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RESUMO

NOGUEIRA, Cléudia de Oliveira Gongalves. Eficiéncia Agrondmica de
Rizébios Selecionados e diversidade das Populagdes Nativas que Nodulam o
Feijoeiro-comum em Formiga- MG. 84p. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras, MG*.

O feijao (Phaseolus vulgaris L.), além de ser um dos principais
constituintes da dieta do brasileiro, € excelente fonte de proteinas e produto
agricola de grande importancia econdmico-social. A simbiose desta leguminosa
com bactérias fixadoras de nitrogénio pode aumentar os niveis de produtividade,
substituir fertilizantes nitrogenados e diminuir os custos de produggo. O objetivo
deste trabalho foi: 1) avaliar a eficiéncia agrondmica de estirpes previamente
selecionadas em simbiose com feijoeiro no campo, comparadas a estirpe
atualmente recomendada para produgio do inoculante comercial para a cultura;
2) estudar a influéncia da aplicagdo foliar de Mo quando se inocula as sementes
do feijoeiro com o rizébio; 3) avaliar a diversidade, a densidade e a eficiéncia
das populagdes nativas que nodulam o feijdo na 4rea do estudo. A diversidade
fenotipica da populagdo nativa foi avaliada de acordo com caracteristicas
culturais e por meio de andlise de proteina total por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Verificou-se que a inoculagdo com as estirpes
UFLA 02-100, UFLA 02-127 promoveu rendimento de graos semelhante a
testemunha que recebeu nitrogénio mineral e 2 estirpe tipo BR 322". O Mo
influenciou apenas a eficiéncia relativa da produgdo da matéria seca quando
associado a estirpe UFLA 02-100. Com relagao aos perfis protéicos, vinte dos
cinqgiienta isolados das plantas que receberam N mineral (40%) se agruparam a
80% % de similaridade com a estirpe tipo de Rhizobium tropici BR 3227 ,
dezesseis dos cingiienta isolados de plantas que nao receberam N mineral (32%)
se agruparam a 80% de similaridade com a estirpe UFLA 02-86 e quinze dos
cingiienta isolados de plantas que nao receberam N mineral (12%) se agruparam
a 80% de similaridade com a estirpe UFLA 02-68. Cerca de 50% dos isolados
nao foi similar a nenhuma espécie conhecida.

*Comité orientador: Fitima Maria de Sousa Moreira - UFLA (orientadora),
Messias José€ Bastos de Andrade - UFLA (co-orientador).



ABSTRACT

NOGUEIRA, Cliudia de Oliveira Gongalves. Agronomic efficiency of selected rhizobia strains
and diversity of native populations able to nodulate beans in Formiga, Minas Gerais.2005.84p.
Dissertation (Master in Agricultural Microbiology ) - Federal University of Lavras, Lavras, MG*.

Bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the major complement of the Brazilian diet, besides,
it is an excellent source of protein and agricultural product of great social-economic importance.
Symbiosis of beans and mnitrogen fixing bacteria can increase yields replacing nitrogen fertilizers
and decreasing vield costs. The aim of this work was: 1- evaluated the efficiency of strains
previously selected in symbiosis with bean in the field, compared to the strain recommended to
production of commercial inoculant; 2 - evaluated the foliar application of Mo when the seeds are
moculated with rhizobia; 3- evaluated the diversity of native populations nodulating beans in the
experimental area. The phenotypic diversity of native population was evaluated according to
cultural characteristics and through analysis of total protein by polyacrylamide gel efectrophoresis
(SDS-PAGE). It was observed that inoculation with strains UFLA 02-100 and UFLA 02-127
increased yields similar to control that received mineral N and the BR 3227 .The Mo influenced
only the relative efficiency of plant dry matter when applied in inoculated plants whith strain UFLA
02-100. In relation to protein profiles, twenty from fifty isolates of plants which receive mineral N
grouped at 80% of similarity with straim Rhizobium tropici BR 322", sixteen from fifty isolates of
plants which didn’t receive N mineral grouped at 80% of similarity with strain UFLA 02-86 and
fifteen from fifty isolates which didn’t receive mineral N group themselves to 80% of similarity
with strain UFLA 02-68.A1 most 50% of all isolates were not similar to any known species.

*Advising Committee: Fatima Maria de Sousa Moreira - UFLA (Adiviser), Messias José
Bastos de Andrade - UFLA.
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1 INTRODUCAO

O feijdo € uma leguminosa que constitui importante fonte de proteinas
na dieta do brasileiro, sendo responsével por 20% a 28% das proteinas ingeridas
pela populagio (Chueire et al, 2003). Além disso, € um alimento rico em
carboidrato e ferro.

Além de sua relevincia na dieta didria do brasileiro, o feijao € um dos
produtos agricolas de maior importancia econdmico-social no Brasil e na
América Latina, devido ao fato de, em algumas regides, ser cultivado em
grandes 4reas, necessitando de grande emprego de mao-de-obra durante o ciclo
da cultura (Borém & Carneiro, 1998).

No Brasil, a cultura ¢ ca;'acterizada por dois sistemas de cultivo: a)
lavouras menores que 100 ha, presentes na maioria dos sistemas de produgdo,
principalmente naqueles vinculados a agricultura familiar que correspondem,
em média, a um percentual médio de 70% da predugdo nacional ¢ b) lavouras
que ocupam d4reas maiores que 100 ha, onde se observa o emprego de
tecnologias especializadas e, consegiientemente, alta produtividade. Nestas
tltimas, o feijdo € alvo do uso intensivo de insumos agricolas e de tecnologias
como irrigagiio, que requerem um alto investimento financeiro e que explicam a
alta produtividade. Para as menores, hd necessidade de se desenvolver
tecnologias de baixo custo financeiro, que sejam capazes de melhorar os indices
de produtividade dos pequenos produtores, responsdveis pela maior parte da
produg@o nacional de feijdo (Straliotto, 2002).

A culmra do feijoeiro tem exigéncia elevada em nutrientes,
principalmente nitrogénio e potéissio, e os pequenos ¢ médios produtores nao
dispoem de recursos para a utilizacdo de fertilizantes, normalmente necesséarios

em solos de baixa fertilidade, gerando uma cadeia de deficiéncias nutricionais,



que, associadas a suscetibilidade a pragas e doengas, vém promovendo a
estagnagdo da produgdo nos atuais patamares.

Os fertilizantes nitrogenados, além de terem um alto custo para o
produtor (principalmente para o pequeno), podem ser problema para o ambiente,
pois sdo facilmente perdidos por volatilizagﬁo e por lixiviag@o, poluindo as
dguas.

O emprego da interagdo do feijao com bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico, conhecidas como rizébios, pode ser uma alternativa para a
substituigdo parcial ou total de fertilizantes nitrogenados, diminuindo os custos
do cultivo, os danos ambientais (como poluicdo das dguas) e o consumo de
combustiveis fésseis para a fabricagdo de fertilizantes nitrogenados.

Por estas razdes, trabalhos que visem viabilizar o emprego da inoculagio
de sementes de feijdo sdo altamente oportunos e devem ser conduzidos em
diversos ambientes e sistemas de producdio de modo a contribuir para a
construgio de recomendages seguras a respeito dessa prética.

Os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar a eficiéncia de estirpes
previamente selecionadas em simbiose com feijoeiro no campo, comparadas a
estirpe atualmente recomendada para a produgéo do inoculante comercial para a
cultura; 2) estudar a influéncia da aplicagdo foliar de Mo quando inoculam-se as
sementes do feijoeiro com o rizébio e, 3) avaliar a diversidade, densidade e

eficiéncia das populagGes nativas que nodulam o feijdo na édrea do estudo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fixacdo biolégica de nitrogénio

Dentre as simbioses de fixadores de N, com plantas, a que se estabelece
com leguminosas se destaca por sua importincia econdmica, que estd
relacionada ndo s6 a ampla distribui¢do geogréfica e utilizagdo do hospedeiro,
como também 2 maior eficiéncia do processo decorrente de uma parceria entre
vegetal e microrganismos mais evoluida (Moreira & Siqueira, 2002).

O feijoeiro € uma leguminosa que pode se beneficiar da associagdo com
bactérias diazotréficas, entretanto, a sele¢o natural em solos mais férteis, a
utilizagdo de variedades de ciclo curto e fatores climiticos tém subestimado o
potencial de fixagdo do N, dessa cultura. Contudo resultados experimentais tém
mostrado que o feijdo pode se beneficiar da simbiose, fixando N, em quantidade
suficiente para produzir até 1.500kgha™ (Dobereiner & Duque, 1980).

O nitrogénio é um dos aparentes paradoxos da natureza. Ao mesmo
tempo em que é um dos elementos mais abundantes na Terra, pois 81% do ar
atmosférico sdo compostos de nitrogénio na forma de N, € também um dos mais
escassos no solo e dos mais caros, seja para nutrigdo vegetal, humana ou animal.

A fixagdo biol6gica de nitrogénio (FBN) consiste, essencialmente, na
transformagao biolégica do nitrogénio atmosférico (N;) em aménia (NHs), sendo
realizada principalmente por um mimero restrito de espécies microbianas,
isoladamente ou em simbiose com plantas.

Estes microrganismos possuem uma enzima chamada nitrogenase, capaz
de realizar a clivagem das moléculas de nitrogénio e combind-las com
hidrogénio, formando amdnia. Alguns deles vivem de forma livre nos solos ,
como por exemplo, Azotobacter, Beijerinckia, Derxia, Clostridium, outros na

superficie de raizes, Azospirillum e um grupo que inclui Rhizobium, ao qual foi



dedicado este estudo, mesmo podendo viver de forma livre nos solos, quando
em simbiose com plantas da familia das leguminosas, fixa o nitrogénio. A partir
de estudos dentro deste grupo de microrganismos, desenvolveu-se a tecnologia
agricola denominada inoculagio de sementes, com o emprego de, um insumo
moderno, o inoculante, utilizado para se obter boas produgdes com custos
menores, possibilitando retorno financeiro ao produtor.

O nitrogénio é o nutriente absorvido em maior quantidade pelas plantas
e as suas principais fontes sdo os fons amdnio e nitrato, além do N, atmosférico.
Dai a importincia da adubagdo nitrogenada e da fixacdo simbidtica desse
elemento (Malavolta, 1980). O grande desafio que se apresenta para a cultura do
feijdo € conseguir um manejo adequado dessa simbiose, visando aumentar a
eficiéncia do sistema de fixagdo biolégica de nitrogénio.

O feijéo pode utilizar, para sua nutrigZo nitrogenada, o N proveniente do
solo e, ou o N proveniente da atmosfera, tendo sido constatado, inclusive, um
efeito sinergistico entre a absorgdo do N mineral fornecido em doses baixas e a
fixacdo do N, (Hungria et al.,1985a). Esse efeito sinergistico pode ser devido a
utilizagio do N mineral no periodo entre 0 esgotamento das reservas
cotiledonares e o inicio da atividade dos nédulos ou, posteriormente, por meio
da suplementagdo nutricional, pois plantas noduladas obtém o beneficio maximo
dessas fontes de N em épocas diferentes do crescimento das plantas (Franco et
al., 1979, Felix et al., 1981).

O feijoeiro € considerado uma leguminosa pouco eficiente na associagao
simbi6tica com bactérias, devido a fatores bidticos e abiéticos, afetando,
principalmente, o estabelecimento desta associa¢do em condigdes de campo.
Entre estes fatores, os que mais interferem na associago sdo competiao do
rizébio inoculado com estirpes nativas ineficientes estabelecidas no solo e

condi¢es ambientais, como temperatura e acidez do solo.



A eficiéncia simbidtica e o estudo da sobrevivéncia das bactérias
inoculadas em competigio com a microbiota do solo tm sido os principais
pontos observados na selegdo de estirpes, devido & grande variabilidade genética
entre cultivares de feijdo e estirpes de rizébio na simbiose.

A espécie de rizébio atualmente recomendada para a produgdo de
inoculante comercial para a cultura do feijoeiro € a Rhizobium tropici, estirpes
SEMIA 4080 (PRF 81) e CIAT 899 (BR 322), pela maior estabilidade genéticae
maior tolerincia a estresses, como acidez do meio e temperaturas elevadas
caracteristicas de solos tropicais (Hungria et al., 1997; Chueire et al., 2003).

Além dos citados, vdrios outros fatores interferem na eficiéncia
simbidtica das estirpes em condigGes de campo. Alguns sdo intrinsecos a
bactéria, outros sdo extrinsecos, envolvendo outros microrganismos do solo,
fatores determinados pela planta hospedeira e também fatores nutricionais do
solo como deficiéncia de célcio, de molibdénio, de magnésio e de fésforo e
toxidez de aluminio e manganés (Straliotto, 2002). A fertilidade do solo, alis, €
fator de destaque na eficiéncia da associagdo simbidtica, pois para o pleno
funcionamento da simbiose, o feijoeiro tem que estar em condigdes favordveis
de nutri¢do (Corréa et al.,1989). A esse respeito, Ruschel & Reuszer (1973) -
citam que a influéncia dos micronutrientes € marcante, tanto no
desenvolvimento da planta e da bactéria como também na efetivagdo da
simbiose.

O Mo € um nutriente essencial ao crescimento e desenvolvimento de
plantas, principalmente leguminosas (Malavolta, 1980), exercendo efeito direto
e benéfico na fixagio do N atmosférico. Diversos trabalhos demonstram boa
resposta do feijoeiro ao Mo, principalmente a aplicagao foliar (Alvarenga ,1995;
Amane et al., 1994; Diniz., 1995; Rodrigues et al., 1995), que causa o0 aumento

da atividade das enzimas nitrogenase e nitrato-redutase (Vieira, et al.1994),



resultando em maior eficiéncia da fixagdo simbiética e da assimilagdo do
nitrogénio mineral na planta.

Em estudos sobre doses e épocas de aplicagdo do molibdénio na cultura
do feijdo, Berger et al. (1996), concluiram que a dose ideal de Mo, em aplica¢do
foliar, é de 80 a 90 g ha”’ e que a época mais propicia para essa aplicagio € de 14

a 28 dias apSs a emergéncia dos feijoeiros.

2.2 Diversidade e ocorréncia de organismos fixadores de nitrogénio

Diazotréficos podem ser encontrados entre aerébios, anaerébios e
anaerébios facultativos e na maioria dos grupos filogenéticos representativos de
Bacteria e de Archaeca. Mesmo representando uma pequena parcela de
procariotos, eles apresentam alta diversidade morfolégica, fisiol6gica, genética e
filogenética (Moreira & Siqueira, 2002).

Nas proteobactérias encontram-se, por exemplo: Rhizobium,
Bradyrizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium, Azospirillum
spp., Beijerinckia spp., Acetobacter diazotrophicus, Derxia e Azotobacter. Entre
Archaea estiio presentes nos haléfitos e nos metanogénicos. Entre metilotréficos,
celuloliticos, bactérias envolvidas no ciclo do enxofre ¢ até denitrificadores, que
mediam justamente o processo inverso, também sao encontrados organismos
fixadores de N, . A alta diversidade desses organismos garante nao s6 a
resiliéncia do importante processo que mediam em um determinado ecossistema,
como também a ocorréncia deste nos mais diferentes tipos de “hdbitats”
terrestres (Moreira & Siqueira, 2002).

Algumas espécies de diazotréficos podem além de colonizar
abundantemente a rizosfera, ocorrer endofiticamente, ou seja, invadir o cértex e
colonizar tecidos internos em diversas espécies vegetais. Resultados mostram
que essa ocorréncia € mais generalizada em associagbes com gramineas e

monocotiledoneas (Moreira & Siqueira, 2002).



2.3 Importéncia da seleciio de bactérias que nodulam feijoeiro

A seleciio de novas estirpes eficientes na fixagao biolégica de nitrogénio
atmosférico, quando associadas ao feijoeiro, vem sendo realizada por 6rgdos de
pesquisa com o intuito de produzir inoculantes comerciais capazes de melhorar
os niveis de produtividade. Entretanto, estirpes anteriormente selecionadas em
casa de vegetagdo podem ndo alcangar o maximo da fixagdo quando testadas em
campo onde existem fatores limitantes diversos como competigdo com estirpes
nativas j4 estabelecidas do solo, acidez, temperatura e umidade do solo, e
deficiéncias nutricionais ‘(especialmente P ¢ Mo), entre outros (Cassini &
Franco, 1998).

Assim, selecdo de estirpes eficientes para otimizar o potencial de fixa¢do
do N, em leguminosas de importancia econdmica como o feijéo deve levar em
conta, além da eficiéncia da estirpe, caracteristicas como habilidade de competir
com estirpes nativas por sitios de infecgio, habilidade de sobreviver e se
multiplicar no solo mesmo na auséncia do hospedeiro, formagéo de nédulos sob
larga faixa de temperatura e umidade nas raizes, dentre outras.

A captura de rizébio do solo utilizando plantas-isca, como leucena, tem
sido eficiente na recuperagdo de isolados com eficiéncia em feijoeiro. Estes
isolados pertencem a dois grupos taxondmicos distintos: R. tropici (Mercante et
al., 1998) e Sinorhizobium sp. (Straliotto et al., 1997; Straliotto et al., 1999). No
entanto, Moreira et al, (1998), relatam nodulagéo de Leucaena com estirpes de
R. leguminosarum isolados da regido  Amazbnica, além de R.tropici,
Sinorhizobium medicae, Sinorhizobium sp. € Mesorhizobium huahuii os quais
vem sendo testados em condi¢Ges de campo, visando a produgé@o de inoculante
mais eficiente para o feijoeiro (Souza et al., 2003).

O processo de selecio de estirpes para determinada espécie vegetal
envolve, de modo geral, quatro estddios. No primeiro, € verificada, em cdmara

de crescimento (condigdes Gtimas e controladas de temperatura, umidade,



luminosidade e nutrientes), a capacidade de nodular e fixar nitrogénio de um
nimero elevado de estirpes, testadas separadamente, em tubos ou em sacos
pldsticos com solugdo nutritiva livre de nitrogénio na forma mineral, com ou
sem 4gar, em condigdes estéreis. No segundo estddio, estirpes selecionadas sao
testadas em mistura de areia, vermiculita esterilizada e solugéo nutritiva livre de
nitrogénio, em vasos de Leonard, na casa de vegetagdo. Nos estddios seguintes,
as estirpes selecionadas s@o testadas em vasos contendo solo em casa de
vegetagio e, depois, no campo. Estirpes que néo obtiverem boa performance nos
est4dios iniciais de seleg@o sio eliminadas, pois, se em condigdes controladas
ndo estabelecem simbiose eficiente, também ndo o fardo nas condigGes mais
estressantes do campo (Moreira & Siqueira, 2002).

A selegdo prévia de organismos fixadores que mostram eficiéncia em
laboratério e em casa de vegetagdio, nem sempre € garantia do seu maximo
potencial no campo e isso pode ser devido a fatores como inadaptagio a
condigdes ambientais do solo € baixa competitividade, entre outros.

Em alguns ambientes, especialmente de campo nativo, hd predominancia
de solos com pH baixo, associado a niveis téxicos de aluminio, fatores que
limitam em muito a nodulagio da leguminosa e, consegiientemente, a fixacao do
N, causando efeito direto sobre a bactéria, limitando também o crescimento da
planta (Dobereiner, 1966).

A variabilidade da tolerdncia ou suscetibilidade de estirpes de rizébio a
condigdes de estresse é bem maior do que a da leguminosa hospedeira (Brose,
1994).

2.4 Diversidade de rizébios que nodulam o feijoeiro
Com relagio 2 classificagio taxondmica do rizébio do feijoeiro, até 1984
estava definida uma tnica espécie, Rhizobium leguminosarum bv phaseoli

(Jordan, 1984). Desde entdo, com o desenvolvimento de técnicas de biologia



molecular, foi possivel constatar grande diversidade genética entre os
microssimbiontes, permitindo assim a definigdo de novas espécies (Chueire et
al., 2003).

Diversas espécies de rizébio capazes de nodular o feijoeiro s3o descritas
atualmente: Rhizobium leguminosarum bv phaseoli (Jordan, 1984), Rhizobium
tropici (Martinez- Romero et al.,1991), Rhizobium etli bv phaseoli (Segovia et
al., 1993), Rhizobium giardini bvs giardinnii e phaseoli (Amarger et al., 1997),
Rhizobium gallicum e R. phaseoli (Amarger et al., 1997), Rhizobium
(Sinorhizobium) fredii (Scholla & Elkan., 1984) Rhizobium (Mesorhizobium)
loti (Jordan 1984), Rhizobium (Mesorhizobium) huahuii (Chen et al., 1991),
Azorhizobium (Gongalves & Moreira, 2004) e espécies de Burkholderia
(Moreira et al., 2002). Além destas espécies, Straliotto et al. (1997) recuperaram,
de nédulos de feijoeiro, em solos tropicais brasileiros, um considerdvel nimero
de isolados classificados como Sinorhizobium sp.

No Brasil, trés espécies distintas de rizébio sdo de grande importincia
ecolégica no que se refere a simbiose com o feijoeiro, R. leguminosarum bv.
phaseoli, R. etli e R. tropici (Straliotto & Rumjanek, 1999). Estudos das
caracteristicas genéticas destas espécies mostram que elas estdo sujeitas a
elevado grau de instabilidade genética, podendo, com o tempo, perder a
capacidade de fixar nitrogénio no feijoeiro. Entretanto, a espécie R tropici capaz
de nodular leucena, feijoeiro e diversas leguminosas, mostrou maior estabilidade
nas suas caracteristicas culturais ¢ de nodulagdo, apés longos periodos de
estocagem (Souza et al., 2003).

Em estudos sobre a diversidade de rizébios em é4rea de minerag@o de
bauxita reabilitada, tendo por base caracteristicas culturais e o feijoeiro como
planta-isca, Melloni (2001) verificou que aproximadamente 80% dos isolados
pertenciam ao grupo formado pelas estirpes de referéncia dos géneros Rhizobium

e Sinorhizobium, e que alguns isolados pertenciam a grupos formados por



estirpes de referéncia dos géneros Allorhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium e Azorhizobium.

Em estudos da diversidade de populagdes nativas que nodulam feijao em
Perdoes, Minas Gerais (Soares, 2004) e na regido Centro-Oeste de Minas Gerais
(Vale, 2005), observou-se que, com base no perfil protéico total, a maioria dos
isolados da populagdo nativa foi classificada, a 80% de similaridade, como

Rhizobium leguminosarum bv phaseoli.

2.5 Caracterizaciio fenotipica

A caracterizagdo de uma bactéria envolve a descrigdo qualitativa das
muitas propriedades relativas 4 morfologia, cultivo, nutrigdo, bioquimica,
metabolismo, 4cidos nucléicos, patogenicidade e ecologia, 0s quais sio preé-
requisitos para a identificagdo e base da sistemdtica desse grupo de organismos.
Nzo & possivel a caracterizagiio de bactérias com base apenas em caracteres
morfofisiolégicos. Existem vdrias técnicas relevantes de caracterizagdo de
bactérias, podendo ser ressaltadas as técnicas fenotipicas que incluem as
baseadas na expressio do DNA, ou seja, técnicas morfol6gicas, bioquimicas e
fisiolégicas que coletam informagdes sobre composigdo quimica total ou parcial
das células para classificar a bactéria. Compreendem andlise de é4cidos graxos,
andlise de proteinas celulares totais ou de proteinas de parede celular,
eletroforese de enzimas, espectrometria de massa por pirlise (PyMS), além das
anélises fenotipicas cldssicas que ddo informagGes sobre a célula e a col6nia.
Dentre estas, a revelagio do perfil eletroforético de proteinas totais para
identificagiio de espécies bacterianas tem fornecido informages importantes nos
estudos de caracterizagdo e taxonomia.

Dentre as vérias técnicas para a caracterizagdo de proteinas (Hames &
Reckwod, 1990; Alfenas et al., 1991; Patel, 1994), a técnica do fracionamento
de protefnas desnaturadas em géis verticais de SDS-PAGE € a preferida, dada a
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rapidez, alta resolugio ¢ facilidade de uso. O objetivo desta técnica € a separa¢ao
de proteinas presentes em misturas complexas.

A eletroforese evidencia proteinas e 4cidos nucléicos de maneira precisa
e valiosa para estudos taxondmicos, filogenéticos, fisiolégicos e genéticos em
vegetais, animais, microrganismos e particulas virais (Alfenas et al., 1991).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de proteinas totais e
proteinas soliveis de bactérias produz padrdes de bandas que podem ser
considerados como marca altamente especifica dentro de diferentes taxa de
bactérias (“impressoes digitais™). Esta técnica consiste inicialmente de uma
desnaturacdo por aquecimento da amostra na presengca de um detergente
aniénico, duodecil sulfato de sédio (SDS) e um agente redutor f-
mercaptoetanol. O SDS se liga as regides hidrof6ébicas de proteinas para separa-
las em suas unidades coniponentes. fazendo com que estas percam seu efeito de
carga especifica, separando-se devido 2s diferengas em seu peso molecular.

A elevada resolugdo das bandas € obtida pelo uso de um sistema
descontinuo de géis, o qual possui uma camada de gel de concentragio e outra
para separagiao das bandas (gel de cormrida). Esses dois géis podem diferir na
concentracao de sais, pH, concentragdo de acrilamida ou combinagdes desses
fatores (Alfenas & Brune, 1998). A eletroforese estd entre as técnicas que
permitem melhor resolucdo de bandas, tornando possivel a avaliagdo em nivel
qualitativo (ausé€ncia ou presenga) e quantitativo, por meio da diferenga de
concentracdo de polipeptideos existentes em uma amostra (Carraro, 1990).

Ap6s a separagdo fisica no gel, as proteinas sdo detectadas por meio de
procedimentos de coloragéo apropriados, formando padrSes de bandas. Proteinas
com massas diferindo em cerca de 25g/mol (10 amino4cidos diferentes) podem
gerar padroes distintos e serem distingnidas (Westermeier et al., 1993).

E necessdrio que sejam padronizadas as condigdes de cultivo das

bactérias, ¢ também dos procedimentos metodolégicos, mas, apesar disso, a
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eletroforese de proteinas € vantajosa, pois a estabilidade do padréo eletroforético
e a comparagio dos perfis fornecem uma medida segura da relagfio taxondmica
de amostras analisadas.

Virios estudos tém mostrado o potencial da eletroforese de proteina na
caracterizagio de diferentes isolados de bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico (Moreira et al., 1993; De Lajudie et al., 1994; Dupuy et al., 1994;
Pereira, 2000) e fungos ectomicorrizicos dos géneros Phisolithus (Burgess et al.,
1995; Souza, 2000) e Suillus (Zhu et al., 1998; Sem, 1990; Keller, 1992), entre
outros.

Resultados baseados em eletroforese de proteinas totais (SDS-PAGE)
demonstram alta diversidade entre 171 isolados de rizébios, os quais
representaram uma nova fonte de espécies e géneros. Entre os 23 padrGes
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 (De Lajudie et al., 1998) e Azorhizobium johanense (Moreira et al.,
2000).

A eletroforese em gel de poliacrilamida tem sido usada na descrigdo de
novas espécies de rizébio, como, por exemplo, Mesorhizobium chacoense
(Vel4zquez et al., 2001), Azorhizobium caulinodans (Dreyfus et al., 1988) ¢
Rhizobium yanglingense (Tan et al., 2001).

Outros autores fizeram uso desta técnica para caracterizagdo fenotipica
de microrganismos como Campilobacter (Vandamme et al., 1990; Aydin et al.,
2001), Aspergillus (Rath, 2001), Enterococcus (Andrigueto et al.; 2001) e

Acinetobacter (Alexander et al.; 1984), entre outros.
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2.6 Atividade Agricola da Cidade de Formiga

O municipio de Formiga estd inserido na bacia sedimentar do super
grupo do Sio Francisco (Craton do Sdo Francisco), localizado na regido do
Campo das Vertentes, Centro Oeste de Minas Gerais, regiao correspondente ao
alto Sio Francisco e dreas vizinhas (Alves et al., 1998). A regido possui um
clima quente e imido, com algumas variagdes na temperatura. Cerrado e campo
cerrado sdo os tipos principais de vegetagéo. Em grande parte da regiéo, os solos
sdo classificados como regulares para agricultura, necessitando, entrefanto, da
utilizagdo de tecnologias modernas para melhorar a produtividade (Alves, 1998).

Dados do dltimo Censo Agropecudrio (1996) relatam 2.045
estabelecimentos rurais, com tamanho médio de 41,6ha., caracterizados como
minifiindios, representando 79,8% do total das propriedades rurais, comportando
7.300 habitantes, somando 11% da populagdo do municipio. (SEBRAE, 2001).
O cultivo do feijoeiro € praticado em todas as propriedades, sendo, as vezes, a
principal fonte de proteina destes agricultores. A produtividade € muito baixa e o
volume suficiente somente para seu préprio consumo ou para comercializagdo
na feira-livre no municipio (EMATER, comunicacéo pessoal).

A 4rea plantada na safra das dguas de 2003 foi de 1.000 ha”, produgdo
de 600 toneladas e uma produtividade de 600Kg ha’. Na segunda safra, o
plantio se deu numa &rea de 800ha, com producdo de 480 toneladas e
produtividade de 600kg ha™.J4 na safra de inverno, a érea foi sensivelmente
reduzida para 150ha’, resultando numa produgio de 225 toneladas e
produtividade de 1.500 kg ha”, perfazendo uma 4rea total de 1950 ha”,
produggo de 1.305 toneladas e produtividade média de 669kg ha™' (IBGE. 2004).

Entre os fatores responsdveis pela baixa produtividade da cultura do
feijoeiro, no municipio, como também em outros municipios e regides onde
prevalece a agricultura familiar, destacam-se a baixa fertilidade do solo, a ndo

utilizagao de sementes certificadas, 0 manejo inadequado, 0 excesso ou mesmo a
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falta de 4gua, a falta de infra-estrutura dos pequenos produtores, a
susceptibilidade da planta a doengas e o nio emprego de tecnologias, como a
inoculacdo, que podem possibilitar maior rendimento ¢ produtividade a custos
menores.

Além da deficiéncia e toxidez nutricional, os solos da regido (cerrado),
apresentam baixa capacidade de retengio de 4gua e baixa atividade dos
microrganismos. No entanto, com a corre¢do da acidez, € possivel transforma-
los em solos férteis, capazes de proporcionar produtividades mais elevadas.
Lavouras implantadas com sementes de baixa qualidade, em solos com manejo
inadequado € sem controle de condigdes ambientais, mesmo que recebam doses
expressivas de fertilizantes, ndo conseguem atingir maiores rendimentos.

Com aspecto bem diferenciado, existem na regido, poucos produtores
que, por possuirem recursos financeiros, conseguem atingir niveis mais altos de
produtividade, cerca de 2.800 kg ha' '(EMATER-Formiga), com uso de
tecnologias de irrigag#io, calcério e fertilizante, aos quais os pequenos produtores
nio tém acesso por falta de recursos financeiros.

A adubagdo nitrogenada inadequada € um fator que, muitas vezes,
determina o insucesso no cultivo do feijoeiro. Enquanto alguns produtores usam
doses excessivas de N, outros aplicam quantidades insuficientes, limitando de
qualquer forma a produtividade da lavoura.

A fixagdo biol6gica do nitrogénio atmosférico pode contribuir para o
aumento do rendimento da cultura do feijoeiro, diminuir ou substituir o uso de
fertilizantes nitrogenados e, com isso, reduzir os custos de produgio e o possivel
impacto ambiental proporcionado pelo uso excessivo de fertilizantes quimicos.
Na regido, entretanto, os produtores nZo utilizam a tecnologia da inoculagzo e
n3o conhecem e os beneficios advindos dessa prética. Portanto, a condugio de
experimentos em campo, em 4rea de propriedade da regido de Formiga, poderia

contribuir para a difus@o da prética entre os agricultores.
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2.7 A érea selecionada para os experimentos de campo

A Fazenda Ponte Alia, de propriedade do senhor Paulo Rodrigues
Nunes, fica situada na zona rural de Formiga, ocupa uma érea de 900 ha e sua
atividade de maior destaque € a pecudria leiteira. Para esse fim € reservada uma
drea de 700 ha aproximadamente.

As lavouras sdo, normalmente, o milho, o feijdo e o sorgo, este mais
esporadicamente. O milho € plantado em 4reas que podem chegar até a 150ha e
o feijao, em 4reas de no méximo 30ha, ficando o restante para pastagens.

A 4rea usada no ‘ensaio serviu como pastagem durante longo periodo,
tendo nos tltimos cinco anos, sido usada para plantio de milho, sem que fossem
feitas rotagdes com outras culturas. Nessa propriedade, nunca havia sido

utilizada a tecnologia da inoculagao.

2.8 A cultura do feijoeiro na Fazenda Ponte Alta

Durante muitos anos a cultura, do feijoeiro foi deixada para segundo
plano, sendo utilizada somente para aproveitamento de dreas que estivessem
ociosas, e, segundo o produtor, o preco era desencorajador.

A Fazenda Ponte Alta tem caracteristicas diferenciadas, por estar situada
em regido onde h4 exploragdo de turismo. O lago de Furnas contorna- grande
parte da propriedade, sendo, dessa maneira, muito visitada, tanto por produtores
da regidao como por produtores de outras regides, além de turistas de vérias
partes do estado de Minas Gerais e tamb&m de outros estados, como Sdo Paulo.
Este fato contribuiu, de certa maneira, para a difusio da tecnologia de
inoculagdo, pois a drea experimental foi visitada nos meses de agosto a

novembro de 2004, durante a condugio dos ensaios no campo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Eficiéncia agrondmica de estirpes selecionadas de bactérias que
nodulam o feijoeiro e resposta a adubagiio com molibdénio.

As estirpes de rizébio usadas foram obtidas em diferentes sistemas de
uso de terra (SUT), no estado de Rondénia, demonstrando alta eficiéncia em
vasos de Leonard (Pereira, 2000). Posteriormente, experimentos de campo
comprovaram a alta eficiéncia agronémica destas estirpes (Soares, 2004) em
solos da regido de Perddes, no estado de Minas Gerais.

As caracterfsticas culturais em placas com meio YMA das estirpes de
rizébio, usadas no ensaio, encontram-se na Tabela 1.

Foram conduzidos dois ensaios de campo em &rea da Fazenda Ponte
Alta, entre os meses de julho a novembro de 2004, em um Argissolo Vermelho
Distréfico tipico (EMBRAPA, 2000), em 4rea onde ainda ndo havia sido
plantado feijdo com utilizagao de inoculante. Os ensaios foram realizados de
acordo com as recomendagdes da Rede de Laboratérios para Recomendagio,
Padronizagio e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbiolégicos de
Interesse Agricola (RELARE). Resultados da anélise quimica do solo amostrado
encontram-se na Tabela 2.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com seis

repetigdes, nos dois ensaios.
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TABELA 1 Origem e avaliagdio morfofisiolégica das estirpes de rizébio usadas nos ensaios 1 e 2 de campo em Formiga-

MG
Estirpe  UF (1) @ (3 @ ) (6) @) ) 9
UFLA02-100 RO 3 2mm neutro circular lisa abundante gomosa branca niio
BR322 RO 3 3mm 4cido circular lisa abundante gomosa amarela sim
UFLAO2 86 RO 3 2mm neutro circular lisa abundante gomosa branca nio
UFLA 02-127 RO 3 2mm neutro circular lisa abundante gomosa branca néo

R- Manifestagdo do crescimento (col6nias isoladas): R répida (trés dias), I intermedidria (quatro a cinco dias), L lenta (seis a nove
dias), ML muito lenta (acima de 10 dias) ‘
1-Tempo pra aparecimento de colOnias isoladas (dias)

2- Dimetro da col6nia, em mm

3- Alterag@o do pH no meio YMA, com indicador Azul de Bromotimol

4- Forma da col6nia: circular, puntiforme, irrcgular.

5- Superficie da colGnia: lisa, rugosa, papilada.

6- Produgfio de muco; escassa, pouca, moderada, abundante.

7- Consisténcia da massa de crescimento: seca, aquosa, gomosa, viscosa, butfrica.

8- Cromoggénese da col6nia em meio YMA: incolor, branca, amarela, rosa, creme.

9- Absorg#o de indicador/corante



TABELA 2 Caracteristicas quimicas da amostra de material do solo da é4rea
experimental antes da adubagdo. Formiga, MG, 2004

Caracteristicas Unidade Valor
pH em Hyo (1:2,5) 5,6
P (f6sforo Mehlich 1) mg/dm’ 6,5
K (Potassio Mehlich 1) mg/dm’ 160,0
Ca cmol /dm® 2,8
Mg cmol Jdm’® 1,5
Al cmol Jdm® 0,0
H+Al cmol Jdm® 3,6
S.B. cmol /dm® 4,7
t cmol Jdm® 4,7
T cmol Jdm® 8,3
m %o 0
\' % 56,7
Matéria Organica dag/Kg 2,2

Andlises realizadas nos laboratérios do Departamento de Ciéncias do Solo da UFLA.

O ensaio 1 teve seis tratamentos: trés isolados de rizébio (UFLA O2-
100, UFLA 02-127, UFLA 02-86) e a estirpe Rhizobium tropici (CIAT 899/ BR
3227, atualmente recomendada para produgdo a de inoculantes comerciais para
feijdo) uma testemunha sem inoculagdo e com nitrogénio mineral (TN) fonte
uréia, na dosagem de 80 kg ha' de N (40kg na semeadura e 40kg aos vinte dias
ap6s a emergéncia) e uma testemunha sem inoculagéo e sem N mineral (T).

Todos os tratamentos, incluindo as testemunhas, receberam adubagao
fosfatada e potédssica na dose de 90kg ha”! de P,Os e 20kg ha™ de KCL usando
como fontes o superfosfato triplo e cloreto de potéssio, incorporados a 6cm de
profundidade.
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O inoculante foi preparado com turfa esterilizada em autoclave, na
proporgo 3:1 de turfa e culturas em meio YMA (Vincent, 1970) semi-sélido na
fase log (cinco dias ap6s crescimento), a inoculagéo foi realizada na proporgao
de 500g de inoculante para cada 50kg de sementes. A cultivar utilizada foi a cv.
Pérola.

O ensaio 2 teve quatro tratamentos: inoculagdo das sementes de feijao
com rizébio (isolado UFLA 02-100), inoculagfio das sementes mais aplicagdo
foliar de molibdénio (80g ha"' de Mo fonte molibdato de amdnio, aos 25 dias
ap6s emergéncia) de acordo com Berger et al. (1996), uma testemunha
nitrogenada (TcN) (fonte uréia, 8Kg ha™, parcelados em duas vezes, sendo 40kg
na semeadura e 40kg com vinte dias ap6s emergéncia), e uma testemunha sem N
mineral e sem inoculagdo (TsN).

Neste ensaio, as adubagdes fosfatada e potdssica foram as mesmas do
ensaio 1, e a cultivar de feijoeiro utilizada foi a Pérola.

O solo da drea experimental foi preparado com uma aragdo, uma
gradagem e sulcamento para demarcagdo das linhas. A semeadura de ambos os
experimentos foi feita em 31 de julho de 2004, de forma manual, apés se
proceder 2 inoculagdo das sementes com seus respectivos tratamentos, numa °
densidade de 17 sementes por metro linear de sulco.

As parcelas foram constituidas de doze linhas de 6,0 m de comprimento,
espagadas em 0,5m, totalizando 36m’ de 4rea total e 15m’ de 4rea titil (referente
as seis linhas centrais, destinadas a colheita de grios, dispensando-se meio metro
no inicio e no final de cada linha).

Devido as baixas temperaturas registradas no periodo, houve atraso
considerdvel na germinagdo das sementes e, conseqiientemente, na emergéncia
das plantas, que também n3o se mostrou regular.

Durante todo o ciclo da cultura, o ensaio foi mantido livre de plantas

daninhas, com a realizacio de capinas manuais. Foi ainda realizado o controle
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preventivo de doengas comuns 2 cultura com aplicagdes dos fungicidas Mertin
400,  base de trifenil hidréxido de estanho, 325-1000ml/ha (130-400 g i.a. /ha),
pulverizado com equipamento motorizado. A primeira aplicaggo foi aos 20e 25
dias apés germinagdo (DAG). Também utilizou-se amistar, a base de metil 2-
{2-[6-(2- cianofenoxi) — pirimidim-4-iloxi)fenil }-3-metoxiacrilate Azoxytrobim
na dosagem de 80 a 120 g/h4, 30 dias ap6s emergéncia (DAE), pulverizado com
equipamento motorizado.

Na época do florescimento, foram coletadas dez plantas de cada parcela,
na terceira e nona linhas de cada parcela, para avaliagao da nodulagdo (contagem
e matéria seca de nédulos) e parte aérea (matéria seca, teor e acimulo de
nitrogénio e eficiéncia relativa).

A colheita dos ensaios foi feita em 15 de novembro de 2004, avaliando-
se o rendimento dos grios (ap6s corregio de umidade para 13%) e o teor de N
nestes graos.

O nitrogénio total, tanto na matéria seca da parte aérea das plantas como
nos grios, foi calculado pelo método semi-microkjedahl, de acordo com Sarruge
& Haag (1979).

O nitrogénio acumulado na parte aérea foi calculado multiplicando-se o
peso da matéria seca da parte aérea pela percentagem de N e dividindo-se por
100.

Para o célculo da eficiéncia relativa de cada tratamento, foi usada a
expressao: Efr= MSPA inoculada x 100

MSPA com N

Os dados foram submetidos 2 andlise de varidncia, empregando-se o

sistema de andlise estatistica SISVAR, versdo 4.0 (Ferreira, 2000). Os efeitos

dos tratamentos foram comparados pelo teste Scott-Knott.

20



3.2 Diversidade das populagoes nativas
3.2.1 Captura de rizébios nativos

Para a captura dos rizébios nativos foram utilizados os nddulos das
raizes dos feijoeiros das parcelas que ndo receberam inoculag@o, testemunhas
com e sem N mineral. Destas “plantas iscas,” foram coletados 100 nédulos, no
total, sendo cingiienta de cada tratamento. Dois nédulos de cada planta-isca
foram utilizados para o isolamento de rizébios em placas contendo meio YMA.

Os nédulos utilizados foram primeiramente imersos em dlcool etilico
95%, por 30 segundos, para que fosse quebrada a tensdo superficial e,
posteriormente, imersos em H,O, por 1 minuto para que fosse esterilizada a
superficie do nédulo. Apés este procedimento, os nédulos foram lavados seis
vezes em dgua esterilizada para retirada do H,0O, depois, foram esmagados com
pinga esterilizada, em placas contendo meio de cultura YMA com azul de
bromotimol e o material interno foi espalhado para obtencdo de colonias

isoladas.

3.2.2 Caracterizacao cultural dos isolados obtidos

Ap6s a obtengdo de coldnias isoladas e puras nas placas, estas foram
repicadas para crescimento em placas contendo meio de cultura YMA, para
caracterizacdo fenotipica, cultural e por padrao de proteina e armazenamento em
deep freezer, a -80°C.

Para a caracterizacdo dos isolados foram avaliadas as seguintes
caracteristicas culturais:

1. tempo de crescimento: muito rapido (1 dia,) rdpido (2 a 3 dias),
intermedidrio (4 a 5 dias), lento ( 6 a 10 dias) e muito lento (mais que
10 dias).

2. Didmetro médio das coldnias: <lmm, 1 a 2 mm ou > 2 mm.



e ]

3. Modificacdo do pH do meio YMA com o indicador azul de bromotimol:

dcido (amarelo), alcalino (azul) ou neutro (sem alteracao de cor).

4. Forma da colonia : puntiforme, circular ou irregular

5. Superficie da colonia: lisa, rugosa ou papilada.

6. Producio de muco: escassa, pouca, moderada ou abundante.

7. Consisténcia: seca, aquosa, gomosa, viscosa ou butirica

8. Coloracdo das colonias em meio azul de bromotimol: amarela, creme,

incolor, branca ou rosa.
9. Absorcdo do indicador/corante: sim ou nao.
Apés a caracterizagdo, os isolados foram conservados em meio YMA
liquido (Anexo 1), em frascos e em meio YMA s6lido (Anexo 1), em tubos,
devidamente identificados, e encaminhados a colecao da UFLA, permanecendo

em “deep freezer” a -80°C.

3.2.3 Anilise de proteinas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS- PAGE).

As estirpes UFLA 02-100, UFLA 02-127e UFLA 02-86 (usadas no
ensaio 1 de campo), os isolados dos ensaios de campo, a estirpe recomendada
para a produgdo de inoculante comercial (BR 322/ CIAT 899) e as estirpes tipo —
BR 5410 T (Azorhizobium caulinodans), BR 78017 (Mezorhizobium loti), BR
7411 T (Sinorhizobium meliloti), BR 10026 T (Rhizobium etli), BR 29
(Bradyrhizobium elkani), BR11 17 (Bradyrhizobium japonicum), apés terem sido
crescidas em placas, foram submetidas a dois cultivos sucessivos em meio TY
s6lido, para a produgao de células para andlise de proteina.

As estirpes isoladas foram inoculadas em meio TY liquido (Anexo 1), a
28°C, sob agitagdo constante a 120 rpm durante 10 minutos. O crescimento se
deu por agitagdo constante a 120 rpm, por 4 dias a 28°C . Ap6s o crescimento, as

amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C.
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Descartou-se o sobrenadante, lavaram-se as células por meio de ressuspensao do
pellet em 30ml de tampdo NaPBS, (Anexol), quando foi novamente
centrifugado. Esse processo foi repetido trés vezes.

Em tubos Eppendorf, foram colocados 70mg de células de cada isolado,
adicionando-se 0,9ml do tamp@o da amostra (TTA) (Anexo 1) e 0,1 mi de SDS a
20% para solubilizacdo das proteinas. Misturou-se num agitador tipo Vértex e
aqueceu-se a mistura em banho-maria a 95°C, por 10 minutos (Anexo 1).

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpn; por 10
minutos, 2 temperatura de 4°C, sendo, em seguida, submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) pelo método Laemmli (1970), com modificagdes
descritas por Jackmam (1985). Para eletroforese utilizou-se um gel de sistema
descontinuo, sendo 12% para o gel separador e 5% para o gel de concentragdo
(Anexo 1). Foram aplicadas ao gel 30 microlitros de cada amostra.

' Uma matriz bindria dos dados originais foi construida, compreendendo
15 cadeias polipei)tidicas (bandas) representativas dos perfis gerados, os quais
foram comparados as estirpes de referéncia e as estirpes selecionadas para o

teste de eficiéncia no campo.

3.3 Contagem das populagies nativas

Para contagem das estirpes nativas do solo, foram usados frascos de
vidro com capacidade para conter quantidade suficiente de solugao nutritiva de
Jensen (Anexo 1) exigida pelas plantas, 300 a 400 ml e papel germitest.

Foram coletadas amostras do solo de 4rea adjacente ao local dos ensaios,
reunidas em uma tinica amostra composta, a partir da qual foram realizadas 6
dilui¢tes seriadas decimais, 10” a 10,

Sementes de feijdo foram colocadas em placas anteriormente
autoclavadas e, ap6s a germinag#o, foram transferidas para frascos autoclavados

contendo a solug@o nutritiva de Jensem. Os frascos tinham didgmetro de 7cm e
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altura de 17cm. O papel germitest utilizado como suporte tinha em torno de
S5cm a mais que a altura do frasco e também foi cortado mais largo que o
diametro do frasco. A folha de papel dobrada formou duas abas que foram
fixadas as bordas do frasco com auxilio de barbante de algoddo.

Um canal foi feito na parte superior do papel para que as sementes
germinadas pudessem ser colocadas ali sem risco de cairem. A solugdo nutritiva
foi colocada nos frascos, o papel germiteste foi inserido j4 dobrado e o frasco foi
tampado com papel aluminio devidamente fixado ao frasco. Os frascos foram
esterilizados em autoclave a 121°C e 1,0 atmosferas, durante 30 minutos.

Quando ocorreu o devido resfriamento, fez-se pequeno orificio no papel
aluminio, na mesma diregdo do canal do papel germiteste, onde foi colocada a
semente germinada.

Em cada frasco foi colocada uma semente germinada. A inoculagdo
ocorreu no sétimo dia apés a colocagdo das sementes germinadas nos frascos. A
diluigdo seriada decimal foi preparada no momento do uso e a inoculagdo com
seis diluigdes (10" 102 10%,10%, 10, 10°) consistiu na adigdo de aliquotas de
1,0ml de cada diluigio por frasco, com trés repetides. Para efeito de
comparagdo, foram feitos tratamentos adicionais: uma testemunha nitrogenada
(TcN) na dose de 1mL da solugdo de 40M de nitrato de amdnio (NH;NO3) e 1
testemunha sem adi¢do de nitrogénio (TsN) para que pudesse ser avaliada a
eficiéncia relativa dos tratamentos. Cada tratamento (oito no total) teve trés
repetigoes.

Os frascos foram envolvidos com papel opaco para evitar a incidéncia de
luz nas raizes e dispostos sobre os balcGes da casa de vegetagdo do Laboratério
de Microbiologia do Solo da UFLA. A avaliagdo foi feita 25 dias apés
inoculagiio, para a determinagdo da nodulagéio (contagem e matéria seca) e
matéria seca da parte aérea, isolando-se também bactérias nativas presentes nos

nédulos.
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Para a estimativa do mimero mais provavel (NMP) de células de rizébios
considerou-se a infectibilidade e a formagio de n6dulos como positivo ao teste e
a auséncia de nodulagio como negativo ao mesmo, em cada diluigdo ,
empregando o programa “Most Probable Number Estimate” (MPNES) (Womer
et al., 1988).

3.4 Andlises estatisticas

Os dados do ensaio de casa de vegetagdo foram submetidos a andlise de
varidncia empregando-se o sistema de anélise estatistica SISVAR, versdo 4.0
(Ferreira, 2000). Os efeitos dos tratamentos foram comparados pelo teste Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

Os perfis protéicos das estirpes e dos isolados obtidos foram agrupados
utilizando-se 0 método UPGMA (“average linkage clustering”), baseado na
distancia intergrupo, que € a média das distdncias pareadas dos membros de dois
grupos e representados por um dendrograma de similaridade (NTSYS-pc, versdo
2.01, Slice et al., 1994).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Eficiéncia agrondémica de estirpes selecionadas de bactérias que
nodulam o feijoeiro

A anilise de varidncia das caracteristicas de crescimento e da nodulagio
do feijoeiro (Tabela 3) revelou que apenas a eficiéncia relativa (Efr) foi
significativamente influenciada pelos tratamentos. Com base nos valores do

coeficiente de variagdo (CV), observa-se que a matéria seca de nédulos (MSN)

foi estimada com menor precisdo experimental que as demais.

TABELA 3 Resumo da andlise de varidncia (quadrados médios) do nimero de
nédulos por planta (NN), matéria seca dos nédulos (MSN), matéria
seca da parte aérea (MSPA), eficiéncia relativa (Efr %), nitrogénio
na parte aérea (NPA) e aciimulo de N na parte aérea (ANPA) do
feijoeiro cv. Pérola no ensaio 1. Formiga, MG.

Quadrados médios

FV GL NN MSN  MSPA Efr NPA _ ANPA
Tratamento 5 5,14 0,71 1155,08 725,10 047 281
Bloco 5 19,11 0,15 161,23 200,23 0,38 1,15
Erro 25 11,15 0,50 604,00 260,70 0,24 0,83
CV(%) 19,52 32,60 2322 20,22 14,7 25,63

Os valores médios das caracteristicas avaliadas sdo apresentados na
Tabela 4, em fungio dos tratamentos empregados. O nimero de nédulos (NN)
variou de 16,48 a 18,95 nédulos por planta, mostrando, portanto pequena
variagdo (Tabela 4) e evidenciando que todas as estirpes empregadas mostraram-

se equivalentes e ndo diferiram das testemunhas (com e sem N mineral).
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A nodulagdo verificada na testemunha sem N mineral indica que o N
mineral adicionado a testemunha nitrogenada (TN) (40kg ha™' na semeadura e
40kg ha™ em cobertura) néo foi suficiente para reduzir a nodulagio (Tabela 4).

Os valores da matéria seca dos nédulos (MSN) foram, de certa maneira,
proporcionais aos do niimero de nédulos (NN), confirmando que o desempenho
das estirpes selecionadas (UFLA 02-100, UFLA 02-127 e UFLA 02-86) foi
equivalente ao da estirpe referéncia BR322 e.das estirpes nativas (na testemunha
sem N). Da mesma forma, a testemunha com N mineral ndo apresentou redugio
significativa no peso seco dos nédulos.

As fotos da figura 1 (A e B) mostram uma visdo geral dos ensaios 1 ¢ 2,
aos 25 dias ap6s germinagdo época da aplicagdo da uréia em cobertura no ensaio

1 e aplicagdo foliar de Mo no ensaio 2.
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FIGURA 1 A-ensaio 1 (25 dias apos germinacio)

FIGURA 1 B- ensaio 2 (25 dias apds germinagio)




TABELA 4 Valores médios do mimero de nédulos por planta (NN), matéria
seca dos nédulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA),
eficiéncia relativa (Efr%), teor de nitrogé€nio na parte aérea
(NPA), aciimulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA), em fungdo
das fontes de nitrogénio sobre o feijoeiro, cv. Pérola, no ensaio 1.

FormigaMG

Fontes de N NN* MSN MSPA Efr(%) NPA ANPA
(mgpl™) (mgpl") (%) (%) (mgpl")

UFLAO2-100 16,80 2,20 93,91 72,30b 3,27 3,04b
UFLA02-127 16,84 2,46 93,23 71,276 3,36 3,21b
UFLA 02-86 18,95 2,66 109,20 74,676 2,91 3,07b

BR 322 17,01 2,02 110,26 84,80b 3,38 3,80b
TeN 1648 1,70 129,88 100,00a* 3,70 4,85%a
TsN 16,53 2,00 98,60 7591b 3,63 3,61b
Médias 17,01 2,16 105,84 81.50 3,38 3,60

Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo segundo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

* Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade

“Dados transformados Yx+1

Com relagdo a matéria seca da parte aérea, verifica-se, na Tabela 4, que os
valores observados nos tratamentos inoculados e testemunha sem N mineral
variaram de 93,23 a 110,26, mostrando pequena variagdo. O vnico tratamento
que apresentou certa tendéncia em proporcionar maior crescimento da parte
aérea foi a testemunha com N mineral, embora sem diferenca significativa em
relagéo aos demais tratamentos. Como a testemunha sem N mineral apresentou
crescimento da parte aérea que ndo diferiu dos demais tratamentos, depreende-se
que a populagio nativa de rizébios foi tdo eficiente quanto as estirpes
inoculadas. Este fato € confirmado pelos valores da eficiéncia relativa, j4 que, a

excegdo da testemunha com N mineral (Efr=100%), todos os demais tratamentos
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apresentaram eficiéncia entre 71,27% e 84,89%. Os dados relativos ao teor de N
na parte aérea da planta ndo demonstraram diferencas significativas entre os
tratamentos. O nitrogénio acumulado na parte aérea diferiu entre os tratamentos
ficando a testemunha nitrogenada (TN) num grupo diferente dos demais
tratamentos. |

Um resumo da anélise de varidncia das caracteristicas agronémicas do
feijoeiro (estande inicial e final e rendimento de grdos) e do teor e actimulo deN

nos graos sio apresentado na Tabela 5.

TABELA 5 Resumo da anélise de varidncia (quadrados médios) dos estandes
inicial (Ei) e final (Ef), rendimento de graos (RG), teor (NG) e
acimulo de N nos grios (ANG) do feijoeiro cv. Pérola, no ensaio ]

Formiga MG.
Quadrados Médios
FV GL Ei Ef RG NG ANG
Tratamento 5 5564 2660 863162 0,26 760,71
Blocos 5 10049 7810 410249 0,05 202,68
Erro 25 5598 3674 352564 0,10 563,83
CV(%) 15,39 15,75 13,03 10,39 16,18

O estande inicial variou de 308 a 362 mil plantas por hectare, resultando
em estandes finais da ordem de 246 a 274 mil plantas por hectare, com média
geral de 250 mil plantas por hectare (Tabela 6), o que equivale a pouco mais de
12 plantas por metro, considerada densidade ideal para o feijoeiro. Estes valores
ndo apresentam diferengas significativas, donde se pode concluir que diferentes
rendimentos de grios ndo poderdo ser atribuidos a diferengas na populagao de

plantas.
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Quanto ao rendimento dos grdos, verifica-se, na Tabela 6, que o
rendimento médio do ensaio foi superior a 3 toneladas de grdos por hectare,
bastante superior 3 média nacional, que ¢ de 826kg ha' (CONAB, 2004).
Observa-se ainda na Tabela 6 que duas estirpes selecionadas (UFLA 02-100 e
UFLA 02-127) e a estirpe BR 3227, proporcionaram rendimento de grios que
nao diferiram significativamente da testemunha com N na dose total de 80kg por
hectare (40kg na semeadura e 40kg em cobertura). Com base neste resultado,
qualquer das trés estirpes poderd ser utilizada com economia do feitilizante
nitrogenado.

Ainda relacionado 2 Tabela 6, a estipe UFLA 02-86 foi a que
proporcionou menor rendimento, compardvel ao da testemunha sem N mineral.
E interessante observar que estes resultados ndo guardam qualquer relagdo com
os resultados obtidos neste ensaio com a nodulagio e crescimento da parte aérea
do feijoeiro. Com relagdo as estirpes UFLA 02-100 e UFLA 02-127, os
resultados do presente estudo se assemelham aos obtidos por Soares (2004), a;‘,
quais apresentaram produtividade semelhante 2 da estirpe referéncia BR 3227, e

a testemunha que recebeu N mineral (TcN).
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TABELA 6. Valores médios do estande inicial (Ei), estande final (Ef),
rendimento de grios (RG) teor de N nos grdos (NG) e actimulo de
nitrogénio nos grios (ANG), em fungio das fontes de nitrogénio
sobre a cv Pérola, no ensaio 1. Formiga, MG.

Fontes de N Ei Ef RG ** NG ANG
(mil pl.ha”) (mil plha) (Kgha') (%) (Kg ha™)
UFLA 02-100 315 246 3267**a 3,18*a 154,23
UFLA 02-127 317 263 3097+*a 2,86b 140,59
UFLA 02-86 308 246 2787b  322*a 143,30
BR 322 312 246 3208a  2,83b 14554
TeN 362 264 33632 3,36*a 164,47
TsN 330 274 2696b  3,04b 132,16
Médias 324 256 3069 3,08 145,05

Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo,
segundo o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

*Significativo pelo teste de F ao nivel de 5% de probabilidade

**Sjgnificativo pelo teste de F ao nivel de 6% de probabilidade

Quanto ao teor de N os tratamentos com as estirpes UFLA 02-100,
UFLA 02-86 e a testemunha nitrogenada (TN) diferiram significativamente dos
demais tratamentos, € com relagio ao acimulo de N nos grdos, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos.

Hungria et al. (2000), estudando a eficiéncia e competitividade de novos
isolados de rizébios para o Brasil, obtiveram rendimentos de graos variando
entre 750 a 3.519kg ha”, tendo também uma resposta positiva em fungdo da
inoculagdo de novas estirpes, algumas destas proporcionando rendimentos de
grios semelhante 2 estirpe referéncia BR 3227 e ao controle com N mineral,
como neste trabalho.

Mostasso et al. (2001), estudando a selegdo de estirpes para feijao em
cerrados brasileiros, obtiveram rendimento de gros entre 1.612 e 2.600kg ha”,
valores estes que também ndo diferiram significativamente entre os tratamentos.
Estas diferengas de resultados podem ser atribuidas a fatores tais como solo,

adubagio e época de semeadura, dentre outros.
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4.2 Efeito da aplicacdio foliar do Mo no feijao inoculado com a estirpe
UFLA 02-100

A andlise de varidncia das caracteristicas de crescimento e de nodulagao
das plantas, bem como do teor e aciimulo de N na parte aérea da leguminosa e a
eficiéncia relativa (Efr), € apresentada na Tabela 7. Da mesma forma que no
ensaio 1, verifica-se que a eficiéncia relativa foi a tnica caracteristica
influenciada significativamente pelos tratamentos. As caracteristicas NN, Efr e
NPA foram estimadas com maior precisdo experimental, com relagdo as outras
varidveis, fato este observado com base nos valores do coeficiente de variagao
(CV) (Tabela 7).

TABELA 7. Resumo da anélise de variancia (quadrados médios) do niimero de
nédulos por planta (NN), matéria seca dos nédulos (MSN),
matéria seca da parte aérea (MSPA), eficiéncia relativa (Efr%),
nitrogénio na parte aérea (NPA) e acimulo de N na parte aérea
(ANPA) do feijoeiro cv. Pérola, no ensaio 2. Formiga-MG.

Quadrados médios
FvV GL NN MSN MSPA Efr NPA ANPA
Tratamentos 3 11,70 0,56  1545,84 1026,81* 0,67 3,41
Blocos 5 1201 042 74790 77,40 050 1,32
Erro 15 1049 045 50527 197,89 023 161

CV(%) 18,72 3231 20,76 16,56 14,24 33,12

Os valores médios dessas caracteristicas encontram-se na Tabela 8, em

fungdo dos tratamentos empregados.

Com relagdo ao mimero de nédulos (NN) observa-se uma variagéo de

16,48 a 19,38 mostrando pouca variagio e equivaléncia nas estirpes empregadas
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e que nio houve diferenca significativa das testemunhas. O s valores da matéria
seca dos nédulos (MSN) foram proporcionais ao nimero de nédulos (NN).
Quanto 2 matéria seca da parte aérea, os valores variaram entre 93,90 e 129,88,
também com pouca variag@o (Tabela 8). Os tratamentos TcN e UFLA 02-100Mo
apresentaram certa tendéncia em proporcionar maior crescimento da parte aérea,
embora ndo tenham se diferenciado significativamente dos demais tratamentos.
O valor da eficiéncia relativa do tratamento com inoculagio e molibdénio
(91,67%) mostra claramente a influéncia do micronutriente no crescimento da
planta do feijdo, ja4 que, excetuando-se a testemunha com N mineral (Efr=
100%), os demais tratamentos apresentaram eficiéncia significativamente
inferior (Tabela 8). Os dados relativos ao teor e acimulo de N na parte aérea ndao
mostraram varia¢ao significativa entre os tratamentos.

Trabalhos anteriores a esse demonstram boa resposta do feijoeiro a
aplicagdo do Mo, entre eles, os de Barbosa Filho et al. (1979), Amane et al.
(1994), Vieira (1994), Alvarenga (1995) e Berger et al. (1996), dentre outros.

Resultado similar a este foi também observado por Andrade et al.,
(1998), em estudos sobre a influéncia do nitrogénio, rizébio e molibdénio sobre
o crescimento, nodulagdo radicular e teores de nutrientes no feijoeiro.

Os resultados médios das caracteristicas avaliadas encontram-se na

Tabela 8.
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TABELA 8 Valores médios do nimero de nédulos (NN), matéria seca dos
nédulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA), eficiéncia
relativa (Efr%), nitrogénio na parte aérea (NPA) e acimulo de N
na parte aérea (ANPA), em fungdo das fontes de nitrogénio sobre
o feijoeiro cv. Pérola no ensaio 2. Formiga, MG.

F.de NN** MSN MSPA Efr NPA ANPA

Nitrogénio (mgpl") (mgpl)) (%) (%) (mgpl")

UFLA 02-100 16,80 2,19 93,90 72,290 3,27 3,04
UFLA 02-100Mo 19,38 241 110,75 91,67 a 298 3,81
TcN 16,48 1,69 129,88 100,00¥a 3,70 4,85
TsN 16,53 1,99 98,60 75,92b 3,63 3,61
Médias 17,29 2,07 108,28 84,97 3,40 3,83

Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo,
segundo o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. .

* Significativo pelo teste de F ao nivel de 5% de probabilidade

**Dados transformados V x+1.

Um resumo da andlise de varidncia das caracteristicas agrondmicas do
feijoeiro (estandes inicial e final e rendimento de grios) e do teor € acimulo de
N nos grios € apresentado na Tabela 9. A precisdo experimental, avaliada pelo
coeficiente de variagdio (CV%), indicou maior precisdo na estimativa do
rendimento de grios e estandes do que das demais caracteristicas analisadas
(Tabela 9)
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TABELA 9 Resumo da anélise de varidncia (quadrados médios) dos estandes
inicial e final, rendimento de gréos e teor e acimulo de N nos
grios do feijoeiro cv. Pérola no ensaio 2. Formiga,MG.

Quadrados médios
FV GL El EF RG NG ANG
Tratamentos 3 610548  2624,11 1068282,54 0,16 1473,50
Blocos 5 891594 1501,86  518887,60 0,20 355,48
Erro 15 2531,98  1404,51  528028,24 0,09 638,70
CV(%) 10,09 9,69 14,98 9,62 16,38

Os valores médios das caracteristicas avaliadas sdo apresentados na

Tabela 10, em fungio dos tratamentos empregados.

TABELA 10 Valores médios do estande inicial (Ei), estande final (Ef)
rendimento de grios (RG) teor de nitrogénio nos graos (%) (NG) e
acimulo de nitrogénio nos grios (ANG), em fungio das fontes de
nitrogénio sobre o feijoeiro cv. Pérola no ensaio 2. Formiga MG.

Fontes de N Ei Ef RG NG ANG
(mil pl ha' ) ( mil pl ha!) Kg ha' (%)

UFLA 02-100 314 245 3267 3,18 134,23

UFLA 02-100Mo 322 246 3242 3,40 166,27

TcN 329 264 3363 3,36 164,47

TsN 362 279 2696 3,04 132,16

Médias 331 258 3142 3,25 149,28

Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem a0 mesmo grupo,
segundo o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

O estande inicial variou de 314 a 362 mil plantas por hectare, resultando
em estandes finais da ordem de 245 a 279 mil plantas por hectare, com média
geral de 258 mil plantas por hectare (Tabela 10), o que equivale a pouco mais de
12 plantas por metro, considerada densidade ideal para o feijoeiro. Estes valores
ndo apresentaram diferengas significativas, donde se pode concluir que eventuais

diferéngas no rendimento de gréos ndo poderdo ser atribuidas a diferengas na
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populagao de plantas. Trabalhos anteriores a esse demonstraram boa resposta do
feijoeiro a aplicagdo do Mo (Barbosa Filho et al., 1979; Amane et al., 1994;
Vieira,1994; Alvarenga, 1995; e Berger, et al. 1996). O teor de N na testemunha
sem N mineral (TsN), quando comparado ao teor de N no tratamento inoculado
e com Mo (UFLA 02-100Mo), assumiu um valor ndo esperado, de maior
magnitude. Este resultado se manifesta também no acimulo de N nos grdos
(ANG), (Tabelal).

O rendimento de grdos verificado na Tabela 10, mostra rendimento
médio superior a 3 toneladas de gridos por hectare, também como no ensaio 1
muito superior & média nacional, que € de 826Kg ha™' (CONAB, 2004). Ainda na
Tabela 10, observa-se que o tratamento que recebeu inoculagdo e aplicagdo
foliar de Mo (UFLA 02-100Mo) ndo proporcionou aumento no rendimento de
graos quando comparado ao tratamento com inoculag@o e sem adigdo de Mo
(UFLA 02-100). Quanto ao teor e acimulo de N nos graos, ndo houve diferenca

significativa entre os tratamentos.

4.3 Caracterizagio cultural dos isolados natives

Foi obtido um total de 100 isolados dos nédulos das raizes das plantas
de feijoeiro que ndo receberam inoculagdo: 50 nédulos das testemunhas sem N
mineral e 50 nédulos das testemunhas com N mineral. Estes isolados foram
caracterizados culturalmente, submetidos a teste de eficiéncia relativa, em
frascos em casa de vegetagio do laboratério de Microbiologia do Solo da UFLA
e submetidos 2 andlise de proteinas totais por SDS-PAGE.

Os 100 isolados obtidos dos nédulos das plantas de feijoeiro, e as
estirpes testadas no experimento, foram agrupados segundo suas caracteristicas
culturais. Os grupos foram formados por similaridade e foram separados de
acordo com a origem dos isolados em: FN isolados de nédulos da raiz da planta

testemunha sem inoculag@o e com N mineral (TcN) e FT isolados de nédulos da
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raiz da planta testemunha sem inoculagdo ¢ sem N mineral (TsN) (Tabelas 11 e
12).

TABELA 11 Agrupamento e mimero de isolados de nédulos do feijoeiro sem N
mineral (TsN) (FT), de acordo com suas caracteristicas culturais.

Caracteristicas culturais isolados de TsN (FT)

Grupos |1 2 3 4 5 6 7 8 9 NI
1 R 1a2 acido circ. lisa abundante gomosa amarela N 1
2 R >2 4cido circ. lisa abundante gomosa creme N 3
3 R >2 f4cido circ. lisa abundante gomosa creme N 2
4 R >2 4cido circ lisa abundante gomosa amarela S 35
5 R >2 neutro circ. lisa abundante gomosa creme N 3
6 R >2 4cido circ. lisaabundante gomosa amarela S 6

Caracteristicas culturais: 1= tempo de crescimento (MR) muito répido- 1 dia,
(R) rapido- 2 a 3 dias, () intermedidrio- 4 a 5 dias, (L) lento- 6 a 10 dias, (ML)
muito lento — mais de 10 dias; 2 = didmetro da col6nia em mm; 3 = modificagio
do p H do meio (4cido, bésico); 4 = forma da coldnia (puntiforme, circular,
irregular); 5= superficie da coldnia (lisa, rugosa, papilada); 6 = produgdo de
muco( escassa, pouca, moderada, abundante); 7= consisténcia (seca, aquosa,
gomosa, viscosa, butirica); 8 =coloragdio (amarela, creme, incolor, branca, rosa);
9 = absorgdo do indicador (sim (S) ou ndo (N); N/1= mimero de isolados.
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TABELA 12 Agrupamento e niimero de isolados de nédulos do feijoeiro com N
mineral (TcN) (FN) de acordo com suas caracteristicas culturais.

Caracteristicas culturais isolados de TcN (FN)

Grupos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 NI
1 R 1a2 neutro circ. lisa abundante gomosa branca N 3
2 R >2 4cido circ. lisa abundante gomosa branca N 9
3 R >2  4cido circ. lisa abundante gomosa branca S 8
4 R >2 4cido circ lisa abundante gomosa amarela S 6
5 R >2 4cido circ. lisa abundante gomosa amarela N 8
6 R >2 4cido circ. lisa abundante gomosa amarela N 11

7 R >2  4cido circ. lisaabundante gomosa creme S 35

Caracteristicas culturais: 1= tempo de crescimento (MR) muito rédpido- 1 dia,
(R) rdpido- 2 a 3 dias, ( I) intermedidrio- 4 a 5 dias, (L) lento- 6 a 10 dias, (ML)
muito lento — mais de 10 dias; 2 = didmetro da colénia em mm; 3 = modificacdo
do p H do meio (4cido, bésico); 4 = forma da col6nia (puntiforme, circular,
irregular); 5= superficie da colénia (lisa, rugosa, papilada); 6 = producdo de
muco( escassa, pouca, moderada, abundante); 7= consisténcia (seca, aquosa,
gomosa, viscosa, butirica); 8 =coloragio (amarela, creme, incolor, branca, rosa);
9 = absorgao do indicador (sim (S) ou ndo (N)); N/I = mimero de isolados.

4.4 Anslise de proteinas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) dos isolados obtidos.

Os isolados de plantas de feijoeiro que ndo receberam N mineral (FT), e
os isolados das plantas de feijoeiro que receberam N mineral (FN) que
apresentaram perfil protéico formaram 5 grupos, a 80% de similaridade,
conforme as Tabelas 13 e 14. Os dendrogramas de similaridade, obtidos a partir
dos perfis eletroforéticos das estirpes, podem ser visualizados nas figuras 2
(TsN) e 3 (TcN) e os perfis de proteina total destes isolados encontram-se nas
Figuras 4 (TsN) e 5 (TcN).
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TABELA 13 Grupos formados pela eletroforese de SDS-PAGE dos isolados de
plantas de feijoeiro que néo receberam N mineral (FT).

Grupos Isolados
Grupo 1 1,12e 17
Grupo 2 . 15 isolados (3, 8, 10, 11, 13,
14, 15, 23, 25, 30, 32, 36, 46,
48, 49), UFLA 02-86
Grupo 3 16 isolados (2, 21, 26, 27, 28,
29, 31, 34, 35, 37, 39, 40, 41,
45, 47, 50); UFLA 02-68.
Grupo 4 4,5,9,43,44, BR 322
Grupo 5 16, 22, 33, 38.
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FIGURA 2 Dendrograma de similaridade construido de acordo com as
caracteristicas dos isolados de plantas de feijoeiro que ndo
receberam N mineral (TsN), e as estirpes usadas neste ensaio
(UFLA 02-100, UFLA 02-127, UFLA02-86 € BR 322) e também
as estirpes Tipo (UFLA 02-68, BR 10026, BR 7411, BR 7801, BR
5410, BR 29, BR 111).
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FIGURA 4 Perfis de proteina celular total das estirpes isoladas das plantas TsN
(FT) da drea em estudo, das estirpes referéncia e das estirpes Tipo
obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

O grupo 1, na Tabela 14, foi formado por 3 isolados. O grupo 2 foi
formado por 15 isolados e conteve a estirpe de rizébio UFLA02-86, usada no
ensaio. O grupo 3 foi formado por 16 isolados e conteve a estirpe UFLA 02-68.
O grupo 4 foi formado por 5 isolados e conteve a estirpe Br 3227. O grupo 5 foi
formado por 4 isolados. As estirpes usadas como referéncia nao se agruparam, a

80% de similaridade, com os demais isolados nativos da 4rea em estudo, (Tabela
14).
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TABELA 14 Grupos formados pela eletroforese de SDS-PAGE dos isolados de
plantas de feijoeiro que receberam N mineral (FN).

Grupo Isolados
Grupo 1 5 isolados (51, 677, 75,
86, 88B), 55, 58.
Grupo 2 2 isolados (64, 89), 76,
85.
Grupo 3 4 isolados (87, 88", 90,
92), 88, 98.
16 isolados (59, 63, 65,
66, 68, 69, 71,72, 77, 78,
Grupo 4 82, 83, 84, 94, 95, 96),
61,60,79, 81 e BR 322.
g Grupo 5 2 isolados (62,100), 99.
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FIGURA 3 Dendrograma de similaridade construido de acordo com as
caracteristicas dos isolados de plantas de feijoeiro que receberam
N mineral (TcN) e as estirpes usadas neste ensaio (UFLA 02-100,
UFLA 02-127, UFLA02-86 ¢ BR 322) e também as estirpes Tipo
(UFLA 02-68, BR 10026, BR 7411, BR 7801, BR 5410, BR 29,
BR 111).
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FIGURA 4 Perfis de proteina celular total das estirpes isoladas das plantas TcN
(FN) da drea em estudo, e das estirpes referéncia e das estirpes Tipo
obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

O grupo 1,(Tabela 15) foi formado por 7 isolados, o grupo 2 foi formado
por 4 isolados, o grupo 3 foi formado por 6 isolados, o grupo 4 foi formado por
20 isolados e conteve a estirpe referéncia BR 322" referéncia recomendada para
produgdo de inoculante comercial para feijdo, e finalmente, o. grupo 5 foi
formado por 3 isolados. As outras estirpes ndo se agruparam, a 80% de

similaridade, com os demais isolados nativos da drea em estudo.
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4.4 Ensaio na casa de vegetacio: Densidade e eficiéncia da populagio de
rizébios nativos que nodularam o feijoeiro na area do experimento.

Um resumo da andlise de varidncia das caracteristicas do experimento de
casa de vegetagdo, como massa seca da parte aérea (MSPA) e eficiéncia relativa
(Efr%), referentes ao experimento com frascos em funcdo das diluicdes
utilizadas (10" a 10°), € apresentado na Tabela 15. A figura 6 mostra ensaio em

casa de vegetacdo no Laboratério de Microbiologia do Solo - UFLA.

TABELA 15 Resumo da anilise de variancia (quadrados médios) da massa seca
da parte aérea (MSPA) e eficiéncia relativa (Efr%) em funcao das
dilui¢des seriadas decimais (10" a 10®) do experimento com
frascos em casa de vegetagao.

Quadrados médios

FV GL MSPA Efr (%)
Frascos 8 0,02* 1892,99*
Repetigdo 2 0,00 10,58
Erro 16 0,00 167,84
CV(%) 31,09 19,74

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.




FIGURA 6 Ensaio em casa de vegetagido - DCS-UFLA

Os dados sobre a presenga (+) ou auséncia (-) de nddulos, matéria seca
da parte aérea (MSPA) ¢ eficiéncia relativa (Efr%), em fungdo das diluicdes
utilizadas (10'l a 10), nas plantas inoculadas com suspensdes de solo, e das

testemunhas com N mineral e sem N mineral, encontram-se na Tabela 14.
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TABELA 16 Ocorréncia de nédulos (+) (-), valores médios da matéria seca da
parte aérea (MSPA) ¢ eficiéncia relativa (Efr%) referentes ao
experimento com frascos em fungdo das diluigdes utilizadas (10!
a 10°%), e das testemunhas com (TcN) e sem N mineral (TsN).

Tratamentos Nodulagdo MSPA (g.planta™) Efr (%)
RI R2 R3
Diluigdo 107 + o+ o+ 0,21a 60,00a °
Diluigdio 102 -+ + 0,12b 34,292’
Diluigio 10’ + o+ o+ 0,31a 88,57a°
Diluiggo 10” + o+ - 0,25a 71,43a°
Diluigdo 10° + 4+ - 0,24a 68,57a
Diluigdo 10 -+ o+ 0,27a 77,14a?
TeN L 0,35a 100,00a *
TsN o 0,21a 60,00a°
CV% 19,74 31,09

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra pertencem ao mesmo grupo,
segundo o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Presenga de nédulos (+), auséncia de nédulos (-), matéria seca da parte aérea
(MSPA), eficiéncia relativa (Efr%), R=repeticdo.

A partir deste experimento, foi possivel inferir que a area onde foi
realizado o ensaio possui uma populagéo de rizébio nativos de 781 células por
grama de solo. Valores semelhantes foram encontrados em solos cultivados
com feijoeiro no municipio de Perddes, MG (Soares, 2004), no municipio de
Theobroma, RO (Pereira, 2000) e em solos da regido Centro-Oeste do estado de
Minas Gerais (Vale, 2005).

As testemunhas ndo apresentaram nodulos em suas raizes, portanto, ndo
houve contaminagédo do experimento.

A ocorréncia de espécies de rizobio que nodulam o feijoeiro é
demonstrada por outros autores como sendo varidvel para cada tipo de solo ou
regido estudada. Andrade et al. (2000) verificaram maior ocorréncia de

Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoli, em relagio ao Rhizobium tropici, em
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solos que ndo receberam calagem e, portanto, com valores menores de pH.
Mhandi et al.(2002), obtiveram isolados de feijoeiro em solos da Tunisia, sendo
1/3 classificado como R. gallicum, 1/3 como sendo R.etli € R. leguminosarum e
o restante em outras espécies que nodulam o feijoeiro.

O resultado deste trabalho, com relagdo aos isolados de plantas que
receberam N mineral, assemelha-se aos encontrados por Mercante et al.; (1998)
e Hungria et al. (2000), pois, mostra a tendéncia de alguns isolados (20 dos 50,
estudados apresentarem caracteristicas de R. tropici. Entretanto, com relagio
aos isolados de plantas que ndo receberam N mineral, observa-se uma certa
tendéncia de alguns isolados (16 dos 50) em apresentar caracteristicas da estirpe
UFLA 02-68.
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5 CONCLUSOES

A inoculagdo com as estirpes UFLA 02-100 e UFLA 02-127 contribuiu
de forma significativa para o aumento de rendimento de grdos no feijoeiro,
podendo desta maneira serem utilizadas com economia do fertilizante
nitrogenado.

A populagdo nativa apresentou diversidade fenotipica cultural e de
padr3es protéicas.

Cerca da metade dos isolados ndo foi similar as estirpes de espécies

conhecidas.

Com relag3o aos perfis protéicos, 20 dos cingiienta isolados das plantas
que receberam N mineral se agrupam a 80% de similaridade com a estirpe tipo
de Rhizobium tropici BR322" , 16 dos cingiienta isolados de plantas que ndo
receberam N mineral se agruparam a 80% de similaridade com a estirpe UFLA
02-68 e 15 dos cingiienta isolados de plantas que ndo receberam N mineral se

agruparam a 80% de similaridade com a estirpe UFLA 02-86.
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ANEXO 1

Solucio de Jensen Modificada

K,HPO, (0,12 mol L") 10 mL*
MgSO,7H;0 (0,081 mol L™') + NaCl (0,34 mol L 10 mL*
CaHPO, (0,035 moi L") 10 mL*
FeCls;.6H,0 (0,0,35 mol L™") 10 mL*
** Solucdo de micronutrientes I mL*
Agua destilada 1000 mL
pH = 6,7; ajustar com NaOH

Solugdo estoque

* Volume retirado da solugio estogue para o preparo de 1 litro da solugéo de
Jensen modificada
** Solucio de micronutrientes para 1 litro de dgua

H3B03 2,86 g
MnSO,.4H;0 2,03 g
CuS0,4.5H,0 008¢g
Na;M00,.4H,0O 009¢g
CoCl, 0,03¢g

Meios de cultura, tampdes e solugdes de revelagdo.

Meio YMA

10 g de manitol ou sacarose Completar para 1.000 ml com 4gua
destilada.

1ml sol. K2 HPO4 (10%)
pH 6,82 7,0.

4 ml sol. KH2PO4 (10%)
2 ml sol. MgSO4 7(H20) (10%)
1 ml sol. NaCl (10%)

100 ml de extrato de levedura ou 0,4 gr
de extrato de levedura em pé.

Meio sélido: 15g da 4gar.
Meio semi-sélido: 1,75 gr de Agar.




Sml sol. A 0-,5% em 0,2 N de KOH de
azul de bromotimol

Meio de cultura TY Observacao

Tryptona 5g  Solugdo CaCl, (autoclavar em
Extrato de levedura 0,75g frasco individual) 20g CaCl, .2
KH,PO, 0454g  H,0em 100mL H,0. No
Na,HPO,. 7 H,O 1,79¢  momento da inoculagido,

H,O destilada  completar para 1000mL acrescentar 0,25mL para cada
pH 6,8-7,8 S0ml de meio de cultura (TY)
Tampéo de lavagem das células

(NaPBS)

Na,HPO,. 12H,0 0,2M 40,5ml

NaH,PO;. 2H,0 0,2M 9,5ml

NaCl 80¢g

H,O bidestilada  completar para 1000mL

pH 7,3 Estocar a 4°C

Tampéo de tratamento da amostra (TTA) Observacio:
Mercaptoetanol SmL (0,75 g Tris + 50 mL de 4gua
Glicerol 10mL  destilada + 3,45mL 1,72 N
Tris-HCL 0,75g  HCl ajuste o pH para 6,8).
H,0 bidestilada completar para 100mL Depois de adicionar o

pH 6,8 Estocara~18°C  ™mercaptoetanol + 10 mL de

glicerol e ajuste para 100 mL

A - Tampéo do gel de separagio B - Tampdo gel de empilhamento

Tris (1,5M) 18,15g Tris base (0,5M) 60g
H,O completar para 100 mL H,0O completar para 100 mL
pH 8,8 Estocara4°C pH 6,8 Estocar a 4°C
Observagoes:
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A- Pesar o Tris e adicionar 50mL de 4gua bidestilada + 24,2 mL de HC1 1,72 N.
Elevar o pH para 8,8e completar o volume restante com dgua bidestilada.
B- Pesar o Tris e adicionar S50mL de dgua bidestilada + 29 mL de HCI 1,72 N.
Elevar o pH para 6,8 e completar o volume restante com 4gua bidestilada

Solucdo estoque de SDS (10%

Solucdo estoque APS (10%

10g SDS 100ml H,0 destilada 0,1g APS 1ml H,0 destilada
Gel de separagio ( para 1 gel) Gel de concentracdo ( para 1 gel)
H,0 bidestilada 5,6mL_ H0 bidestila GmL
Bis acrilamida . 12,5mL  Bis acrilamida 1,34 mL
Tris-HCI 1,5M pH:8,8 7,5mL Tris-HCI 1,5M pH:8,8 25mL
SDS (10%) 300uL  SDS (10%) 100uL
APS (10%) 15uL  APS (10%) S0pL
TEMED iouL  TEMED SuL

(pH da solugio de APS recém-preparada (fresca 1 hora, no méaximo) deve estar

entre 5-6).

Tampao de corrida (Tampao Tris-Glicina)

Tris

Glicina

SDS

H,0 bidestilada

12,0g

57,5¢
4g
completar para 4000mL

pH 8,592 19°C. (Preparar minutos antes de comegar a eletroforese)

Solu¢io de monémeros

Observagao

Acrilamida

Bis-acrilamida

29,2g Imediatamente ap6s dissolver os
0,8¢g

compostos em 4dgua (processos
endotérmico) o volume € ajustado e

H,O bidestilada completar para 100 a solugdo deverd sempre permanecer

mL. Filtrar e armazenas a 4° C.

gelada.

Solucdio estoque de SDS (20%)
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20g de SDS e completar o volume para 100mL com dgua destilada.Estocar a
temperatura ambiente (nao colocar na geladeira)

Volumes de STB e SDS para o preparo do extrato de célula (1/20 diluicao)

Peso de c€lulas imidas, emmg  STB (sem SDS),em  SDS 20%, em mL

mL
70 09 0,1

Revelacdo de proteinas totais

*Solucdo de coloracio *Solucao fixadora

Metanol 400mL  Metanol 450mL
Acido. acético 70mL  Acido. acético 100mL
Coomassie Blue R250 0,5g H,0 destilada 1000mL
H,O destilada 1000mL

*Solucio descolorante *Soluciio secante

Metanol 400mL  Metanol 650mL
Ac. acético 70mL  Glicerol SmL
H,O destilada 1000mL.  H,O destilada 1000mL
ANEXO 2

Protocolo para andlise de proteina total por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) de bactérias gram-negativas (protocolo utilizado do Laboratério de
Microbiologia da Universidade de Gent e no SMS - UFLA).

EXTRACAO DE PROTEINAS

1) Multiplique a bactéria em meio adequado para o cultivo da espécie sélido, a
28°C, para verificag@o de pureza.



2)

a) Repique coldnias isoladas para meio TY sélido (pode ser 4gar inclinado) duas
vezes sucessivas.

b) Inocule coldnias isoladas em meio TY liquido (50 mL), a 28°C (bactérias de
crescimento rdpido por 48h e as de crescimento lento por 72 h.), sob agitacdo
constante (120 rpm).

3) Centrifugue a 10.000 rpm por 10 min., a 4°C.

4) Descarte o sobrenadante

5) Lave as células por meio de ressuspenséo do “pellet” em 30mL de tampao
NaPBS e faca uma nova centrifugacgo.

6) Descarte sobrenadante e repita a lavagem por mais duas vezes.

7) Pese, para cada isolado, as células em tubos Eppendorf limpo. O peso dmido
das células deve ser de 70mg.

8) Adicione 0,9mL do tampdo de tratamento da amostra (STB sem SDS) e
misture com misturador tipo Vértex.

9) Adicione 0,lmL de uma solugdo SDS 20% (dodecil sulfato de sédio) e
misture com misturador do tipo Vértex.

10) Aquega a mistura a 95°C por 10-15 min, esfrie e centrifugue em uma
centrifuga Eppendorf (10000 rpm por 8 min)

11) Verta o sobrenadante (extrato de proteina) em dois tubos Eppendorf limpos.
A parte menor, para uso didrio, € armazenada a -20°C e a parte maior, para
armazenamento mais longo, a - 80°C por até trés anos.

Obs: entre os passos 9 e 10, a suspensdo bacteriana resfriada pode ser tratada por
ultra-som (sonda tipo agulha — 127mm, 4mm de didmetro), durante 5 segundos,
posigdo “low”, méximo de 50w.

PREPARACAO DO GEL DE SDS-PAGE NAS PLACAS (modificado de
Laemmli, 1970).

A) Preparagdo do gel de separagdo de 12%

1) Misture o seguinte em um frasco limpo.

H,0 (bidestilada) 13.4mL
1,5M TRIS-HCL, p H 8,8 (tampio gel de separag@o) 10ml
Bis-Acrilamida (solu¢do de mondmeros) ~ 16mL

2) Esquente a mistura acima a aproximadamente 19°C por aproximadamente 3
min.

3)Adicione o seguinte na mistura:

SDS 10% 0,4mL

TEMED 20l



S = - . - . <
e T i -

(NH4),S,05 10%(APS) 0.14M1
(p H da solucao de APS recém preparada (fresca 1 hora, no miximo) deve estar
entre 5¢e6.)

4) Misturar bem (agitando o frasco, erlenmeyer, que contem a solugao do gel) e
verta 28ml da solucio imediatamente entre as placas de vidro. O nivel de gel de
separacdo deve ser, aproximadamente, 12,6 cm da base.

5) Colocar o conjunto submerso em banho-maria a 19°C

6) Cubra com 2ml de isobutanol saturado com dgua para manter uma condigio
de anaerobiose e obter uma superficie plana.

7) Deixe polimerizar no banho-maria por 1h a 20°C. Apés 1 hora descarte o
isobutanol, lave a superficie do gel com bastante dgua bidestilada e cubra com
1,6 mL de tampao do gel de separagao (diluido 1:4) contendo 0,1% de SDS.

8) Proceder a polimerizacdao por 24 h (ou s6 durante a noite) em temperatura
ambiente (a 20°C).

B- Preparacdo do gel de empilhamento ( concentracdo) de 5%( uma hora antes
de carregar o gel.)

1) Descarte o liquido sobrenadante e lave com dgua bidestilada, remova o
excesso do liquido virando as placas de cabeca para baixo para escoar.

2) Misture o seguinte em frasco:

H-0 (bidestilada) 5,7mL
Bis-Acrilamida (30%T, 2.67%C) solucdo de monémeros 1,7 mL

3). Esquente a mistura até aproximadamente 19°C por aproximadamente 3 min.
em banho-maria
4) Adicione o seguinte na mistura:

SDS10% 0.1mL

TEMED 10 uL

Misturar bem com um bastao de vidro.

5) Antes de colocar a solucido do gel de empilhamento na superficie do gel de
separagdo, lave a superficie com alguns mL da solugdo do gel de empilhamento.
6) Aplique a solucao do gel de empilhamento (concentrag@o) em cima do gel de
separac@o polimerizado a temperatura ambiente.

7) Insira o pente entre as placas para formar de 15 ou 20 aberturas (pogos).

8) Deixe polimerizar a temperatura ambiente por, aproximadamente, 30 min.

9) Remova o pente e preencha as aberturas (pogos) com o tampao de
empilhamento (1:4) contendo 0,1% de SDS, apés e enxaguar 2x com &agua
bidestilada. Esperar 30 min.
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10). Aplique as amostras de proteina extraida, apos encher as aberturas (pogos)
com tampio de corrida preparado fresco, ap6s lavi-los duas vezes com a mesma
solucdo.

ELETROFORESE DE PROTEINA SOLUBILIZADA COM SDS

1) Marque as aberturas com nimeros desejados e aplique extrato de proteina em
cada uma das aberturas (pogos) usando uma micropipeta. O volume a ser
aplicado € em microlitros e depende da concentragao do extrato de proteina.

2) O volume final em cada pogo € ajustado a 15uL (com tampao de tratamento
de amostra contendo 0.001% azul de Bromofenol) (linha de corrida) No caso de
um extrato de proteina muito diluido, nao deve ser aplicado um maior volume.
Preencha os pogos com tampao de corrida.

1-Prenda o reservatério superior em cima das placas e remova a parte de
baixo (prenda bem os parafusos).

2-Imergir as placas dé gel na cuba cheia com tampao de corrida Tris
Glicina (ndo mais velho que 7 dias). Ligue o banho térmico a 15°C, verifique se
as mangueiras nao estdo dobradas.

3-Coloque vagarosamente tampdo de corrida (tris — glicina SDS) fresco
no reservatério superior e verifique se ndo ha vazamento

4- Ligue a corrente a 5,5 MA para cada placa( correspondente a 18
volts) e deixe correr a corrente constante, até€ que a linha de corrida aicance um
nivel de aproximadamente 9,5 cm do topo do gel de separagdo (
aproximadamente 12,6 cm; comprimento total do gel de separagio mais
empilhamento do gel (fundo de aberturas =14cm))

5-Desligue a corrente e tire as placas da cuba

6-Remova 0s grampos que seguram o gel, retire os espacadores e insira
uma espatula de plastico plana empurre para soltar as placas de vidro. Nunca use
um objeto de metal; lascard as placas de vidro. Retire o gel de empilhando deixe
permanecer gel de separagdo, faca a marca de inicio da aplicac@o das amostras e
coloque o gel na solugdo de coloragao.

7- Apbs 12 horas, retire o gel da solugio de coloragao e coloque na
solucdo de descoloragao (revelagdo). Troque a solugdo caso precise, quando as
bandas eletroforéticas estiverem nitidas e o resto do gel transparente passe para a
solucdo de fixagdo e armazene sob refrigeracao.

Quanto for secar o gel, se ele estiver com o tamanho adequado coloque-
o na solugdo secante por aproximadamente 1 hora. Em um bastidor coloque uma
folha de papel celofane umedecido em dgua destilada coloque o gel e coloque
outra folha de celofane formando um sanduiche. Feche o bastidor e estique o
papel e deixe secar. Caso o gel ndo esteja no tamanho adequado, deixe-o em
dgua destilada por meia hora antes de colocar na solugdo secante.
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