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RESUMO

MOTTA, Juciane Silva da. Diversidade fenotipica e eficiéncia simbiética
de estirpes de Bradyrhizobium sp. isoladas de dreas de mineraciio de
bauxita reabilitadas. Lavras: UFLA, 2002, 43p. (Dissertagio - Mestrado
em Solos e Nutrigiio de Plantas)*

Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade fenotipica e
eficiéncia simbidtica de estirpes de Bradyrhizobium, isoladas usando caupi
(Vigna unguiculata) como planta isca, de solo da serra de Pogos de Caldas
sob diferentes estratégias de reabilitagio ap6s a mineracdo de bauxita. A
andlise dos perfis de proteina total de 15 estirpes, obtidos por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), mostrou grande diversidade com a
formacgio de 6 grupos com similaridade de 80%. Quatro destes grupos
continham estirpes tipo e referéncia de B. japonicum e de B. elkanii. Em
relagdo 2 eficiéncia simbidtica com caupi em vasos de Leonard, a maioria
das estirpes testadas foi altamente eficiente produzindo matéria seca da parte
aérea da planta similar a da testemunha que recebeu adubagio nitrogenada.
Nizo houve relagdo do tipo de reabilitagio aplicado as dreas de minerag¢io
com a eficiéncia simbidtica das estirpes ou com os grupamentos obtidos por
anélises fenotipica.

*Comité Orientador: Fitima M. S. Moreira - UFLA (Orientadora)



ABSTRACT

MOTTA, Juciane Silva da. Phenotypic diversity and symbiotic efficiency
of Bradyrhizobium strains isolated from rehabilitated bauxite mining
areas. Lavras: UFLA, 2002. 43p. (Dissertation — Master of Science in Soil
and Plant Nutrition)*

This work aimed to evaluate the phenotypic diversity and symbiotic
efficiency of Bradyrhizobium strains, isolated by using Vigna unguiculata
(cowpea) as trap culture, from bauxite mining “Serra™ areas with diverse
rehabilitation strategies, located at Pogos de Caldas, MG, Brazil. Total
protein profiles obtained by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) of 15 strains were distributed in 6 groups at 80% similarity. Four of
these groups contained type or reference strains of B.elkanii and B.
Jjaponicum. The majority of the strains tested in Leonard jars for symbiotic
efficiency with cowpea, were highly efficient and produced shoot dry matter
weight similar to the control receiving mineral nitrogen. There was no
relationship among the rehabilitation type applied to the mined areas with
the symbiotic efficiency or phenotypic grouping of the strains.

* Guidance Committee: Fatima M. S. Moreira - UFLA (Major Professor)

ii



1 INTRODUCAO GERAL

As atividades de mineragdo tém sido responsévéis pela degradagdo de
extensas éreas em todo o mundo. O grau de sucesso da reabilitagdo de 4reas
degradadas ¢é extremamente varidvel em fungdo das condi¢des quimicas, fisicas
e bioldgicas do local e das estratégias adotadas no processo. Em funcdo disto, as
empresas mineradoras, os érgios ambientais, as universidades e institutos de
pesquisa tém se esforgado na busca de técnicas de recuperagio que possam ser
desenvolvidas e implantadas com sucesso nestas éreas.

A degradagio causada pela mineragdo resulta do impacto do revolvimento
e retirada do solo, da perda de vegetagdo e de outras formas de vida subterrénea,
além da oxidagiio da matéria orgénica de alteragdes nas propriedades fisicas do
solo e da perda da atividade biol6gica (Franco et al., 1995). Os microrganismos
do solo facilitam o desenvolvimento da estrutura edéfica e controlam a
disponibilidade de nutrientes as plantas através da 'mediagdo dos cicloé
biogeoquimicos dos elementos e do melhoramento de limitagdes quimicas ou
fisicas (Tate, 1985). Os microrganismos, pela sua diversidade e dinfmica, e por
estarem continuamente mudando e se adaptando 3s Ealterac;ﬁ&c ambientais,
representam indicadores sensiveis #s mudangas no solo, oriundas de
modificagdes no seu manejo (Kennedy & Papendick, 1995), e também no tipo
de cobertura vegetal (Prasad et al., 1994). Por isso, parﬁlﬁetros microbiolégicos,
como mineralizagio do nitrogénio, biomassa, atividade e biodiversidade
microbianas, sdo indicativos da qualidade do solo (Doran et al., 1994) e,
consequentemente, podem ser usados para avaliar o sucesso da reabilitagio de
4reas mineradas. '

A eficiéncia das bactérias que formam simbiose ‘com leguminosas em
fixar nitrogénio e a capacidade destas de sobrevivere m no solo e formar nédulos

dependem dos fatores genéticos inerentes aos simbiontes, além da interagéio com



o fatdres edéficos e climéticos. A utilizagio da fixagdo biolégica do nitrogénio
atmosférico, viabilizada pela inoculagéo de sementes de soja (Glicine max ) com
estirpes de Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii (RELARE, 2000), representa
uma economia de cerca de U$1 bilhdio que seriam gastos em fertilizantes
nitrogenados. O feijdo caupi, que é uma cultura de importante destaque na
economia do norte e nordeste, constituindo o principal alimento protéico e
energético do homem rural, é também um exemplo da importincia do género
Bradyrhizobium, pois esta leguminosa, apesar de ser promiscua, nodulando com
vérios géneros de rizébio, tem como inoculante recomendado bactérias do
género Bradyrhizobium.

Nem sempre organismos fixadores selecionados em laboratério e casa
de vegetagdo alcangam necessariamente seu méximo potencial no campo devido,
entre outros fatores, a baixa competitividade com a populag¢éo nativa ou 2 falta
de adaptagdio as condigGes ambientais locais. Torna-se evidente, portanto, a
necessidade de avaliar, quantificar e monitorar a diversidade de riz6bios nativos
no solo, assim como a extens@o de préticas perturbadoras do solo (agricultura,
mineragéo, etc) sobre comunidades naturais destes organismos. A perda desta
biodiversidade pode resultar na perda de estirpes inoculantes potenciais, assim
como a diminui¢do do potencial de fixagdo de nitrogénio dos solos, prejudicando
o desenvolvimento de préticas de recuperacéo e conservagio dos solos.

O presente trabalho é parte integrante do projeto de pesquisa que tem
como objetivo avaliar os Pardmetros Microbiolégicos e Bioquimicos como
Indicadores da Reabilitagio do Solo em éreas de mineragdo, desenvolvido na
empresa de mineragio ALCOA Aluminio S.A., situada em Pogos de Caldas
(MG). Neste trabalho, avaliaram-se a diversidade fenotipica e a eficiéncia
simbidtica de estirpes de Bradyrhizobium, isoladas de dreas da serra reabilitadas
por diferentes estratégias.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Atividade mineradora

A atuagiio dos processos de intemperismo sobre o maci¢o de rochas
alcalinas do municipio de Pogos de Caldas (MG) levou a formagdo de extensos
depbsitos de bauxita, os quais despertaram interesse econémico a partir de 1934.
Nesta regido ocorrem dois tipos de jazidas de bauxita: as jazidas de serra e as
jazidas de campo (Brasil, 1979). A extragéo ¢ realizada em mina a céu aberto,
sendo que, atualmente, o processo da lavra do minério ¢ feito, quase que na
totalidade, mecanicamente, envolvendo a utilizagdo de tratores e retro
escavadeiras de grande porte, o que resulta em enorme movimentagio de terra e
interferéncia no meio ambiente.

As leis brasileiras sio exigentes quanto 4 regulamentagdo das atividades
mineradoras com vistas a recuperagio de 4reas nas quais se realizam atividades
de minera¢iio, bem como 3 minimizacio do impacto ambiental. Consta na nova
Constituigdo Brasileira, no segundo pardgrafo do artigo 225 do capitulo VI, que:
“Aquele que explorar recursos minerais fica obrigado a recuperar o meio
ambiente degradado, de acordo com solugdo técnica exigida pelo érgdo publico
competente, na forma de lei”, Em 1989, pela lei n° 693? do Decreto n° 97632,
esclarece-se que os novos empreendimentos no setor minera 1 devem apresentar
ao 6rgio oficial competente um EIA (Estudo de Impacto Ambiental) /RIMA
(Relatério de Impacto Ambiental), juntamente com o plano de recuperagdo da
area degradada pela atividade de mineragdo (Brasil, 1990).

A reabilitacdio de 4reas minerad as é recente no Brasil e, atualmente, tem
sido realizada através da calagem, da adubag#o, da revegetagio com plantas de
répido crescimento e resistentes aos estresses edificos & da adigiio de matéria
orgénica (Andrade, 1991; Lorenzo, 1991; Souza, 1997). |



2.2 Importincia da FBN na sustentabilidade e recuperaciio de #reas
degradadas.

Em solos minerados, o nitrogénio ¢ particularmente problemético porque,
além da mineralizagdo, devido a perturbagfio ocorrem aumentos nos processos
de perdas de nitrogénio através da lixiviagdo, volatilizagdo e desnitrificagdo.
Assim, a imobilizagdo microbiana do nitrogénio ¢ um avancado processo de
conservagdo de nitrogénio € outros nutrientes apds o processo de reabilitagio de
mineragdo de bauxita (Adams & Attiwill, 1986). Williamson & Jhonson (1994)
também destacam o potencial de perda do nitrogénio da superficie do solo
durante o armazenamento e no processo de reabilitagéo. Portanto, o nitrogénio
imobilizado na biomassa microbiana é importante forma de manutengio deste
nutriente no solo.

Uma forma de aumentar o nitrogénio em 4reas sob mineragiio & a
utilizagdo de espécies de plantas capazes de formar simbiose com bactérias
" fixadoras de nitrogénio atmosférico (Franco, et al., 1994). Em éreas de
minerago de bauxita na Austrdlia, Ward (2000) verificou aumento do
nitrogénio nos primeiros S5cm do solo apés nove anos de reabilitagéo utilizando
leguminosas, sendo esta contribuigio da ordem de 300 Kg N ha™, enquanto em
drea adjacente reabilitada com Eucaliptus marginata, ocorreram somente 63 Kg
N ha'! nos primeiros 5cm do solo.

No Brasil, em 4reas de mineragio de bauxita em Trombetas (PA), a
utilizacio de leguminosas de crescimento rdpido, como Acacia mangiun e
Albizia saman, adicionou grandes quantidades de serrapilheira com baixa
relagdo C/N, tendo sido observada a liberagéio de até 200 Kg N ha™ ano-', o que
contribuiu para o sucesso da revegetagio (Franco et al., 1994).

Carneiro (2000) e Melloni (2001) avaliaram a reabilitagiio de 4reas de
mineragdo de bauxita da Alcoa Aluminio S/A em Pogos de Caldas, submetidas a
diferentes estratégias de reabilitagio. Estes autores concluiram que o plantio de



bracatinga como estratégia de reabilitagdo favoreceu o aclimulo de nitrogénio e
carbono organico no solo, constituindo uma eficiente estratégia de reabilitagdo.

Apesar da existéncia de vérios estudos sobre 0 uso de leguminosas na
reabilitagéio, pouco se conhece sobre a diversidade, densidade e eficiéncia de
microrganismos diazotréficos simbidticos com plantas, em solos de mineragdo
de bauxita. A sobrevivéncia, competitividade e eficiéncia simbidtica do rizébio
sdo limitadas por diversos fatores, como espécie e nutrigdo vegetal, baixa
fertilidade do solo; toxicidade por Al e Mn, decorrente da acidez; altas
temperaturas; baixa ou elevada umidade no solo, e revolvimento, entre outros
(Brockwell et al., 1995), normalmente encontrados em solos minerados.

Dentre os diversos grupos de microrganismos do solo, aqueles fixadores
de N, atmosférico ou diazotroficos sdo considerados grupos funcionais -chave,
uma vez que desempenham papel importante em processos relacionados a
sustentabilidlade do sistema solo- planta, incorporando nitrogénio nesses
ecossistemas (Swift & Bignell, 2001) e formando um grupo com alta diversidade
bioquimica, fisiologica e morfolégica, podendo ser encontrados entre as
bactérias, cianobactérias e actinomicetos e vivendo livremente no solo ou em
simbiose com plantas. Dentre os que formam simbiose, destacam -se os rizébios,
que nodulam as raizes ou, excepcionalmente, o caule das plantas, atualmente
distribuidos em 6 géneros, Bradyrhizobium, Rhyzobium, Azorhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium e Allorhizobium, os ;quais sio capazes de
nodular, de modo especifico ou promiscuo, uma variedade imensa de
leguminosas. A maioria dos isolados de espécies florestais no Brasil sdo
classificados como Bradyrhizobium, mas também formam simbiose com outros
géneros (Rhyzobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium e
Allorhizobium) (Moreira et al., 1998). ;

As espécies de leguminosas arbéreas ou arbustivas, fixadoras de

nitrogénio atmosférico, tém mostrado sua importincia em sistemas



agroflorestais, agropastoris e, principalmente, em programas de recuperagio de
dreas degradadas. As espécies arbbreas apresentam uma fun¢iio produtiva e
outra protetora. Dentre as fun¢des produtivas, pode-se destacar a produgdo de
alimento, forragem, lenha, carvdo, mel e outros produtos. Dentre as fungdes
protetoras, pode-se ressaltar o controle de erosio, a estabilidade de taludes, barra
ventos, aumento no estoque e qualidade da 4gua, além de outras fungdes
conservacionistas, frutos da associagdo de espécies fixadoras de nitrogénio
(Faria et al.,1999) com sistemas radiculares mais profundos, com outras ndo

fixadoras utilizadas para diversos fins.

2.3 Importincia do género Bradyrhizobium para a soja e o caupi

A soja (Glicine max(L) Merrill) e o caupi (Vigna unguiculata L. Walp)
sdo culturas de grande importincia econdmica e social. A soja é a mais
importante oleaginosa cultivada no mundo. Da produgdo mundial total das
principais oleaginosas (soja, algoddo, amendoim, girassol, colza, linho, copra e
palma), estimada em 274 milhdes de toneladas para a safra 1997/98, a soja
participou com 55,8% desse total (Geld, 1998). O sucesso da cultura reside na
eficiéncia do processo de FBN, pois, para alcangar produtividade de 2.500 Kg .
ha™, seria necessirio aplicar de 300 a 400 Kg . ha” de nitrogénio, o que
inviabilizaria a cultura no pafs(Hungria et al 1999).

As bactérias capazes de nodular a soja estio classificadas em duas
espécies: Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii (Jordan, 1984; Kuykendall et
al.,1992). Em um levantamento com as estirpes que foram ou sdo utilizadas
estudos e inoculantes brasileiros, Boddey & Hungria (1997) constataram que a
maioria se classificava na espécie Bradyrhizobium elkanii, e somente a CB
1809 (= SEMIA 586) e sua variante CPAC 7 (= SEMIA 5080), esta ultima
recomendada em inoculantes comerciais, possufam as caracteristicas de B.

Japonicum.



O feijio caupi é uma cultura de importante destaque na economia
nordestina e de amplo significado social, constituindo o principal alimento
protéico e energético do homem rural Apresentﬁ alta rusticidade e
adaptabilidade &s condi¢des de estiagem prolongadas e capacidade de se
desenvolver em solo de baixa fertilidade (Oliveira & Carvalho, 1988). O caupi
apresenta nodulagéio espontiinea com a populagdo nativa'de rizébio do solo das
regibes tropicais, mas também pode responder & inoculagdo em dreas recém
desmatadas (Martinazzo, 1989). Apesar de ser promiscuo, nodulando com vérios
géneros de rizébio (Lewin et al., 1987), a estirpe atualmente recomendada como
inoculante para o caupi (SEMIA 6145) pertence ao género Bradyrhizobium
[Reunifio da Rede de Laboratérios para Recomendagéio, Padronizagio e Difuséo
de Tecnologia de Inoculantes Microbiolégicos de Interesse Agricola. (RELARE,
2000)]. ‘

A procura por organismos eficientes, capazes de fornecer ou
disponibilizar as plantas os nutrientes necessérios ao seu desenvolvimento, € um
passo importante que antecede a sua introdugdo como' inoculantes para uma
determinada cultura. Pelo fato de ainda néio existirem inoculantes competitivos
para o caupi, pois esta leguminosa nodula facilmente conil as populagdes nativas
de rizébio, torna-se necesséria a selegiio de estirpes com alta eficiéncia e que
possam competir com as popula¢des nativas, garantindo, assim, um aumento na
producdo da cultura (Ferreira et al., 1998). '

2.4 Importincia da biodiversidade e da selegfio de estirpes adaptadas

A fixagfio biolégica de N, é mediada por uma parcela dos procariotos
que, apesar de relativamente pequena, apresenta alta diversidade morfolégica,
fisiologica, genética e filogenética. Diazotréficos podem ser encontrados entre
os aerGbios, anaerébios e anaerébios facultativos e na maioria dos grupos
filogenéticos representativos de Bactéria e de Archae. Nas Proteobacterias



encontram-se, por exemplo: Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium,
Azospirillum spp., Beijerinckia spp., Acetobacter diazotrophicus, Derxia e
Azotobacter. Entre as Archae, fixadores estiio presentes entre os haléfilos e os
metanogénicos. Entre os metilotréficos, celuloliticos e bactérias envolvidas no
ciclo do enxofre e até denitrificadores, que mediam justamente o processo
inverso, também se encontram fixadores de N, (Moreira & Siqueira, 2002). A
alta diversidade destes orgahismos garante ndo s6 a resiliéncia do importante
processo que mediam em um determinado ecossistema, como também a
ocorréncia deste nos mais diferentes tipos de hébitat terrestres.

Para simbiose de rizébio com leguminosas arbéreas tropicais, foi
observada uma alta freqiiéncia de estirpes de rizébio tolerantes a pH 4cido (Silva
& Franco, 1984; Souza et al., 1984; Moreira, 1991; Lesueur et al., 1993). Alguns
resultados sugerem que altas concentragdes de aluminio, mais que acidez (pH
4,5), sdo o principal fator de selegdo para estirpes de Bradyrhizobium manterem -
se em altas populagdes em condigdes naturais € demonstram tolerfncia de
algumas estirpes a até 100 uM AICl; em meio de cultura liquido. Melloni (2001)
isolou estirpes de rizébio em 4reas de mineragio da ALCOA Aluminio, em
Pogos de Caldas -MG, ¢ entre os isolados obtidos de nédulos de caupi a maioria
apresentou caracteristicas culturais semelhantes as de Bradyrhizobium, embora
também tenham sido encontrados representantes dos demais géneros.

Para Brockwell et al. (1982) e Thompson (1988), citados por Santiliana et
al. (1998), caracteristicas desejdveis em uma estirpe devem incluir, entre outras,
habilidade para fixar N,, competitividade por sitios de nodula¢do, apropriada
capacidade de multiplicar- se em meio liquido e adequada sobrevivéncia em turfa
¢ sobre a semente. Por outro lado, diferengas nessas caracteristicas entre estirpes
de rizébio t€m sido relatadas indicando variabilidade dentro do género, o que
permite selecionar, dentre estirpes eficientes, as mais recomendadas para a

produgéo de inoculantes.



Nem sempre organismos fixadores selecionados em laboratério e em casa
de vegetagdo alcangam, necessariamente, seu méximo potencial no campo
devido, entre outros fatores, & baixa competitividade ou & falta de adaptacio as
condigdes ambientais locais. Desta forma, € necessério monitorar a diversidade
de rizébios no solo, pois a perda da biodiversidade pode ocasionar a perda de
estirpes inoculantes potenciais, assim como a diminuigéo do potencial de fixa¢éo
de nitrogénio dos solos, prejudicando o desenvolvimento de préticas de
recuperac¢do e conservagio dos solos (Pereira, 2000). |

A selegfio de estirpes eficientes para maximizar a fixagdo de nitrogénio
em espécies vegetais de importincia econdmica tem sido um dos principais
alvos da pesquisa. Além da eficiéncia, estas estirpes devem apresentar também
outras caracteristicas, como serem boas competidoras por sitios de infec¢io em
relagdo s estirpes nativas e terem boa sobrevivéncia e adaptagdo as condigdes
edéficas e climéticas.

O processo de selecdo de estirpes para determinada espécie vegetal
envolve, de modo geral, quatro estddios. No primeiro ¢ verificada, em céimara de
crescimento (condi¢des 6timas e controladas de temperatura, umidade e
luminosidade), a capacidade de nodular e fixar nitrogénio de um niimero elevado
de estirpes, testadas separadamente em tubos ou sacos plésticos com solugdo
nutritiva livre de nitrogénio na forma mineral, com ou sem 4gar em condigBes
estéreis. No segundo estadio, estirpes selecionadas sdo testadas em mistura de
areia e vermiculita esterilizadas e solugéo nutritiva livre de nitrogénio em vasos
de Leonard, na casa de vegetagio. Nos estddios seguintes, as estirpes
selecionadas s#io testadas em vasos com solo na casa de'vegetago e no campo.
Estirpes que n#io tenham boa performance nos estidios iniciais de selegdio sdo
eliminadas, pois se ndo estabelecem simbiose eficiente em condi¢des
nutricionais e ambientais Otimas, também ndio o fario nas condigbes mais
estressantes do solo (Moreira & Siqueira, 2002).



2.5- Caracterizaciio fenotipica

A caracterizagdo de uma bactéria envolve a descrigio qualitativa das
muitas propriedades relativas & morfologia, cultivo, nutri¢do, bioquimica,
metabolismo, acidos nucléicos, patogenicidade e ecologia, as quais séo pré -
requisitos para a identificagdo e base da sistemética desse grupo de organismos.
O perfil eletroforético de proteinas, por exemplo, tem fomecido valiosas
informagbes adicionais nos estudos de identificagdo e sistem atica de
microrganismos € tem sido aplicado com sucesso para vérios microrganismos de
importéncia médica e ecolégica.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de proteinas totais e
proteinas soliveis de bactérias produz padrées de bandas que podem s er
considerados como marcas (impressdes) altamente especificas dentro de
diferentes Taxa de bactérias. Uma das técnicas eletroforéticas mais usadas é a
eletroforese de proteinas totais (ou de proteinas da parede celular) na presenga
de um detergente aniénico duodecil sulfato de sédio (SDS). O SDS se liga as
regides hidrofébicas de proteinas para separar a maioria em suas unidades
componentes, faz com que as protefnas percam seu efeito de carga especifica,
separando-se devido as suas diferengas de peso molec ulares. Esta esté entre as
técnicas que permitem a melhor resolugiio de bandas, tornando possivel a
avaliacdo em nivel qualitativo (auséncia/presenga) e quantitativo (diferenca de
concentragdio de polipeptideos existentes em uma amostra) (Carraro, 1990).

Apés a separacdio fisica no gel, as protefnas sdio detectadas através de
procedimentos de coloragio apropriados, formando padrdes de bandas. Proteinas
com massas diferindo em cerca de 2% (diferenca de cerca de 10 amino4cidos)
podem geralmente ser distinguidas ( Westermeier et al., 1993).

A resolugiio em géis de poliacrilamida foi melhorada com a introdugéo, na
década de sessenta, do sistema descontinuo, em que dois sistemas de géis, gel
separador e gel concentrador, e de solugdo tampdo dos géis (Tris-HC]) diferent e
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daqueles dos eletrodos (Tris glicina) sdo utilizados. Enquanto no gel
concentrador as moléculas de proteina concentram-se numa banda estreita e
compacta, no gel separador elas se separam de acordo com os respectivos
tamanhos moleculares (peneiramento molecular) (Alfenas et al., 1991).

Embora haja a necessidade de manter as condigdes de cultivo das
bactérias padronizadas, a eletroforese de proteinas oferece algumas vantagens. A
estabilidade do padrio eletroforético e a comparagdo dos perfis fornecem uma
medida segura da relagio taxonomica de amostras analisadas.

Taxonomicamente, este método diferencia niveis de espécies e subespécies

(figura 1).

l
Subespécie Estirpe

DNA

FIGURA 1 - Resolugiio relativa de virios fingerprints e técnica-s de DNA.
(Modificado de Rademaker & Bruijn, 1997).
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Os perfis eletroforéticos obtidos em condigdes padronizadas podem ser
armazenados em bases de dados (como registro de densitometria) e comparados
por técnicas de andlise numérica. Uma vez assim, bibliotecas de referéncias
podem ser construidas para a identificagio de novos isolados. Viarios estudos
tém mostrado o potencial da eletroforese de proteina na caracterizagio de
diferentes isolados de bactérias fixadoras de N, (Moreira et al., 1993; De Lajudie
et al., 1994; Dupuy et al., 1994; Pereira, 2000) e fungos ectomicorrizicos dos
géneros Pisolithus (Burgess et al., 1995; Souza, 2000) e Suillus (Zhu et al.,
1988; Sem, 1990; Keller, 1992) entre outros.

Resultados baseados em eletroforese de proteinas totais (SDS -PAGE)
demonstraram alta diversidade entre 171 isolados de rizébio, os quais
representaram uma nova fonte de espécies e géneros. Entre os 23 padrdes
eletroforéticos de proteinas obtidos, somente 9 compreendiam espécies de
rizébio previamente conhecidas (Moreira et al.,1993). Posteriormente, duas
novas espécies foram descritas com base nestes grupos, Mesorhizobium
plurifarium sp. nov. (De Lajudie et al., 1998) e Azorhizobium johanense
(Moreira et al., 1999). Dupuy (1994) analisou 84 isolados de Bradyrhizobium
por SDS-PAGE para determinar a posi¢éo taxonSmica destes organismos e a
relagdo entre isolados obtidos na superficie e em profundidade no solo. A
maioria dos isolados foi distribuida em 8 grupos eletroforéticos que continham
estirpes representativas de B. japonicum, B. elkanii e Bradyrhizobium sp. Esta
técnica também tem sido usada na descri¢fio de novas espécies de rizébio, como,
por exemplo, o Mesorhizobium chacoense (Velazquez et al, 2001),
Azorhizobium caulinodans (Dreyfus et al., 1988) e Rhizobium yanglinge nse (Tan
et al., 2001).

Milnitsky et al. (1997) usaram SDS-PAGE de proteina total para a
caracterizagdo de rizébios que nodulam leguminosas arbéreas nativas no
Uruguai. Chen et al. (2000) também fizeram uso desta técnica para caracterizar
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isolados que nodulam Canavalia rosea na China. Outros autores também tém
feito uso desta técnica para a caracterizagio fenotipica de isolados de rizébio
(Willems et al., 2000) e outros microrganismos, como Campilobacter (Vandame
et al.,1990; Aydin et al, 2001), Aspergilus (Rath, 2001), Enterococus
(Andrigueto et al., 2001) Acinetobacter (Alexander et al.,1984), entre outros.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1-Estirpes de rizébio

As estirpes de rizébio estudadas foram isoladas de amostras de solo de
dreas da ALCOA Aluminio S/A, localizadas na serra de Pogos de Caldas, de 8
locais sendo: um com vegetagdo nativa e os demais areas reabilitadas por

diferentes coberturas vegetais e com tempo de reabilitacio conforme tabela 1.

TABELA 1. Origem das estirpes de Bradyrhizobium e de crescimento rapido(*).

Area de Origem _ Estirpes

UFLA 3-162

Recém-minerado. Coberto por capim gordura, feijio guandu e UFLA 3-163

espécies arboreas nativas. (6 meses) UFLA 3-164

UFLA 3-165

UFLA 3 156

Braquiaria, feijao guandu e espécies arbéreas nativas. (2 anos) . UFLA3 154

e ; i UFLA 3-166

: i e P A R e UFLA 3-167*

Mata de espécies arboreas nativas e sub-bosque bem desenvolvido, UFLA 3-168

com serrapilheira adicionada. (10 anos) UFLA 3 155
Referéncia de mata fechada com espec:es arbéreas (sem alteragdao. UFLA 3-169

antropica). - UFLA 3 160

Bracatinga e vegetagdo rasteira e arbusuva processo de sucessio UFLA 3-170

lento. (14 anos) UFLA 3 152

Eucalipto (E. saligna) e sub-bosque bem desenvolwdo (gramineas e UFLA 3 159
arbustos). (16 anos)

Bracatinga e sub-bosque coberto por caplm gordura. (6 anos) UFLA 3 153

UFLA 3-171
Mata de espécies nativas incluindo bracatinga, sub bosque fechado, UFLA 3-172
serrapilheira espessa, troncos caidos. (18 anos) UFLA 3 158*

Estirpe de referéncia de Bradyrhizobium elkanii isolada no Rio SEMIA 587
Grande do Sul

Estirpe de referéncia de B. japonicum & e . UFLA 1457
Estirpe tipo de B. elkanii proveniente do Japdo USDA 76"
Estirpe tipo de B. japonicum proveniente dos EUA ~ ATCC 10324"
Estirpe de referéncia de B. elkanii isolada em Manaus-AM INPA 173 A

As estirpes foram isoladas em meio YMA por Melloni, Nébrega, Moreira e
Siqueira (em preparagdo) e mantidas sob refrigeragdo, sendo suas caracteristicas

culturais apresentadas na tabela 2.
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TABELA 2. Caracteristicas culturais de estirpes de Bradyrhizobium e crescimento
rapido isoladas de areas mineradas e recuperadas e de mata nativa da serra de Pogos de
Caldas.

Isolado Dias' Diam. pHdo Produgdode  Cor Absorgio de
Col? meio’ Goma ' S Indicador
Bradyrhizobium
UFLA 3-162 6 1 AL Alta Amarela Nio
UFLA 3-165 6 | AL Média Branca Nao
UFLA 3 154 6 <l AL Média Branca Niao
UFLA 3 152 6 2 AL Alta Amarela Nio
UFLA 3-166 10 >4 N Alta Branca Nio
UFLA 3-169 10 >4 N Média Branca Nio
UFLA 3 159 10 2 N- Média-Alta  Amarela Sim
UFLA 3-172 10 2 N Média Branca Sim
UFLA 3 155 10 3 N Alta Amarela Sim
UFLA 3-168 10 3 N Alta Amarela Sim
UFLA 3 160 10 <1 AL Baixa Branca Nio
UFLA 3 156 10 1 AL Média-Baixa  Branca Nio
UFLA 3-170 10 2 AL Média Branca Sim
UFLA 3-171 10 2 AL Baixa Amarela Sim
UFLA 3 153 10 2-3 AL Média-Alta Branca Sim
UFLA 3-163 10 >4 AL Média Amarela Sim
Crescimento rdpido’
UFLA 3 158 4 4 AC Alta Amarela Néo
UFLA 3-167 4 3 AC Alta Amarela Sim

1. Tempo para crescimento de colonia isolada;
2. Diametro da colénia em mm
3. AL - alcalino, AC - icido; N — neutro;

As estirpes estudadas apresentaram caracteristicas culturais tipicas de
Bradyrhizobium, como: crescimento lento ( mais de 6 dias para aparecimento de
colonias isoladas), produgdo de polissacarideos extracelulares de médio a alto e
reagio alcalina em meio de cultura contendo extrato de levedura e manitol —
meio YMA (Vincent, 1970). Além destas, foram usadas como referéncia as
estirpes: USDA 76" (Estirpe tipo de Bradyrhizobium elkanii Kuykendall et
al.,1992); SEMIA 587, recomendada como inoculante para soja (B. elkanii
Rumjanek et. al., 1993); INPA 173 A (Estirpe referéncia de Bradyrhizobium
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elkanii, Moreira et al, 1998); UFLA 1 457 (Estirpe referéncia de
Bradyrhizobium japonicum Moreira et al., em preparagio) e ATCC 103247
(Estirpe tipo de Bradyrhizobium japonicum). Além destas, também foram
utilizadas como referéncia duas estirpes de crescimento répido e acidificantes,
isoladas das 4reas reabilitadas (UFLA 3 158, UFLA 3- 167), citadas nas tabelas 1
e2.

3.2- SDS-PAGE de proteinas totais

As estirpes estocadas foram crescidas em meio de cultura sélido YMA.
Apds o crescimento em placa, inocularam -se as mesmas em 50 mL de meio
liquido TY constituido por extrato de levedura (0,75g.L"), KH,PO, (0,454 gL
1), Na2HPO, .7 H,0 (1,79 g.L") e CaCl, .2 H;0 20% (5mL.L"), com pH 6,8-
7,8. O crescimento se deu sob agitagio constante por 4 dias. O meio com as
bactérias foi centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e ao “pelet” formado foi adicionado o tampdo de
extragdo constituido por Tris-HCI pH 7,5 (50 mM), NaCl (200 mM), Glicerol
5%, DTT (ImM) e PMSF (1mM). Ao extrato adicionou-se o tampéo da amostra
contendo SDS para solubilizagdo das proteinas, que foram, posteriormente,
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilami da (PAGE) pelo método
Laemmli (1970), com modificagbes descritas por Jackmam (1985), conforme
empregado por Moreira et al.(1993) para outras estirpes de rizébio tropicais.
Para eletroforese, utilizou -se um gel de sistema descontinuo com concentragio
12,5% para o gel separador e 6% para o concentrador. Foram adicionadas ao gel
100 pL de cada amostra. As bactérias foram agrupadas com base no seu padrio
protéico. Os grupos formados foram comparados com estirpes tipo (ATCC
103247 - B. japonicum, USDA 76'- B. elkanii) e referéncias de Bradyrhizobium
(UFLA 1 457, B. japonicum; INPA 173 A, B. elkanii ¢ SEMIA 587, B. elkanii).
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Na avaliagiio dos géis, cada banda foi considerada como um tnico caréter,
e isto possibilitou a construgio de uma matriz de zero a um. Para es timar a
similaridade entre os isolados, utilizou- se o programa N'}‘SYS 1.8 (Slice, Kim ¢
Walker, 1994). A anilise binéria dos perfis possibilitou a construgdo de uma
matriz de dissimilaridade a partir do qual foi construido um dendrograma
utilizando o método de agrupamento UPGMA.

3.3- Eficiéncia Simbidtica

Para avaliagio® da eficiéncia simbiftica, a maioria das estirpes foi
selecionada a partir dos grupos formados por SDS -PAGE e representantes de
cada érea reabilitada. As estirpes selecionadas foram as seguintes: UFLA 3-165,
UFLA 3-162 (G4), UFLA 3-166 (G3), UFLA 3-168 (G1), UFLA 3-163 (G2),
UFLA 3-169 (G5), UFLA 3-170 (G2), UFLA 3-164 (G4), UFLA 3-159 (G4),
UFLA 3-154 (G2), UFLA 3-153 (G6), UFLA 3-1’72l (G6) e SEMIA 6145
[estiipe recomendada pela IX Reuniio da Rede de Laboratérios para
Recomendagio, Padronizagio e Difusio de Tecnologia de Inoculantes
Microbiolégicos de Interesse Agricola (RELARE) para inoculagdo do caupi]. O
experimento foi realizado em vasos de Leonard, em casa de vegetagio (figura 2).
Os tratamentos foram: inoculagdo de cada isolado individualmente, num total de
12; inoculagio da estirpe recomendada como inoculante (SEMIA 6145);
tratamento sem nitrogénio € sem inoculagéio e tratamento com nitrogénio em que
o nitrogénio foi aplicado em 3 parcelas com intervalos;de 10 dias, perfazendo
um total de 240mg de N-NO;NH; por vaso. ‘
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FIGURA 4. Experimento com plantas de caupi inoculadas e sem inoculagio em vasos
de Leonard, em casa de vegetacdo.

A parte superior dos vasos de Leonard (Vincent, 1970) continha uma
mistura de areia e de vermiculita (1:1), e a parte inferior, solu¢iio nutritiva com &
seguinte composi¢do em g L': CaCl,.H,0 0,147; KH,PO, 0,68; MgS0,7H,0
0.61: K2SO; 043; FeCl; 6H,O 0,037, micronutrientes (H;BO; 0,715:
MnS0O,.H,0 0,507; ZnSO,.H,0 0,055; CuS04.H,0 0,02; NaMo00O4.H,0 0,022; ¢
CoCl, 0,0075 mg LYe pH ajustado para 6,8. Os vasos foram autoclavados por
45 minutos, a uma pressdo de 1,5 Kg/em® e a 127° C. A solucdo nutritiva foi
autoclavada por 20 min, a 127° C. Foram semeadas seis sementes por vaso.
Todas as sementes foram desinfetadas superficialmente com etanol 70% por 5
minutos e Hipoclorito de sédio 1% por 3 minutos. Em seguida, as sementes
foram lavadas seis vezes com dgua destilada esterilizada. No momento da
semeadura, procedeu-se a inoculagdo utilizando-se, para tal, Iml de YM semi-
sélido com as estirpes na fase log de seu crescimento (4 dias de cultivo a 28° C)
junto as sementes. Decorridos trés a cinco dias da germinagdo, foi feito o

desbaste deixando-se uma planta por vaso. Os niveis de solugdio nutritiva nos
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vasos foram reabastecidos periodicamente com solugo nutritiva autoclavada.
As plantas foram colhidas no estigio de florescimento para determinacio da
matéria seca da parte aérea e avaliagio do mimero e peso de nédulos secos.

O experimento foi desenvolvidlo em delineamento inteiramente
casualizado, com 3 repeti¢des por tratamento e conduzido no Laboratério de
Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncias do'Solo (DCS/UFLA) em
novembro/dezembro de 2001, Os dados foram anaIisados pelo programa
estatistico SISVAR. |

19



%-}n'rm. ot e BRI AT R TR

4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SDS-PAGE de proteina total
Os perfis eletroforéticos das estipes de rizobio obtidos pela eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) podem ser visualizados na figura 3.

Foram identificadas 23 bandas polimérficas e 5 monomérficas (anexo).

FIGURA 1. Perfis de proteina total das estirpes de rizobio obtidos pela eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). 1- UFLA 3-152; 2- SEMIA 587; 3- UFLA 3-163; 4-
UFLA 3-168; 5- UFLA 3-169; 6- UFLA 3-160; 7- UFLA 3-167; 8- UFLA 1-457; 9-
UFLA 3-166; 10- INPA 173 A; 11- UFLA 3-154; 12- UFLA 3-170; 13- UFLA 3-171;
14- UFLA 3-164; 15- UFLA 3-155; 16- UFLA 3-158; 17- UFLA 3-172; 18- ATCC
103247; 19- UFLA 3-153; 20- USDA 76"; 21- UFLA 3-159; 22- SEMIA 587; 23- UFLA
3-162.
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FIGURA 4. Dendrograma de similaridade entre as estirpes de Bradyrhizobium e 2
estirpes de crescimento répido construido com base na andlise dos perfis protéicos
obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Estirpes tipo M e
referéncia de Bradyrhizobium japonicum (B.j.) e B. elkanii(B.e.)

Analisando o dendrograma formado pelo agrupamento dos perfis
protéicos (figura 4), verificou-se a formagdo de 4 grupos?com similaridade entre
80 e 90% e 2 grupos com similaridade entre 75 e 80%. No grupo 1, a
similaridade entre as estirpes foi de 86,4% e reuniu as estirpes UFLA 3-152
(bracatinga e vegetagdo rasteira) e UFLA 3-171 (bracatinga e capim gordura); o
grupo 2 reuniu as estirpes UFLA 3-168 (espécies arbéreas netivas), UFLA 3-154
(braquiéria, feijio guandu e espécies nativas), UFLA 3-163 (recém minerado) e
UFLA 3-170 (bracatinga e vegetagdo rasteira), juntamente com as referéncias de
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 587, INPA 173A, ao nivel de 85%. A
SEMIA 587 foi isolada no Rio Grande do Sul, e foi usada como inoculante da
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soja entre 1968 e 1975 e continua sendo usada desde 1979. A INPA 173A foi
isolada de nédulos de Tachigali paniculata em solo de varzea de Manaus-AM.

O grupo 3 uniu a estirpe UFLA 3-166 (braquiéria e feijio guandu) & referéncia
de B. japonicum UFLA 1-457, com nivel de similaridade de 89%. O grupo 4
uniu as estirpes UFLA 3-164 (recém minerado), UFLA 3-159 (Eucalipto),
UFLA 3-162 (recém minerado) e UFLA 3-155 (espécies arbéreas nativas) a
estirpe referéncia de B. elkanii USDA 76", com similaridade de 85% entre os
isolados. Esta estirpe referéncia foi isolada na Nova Zeldndia, de um nédulo
proveniente do Japdo (Dupuy et al., 1994). O grupo 5 foi formado pelas estirpes
UFLA 3-160 (referéncia de mata fechada) e UFLA 3-169 (referéncia de mata
fechada), com similaridade de 85%; e o grupo 6 uniu as estirpes UFLA 3 -172
(espécies nativas e bracatinga), UFLA 3-153 (bracatinga e capim gordura) a
estirpe tipo de B. japonicum ATCC 10324", com nivel de 76,8% de similaridade.
As estirpes UFLA 3-167 (braquidria e feijio guandu) e UFLA 3-158 (espécies
nativas e bracatinga), que apresentaram caracteristicas culturais tipicas dos
géneros Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium (crescimento ripido e
acidificagdo do meio YMA), ndo foram agrupados com as demais tipicas de
Bradyrhizobium. Moreira et al. (1993), através da andlise de proteina total por
SDS-PAGE, verificaram que a maior parte das estirpes isoladas de espécies
florestais da Amaznia e da Mata Atlantica pertencia ao género Bradyrhizobium
e que havia grande diversidade dentro deste género. Também Dupuy et al.
(1994), estudando 84 estirpes de Bradyrhizobium isoladas de nédulos de Acacia
albida do Senegal, através da anélise de proteina total SDS -PAGE para
determinar a posigiio taxondmica destes organismos e a relagéo entre estirpes
obtidas na superficie e em profundidade no solo, encontraram alta diversidade
por esta andlise fenotipica. A maioria das e stirpes foi distribuida em 8 grupos
eletroforéticos que continham estirpes representativas de B. japonicum, B,

elkanii e Bradyrhizobium sp.
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A expressio do genoma microbiano poderia codificar 3300 proteinas
moleculares, mas na realidade sintetiza cerca de 2000, que constituem a célula
microbiana (Darnell et al., 1990). Por isso a diversidade genotipica entre as
estirpes estudadas pode ser maior do que a expressa pela anilise de proteinas.
Por exemplo, Moreira et al. (em preparag#o) analisaram, entre outras, as estirpes
UFLA 3-152, UFLA 3-160, UFLA 3-154, UFLA 3-159, UFLA 3-153, UFLA 3-
156, UFLA 3-158 e UFLA 3-155, que foram estudadas também no presente
trabalho. Para tal foi usada a técnica de REP —PCR, que amplifica seqiiéncias
palindromicas do DNA altamente conservadas e repetitivas. Seus resultados
mostraram uma alta diversidade entre estas estirpes, com dissimilaridades da
ordem de 80%.

4.2 Eficiéncia simbibética

Os nédulos (figura 5) formados nas raizes das plantas foram grandes ¢
uniformes e com coloragdo interna vermelha na maior parte dos tratamentos de
inoculagdo. O niimero de nédulos (tabela 2) foi estatisticamente igual para todas
as estirpes, exceto para SEMIA 6145, UFLA 3-169 e UFLA 3-166. Néo foi
verificada a presenca de nddulos nas testemunhas com e sem nitrogénio. O
parimetro peso de ndédulos secos mostrou -se¢ semelhante para a maioria das
estirpes, exceto para SEMIA 6145, UFLA 3-169 e UFLA 3-166, que
apresentaram um peso seco muito inferior ao das demais. Houve comelagio
entre as varidveis MSPA e peso de nédulo seco (r = 0,78), MSPA e nimero de
nédulos (r =0,70) e nimero de nédulos e peso de nddulos secos (r = 0,88), ao

nivel de significincia de 1%.
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TABELA 3. Produgdo de matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero e peso dos
nodulos secos de caupi inoculado com diferentes isolados de Bradyrhizobium, obtidos de
areas de mineragdo de bauxita reabilitadas,

Tratamentos = - MSPA (g) Nimero de Peso de
e S L Nodulos . Nodulos (g)
Testemunha S/N 0,450 b - -
SEMIA 6145 1,776 b 30 b 0,166 b
UFLA 3-169 2,246 b 96 b 0,213 b
UFLA 3-166 3,436 b 77 b 0,423 b
UFLA 3-168 4,810a 130 b 0,720 a
UFLA 3-163 4,850 a 169 a 0,526 a
UFLA 3-172 4,963 a 237a 0,593 a
UFLA 3-154 4973 a 169 a 0,600 a
Testem. Nitrogenada 5310a - -
UFLA 3-153 5,383a 186 a 0,573 a
UFLA 3-165 5,536a 158 a 0,566 a
UFLA 3-159 5,590 a 105 a 0,476 a
UFLA 3-164 6,423 a 162 a 0,623 a
UFLA 3-162 7.416a 204 a 0,966 a
UFLA 3-170 8,156 a 203 a 0,803 a

Médias seguidas pela mesma letra nédo diferem entre si pelo teste de Schot Knott a 5% de
probabilidade.

Nio houve diferenga estatistica para a produgdo de matéria seca do caupi
entre o tratamento com nitrogénio e os tratamentos com inoculagdo para a
maioria das estirpes testadas (UFLA 3-168, UFLA 3- 163, UFLA 3-172, UFLA
3-154, UFLA 3-153, UFLA 3-165, UFLA 3-159, UFLA 3-164, UFLA 3-162 e
UFLA 3-170), com excegdo das estirpes UFLA 3-166, UFLA 3-169 e SEMIA
6145 (tabela 3). As estirpes UFLA 3-170 e UFLA 3-162 apresentaram uma
produ¢do de MS bem superior (8,15g e 7,41g) a da estirpe comercial
recomendada pela RELARE (2000), SEMIA 6145 (1,77g) (figura 6 € 7), o que
indica que as dreas reabilitadas apresentam uma fonte significativa de estirpes
eficientes, pelo menos para caupi, pois ndo se pode inferir a relagdo destas

estirpes com outras espécies de
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FIGURA 6. Plantas de caupi adubadas com
N (C), inoculada com a estirpe UFLA 3-153
(A) e testemunha sem adubagdo nitrogenada
e sem inoculagdo (B).

FIGURA 5. Raiz de planta de caupi
inoculada com o isolado UFLA 3-153

1.25 X
—_
o
S
» 1.00 .
S UFLA 3-162
g -
w 075 i UFLA 3-170
o
3 r
2 050 » ¥
m -
=]
2 0251 .
m -
o SEMIA
61435
0.00 ; ' . : :
0 2 4 6 8 10

Matéria seca da parte aérea (g)

FIGURA 7. Eficiéncia simbidtica de estirpes de Bradyrhizobium isoladas de dreas
de mineragdo de bauxita reabilitadas. X = média da produgdo de matéria seca da
parte aérea; Y = média do peso de nodulos secos (g); T= testemunha nitrogenada.
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leguminosas devido 2 possibilidade de diferentes relagdes simbidticas. Pereira et
al. (submetido) também observaram, em seu trabalho, que a maioria dos isolados
nativos da AmazOnia testados em caupi apresentou eficiéncia simbidtica
superior 3 da SEMIA 6145.

Considerando que existem apenas trés espécies de Bradyrhizobium
descritas até o momento (B. japonicum, B. elkanni e B. liaoningense), e que
vérios grupos fenotipicos e genotipicos ndo se agruparam com estirpes tipo ou
referéncia das duas primeiras espécies e também nfo apresentaram a
caracteristica cultural ‘da terceira (crescimento muito lento), estes resultados
indicam uma grande possibilidade de existéncia de novas espécies a serem
descritas.

CONCLUSOES

As estirpes de Bradyrhizobium isoladas de ireas mineradas de bauxita
reabilitadas apresentam alta diversidade fenotipica e podem representar novas
espécies do género.

A maioria das estirpes apresentou alta eficiéncia simbiética com caupi,
podendo, assim, ser recomendadas para testes de campo.

Néo houve relagio entre os grupamentos fenotipicos, e eficiéncia
simbiética com as areas de origem das estirpes.
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ANEXOS

ANEXO0 A : Pégina
1A Resumo das analises de varidncia de matéria seca da
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ANEXOS

Tabela 1A. Resumo das anilises de varidncia de matéria seca da parte aérea

(MSPA), peso de nédulos secos e nimero de nédulos.

MSPA
GL FC Pr>Fc
 Tratamento 14 5.580 0.0000
erro 30
CV (%)=31,65
Peso de nédulos secos
GL FC Pr> Fc
| Tratamento 12 4,002 0.0015
€ITo 26 ‘
[CV (%) =33.48
NUMERO DE NODULOS
GL FC Pr>Fe
| Tratamento 12 3.296 0.0057
€ITo 25
CV (%) =36..31
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2A. Protocolo para proteina total SDS-PAGE
Meio de cultura TY

Tryptona 5g
Extrato de levedura 0,75g
KH,PO, 0,454g
Na,HPO,. 7 H,O 1,79g

H;0O qsp para 1000mL pH 6,8-7,8

CaCl, solugdo (autoclavar em frasco individual)

CaCl; .2 H;O 20g/100mL H,0

No momento da inocula¢fo, acrescentar 0,25mL para cada 50ml de meio de
cultura (TY)

Tampiio de extragfio

Estoque Volume usado  concent. final
Tris-HCI pH7,5 [IM] 50mL 50mM

NaCl [SM] 40mL 200mM
Glicerol 100% 50mL 5%

DTT (Dithiothreitol) [0,1M] 10mL ImM

PMSF (phenilmethilsulfonylfluoride[0,IM] 10mL 1mM

Extracfio de protefnas

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976). Como

os extratos apresentaram concentragdo de proteinas igual ao branco, realizou -se

a concentragdo destas proteinas pela precipitagdo com acetona fria (curso de
bioquimica de proteinas Embrapa/CNPMS). Em 400puL do extrato foi

adicionado 1mL de acetona a —20°C, agitando no vortex. As amostras foram
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incubadas em freezer a —20°C, por 12 horas, em seguida centrifgadas por 10
minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pélet seco foi

ressuspenso em 100 pL de tampdo da amostra. O pélet foi misturado ao tampéao

com a ajuda do vortex e da ponteira da pipeta. As amostras foram aquecidas em

banho maria a 90°C por 15 minutos e, em

seguida, resfriadas em gelo e

centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos. Todo o volume obtido foi aplicado

ao gel para eletroforese.

3A. Proteina Total soliivel pelo método de Bradford

v 80uL do extrato cru diluido
720pL de 4gua destilada
200pL do dye reagent concentrate ( reagente

Leitura em espectrofotdmetro a 595nm

AN N NN

Curva Padriio para Bradford

de Bradford )

Zerar o aparelho com o branco ( 800pL de 4gua e 200 uL de Dye )

Tubo | Padrio de BSA H,0 Reagente de Bradford
1 OpL 800pL T 200pL
2 4uL 796uL 200uL
3 8uL 792uL 200pL
4 12uL 788uL 200uL
5 16puL 784uL 200puL
6 20uL 780uL 200uL
Padrio de BSA = Img de BSA (albumina bov

ina) / ImL de 4gua destilada

Curva Padriio para Proteina Bradford: Pipetar para 6 tubos de ensaio os

seguintes volumes em pL da solugdo estoque de
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Com #4gua destilada, completar o volume destes tubos para 800uL, adicionar

200uL do reagente ndo diluido e incubar por 7 minutos. Ler Asos e determinar a

curva padrdo. Todas as amostras devem ser incubadas com o corante pelo

mesmo periodo de tempo porque o fator tempo influencia no desenvolvimento

da cor.

Andlise das amostras: As amostras devem ser diluidas para uma concentragfio

de protefna menor que 20ug e o volume completado com &gua destilada para

800uL. Adicione 200puL do corante, incube por 7 minutos e leia A sos. Interpole

estas leituras na curva padrdo e calcule a concentragdo de proteina na amostra.

4A.Solugdes e Tampdes: composi¢io quimica
Tampdo da amostra (sem SDS)

Estoque em geladeira

Tris-HCI 0,75g

B-mercaptoetanol SmL

Glicerol 10mL

H20 gsp 100mL

pH 6,8

Gel de separagio Gel de concentraciio

H,O 19,2mL H,O 12mL
Bis acrilamida 25mL Bis-acrilamida  2,68mL
Tris-HCI 8,8 15mL Tris-HClpH 6,8 SmL
SDS 10% 600pL SDS 10% 200puL
APS 10% 300uL APS 10% 100 uL
Temed 20pL Temed 10 pL
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Solugdes estoque

Acrilamida Tris-HC1 1,5M pH 8,8
acrilamida 60g Tris 95,8¢

Bis acrilamida 1,6g H;0 gsp 500mL
H;O qsp 200mL Ajustar pH para 8,8 com HCI 4N
filtrar e estocar a 4°C concentragio final de tris na solugdo:

0,375M

Tris-HCI 0,5M pH 6,8 Tampiio de migraciio — estoque
“Tris 15,15g Tris — 30,2g

H,0 qsp 250mL Glicina 144g
Ajustar pH para 6,8 com HCl 4N SDS 10g
concentragiio final de tris na H;0 gsp 100mL
solugdo: 0,125M Diluir 1:10

Armazenar sob refrigeragio

*Soluciio de coloragiio *Soluciio fixadora

Metanol 450mL  Metanol 450mL
Ac. acético 100mL  Ac. acético ! 100mL
H;O gsp 1000mL H,0 gsp 1000mL
_0,1g de azul brilhante de comassie

*Solugfio descolorante *Solugiio secante

Metanol 400mL Metanol 650mL
Ac. acético 70mL  Glicerol S5mL
H,0 gsp 1000mL H,0 gsp 1000mL

*armazenar a temperatura ambiente.
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SA. Conceito de distincia genética, coeficientes de similaridade e
dissimilaridade e polimorfismo
Distfincia genética

A literatura trata as diferentes medidas de distancia genética de um modo
pouco claro. Parece ndo existir consenso quanto ao conceito de disténcia
genética. Freqiientemente, o coeficiente de dissimilaridade é utilizado como
sindnimo de distincia genética, ocorrendo também o inverso. Também varios
coeficientes de similaridade sfio algumas vezes refer idos como distincias.
Convém ressaltar que similaridade é o complemento da divergéncia. Uma
medijda de distincia genética, para ser qualificada como tal, deve apresentar um
ou mais dos seguintes atributos: ser métrica, utilizar frequencias alélicas para seu
célculo e refletir predominio dos fatores de natureza genética sobre os fatores
ambientais que estdo sendo avaliados. Por esta conceituagdio, até mesmo uma
medida de distdncia calculada a partir de dados fenotipicos pode ser de natureza
genética. Basta, por exemplo, que os dados tenham sido obtidos em condigdes
experimentais, com observagdo de principios como tamanho 6timo de parcela,
emprego de repeticdo no espago e tempo de casualizagio e de controle local. A
propria magnitude do coeficiente de herdabilid ade, ou mesmo de repetibilidade,
estimado dos caracteres avaliados no experimento permitird inferir sobre a
natureza genética ou niio da medida de disténcia empregada (Dias e Kageyama,
1997 citado por Alfenas, 1998). Em suma, a natureza genética de um coefi ciente
de distincia parece depender do seu tipo, do tipo de dado empregado em seu
calculo (se fenotipico, isoenzimético ou de DNAO e também do modo como
foram gerados esses dados.
Coeficientes de similaridade

A expectativa de um coeficiente de similaridade é representar a reagio
linear entre dois itens avaliados por um conjunto comum de p varidveis. Esses
coeficientes, em sua maioria, sdo calculados a partir de varidveis binérias,
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representando presenga e auséncia, com valores de 1 e 0, respectivamente.
Portanto, a comparagdo de dois itens quaisquer (populagdo, cultivares, clones,
individuos, etc) possibilita a construgdo de uma tabela 2x2 com formato de
contingéncia, utilizando as freqiiéncias de bandas observadas no zimograma. A
anélise deve limitar-se as bandas nitidas, que apresentam constancia e nitidez
nos géis. Existem numerosos coeficientes de similaridade propostos na

literatura. Neste trabalho foi utilizado o coeficiente de Jacard (S;), cuja equagao

é:
Sj = a
at+b+c

A escolha do coeficiente de similaridade ¢ fungdo dos objetivos propostos
na pesquisa, do tipo de itens sob estudo e das propriedades inerentes a cada
coeficiente.

Polimorfismo

Para muitos genes ha dois ou mais alelos comuns em uma populagao.
Isto resulta em uma condigdo conhecida como polimorfismo genético — a
coexisténcia de varios fenotipos variantes distintos, comuns e geneticamente
determinados em uma populagdo (Suzuki et al.,1992). Em outras palavras,
chama-se polimorfismo a ocorréncia de duas ou mais formas genéticas
descontinuas de uma mesma espécie, numa mesma populagdo, a mais rara das
quais sendo condicionada por um alelo com freqiiéncia nao inferior a 1% os com

freqiiéncia acima de 99% sdo chamados monomorfos (Freire -Maia, 1974).
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