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RESUMO GERAL

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

Supõe- se que a diversidade dos organismos do solo tenha uma relação estreita
com a biodiversidade acima do solo e que a perda de diversidade microbiana
pode levar a uma perda de função reduzindo a sustentabilidade dos ecossistemas.
A fixação biológica de nitrogênio é uma das mais importantes funções do solo
especialmente quando mediada pelas simbioses de rizóbio com leguminosas.
Objetivando avaliar a densidade e diversidade fenotípica, genétíca e simbiótíca
de populações de rizóbio em amostras de solo coletados em três sítios de cada
um dos seguintes sistemas de uso da terra (SUTs): floresta, capoeira, sistema
agroflorestal, monocultura e pastagem, na Região Amazônica, instalaram-se
experimentos em laboratório e casa de vegetação. Siratro (Macropitillium
atropurpureum) e caupi (Vigna unguiculata) foram utilizados como plantas iscas
para estirpes de rizóbio, sendo que o primeiro também foi utilizado para
determinação do número mais provável de rizóbio e eficiência da população nos
diferentes SUTs. Rizóbio foi isolado das plantas iscas, de plantas de feijoeiro
não inoculadas e de outras leguminosas nodulíferas encontradas nodulando com
as populações nativas em alguns dos sítios amostrados. Todos os isolados foram
caracterizados fenotipicamente pelas características culturais em meio YMA e
os de feijão, caupi e alguns de siratra pelo padrão de proteínas total por
eletroforese em gel de poliacrilamida. A análise genética foi feita nos isolados
de feijão pela comparação dos padrões de restrição com diferentes enzimas para
o fragmento 16 S rDNA. Em casa de vegetação, 26 isolados de caupi e 14 de
feijão ft>ram avaliados quanto à eficiência na FBN para seus hospedeiros
homólogos. Houve efeito dos SUTs na densidade e eficiência de populações de
rizóbio capturadas por siratro. Os isolados de feijoeiro apresentaram
características culturais semelhantes, mas os perfis protéicos e de restrição
permitiram o agrupamento cüscriminatório dos isolados, e a maioria apresentou
alta eficiência simbiótíca com a cultura, sendo alguns mais eficientes que
estirpes atualmente recomendadas. O caupi permitiu o isolamento de rizóbios de
grande diversidade fenotípica e simbiótíca, com a maioria deles apresentando
eficiência simbiótíca superior ao de estirpes atualmente recomendadas à cultura.
Foi encontrada nos diferentes SUTs da Região Amazônia grande diversidade de
rizóbio. a diversidade cultural dos isolados calculada pelo índice de Shannon
Weaver decresceu na seguinte ordem: floresta, sistema agroflorestal, pastagem,
capoeira e monocultura.

*Orientadora: Fátima 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 inSoil and Plant Nutrition)*

Bèlow 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 ofthe following land use systems (LUS) in Amazon region:
disturbed forest, fàllow, 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 nodulatíng with native populations at some sites. Ali isolates were
characterized culturally on YMA médium. Ali bean and cowpea isolates and
some siratro isolates were characterized by polyacrilamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) oftotal proteins. Genetic analysis ofbean isolates was made by
comparison of restriction pattems with diflèrent enzymes to amplifíed 16S
rRNA 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 mscriminated by SDS-
PAGE oftotal proteins and RFLP patterns. Most ofthem 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 ofrhizobia populations. Cultural diversity calculated by
Shannon-Weaver index decreased in the order: forest > agroforestry system>
pasture> fallow > crops.

*Adviser: Fátima M.S. Moreira - UFLA



CAPITULO 1

1 INTRODUÇÃO GERAL

A diversidade microbiana do solo tem sido considerada um fator

importante na sustentabilidade de ecossistemas. A redução desta comunidade
microbiana, com eventual extinção de espécies de microrganismos, pode causar
perda de funções do solo, reduzindo a habilidade dos sistemas agrícolas de
superar períodos de estresses, com sérias conseqüências à produtividade (Giller
et ai., 1997).

Dentre as comunidades microbianas, destacam-se as bactérias fixadoras

de N2 com capacidade de formar simbiose com plantas leguminosas, comumente
denominadas rizóbios. Pela alta diversidade deste grupo de microrganismos na
natureza, estudos de diversidade de rizóbio têm sido limitados, principalmente
por problemas na amostragem, identificação e métodos para sua monitoração no
ambiente. No entanto, vários autores têm demonstrado oalto grau de diversidade
entre isolados de rizóbio em diferentes ecossistemas, com relatos de maior

ocorrência de isolados de rizóbio de crescimento lento, com alcalinização do
meio e classificados como Bradyrhizobium sp. nos trópicos (Moreira at ai.,
1993). Entretanto, há poucos estudos demonstrando os efeitos dos sistemas de

usodaterra (SUTs) emsolos tropicais sobre a diversidade derizóbio.

Do ponto de vista do manejo da FBN para a produção agrícola, os
microrganismos diazotróficos selecionados em condições controladas e
introduzidos através da prática de inoculação nem sempre apresentam o
potencial máximo de eficiência no campo devido, entre outros fatores, à baixa
competitividade por sítios de infecção com as bactérias nativas ou falta de

adaptação às condições ambientais locais (Anyango et ai, 1995). Torna-se



evidente, portanto, a necessidade de avaliar, quantificar e monitorar a

diversidade de rizóbios na população nativa do solo. Além disso, a perda desta

diversidade pode resultar na perda de estirpes com grande potencial inoculante,

assim como a diminuição do potencial de fixação de nitrogênio dos solos,

prejudicando o desenvolvimento de praticas de recuperação e conservação de

solos.

O presente trabalho baseia-se na hipótese que a interferência antrópica 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 diminuição da

biodiversidade acima do solo resulta na diminuição da biodiversidade abaixo do

solo. No caso da biodiversidade de organismos do solo, há poucas evidências

disto. Trabalhos mostrando perda de diversidade dos organismos do solo em

uma ampla faixa de intensificação da agriculturanão existem. Assim, o objetivo

deste estudo foi anahsar a diversidade de um grupo funcional chave de

organismo do solo, os rizóbios, em diferentes sistemas de uso da terra na Região

Amazônica.

2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Simbiose rizóbio-leguminosas e a importância da fixação biológica de

nitrogênio (FBN)

Rizóbios são bactérias Gram-negativas capazes de penetrar as raízes ou

caules de plantas pertencentes à família das Leguminosas. Como resultado desta

infecção, formam-se nódulos na raiz ou caule das plantas, onde as bactérias

vivem em simbiose. Nos nódulos, o rizóbio reduz o nitrogênio atmosférico à

amônia, queé transportada para a planta. Os nódulos são produtos de complexos



sinais trocados entre os simbiontes (Fisher eLong, 1992). Aespecificidade entre
os simbiontes varia, umas bactérias infectam um número limitado de
leguminosas, outras têm uma ampla gama de hospedeiros evice-versa, ou seja,
alguns hospedeiros são extremamente promíscuos (nodulam com ampla
variedade de estirpes) eoutros são mais específicos. Aocorrência de estirpes de
rizóbio de crescimento rápido e lento em uma mesma espécie de planta foi
observada por Moreira et ai. (1993) em 14 gêneros 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, à eficiência do processo. Assim, algumas
espécies de leguminosas produzem melhor com uma espécie de rizóbio em
particular.

A contribuição da fixação biológica de nitrogênio à economia da
produção de leguminosas é muito significativa, uma vez que as aphcações de
fertilizantes nitrogenados podem ser, em grande parte, reduzidas e até
dispensadas, como no caso da soja, através da inoculação de estirpes de rizóbio
eficientes na fixação (Dobereiner e Duque, 1980)\ Além dos benefícios
econômicos, a redução na aplicação de fertilizantes aumenta a qualidade
ambiental da produção agrícola, contribuindo para a sustentabilidade na
agricultura.

A eficiência dos microrganismos diazotrófícos em fixar nitrogênio e a
capacidade destes de sobreviver no solo e formar nódulos dependem, além dos
fatores genéticos inerentes aos simbiontes, da interação destes com o sistema.

Nem sempre organismos fixadores selecionados em laboratório e casa de

vegetação alcançam necessariamente seu máximo potencial no campo devido,

entre outros fatores, à baixa competitividade ou falta de adaptação às condições

ambientais locais. Toma-se evidente, portanto, a necessidade de avaliar,
quantificar e monitorar a diversidade de rizóbios no solo, assim como a extensão



do impacto de práticas agrícolas sobre comunidades naturais destes organismos.

A perda desta biodiversidade pode ocasionar a perda de linhagens inoculantes

potenciais, assim como a diminuição do potencial de fixação de nitrogênio dos

solos, prejudicando o desenvolvimento depráticas de recuperação e conservação

de solos.

2.2 Taxonomia de rizóbio

Atualmente, a taxonomia de bactérias é polifasica, isto é, baseia-se em

dados fenotípicos, genéticos e fílogenéticos dos organismos. Através de

modernas técnicas moleculares, especialmente a comparação da seqüência de

genes do lósRNA, os taxonomistas concluíram que os rizóbios são claramente

poliflléticos, isto é, nãohá na árvore evolucionária um braço que carregue todos

os rizóbios e nenhuma outra bactéria. Atabela 1 apresenta as espécies de rizóbio

conhecidas atualmente.



TABELA 1. Rizóbios atualmente conhecidos, estirpe tipo eplanta da qual foram
isolados.

Espécie de rizóbio Estirpe
representativa

Planta hospedeira Referência

Rhizobium

Rhizobium leguminosarum
biovarphaseoli
biovarviciae
biovartrifolii

Rhizobium etli

Rhizobium gallicum
biovargallicum
biovarphaseoli
Rhizobium mongolense
Rhizobium tropicitipoHA
Rhizobium tropicitipo IH3
Rhizobium hainanense
Rhizobium galegae
biovar orientalis
biovar officinalis
Rhizobium giardinii
biovar giardinii
biovarphaseoli
Rhizobium huautlense

Rizóbios decrescimento rápido (CR)* quenodolam raízes
Frank,1889; Jordan, 1984

Shinorhizobium
Shinorhizobium meliloti
Shinorhizobiumfredii
quimovar fredii
quimovar siensis
Shinorhizobium medicae
Shinorhizobium saheli
Shinorhizobium teranga
biovar acaciae

biovar sesbaniae
Rizóbios decrescimento muito (CMR) rápido quenodolam raízes

Allorhizobium De Lajudie et ai 1998
Allorhizobium undicola ORS992 Neptunia natans De Lajudie et ai.! 1998

ATCC 14482

ATCC 10004
ATCC 14480

CFN42

R602sp
PhD12

USDA 1844
CFN299

CIAT 899

166

HAMBI540

HAMBI1141

H152

H251

S02

NZP4027

USDA 205

USDA 201

A 321

ORS609

ORS 1009
ORS51

Phaseolusvulgaris
Pisum sativum
Trifolium pratense
Phaseolusvulgaris

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Medicago ruthenica
Phaseolusvulgaris
Phaseolus vulgaris
Desmodium sinuatum

Galega orientalis
Galega officinalis

Phaseolus vulgaris
Phaseolusvulgaris
Sesbania herbacea

Medicago sativa

Glycine max
Glycine max
Medicago truncatula
Sesbania pachycarpa

Acácia laeta

Sesbania rostrata

Frank, 1889; Jordan, 1984
Frank, 1889; Jordan, 1984
Frank, 1889; Jordan, 1984
Frank, 1889; Jordan, 1984
Segovia et ai., 1993
Amarger et ai., 1997
AmargeretaL, 1997
Amarger et ai., 1997
van Berkum et ai., 1998
Martínez-romero et ai., 1991
Marunez-romero et ai., 1991
Chenetal., 1997
Lindstrom, 1989
Lindstrom, 1998
Lindstrom, 1998
Amarger at ai., 1997
Amarger at ai., 1997
Amarger at ai., 1997
WangetaL, 1998

De Lajudie et ai., 1994
Dangeard, 1926; Jordan, 1984
SchollaeEIkan,1984
SchollaeElkan,1984
SchollaeEIkan,1984
Romeetal., 1996
De Lajudie et ai., 1994
De Lajudie et ai., 1994
Lorquin et ai., 1997
Boivin et ai.. 1997

Rizóbios de crescimento rápido (CR) ouintennediárío (Cl) qoe nodolam raízes
Mezorhizobium

Mezorhizobium ciceri
Mezorhizobium kuakuii
Mezorhizobium loti

M.mediterraneum
M. tianshanensi

Rizóbios de crescimento lento (CL) amuito lento (CML) qoe nodolam raízes
Bradyrhizobium Jordan 19g2
Bradyrhizobium elkani USDA 76 Glycini max Kuykendall et ai., 1992

Jarvis et ai., 1997
NouretaL, 1994
Chenetal., 1991
Jarvis, Pankhurst e Patel, 1982
NouretaL. 1995

Chenetal, 1995

Bradyrhizobiumjaponicum ATCC 10324 Glycini max
Bradyrhizobium liaoningense 2281 Glycini max

UPM-Ca7

CCBAU2609

NZP2213

UPM-Ca36

A-1BS

Cicer arietinum

Astragalus sinicus
Lotus corniculatus
Cicer arietinum
Glycyrrhiza pallidiflora

Kirchner, 1895; Jordan. 1982
Xuetal.,1995

Rizóbios de crescimento rápido (CR) eintermediário (Cl) qoe nodolam cauleAzorhizobium Dreyfils Aal 198g
Azorhizobium caulinodans ORS 571 Sesbania rostrata Dreyfiisetal.,1988

Classificação de aescimento de acordo com o número de dias para aparecimento de colônias isoladas em
meio YMA (Vincent, 1970): CMR (1), CR (2 a3), Cl (4 a5), CL (6 a 10), CML (mais que 10).



Para evitar a descrição inadequada de bactérias, o Sub-Comitê

Internacional para taxonomia de Rhizobium e Agrobacterium propôs, em 1991,

padrões mínimos para validar a publicação de novos taxa de bactérias (Granam

et ai., 1991): De acordo com o Sub-Comitê, o rizóbio deve ser isolado de várias

regiões geográficas, além de se incluírem estirpes tipo e representativas do

gênero e espécie relacionada com o isolado nos estudos fenotípicos, genéticos e

simbióticos (polifasicos). Os métodos fenotípicos incluem as técnicas baseadas

na expressão do DNA, ou seja, técnicas morfológicas, bioquímicas e fisiológicas

que coletam informações sobre a composição química total ou parcial das

células para classificar a bactéria. Compreendem análise de ácidos graxos,

análise das proteínas celulares totais, eletroforese de enzimas multiloculares,

espectometria de massa por pirólise (PyMS), além das análises fenotípicas

clássicas que dão informações sobre a célula e a colônia. Os testes genéticos

compreendem as técnicas de hibridação DNA-DNA, polimorfismo do

comprimento dos fragmentos de restrição enzimática (RFLP), eletroforese em

campo pulsante, "fíngerprint" com primers não específicos (RAPD),

amplificação baseada em elementos repetitivos, polimorfismo do tamanho de

fragmentos amplificados (AFLP), RFLP de fragmentos dos genes do rRNA

amplificados e de outros genes específicos, tais como nod, nif, etc, e composição

de bases do DNA. Os estudos simbióticos compreendem testes de eficiência

simbiótíca em plantas hospedeiras deespécies de rizóbios já descritas.

Ferramentas para caracterização molecular são essenciais para a

classificação de microrganismos, particularmente a análise da seqüência de

ácidos nucléicos e hibridação DNA:DNA. Entretanto, muitos laboratórios de

microbiologia não têm acesso à infraestrutura para as análises moleculares e

alguns métodos são caros e consomem tempo quando aplicados para um grande

número de isolados. Portanto, para uma primeira identificação e classificação de

rizóbios são requeridas análises mais rápidas e baratas. Graham (1976) apontou



três características que podem ser usadas com sucesso na classificação de
rizóbio: taxa de crescimento, pH na reação do meio YMA etipo de flagelo, que
pelo menos para classificação do gênero ainda éútil nos dias atuais (Tabela 1).

A expressão do genoma microbiano resulta na síntese de cerca de 2000

proteínas moleculares que constituem a célula microbiana. Estas moléculas

formam uma fonte de informação para a caracterização inicial dos
microrganismos. Muitas técnicas têm sido desenvolvidas para separação e
caracterização destas proteínas, e uma destas, a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE), é uma ferramenta confiável na sistemática microbiana e

tem sido usada para separar estirpes e até espécies de rizóbio (de Bruijn et ai.,
1998). A eletroforese em gel de poliacrilamida de proteínas celulares pode
produzir padrões de até trinta bandas, eapesar de não ser comparável em poder
de resolução ao método de separação bidimensional, pode ser útil para distinguir
organismos e como levantamento de número elevado de isolados de modo que
técnicas genéticas possam ser aphcadas arepresentantes destes grupos. Tem sido
encontrada boa correlação entre os resultados de hibridação DNA-DNA e PAGE

em um grande número de gêneros de bactérias (Jackman, 1985). Deste modo, a

análise de proteína total tem sido empregada em estudos de diversidade,
taxonomia e ecologia de rizóbio. Moreira et ai. (1993), através do perfil de

proteínas totais de 171 isolados de rizóbio obtidos de diferentes leguminosas
florestais da Amazônia e Mata Atlântica, observaram grande diversidade entre

os padrões destas proteínas e quea maior diversidade estava entre os isolados de

crescimento rápido do que os de crescimento lento. Também Dupuy (1994)

analisou 84 isolados de Bradyrhizobium por SDS-PAGE para determinar a

posição taxonômica destes organismos e a relação entre isolados obtidos na

superfície e em profundidade no solo e encontrou alta diversidade por esta
análise fenotípica. A maioria dos isolados foi distribuída em 8 grupos



eletroforéticos que continham estirpes representativas de B. japonicum, B.

elkanii e Bradyrhizobium sp.

2.3 Diversidade de rizóbio

A diversidade de rizóbios é ainda limitada devido à falta de conhecimentos

sobre os microssimbiontes da grande maioria das espécies leguminosas. A

capacidade das espécies leguminosas de formar relações simbióticas efetivas

com rizóbio é desconhecida em cerca de 77% das espécies (11200 espécies)

desta família, consequentemente, as características das espécies de rizóbio

também são pouco conhecidas (Moreira et ai., 2000). Entretanto, nas últimas

décadas, têm sido extremamente importantes os estudos que revelam uma

grande diversidade de rizóbio até então desconhecida em coleções de cultura

(Moreira et ai., 1993; Dupuy et ai., 1994).

Nos últimos anos, técnicas baseadas na análise de genes do 16S rRNA têm

sido amplamente usadas na detecção, identificação, classificação e filogenia de

bactérias, assim como de outros orgamsmos vivos. A amplificação direta por

PCR do 16S rDNA de amostras ambientais tem possibilitado o estudo da

diversidade microbiana sem o cultivo dos orgamsmos (Giovannoni et ai., 1990).

Woese (1987) iniciou o uso de genes ribossomais como "relógios moleculares"

ou "cronômetros", revolucionando a taxonomia bacteriana, de modo a baseá-la

em características filogenéticas. Um relógio molecular ideal seria aquele que

acumula trocas aleatórias de nucleotídeos a uma taxa constante, sendo o número

de alterações usado para medir o tempo entre o ancestral comum mais recente e

organismos ou genes. Os genes ribossomais se tomaram tão populares pelo fato

de ocorrerem em todos organismos e possuírem a mesma função em todos eles,

além disto, têm alto grau de conservação e grande número de cópias. O

desenvolvimento da rápida técnica de amplificação do DNA (PCR- reação de



polimerização em cadeia) etécnicas de sequenciamento tem consolidado o papel
dos genes ribossomais na fílogenia e, atualmente, milhares de seqüências do 16S
rRNA estão disponíveis em banco de dados. Entre os genes ribossomais, o 16S
rDNA se tomou mais usado pelo seu menor tamanho (aproximadamente 1500
pares de bases).

Várias técnicas baseadas na amplificação de partes do DNA, aleatória ou
específica, foram desenvolvidas com a descoberta do PCR e permitem uma
melhor (üscriminação de isolados de rizóbio em diferentes ambientes. Como

estas técnicas demandam equipamentos sofisticados e recursos fínaceiros

elevados, elas são geralmente aphcadas a representantes obtidos de
agrupamentos iniciais por características fenotípicas.

De modo geral, os estudos relacionados à diversidade de rizóbio utilizam

métodos fenotípicos, genéticos e simbióticos.

A tabela 2 apresenta os métodos de caracterização genética e fenotípica
atualmente encontrados na literatura, e a tabela 3 mostra os estudos de

diversidade de rizóbio e as técnicas utilizadas por diversos autores. A tabela 4

apresenta as técnicas utilizadas para descrição das espécies e gêneros de rizóbio
conhecidas atualmente.



TABELA 2. Métodos de caracterização genética e morfológica de rizóbio
encontrados atualmente na literatura.

- perfis de plasmídeos
- polimorfismo do comprimento dosfragmentos de restrição doDNA (RFLP)
- polimorfismo do comprimento dosfragmentos amplificados (AFLP)
- PCRde unidadesrepetitivas - (rep-PCR, box-PCR, eric-PCR)
- perfildo DNAamplificado aleatoriamente (RAPD)
- tipagem de fagos
- eletroforese emcampo pulsante (PFGE) defiragmentos de DNA gerados porendonucleases de
restrição de corte raro
- análise doDNA ribossomal amplificado e cortado com enzimas derestrição (ARDRA) e de
outros genes
- composição de bases do DNA(conteúdo de C + G)
- sequenciamento parcial outotal deRNA ribossômico (16S rRNA ou23 SrRNA) e do espaço
intergênico
- hibridação RNA - DNA
- hibridação DNA - DNA

Caracterização genética

Caracterização simbiótíca
infecção e efetividadeemhospedeiros dasespécies de rizóbioconhecidas

Caracterização fenotípica
- morfológica: tipo de flagelação, forma e tamanhodas células
- cultural: taxa de crescimento e modificação dopHdomeio de cultura, aspectos das colônias,
produção de exopolissacarídeos
- utilização de carboidratos e aminoácidos como fontes únicas
- expressão da hidrogenase
- presença de nitrato redutase dissimilatória
- perfil de resistência a antibióticos
- produção de melanina
- produção de rizobiotoxina
- vias metabólicas

- tolerância a sais

- requisição de vitaminas
- faixa de pH para crescimento
- reação em "LitmusMilk"
- composiçãode exopolissacarídeos
- eletroforese de proteína totalemgeldepoliacrilamida (SDS-PAGE)
- eletroforesede enzimas muitiloculares(MLEE)
- lipopolissacarídeoas extracelulares
-análisede ésteris de ácidosgraxos (FAME)
- serologia
- Espectometria demassa por pirólise (PyMS)
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TABELA 3. Referências de alguns estudos de diversidade de rizóbio e as
respectivas técnicas empregadas.

Referência Métodos fenotípicos
Parker e Lunk, 2000; Herrera-Cervera etai., Eletroforese deenzimas multiloculares (MLEE)
1999

Só? Ladha e Young, 1994; Jarvis et ai., 1996 FAME

Moreira etai., 1993; deLadjudie etai., 1994; Análise daproteína total dacélula (SDS-PAGE)
Dupuy, 1994

Martins et ai., 1997

Zerhari et ai., 2000

Mclnroyet ai., 1999

Coutinho et ai.. 1999a

Corich etai., 1991; Sobral etai., 1991 Eletroforese em campo pulsante (PFGE)

Rinaudo etai., 1991; Laguerre etai., 1993 Hibridação DNA-DNA

Morfologia da colônia

Tolerânciaa sais e pH para crescimento

Biolog

Espectometria de massa por pirólise (PyMS)
Métodos genotipicos

Young eWexler, 1988; Kaijalainen e Polimorfismo do comprimento dos fragmentos
Lindstrom, 1989; Urtz eElkan, 1996; Mhamdi derestrição do DNA (RFLP)
et ai., 1999

Martinez-Romero etai., 1991; Young etai., Sequenciamento dos genes do 16S rDNA
1991; Willems e Collins, 1993; Tesfave e Holl,
1998

Polimorfismo dosfragmentos de restriçãodo
DNA amplificadospor PCR (PCR-RFLP ou
ARDRA)

PCRdasseqüências de DNA repetitivas (rep-
PCRusando primersREP,ERIC e BOX)

Polimorfismo doDNA do espaçointergênico
ribossomal (IGS)

PCR comprimersrandômicos (RAPD)

Laguerre et ai., 1994; Paffetti et ai., 1996; Nick
et ai., 1998; Vinuesaet ai., 1998)

de Bruijn, 1992; Nicke Lindstrom, 1994;
Versalovicet ai., 1994

Nouret ai, 1995;Laguerreet ai., 1996; Gurtler
e Stanisich, 1996

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

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

Oliveira et ai., 1999

Mhamdi et ai., 1999

Doignon-Bourcier et ai.,2000

Tipagemda seqüênciados elementos de
inserção (IS)

DGGE

Perfil de plasmídeos

AFLP
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TABELA 4. Técnicas genéticas e fenotípicas utilizadas para descrição de
espéciese gêneros de rizóbios conhecidosatualmente

Gênero/espécie

Rhizobium

Frank,1889; Jordan, 1984

R mongolense
vanBerkumetal., 1998

R gallicum
Amarger, Macheret
Laguerre, 1997

R hainanense

Chenetal., 1997

R huakuii

Chenetal., 1991

R huautlense

Wang et ai., 1998

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

R.fredii
Schollae Elkan, 1984

Técnicas empregadas

Utilização de fontes de N, faixa de temperatura para crescimento,
tipo de flagelo, perfil de plasmídeo, reação em meio "Litmus
Milk", requerimento de vitaminas, atividade da nitrogenase,
tolerância a NaCl, composição de bases do DNA, infecção em
plantas

R etli MLEE, hibridação DNA-DNA, sequenciamento do 16S rDNA,
Segovia, Young e Martinez- fontes de C e N, resistência a antibióticos, temperatura para
Romero, 1993 crescimento, tolerância a NaCl, morfologia da colônia, faixa de

pH para crescimento

MLEE, hibridação DNA-DNA, infecção em plantas, resistência a
antibióticos, fontes de C e N. tipo de flagelo, sequenciamento do
16SrDNA

Sequenciamento do 16S rDNA, resistência a antibióticos, fontes
de C e N, faixa de pH para crescimento, infecção em plantas

Hibridação DNA-DNA sequenciamento do 16S rDNA, infecção
em plantas

SDS-PAGE, composição de bases do DNA, hibridação DNA-
DNA, fontes de C e N, requerimento de vitaminas, faixa de pH e
temperatura para crescimento, crescimento em meio peptona, tipo
de flagelo, resistência a antibióticos, tolerância a NaCl, reação em
meio "Litmus Milk"

PCR-RFLP do 16S rDNA sequenciamento do 16S rDNA,
hibridação DNA-DNA, perfil de plasmídeo, MLEE,resistência a
antibióticos, fontes de C e N, infecção em plantas, tolerância a
NaCl

Infecção em plantas, MLEE, perfil de plasmídeo e caracterização
dos plasmídeos simbióticos, "fingerprint" e hibridizção DNA-
DNA, sequenciamento de genes NifH, RFLP do 16S rDNA

Sequenciamento do 16S rDNA

R ciceri Hibridação DNA-DNA composição do DNA RFLP do 1TS do
Nouretal., 1994 16S rDNA, sequenciamento do 16S rDNA fontes de carbono

(Biolog)
Continua...
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... Continuação

Gênero/espécie

R tianshanense
Chenetal., 1995

Técnicas empregadas

Sinorhizobium saheli,
De Lajudie et ai., 1994
Sinorhizobium teranga.
De Lajudie et ai., 1994
Sinorhizobium meliloti
Dangeard, 1926;Jordan, 1984

Composição de bases do DNA, hibridação DNA-DNA
sequenciamento do 16S rDNA fontes de C e N, faixa de pH e
temperatura para crescimento, tipo de flagelo, resistência a
antibióticos, tolerância a NaCl, reação em meio "Litmus Milk",
perfil deplasmídeos, infecção emplantas

Morfologia e dimensão da célula, tipo de flagelo, SDS-PAGE,
infecção em plantas, hibridação DNA-DNA e DNA-RNA
composição doDNA fontes de C, sequenciamento do 16S rDNA

S. medicae
Rome et ai. 1996

Mesorhizobium amorphae
Wang et ai., 1999a

Allorizobium undicola
De Lajudie et ai., 1998

Sequenciamento do 16S rDNA infecção em plantas, faixa de pH
e temperatura para crescimento, resistência a antibióticos,
tolerância a NaCl, fontes de C

RFLP do 16S rDNA, hibridizção DNA-DNA, sequenciamento do
16S rDNA MLEE, perfil de plasmídeos, infecção em plantas,
resistência a antibióticos, tolerância a NaCl, fontes de C e N,
reação emmeio "Litmus Milk", morfologia e dimensão da célula

Morfologia e dimensão da célula, infecção em plantas. SDS-
PAGE, RFLP do 1TS do 16S rDNA, composição do'DNA,
hibridação DNA-DNA, sequenciamento do 16S rDNA fontes de
C (Biolog)

Azorhizobium caulinodans Tipo de flagelo, faixa de temperatura para crescimento, tolerância
Dreyfus, Garcia eGillis,l 988 aNaCl, fontes de CeN, infecção em plantas, hibridação DNA-

RNA atividade danitrogenase, composição doDNA SDS-PAGE

Bradyrhizobium
Jordan, 1982

B. elkani

Kuykendall et ai., 1992

B. liaoningense
Xu et ai., 1995

Composição do DNA, SDS-PAGE, hibridação DNA-DNA,
serologia, composição do exopolissacarídeo, fontes de N,
resistência a antibióticos

Southern Blot

Hibridação DNA-DNA sequenciamento do 16S rDNA infecção
emplantas, resistência aantibióticos e corantes, tolerância a NaCl,
fontes deCe N, reação em meio "Litmus Milk", requerimento de
vitaminas e fatores de crescimento, faixa de temperatura e pH
para crescimento, serologia, composição do DNA,conteúdo de N
e C nos componentes celulares



2.4 Relações simbióticas

Trabalhos pioneiros sobre a diversidade na nodulação de leguminosas

revelaram que rizóbios de crescimento rápido associavam-se preferencialmente a

leguminosas de clima temperado e que rizóbios de crescimento lento, e mais

promíscuos, associavam-se a leguminosas de clima tropical (Norris, 1969).

Odee et ai. (1997) demonstraram que 480 rizóbios isolados de nódulos de

leguminosas herbáceas e arbóreas crescidas em solos de doze diferentes regiões

do Quênia apresentaram alta diversidade de características culturais e resistência

a antibióticos. Os isolados de crescimento muito rápido, rápido e intermediário

foram agrupados com Rhizobium spp., e isolados de crescimento intermediário,

lento e muito lento foram agrupados com Bradyrhizobium spp. Parker e Lunk

(2000), através do padrão eletroforético de enzimas multiloculares e

sequenciamento de região 23sRNA, encontraram alta diversidade entre 33

isolados do Panamá, com alta similaridadecom B. japonicum.

Samba et ai. (1999), estudando a diversidade de rizóbios que nodulam

crotalária de diferentes regiões do Senegal, isolaram rizóbios de crescimento

rápido e lento, e após testarem a eficiência destes isolados em vários

hospedeiros, observaram que os de crescimento lento nodularam uma ampla

gama de hospedeiros, enquanto os de crescimento rápido nodularam somente

uma espécie. A análise do perfil de proteínas mostrou que as estirpes de

crescimento lento foram similares a B. japonicum e as de crescimento rápido não

foram similares a nenhuma estirpe referência, constituindo um novo grupo de

rizóbio.

As características simbióticas e o estudo da ecologia de populações

indígenas de R. loti no Uruguai (Baraibar et ai, 1999) mostraram grande

diversidade entre as estirpes e a alta tolerância destas estirpes ao pH ácido do

meio de cultura. Estirpes de R. loti estavam presentes em todos solos estudados
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,com sua população variando de ano para ano e dentro de cada solo. Todos os

isolados nodularam efetivamente Lotus corniculatus. O trabalho demonstrou a

importância da seleção destas estirpes para serem incluídas nos estudos de
estirpes parainoculantes.

-Wang, Martínez-Romero e Martínez-Romero (1999), analisando 150

isolados de Leucena leucocephala, mostraram as diferenças de populações de
rizóbio em solos cultivados e não cultivados e também do cultivar de planta
utilizada como planta isca. A importância do número de plantas iscas na captura
de R. leguminosarum biovar viciae foi demonstrada por Handley et ai. (1997), os

quais sugeriram a utilização de grande número de plantas iscas e poucos nódulos
por planta..

Diversos estudos vêm sendo conduzidos na tentativa de avaliar e quantificar

os efeitos de sistemas agrícolas como plantio direto, plantio convencional e

rotação de culturas, entre outros, além do impacto de atividades de mineração e

metais pesados sobre a comunidade microbiana do solo. Métodos como

biomassa microbiana e contagem total de microrganismos em placa são os mais

utilizados. No entanto, recentemente, as inovações das técnicas moleculares vêm

também sendo empregadas na anáüse da diversidade microbiana em ambientes

naturais e perturbados. Torsvik et ai. (1998) analisaram a comunidade

microbiana total, incluindo os organismos cultivados e osnão cultivados, usando

a extração de DNA de amostras de solo e combinação de diferentes métodos

moleculares. Os autores demonstraram que o manejo agrícola pode levar a

profundas alterações na estrutura da comunidade e uma redução da diversidade

bacteriana.

Estudos sobre o efeito de práticas agrícolas específicas sobre a população de

rizóbios no ambiente são escassos na literatura. Oliveira et ai. (1999) analisaram

a diversidade genética de R. tropici e R. leguminosarum porDGGE em amostras

de solo sob diferentes práticas de agricultura. A diversidade de R.
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leguminosarum e R. tropici foi maior em solos cultivados com feijão quando

comparado com pastagem, devido, provavelmente, à seleção positiva pelo

hospedeiro. Os dados permitiram concluir que as diferentes práticas agrícolas

analisadas (pastagem, plantio direto e plantio convencional com e sem aplicação

de inseticida) influenciaram a ocorrência de linhagens particulares, porém sem

efeitos significativos na diversidade geral destes organismos. Coutinho et ai.

(1999b) também observaram que diferentes práticas de manejo do solo

produziram alterações visíveis no perfil das populações de rizóbio nas amostras

ambientais. Os resultados observados sugerem queas amostras derivadas de solo

sob pastagem, não cultivado com leguminosas, apresentaram diversidade de

rizóbios significativamente maior do que aquelas sob o cultivo de soja. Uma

grande diversidade de rizóbios de caupi coletados em diferentes condições

ambientais do nordeste do Brasil, foi também encontrada por Martins et ai.

(1997) estudando a morfologia das colônias e a taxa de crescimento dos

isolados.

Portanto, os estudos sobre diversidade de rizóbio têm isolado grande número

de estirpes que estão sendo armazenados em coleções de culturas para estudos

genéticos e classificação de novas espécies. Mas frente à enorme diversidade

que tem sido encontrada entre os isolados, os trabalhos estão apenas no início,

principalmente nas regiões tropicais.

2.5 Fatores que influenciam a população de rizóbio

Estirpes de rizóbio diferem quanto à tolerância à acidez do solo. Vários

autores têm encontrado maior tolerância à acidez do R. leguminosarum biovar

trifolli em relação ao R leguminosarum biovar viciae e S. meliloti (Rice, Penny
e Nyborg, 1977; Lowendorf; 1980). Porém, entre todos os rizóbios de

crescimento rápido, o R tropici parece ser a espécie mais tolerante à acidez do

16



solo (Graham et ai., 1994). Foi sugerido que acapacidade do Bradyrhizobium de
produzir uma reação alcalina em meio de cultura pode conferir uma capacidade
de sobreviver em solos ácidos ricos em alumínio (Karanja e Wood, 1988).
Entretanto, acapacidade de produzir álcali está em função do meio de cultura. O
efeito da calagem sobre a diversidade de rizóbio ainda não está claro, mas é
claro que em condições de grande acidez do solo, o número de espécies e
estirpes é reduzido.

A sobrevivência e efetividade de populações de rizóbio são dependentes dos
níveis de nutrientes no solo, sendo o fósforo importante dentro deste contexto.

Rizóbios diferem muito quanto ao requerimento externo, a capacidade de

armazenamento e utilização de P (Beck e Munns, 1985). A capacidade do

rizóbio em fixar N2 é menor em baixo teor de fósforo no solo, situação
encontrada em solos tropicais ácidos (Singleton et ai., 1985), devido aos efeitos

negativos na nodulaçãoe funcionamento dos nódulos.

Um outro fator importante influenciando populações de rizóbio no solo seria

as plantas hospedeiras encontradas na área, já que o funcionamento de uma

simbiose efetiva é dependente dos fatores genéticos da planta e bactéria. Vários

genes de leguminosas que afetam a nodulação e fixação já foram identificados.

Inoculações prévias e cultivo contínuo com uma leguminosa conferem à

população indígena uma vantagem em número e adaptação ambiental com

estirpes introduzidas (May e Bohlool, 1983).
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CAPITULO 2

DENSIDADE, EFICIÊNCIA E DIVERSIDADE FENOTÍPICA DE
POPULAÇÕES DE RIZÓBIO DE DIFERENTES SISTEMAS DE USO DA

TERRA NA AMAZÔNIA

RESUMO

PEREIRA, E.G. Densidade, eficiência e caracterização cultural de
populações de rizóbio em diferentes sistemas de uso da terra na
Amazônia. Lavras: UFLA, 2000. Cap. 2. 33p. (Tese - Doutorado em Solos e
Nutrição de Plantas)

Siratro é considerado uma planta promíscua quando em simbiose com
bactérias fíxadoras de nitrogênio denominadas vulgarmente rizóbio, sendo
indicada em levantamentos de diversidade. Visando avaliar a densidade,
eficiência e diversidade de populações de rizóbio em diferentes sistemas de uso
da terra (SUTs- floresta, capoeira, sistema agroflorestal, pastagem e
monocultura) na Amazônia, coletaram-se amostras de solo de 3 sítios de cada
SUT, em abril/maio de 1997. Uma semana após a coleta instalou-se no
laboratório de Microbiologia do Solo, instalou-se um experimento com siratro
cultivado em sacos plásticos com solução nutritiva e inoculado com diluições
sucessivas das amostras de solo, para estimativa do número mais provável
(NMP) e isolamento de rizóbio. Após 23 dias, colheram-se as plantas e
determinou-se amatéria seca da parte aérea das plantas que foram comparadas a
dois tratamentos controles sem inoculação, sendo um com e outro sem N-
mineral de modo a calcular a eficiência da população de rizóbio nativa. Para
estudos de diversidade dos isolados de rizóbio obtidos dos nódulos, realizou-se
sua caracterização cultural em YMA. Os isolados de crescimento rápido obtidos
foram analisados quanto ao perfil de proteínas totais obtidos por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A maior densidade e eficiência das
populações de rizóbio foram obtidas em solos sob pastagem, seguido pela
monocultura e capoeira. O sistema agroflorestal apresentou o menor valor de
densidade de rizóbio, porém o valor de eficiência das populações igual à
monocultura e capoeira. Já solos sob floresta apresentaram menor eficiência de
populações, mas a densidade de células de rizóbio foi intermediária à pastagem e
ao sistema agroflorestal. Solos sob floresta apresentaram alta diversidade de
populações de rizóbio, seguido do sistema agroflorestal e da pastagem. Nos
SUTs da Amazônia estudados, foram encontrados tanto isolados de rizóbio com
características de crescimento muito rápido, rápido e intermediário, como de
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crescimento lento e muito lento, típicos dos gêneros Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Rhizobium e Mesorhizobium. Nenhum isolado com
características típicas de Azorhizobium foi encontrado. A diversidade dos
isolados de crescimento rápido pelo padrão de proteína total por SDS-PAGE foi
menor do que a diversidade dos mesmos obtida pelas características culturais.
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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 bactéria 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
Apnl/May, 1997. One week afler sampling an experiment with siratro cultivated
in plastic pouches with nutrient solution and inoculated with serial dilutíons of
soil samples was carried out at soil microbiology laboratory of DCS/UFLA to
determine most probable numbers and to isolate rhizobia. Afler 23 days plant
dry matter weight of the first dilutíons were deteimined and compared to two
control treatments without inoculation, one with and the other wirhout mineral
nitrogen in order to calculate native rhizobia population efficiencies. To study
rhizobia diversity from isolates of siratro nodules cultural characterization on
YMA was performed. Fast growers were also characterized by pohacrilamide
gel electrophoresis pattems of total proteins (SDS-PAGE). Highest densities and
efficiencies occurred in pasture soil samples, followed by those of crops and
tallows. Agroforestry system had the lowest rhizobia density but population
efficiency was equal to crops and pastures. Tlie 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
^owers on YMA were isolated, these are typical of the genera Rhizobium
Sinonzobium, Mesorhizobium, Allorhizobium and Bradyrhizobium No isolate
with typical characteristics ofAzorhizobium was found. Diversity oftotal protein
pattems by SDS-PAGE was lower than that obtained by cultural
characterization.
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1 INTRODUÇÃO

A diversidade microbiana do solo tem sido apontada como fator

importante na sustentabilidade do ecossistema. A redução desta comunidade,

com eventual extinção de espécies de microrganismos, pode causar uma perda

de funções, reduzindo a habilidade dos sistemas agrícolas de superar períodos de

estresse, com sérias conseqüências para a produtividade. Uma das funções

essenciais de certos grupos de microrganismos do solo é a fixação biológica de

N2 mediada por diversas espécies procarióticas, especialmente bactérias que

formam simbioses com leguminosas (rizóbios), classificadas atualmente em 6

gêneros e 25 espécies, e apresentando alta diversidade genética e fenotípica

intraespecíficas. Moreira et ai. (1993) mostraram alta diversidade entre isolados

de rizóbio de várias espécies leguminosas florestais da Mata Atlântica e

Amazônia, sendo que a maioria dos isolados era de crescimento lento, com

alcalinização do meio e classificados como Bradyrhizobium sp. Entretanto, há

poucos estudos pesquisando a diversidade de rizóbio em diferentes sistemas de

uso da terra em solos tropicais. Oliveira et ai. (1999) concluíram que diferentes

práticas agrícolas anahsadas (pastagem, tempo zero, plantio direto e plantio

convencional, com e sem aplicação de inseticida) influenciaram a ocorrência de

estirpes particulares de rizóbios no solo, porém sem efeitos significativos na

diversidade geral destes organismos. Entretanto, Coutinho et ai. (1999)

observaram que diferentes práticas de manejo do solo produziram alterações

visíveis no perfil das populações de rizóbio nas amostras ambientais. Os

resultados observados sugerem que as amostras derivadas de solo sob pastagem,

não cultivado com leguminosas, apresentaram diversidade de rizóbios

significativamente maiordo que aquelas sob o cultivo de soja.

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

de isolados de rizóbio capturados por siratro como planta isca, além de isolados
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de nódulos coletados de plantas em diferentes sistemas de uso da terra na
Amazônia.

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Coleta de solo e nódulos no campo

Foram escolhidos cinco sistemas de uso da terra (SUT) para amostragem
de solo e nódulos: Floresta (F), Capoeira (C), Sistema Agroflorestal (A),
Pastagem (?) e Monocultura (M), sendo cada um amostrado em três locais
diferentes nos estados de Rondônia eAcre. As características principais de cada
local se encontram na tabela 1 e a localização dos municípios 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 química e fisicamente. A textura foi
determinada segundo metodologia descrita em EMBRAPA (1997). Para
caracterização química, as amostras de solo foram secas epeneiradas em malha
de 2mm, sendo então analisadas, conforme metodologia descrita aseguir: pH
em água na relação 1:2,5; Ca, Mg e Al trocáveis extraídos com KC1 IN,
analisados por titulometria (EMBRAPA, 1997); PeKextraídos pelo método
Mehlich 1eanalisados por colorimetria efotometria de chama, respectivamente
(Vettori, 1969), S por turbidimetria (Blanchar, Rehm e Galdwell, 1965) e
matéria orgânica por colorimetria (EMBRAPA, 1997). Quando existentes, foram
também coletados nódulos de plantas dentro de cada transecto, para posterior
isolamento de rizóbio em laboratório (as espécies encontradas em cada local,
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com o respectivo número de nódulos 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 Laboratório de

Anáüse do Solo, do Departamento de Ciência do Solo da Universidade Federal

de Lavras. Os nódulos foram armazenados em recipientes contendo silica, para

posterior isolamento do rizóbio.

FIGURA 1. Localização dos municípios nos quais foram escolhidos os
diferentes sistemas de uso da terra para os estudos de diversidade
de rizóbio. PP- Pedro Peixoto; RECA- reflorestamento econômico
consorciado e adensado- área de pequenos agrossilvicultores que
surgiu em 1987, TH- Tneobroma; JP- Jí-Paraná.
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FIGURA 2. Esquema de amostragem do solo nos diferentes locais.



TABELA 1. Principais características dos locais amostrados nos diferentes sistemas de usoda terra (SUT).

Ident.

SUT
Localização (município,Estado)

Fl Floresta Theobroma- RO- 10°13'03"S, 62°
23'49"W, altitude de 252m

F2 Floresta RECA-AC

F3 Floresta Pedro Peixoto- AC-10°01' 13"S, 67°
09'39"W, altitude de 271m

Cl Capoeira Theobroma- RO, 10o01'13"S, 67°
09'39"W, altitude de 295m

C2 Capoeira Theobroma- RO
C3 Capoeira Pedro Peixoto- AC

Al Sistema Jí-Paraná-RO, 10°58'30"S,
agroflorestal 62°00'58"W, altitude de 265m

& A2 Sistema Jí-Paraná-RO, l0°55'23"S,
agroflorestal 61°57'25"W, altitude de 230m

A3 Sistema RECA-AC, 09°46'48"S,
agroflorestal 66°37'44"W, altitude de 287m

PI Pastagem Jí-Paraná-RO, |o°55'14"S,
61°58'27"W, altitude de 225m

P2 Postageiti Theobroma- RO, 1Ò°0Í '03"S,
67°09'27"W, altitude de 316m

P3 Pastagem Pedro Peixoto- AC
Ml Monocilltüra- Theobroma-RO, 10°06'18"S,

inandioca 62°11'40"W, altitude de 230m
M2 Monocultura-

feijão
Theobroma- RO

M3 Monocultura- Pedro Peixoto- AC
arroz

Principais características
Desnlatalnento seletivo, liteira muito espessa com muitos galhos mortos e tocos.
Ultissol

Floresta com desmatamento seletivo e estrada próxima, liteiraespessa
Solo com pedregosidade e baixa fertilidade, floresta pouco desenvolvida

Recobrimento natural de 3 anos

Recobrimento natural de2 anos após plantio de feijão e milho
Árvores multo desenvolvidas (recobrimento de5anos)
Café com Schizolóbium (12 anos). Schizolobium no meio do transecto. Cobriinento
vegetal de 40 a 60%. Liteira espessa com muitos galhos e tocos. Talvez
anterionhente tenha sido floresta secundária. Ultissol
Café com seringueira (12 anos). Cobrimento vegetal de 70% conl algumas
espécies de árvores pioneiras. Poucos galhos mortos ou tocos. Talvez
anteriormente tenha sido pastagem. Ultissol
Cüpuaçu , castanha do Brtlsil e pupunha (7anos). Cobrimento Vegetal de 90%,
liteira fina com muitos galhos e tocos. Oxissol
Idade de 10anos. Algumas árvores e tocos. Muitos montes decupim. Ultissol

Pastagem de Brachiaría brizantha com 8-10 anos

Limpacompresençade poucos tocos
Mandioca com presença de ervas daninhas após 3 anos de plantio (arraí, feijão,
ehtré outras) Ultissol
Feijão apósmilho no fim de umanode queimada. Muitos galhos e tocos.

Umanoapósqueimada. Arroz já colhido, com algumas plantas e palhapresentes.
Feijão plantado em alguns lugares. Muitos troncos, tocos e galhos. Significativo
brotamento e presença de ervas daninhas.



TABELA 2. Espécies leguminosas encontradas e número de nódulos coletados
por espécie nos locais sob diferentes sistemas de uso da terra
(SUT).

Número de
SUT* Espécies leguminosas nódulos coletados

. espécie"1
Ml Machaerium aureiflorum Ducke 10
M2 Phaseolus vulgaris 30
M3 Erytrina sp. 1
Al Desmodium sp. 18
A2 Desmodium cf. cajanufolium (HBK) 3
PI Chamaechrista, Calopogonium mucunoides,

Aeschinomene americana, Desmodium asperum
(Poir) Desv.

2, 16, 6, 4

P3 Desmodium sp., Crotalaria sp. 6,36
Cl Pueraria sp. 57
C2 Vigna 4
C3 Desmodium sp., Desmodium camum 13,10

* Identificaçãode acordo com tabela 1.

2.2 Densidade de rizóbio

A população de rizóbio foi determinada pelo método das diluições

sucessivas nas quinze amostras de solo, sendo as diluições de 5"1 (100 g de solo

50 ml" de solução salina) a 5"* em solução salina, utilizando siratro como planta
isca em sacos de polietileno estéreis da Millipore de 120 ml de solução nutritiva

de Jensen (CaHP04 lg L/1, K2HP04 0,2g L"1, MgS04.7H20 0,2g L"1, NaCl 0,2g
L , FeCl3 0,lg L" ) esterilizada, com 4 repetições para cada diluição e duas

plantas por saco (Figura 3). Uma visão geral do experimento pode ser vista na

figura 4. Foram adicionados 2 tratamentos, sendo um com solução nutritiva e 70

mg kg" de N na forma de KN03 e outro somente com solução nutritiva

(controle). Após 23 dias, coletaram-se as plantas e determinou-se peso da
matéria seca das plantas da primeira diluição (após peso constante em estuíà de
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circulação forçada de ar, a 60-70°C), para avaliação da eficiênciadas populações

de rizóbio em promover produção de matéria seca da parte aérea. Para a

estimativa do número mais provável (NMP) de células de rizóbio em cada

amostra de solo coletada, considerou-se positivo para presença de nódulos

radiculares e negativo para ausência, em cada diluição usando o programa

MPNES (most probable number estimate)(Woomer, Singleton e Bohlool, 1988).

100 g solo (seco)

Agjtar por25 min.

Etapa da diluição

1 1:4
(Vv)

1 ml por saquinho

»... A-(v/v) v-j-'

,... A-
(v/v) ^~S

ml por saquinho

•

ml por saquinho

4 1:4
(v/v)

5 1:4
(V/V) |

1 ml por saquinho

1 ml por saquinho

1 ml por saquinho

6 1:4 ' X *
(v/v)

A

RI.

RI.

RI.

RI.

RI.

RI.

Solução salina

Nível da diluição

.R4

5-2

.R4

.R4

,R4

5-J

.R4

»R4

FIGURA 3. Esquema da diluição utilizada para estimar o número mais provável
de células de rizóbio nas amostras de solo.
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FIGURA 4. Vista do experimento instalado (a) e detalhe do siratro cultivado em
saco plástico (b) para avaliação da densidade de rizóbios de
amostras de solo dos diferentes sistemas de uso da terra.

2.3 Processo de isolamento e caracterização fenotípica de rizóbio

Obtiveram-se isolados de rizóbio de nódulos coletados no campo e de

nódulos das plantas de siratro de todas as diluições utilizadas na estimativa do

número mais provável de células de rizóbio das amostras de solo. Para isto os

nódulos foram desinfectados superficialmente com álcool 70% e cloreto de

mercúrio, seguindo-se seis lavagens sucessivas com água esterilizada. Os

nódulos desinfectados foram macerados, em condições assépticas, sobre meio de

cultura YMA (Vincent, 1970). Colônias 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

líquido 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

características culturais: velocidade de crescimento (aparecimento de colônias

isoladas) em dias: crescimento muito rápido (CMR) - 1 dia; crescimento rápido
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(CR) - 2-3 dias, crescimento intemediário (Cl)- 4-5 dias, crescimento lento(CL)

- 6-10 dias, crescimento muito lento (CML) - mais que dez dias (Moreira,

1993), alteração do pH do meio (ácido, neutro ou alcalino), cor e diâmetro das

colônias e absorção de indicador.

Com as características culturais dos isolados de rizóbio, fez-se o

agrupamento pelo método Complete Linkage sendo que a medida de distância

foi calculado pela Distância Euclidiana (Everitt, 1993) utilizando o programa

STATISTICA 5.0. O programa gera um índice de similaridade (%) para todas as

combinações e então cria um dendograma no qual os grupos são formados como

um índice decrescente de similaridade (ex. 100% = idêntico). Foi calculado o

índice de diversidade de Shannon-Weaver (Shannon e Weaver, 1949) de acordo

com as características culturais dos rizóbios isolados de cada amostra de solo

pela seguinte equação:

k

H'= - Z pi In pi, onde:
i=l

k = igual ao número de grupos formados com as diferentes

características culturais, e

pi = abundância relativa dos isolados em cadagrupo.

Duzentos e setenta e sete isolados de crescimento rápido capturados por

siratro foram caracterizados quanto ao padrão de proteína total por eletroforese

em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para isso, os isolados foram

multiplicados em meio TY líquido durante 4 dias, a 30°C, sob agitação

constante. Após centrifugação, as células foram solubilizadas em SDS e a

proteína total submetida à eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pelo

método Laemmli (1970), com modificações descritas por Jackmam (1985,

1987). Os padrões eletroforéticos de proteínas dos isolados foram agrupados de

acordo com a presença ou ausência de bandas de proteínas de cadaisolado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados das análises químicas e físicas das amostras de solo
mostraram que houve variabilidade entre locais, não ocorrendo uniformidade

entre diferentes locais para o mesmo SUT (Tabela 3). No entanto, houve
diferença significativa entre SUTs para as diversas características. Os teores de
K, Zn, Mg e Al variaram de baixo aalto, e Ca ematéria orgânica variaram de
baixo a médio. Os teores de P ocorreram em níveis semelhantes em todos os
locais, em baixo nível, enquanto 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 eSistema Agroflorestal (5,7).

Os valores de densidade eeficiência (produção de matéria seca da parte
aérea, MSPA) de populações nativas de rizóbio nos diferentes SUTs estão
apresentados na tabela 4. Adensidade dessas populações foi maior em amostras
de solo sob pastagem, em relação aos demais SUTs. Solos sob sistema
agroflorestal proporcionaram as menores densidades. A população de rizóbio
variou de 15 rizóbios por grama de solo (A3) a mais de 2x IO4 rizóbios por
grama de solo (PI). Amaior densidade de rizóbios em solos sob pastagem pode
estar relacionada às melhores condições químicas nesses ambientes, maiores
valores dpH esaturação por bases emenores teores de Al em relação aos outros
SUTs (Tabela 3). Tem sido estimado que um grama de solo pode conter uma
comunidade de IO9 microrganismos eapopulação de rizóbio representa cerca de
0,1% desta comunidade, ou seja, IO6 rizóbios por grama de solo (Thies,
Singleton eBohlool, 1991). No entanto, este número pode variar dependendo do
solo e do ecossistema. Em uma série de experimentos de inoculação de rizóbio
em soja, Weaver eFrederick (1974) obeservaram seis solos com uma população
indígena de B. japonicum variando de 11 a 23 x IO6 rizóbios por grama de solo.
Woomer, Singleton e Bohlool (1988), estudando o número de rizóbios em 14
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diferentes locais do Havaí, 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 número de rizóbio nos diferentes locais,

numa faixa de 4 a 5,8 x IO5 células por grama de solo. Verificaram ainda que

pelas características culturais todos os rizóbios isolados pertenciam ao gênero

Bradyrhizobium sp. Assim, os valores encontrados para os solos da Amazônia

situam-se dentro da faixa observadapor outros autores.

Verificou-se que plantas cultivadas em amostras de solo sob floresta

apresentaram os menores valores de MSPA, quando comparadas àquelas

cultivadas em solos sob outros SUTs, principalmente sob pastagem, com os

maiores valores. A baixa eficiência de populações de rizóbios nativos dos solos

sob floresta pode ter ocorrido devido às condições químicas estressantes neste

ambiente, como baixo pH, altosteores de Al e baixosteores de Ca e Mg (Tabela

3), que selecionaram os orgamsmos para a sobrevivência e não para eficiência;

além disto, nestes ambientes em equilíbrio não há pressão seletiva à FBN. A

capacidade saprofítica de populações de rizóbios presentes em condições

estressantes geralmente é limitada, com perda da eficiência simbiótíca (Denton

et ai., 2000; Graham, 1992).
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TABELA 3. Características químicas e físicas dos solos amostrados nos diferentes locais dos sistemas de uso
da terra (SUT).

pi P2

pH(H201:2,5) 6,57 5,2
PMehlich(mgdm'3) 4 1
K(mgdm'3) 76,67 59,67
Ca (cmol dm*3} 3,1 1,17
Mg (cmol dm3) 0,8 1,03
Al (cmol dm*1) o 0,07
H+Al (cmol dm'3) 1,17 3,73
S-SO„(mgdin'3) 5,5 13,24
SB(cmol dm'3) 4,07 2,33
t (cmol dm"3) 4,07 2,4
T (cmol dm"3) 5,23 6,07
"i (%) 0 2,67
V(%) 77,4 37,4
Matéria orgânica (gkg'1) 22,0 20,2
B(mgdm'3) 0,32 0,27
CuDTPA(mgdm'3) 2,67 0,9
ZnDTPA (mg dm'3) 6,17 3,37
M11 DTPA (mgdm"3) 94,3 10
Fe DTPA (mg dm'3) 37,63 111,4
%P205 total (H2S04) 0,028 0,026
%P205 argila total (H2SO4) 0,207 0,06
Areia (gkg'1) 576 480
Silte(gkg') 158 87
Argila (gkg'1) 267 433

P3

5,47
2

110,3
1,47
0,6
0,2

2,33
10,9
2,37
2,57
4,7

8,53
50,03
18,2
0,3

1,1
3,67

18,4
104,8
0,028
0,123
576

158

267

X

5.8 A
2.3 B
82 A

1.9 B
0,8 AB
0,09 C
2.4 C
9,9 B
2,9 A
3,0 B
5,3 C
4C

55 AB

20,13
0,30

1,6 AB

4,4
40,9 A
85 B

3D

13

580 A

160 A

270 E

Ml

4,27
2

29,3
0,63
0,17

1,1
5,03

24,52
0,9

2

5,93
55,17
15,37
17,5
0,19
0,77
3,37

4,2
189,2
0,028
0,06
450

83

467

Monocultura

M2

6,7
1

47,7
3,87

0,97
0

1,36
38,6
4,97
4,97
6,33

0

77,87
20,6
0,26
1,27

13,5
12,27
30,9

M3

4,5
2

120

2,1
1

1,6
6,16
15,55

3,4
4,96
9,56
32,9
36,6
27,3

0,3
2,13

3,76
31,56
126,4

0,1056 0,0757
0,253 0,12
483 157

100 170

417 673

X

5,2 B
5,7 A

66 AB

2,2 AB
0,7 AB
0,90 B
4.2 B

26,2 A
3,1 A
4,0 A
7.3 B
29 B

43 B

21,80
0,25
1.4 B
3,5

17,7 B
116 B

7A

14

360 D

120 B

520 B

Cl

4,53
2

46

1,17
0,33

0,73
5,5

16,85
1,63
2,37
7,13
31,6

23,47
23,5
0,21
2,33
3,77
7,9
740

0,041
0,08
393

93

513
Médias (X) seguidas de mesma letra na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey a5% de significância.

Capoeira
C2

5,2
4

61,67
2

1,17
0

3,03
21,21

3,3
3,3
6,3

0

52,2
20,2
0,31
1,47
3,47

23,08
67,77

C3

6,13
3

42

5,6

1,3
0

1,5
5,25

7

7

8,6
0

81,5
25,9
0,32
1,17
3,77
70,4
38,8

0,0827 0,0407
0,20 0,137
463 510

243 80

293 410

X

5,3 B
3.1 AB

50 B

2,9 A
0,9 A
0,24 C
3,3 BC
14,4 B
4,0 A
4.2 A
7.3 B
11 C

52 AB

23,20

0,28
1,7 AB

3,7

34,0 A
282 B

5B

14

460C

140 B

410C

..continua...



*

Fl

pH(H201:2,5) 4,4 4,23 4,67 4,4C 5,83 6,47
PMehlich(mgdm*J) 2 1 2 1,7 B 2 5
K(mgdm'3) 40,67 36,67 98,3 59 AB 65,67 23,33
Ca (cmol dm'3) 0,4 0,63 1,47 0,8 C 2,43 2,43
Mg(cmoldm'3) 0,13 0,3 1,17 0,5 B 1,03 0,7
Al(cmol dm"3) 1,13 2,27 2,1 1,83 A 0 0
H+Al (cmol dm'3) 6,07 7,6 7,9 7,2 A 1,7 1,1
S-S04(mgdm'3) 26,62 17,93 4,7 17,2 AB 8,42 7,04
SB(cmoldm"3) 0,63 1,03 2,86 1,5 B 3,63 3,23
t(cmoldm'3) 1,77 3,3 4,96 3,3 AB 3,63 3,23
T(cmoldm"3) 6,7 8,63 10,7 8,7 A 5,33 4,33
«"(%) 64,2 68,97 42,8 59 A 0 0
V(%) 9,47 11,87 26,4 16C 68,27 74,47
Matéria orgânica (gkg"') 19,4 25,1 33,9 26,13 17,0 13,2
Bímgdrn'3) 0,16 0,17 0,37 0,23 0,32 0,35
CuDTPA(mgdm'3) 1,03 1,97 2,9 2,0 A 1,5 0,43
ZnDTPA(mgdm'3) 3,7 3,63 4,7 4,0 4,67 3,7
MnDTPA(mgdm'3) 7,3 7,23 21 U,8B 74,5 14,27
Fe DTPA (mg dm'3) 573,3 427,5 630,8 544 A 84,33 30,6
%P2Os total (H2S04) 0,055 0,063 0,0403 7 A 0,0177 0,029
%P205 argila total (H2S04) 0,133 0,087 0,163 13 0,15 0,153
Areia (gkg1) 650 117 823 280E 480 137
Silte(gkgn) 160 127 60 150 AB 100 133
Argila (gkg') 190 757 117 560 A 420 730

F2

Floresta

F3 X Al

Sistema Agroflorestal
A2 A3 X

Médias (X) seguidas demesma letra nalinlia trâo diferem entre si pelo teste deTukey a 5% designificância.

4,9 5,7 A
1 2,8 B

9,5 61 AB

2,7 2,5 AB
0,97 0,9 A
0,83 0,28 C
4,73 2,5 C
12,27 9,2 B
3,9 3,6 A

4,73 3,9 AB
8,63 6,1 C
18,57 6C

46,07 63 A

27,7 19,30
0,32 0,40
2,33 1,4 B
4,83 4,4
18,83 35,9 A
237,7 118 U

0,0807 4C

0,107 14

230 630 B

227 120 B

543 350 D



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

SUT Local* logNMP MSPA

células g"1 de solo (mg planta"1)
Pastagem PI 4,30 35,5

P2 4,01 22,3
P3 2,22 29,1
Média 3,51a 28,9 a
Desvio padrão 0,92 5,39

Sistema Agroflorestal Al 1,79 32,2
A2 2,40 23,5
A3 1,18 26,3
Média 1,79 b 27,3 ab
Desvio padrão 0.50 3.63

Monocultura Ml 3,32 22,4
M2 2,47 23,6
M3 2,35 27,1
Média 2,71 ab 24,4 ab
Desvio padrão 0,43 1,99

Capoeira Cl 4,01 20,6
C2 3,57 24,6
C3 2,17 28,2
Média 3,25 ab 24,5 ab
Desvio padrão 0,78 3,10

Floresta Fl 2,32 23,8
F2 3,23 19,3
F3 2,54 22,2
Média 2,70 ab 21,8 b

* T\ :_ ~ j «

Desvio padrão 0,39 1,86
t ~~ ->"•""- *~«*«« u« wucia i. ivxcuias» segmuas ae mesma letra nao

diferem entre si pelo teste de Duncan a5% de significância.

Nas amostras de solo sob pastagem, verificou-se que uma maior
densidade de rizóbios nativos promoveu maior produção de MSPA (maior
eficiência), em comparação aos outros SUTs. No entanto, nem sempre há uma
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relação direta entre número e eficiência de isolados, já que a população de

rizóbio numa certa condição, pode ser composta de isolados de baixa eficiência

simbiótica. Este fato pode ter ocorrido em amostras de solo sob Floresta, já que

valores significativos de densidade de rizóbios promoveram os menores valores

observados de MSPA de siratro, indicando baixa eficiência populacional nesses

ambientes. Além disto, a eficiência da população de rizóbio em plantas de

siratro, que é uma espécie introduzida, e portanto com diferentes relações de

especificidade com a população nativa, pode ser diferente daquela observada

com as espécies vegetaisnativas.

Foram obtidos 126isolados das amostras de solo do sob capoeira, 261 da

pastagem, 106 do sistema agroflorestal, 111 da floresta e 110 da monocultura e

85 isolados de plantas nodulando no campo num total de 799 isolados. Os

números de isolados de rizóbio obtidos de siratro, agrupados por taxa de

crescimento nos diferentes SUTs, encontram-se na Tabela 5, e as suas

respectivas porcentagens na Figura 5.

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

Velocidade de crescimento SUTs

(dias pra aparecimento de colônias C P A F M TOTAL
isoladas)
Muito rápido (MR)* 2 36 6 25 60 129

Rápido (R) 41 81 44 35 9 210

Intermediário (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; Cl- 4-5 dias;CL- 6-10 dias; CML- mais que 10
dias.
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55%

10%

M
10% 0%

27%

55%

23%

17%

31%

39%

38%

14%

t:;:;l Crescimento muito rápido

KSSfl Crescimento rápido

WÊÊ Crescimento intermediário

l—J Crescimento lento

I—I Crescimentomuito lento

31%

41%

FIGURA 5. Porcentagem de isolados de rizóbio obtidos usando siratro como
planta isca inoculado com amostras de solo dos diferentes SUTs
cultivado em meio Jensen , com classificação de acordo com sua
velocidade de crescimento. ,(C: Capoeira, M: Monocultura, F:
Floresta, P: Pastagem, A: Sistema Agroflorestal).

47



Os sistemas capoeira e monocultura foram os únicos que não

apresentaram todos os tipos culturais estudados (ausência de isolados de

crescimento muito lento- Bradyrhizobium spp.), enquanto os outros SUTs

apresentaram distribuições porcentuais homogêneas dos isolados (Tabela 5 e

Figura 4). Houve domínio de isolados de rizóbio de crescimento lento

(Bradyrhizobium spp.) no sistema de capoeira (55%), enquanto isolados de

crescimento intermediário, rápido e muito rápido dominaram o sistema

monocultura (90%), possivelmente devido ao cultivo atual ou anterior de

feijoeiro nos locais, já que essas características são típicas dos microssimbiontes

da leguminosa em questão. Este efeito do hospedeiro na seleção de isolados já

foi estudado e confirmado por vários autores (Oliveira, 1999; Rosado et ai.,

1998; Lawson, Bamet e McGilchrist, 1987; Yousef et ai., 1987) para diversas

plantas leguminosas. O domínio de Bradyrhizobium spp. oriundo de espécies

florestais tropicais nativastem sido verificado por outros autores (Norris, 1969;

Moreira e Franco, 1994; Gao et ai., 1994; Moreira et ai., 1993; Trinick, 1980).

No entanto, o domínio de isolados de rizóbio de crescimento muito rápido,

rápido e intermediário 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 rizóbio obtidos na última diluição indicam a sua

predominância nos solos em que foram isolados. Na floresta e sistema

agroflorestal, sistemas mais estáveis, houve predomínio de isolados de

crescimento rápido e muito rápido na última diluição. Nos outros sistemas,

menos estáveis, nãohouve predominância detipos culturais nessadiluição.

A maioria dos isolados (56%) de nódulos coletados em plantas dos

diversos SUTs foi de crescimento muito rápido, rápido e intermediário (Tabela

6), sendo que a metade dos isolados com crescimento rápido foram provenientes
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de feijão. Por outro lado, plantas invasoras ou nativas das áreas estudadas foram
noduladas, em sua maioria (60%), por rizóbios de crescimento lento. Os isolados
de rizóbio obtidos de plantas nativas apresentaram a distribuição porcentual,
quanto àtaxa de crescimento, próxima aos isolados obtidos através de planta
isca na monocultura, sistema agroflorestal e pastagem. Não foram obtidos
isolados de todos os nódulos coletados no campo pelo feto de alguns estarem em
senescência. Na floresta, não foram encontrados nódulos dentro dos transectos,
fato já esperado por se tratar de um sistema em equilíbrio, em que a baixa
demanda de nitrogênio é suprida por ciclagem eficiente, não havendo estimulo à
FBN e, consequentemente, baixa ou nenhuma nodulação.

Os 714 isolados de rizóbio obtidos de amostras de solos dos diferentes

SUTs usando siratro como planta isca foram agrupados de acordo com suas
características culturais, cujo dendograma de similaridade pode ser observado na
Figura 6, com a identificação e descrição dos grupos de isolados na Tabela 6,
além da descrição dos isolados de campo.

O dendograma pode ser dividido em dois grandes grupos fenotípicos a
20% de similaridade, sendo um de isolados de crescimento muito rápido a
intermediário, 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 SUTs, comprovando a
maior diversidade de rizóbios com características de crescimento muito rápido a
intermediário nos locais estudados da Amazônia, feto já verificado para rizóbio
isolado de espécies florestais nativas da Amazônia e Mata Atlântica (Moreira et
ai., 1993).

49



o

F
IG

U
R

A
5.

D
en

do
gr

am
a

m
os

tr
an

do
si

m
ila

ri
da

de
en

tr
e

is
ol

ad
os

de
ri

zó
bi

o,
co

nf
or

m
e

su
as

ca
ra

ct
er

ís
tic

as
cu

ltu
ra

is
(t

ax
a

de
cr

es
ci

m
en

to
,

co
r

e
di

âm
et

ro
da

co
lô

ni
a,

ab
so

rç
ão

de
in

di
ca

do
r,

al
te

ra
çã

o
do

pH
do

m
ei

o,
pr

od
uç

ão
de

go
m

a)
.



TABELA 6. Agrupamento e número de isolados de rizóbio de siratro e de
nódulos coletadas no campo, conforme suas características
culturais, nos diferentes sistemas de uso da terra.

Grupos Características culturais-nódulos coletados no campo
ABC D 1 F

Número de

isolados

1 R

2 L

3 ML

1

1 R

2 L

3 ML

1 R

1 MR

2 R

3 L

1

>2

1-2

<1

CAPOEIRA (C2)
neutro alta

álcali média
álcali baixa

não branca

não branca

não branca

CAPOEIRA (Cl)

2

12

8

1-2 álcali média não branca

>2

1-2

<1

>2

>2

>2

1-2

<1

CAPOEIRA (C3)
neutro baixa

álcali média

álcali baixa

não amarelada 1
não branca 2

não branca 1

MONOCULTURA (M2)
neutro alta sim branca 24

SISTEMA AGROFLORESTAL (A2)
ácido alta

neutro média

álcali média

sim amarelada 4
não amarelada 1

não branca 2

SISTEMA AGROFLORESTAL (A3)
álcali baixa não branca

PASTAGEM (PI)
1 MR >2 ácido alta sim amarelada 2
2 R >2 ácido alta não amarelada 1
3 R >2 neutro média não amarelada 1
4 R >2 neutro alta sim amarelada 1
D I 1-2 álcali média não branca 8
6 L <1 álcali média não branca 4
7 ML <1 álcali baixa não branca 1

PASTAGEM (P3)
1 MR >2 ácido alta sim amarelada 1
2 R >2 neutro alta sim amarelada 1
3 R >2 neutro baixa não amarelada 1
4 I 1-2 ácido baixa sim amarelada 1
6 L <1 álcali baixa não branca 2

..continuação...
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Grupos Características culturais- nódulos de siratro Número de

A B C D E F isolados

CAPOEIRA (C)
1 R >2 neutro alta sim branca 26

2 R >2 ácido média a alta sim amarelada 14

- 3 MR >2 ácido baixa a média sim amarelada 1

4 R 1-2 neutro baixa a média sim amarelada 2

5 >2 ácido alta sim amarelada 1

6 1-2 ácido baixa a média sim amarelada 1

7 <1 álcali baixa não rosa 1

8 >2 álcali baixa a média não branca 1

9 >2 álcali alta não branca 9

10 L 1-2 álcali baixa a média não branca 30

11 L <1 álcali baixa a média não branca 8

12 L <1 ácido baixa a média não amarelada 11

13 L <1 neutro baixa a média não amarelada 4

14 L 1-2 álcali baixa não creme 16

FLORESTA (F)
1 MR >2 ácido média a alta sim amarelada 9

2 R >2 neutro média a alta sim branca 31
*»

j R >2 neutro média não branca 7

4 R <1 neutro baixa não amarelada 1
5 R 1-2 ácido média a alta sim amarelada 7

6 R 1-2 ácido alta sim branca 1
7 R >2 ácido alta sim amarelada 1
8 R <1 álcali baixa não rosa 3
9 I >2 ácido alta sim amarelada 3
10 I >2 neutro alta sim branca 3

11 I <1 neutro baixa não branca 1
12 L 1-2 álcali alta não branca 1

13 L <1 álcali baixa não amarelada 11
14 L 1-2 álcali baixa não branca 5
15 ML <1 álcali média a alta não branca 10
16 ML 1-2 álcali alta não branca 5
17 ML <1 álcali baixa a média não amarelada 8
18 ML 1-2 álcali média a alta sim branca 3
19 ML 1-2 álcali baixa sim creme 1

.continuação...
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Grupos
A

Cara

B
tcterísticas culturais-nódulos de siratro Número de

C D E F isolados
M[ONOCULTURA

média a alta
(M)

1 R >2 neutro sim branca 30
2 R >2 ácido alta sim amarelada 20
3 R >2 ácido alta não amarelada 4

" 4 R >2 ácido média a baixa sim amarelada 3
D R >2 álcali baixa a média não amarelada 1
6 R <1 álcali baixa não rosa 2
7 R 1-2 ácido baixa sim amarelada 1
8 I >2 ácido alta sim amarelada 1
9 I 1-2 neutro baixa não amarelada 2

10 L 1-2 álcali alta sim branca 1
11 L 1-2 álcali baixa não branca 14
12 L >2 álcali média a alta não branca 15
13 L <1 neutro baixa a média não branca 4
14 I 1-2 ácido alta não branca 1
15 ML <1 neutro baixa não amarelada 11

SISTEMA AGROFLORESTAL (A\
1 MR >2 ácido baixa sim laranja 2
2 MR >2 ácido alta sim amarelada 3
3 MR >2 neutro média a alta sim branca 1
4 R >2 neutro média a baixa sim branca 8
5 R 1-2 neutro média a alta não branca 14
6 R >2 neutro alta não branca 1
7 R >2 ácido alta sim amarelada 2
8 R 1-2 ácido baixa a média sim amarelada 10
9 R 2-3 neutro média não creme 1

10 R 1-2 álcali alta não branca 6
11 R 1-2 álcali baixa não amarelada 1
12 R 1-2 álcali baixa a média sim branca 1
13 I <1 álcali baixa não branca 7
14 I 1-2 álcali média a alta não branca 8
15 L <1 álcali baixa não branca 9
16 L 1-2 álcali baixa a média não branca 28
17 L <1 álcali média a alta não creme 2
18 ML >2 álcali alta não branca 1

...continuação. ..



Grupos Características culturais-nódulos de siratro Número de

A B C D E F isolados

PASTAGEM (P)
1 MR >2 ácido média a alta sim amarelada 31

2 MR >2 neutro média a alta sim branca 4
->

R >2 neutro média a alta não branca 35

- 4 R >2 neutro alta sim branca 31

5 R >2 neutro alta não amarelada 2

6 R 1-2 álcali média a alta não branca 1

7 R >2 ácido alta sim amarelada 11

8 R >2 neutro média não rosa 1

9 R 1-2 neutro baixa a média não rosa 2

10 I 1-2 álcali alta não branca 21
11 I 1-2 neutro alta não branca 6
12 L 1-2 álcali média a alta não branca 67
13 L <1 álcali baixa sim amarelada 4

14 L <1 ácido baixa sim amarelada 29
15 L >2 ácido média a alta não amarelada 2
16 ML <1 ácido baixa sim amarelada 15

Características culturas: A (velocidade de crescimento, sendo MR muito rápido (1 dia
para aparecimento de colônias isoladas). R rápido (2-3 dias). I intermediário (4-5 dias).
L lento (6-10 dias), ML muito lento (>10 dias)), B (diâmetro dacolônia, emmm), C(pH
do meio de cultura), D (produção de goma). E (absorção de indicador). F (cor da
colônia).

A figura 7 mostra o índice de diversidade de Shannon-Weaver baseado

nas características culturais dos isolados de rizóbio nos três locais de cada SUT,

e também o índice de diversidade calculado pelo número total de isolados de

cada SUT. Analisando o índice 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 ocorrência e distribuição

dos isolados de acordo com seu crescimento na figura 5. Quando calculamos o

índice por local de cada SUT, os menores valores são encontrados nos locais de

floresta. Isto é explicado pelo feto dos locais sob floresta apresentarem grupos

morfológicos bem distintos, já os isolados de solos sob capoeira formam grupos

morfológicos semelhantes nos diversos locais, e quando foram agrupados o
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índice foi menor quando comparado com o índice para os isolados de floresta.
Não houve correlação significativa entre número de isolados e índice de
diversidade nos diferentes SUTs (r=-0,39ns), ou seja, otamanho da amostra não
comprometeu o cálculo do índice de diversidade. O feto de se encontrar maior

diversidade total sob Floresta pode estar ligado à adaptação de populações de
rizóbio aestresses químicos e edáficos nos diversos locais, característica comum
em rizóbio (Graham et ai., 1992). Na natureza, a seleção de organismos é feita
para sobrevivência e não para eficiência. No entanto, deve-se tomar cuidado

com estas interpretações, uma vez que a diversidade obtida de rizóbio para uma
certa condição está diretamente ligada à espécie de leguminosa utilizada como
planta isca. Handley, Hedges e Beringer (1998) observaram que quanto maior o
número de plantas utilizadas, maior foi adiversidade encontrada; porém, neste
trabalho não foram isolados todos os nódulos das plantas.
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FIGURA 7. índice de diversidade de Shannon-Weaver (H') baseado nas
características culturais para isolados de rizóbio nos três
diferentes locais dos sistemas de uso da terra (SUTs): M
(Monocultura), C (Capoeira), A (Sistema Agroflorestal), F
(Floresta), P (Pastagem). Agrupamento por local (D ) e
agrupamento por SUT (£ dostrês locais) ( @ ).

55



Os SUTs monocultura e capoeira apresentaram os menores valores de

diversidade de populações de rizóbio, apesar de apresentarem densidade e

eficiência semelhantes àquelas sob Pastagem (Tabela 4). Nesses sistemas, como

já discutido anteriormente, não foram obtidos rizóbios de crescimento muito

lento (Tabela 5 e Figura 4) e este feto fez com que o valor de diversidade fosse

menor. Perdas de diversidade em sistemas agrícolas dominados por

monoculturas são comuns na literatura (Coutinho et ai., 1999; Lupwayi, rice e

Clayton, 1998) e são respostas da seleção da população de rizóbios

proporcionada pelas plantashospedeiras, como já discutido.

O índice de diversidade de Shannon-Weaver (H') e o número de perfis

protéicos dos isolados de rizóbio de siratro de diferentes SUTs, em diferentes

locais, se encontram na tabela 7. Os maiores índices de diversidade foram

obtidos nos locais PI, Fl e A2, não se relacionando com os maiores índices

calculados pelas características culturais. Verificou-se baixa diversidade na

maioria dos locais, sendo que em Al, A3, M3, F2, F3, C2 e C3 encontrou-se

somente um padrão de perfil para todos os isolados de crescimento rápido.
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TABELA 7. índice de diversidade de Shannon-Weaver (H') enúmero de perfis
eletroforéticos de proteínas obtidas por SDS-PAGE em diferentes
sistemas deuso da terra (SUT).

SUT

Sistema Agroflorestal
Local*

Al

H'

0

Número de perfis
1

Monocultura

A2

A3

Ml

1,34
0

1,00

5

1

3

Pastagem

M2

M3

PI

1,00
0

1,48

4

1

5

Floresta
P3

Fl

F2

0,70
1,38
0

3

5

1

Capoeira
F3

Cl

C2

0

0,41
0

1

2

1

C3 0 1

4 CONCLUSÕES

A maior densidade e eficiência de populações de rizóbios na produção
de matéria seca da parte aérea de siratro foram encontradas em solos sob

pastagem. Amenor densidade foi encontrada em solos sob sistema agroflorestal.
Solos sob floresta foram os que apresentaram menor fertilidade e

menores valores de eficiência de populações de rizóbios, utilizando siratro como
planta isca.

O índice de diversidade calculado pelas características culturais dos
isolados de rizóbio 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 presença de grupos morfológicos distintos nos
três locais sob floresta. A capoeira apresentou locais com alto índice de
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diversidade, mas quando agruparam-se os três locais, o índice encontrado foi

menor quando comparado com a floresta, sistema agroflorestal e pastagem.

Com exceção da capoeira, nos sistemas de uso da terra estudados, foi

capturado por siratro maior número de grupos de rizóbio com características de

crescimento muito rápido a intermediário (Rhizobium, Sinorhizobium,

Mesorhizobium, Allorhizobium) em relação 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 FENOTÍPICA E SIMBIÓTÍCA ENTRE ISOLADOS DE
RIZÓBIO DE Vigna unguiculata DE DIFERENTES SISTEMAS DE USO

DA TERRA NA AMAZÔNIA

PEREIRA, E.G. Diversidade fenotípica e simbiótíca entre isolados de rizóbio
de Vigna unguiculata de diferentes sistemas de uso da terra na
Amazônia. Lavras: UFLA, 2000. Cap. 4. 17p. (Tese - Doutorado em Solos e
Nutrição de Plantas)

RESUMO

Caupi é considerado uma planta promíscua quando em simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogênio denominadas rizóbio, sendo indicada em levantamentos
de diversidade. Neste trabalho, caupi foi usado como planta isca para isolamento
de rizóbio de solos sob diferentes sistemas de uso da terra da Amazônia
(floresta, capoeira, pastagem, monocultura e sistema agroflorestal). A
diversidade destes isolados foi avaliada através de características culturais em

YMA e padrões de proteína total em gel de poliacrilamida (diversidade
fenotípica) e através da eficiência simbiótíca na produção de matéria seca de
caupi (diversidade simbiótíca) em vasos Leonard (casa de vegetação),
comparado a dois tratamentos sem inoculação, com e sem adubação nitrogenada.
O caupi mostrou-se adequado para estudo da diversidade dos isolados. Estes
apresentaram grande variação na eficiência simbiótíca com caupi, e o efeito da
maioria foi superior ao da estirpe comercial BR 2001/SEMIA 6145 e da
adubação nitrogenada com 300 mg dm"3 de N, destacando-se os isolados UFLA
03-128, UFLA 03-84 e UFLA 03-129. Não houve relação entre o agrupamento
de isolados por características culturais e a eficiência simbiótíca dos isolados
estudados. A análise do perfil proteico apresentou-se eficiente na mscriminação
dos isolados, mas foi menos discriminatória que a caracterização cultural, e 47%
destes isolados foram similares a Bradyrhizobium, que apresentaramde média a
alta eficiência simbiótíca com caupi. Para a maioria dos isolados, não houve
relação entre agrupamento por características culturais e agrupamento por perfil
proteico, e nem efeito dos sistemas de uso de terra da Amazônia 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 Soü and Plant
Nutrition)

Cowpea (Vigna unguiculata L. Walp) is considered apromiscuous plant specie
when established symbiotic relationship with nitrogen fixing bactéria named
collectively as rhizobia. Thus it is recommended for studies airning to evaluate
riuzobia diversity, and it was used as trap host for rhizobia isolation from
different land use systems in Amazon region (forest, fellow, 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
controis without inoculation and with and without mineral nitrogen. Cowpea
showed to be a promiscuous host as a high diversity was obtained by ali
charactenzations. 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 ~3), specially isolates UFLA 03-128
UFLA 03-84 and UFLA 03-129. There was no relationship among clustere
obtained by cultural and symbiotic characterization. Total protein pattems 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 médium to high symbiotic efficiency with
cowpea. There was no relationship among clustering by cultural characteristics
and protein pattems and neither LUSeffects onthem.
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1 INTRODUÇÃO

O caupi (Vigna unguiculata) é uma leguminosa amplamente cultivada

na Região semi-árida e no Norte do Brasil, bastante tolerante a estresse de

temperatura e umidade e usado no consumo humano como uma importante fonte

de proteína (Ferreira et ai., 2000). Esta leguminosa forma simbiose com

bactérias diazotrófícas, vulgarmente denominadas de rizóbio, e é muito

dependente da fixação biológica de nitrogênio na aquisição de nitrogênio,

podendo fixar 66 a 120 kg N ha"1, com 54 a 70 % do N originado do N fixado

(Awonaike, Kumarasinghe e Danso, 1990; Giller e Wilson, 1991). E uma planta

bastante promíscua, sendo nodulada por uma ampla faixa de bactérias

simbiontes (Lewin et ai., 1987; Martins, neves e Rumjanek, 1997), tanto de

crescimento rápido quanto lento. Por esta característica peculiar, o caupi é

indicado como planta isca em experimentos relacionados a estudos de densidade

e diversidade de rizóbios de solos.

A diversidade de rizóbio em diferentes ecossistemas é alta (Haukka e

Lindsttrõm, 1994; van Rossum et ai., 1995). Moreira et ai. (1993) verificaram

que a maioria dos isolados de rizóbio de espécies florestais da Mata Atlântica e

Amazônia apresentava características culturais de crescimento lento e

alcalinização de meio, pertencente ao gênero Bradyrhizobium sp, e que alguns

isolados não se agruparam com espécies conhecidas, podendo ser,

provavelmente, novas espécies. Há um crescente interesse no conhecimento da

diversidade de rizóbio pelo feto da mesma ser uma fonte de recursos genéticos

para a seleção de novos isolados com capacidade de nodularem eficientemente

leguminosas específicas, além de fornecer subsídios importantes para que se

introduzam com sucesso estirpes inoculantes em solo com população nativa

estabelecida.
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Existem poucos estudos (Coutinho et ai., 1999; Oliveira et ai., 1999)
demonstrando os efeitos dos sistemas de uso da terra em solos tropicais sobre a
diversidade de rizóbio. Assim, os objetivos do presente estudo foram avaliar a
diversidade simbiótica e fenotípica (características culturais e perfis protéicos)
de isolados de rizóbio obtidos de diferentes sistemas de uso da terra da
Amazônia, utilizando o caupi como planta isca.

2 MATERIAL E MÉTODOS

Obtiveram-se amostras de solo coletadas entre abril e maio de 1997 de
diferentes sistemas de uso da terra (SUTs) da Amazônia (Tabela 1), eprocedeu-
se a inoculação com 1ml destas amostras de solo diluídas (5"1 a 5"0) em solução
salina 0,55%, utilizando caupi como planta isca, em sacos plásticos estéreis da
MiUipore com solução nutritiva de Jensen (CaHP04 lg L"1, K2HP04 0,2 g L*1,
MgS04.7H20 0,2g L'1, NaCl 0,2g L1, FeCl3 0,lg L"1) estéril.

Para obtenção dos isolados de rizóbio, os nódulos foram desinfectados
superficialmente cpm álcool 70%, cloreto de mercúrio e lavados 10 vezes em
água esterilizada, sendo, posteriormente, macerados assepticamente em meio
YMA. Após repicagem para novas placas com YMA, as colônias dos isolados
foram caracterizadas morfologicamente. As características anahsadas foram as
seguintes: tempo para aparecimento das primeiras colônias isoladas (crescimento
rápido (CR)- 2-3 dias; crescimento intermediário (Cl)- 4-5 dias; crescimento
lento (CL)- 6-10 dias; crescimento muito lento (CML)- mais que 10 dias),
diâmetro das colônias, alteração do pH do meio, produção de goma, absorção de
indicador e coloração das colônias. Atabela 1 mostra os isolados obtidos e os
respectivos locais, nos diferentes SUTs. Quarenta e um isolados de rizóbio
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 Amazônia.

Identificação dos
isolados

SUIV

UFLA 03-22, UFLA 03-24/ Mandioca (Ml)
UFLA 03-25

UFLA 03-31, UFLA 03-32,
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 03^1, UFLA 03^2,
UFLA 03-44, UFLA 03-46

UFLA 03-61, UFLA 03-63,
UFLA 03-65;

Capoeira (Cl)

Capoeira (C2)

Floresta (Fl)

UFLA 03-81, UFLA 03-82, Pastagem (PI)
UFLA 03-83, UFLA 03-84/
UFLA 03-85 7

Local de coleta dos

nódulos

Theobroma- RO

Theobroma- RO

Theobroma- RO

Theobroma- RO

Jí-paraná- RO

UFLA 03-91, UFLA 03-92,
UFLA 03-95, UFLA 03-96

UFLA 03-121, UFLA 03-122,
UFLA 03-123, UFLA 03-124,
UFLA03-125,UFLA 03-126J
UFLA 03-127, UFLA 03-128,
UFLA 03-129, UFLA 03-
1211, UFLA 03-1213

Sistema Agroflorestal (A2) Jí-paraná- RO

Pastagem (P3) Pedro Peixoto- AC

♦Descrição dos locais e resultados de análise de fertilidade das amostras de solo nas
tabelas 1 e 2 do capítulo 2.
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Para avaliação da diversidade simbiótíca de 26 isolados de rizóbio,
instalou-se um experimento em casa de vegetação, em delineamento

inteiramente casualizado, com 3 repetições. As parcelas experimentais foram
vasos Leonard, contendo areia e vermiculita na proporção 2:1 e solução nutritiva
de. Jensen sem nitrogênio, com os seguintes tratamentos: inoculação individual
com 26 isolados obtidos; inoculação com aestirpe recomendada para caupi (BR
2001/SEMIA 6145), inoculação com a estirpe INPA 0311b, adubação
nitrogenada em duas doses (240 e 300 mg kg1 de N-NH4NO3) e testemunha
(sem inoculação esem adubação). As plantas foram colhidas na floração, aos 50
dias da semeadura, procedendo-se adeterminação da matéria seca da parte aérea
(após peso constante em estufe de circulação forçada de ar, a60-70°C), número
e peso de nódulos secos.

Trinta e quatro isolados, junto com as estirpes INPA 0311B
(Bradyrhizobium spp.), considerada eficiente em caupi (Magalhães, 1986); BR
2001/SEMIA 6145 (Bradyrhizobium spp., recomendada comercialmente como

inoculante de caupi); BR 29 (estirpe referência de Bradyrhizobium elkanii), BR
111 (estirpe tipo de B. japonicum) e BR 10051 (estirpe referência de R
leguminosarum bv. phaseoli), foram analisados quanto ao perfil de proteína
total por SDS-PAGE. Para isso, os isolados foram multiplicados em meio TY
líquido durante 4dias, a 30°C, sob agitação constante. Após centrifugação, as
células foram solubilizadas em SDS e a proteína total submetida à eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE), pelo método Laemmli (1970), com
modificações descritas por Jackmam (1985 e 1987).

Os resultados de matéria seca da parte aérea, número epeso de nódulos
secos foram submetidos à anáüse de variância e teste de médias, utilizando o
programa estatístico SANEST (Zonta, Machado e Silveira Júnior, 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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STATTSTICA 5.0 (Slice, Kim e Walker, 1994), considerando a presença ou

ausência de bandas.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados de matéria seca da parte aérea (MSPA), número e peso de

nódulos 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 têm mostrado que a

maioria dos isolados obtidos através desta planta isca apresenta características

culturais semelhantes à estirpe recomendada, ou seja, crescimento lento e

alcalinização de meio específico (Thies et ai., 1991; Martins, Neves e Rumjanek,

1997). Plantas inoculadas com os isolados UFLA 03-128, UFLA 03-84 e UFLA

03-129 apresentaram os maiores pesos de parte aérea, quando comparadas

àquelas que receberam 300 mg dm"3 de N ou aos demais tratamentos,

demonstrando alta eficiência simbiótica 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 nódulos, apesar

dos resultados variarem muito entre isolados. Houve correlação significativa

entre MSPA e peso de nódulos secos (r=0,55**) e nenhuma entre MSPA e

número de nódulos (r=0,12ns). Os isolados UFLA 03-44 e UFLA 03-95 foram

os menos eficientes e as plantas inoculadas apresentaram produção de matéria

seca da parte aérea sem diferença estatística daquelas testemunhas, sem N e não

inoculadas.
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TABELA 2. Matéria seca da parte aérea (MSPA), peso e número de nódulos de
caupi inoculado com diferentes isolados de rizóbio, obtidos da
Região Amazônica.

MSPA Peso de nódulos Número

Tratamento (8) secos (g) de nódulos

UFLA 03-128 - 9,56A 0,681AB 142ABC

UFLA 03-84 " 9,47A 0J54A 197ABC

UFLA 03-129^ 9,4 IA 0,744A 171ABC

N 300 mg kg1/ 8,42AB 0,000C 0D

UFLA 03-32 8,28AB 0,764A 119ABC

UFLA 03-322 8,12AB 0,73 IA 158ABC

UFLA 03-24 7,92ABC 0,667AB 142ABC

N 240 mgkg1 7,49ABC 0,000C 0D

UFLA 03-35 7,47ABC 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 4J7ABCD 0,510ABC 100ABC

BR 2001 4,53ABCD 0.292ABC 108ABC

UFLA 03-321 4.48ABCD 0,363ABC 60C

UFLA 03-41 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 03-44 2,38CD 0.297ABC 147ABC

UFLA 03-95 2,21 CD 0,164BC 142ABC

TESTEMUNHA 0.25D 0,000C 0D

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

Os quarenta e um isolados de rizóbio obtidos foram agrupados conforme

suas características culturais, cujo dendograma de dissimilandade se encontra na

figura 2. Formaram-se dois grandes grupos de acordo com estas características,

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 aí., 1987: Martins. Neves e

Rumjanek, 1997). A distribuição porcentual dos isolados de caupi de acordo

com o tempo de crescimento nos diferentes SUTs não teve relação com a

distribuição 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 rápido, rápido e intermediário e, 33% foram de

crescimento lento. Na floresta, 33% foram de crescimento rápido e 67% de

crescimento lento. Na pastagem, 53% foram de crescimento rápido e

intermediário e 47% de crescimento lento. No sistema agroflorestal, 25% foram

de crescimento rápido e 75% de crescimento lento.

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

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 coma estirpede 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), ogrupo 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 aestirpe 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), ogrupo 7com apenas 1isolado (UFLA 03-128), ogrupo
8com 3isolados (UFLA 03-125, UFLA 03-35, UFLA 03-25) eogrupo 9com 6
isolados (UFLA 03-96, UFLA 03-85, UFLA 03-83, UFLA 03-92, UFLA 03-39,
UFLA 03-22). Ogrupo 7teve apresença exclusiva do isolado UFLA 03-128,
evidenciando suas características culturais diferenciadas (crescimento muito
lento, colônias de 1a2mm, alcalinização de meio, baixa produção de goma, não
absorção de indicador e cor amarela), a 60% ou mais de similaridade. Cabe
lembrar que este isolado foi o que apresentou maior eficiência simbiótica com o
caupi, junto com os isolados UFLA 03-84 e UFLA 03-129 (Tabela 1), que
apresentaram baixa (37%) ou nenhuma similaridade com a UFLA 03-128,
respectivamente, de acordo com as características culturais. Os isolados
apresentaram grande variação na eficiência simbiótica. Como exemplo, temos os
isolados UFLA 03-84, mais eficiente, e UFLA 03-95, menos eficiente, que
apresentaram mais de 80% de similaridade de acordo com as características
culturais.
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Fez-se um agrupamento dos isolados de rizóbio conforme os perfis

protéicos (Figura 3), construindo-se posteriormente um dendograma de
similaridade (Figura 4).

.-,'. • .r..-. ' ;-;--í ;•:,••:'/:;; ;.-.- ;• - . .
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A= UFLA 03-22. UFLA 03-24
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
1= 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
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FIGURA 3. Perfis de proteína total dos grupos de isolados de rizóbio capturados
por caupi e da BR 111, INPA 0311B, BR 10051, BR 2001 e BR
29.
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A= UFLA 03-22, UFLA 03-24
B= UFLA 03-96

C= UFLA 03-34
D= UFLA 03-81

E=UFLA 03-32,UFLA 03-321, UFLA 03-322,
UFLA03-33, UFLA03-124, UFLAOâ-129.
UFLA 03.1211, UFLA 03-36, UFLA 03-123,
UFLA 03-128

F-UFLA 03-33

G= UFLA 03-126
H- UFLA 03-127, UFLA 03- 63, UFLA 03-31,
UFLA 03-38, UFLA 03-91
I- UFLA 03-83, UFLA 03-84, UFLA 03-93
J° UFLA 03-44. UFLA 03-37
K- UFLA 03-42, UFLA 03-46. UFLA 03-61.
UFLA 03-92, UFLA 03-123. UFLA 03-83
L- UFLA 03-82
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FIGURA 4. Dendograma de similaridade entre isolados de rizóbio decaupi, construído combase 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.) eBR 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 Amazônia,, e
este grupo apresentou aproximadamente 60% de similaridade com a outra

estirpe de Bradyrhizobium, a BR 111 (B. japonicum, oriunda dos USA).
Dezesseis isolados de rizóbio pertencentes aos grupos A, B, C, D, E, G e
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 características de Bradyrhizobium foram mais similares às estirpes
isoladas de solos brasileiros do que à BR 111. Nestes grupos, a maioria dos
isolados apresentou média aalta eficiência simbiótica com caupi (Tabela 2).

Os grupos de isolados de rizóbio I, J, Ke L (12 isolados) foram os que
apresentaram menor similaridade dos demais. O grupo I apresentou isolados de

alta (UFLA 03-84) e baixa eficiência (UFLA 03-95) simbiótica (Tabela 2),
mostrando que não há uma relação entre agrupamento proteico e características
simbióticas. Sete isolados dos grupos L e K se agruparam com 50% de
similaridade e foram os que mais se distanciaram dos demais isolados eestirpes.
Destes, somente o isolado UFLA 03-83 foi avaliado simbioticamente, com
média eficiência (Tabela 2).

Para a maioria dos grupos de isolados de rizóbio estudados, não se
verificou relação entre o agrupamento por características culturais e
agrupamento por perfil proteico (Figuras 2 e 4). Também não houve relação
entre agrupamento de isolados por perfil proteico ou por características culturais

e os diferentes sistemas de uso da terra da Amazônia, indicando a alta
diversidade das populações de rizóbio nesses sistemas.
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4 CONCLUSÕES

Os isolados de rizóbio apresentaram grande variação na eficiência

simbiótica com caupi, e o efeito da maioria foi superior ao da estirpe comercial

BR 2001/SEMIA 6145 e da adubação nitrogenada com 300 mg dm"3 de N,

destacando-se os isolados UFLA 03-128, UFLA 03-84 e UFLA 03-129.

O caupi mostrou-se altamente promíscuo pela análise de agrupamento

dos isolados por características culturais devido à grande diversidade de rizóbio

proporcionada em amostras de solo dos diferentes sistemas de uso da terra, na

Amazônia, com características de Bradyrhizobium e Rhizobium.

Não houve relação entre o agrupamento de isolados por características

culturais e a eficiência simbiótica dos isolados estudados.

A análise do perfil proteico apresentou-se eficiente na discriminação dos

isolados, mas foi menos discriminatória que a caracterização cultural e 47%

destes isolados foram similares a Bradyrhizobium, que apresentaram de média a

alta eficiência simbiótica com caupi.

Para a maioria dos isolados, não houve relação entre agrupamento por

características culturais e agrupamento por perfil proteico, e nem efeito dos

sistemas de uso de terra da Amazônia nestes agrupamentos.
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CAPITULO 4

DIVERSIDADE SIMBIÓTICA, FENOTÍPICA EGENÉTICA ENTRE
ISOLADOS DE RIZÓBIO DE Phaseolus vulgaris L. DA REGIÃO

AMAZÔNICA

RESUMO

PEREIRA, E.G. Diversidade simbiótica, fenotípica e genética entre isolados
de rizóbio de Phaseolus vulgaris L. da Região Amazônica. Lavras: UFLA,
2000. Cap. 4. 15p. (Tese -Doutorado em Solos eNutrição de Plantas)

Phaseolus vulgaris é uma planta hospedeira altamente promíscua, que pode ser
nodulada pelo menos por 8espécies de rizóbio. As principais limitações para o
aumento da fixação biológica de nitrogênio (FBN) relacionadas a rizóbios de
feijoeiro são a instabilidade genética, baixa competitividade das estirpes
moculantes com a população indígena, que é geralmente ineficiente, e
sensibilidade aos fatores ambientais, tais como acidez do solo e altas
temperaturas. Assim, populações nativas de solos ácidos de regiões tropicais
podem ser uma importante fonte de recursos genéticos para seleção de estirpes
adaptadas a esses estresses. Para verificar a diversidade genética, fenotípica e
simbiótica de estirpes de rizóbio nativas nodulando feijoeiro em dois locais em
Theobroma, RO, na Região Amazônia, utilizaram-se as metodologias de PCR-
RFLP (padrões de restrição com as enzimas Alu I, Hae I, Hinf III e Rsa I do
fragmento 16S rRNA), perfis protéicos (SDS-PAGE) eprodução de matéria seca
da parte aérea de feijoeiro cv. Carioca, em vasos Leonard. Os padrões de
restrição 16S rDNA indicaram que as enzimas Alu I e Hae III foram as mais
discnrmnatórias, embora a maioria dos isolados apresentaram o mesmo padrão
de restrição Todos os 42 isolados apresentaram mesmas características culturais
com crescimento rápido, sem alteração de pH do meio, alta produção de goma e
cor branca. Pelo perfil proteico, formaram-se 3 grupos com níveis de
similaridade superiores a 90% e 3 isolados com posições distintas (UFLA 02-
139, UFLA 02-113 e UFLA 02-63), sendo todos com maior similaridade à
estirpe R. leguminosarum bv. phaseoli. Dos 14 isolados avaliados para produção
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 ofDoctorate 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 pattems with enzymes Alu I, Hael, Hinf III and Rsa I of 16 S rRNA
amplified fragments, total protein pattems by poliacrilamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and shoot dry matter production oiPhaseolus vulgaris var. carioca
at Leonard jars. Restriction pattems with enzymes Aluí and Hae III were more
discriminatory among strains although ali isolates present the same restriction
pattems. Ali 42 isolates showed the same cultural characteristics on YMA : fast
growth, high exopolissacharide production and no change of médium pH. Three
groups at similarity leveis higher than 90% and three unclustered strains were
obtained by SDS-PAGE of total proteins, being ali 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 INTRODUÇÃO

Phaseolus vulgaris é uma planta hospedeira altamente promíscua, que
pode ser nodulada por 8 espécies de rizóbio: Rhizobium leguminosarum bv
phaseoli (Jordan, 1984), R (Mesorhizobium) loti (Jordan, 1984;. R
(Sinorhizobium) fredii (SchoUa e Elkan, 1984), R (Mesorhizobium) huakuii
(Chen et ai., 1991), R. tropici (Martinez-Romero et ai., 1991), R. etli (Segovia et
ai., 1993), R giardinii e R gallicum (Amarger et ai., 1997). As principais
limitações na fixação biológica de nitrogênio (FBN) relacionadas a rizóbios de
feijoeiro são atribuídas à instabilidade genética, baixa competitividade das
estirpes inoculantes com a população indígena, que é geralmente ineficiente, e
sensibilidade aos ratores ambientais, tais como acidez do solo e altas
temperaturas (Hungria et ai., 1997).

R tropici tem sido considerada a espécie mais promissora na seleção de
estirpes usadas como inoculante por sua estabilidade genética, tolerância à
acidez ealtas temperaturas eocorrência em regiões tropicais. Três estirpes de R.
tropici têm sido atualmente recomendadas oficialmente como inoculantes à
cultura do feijoeiro, PRF 81 (SEMIA 4080), CIAT 899 (SEMIA 4077) eSEMIA
4064. Porém, nem sempre os resultados de FBN são positivos, o que pode ser
ocasionado pela competição com a população nativa. Porém, resultados
satisfatórios de nodulação e produtividade foram obtidos utilizando as estirpes
recomendadas (RELARE, 2000). Mercante et ai. (1998) verificaram que 36%
dos isolados de rizóbio nodulantes de feijoeiro em solos de cerrado poderiam ser
classificados como R tropici. Assim, estudos são necessários para caracterizar a
população indígena de rizóbios que nodulam ofeijoeiro de regiões 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 seleção de estirpes adaptadas a estas condições.
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O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade genotípica, fenotípica e

simbiótica de populações de rizóbio nativas nodulantes de feijoeiro (Phaseolus

vulgaris) na Região Amazônica.

2 MATERIAL E MÉTODOS

Nódulos de feijoeiro (Phaseolus vulgaris cv. carioca) não inoculado

foram coletados entre abril e maio de 1997 de dois diferentes locais no

município de Theobroma (RO), em áreas recém desmaiadas. No local 1 foram

coletados 30 nódulos e no local 2, 122 nódulos. As características químicas e

físicas do solo de cada local foram as seguintes: Área 1: pH 6,6; P e K, 14e 41

mg dm°, respectivamente; Ca, Mg e Al 4,0, 1,7 e 0,0 cmolc dm*3,

respectivamente; carbono, matéria orgânica, areia, silte e argila 9, 16, 500, 150

and 350 g kg"1, respectivamente. Área 2: pH 4,7; P e K 1 e 39 mg dm'3,

respectivamente; Ca, Mg e Al 1,0, 0,6 e 0,9 cmolc dm*3, respectivamente;

carbono, matéria orgânica, areia, silte e argila 11, 19, 420, 150 e 430 g kg"1,

respectivamente. Os nódulos foram armazenados em recipientes contendo silica

gel para transporte até o laboratório.

Para obtenção dos isolados de rizóbio, os nódulos foram desinfectados

superficialmente com álcool 70%, cloreto de mercúrio e lavados 10 vezes em

água esterilizada, sendo, posteriormente, macerados assepticamente em meio

YMA. Após repicagem para novas placas com YMA, as colônias dos isolados

foram caracterizadas morfologicamente. As características anahsadas foram as

seguintes: tempo (em dias) para aparecimento das primeiras colônias isoladas,

diâmetro das colônias, alteração do pH do meio, produção de goma, absorção de

indicador e coloração das colônias.
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Todos os isolados obtidos foram previamente autenticados em feijoeiro
em condições de laboratório em meio Jensen (CaHP04 lg L*1, K2HP04 0,2g L*1,
MgS04.7H20 0,2g L"1, NaCl 0,2g L"1, FeCl3 0,lg L"1) estéril, em sacos plásticos
Millipore, antes da conservação 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 líquido, com posterior armazenamento em
tubos eppendorff com glicerol 20%, em deep frezer. Por razões ainda não
identificadas, somente 42 isolados de rizóbio permaneceram viáveis. Estes
foram estudados quanto àdiversidade fenotípica através do padrão de proteína
total (SDS-PAGE), sendo 14 deles utilizados nos estudos de eficiência em
plantas de feijão (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca.

Para estudos de eficiência dos 14 isolados de rizóbio, instalou-se um
experimento com delineamento inteiramente casualizado, com 3repetições por
tratamento. Os tratamentos foram: inoculação de cada isolado individualmente,
inoculação da estirpe comercial CIAT 899/BR 322, tratamento com nitrogênio
na forma de nitrato de amônio (240 mg kg1 de N) etestemunhas sem nitrogênio
e sem inoculação. Oinóculo de rizóbio foi obtido após cultivo dos isolados em
meio YMA semi-sólido por 3dias, eapós inoculação das plantas, procedeu-se o
cultivo em vasos Leonard (Vincent, 1970) contendo areia e vermiculita na
proporção 2:1 e solução nutritiva de Jensen sem nitrogênio. No início da
floração (45 dias da semeadura), as plantas foram colhidas, com posterior
determinação da matéria seca da parte aérea (após secagem a60-70°C em estufa
de circulação forçada de ar) e avaliação do número e peso de nódulos secos. A
eficiência simbiótica foi dada pela produção de matéria seca da parte aérea das
plantas inoculadas em relação às testemunhas nitrogenadas enão nitrogenadas.

A diversidade fenotípica dos quarenta edois isolados edas estirpes tipo
de R leguminosarumbiovzT phaseoli (ATCC 10004), R tropici (CIAT 899), R
etli (CFN 42) eS. fredii (USDA 205) foi analisada quanto ao perfil de proteína
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total por eletroforese em gel de poUacrilamida (SDS-PAGE). Para isso, as

bactérias foram cultivadas em meio TY líquido, sob agitação constante, por 5

dias, a 30° C. Após crescimento, as células foram solubilizadas com SDS e

posteriormente submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), pelo

método Laemmli (1970) e modificações descritas por Jackmam (1985,1987).

A análise da diversidade genética foi feita em 36 isolados utilizando

a técnica PCR - RFLP do 16S rDNA (ARDRA) (Massol-Deya et ai.,

1995). A região de 1400 pares de bases, entre

os primers Yl (5TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC3*) e Y3

(5'CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT3*) foi amplificada por PCR e, em

seguida, cortada com as seguintes enzimas de restrição: Hinf, Rsa, Alu e Hae

(Laguerre et ai., 1994). O tamanho dos fragmentos de restrição obtidos de cada

enzima foi comparado por eletroforeseem gel de agarose 2,5%.

Os resultados de matéria seca da parte aérea, número e peso de nódulos

secos foram submetidos à análise de variância e teste de médias pelo programa

estatístico SANEST (Zonta et ai., 1984), enquanto os dendogramas protéicos

foram obtidos pelo método UPGMA (Everitt, 1993), utilizando os programas

NTSYS 1.80 e STATISTICA 5.0 (Shce, Kim e Walker, 1994), comparando-se

os perfis protéicos pela presença ou ausência de bandas.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Todos os isolados obtidos dos dois locais estudados apresentaram as

seguintes características culturais: velocidade de crescimento de 2 a 3 dias (CR-

crescimento rápido), sem alteração do pH do meio YMA, colônias com mais de

2 mm de diâmetro, alta produção de goma, absorção de indicador e coloração
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branca. Por apresentarem colônias morfologicamrente semelhantes em placas, os

isolados nãopuderam serdiscriminados porestas características.

Os resultados de eficiência dos isolados de rizóbio na produção de

matéria seca da parte aérea de feijoeiro cv. Carioca, número e peso de nódulos

secos encontram-se na tabela 1. Na figura 1 consta uma foto de feijoeiro

adubado com nitrogênio (N), inoculado com o isolado UFLA 02-127, inoculado

com a estirpe tipo de R tropici recomendada CIAT899/BR322 e testemunha

sem N e não inoculada.

TABELA 1. Matéria seca da parte aérea (MSPA), número e peso de nódulos
secos de feijoeiro, inoculado com diferentes isolados de rizóbio,
obtidos da Região Amazônica.

MSPA Número de Peso de nódulos
Tratamento (g) nódulos secos (g)
N(240mgL*') 5,07 A1 - -

UFLA 02-127 3,53 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 0,42 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 0,41 C
UFLA 02-97 2,44 CD 485 BCD 0,43 C
UFLA 02-116 2,38 CD 563 ABC 0,54 BC
UFLA 02-63 2,28 CD 393 CDE 0,42 C
UFLA 02-102 2,14 CD 846 A 0,79 A
BR 322/CIAT 899 2,11 D 635 AB 0,59 ABC
Testemunha2 0,52 E - -

UFLA 02-60 0,44 E 306 E 0,11 D
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%de

probabilidade.2 Plantas sem inoculação e sem aplicação de Nmineral.
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FIGURA 1. Feijoeiro adubado com nitrogênio (N), inoculado com o isolado
UFLA 02-127, inoculado com a estirpe tipo de R. tropici
recomendada CIAT899/BR322 e testemunha sem N e não

inoculada.

Todas as estirpes estudadas, exceto a UFLA 02-60, aumentaram o

crescimento das plantas em relação ao controle. A produção 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-NH4N03

e 165% daquelas inoculadas com BR 322/CIAT 899 (Tabela 1). Quanto ao

número e peso de nódulos produzidos, houve variação nos resultados em função

dos isolados utilizados, o isolado UFLA 02-102 promoveu os maiores valores

com as menores eficiências, os isolados UFLA 02-127 e UFLA 02-68

proporcionaram nodulação semelhante ao da estirpe comercial (BR 322/CIAT

899) mas com maior eficiência simbiótica, ou seja, maior produção de matéria

seca da parte aérea do feijoeiro.

Os perfis protéicos e o respectivo dendograma de dissimilandade dos

quarenta e dois isolados se encontram na Figura 2. Quatro grupos foram

formados com níveis de similaridade de 90% ou mais (B, D, E e F) e três

isolados ocuparam posições 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.l.p.), sendo os grupos A, E, F e B mais
próximos (64% de simüaridade ou mais) desta estirpe em relação aos grupos C,
G e D (aproximadamente 56% de similaridade). Andrade, Murphy e Giller
(2000) verificaram maior ocorrência de R. leguminosarum bv. phaseoli, em
relação ao R tropici, em solos que não receberam calagem, portanto com
valores menores de pH. Mhamdi et ai. (1999) obtiveram isolados de feijoeiro em
solos da Tunísia, sendo 1/3 classificados como R gallicum, 1/3 como R etli eR
leguminosarum e o restante em outras espécies que nodulam o feijoeiro, e os.
isolados com características de R. leguminosarum foram os que apresentaram
menor eficiência simbiótica, quando comparados aos demais. Esses resultados
evidenciam alarga distribuição de isolados semelhantes aR. leguminosarum em
solos, com características simbióticas diferenciadas, como os isolados UFLA 02-
127 (grupo D) e UFLA 02-60 (grupo F), de maior emenor eficiência simbiótica
(Tabela 1), respectivamente, nos locais amostrados.

Com relação à R tropici (R.t.), todos os grupos de isolados
apresentaram aproximadamente 35% de simüaridade, e praticamente nenhuma

simüaridade com as estirpes R etli e S. fredii. Este resultado contraria os
encontrados por Hungria et ai. (2000) eHungria et ai. (1999), os quais discutem
o domínio de isolados com características de R tropici nas regiões tropicais,
devido àsua estabüidade genética, tolerância àacidez ealtas temperaturas.

Em experimento utilizando diferentes metodologias para estudo de
diversidade de isolados de rizóbio de feijoeiro, obtidos de diferentes áreas
agroecologicas de Senegal e Gâmbia (Diouf et ai., 2000), verificou-se
predominância de isolados pertencentes aR. tropici eR. etli.
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Grupo A: LTLA 02-63: B: LTLA 02-61. LTLA 02-84. LTLA 02-85. LTLA 02-86. LTLA 02-87. LTLA 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. LTLA 02-110. UFLA 02-116, LTLA 02-117, UFLA 02-132. UFLA 02-133, UFLA 02-134:
C: LTLA 02-113: D: UFLA 02^19. LTLA 02-52. UFLA 02-55. UFLA 02-70. UFLA 02-72. UFLA 02-91.

LTLA 02-108, LTLA 02-115, LTLA 02-122. UFLA 02-127; LTLA 02-138: E: UFLA 02-64: F: UFLA 02-
54. UFLA 02-60. LTLA 02-65. LTLA 02-66. UFLA 02-67. UFLA 02-68. UFLA 02-71; G: LTLA 02-139;

S.f.(Sinorhizobiumfredii); R.e. {Rhizobium eili): R.t. (R. ironia): R-l.p. (R. leguminosarum bv.phaseoli).

FIGURA 2. Padrões eletroforéticos e respectivo dendograma de similaridade dos
grupos de isoladosde feijoeiro, obtidos da Amazônia.



Utilizando ARDRA para estudo de diversidade genética, Straliotto et aí.

(2000) encontraram variações na dominância de isolados de rizóbio de feijoeiro
em função da temperatura do solo no sudeste do país, sendo R leguminosarum
bv. phaseoli, a estirpe dominante em plantas de feijão cultivadas sob às menores

temperaturas do solo eR tropici em solos sob às maiores temperaturas.

Os padrões de restrição da região 16S rDNA dos 36 isolados estudados

para as enzimas Rsa I, Hinf I, Alu I e Hae III estão representados na figura 3.
Neste estudo, as enzimas Alu IeHae Iü apresentaram maior número de padrões,
sendo, portanto, mais mscriminatórias. Os isolados UFLA 02-139, UFLA 02-60,
UFLA 02-85 apresentaram padrões distintos das demais, embora somente o
primeiro formasse um padrão proteico exclusivo (Figura 2). A maioria dos
isolados analisados apresentou omesmo padrão de restrição (Grupo I) para as 4
enzimas, sendo este método, portanto, menos mscriminatório que análise
fenotípica pelo padrão de proteína total. Um trabalho conduzido por Laguerre et
ai. (1994), avaliando isolados de rizóbio com 9 enzimas de restrição, concluiu
que seriam necessárias, no mínimo, 4 enzimas de restrição. A enzima de
restrição Hae Iü foi amais discriminatória para a região de genes simbióticos,
agrupando as estirpes em 11 padrões distintos. Esta enzima, juntamente com as
enzimas Cfo I, Hinf I e Msp I, tiveram o mesmo nível de discriminação do
obtido com acombinação de 8enzimas de restrição. Por outro lado, Nick et ai.
(1998) encontraram baixa mscriminação utilizando as enzimas Alui, CfoI, Ddel,
HaelII, Hinfl, Mbol, Msel, MspI, Rsal eTaql, combinadas quatro aquatro.
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Aiul Hae III Rsa I Hinf

800 ph

400 bp

.Alu Grupo 1: LTLA 02-63. 64. 71, 91, 96, 97, 108, 111. 116. 117. 122,49,87, 133, 102. 105, 115.68, 11»
113. 127.R. tropici, S.fredii. Alu Grupo 2: UFLA 02-60. Alu Grupo 3: UFLA02-85. Alu Grupo 4: UFL
02-132. Alu Grupo 5: LTLA 02-139. Hae Grupo 1: UFLA 02-63, 64. 71, 91. 96. 97. 108. 111. 116. 11"
122. 49. 110, 113, 127. R. tropici. Hae Grupo 2: UFLA 02-67. UFLA 02-68. S. fredii. Hae Grupo 3: UFL
02-85. RSA Grupo 1: UFLA 02-63, 64. 71. 91. 96. 97. 108. 111. 116, 117. 122, 67. 86. 87. 92. 103. 110, 1 V:
127. 54. RSA Grupo 2: UFLA 02-104, 139, R. tropici. Hinf Grupo 1: UFLA 02-110, 113. 115, 96, 103, 1L
67. 92. 122. 86. 105. 127. 97. 102. 87. 100. 65. 84. 108. 97. 91. 63. 122. 116. 49. 64. 111. 71.it tropici. Hir
Grupo 2: UFLA 02-60. 139, 104. P- marcador de peso molecular (1 Kb DNA Ladder).

FIGURA 3. Padrões de restrição da região 16S rDNA de diferentes isolados
obtidos com as enzimas Rsa I, Hinf I, Alu I e Hae III.

4 CONCLUSÕES

Todos isolados obtidos apresentaram características culturais

semelhantes, com crescimento rápido, sem alteração de pH do meio, alta

produção de goma e cor branca.

Todos os isolados, excetuando UFLA 02-60, apresentaram eficiência

simbiótica superior à 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 produção de matéria seca do feijoeiro. Estudos fenotípicos dos
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isolados por perfil proteico mostraram que 3grupos foram formados com níveis
de simüaridade superiores a 90% e3isolados com posições distintas (UFLA 02-
139, UFLA 02-113 e UFLA 02-63). Todos os isolados apresentaram maior
simüaridade com aestirpe tipo de R leguminosarum bv. phaseoli do que com a
estirpe tipodeR. tropici.

Os padrões de restrição 16S rDNA utilizados para estudo de diversidade
genética mostraram que as enzimas Alu I e Hae III foram as mais
discriminatórias, com aformação de 4e3padrões de restrição, respectivamente.
Amaioria dos isolados se agrupou no mesmo padrão de restrição para as quatro
enzimas.
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