 2,21CD 0,164BC 142ABC
TESTEMUNHA 0,25D 0,000C 0D

Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Os quarenta e um isolados de rizébio obtidos foram agrupados conforme
suas caracteristicas culturais, cujo dendograma de dissimilaridade se encontra na
figura 2. Formaram-se dois grandes grupos de acordo com estas caracteristicas,
sendo um agrupando a estirpe tipo de Bradyrhizobium japonicum e 21 isolados,

e outro com a estirpe tipo de Rhizobium tropici e 20 isolados, comprovando a
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promiscuidade da planta isca utilizada (Lewin et al., 1987, Martins, Neves e
Rumjanek, 1997). A distribuigdo porcentual dos isolados de caupi de acordo
com o tempo de crescimento nos diferentes SUTs ndo teve relagdo com a
distribuicdio dos isolados de siratro. Na monocultura, 100% dos isolados
capturados por caupi foram de crescimento lento. Na capoeira, 67% dos isolados
foram de crescimento muito rapido, rapido e intermediario e, 33% foram de
crescimento lento. Na floresta, 33% foram de crescimento rapido e 67% de
crescimento lento. Na pastagem, 53% foram de crescimento rapido e
intermediario e 47% de crescimento lento. No sistema agroflorestal, 25% foram

de crescimento rapido e 75% de crescimento lento.

INPA
: 0311B §

FIGURA 1. Plantas de caupi adubadas com N, inoculadas com a estirpe INPA
0311B, inoculadas com o isolado UFLA 03-129 e testemunha sem
adubacdo nitrogenada e sem inoculagdo.

A 60% de similaridade, 9 grupos foram formados, sendo o grupo 1 com
5 isolados (UFLA 03-81, UFLA 03-91, UFLA 03-31, UFLA 03-65, UFLA 03-
82), o grupo 2 com a estirpe de Rhizobium e 6 isolados (UFLA 03-38, UFLA 03-
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127, UFLA 03-46, UFLA 03-37, UFLA 03-34), o grupo 3 com 6 isolados
(UFLA 03-122, UFLA 03-124, UFLA 03-123, UFLA 03-121, UFLA 03-126,
UFLA 03-33), o grupo 4 com 4 isolados (UFLA 03-129, UFLA 03-321, UFLA
03-322, UFLA 03-32), o grupo 5 com 2 isolados (UFLA 03-1213, UFLA 03-
1211), o grupo 6 com a estirpe de Bradyrhizobium e 8 isolados (UFLA 03-44,
UFLA 03-42, UFLA 03-83, UFLA 03-63, UFLA 03-84, UFLA 03-95, UFLA
03-61, UFLA 03-24), o grupo 7 com apenas 1 isolado (UFLA 03-128), o grupo
8 com 3 isolados (UFLA 03-125, UFLA 03-35, UFLA 03-25) e o grupo 9 com 6
isolados (UFLA 03-96, UFLA 03-85, UFLA 03-83, UFLA 03-92, UFLA 03-39,
UFLA 03-22). O grupo 7 teve a presenga exclusiva do isolado UFLA 03-128,
evidenciando suas caracteristicas culturais diferenciadas (crescimento muito
lento, col6nias de 1 a 2 mm, alcalinizagdo de meio, baixa produgio de goma, ndo
absor¢do de indicador e cor amarela), a 60% ou mais de similaridade. Cabe
lembrar que este isolado foi 0 que apresentou maior eficiéncia simbiética com o
caupi, jumto com os isolados UFLA 03-84 ¢ UFLA 03-129 (Tabela 1), que
apresentaram baixa (37%) ou nenhuma similaridade com a UFLA 03-128,
respectivamente, de acordo com as caracteristicas culturais. Os 1solados
apresentaram grande variagdo na eficiéncia simbiética. Como exemplo, temos os
isolados UFLA 03-84, mais eficiente, ¢ UFLA 03-95, menos eficiente, que
apresentaram mais de 80% de similaridade de acordo com as caracteristicas
culturais.
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Fez-se um agrupamento dos isolados de rizobio conforme os perfis
protéicos (Figura 3), construindo-se posteriormente um dendograma de

similaridade (Figura 4).
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B=UFLA 03-96
C=UFLA 03-34
D=UFLA 03-81

E=UFLA 03-32, UFLA 03-321, UFLA 03-322, UFLA 03-33, UFLA 03-124, UFLA 03-129, UFLA 03-1211,
UFLA 03-36. UFLA 03-123. UFLA 03-128

F=UFLA 03-35

G=UFLA 03-126

H=UFLA 03-127, UFLA 03- 65, UFLA 03-31, UFLA 03-38, UFLA 03-91

I= UFLA 03-85, UFLA 03-84, UFLA 03-95

J=UFLA 03-44. UFLA 03-37

K=UFLA 03-42. UFLA 03-46. UFLA 03-61. UFLA 03-92, UFLA 03-125, UFLA 03-83

L=UFLA 03-82

FIGURA 3. Perfis de proteina total dos grupos de isolados de rizobio capturados
por caupi e da BR 111, INPA 0311B, BR 10051, BR 2001 e BR

29
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FIGURA 4. Dendograma de similaridade entre isolados de rizobio de caupi, construido com base nos perfis protéicos.



Analisando o dendograma de similaridade formado pelo agrupamento de
perfis protéicos dos isolados (Figura 4), verificou-se que as estirpes BR 2001
(Bradyrhizobium sp.) e BR 29 (B. elkanii), isoladas de solo do sudeste brasileiro,
foram 100% similares. A 85% de similaridade, estas duas estirpes foram
agrupadas com a INPA 0311B (Bradyrhizobium sp.), isolada da Amazénia,. e
este grupo apresentou aproximadamente 60% de similaridade com a outra
estipe de Bradyrhizobium, a BR 111 (B. Japonicum, oriunda dos USA).
Dezesseis isolados de rizdbio pertencentes aos grupos A, B, C, D, E, G ¢
principalmente F, foram agrupados com as estirpes de Bradyrhizobium (INPA
0311B, BR 2001 e BR 29) a 62% de similaridade ou mais. Portanto, todos os
isolados com caracteristicas de Bradyrhizobium foram mais similares as estirpes
isoladas de solos brasileiros do que 2 BR 111. Nestes grupos, a maioria dos
isolados apresentou média a alta eficiéncia simbiética com caupi (Tabela 2).

Os grupos de isolados de rizobio I, J, K e L (12 isolados) foram os que
apresentaram menor similaridade dos demais. O grupo I apresentou isolados de
alta (UFLA 03-84) e baixa eficiéncia (UFLA 03-95) simbidtica (Tabela 2),
mostrando que ndo ha uma relagdo entre agrupamento protéico e caracteristicas
simbidticas. Sete isolados dos grupos L e K se agruparam com 50% de
similaridade e foram os que mais se distanciaram dos demais isolados e estirpes.
Destes, somente o isolado UFLA 03-83 foi avaliado simbioticamente, com
média eficiéncia (Tabela 2).

Para a maioria dos grupos de isolados de rizébio estudados, ndo se
verificou relagdo entre o agrupamento por caracteristicas culturais e
agrupamento por perfil protéico (Figuras 2 e 4). Também ndo houve relagdo
entre agrupamento de isolados por perfil protéico ou por caracteristicas culturais
e os diferentes sistemas de uso da terra da Amazoénia, indicando a alta

diversidade das populagdes de rizobio nesses sistemas.

75



4 CONCLUSOES

Os isolados de rizobio apresentaram grande vania¢do na eficiéncia
simbidtica com caupi, e o efeito da maioria foi superior ao da estirpe comercial
BR 2001/SEMIA 6145 e da adubagio nitrogenada com 300 mg dm® de N,
destacando-se os isolados UFLA 03-128, UFLA 03-84 e UFLA 03-129.

O caupi mostrou-se altamente promiscuo pela analise de agrupamento
dos isolados por caracteristicas culturais devido a grande diversidade de rizobio
proporcionada em amostras de solo dos diferentes sistemas de uso da terra, na
Amazonia, com caracteristicas de Bradyrhizobium e Rhizobium.

Nio houve relagdo entre o agrupamento de isolados por caracteristicas
culturais e a eficiéncia simbidtica dos isolados estudados.

A analise do perfil protéico apresentou-se eficiente na discriminagdo dos
isolados, mas foi menos discriminatéria que a caracterizagdio cultural e 47%
destes isolados foram similares a Bradyrhizobium, que apresentaram de média a
alta eficiéncia simbiética com caupi.

Para a maioria dos isolados, ndo houve relagdo entre agrupamento por
caracteristicas culturais e agrupamento por perfil protéico, e nem efeito dos
sistemas de uso de terra da Amazonia nestes agrupamentos.
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CAPITULO 4

DIVERSIDADE SIMBIOTICA, FENOTIPICA E GENETICA ENTRE
ISOLADOS DE RIZOBIO DE Phaseolus vulgaris L. DA REGIAQ
AMAZONICA

RESUMO

PEREIRA, E.G. Diversidade simbidtica, fenotipica e genética entre isolados
de rizébio de Phaseolus vulgaris L. da Regido Amazonica. Lavras: UFLA,
2000. Cap. 4. 15p. (Tese - Doutorado em Solos e Nutrigio de Plantas)

Phaseolus vulgaris é uma planta hospedeira altamente promiscua, que pode ser
nodulada pelo menos por 8 espécies de rizébio. As principais limitag3es para o
aumento da fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) relacionadas a rizobios de
feljoeiro sdo a instabilidade genética, baixa competitividade das estirpes
moculantes com a populagio indigena, que ¢é geralmente ineficiente, e
sensibilidade aos fatores ambientais, tais como acidez do solo e altas
temperaturas. Assim, populagdes nativas de solos acidos de regides tropicais
podem ser uma importante fonte de recursos genéticos para selecdo de estirpes
adaptadas a esses estresses. Para verificar a diversidade genética, fenotipica e
simbidtica de estirpes de rizébio nativas nodulando feijoeiro em dois locais em
Theobroma, RO, na Regido Amazdnia, utilizaram-se as metodologias de PCR-
RFLP (padrdes de restricdo com as enzimas Alu I, Hae I, Hinf IIIl ¢ Rsa I do
fragmento 16S rRNA), perfis protéicos (SDS-PAGE) e producido de matéria seca
da parte aérea de feijoeiro cv. Carioca, em vasos Leonard. Os padrdes de
restricdo 16S rDNA indicaram que as enzimas Alu I e Hae III foram as mais
discriminatérias, embora a maioria dos isolados apresentaram o mesmo padrio
de restri¢do Todos os 42 isolados apresentaram mesmas caracteristicas culturais,
com crescimento rapido, sem alteragdo de pH do meio, alta producdo de goma e
cor branca. Pelo perfil protéico, formaram-se 3 grupos com niveis de
similaridade superiores a 90% e 3 isolados com posigdes distintas (UFLA 02-
139, UFLA 02-113 e UFLA 02-63), sendo todos com maior similaridade 2
estirpe R. leguminosarum bv. phaseoli. Dos 14 isolados avaliados para produgdo
de matéria seca da parte aérea, 13 foram mais eficientes que a estirpe
recomendada para a cultura (BR 322/CIAT 899), com destaques para os isolados
UFLA 02-127 e UFLA 02-68.
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ABSTRACT

PEREIRA, E.G. Symbiotic, phenotypic and genetic diversity among rhizobia
isolated from Phaseolus vulgaris L. in Amazon Region. Lavras: UFLA,
2000. Chap. 3. 15p. (Thesis of Doctorate in Soil and Plant Nutrition)

Phaseolus vulgaris is a highly promiscuous host that can be nodulated by at least
8 rhizobia species. Main limitations for improvement of biological nitrogen
fixation related to rhizobia are the genetic instability, low competitiveness of
introduced (inoculant) strains with native populations, usually inefficient, and
sensitiveness to environmental factors as soil acidity and high temperature.
Thus, native populations of acid tropical soils can be an important genetic
resource for selection of rhizobia strains adapted to these stresses. Genetic,
phenotypic and symbiotic diversity among isolates of bean plantings at
Theobroma, Amazon region, were studied by the following methodologies:
restriction patterns with enzymes Alu I, Hael, Hinf III and Rsa I of 16 S rRNA
amplified fragments, total protein pattemns by poliacrilamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and shoot dry matter production of Phaseolus vulgaris var. carioca
at Leonard jars. Restriction pattems with enzymes Alul and Hae III were more
discriminatory among strains although all isolates present the same restriction
pattemns. All 42 isolates showed the same cultural characteristics on YMA : fast
growth, high exopolissacharide production and no change of medium pH. Three
groups at similarity levels higher than 90% and three unclustered strains were
obtained by SDS-PAGE of total proteins, being all more similar to Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli. Thirteen out of fourteen isolates produced more
shoot dry matter than the recommended strain CIAT 899, specially isolates
UFLA 02-127 and UFLA 02-68.
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1 INTRODUCAO

Phaseolus vulgaris é uma planta hospedeira altamente promiscua, que
pode ser nodulada por 8 espécies de rizobio: Rhizobium leguminosarum bv
ph_aseoli (Jordan, 1984), R (Mesorhizobium) loti (Jordan, 1984). R
(Sinorhizobium) fredii (Scholla e Elkan, 1984), R (Mesorhizobium) huakuii
(Chen et al., 1991), R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991), R. etli (Segovia et
al, 1993), R. giardinii ¢ R gallicum (Amarger et al., 1997). As principais
limitagSes na fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) relacionadas a rizobios-de
feijoeiro s3o atribuidas i instabilidade genética, baixa competitividade das
estirpes inoculantes com a populagdo indigena, que ¢ geralmente ineficiente, e
sensibilidade aos fatores ambientais, tais como acidez do solo e altas
temperaturas (Hungria et al., 1997).

R. tropici tem sido considerada a espécie mais promissora na selegio de
estirpes usadas como inoculante por sua estabilidade genética, tolerdncia a
acidez e altas temperaturas e ocorréncia em regides tropicais. Trés estirpes de R.
fropici tém sido atualmente recomendadas oficialmente como inoculantes 2
cultura do feijoeiro, PRF 81 (SEMIA 4080), CIAT 899 (SEMIA 4077) e SEMIA
4064. Porém, nem sempre os resultados de FBN sio positivos, o que pode ser
ocasionado pela competicio com a populagio nativa. Porém, resultados
satisfatérios de nodulagio e produtividade foram obtidos utilizando as estirpes
recomendadas (RELARE, 2000). Mercante et al. (1998) verificaram que 36%
dos isolados de rizobio nodulantes de feijoeiro em solos de cerrado poderiam ser
classificados como R. tropici. Assim, estudos s3o necessarios para caracterizar a
populagdo indigena de rizobios que nodulam o fejoeiro de regides tropicais com
altas temperaturas e acidez do solo, geralmente consideradas fator limitante ao
aumento da FBN nessa espécie e que podem, também, representar importante
fonte de recursos genéticos para selegdo de estirpes adaptadas a estas condigdes.
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O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade genotipica, fenotipica e
simbiética de populagdes de rizébio nativas nodulantes de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris) na Regido Amazdnica.

2 MATERIAL E METODOS

Nodulos de feijoeiro (Phaseolus vuigaris cv. carioca) ndo inoculado
foram coletados entre abril e maio de 1997 de dois diferentes locais no
municipio de Theobroma (RO), em areas recém desmatadas. No local 1 foram
coletados 30 nddulos e no local 2, 122 nédulos. As caracteristicas quimicas e
fisicas do solo de cada local foram as seguintes: Area 1: pH6,6;PeK, 1441
mg dm> respectivamente; Ca, Mg e Al 40, 17 e 0,0 cmol. dm®
respectivamente; carbono, matéria organica, areia, silte e argila 9, 16, 500, 150
and 350 g kg, respectivamente. Area 2: pH 4,7, P e K 1 ¢ 39 mg dm>,
respectivamente; Ca, Mg e Al 1,0, 0,6 e 0,9 cmol. dm>, respectivamente;
carbono, matéria organica, areia, silte e argila 11, 19, 420, 150 e 430 g kg™,
respectivamente. Os nodulos foram armazenados em recipientes contendo silica
gel para transporte até o laboratorio.

Para obten¢do dos isolados de rizobio, os nédulos foram desinfectados
superficialmente com alcool 70%, cloreto de mercirio e lavados 10 vezes em
agua esterilizada, sendo, posteriormente, macerados assepticamente em meio
YMA. Apos repicagem para novas placas com YMA, as colénias dos isolados
foram caracterizadas morfologicamente. As caracteristicas analisadas foram as
seguintes: tempo (em dias) para aparecimento das primeiras col6nias isoladas,
diametro das col6nias, alteragdo do pH do meio, produgdo de goma, absorcio de

indicador e coloragdo das colonias.
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Todos os isolados obtidos foram previamente autenticados em feijoeiro
em condi¢des de laboratério em meio Jensen (CaHPO, 1g L, K,HPO, 0,2g L,
MgS0,.7H,0 0,2 L, NaCl 0,2g L™, FeCl; 0,1g L") estéril, em sacos plasticos
Millipore, antes da conservagdo em tubos com meio YMA inclinado cobertos
com uma camada de 4 ml de vaselina estéril, em geladeira. Os isolados foram
também crescidos em meio YMA liquido, com posterior armazenamento em
tubos eppendorff com glicerol 20%, em deep frezer. Por razdes ainda nio
identificadas, somente 42 isolados de rizébio permaneceram viaveis. Estes
foram estudados quanto & diversidade fenotipica através do padrio de proteina
total (SDS-PAGE), sendo 14 deles utilizados nos estudos de eficiéncia em
plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca.

Para estudos de eficiéncia dos 14 isolados de rizobio, instalou-se um
experimento com delineamento inteiramente casualizado, com 3 repetigdes por
tratamento. Os tratamentos foram: moculacdo de cada isolado individualmente,
noculagdo da estirpe comercial CIAT 899/BR 322, tratamento com nitrogénio
na forma de nitrato de aménio (240 mg kg™ de N) e testemunhas sem nitrogénio
e sem inoculagdo. O inéculo de rizébio foi obtido ap6s cultivo dos isolados em
meio YMA semi-sélido por 3 dias, e apés inoculacdo das plantas, procedeu-se o
cultivo em vasos Leonard (Vincent, 1970) contendo areia e vermiculita na
propor¢do 2:1 e solugdo nutritiva de Jensen sem nitrogénio. No inicio da
floragdo (45 dias da semeadura), as plantas foram colhidas, com posterior
determinagdo da matéria seca da parte aérea (apos secagem a 60-70°C em estufa
de circulagdo forcada de ar) e avaliagdo do niimero e peso de nédulos secos. A
eficiéncia simbidtica foi dada pela produgio de matéria seca da parte aérea das
plantas inoculadas em relagio s testemunhas nitrogenadas e ndo nitrogenadas.

A diversidade fenotipica dos quarenta e dois isolados e das estirpes tipo
de R leguminosarumbiovar phaseoli (ATCC 10004), R. tropici (CIAT 899), R.
etli (CFN 42) e S. fredii (USDA 205) foi analisada quanto ao perfil de proteina

83



total por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para isso, as
bactérias foram cultivadas em meio TY liquido, sob agitagdo constante, por 5
dias, a 30° C. Apds crescimento, as células foram solubilizadas com SDS e
posteriormente submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), pelo
método Laemmli (1970) e modificagGes descritas por Jackmam (1985, 1987).

A analise da diversidade genética foi feita em 36 isolados utilizando
a técnica PCR - RFLP do 16S 1DNA (ARDRA) (Massol-Deya et al,,
1995). A regido de 1400 pares de bases, entre
os primers Y1 ("TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC3’) e Y3
(5’CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT3’) foi amplificada por PCR ¢, em
seguida, cortada com as seguintes enzimas de restricdo: Hinf, Rsa, Alu e Hae
(Laguerre et al., 1994). O tamanho dos fragmentos de restrigdo obtidos de cada
enzima foi comparado por eletroforese em gel de agarose 2,5%.

Os resultados de matéria seca da parte aérea, numero e peso de nodulos
secos foram submetidos a analise de variancia e teste de médias pelo programa
estatistico SANEST (Zonta et al., 1984), enquanto os dendogramas protéicos
foram obtidos pelo método UPGMA (Everitt, 1993), utilizando os programas
NTSYS 1.80 e STATISTICA 5.0 (Slice, Kim e Walker, 1994), comparando-se

os perfis protéicos pela presenga ou auséncia de bandas.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Todos os isolados obtidos dos dois locais estudados apresentaram as
seguintes caracteristicas culturais: velocidade de crescimento de 2 a 3 dias (CR-

crescimento rapido), sem alteracdo do pH do meio YMA, col6nias com mais de

2 mm de didmetro, alta produgdo de goma, absor¢do de indicador e coloragdo
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branca. Por apresentarem coldnias morfologicamrente semelhantes em placas, os
isolados ndo puderam ser discriminados por estas caracteristicas.

Os resultados de eficiéncia dos isolados de rizébio na produgdo de
matéria seca da parte aérea de feijoeiro cv. Carioca, numero e peso de nodulos
secos encontram-se na tabela 1. Na figura 1 consta uma foto de feijoeiro
adubado com nitrogénio (N), inoculado com o isolado UFLA 02-127, inoculado
com a estirpe tipo de R tropici recomendada CIAT899/BR322 e testemunha

sem N e ndo inoculada.

TABELA 1. Matéria seca da parte aérea (MSPA), niimero e peso de nédulos
secos de feijoeiro, inoculado com diferentes isolados de rizobio,

obtidos da Regido Amazénica.
MSPA Numero de Peso de nddulos

Tratamento (2) nodulos secos (g)
N(240mgL™) 5,07 A’ - -
UFLA 02-127 353 B 627 AB 0,60 ABC
UFLA 02-68 3,21 BC 614 AB 0,55 BC
UFLA 02-86 3,16 BCD 569 ABC 0,71 AB
UFLA 02-100 2,91 BCD 531 BC 0,62 ABC
UFLA 02-54 2,84 BCD 484 BCD 042 C
UFLA 02-87 - 2,67 BCD 647 AB 0,81 A
UFLA 02-84 2,60 BCD 443 BCDE 0,64 ABC
UFLA 02-104 2,55 BCD 382 CDE 0,60 ABC
UFLA 02-66 2,49 BCD 341 DE 041 C
UFLA 02-97 244 CD 485 BCD 043 C
UFLA 02-116 238 CD 563 ABC 0,54 BC
UFLA 02-63 228 CD 393 CDE 042 C
UFLA 02-102 2,14 CD 846 A 0,79 A
BR 322/CIAT 899 2,11 D 635 AB 0,59 ABC
Testemunha® 0,52 E - -
UFLA 02-60 0,44 E 306 E 0,11 D

' Médias segmdas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade. 2 Plantas sem inoculagio e sem aplicagdo de N mineral.

85



CIAT 899/
BR 322

FIGURA 1. Feijoeiro adubado com nitrogénio (N), inoculado com o isolado
UFLA 02-127, inoculado com a estirpe tipo de R. fropici
recomendada CIAT899/BR322 e testemunha sem N e ndo

inoculada.

Todas as estirpes estudadas, exceto a UFLA 02-60, aumentaram o
crescimento das plantas em relagdo ao controle. A producdo de matéria seca da
planta com a estirpe mais eficiente, UFLA 02-127 correspondeu a 70% da
matéria seca da parte aérea das plantas que receberam 240 mg L" de N-NH,NO;
e 165% daquelas inoculadas com BR 322/CIAT 899 (Tabela 1). Quanto ao
numero e peso de nédulos produzidos, houve variagdo nos resultados em fungdo
dos isolados utilizados, o isolado UFLA 02-102 promoveu os maiores valores
com as menores eficiéncias, os isolados UFLA 02-127 e UFLA 02-68
proporcionaram nodulagdo semelhante ao da estirpe comercial (BR 322/CIAT
899) mas com maior eficiéncia simbiética, ou seja, maior produgdo de matéria
seca da parte aérea do feijoeiro.

Os perfis protéicos e o respectivo dendograma de dissimilaridade dos
quarenta e dois isolados se encontram na Figura 2. Quatro grupos foram
formados com niveis de similaridade de 90% ou mais (B, D, E e F) e trés
isolados ocuparam posi¢des distintas no dendograma (A, C e G) (Figura 1).

Todos os grupos e os isolados distintos apresentaram 56% de similaridade com
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R leguminosarum bv. phaseoli (R.Lp.), sendo os grupos A, E, F ¢ B mais
proximos (64% de similaridade ou mais) desta estirpe em relagdo aos grupos C,
G e D (aproximadamente 56% de similaridade). Andrade, Murphy e Giller
(2000) verificaram maior ocorréncia de R. leguminosarum bv. phaseoli, em
relagdo ao R. tropici, em solos que ndo receberam calagem, portanto com
valores menores de pH. Mhamdi et al. (1999) obtiveram isolados de feijoeiro em
solos da Tunisia, sendo 1/3 classificados como R. gallicum, 1/3 como R etlie R
leguminosarum e o restante em outras espécies que nodulam o feijoeiro, e os.
isolados com caracteristicas de R. leguminosarum foram os que apresentaram
menor eficiéncia simbiética, quando comparados aos demais. Esses resultados
evidenciam a larga distribuigdo de isolados semelhantes a R leguminosarum em
solos, com caracteristicas simbiéticas diferenciadas, como os isolados UFLA 02-
127 (grupo D) e UFLA 02-60 (grupo F), de maior e menor eficiéncia simbidtica
(Tabela 1), respectivamente, nos locais amostrados. ’

Com relagdo & R tropici (Rt), todos os grupos de isolados
apresentaram aproximadamente 35% de similaridade, e praticamente nenhuma
similaridade com as estirpes R etli ¢ S Jredii. Este resultado contraria os
encontrados por Hungria et al. (2000) e Hungria et al. (1999), os quais discutem
o dominio de isolados com caracteristicas de R. Iropici nas regides tropicais,
devido a sua estabilidade genética, tolerdncia 4 acidez e altas temperaturas.

Em experimento utilizando diferentes metodologias para estudo de
diversidade de isolados de rizdbio de feijoeiro, obtidos de diferentes areas
agroecologicas de Senegal e Gambia (Diouf et al., 2000), verificou-se
predominancia de isolados pertencentes a R. tropici e R. etli.
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Grupo A: UFLA 02-63: B: UFLA 02-61. UFLA 02-84. UFLA 02-85. UFLA 02-86. UFLA 02-87. UFLA 02-
90. UFLA 02-92. UFLA 02-97, UFLA 02-100, UFLA 02-102, UFLA 02-103, UFLA 02-104, UFLA 02-105,
UFLA 02-106, UFLA 02-110, UFLA 02-116, UFLA 02-117. UFLA 02-132. UFLA 02-133. UFLA 02-134:
C: UFLA 02-113: D: UFLA 0249, UFLA 02-52, UFLA 02-55, UFLA 02-70, UFLA 02-72, UFLA 02-91,
UFLA 02-108, UFLA 02-115, UFLA 02-122. UFLA 02-127; UFLA 02-138: E: UFLA 02-64: F: UFLA 02-
54. UFLA 02-60, UFLA 02-65, UFLA 02-66, UFLA 02-67. UFLA 02-68, UFLA 02-71: G: UFLA 02-139;
S.f. (Sinorhizobium fredii); R.e. (Rhizobium eili). R (R. tropici). R.Lp. (R. leguminosarum bv. phaseoli).

FIGURA 2. Padroes eletroforéticos e respectivo dendograma de similaridade dos
grupos de isolados de feijoeiro, obtidos da Amazonia.
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Utilizando ARDRA para estudo de diversidade genética, Straliotto et al.
(2000) encontraram variagdes na dominancia de isolados de rizébio de feijoeiro
em fungdo da temperatura do solo no sudeste do pais, sendo R. leguminosarum
bv. phaseoli, a estirpe dominante em plantas de feijdo cultivadas sob as menores
temperaturas do solo e R. tropici em solos sob as maiores temperaturas.

Os padrdes de restrigio da regido 16S rDNA dos 36 isolados estudados
para as enzimas Rsa I, Hinf I, Alu I e Hae III estio representados na figura 3.
Neste estudo, as enzimas Alu I e Hae III apresentaram maior numero de padroes,
sendo, portanto, mais discriminatérias. Os isolados UFLA 02-139, UFLA 02-60,
UFLA 02-85 apresentaram padrdes distintos das demais, embora somente o
primeiro formasse um padrio protéico exclusivo (Figura 2). A maioria dos
isolados analisados apresentou o mesmo padréo de restrigdo (Grupo I) para as 4
enzimas, sendo este método, portanto, menos discriminatério que analise
fenotipica pelo padrdo de proteina total. Um trabalho conduzido por Laguerre et
al. (1994), avaliando isolados de rizébio com 9 enzimas de restri¢io, concluiu
que seriam necessarias, no minimo, 4 enzimas de restricio. A enzima de
restricdo Hae III foi a mais discriminatéria para a regido de genes simbidticos,
agrupando as estirpes em 11 padrdes distintos. Esta enzima, juntamente com as
enzimas Cfo I, Hinf I e Msp I, tiveram o mesmo nivel de discriminag¢do do
obtido com a combinagio de 8 enzimas de restrigdo. Por outro lado, Nick et al.
(1998) encontraram baixa discriminagdo utilizando as enzimas Alul, Cfol, Ddel,
Haelll, Hinfl, Mbol, Msel, Mspl, Rsal e Taql, combinadas quatro a quatro.
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FIGURA 3. Padrdes de restricdo da regido 16S rDNA de diferentes isolados
obtidos com as enzimas Rsa I, Hinf I, Alu I e Hae III.

4 CONCLUSOES

Todos isolados obtidos apresentaram caracteristicas culturais
semelhantes, com crescimento rapido, sem alteracdo de pH do meio, alta
producdo de goma e cor branca.

Todos os isolados, excetuando UFLA 02-60, apresentaram eficiéncia
simbictica superior a da estirpe recomendada BR 322/CIAT 899, com destaque
para os isolados UFLA 02-127 e UFLA 02-68, que promoveram os maiores

valores de produgdo de matéria seca do feijoeiro. Estudos fenotipicos dos
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isolados por perfil protéico mostraram que 3 grupos foram formados com niveis
de similaridade superiores a 90% e 3 isolados com posigdes distintas (UFLA 02-
139, UFLA 02-113 e UFLA 02-63). Todos os isolados apresentaram maior
similaridade com a estirpe tipo de R leguminosarum bv. phaseoli do que com a
estirpe tipo de R. tropici.

Os padrdes de restricio 16S rDNA utilizados para estudo de diversidade
genética mostraram que as enzimas Alu 1 e Hae Il foram as mais
discriminatérias, com a formacdo de 4 e 3 padrdes de restric3o, respectivamente.
A maioria dos isolados se agrupou no mesmo padrdo de restri¢io para as quatro
enzimas.
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