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RESUMO

SOARES, André Luis de Lima. Eficiéncia agronémica de rizébios selecionados
e diversidade de populagdes nativas que nodulam feijio e caupi em Perddes,
MG. 2004. 73p. Dissertagio (Mestrado em Solos ¢ Nutricio de Plantas) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*

O caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] e o feijo (Phaseolus vulgaris L.) sdo as
principais culturas da populagfio brasileia. A simbiose destas espécies
hospedeiras com bactérias fixadoras de nitrogénio (FBN) pode aumentar a
produgio substituindo os fertilizantes nitrogenados ¢ diminuindo os custos de
producdo. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia agronémica
de estirpes selecionadas de rizdbio comparadas as estirpes recomendadas: BR
2001 (caupi) e CIAT 899 (feijdo). A diversidade fenotipica da populagio nativa
de rizdbio foi avaliada de acordo com as caracteristicas culturais e por meio de
anlise de proteina total por elctroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
A inoculagdo, no campo, com as estirpes UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B (caupi) ¢
UFLA 02-100, UFLA 02-86 e UFLA 02-127 (feijio) aumentou a produgio de
grdos similar em ambos os tratamentos: O controle com 70 kg.ha" de N mineral e
estirpes considerando o controle sem inoculagiio € com nitrogénio mineral. Nio
houve relagdio entre grupos fenotipicos de perfil protéico total ¢ caracterizagdo
cultural celular. As populag3es nativas que nodulam caupi e feijdo nestes solos
sdo bem diversas e ndo incluiu estirpes similares as estirpes introduzidas como
inoculantes.

Oricntadora: Fatima Maria de Sousa Morcira



ABSTRACT

SOARES, André Luis de Lima. Agronomic efficiency of selected rhizobia
strains and diversity of native soil populations able to nodulate cowpea and
beans in Perddes,MG. 2004. 73p. Dissertation (Master Program in Soil and
Plant Nutrition) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

Cowpea (Vigna unguiculata L.) and beans (Phaseolus vulgaris L.) are the main
food crops of Brazilian populations. Symbiosis of these host species with nitrogen
fixing bacteria (NFB) can increase yields replacing nitrogen fertilizers and
decreasing yicld costs. The first aim of this work was to cvaluate the agronomic
efficiency of selected rhizobia strains compared to the recommended strains: BR
2001 (cowpea) and CIAT 899 (beans). Phenotypic diversity of rhizobia native
populations was evaluated by cultural characteristics and analysis of total protein
profiles by poliacrilamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Field inoculation
with strains UFLA 03-84 and INPA 03-11B (cowpea) and UFLA 02-100, UFLA
02-86 and UFLA 02-127 (beans) increased grain yields similar to both
treatments: the control with 70 kg.ha” N-urea and recommended strains regarding
to the control without inoculation and mineral nitrogen. There was no relationship
among phenotypic grouping by cultural characteristics and protein profiles.
Native populations nodulating cowpea and beans in this soil are quite diverse and
do not included strains similar to the strains introduced as inoculants

Guidance Committec: Fatima Maria dc Souza Morcira - UFLA (Major Profcssor)
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e o caupi [Vigna unguiculata (L.)
Walp.] sdo culturas de grande importincia no Brasil.

O feijdo ¢ um dos principais constituintes da dieta do brasileiro, por ser
uma excelente fonte protéica, além de possuir bom contetido de carboidratos ¢
ferro. E, ainda, um produto agricola de grande importincia econdmico-social
(Borém & Camciro, 1998). A produtividade média de feijdo no Brasil nos ultimos
trés anos foi pouco superior a 700 kg.ha™, enquanto que em outros paises como
Estados Unidos e China estas produtividades estdo em tomo de 1.200 ¢ 1.800
kg.ha", respectivamente (Faostat, 2003).

O cultivo de feijio no Brasil é caracterizado por dois sistemas
produtivos: lavouras menores que 100 ha, correspondendo a 71% da produgdo
nacional e com produtividade média de 525 kg.ha" ¢ lavouras maiores que 100
ha, que empregam tecnologia superior ¢ apresentam produtividade média de
1.440 kg.ha'. Nas primeiras, destaca-se a necessidade do desenvolvimento de
tecnologias de baixo custo, capazes de melhorar os niveis de produtividade dos
pequenos agnicultores (Strallioto, 2002).

Dentre as leguminosas cultivadas no Nordeste do Brasil, destaca-se¢ o
caupi, excelente fonte de proteina de baixo custo e alimento basico para a
populagdo, constituindo a principal cultura de subsisténcia no sertio semi-arido.
E também bastante cultivado nas regides tropicais dos continentes africano,
asiatico ¢ americano. Representa 20% de todos os feijoes produzidos no Brasil
(Borém & Camciro, 1998) e também apresenta baixos rendimentos médios, em
torno de 400 a 500 kg.ha™ (Lacerda, 2002).



De modo geral, a baixa produtividade média dessas culturas esta ligada
ao fato de serem, em boa parte, culturas de subsisténcia cujos produtores ndo
dispéem de recursos para utilizagdo de fertilizantes, normalmente necessarios.
Desse modo, é gerada uma cadeia de deficiéncias nutricionais que, associada a
suscetibilidade a pragas ¢ doencas, vem promovendo a estagna¢io da produgio
nos atuais patamares (Cassini & Franco, 1998).

Nesse sentido, a possibilidade da interagiio do feijio e do caupi com
bacténias fixadoras de nitrogénio atmosférico, vulgarmente denominadas de
rizobios, via utilizagdo de inoculantes ou via fixacdo biologica por rizébios
nativos do solo, pode ser uma alternativa para a substitui¢fio total ou parcial dos
adubos nitrogenados. Isso desde que o processo de fixagdo supra as culturas com
o nitrogénio necessario para o seu crescimento ¢ desenvolvimento, além de
diminuir os custos de produgio e economizar combustiveis fosseis para a
fabricagdo de fertilizantes nitrogenados.

A selecdo de novas estirpes, capazes de fixar quantidades significativas
de nitrogénio atmosférico quando em simbiose com o feijdo e caupi, tem sido
realizada por diversos orgdos de pesquisa na busca de pares simbiéticos mais
eficientes, capazes de melhorar os niveis de produtividade, principalmente dos
pequenos agricultores.

No entanto, estirpes selecionadas em laboratério e casa de vegetagio
podem ndio alcangar o maximo potencial de fixagdo no campo, devido, entre
outros fatores, 2 competi¢io com a populagio nativa estabelecida do solo e
adaptada as condiges ambientais locais. Por csta razdo, reveste-se da maior
importincia o estudo de densidade e diversidade da populagio de rizdbios nativos
(Pereira, 2000).

Neste trabalho avaliou-se, no campo, a cficiéncia de estirpes de rizobio

previamente selecionadas em simbiose com o feijdo € o caupi, bem como a sua



comparacdo com estirpes recomendadas para a produgdo de inoculantes
comerciais para estas culturas. Também foi avaliada a diversidade fenotipica de

bactérias nativas que nodulam o feijdo e o caupi da area em estudo.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fixagio biolégica de nitrogénio no feijoeiro

Um dos fatores mais limitantes & produtividade do feijoeiro é a baixa
disponibilidade de nutrientes, sobretudo fosforo ¢ nitrogénio, nos solos agricolas.
A adigdo de nitrogénio na forma de fertilizantes é cara e, em muitos casos
ineficiente, principalmente devido as perdas do elemento causadas por praticas
culturais inadequadas (Aratjo, 1994).

Como muitas espécies leguminosas, o feijoeiro também é capaz de
estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, podendo
assim garantir parte de suas exigéncias cm nitrogénio por meio do processo de
fixagdo biologica.

Existe um descrédito cronico na capacidade de o feijoeiro fixar nitrogénio
atmosférico suficiente para expressar seu potencial produtivo quando em
associagdo com o rizdbio, recomendando-se indistintamente o uso de fertilizantes
para a cultura. Entretanto, resultados de pesquisa apontam que é possivel a
cultura do feijociro sc beneficiar, no campo, da fixagdo biolégica de nitrogénio
(Aratjo, 1994) e o grande desafio que se apresenta é conseguir um manejo
adequado dessa simbiose, visando aumentar a sua eficiéncia (Cassini & Franco,
1998).

A espécie de rizobio recomendada para a produgio de inoculantes para a
cultura do feijoeiro € a Rhizobium tropici (Martinez-Romero et al., 1991),
compreendendo as estirpes comerciais SEMIA 4077 (CIAT 899) e SEMIA 4080

(V3



(PRF 81). Esta cspécie é geneticamente mais cstavel e mais tolerante a estresses,
como temperaturas elevadas e acidez do meio, sendo mais adaptada as condigGes
de solos tropicais (Graham, 1992; Hungria et al., 2000).

Segundo Tsai et al. (1993), o feijoeiro é capaz de fixar de 20 a 60 kg ha™
de nitrogénio por ciclo cultural; entretanto, fatores ambientais e genéticos estdo
diretamente envolvidos no acumulo de nitrogénio na planta via fixa¢do biologica
(Hardarson & Danso, 1993; Percira et al, 1984). Pereira et al. (1989)
consideram que a fixagdo biologica do nitrogénio, quando eficiente, é dependente
tanto de gendtipos de feijoeiro, quanto de cstirpes eficientes.

Hungria et al. (2000), comparando a eficiéncia de novos isolados de
rizébio para o feijoeiro no estado do Parana, juntamente com estirpes de
Rhizobium tropici, verificaram que a inoculagio proporcionou acréscimo de até
900 kg ha" no rendimento de grios, em relagio ao controle sem inoculagdo e sem
adubagdo com N, € que a maioria dos rendimentos obtidos por meio da
inoculagdo foi semelhante ao controle que receben completa adubagdo mineral
nitrogenada. Do mesmo modo, Mostasso et al. (2001) também verificaram que no
feijoeiro, a inoculagdo de novas estirpes de rizdbio, isoladas no Distrito Federal,
proporcionou rendimentos semelhantes aos da testemunha que recebeu adubagio
mineral nitrogenada ¢ das estirpes referéncia de Rhizobium tropici (CIAT 899 e
PRF 81).

Utilizando as cultivares de feijdo Pérola ¢ Diamante Negro, em ensaio de
campo no estado do Parand e os mesmos isolados obtidos por Mostasso et al.
(2001), Hungria et al. (2003) obtiveram resposta com a inoculagio de alguns
isolados, os quais proporcionaram rendimentos médios de até 1.600 kg.ha’,
igualando-sc a inocula¢dio com as estirpes referéncia, CIAT 899 e PRF 81, € ao

controle com nitrogénio mineral.



2.2 Fixacdo biolégica de nitrogénio no caupi

O caupi também é uma lcguminosa nodulifera e obtém grande partc de
sua exigéncia em nitrogénio por meio do processo de fixagdo biologica.

Por ser cultivado basicamente na agricultura de subsisténcia, o0 aumento
de produtividade depende, além dc outros fatores, do aumento da eficiéncia
simbidtica entre o caupi e bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico. Segundo
Oliveira & Dantas (1988), o caupi depende do nitrogénio da semente e do solo até
20 dias apos a germinagiio, podendo dispensar a adubagdo mineral a partir dos 25
dias e, caso haja condigdes para uma boa nodulagdio, toda a necessidade de
nitrogénio da cultura pode ser suprida pela fixagio bioldgica.

A partir do quarto dia apds a emergéncia das plantulas, os nodulos ja
podem ser vistos no eixo da raiz principal no caupi ¢ ja estardo aptos em fixar
nitrogénio a partir do décimo primeiro dia apés o aparecimento das folhas
primarias, quando desenvolvem leghemoglobina (Ryle et al., 1979).

O caupi ¢ capaz de responder & inoculagio mesmo em areas recém-
desmatadas (Martinazzo, 1989). Em solos tropicais onde existe populagio nativa
de rizébios, o caupi pode estabelecer simbiose espontinea quando cultivado, por
se tratar de uma leguminosa bastante promiscua (Lewin et al., 1987).

Estima-sc que, em condigdes dc campo, a fixagdo de nitrogénio pelo
feijao caupi pode ser da ordem 73 a 354 kg ha™ de N ¢ este grande intervalo pode
variar com a cultivar, a eficiéncia da estirpe utilizada, as condigdes de solo, o
clima ¢ a metodologia usada na determinagio da fixagdo (FAO, 1987).

Estudando o potencial de fixagdo biologica de nitrogénio por diferentes
cultivares de feijdo caupi inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium, Awonaike
et al. (1990) determinaram que a contribuicio da fixagdo biolégica para a
produgdo de grios foi de 66 a 120 kg.ha” de nitrogénio, variando em funcdo da
cultivar e da estirpe inoculada.



Fening & Danso (2002), estudando 100 isolados de rizébio de solo de
Gana, na Africa, verificaram que a maioria dos isolados foi classificada como de
eficiéncia moderada ¢ que 6 % deles aprescntaram alta eficiéncia, superando a
estirpe TAL 169 de Bradyrhizobium e a testemunha com 70 kg ha™ de nitrogénio.

Lacerda et al. (2004) verificaram, em um solo de Minas Gerais, que a
inoculagdo de estirpes isoladas da regiio da Amazdnia contribuiu
significativamente para o aumento no rendimento de grios no caupi, cultivar BR-
14 Mulato, em relagdo a testemunha sem inoculagdo ¢ sem nitrogénio mineral.

Do mesmo modo, Hara (2003), também avaliando a campo a eficiéncia
simbidtica de seis estirpes isoladas da regido da Amazénia sobre o caupi, obteve
resultados semethantes aos encontrados por Lacerda et al. (2004), verificando que
a inoculagdo de alguns isolados proporcionou rendimento de grios até mesmo
superior a testemunha que recebeu 70 kg.ha™ de nitrogénio mineral.

Atualmente, a estirpe recomendada para a produgdo de inoculante
comercial para o caupi ¢ a BR 2001/SEMIA 6145 (RELARE, 1985), pertencente
ao género Bradyrhizobium e isolada na EMBRAPA Agrobiologia em 1967, a
partir de nédulos trazidos da Libéria, Africa. No entanto, apesar da
recomendagdo da estirpe BR 2001, estirpes isoladas da Amazdnia e de areas que
sofreram mineragio de bauxita apresentam eficiéncia simbiética bastante superior
(Lacerda, 2002; Motta, 2002; Lima, 2003; Lacerda et al., 2004).

Martinazzo (1989) também observou que alguns isolados da Amazdnia
se destacaram em relagdo ao acumulo de nitrogénio, principalmente em altas

temperaturas, demonstrando estarem mais adaptados a este estresse.



2.3 Importincia da biodiversidade e da sele¢fio de bactérias que nodulam
leguminosas

Organismos fixadores de nitrogénio, ou diazotroficos, podem ser
encontrados entre os aerobios, anaer¢bios e anaerdbios facultativos e na maioria
dos grupos filogenéticos representativos de bactéria ¢ de Archac. Apesar de
representarem parcela relativamente pequena dos procariotos, esses organismos
apresentam alta diversidade morfologica, fisiologica, genética e filogenética. Nas
Proteobacterias encontram-se, por exemplo, Rhizobium, Sinorhizobium.
Azorhizobium, Azospirillum spp., Beijerinckia spp., Acetobacter diazotrophicus,
Derxia e Azotobacter. Entre as Archae, fixadores estdio presentes entre os
halofilos e metanogénicos. Entre os metilotroficos, 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 organismos garante nio s6 a resiliéncia do
importante processo que mediam em um determinado ecossistema, como também
a sua ocorréncia nos mais diferentes tipos de habitat terrestres.

—=A contribuigdo da fixagio biologica de nitrogénio & economia da
produgio de leguminosas ¢ muito significativa, uma vez que as aplicagdes de
fertilizantes nitrogenados podem ser, em grande parte, reduzidas e até
dispensadas, como no caso da soja, por meio da inoculagdo de estirpes eficientes
de rizébio (Doberciner & Duque, 1980), contribuindo nfic s6 para a economia
como também para a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas.

Ainda ¢ limitado o conhecimento sobre a diversidade de bactérias que
nodulam leguminosas, deﬁdo a falta de informagdes sobre os microssimbiontes
da grande maioria das espécies leguminosas. Estima-se que a familia leguminosa
possua em tomo de 20.000 espécies. A capacidade de estabelecer relagdes

simbidticas efetivas com rizdbio é desconhecida em cerca de 77% das espécies



dessa familia e, por conseqiiéncia, também sdo pouco conhecidas as
caracteristicas das espécies de rizobio (Moreira et al., 2000). Embora a maioria
das espécies conhecidas tenha sido isolada de espécies herbaceas produtoras de
grios, como a soja e o feijao, Moreira et al. (1993) e Dupuy et al., (1994)
revelam alta diversidade de rizébio tropical, isolados de espécies florestais nativas
até entdo desconhecidas.

Estima-se que menos de 1% dos microrganismos existentes no plancta
tenha sido caracterizado e descrito. Descobertas recentes na area de genética,
fisiologia ¢ metabolismo de microrganismos, muito tém contribuido para os
avangos da biotecnologia moderna e das ciéncias agrarias (Moreira & Siqueira,
2002).

—>A procura por organismos eficientes, capazes de fornecer ou
disponibilizar as plantas os nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento, ¢ um
importante passo, que antecede a sua introdugdo como inoculantes para uma
determinada cultura (Ferreira et al., 1998).

—> A selegio de estirpes eficientes para maximizar a fixagio de nitrogénio em
espécics vegetais dc importéncia econdmica tem sido um dos principais alvos da
pesquisa agricola. Além da eficiéncia, estas estirpes devem apresentar também
outras caracteristicas, como boa competi¢do por sitios de infecgdo em relagdo as
estirpes nativas ¢ boa sobrevivéncia ¢ adaptagio as condiges edifo-climaticas.

O processo de selegio de estirpes para determinada espécie vegetal
envolve, de modo geral, quatro estadios. No primeiro ¢ verificada, em cimara de
crescimento (condi¢des Otimas ¢ controladas de temperatura, umidade e
luminosidade), a capacidade de nodular e fixar nitrogénio de um numero elevado
de estirpes, testadas scparadamente em tubos ou sacos plasticos com solugdo
nutritiva livre de nitrogénio na forma mineral, com ou sem agar, em condi¢des

estéreis. No segundo estadio, estirpes selecionadas sdo testadas em mistura de



areia ¢ vermiculita esterilizadas e solugdo nutritiva livre de nitrogénio, em vasos
de Leonard, em casa de vegetagio. Nos estidios seguintes, as estirpes
sclecionadas sdo testadas em vasos com solo, em casa de vegetagdo € em campo.
Estirpes que ndo tenham boa performance nos estadios iniciais de selegdo sdo
eliminadas, pois, se nio estabelecem simbiose eficiente em condigdes nutricionais
e ambientais 6timas, também niio o fario nas condi¢des mais estressantes do solo
(Moreira & Siqueira, 2002).

Nem sempre organismos fixadores selecionados em laboratorio e em casa
de vegetagdo alcangam, necessariamente, seu maximo potencial no campo devido,
entre outros fatores, a baixa competitividade ou a falta de adaptagio as condigdes
ambientais locais. Dessa forma, ¢ necessario monitorar a diversidade de rizébios
no solo, pois a perda da biodiversidade pode ocasionar a perda de estirpes
inoculantes potenciais, assim como a diminuigdo do potencial de fixagdo de
nitrogénio dos solos, prejudicando o desenvolvimento de praticas de recuperagio
e conservagdo dos solos (Pereira, 2000).

2.4 Diversidade de rizébios que nodulam o feijoeiro

Atualmente sdo descritas oito espécies de rizébio capazes de nodular o
feijoeiro: Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984), Rhizobium
tropici (Martinez-Romero et al., 1991), Rhizobium etli bv. phaseoli (Segovia et
al., 1993), Rhizobium gallicum bvs. gallicum e phaseoli (Amarger et al., 1997),
Rhizobium giardinii bvs. giardinii ¢ phaseoli (Amarger et al, 1997),
R.(Sinorhizobium) fredii (Scholla & Elkan, 1984), R. (Mesozhizobium) loti
(Jordan, 1984) e R (Mesozhibium) huahuii (Chen ct al., 1991). No Brasil, trés
espécies distintas de rizobio sdo de reconhecida importincia ecolégica como
simbiontes do feijoeiro, R. leguminosarum bv. phaseoli, R. etli € R. tropici

(Straliotto & Rumjanek, 1999).



Além do género Rhizobium, nimero bastante representativo de isolados
de nodulos de feijoeiro foi por meio de andlise genética de restrigio do 16S
rDNA, incluido no género Sinorhizobium, ocorrendo naturalmente em solos
tropicais do Brasil e Africa (Straliotto et al., 1997; Murphy et al., 1997).

Melloni (2001), estudando a diversidade de rizobios em area de
mineracdo de bauxita reabilitada, com base em caracteristicas culturais ¢
utilizando o feijoeiro como planta isca, verificou que aproximadamente 80% dos
isolados pertenciam ao grupo formado pelas estirpes de referéncia dos géneros
Rhizobium ¢ Sinorhizobium, mas também alguns isolados pertenciam a grupos
formados por estirpes referéncia dos géneros Allorhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium e Azorhizobium.

Pereira (2000) estudou a diversidade fenotipica por meio do padrio de
proteina total (SDS/PAGE) de 42 isolados de solo da Amazdnia, utilizando o
feijoeiro como planta isca. Este autor verificou que os isolados apresentaram
maior similaridade com estirpes tipo de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
do que com Rhizobium tropici, e que trés isolados apresentaram posigdes
distintas; estirpes tipo de Rhizobium etli ¢ Sinorhizobium fredii também foram
utilizadas neste estudo, mas apresentaram baixa similaridade com os isolados.

Aguilar et al. (2001), estudando a diversidade de rizébios que nodulam o
feijoeiro em solo do Noroeste da Argentina por meio de técnicas molecularcs,
verificaram que dentre 400 isolados obtidos de nddulos, a espécie Rhizobium etli
era a predominante e alto grau de diversidade foi achado dentro das espécies.

Do mesmo modo, Mhandi et al. (2002), empregando técnicas
moleculares, encontraram cinco espécies do género Rhizobium ¢ 4 espécies do
género Sinorhizobium entre 160 isolados de nodulos de feijoeiro em trés regides

da Tunisia.
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2.5 Diversidade de rizébios que nodulam o caupi

O caupi é considerado mais promiscuo que o feijoeiro em estabelecer
simbiose com populagdes nativas do solo, sendo mais indicado para detectar
densidade e diversidade dessas populagbes (Melloni, 2001). Em area de
minera¢do de bauxita reabilitada, este mesmo autor obteve um total de 200
isolados nas amostras coletadas no invemno e 420 isolados nas amostras coletadas
no verdo, utilizando o caupi como planta isca. Com base na caracterizagdo
cultural, foram encontrados representantes de diversos géneros de rizébio, como:
Rhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium, Mesorhizobium Azorhizobium ¢
Bradyrhizobium, tendo a maioria dos isolados obtidos apresentado caracteristicas
culturais de Bradyrhizobium.

Motta (2002), estudando a diversidade de estirpes de Bradyrhizobium
isoladas dc nodulos de plantas de caupi em solo de mineragdo de bauxita
reabilitado, por meio do padrido de proteina total (SDS/PAGE), verificou que
houve alta diversidade ¢ que algumas estirpes podem representar novas espécies
do género. Lima (2003), também estudando a diversidade fenotipica de estirpes
com caracteristicas culturais semelhantes as de Bradyrhizobium isoladas em
solos da Amazénia, verificou que vérios grupos fenotipicos formados nio
pertenciam a nenhuma das trés espécies de Bradyrhizobium descritas até o

momento ( B. japonicum, B. elkanii ¢ B. liaoningense).
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CAPITULO 2

EFICIENCIA AGRONOMICA DE RIZOBIOS SELECIONADOS E
DIVERSIDADE DE POPULACOES NATIVAS QUE NODULAM O
FEIJOEIRO EM PERDOES, MG

1 RESUMO

SOARES, André Luis de Lima. Eficiéncia agronémica de rizébios selecionados e
diversidade de populacées nativas que nodulam o feijoeiro em Perddes, MG.
2004. 73p. Dissertagiio (Mestrado em Solos e Nutricdo de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG

O feijio (Phaseolus vulgaris L)), um dos principais constituintes da
dieta do brasileiro, é uma excelente fonte protéica e ainda, um produto agricola de
grande importincia econdmico-social. A possibilidade da interagdio do feijoeiro
com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico pode aumentar os niveis de
produtividade e diminuir os custos de produgio. No presente trabalho avaliou-se,
no campo, a eficiéncia agrondmica de estirpes selecionadas de rizébio em
simbiose com o feijoeiro comparadas a estirpe recomendada para a produgio de
inoculantes comerciais (CIAT 899). A diversidade fenotipica da populagéo nativa
foi avaliada de acordo com as caracteristicas culturais ¢ por meio de analise de
proteina total por eletroforese em gel poliacrilamida (SDS-PAGE). Verificou-se
que a inoculagiio no campo com as estirpes UFLA 02-100, UFLA 02-86 e UFLA
02-127 promoveu rendimento de grios semethante & testemunha com 70 kg ha
de nitrogénio e a inoculagio com a estirpe referéncia CIAT 899. Néo houve
relagio entre os grupos fenotipicos de perfil protéico total ¢ caracterizagdo
cultural celular € as estirpes inoculadas e eficientes mostraram-se fenotipicamente
distintas das estirpes que compdem a populagdo nativa.

Oricntadora: Fatima Maria de Sousa Moreira
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2 ABSTRACT

SOARES, André Luis Lima. Agronomic efficiency of selected rhizobia strains
and diversity of native soil populations able to nodulate beans in Perddes,
MG. 2004. 73p. Dissertation (Master Program in Soil and Plant Nutrition) -
Federal University of Lavras, Lavras, MG.

Beans (Phaseolus vulgaris L.) is the major food crop and protein source
in Brazil. For these reasons it is highly relevant in both economic and social
national scenarios. Symbiosis of beans and nitrogen fixing bacteria can increasc
viclds replacing nitrogen fertilizers and decrcasing yicld costs. The first aim of
this work was to evaluate the agronomic efficiency of selected rhizobia strains
compared to the recommended strain CIAT 899. Phenotypic diversity of rhizobia
native populations was evaluated by cultural characteristics and analysis of total
protein profiles by poliacrilamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Field
inoculation with strains UFLA 02-100, UFLA 02-86 and UFLA 02-127 increased
grain yields similar to both treatments: the control with 70 kg.ha™ N-urea and
strain CIAT 899 regarding to the control without inoculation and mineral
nitrogen. There was no relationship among phenotypic grouping by cultural
characteristics and protein profiles. Native populations nodulating beans are quite
diverse and do not included strains similar to the strains introduced as inoculants

Guidance Committee: Fatima Maria dc Souza Moreira - UFLA (Major Professor)
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3 INTRODUCAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L) é uma cultura de importancia
reconhecida no Brasil, pelo fundamental papel na dieta da maioria da populagdo ¢
por sua importancia econdmico-social.

No entanto, a produtividade média nacional dessa importante cultura é
baixa quando comparada as produtividades de outros paises como Estados
Unidos e China. Esta situagdo ¢ decorrente do fato de que 71% da produgio
nacional provém de areas menores que 100 ha, onde o feijdo ainda é cultura de
subsisténcia, empregando, em grande parte, mido-de-obra familiar ¢ utilizagdo
restrita de fertilizantes, gerando, desse modo, uma cadeia de deficiéncias
nutricionais, associada a suscetibilidade a pragas e doengas.

A sclegiio de novas estirpes, capazes de fixar nitrogénio atmosférico
quando em simbiose com o feijoeiro, ¢ uma ferramenta importante na busca de
um par simbiético mais eficiente. Contudo, estirpes selecionadas em laboratério e
casa de vegetagio podem nio alcangar o maximo potencial de fixago no campo,
devido, entre outros fatores, & competicio com a populagdo nativa ¢ estabelecida
do solo e a baixa adaptac¢do as condigdes ambientais locais.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a eficiéncia
de estirpes de rizobio previamente selecionadas em condigdes controladas, em
simbiose com o feijo no campo e a comparagdo destas com uma das estirpes
recomendadas para a produg¢do de inoculante comercial para a cultura. Também
foi avaliada a diversidade fenotipica de populagdes de bactérias nativas que

nodulam o feijdo na area em estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Ensaio de campo

O ensaio de campo foi conduzido em area experimental do municipio de
Perddes, Minas Gerais, na safra das aguas de 2002/2003, em um Argissolo
Vermelho distréfico tipico (EMBRAPA, 2000) da Fazenda Escola Vito Crincoli,
em arca onde ndo havia sido cultivado feijao sem utilizagdo anterior de qualquer
inoculante. Os resultados da analise quimica de amostra do solo retirada antes da
semeadura do feijao encontram-se na Tabela 1. O cultivo se deu em de condigfio
de baixa utilizagio de insumos, ndo tendo sido aplicado nenhum tipo de
micronutriente nem de defensivos fitossanitarios: o nivel de fertilidade do solo
estava abaixo das condi¢des ideais de plantio com relagio a algumas
caracteristicas. O ensaio foi realizado de acordo com as recomendagdes da Rede
de Laboratérios para Recomendagio. Padronizagdo ¢ Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes Microbiologicos de Interesse Agricola (RELARE).

Foi utilizada a cultivar BRSMG Talisma, de grdo tipo carioca, langada
em 2002, que possui resisténcia a antracnose ¢ ao virus do mosaico comum ¢ &
moderadamente resistente a manha angular (Ramalho et al., 2002).

O delincamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com
quatro repeti¢des ¢ sete tratamentos: testemunha sem nitrogénio mineral ¢ sem
noculagdo, testemunha que recebeu adubagio nitrogenada na dose de 70 kg.ha
de N (fonte uréia) também sem inoculagio, quatro isolados de rizobio (UFLA 02-
100, UFLA 02-68, UFLA 02-86 ¢ UFLA 02-127) e uma estirpe de referéncia
(CIAT 899), recomendada como inoculante para a cultura do feijdo. A origem e
algumas caracteristicas culturais das estirpes de rizobio usadas no presente ensaio

encontram-se na Tabela 2.
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O solo foi preparado com uma ara¢do e uma gradagem, com posterior

demarcagdo dos sulcos no terreno. A semeadura, na densidade de 15 sementes por
metro linear de sulco, foi feita em 30 de novembro de 2002, apés a inoculagdo

das sementes com seus respectivos tratamentos.

TABELA 1. Resultados da analise quimica de amostra de material do solo (0 a
20 cm de profundidade) antes da adubagio e da semeadura '

Caracteristica Unidades Valores
pH em H;0 (1:2,5) 49
P (fosforo Mehlich I) mg.dm* 14,5
K (potassio Mehlich 1) mg.dm? 122
Ca Cmol.dm™ 2,0
Mg Cmoldm? 0,6
Al Cmol.dm” 0,3
H+ Al Cmol.dm™ 4,5
Soma de bases Cmol.dm? 2,9
CTC Cmol.dm™ 3.2
CTCapH7 Cmol. dm™* 74
Saturagdo por Al % 9.0
Saturagdo por bases % 39.3
Matéria organica Dagkg’ 1,9

" Anélises realizadas nos Laboratérios do Departamento de Ciéncias do Solo da UFLA.

O inoculante foi preparado com turfa esterilizada em autoclave, na
proporgio 3:1 de turfa e culturas em meio 79 (Fred & Waksman, 1928) semi-s6lido
na fase log (apds 5 dias de crescimento), inoculando-s¢ 500g do inoculante para
cada 50kg de sementes. Todos os tratamentos, inclusive as testemunhas, receberam
adubagdo fosfatada e potassica a base de 70 kgha® de P;0s € 40 kgha de KO,
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usando como fontes superfosfato triplo ¢ cloreto de potassio, respectivamente,
incorporados a 6 cm de profundidade no sulco de semeadura. Além desta adubagdo, a
testemunha nitrogenada recebeu 70 kg ha” de N, parcelados em duas vezes: 35 kgha
de N aplicados na semeadura e 35 kg.ha de N aos 20 dias apos a emergéncia.

TABELA 2. Origem ¢ caracteristicas culturais das estirpes de rizébios usadas no

ensaio

Identificagdo  Origem/Estado Caracteristicas culturais em placa

ACI' D pH’® Al COR

UFLA 02-68  Theobroma, RO 3 >2 WNeutro Tem Branca
UFLA 02-86 Theobroma, RO 3 >2 Neutro Tem Branca
UFLA 02-100 Theobroma, RO 3 >2 Neutro Tem Branca
UFLA 02-127 Theobroma, RO 3 >2 Neutro Tem Branca

CIAT 899 Colémbia 3 >2 Acido Nio Amarela

"Tempo, em dias, para o aparecimento de colénias isoladas, ‘diametro da colénia (mm), “reagilo
do meio de cultivo apés crescimento de colénias e ‘absorgdo de indicador do meio de cultivo.

As parcelas foram constituidas por seis linhas de 6m de comprimento,
espagadas em 0,50m, totalizando 18 m® de érea total e 5Sm’ de area util (as duas
linhas centrais destinadas a colheita dos grios, respeitando um espago de 0,50m
no inicio ¢ final de cada linha).

Foi realizada apenas uma capina manual, aproximadamente 30 dias apos
a emergéncias das plantas.

Por ocasido do florescimento foram coletadas 10 plantas de cada parcela,

na segunda e quinta linhas, para avaliagio da nodulagdo (contagem e matéria

seca) ¢ parte aérea (matéria seca, teor ¢ acimulo de N ¢ eficiéncia relativa).



A colheita foi realizada em 27 de fevereiro de 2003, durante periodo
bastante chuvoso e com a area novamente infestada com plantas daninhas. Foi
avaliado o rendimento de grdos e o teor de nitrogénio nos grios. Para avaliagdo
do rendimento de gréos, a sua umidade foi corrigida para 13%.

O nitrogénio total foi calculado pelo método semi-microkjedahl, dc
acordo com Sarruge & Haag (1979), determinando-se a percentagem de N na
matéria seca da parte aérea € nos grios. O N acumulado na parte aérea foi
calculado multiplicando-s¢ o peso da matéria seca da parte aérea ¢ da
percentagem de N.

A eficiéncia relativa de cada parcela foi calculada segundo a
expressio:
MSPAinoculada

Efr = < 100
I = = isPacomn "

Onde: Efr - eficiéncia relativa, MSPA inoculada — matéria seca da parte aérea da

planta inoculada; MSPA com N - matéria seca da parte aérea da planta com N mineral.

4.2 Diversidade fenotipica de populagdes nativas que nodulam o feijoeiro

4.2.1 Captura de rizébios nativos densidade e eficiéncia

Em area adjacente ao local do experimento de campo foram coletadas
duas amostras de solo, em agosto de 2003 ¢ estas foram encaminhadas ao
laboratdrio onde foram realizadas as dilui¢des seriadas decimais.

A captura dos rizobios nativos foi realizada com a da utilizagio de
plantas-isca. No propésito deste trabalho, a planta-isca foi o feijoeiro.

O experimento para a captura ¢ contagem ¢ avaliagdo da eficiéncia de

rizobios foi conduzido em vasos de Leonard (Vincent, 1970), no Laboratério de
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Microbiologia do Solo/DCS/UFLA, nos meses de setembro e outubro de 2003,
utilizando a mesma cultivar de feijio do experimento de campo.

O delineamento estatistico empregado para os dados de nimero e matéria
seca de nddulos e matéria seca da parte aérea foi o inteiramente casualizado, com
seis repetigdes (trés em cada amostra de solo) ¢ nove tratamentos. Os tratamentos
foram as inoculagdes com | mL da suspensdo de solo das diluigdes seriadas 10™ a
107, além de duas testemunhas (uma com adigio de N mineral ¢ outra sem N
mineral, ambas sem inoculagdo) para verificagio da auséncia de contaminagio €
para comparagdes com as plantas inoculadas. O nitrogénio, quando aplicado, foi
parcelado em trés parcelas, a intervalos de 10 dias, totalizando 210 mg de N por
vaso na forma de NO;NH;.

A parte superior dos vasos de Leonard continha uma mistura 1:1 de areia
(250 mL) e vermiculita (250mL), enquanto a inferior continha solugio nutritiva
de Jensen modificada (Anexo - C), autoclavada por 30 minutos a 1,5 kg.cm™ ea
127°C. Apéds o preparo, os vasos foram autoclavados por uma hora, a pressio de
1,5kg.cm? ea 127°C.

As sementes utilizadas foram desinfestadas superficialmente com etanol
70% por 5 minutos e hipoclorito de sodio a 1%, por 3 minutos. Em seguida,
foram lavadas seis vezes com agua destilada estcrilizada. Foram entfio semeadas
quatro sementes por vaso e, posteriormente, foi feita a inoculagdo com as
suspensdes provenientes das diluigdes seriadas, colocando-se 1 mL junto a cada
semente.

Também foi colocada, sobre a superficie do vaso, uma fina camada de
mistura esterilizada de areia, benzeno e parafina (proporgio de 5:1:0,015,
respectivamente), com a finalidade de evitar possiveis contaminagdes.

Manteve-se o nivel de solugdo nutritiva nos vasos com reposicio

periddica de solugdo autoclavada. Decorridos trés a cinco dias apés a
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germinacdo, foi feito o desbaste, deixando-se somente uma planta por vaso. As
plantas foram colhidas por ocasido do florescimento para a determinagio da
nodulagiio (contagem e matéria seca) ¢ matéria seca da parte aérea, além do
isolamento das bactérias nativas presentes nos nodulos.

Para a estimativa do nimero mais provavel (NMP) de células de rizébio
nas duas amostras coletadas, considerou-se positivo para presenca € negativo
para auséncia de nédulos, em cada diluigdo, usando o programa “Most Probable
Number Estimate” (MPNES) (Woomer et al., 1988).

4.2.2 Isolamento dos rizébios presentes nos nddulos

Trés nodulos de cada planta-isca foram utilizados para o isolamento de
rizobios. Estes nédulos foram primciramente imersos em élcool etilico 95%, por
30 segundos, com o objetivo de quebrar a tensdo superficial e posteriormente
imersos em H,0- por 1 minuto, para esterilizar a superficie do nodulo ¢, depois,
lavados seis vezes em agua esterilizada para a retirada do H;0;. Os nodulos
foram entdio esmagados com o auxilio de uma pinga devidamente esterilizada, em
placas contendo meio de cultura YMA com azul de bromotimol, sendo o material
inteno espalhado nas placas para a obtengdo de colonias isoladas (Vincent,
1970).

4.2.3 Caracterizagiio cultural dos isolados

Apos a obtengdo de colénias isoladas e puras, os isolados foram entdo
identificados e crescidos em placas contendo meio de cultura 79, para
caracteriza¢do cultural e armazenamento em “decp freezer” (-80° C).

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas culturais dos isolados: taxa
de crescimento medido pelo tempo de aparecimento de coldnias isoladas

(crescimento muito rapido - 1 dia, rapido — 2 a 3 dias; intermedidrio — 4 a 5 dias;
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lento — 6 a 10 dias e muito lento ~ mais que 10 dias, conforme Moreira ct al.,
1993), didmetro médio no aparecimento de colonias isoladas (< 1 mm, 1 a2 mme
> 2 mm), modificagdo do pH do meio (acidificagdo, alcalinizagdo € ncutro),
produc¢do de goma (baixa, média e alta) e coloracio das colonias (amarela ou

branca).

4.2.4 Anilise de proteinas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (Anexo B)

Apbs o crescimento ¢m placa, as cstirpes em estudo (Tabela 2), os
isolados nativos, estirpes tipo e de referéncia de espécies conhecidas foram entio
crescidos por dois cultivos sucessivos em meio TY sélido, nas mesmas condigbes
de temperatura e luminosidade para todas as estirpes ¢ os isolados utilizados.
Posteriormente, foi feita a inoculagiio de colSnias isoladas em 50 mL de meio de
cultura liquido TY (Anexo A). O crescimento se deu com agitagio constante a
120 rpm por 4 dias, & temperatura de 28°C . O meio de crescimento com as
bactérias foi entdo centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos, a temperatura de
4°C. O sobrenadante foi descartado ¢ ao “pelet” formado foi adicionado o tampéo
NaPBS (Anexo A), que foi novamente centrifugado, repetindo-se esse processo 3
vezes até a total lavagem das células.

Foram pesados 70 mg de células de cada isolado em tubo Eppendorf e,
em scguida, adicionou-s¢ 0,9 mL do tampdo da amostra (TTA) (Anexo A) mais
0,1 mL SDS 20%, para a solubilizagdo das proteinas. Posteriormente, aqueceu-se
a mistura em banho maria a 95°C, por 10 minutos. Depois, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, 4 temperatura de 4°C. Em seguida,
as amostras foram submetidas a cletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

pelo método Lacmmli (1970), com modificagdes descritas por Jackmam (1985).
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Para a eletroforese utilizou-se um gel de sistema descontinuo, 12% para o gel
separador ¢ 5% para o gel de concentracio (Anexo C). Foram aplicadas ao gel
30uL de cada amostra.

Uma matriz binaria dos dados originais foi construida, compreendendo
15 cadeias polipeptidicas (bandas) representativas dos perfis gerados.

Os grupos formados foram comparados com as estirpes tipo € com as

estirpes usadas como inoculante no ensaio de campo.

4.3 Anilises estatisticas

Os dados do ensaio de campo e do ensaio com vasos de Leonard foram
submetidos & analise de varidncia empregando-se o sistema de andlise estatistica
SISVAR, versio 4.0 (Ferreira, 2000). Os efeitos dos tratamentos foram
comparados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Os dados de caracterizagdio cultural e perfil protéico total ndo foram
submetidos & analise de varidncia, sendo as estirpes ¢ os isolados obtidos
agrupados utilizando o método UPGMA (“average linkage clustering”), cujo
principio baseia-se na distincia intergrupo, que ¢ a média das disténcias pareadas
dos membros dos dois grupos e representados por um dendograma de
similaridade (NTSYS-pc, versdo 2.01, Slice et al., 1994).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de campo

Os resultados médios das caracteristicas avaliadas encontram-s¢ nas
Tabelas 3 e 4. Os tratamentos afetaram todas as caracteristicas avaliadas, exceto
a cficiéncia relativa dos isolados. Sabe-se que o pico da atividade da nitrogenase

(cnzima responsavel pelo processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio) em
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feijoeiro ocorre depois da floragio (Franco et al., 1979), periodo em que foram
colctadas as plantas para determinagio da MSPA. Contudo, a produgio de
MSPA foi afetada significativamente ¢ a estirpe UFLA 02-127 se destacou das
demais, ficando no mesmo grupo da Test. ¢/N (Tabela 3). Estes resultados de
eficiéncia relativa ¢ de MSPA assemelham-se aos obtidos por Oliveira (1996), ao
testar os efeitos da inoculagdo de estirpes de rizébio sobre o feijoeiro, também
coletando as plantas no periodo do florescimento.

Em relacdo ao numero de nédulos (NN), todas as estirpes permaneceram
no mesmo grupo, igualando-se a Test s/N, indicando boa nodulagio por
populagbes nativas de rizobio. A dose de 70 kg.ha™ de nitrogénio foi suficiente
para inibir a nodulagdo por rizébios nativos, tendo em vista que a Test ¢/N foi a
que apresentou menor NN e ficou no grupo inferior ao dos demais tratamentos.

Todas as estirpes testadas apresentaram matéria seca de nédulos (MSN)
semelhantes ¢ ficaram no mesmo grupo. As duas testemunhas apresentaram MSN
inferior aos das estirpes, ou seja, apesar da Test s/N ndo ter diferido das estirpes
quanto ao NN, estes nodulos ndo apresentaram o mesmo peso em relagio aos
nédulos dos tratamentos que receberam inoculagdo, indicando a baixa eficiéncia
da populagdo, por serem nddulos pouco eficientes. O tamanho dos nédulos das
testemunhas também foi menor do que os nédulos dos tratamentos inoculados,

cerca de 2 mm para as testemunhas ¢ 3 mm para os tratamentos inoculados.
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TABELA 3. Valores médios do nimero de nédulos por planta (NN), matéria seca
de nodulos (MSN) (mgplanta®), matéria seca da parte aérea
(MSPA) (g.planta™), eficiéncia relativa (Efr %). acimulo de N na
parte aérea (mg.planta), em fungdo das fontes de nitrogénio sobre o

feijoeiro, cultivar BRSMG-Talismd, no experimento de campo em

Perddes, MG’

Fontes de N NN MSN MSPA Efrf Acumulode

N PA
Test s/N 56,00a 118,350 3,87b 66,64 a 12885b
UFLA 02-100 69.32a 195,85a 4,17b 73,15a 166,59 b
CIAT 899 70,87a 206,90a 4.37b 7795a 162,71b
UFLA 02-68 7735a 209,32a 43870 96,03 a 17590 b
UFLA 02-86 70,90a 208,65 a 502b 88,78 a 174,35 b
UFLA 02-127 79,92a 226,77a 6,58 a 116,60 a 245,352
Test ¢/N 31,52b 116,52b 5,92 a 100,00 a 219,38 a
CV (%) 26,40 11,14 21,84 26,81 23,29

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

TABELA 4. Valores médios de rendimento de griios (kg.ha™), teor de N nos
grios (%) e acimulo de N nos grios (kgha™), em fungio das
fontes de nitrogénio sobre o feijoeiro, cultivar BRSMG-Talism4,

no experimento de campo em Perddes, MG’

Fontes de N Rendimento Teor N grios  Actumulo N grios
Test sem N 422,15b 328b 13,79 ¢
UFLA 02-100 909,65 a 3,76 a 3442a
CIAT 899 974,64 a 382a 37,04 a
UFLA 02-68 682,67 b 3,58a 24590
UFLA 02-86 87761 a 3,62a 31,38a
UFLA 02-127 826,43 a 3,54a 2933 a
Test com N 1041,81 a 3,74 a 38,55a
CV (%) 22,78 5,31 21,73

'Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, segundo o teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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O rendimento médio de grdos variou de 422 a 1.041 kg.ha™. A inoculagio
com as estirpes UFLA 02-100, UFLA 02-86 ¢ UFLA 02-127 proporcionou
rendimentos de grios semelhantes aos da estirpe referéncia CIAT 899 e da Test
¢/N. Somente a estirpe UFLA 02-68 foi inferior as demais, permanecendo no
mesmo grupo da Test s/N. Hungria et al. (2000), cstudando a eficiéncia de novos
isolados, obtiveram rendimentos de grios superiores aos encontrados neste
trabalho; houve resposta em fungdo da inoculagio de novas estirpes, tendo
algumas também proporcionado rendimento de gréos semelhantes ao da estirpe
referéncia CIAT 899 ¢ da testemunha com nitrogénio mineral. Mostasso et al.
(2001) também obtiveram rendimento de grios superiores a 2.000 kg.ha' em
fungdo da inoculagio com estirpes sclecionadas. Ainda que o nivel de fertilidade
do solo e das adubagdes de base com fésforo e potassio usados por Hungria et al.
(2000) e Mostasso et al. (2001) tenha sido superior aos usados no presente
ensaio, os rendimentos obtidos com os isolados nio diferiram estatisticamente das
estirpes referéncia ¢ da testemunha que recebeu nitrogénio mineral.

A inoculagdo com a estirpe UFLA 02-127 proporcionou maior aciimulo
de N na parte aérea ¢ se destacou das demais estirpes, permanecendo no mesmo
grupo da Test ¢/N, mostrando-se superior 2 estirpe referéncia CIAT 899.

Todas as estirpes apresentaram teor de nitrogénio nos grios semelhantes
¢ permaneceram no mesmo grupo da Test ¢/N, sendo superiores a Test s/N. Ja
para acimulo total de nitrogénio nos grios, a estirpe UFLA 02-68 foi inferior as
demais, permanecendo no grupo intermediario. Este resultado é explicado pelo
fato dessa mesma cstirpe também ter proporcionado menor rendimento de griios

em relagdo as outras.
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5.2 Diversidade fenotipica de populacdes nativas que nodulam o feijoeiro

5.2.1 Densidade da populagéo nativa

Os dados de nimero e matéria seca de nodulos ¢ matéria seca da partc
aérea das plantas obtidas no ensaio em vasos de Leonard encontram-se na Tabela
5.

Neste experimento, ficou evidenciado visualmente o baixo crescimento
das plantas inoculadas com as suspensdes de solo (Figura 1), indicando baixa
eficiéncia das populagdes de rizébios nativos.

Somente as plantas inoculadas com suspensio de solo até a diluigdo 10
apresentaram nédulos. Nio houve contaminagéo do experimento porque nenhuma
das testemunhas apresentou nédulos em suas raizes. As inoculagbes com
suspensdo de solo diferiram estatisticamente eﬁ relagdo ao niamero € matéria seca
de nodulos até a diluigio 10 (Tabela 5).

As inoculagdes de suspensdo de solo ndo promoveram aumento na
matéria seca da parte aérea (MSPA) e somente a testemunha que recebeu
nitrogénio mineral (210 mg.planta™) produziu maior MSPA, corroborando com a
constatacdo da ineficiéncia das populagBes nativas de rizébio.

A populagio de rizébio calculada pelo método das diluigdes sucessivas
variou de 1,4 x 10° rizébios por grama de solo (Amostra 1) a 4,2 x 10° rizobios
por grama de solo (Amostra 2). Estes valores estdo dentro dos encontrados por
Pereira (2000), que avaliou a densidade de populagdes nativas de rizobio em 15
amostras de solo de diferentes sistemas de uso da terra na Amazonia, utilizando o

siratro como planta isca.
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TABELA 5. Valores médios do nimero de nédulos (NN), matéria scca de
nodulos (MSN) ¢ matéria seca da parte aérea (MSPA), em fungio
das dilui¢des utilizadas ¢ da auséncia ou presenga de nitrogénio

mineral’
Tratamentos NN MSN (mg planta’)  MSPA (g.planta™)
Dilui¢do 10 270 a 155a 0,75 b
Diluigdo 102 125b 98 b 0,70 b
Diluicdo 107 77¢c 55¢ 0.62 b
Diluigio 10 3d 6d 0,58 b
Diluigdo 107 0d 0d 0,52 b
Diluigdo 10 0d 0d 0.44 b
Diluigio 107 0d 0d 0,36 b
Test s/N 0d 0d 0.35b
Test ¢/N 0d 0d 2.87 a
CV (%) 85,26 69,09 66.36

"Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, segundo o teste
de probabilidade.

AES

D 0 TESTS/N _TEST.C/NL LDILUICAD . TECT.© /AL
:_{.:.-

FIGURA 1. Vasos de Leonard do experimento de captura de rizobios, no iico

do florescimento
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. 5.2.2 Caracterizacao cultural
Os 57 isolados obtidos de nodulos das plantas de feijoeiro foram

agrupados com base em suas caracteristicas culturais, conforme a Tabela 6 ¢

representados em um dendograma de similaridade. conforme a Figura 2.

TABELA 6. Agrupamento € numero de isolados de rizobio de modulos de

feijociro, conforme suas caracteristicas culturais

Grupos Caracteristicas culturais N? de isolados

| T 2 3 i 5 6

Grupo A R >2 Acido Ala Sim Amarcla 48 isolados
Grupo B R la2. Acido Alta Sim Amarcla 4 isolados

Grupq (of R >2 Acido Média Sim Amarcla 2 isolados

Grupo D R >2 Neutro Alta Nio Branca 1 isolado

Grupo E - R >2 Acido Alta Sim Amarela 2 isolados

Caracleristicas culturais: 1 -Taxa de crescimento, sendo MR muito rapida (1 dia para

aparecimento de colénias isoladas), R rapido (2-3 dias), I intermedidrio (4-5 dias), L lento (6-10
dias), ML muito lento (> 10 dias), 2 Diametro da colonia, em mm, 3 -pH do meio de cultura, 4
Produgdio de goma, 5 Absor¢do do indicador e 6 cor da colénia

A 80% de similaridade, 5 grupos foram formados com os isolados
nativos da area em estudo. Os 57 isolados de feijoeiro apresentaram o seguinte
agrupamento: 48 isolados (84,5%) pertencentes a grupo morfologico A, que
também conteve a estirpe referéncia de Rhizobium tropici CIAT 899 (BR 322) ¢
a estirpe tipo BR 10051 de Rhizobium leguminosarum bv. phaseolil, 4 isolados
(7%) pertencentes ao grupo morfologico B, 2 isolados (3,5%) pertencentes ao
grupo morfolégico C, 1 isolado (1,5%) pertencente ao grupo morfolégico D ¢ 2
isolados (3,5%) pertencentes ao grupo morfologico E. As estirpes pré-

selecionadas e usadas no ensaio de campo nio se agruparam com nenhum isolado



nativo da area em estudo, a 80% dc¢ similaridade, com base em suas
caracteristicas culturais,

Pereira (2000), utilizando o siratro como planta isca para isolamento de
rizébios nativos da Amazdnia, também verificou que a maioria dos isolados de
crescimento rapido pertencia ao grupo que continha a estirpe referéncia CIAT
899 (BR 322).

GRUPO A - BR 10851
BRI
- 431SOLADOS
GRUPO B -4IS0LADOS
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FIGURA 2. Dendograma de similaridade construido dc acordo com as
caracteristicas culturais dos isolados de feijociro ¢ as estirpes referéncia CIAT
899 (BR 322), UFLA 02-68, UFLA 02-86, UFLA 02-100 ¢ UFLA 02-127 ¢ da
estirpe tipo BR 1005 1-Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoli

5.2.3 Andlise de proteinas totais por SDS-PAGE

Os isolados formaram 6 grupos com base no perfil eletroforético de

proteina total. Os perfis eletroforéticos de proteina total dos isolados ¢ das

35



estirpes referéncia ¢ as estirpes tipo encontram-se na Figura 3. O dendograma de
similaridade. obtido a partir dos perfis eletroforéticos dos isolados e das estirpes
referénceia ¢ as estirpes tipo, pode ser visualizado na Figura 4.

O grupo A foi formado por 47 isolados ¢ a estirpe tipo BR 10.051 de
Rhizobium leguminosarum bv phaseoli. Nenhuma outra estirpe referéncia, nem

as estirpes tipo agruparam-se, a 80% de similaridade, com os demais isolados

nativos da areca em estudo.
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FIGURA 3. Perfis de proteina celular total de estirpes isoladas do solo da area em
estudo, das estirpes referéneia e das estirpes tipo obtidas por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) X = area utilizada — 15 bandas; PM = padrio de
peso molecular LMWM
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A ocorréncia de espécies de rizébio que nodulam o feijoeiro ¢ demostrada
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 R (fropici, em solos que ndo
receberam calagem e portanto, com valores menores de pH, o que também foi
observado nesse trabalho. Mhandi et al. (1999) obtiveram isolados de feijoeiro em
solos da Tunisia, sendo 1/3 classificado como R. gallicum, 1/3 como R. etli ¢ R.
leguminosarum ¢ o restante em outras espécics que nodulam o feijoeiro. O
resultado desde trabalho contraria os encontrados por Hungria et al. (2000), que
discutem o dominio de isolados com caracteristicas de R. tropici nas regides
tropicais, devido a sua ecstabilidade genética, tolerdncia & acidez e altas
temperaturas ¢ concorda com os resultados obtidos por Pereira (2000), que
encontrou maior similaridade dos isolados estudados com Rhizobium

leguminosarum bv. Phaseoli do que com Rhizobium tropici.
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FIGURA 4. Dendograma de similaridade construido com o perfil protéico total
dos isolados, das estirpes referéncia (BR 322, UFLA 02-68, UFLA 02-86, UFLA
02-100 e UFLA 02-127) e das estirpes tipo LMG 4285 (BR 10.051-Rhizobium
leguminosarum bv phaseloi); CNF 427 (BR 10.026-Rhizobium etli); HAMBI
540" (BR 10.055-Rhizobium galegae bv orientalis); NZP 4027" (BR 7411-
Sinorhizobium melioti); NZP 2213" (BR 7801-Mesorhizobium loti); ORS 5717
(BR 5410-Azorhizobium caulinodans) ¢ BR 29-Bradyrhizobium elkanii

6 CONCLUSOES

A inoculagdo com as estirpes UFLA 02-86, UFLA 02-100 ¢ UFLA 02-
127 contribuiu de forma significativa para o aumento no rendimento ¢ acumulo de
N em grdos no feijoeiro ¢ nio diferiu da inoculagdo com a estirpe referéncia
CIAT 899.
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A populagio nativa apresentou alta diversidade fenotipica cultural e

padrdes protéicos.

Nio houve relagdo entre os grupos fenotipicos de perfil protéico total €

caracterizagio cultural celular,

Com base no perfil protéico total, a maioria dos isolados da populagdo
nativa foi classificada, a 80% de similaridade como Rhizobium leguminosarum

bv. phaseoli.

As estirpes inoculadas e eficientes sdo fenotipicamente distintas das

estirpes que compdem a populagio nativa.
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CAPITULO 3

EFICIENCIA AGRONOMICA DE R1ZOBIOS SELECIONADOS E
DIVERSIDADE DE POPULACOES NATIVAS QUE NODULAM O
CAUPI EM PERDOES/MG

1 RESUMO

SOARES, André Luis de Lima. Eficiéncia agrondmica de rizébios selecionados e
diversidade de populagdes nativas que nodulam o caupi em Perddes, MG.
2004, 73p. Disscrtagio (Mcstrado cm Solos ¢ Nutrigio dc Plantas) ~ Universidadc
Federal de Lavras, Lavras, MG

O caupi (Vigna unguiculata L.) é considerado alimento basico da
populagdo menos favorecida no nordestc do Brasil. A possibilidade da intera¢do
do caupi com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico pode aumentar os
niveis de produtividade e diminuir os custos de produgdo. No presente trabalho
avaliou-se, no campo, a eficiéncia agrondmica de estirpes selecionadas de rizobio
cm simbiose com o caupi, comparadas a estirpe recomendada para a produgiio de
inoculantes comerciais (BR 2001). A diversidade fenotipica das populagdes
nativas foi avaliada de acordo com as caracteristicas culturais por meio de analise
de proteina total por eletroforese em gel poliacrilamida (SDS-PAGE). Verificou-
se que a inoculagdio no campo com as estirpes UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B
contribuiu de forma significativa para o aumento no rendimento de grios, sendo
semelhantes 2 testemunha com 70 kg ha' de nitrogénio e superior & estirpe BR
2001 até entdo recomendada para a produgio de inoculantes comercias. A
populagdo nativa apresenta alta diversidade fenotipica cultural e padroes
protéicos. As estirpes inoculadas sdo bastante distintas fenotipicamente de
estirpes que compdem a populagiio nativa. As estirpes utilizadas foram diferentes
das estirpes isoladas da populaggo nativa.

Oricntadora: Fatima Maria de Sousa Morcira
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2 ABSTRACT

SOARES, André Luis Lima. Agronomic efficiency of selected rhizobia strains
and diversity of native populations able to nodulate cowpea in Perddes, MG.
2004. 73p. Dissertation (Master Program in Soil and Plant Nutrition) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.

Cowpea (Vigna unguiculata L.) is the main food crop of poor populations in
North and Northeast regions, Brazil. Symbiosis of cowpea and nitrogen fixing
bacteria (NFB) can increase yields replacing nitrogen fertilizers and decreasing
vield costs. The first aim of this work was to cvaluate the agronomic cfficiency of
selected rhizobia strains compared to the recommended strain BR 2001.
Phenotypic diversity of rhizobia native populations was evaluated by cultural
characteristics and analysis of total protein profiles by poliacrilamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). Field inoculation with strains UFLA 03-84 and
INPA 03-11B increased grain yields similar to both treatments: the control with
70 kg.ha' N-urea and strain BR2001 regarding the control without inoculation
and mineral nitrogen. There was no relationship among phenotypic grouping by
cultural characteristics and protein profiles. Native populations nodulating
cowpea are quite diverse and do not included strains similar to the strains
introduced as inoculants

Guidance Committee: Fatima Maria dec Souza Moreira - UFLA (Major Profcssor)
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3 INTRODUCAO

Dentre as leguminosas cultivadas no Nordeste do Brasil, destaca-se o
caupi como a principal cultura de subsisténcia no sertdo semi-arido da regido,
excelente fonte de proteina de baixo custo e alimento basico para a populagio
menos favorecida. O caupi também ¢ bastante cultivado nas regides tropicais dos
continentes  affricano, asidtico e americano. Esta cultura representa
aproximadamente 20% de todos os feijoes produzidos no Brasil (Borém &
Carneiro, 1998) ¢ apresenta baixos rendimentos médios, em torno de 400 a 500
kg.ha” (Lacerda, 2002).

A possibilidade da interagdo do caupi com bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico, vulgarmente denominadas de rizébios, via utilizagdo de
inoculantes, pode permitir 0 aumento de rendimento da cultura. Este processo
pode ser uma alternativa para a substitui¢io total ou parcial dos adubos
nitrogenados, desde que supra a cultura com o nitrogénio necessario para o seu
crescimento e desenvolvimento, além de diminuir os custos de produgdo e
economizar combustiveis fosscis utilizados para a fabricagdo de fertilizantes
nitrogenados.

A selegio de novas estirpes, na busca de um par simbidtico mais
eficiente, capaz de fixar maiores quantidades de nitrogénio atmosférico quando
em simbiose com caupi, € extrcmamentc importante para a produgdo de
inoculantes.

No entanto, as estirpes sclecionadas cm laboratdrio ¢ casa de vegetagdo
podem ndo alcangar o maximo potencial de fixagdo no campo, devido, entre
outros fatores, a competi¢io com a populagdo nativa estabelecida do solo € a
adaptagio as condigdes ambientais locais, tornado-se necessario também o estudo

de densidade ¢ diversidade da populagdo de rizébios nativos (Pereira, 2000).

44



Neste trabalho, avaliou-se a eficiéncia de estirpes de rizobio previamente
selecionadas em condigies controladas (Lacerda et al., 2004), em simbiose com o
caupi no campo, bem como a comparagdo destas com a estirpe recomendada para
a produgdo de inoculante comercial para a cultura. Também foi avaliada a
diversidade fenotipica de popula¢des nativas que nodulam o feijio caupi da arca

em estudo.

4 MATERIAL METODOS
4.1 Ensaio de campo

O ensaio de campo foi conduzido em area experimental do municipio de
Perdoes, Minas Gerais, de novembro de 2002 a margo de 2003, em um Argissolo
Vermelho distrofico tipico (EMBRAPA, 2000), da Fazenda Escola Vito Crincoli,
em drea onde nio havia sido cultivado caupi e sem utilizagfio anterior de qualquer
inoculante. Resultados de analisc quimica de amostra de material desse solo antes
do plantio encontram-se na Tabela 1. O cultivo se deu em condi¢io de baixa
utilizagdo de insumos, ndo tendo sido aplicado nenhum tipo de micronutrientes
nem de defensivos fitossanitarios; o nivel de fertilidade do solo estava abaixo das
condigdes ideais de plantio com relagio a algumas caracteristicas. O ensaio foi
realizado de acordo com as recomendagdes da Rede de Laboratérios para
Recomendacdo, Padronizagdo ¢ Difusdio dc Tecnologia de Inoculantes
Microbiologicos de Interesse Agricola (RELARE).

Foi utilizada a cultivar BR-14 Mulato (Cardoso et al., 1990), portadora
de imunidade ao virus do mosaico severo do caupi, e altamente resistente a sarna
(Sphaceloma sp.).

O delinecamento experimental foi blocos casualizados com quatro
repetigdes ¢ sete tratamentos: uma testemunha sem nitrogénio mineral ¢ sem

inoculagdo, outra que recebeu adubagdo nitrogenada na dose de 70 kg.ha™ de N
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(fontc uréia) também sem inoculagio, quatro estirpes de rizébio (UFLA 03-36,
UFLA 03-84, UFLA 03-129 ¢ INPA 03-11B) e a estirpe referéncia (BR 2001),
recomendada desde 1985 como inoculante para a cultura do caupi. A origem ¢
algumas caracteristicas culturais das estirpes de rizobio usadas no presente ensaio

encontram-se na Tabela 2.

TABELA 1. Resultados da analise quimica de amostra de material do solo (0 a
20 ¢m de profundidade) antes da adubagdo ¢ da semeadura'

Caracteristica Unidades Valores
pH em H0 (1:2,5) 49
P (fosforo Mehlich I) mg.dm™ 14,5
K (potassio Mehlich I) mg.dm? 122
Ca Cmol. dm™ 2,0
Mg Cmol.dm™ 0,6
Al Cmol.dm™ 0,3
H+ Al Cmol.dm™ 4,5
Soma de bases Cmol.dm? 2,9
CTC Cmol.dm? 3,2
CTCapH7 Cmol.dm? 7.4
Saturagdo por Al % 9,0
Saturagdo por bases % 39,3
Matéria orgénica Dag kg 1,9

T Analises realizadas nos Laboratorios do Departamento de Ciéncias do Solo da UFLA

O solo foi preparado com uma aragdo ¢ uma gradagem, com posterior
demarcagdio dos sulcos no terreno. A semeadura foi feita no dia 30 de novembro
de 2002, apés a inoculagdio das sementes, com a densidade de 10 sementes por

metro de sulco.
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O inoculante foi preparado com turfa esterilizada em autoclave, na
propor¢do 3:1 de turfa e culturas em meio 79 (Fred & Waksman 1928), semi-
solido na fase log (apds 3 dias de crescimento), inoculando-se 500g do inoculante
para cada 50kg de sementes. Todos os tratamentos, inclusive as testemunhas,
receberam adubagiio fosfatada e potassica a base de 70 kgha de P,Os e 40 kg.ha” de
K0, usando como fontes superfosfato triplo e cloreto de potassio, respectivamente,
incorporados nos sulcos de semadura a 6 cm de profundidade. Além desta adubagio, a
testemunha nitrogenada recebeu 70 kg ha” de N, parcelados em duas vezes: 35 kg.ha’
de N no plantio ¢ 35 kg.ha” de N aos 20 dias apés a emergéncia.

TABELA 2. Origem ¢ caracteristicas culturais das estirpes de rizobios usadas no

ensaio

Identificagdo  Origem/Estado Caracteristicas culturais em placa

ACI' D* pH? AT COR

UFLA 03-36  Theobroma, RO 4 1-2 Neutro Nio Branca
UFLA 03-84  Ji-Parani, RO 6 1-2 Alcalino Nio Branca
UFLA 03-129 Pedro  Peixoto, 7 1-2 Neutro Nio Amarcla
INPA 03-11B ?grra Firme, AM 7 1 Alcalino Nio Branca

BR 2001 Libéria, Africa 8 1-2 Alcalino Nio Branca

"Tempo em dias, para aparecimento de colénias isoladas, ‘diametro da colonia em mm, *reagiio
do meio de cultivo apds crescimento de coldnias e *absorg#o de indicador do meio de cultivo
As parcelas foram constituidas por seis linhas de 6m de comprimento,

espagadas em 1,0m, totalizando 36m’ de area total e 10m® de area util (as duas
linhas centrais destinadas a colheita dos grios, respeitando um espago de 0,50m
no inicio e final de cada linha).
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Foi realizada uma tnica capina manual, aproximadamente, aos 30 dias
apos a emergéncia das plantas.

Por ocasido do florescimento, foram coletadas 10 plantas de cada
parcela, na segunda e quinta linhas, para avaliacdo da nodulagio (contagem ¢
matéria seca) ¢ partc aérea (matéria seca, teor € acimulo de N ¢ eficiéncia
relativa).

A colheita foi realizada no dia 6 de margo de 2003, durante periodo
bastante chuvoso ¢ com a area novamente infestada com plantas daninhas.
Avaliaram-se o rendimento de grios e o teor de nitrogénio nos grdos. Para
avaliagiio do rendimento de grios, a sua umidade foi corrigida para 13%.

O nitrogénio total foi calculado pelo método semi-microkjedahl, de
acordo com Sarruge & Haag (1979), determinando-se a percentagem de N na
matéria scca da parte aérea ¢ nos grios. O N acumulado na parte aérea foi
calculado a partir do peso da matéria seca da parte aérea e da percentagem de N.

A eficiéncia relativa de cada parcela foi calculada segundo a

expressdo;

MSPAinoculada
Efr = x 100
MSPAcomN

Onde: Efr — eficiéncia relativa; MSPA inoculada — matéria seca da parte aérea da

planta inoculada; MSPA com N — matéria seca da parte aérea da planta com N mineral.
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4.2 Diversidade fenotipica de populagées nativas que nodulam o caupi

4.2.1 Captura de rizébios nativos densidade e eficiéncia

O experimento para a captura e contagem ¢ avaliagdo da eficiéncia de
rizébios foi conduzido em vasos de Leonard (Vincent, 1970), no Laboratério de
Microbiologia do Solo/DCS/UFLA, nos meses de setembro e outubro de 2003,
utilizando como planta isca a mesma cultivar de caupi do experimento de campo.

Foram coletadas duas amostras de solo em arca adjacente ao local do
experimento de campo, em agosto de 2003 e estas foram encaminhadas ao
laboratério, onde foram realizadas as diluigdes seriadas decimais.

O delincamento cstatistico utilizado foi o intciramente casualizado, com
seis repeti¢des (trés de cada amostra de solo) e nove tratamentos. Os tratamentos
foram as inoculagdes com 1 mL da suspensdo de solo das diluiges seriadas 10" a
107, além de duas testemunhas (uma com adigfio de N mineral e sem inoculagio ¢
outra sem N mineral e também sem inoculagdo) para controle da possivel
contaminagio e para comparagdes com as plantas inoculadas. O nitrogénio,
quando aplicado correspondeu a trés parcelas com intervalos de 10 dias,
totalizando 210 mg de N por vaso, na forma de NO;NH,.

A parte superior dos vasos de Leonard continha uma mistura 1:1 de areia
(250 mL) e vermiculita (250mL), enquanto a inferior continha solugio nutritiva
de Jensen modificada (Anexo - C), autoclavada por 30 minutos a 1,5 kg.cm® ea
127°C. Apés o preparo, os vasos foram autoclavados por uma hora, a pressio de
1,5 kg.cm? ¢a 127°C.

As sementes utilizadas foram desinfestadas superficialmente com etanol
70% por 5 minutos ¢ hipoclorito de sédio a 1%, por 3 minutos. Em seguida,

foram lavadas seis vezes com agua destilada esterilizada. Foram entiio semeadas
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quatro sementes por vaso €, posteriormente, foi feita a inoculagdo, colocando-se,
junto a cada semente, 1 mL da suspensdo proveniente das diluigdes seriadas.

Também foi colocada, sobre a superficiec do vaso, uma fina camada de
mistura esterilizada de areia, benzeno ¢ parafina (propor¢do de 5:1:0,015,
respectivamente), com a finalidade de evitar possiveis contaminagdes.

Manteve-se o nivel de solugdo nutritiva nos vasos, repondo
periodicamente com solugdo autoclavada. Decorridos trés a cinco dias apds a
germinagdo foi feito o desbaste, deixando-se somente uma planta por vaso. As
plantas foram colhidas por ocasido do florescimento, para determinagio da
nodulagdio (contagem ¢ matéria seca), matéria seca da parte aérea e para o
isolamento das bactérias nativas presentes nos nédulos.

Para a estimativa do nimero mais provavel (NMP) de células de rizébio
nas duas amostras coletadas, considerou-se positivo para presenga € negativo
para auséncia de nédulos, em cada dilui¢do, usando o programa “Most Propable
Number Estimate” (MPNES) (Woomer et al., 1988).

4.2.2 Isolamento dos rizébios presentes nos nédulos

Trés nodulos de cada planta-isca foram utilizados para o isolamento de
rizobios. Estes nodulos foram primeiramente imersos em alcool etilico 95%, por
30 segundos, com o objetivo de quebrar a tensdo superficial, sendo
posteriormente imersos em H,0, por 1 minuto, para esterilizar a superficie do
nodulo, e depois lavados seis vezes em agua esterilizada para a retirada do H,0..
Os nddulos foram entdio esmagados com o auxilio de uma pinga devidamente
esterilizada, em placas contendo meio de cultura 79 (Fred & Waksman 1928),
com azul de bromotimol, sendo o material interno espalhado nas placas para a

obtengdo de colbnias isoladas (Vincent, 1970).
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4.2.3 Caracterizacéio cultural dos isolados

Apés a obtengdo de coldnias isoladas e puras, os isolados foram cntio
identificados ¢ crescidos em placas contendo meio de cultura 79 (Fred &
Waksman 1928), para futura caracterizagio cultural ¢ armazenamento em “deep
freezer”(-80° C).

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas culturais dos isolados: taxa
de crescimento medido pelo tempo de aparecimento de colGnias isoladas
(crescimento muito rapido, 1 dia; rapido, 2 a 3 dias; intermediario, 4 a 5 dias:
lento, 6 a 10 dias ¢ muito lento, mais que 10 dias), didmetro médio das colénias
(<1 mm, I a2mme>2 mm), modificagio do pH do meio (acidificagio,
alcalinizag3o € neutro), produgdo de goma (baixa, média e alta) e coloragio das

colonias (amarela e branca).

4.2.4 Anilise de proteinas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (Anexo B)

As estirpes usadas como inoculante, os isolados nativos e estirpes tipo e
referéncia de espécies conhecidas, apds o crescimento em placa, foram entio
crescidos por dois cultivos sucessivos em mcio TY sélido, nas mesmas condi¢des
de temperatura ¢ luminosidade para todas as estirpes ¢ os isolados utilizados,
fazendo-se, posteriormente, a inoculagiio de coldnias isoladas em 50 mL de meio
de cultura liquido TY (Anexo A). O crescimento se deu com agitagiio constante
de 120 rpm por 4 dias, & temperatura de 28°C. O meio de crescimento com as
bacténias foi entdo centrifugado a 10.000 rpm, por 10 minutos, a temperatura de
4°C. O sobrenadante foi descartado e ao “pelet” formado foi adicionado o tampio
NaPBS (Anexo A), que foi novamente centrifugado, repetindo-se esse processo

trés vezes até a total lavagem das células.
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Foram pesados 70mg de células de cada isolado em tubo Eppendorf e, em
seguida, adicionou-se 0,9 mL do tampio da amostra (TTA) (Anexo A) ¢ 0,1 mL
SDS 20%, para a solubilizagdo das proteinas. Posteriormente, aqueceu-se a
mistura em banho-maria a 95°C, por 10 minutos. Depois, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, 3 temperatura de 4°C, para em
seguida, serem submetidas & eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pelo
método Laemmli (1970), com modifica¢des descritas por Jackmam (1985). Para
a ecletroforese utilizou-se um gel de sistema descontinuo, 12% para o gel
separador ¢ 5% para o gel de concentragio (Ancxo C). Foram aplicados ao gel
30pL de cada amostra.

Uma matriz biniria dos dados originais foi construida, compreendendo
15 cadeias polipeptidicas (bandas) representativas dos perfis gerados.

Os grupos formados foram comparados com as estirpes tipo € referéncia

¢ com as estirpes usadas como inoculante no ensaio de campo.

4.3 Anilises estatisticas

Os dados do ensaio de campo ¢ do ensaio com vasos de Leonard foram
submetidos a analise de variincia empregando-se o sisterna de analise estatistica
SISVAR, versio 4.0 (Ferreira, 2000). Os efeitos dos tratamentos foram
comparados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Os dados de caracterizagdo cultural e perfil protéico total nio foram
submetidos 4 anilise de variincia, sendo as estirpes ¢ os isolados obtidos
agrupados utilizando-se o método UPGMA (“Average Linkage Clustering™), cujo
principio baseia-se na distincia intergrupo, que ¢ 2 média das distancias pareadas
dos membros dos dois grupos e representados por um dendograma de
similaridade (NTSYS-pc, versdo 2.01, Slice et al., 1994).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de campo

Os resultados médios das caracteristicas avaliadas encontram-se nas
Tabelas 3 ¢ 4. Os tratamentos afetaram todas as caracteristicas avaliadas, de
forma significativa.

A inoculagio com as estirpes UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B promoveu
maior nodulagdo das plantas. Estas estirpes ficaram em um grupo superior ao das
demais estirpes, o qual incluiu a cstirpe referéncia, BR 2001. A nodulagio por
rizébios nativos nio foi significativa, tendo em vista que Test s/N permaneceu no
grupo inferior, juntamente com a Test ¢/N. Lacerda et al. (2004), estudando as
mesmas estirpes, ndo cncontraram diferencas significativas em relagio a esta
caracteristica. As mesmas estirpes (UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B) sobressairam
em relagio 4 matéria seca de nodulos (MSN), cujos valores mostraram-se
coerentes com os encontrados por Lacerda et al. (2004) e Martinazzo (1989).

Com relagdo 4 matéria seca da parte aérea (MSPA), eficiéncia relativa
(EFr %) e acimulo de N na parte aérea, foi observado 0 mesmo comportamento
das estirpes, tendo em vista a relagdo direta entre as caracteristicas. A estirpe
INPA 03-11B foi a que se destacou, permanecendo em um grupo isolado,
superior aos demais tratamentos e semelhante 4 Test ¢/N.

O rendimento de grios variou de 341 a 952 kg.ha' e foi afetado
negativamente pela ocorréncia de chuvas por ocasido da colheita (Tabela 4). As
estirpes UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B se destacaram das demais, promovendo
rendimentos de grios semelhantes a Test ¢/N, que recebeu uma adubagiio mineral
de 70 kgha' de N. Lacerda et al. (2004) também verificaram alta eficiéncia
destas estirpes, porém, o rendimento de grios foi superior aos encontrados no

presente trabalho.
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A estirpe referéncia para inoculagio no caupi, BR 2001, mostrou-se

ineficiente em relagio a produgio de grios, situando-se¢ no mesmo grupo da Test

s/N. Este resultado ¢ os de outros trabalhos (Martins ct al., 1997; Percira, 2000;
Motta, 2002; Lacerda et al., 2004 e Lima, 2003) indicam a baixa eficiéncia da

BR 2001 e melhor eficiéncia simbitica de outras estirpes de rizobio.

TABELA 3. Valores médios do numero de nédulos por planta (NN), matéria seca

de nodulos (MSN) (mg.planta’) matéria seca da parte aérea
(MSPA) (g.planta™), eficiéncia relativa (Efr %), acamulo de N na
parte aérea (mg.planta™), em fungiio das fontes de nitrogénio sobre o

caupi, cultivar BR 14-Mulato, no experimento de campo em

Perddes, MG'

Fontes de N NN MSN MSPA Efr Acimulode

N PA
Test s/N 15,52¢ 180,30b 7,53 b 56,62b 261,20
BR 2001 2455b 197,50b 8210 62,97b 296,92 b
UFLA 03-36 25,67b 202,37b 836b 61,58 b 296,67 b
UFLA 03-129 23,67b 199,77b 8340b 63,86 b 300,99 b
UFLA 03-84 31,L17a 226,57 a 8970 72,98 b 353,06 b
INPA 03-11B 31,102 250,77 a 1124 a 84,40 a 436,42 a
Test ¢/N 18,07¢ 149,65b 13,63 a 100,00 a 510,87 a
CV (%) 12,76 14,01 19,93 19,71 20,18

"TEm cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, segundo o teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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TABELA 4. Valores médios de rendimento de grios (kg.ha"), teor de N nos
grios (%) e acimulo de N nos grios (kg,ha”), em fungdo das fontes
de nitrogénio sobre o caupi, cultivar BR 14-Mulato, no experimento

de campo em Perddes,MG'

Fontes de N Rendimento Teor N grios  Acimulo N grios
Test s/N 341,80 ¢ 3.22b 10,93 ¢
BR 2001 473,68 ¢ 3460 1645¢
UFLA 03-36 703,63 b 345b 24490
UFLA 03-129 71746 b 3,78a 27,29 b
UFLA 03-84 949,13 a 379a 36,07 a
INPA 03-11B 957,25a 400a 38,34a
Test /N 952,00 2 398a 37,82a
CV (%) 12,71 8,68 18,27

"Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem 20 mesmo grupo, segundo o teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

As estirpes UFLA 03-129, UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B proporcionaram
teores de nitrogénio nos griaos semelhantes ao teor encontrado na Test ¢/N. Ja
para o acimulo de N nos grdos, as cstirpes UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B, que
proporcionaram maior rendimento, foram também as que mais promoveram

acumulo de nitrogénio nos grios.

5.2 Diversidade fenotipica de popula¢des nativas que nodulam o caupi

5.2.1 Densidade da populacfo nativa

Os dados de numero ¢ matéria seca de nodulos € matéria seca da parte
aérea das plantas, obtidos no experimento em vasos de Leonard, encontram-se na
Tabela 5.

Neste experimento, ficou evidenciado visualmente o baixo crescimento da
plantas inoculadas com as suspensdes de¢ solo (Figura 1), indicando baixa

eficiéncia das populagdes nativas.
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Somente as plantas inoculadas com suspensdo de solo até a diluigdo 107
apresentaram nodulos, tendo a diluigio 10 diferido da diluigio 10 quanto a esta
caracteristica (Tabela 5). Nido houve contaminagio do experimento porque
nenhuma das testemunhas apresentou nédulos em suas raizes. Com relagdo a
matéria seca de nodulos, somente sdo apresentados resultados para a diluigiio 10°
!, tendo em vista que os nodulos obtidos por inoculagio da suspensio de solo da
diluigdo 10 foram utilizados para o isolamento dos rizébios nativos.

As inoculagdes de suspensio de solo ndo promoveram aumento na
matéria seca da parte aérea (MSPA) ¢ somente a testemunha que recebeu

nitrogénio mineral (210 mg.planta™) produziu maior MSPA.

TABELA 5. Valores médios do mimero de nodulos (NN), matéria seca de
nodulos (MSN) e matéria seca da parte aérea (MSPA) em fungdo
das diluicdes utilizadas ¢ da auséncia ou presenga de nitrogénio

mineral’
Tratamentos NN MSN (mg.planta’)  MSPA (g.planta™)
Diluigiio 10 1833 a 0,03a 0,82b
Diluigsio 10° 0,83b ND 0,75b
Diluigdo 1073 0ob 0b 0,62b
Diluiggo 10 0b 0b 0,57 b
Diluigdio 107 0b 0b 0.62b
Diluiggo 10 0b 0b 043b
Diluigio 107 0b 0b 0,51b
Test s/N 0b 0b 582a
Test /N 0b 0b 045 b
CV(%) - 133,21 321,15 64,98

" TEm cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, segundo o teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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FIGURA 1. Vasos de Leonard do experimento de captura de rizobios, no inicio
do florescimento

A populagdo nativa de rizdbio, calculada pelo método das diluigdes
sucessivas, variou de 23 rizobios por grama de solo (Amostra 2) a 38 rizdbios
por grama de solo (Amostra 1). Estes valores sdo bem inferiores aos encontrados
para a cultura do feijociro na mesma area, indicando que, apesar do caupi ser
considerado mais promiscuo do que o feijoeiro (Melloni, 2001), este fato nio foi

observado no presente estudo.

5.2.2 C_araéterizat;ﬁo cultural
Os 15 isolados obtidos de nodulos das plantas de caupi foram agrupados
com base em suas caracteristicas culturais, conforme a Tabela 6 ¢ representados

¢m um dendograma de similaridade, conforme a Figura 2.
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TABELA 6. Agrupamento ¢ nimero de isolados de nzobio de nédulos de caupi,

conforme suas caracteristicas culturais

Grupos Caracteristicas culturais N¢ de isolados
‘ 1 2 3 4 5 6

Grupo A | la2 Alcalino Média Nao Amarela 1 isolado
Grupo B I 122 Alcalino Média Sim Branca 2 isolados
Grupo C R <1 Alalino Média Sim Amarcla 1 isolado
GruppD R >2  Acido Aka Sim Amarcla 7 isolados
GrupoE - R >2 Acido Média Sim Amarela 2 isolados
Grupo F R la2 Acido Média Sim Amarela 1 isolado

Grupo G R 1a2 Acido Baixa Sim Amarela 1 isolado

Caracteristicas culturais: 1 Taxa de crescimento, sendo MR muito rapida (1 dia para
aparecimento de colonias isoladas), R rdpido (2-3 dias), I intermediério (4-5 dias), L lento (6-10
dias), ML muito lento (> 10 dias), 2 Diametro da colonia, em mm, 3 pH do meio de cultura, 4
Produgdo de goma, 5 Absorgiio do indicador ¢ 6 Cor da coldnia.

A 80% de similaridade, 7 grupos foram formados com os isolados

nativos da area em estudo (Figura 2).



BR 1001

) UTLA O3S
- INPA 03-10b
GRUPO A
. 11SOLADO
,
! GRUPOB ! 1 1500LADOS
!
: SUFLAO336
L . UFLA@3-129
GRUPOC | i1s004D0
I3
GRUPOD !
i 7 ISOLADOS
i
!
+
i
i
GRUPO E i 11S0LADOS
CRUPOF LISOLADO
I GRUPOG . 11SOLADO
sy T T T T T T 7
3132 035 050 bkt 1m

Cosfliciont

FIGURA 2. Dendograma dec similaridade construido de acordo com as
caracteristicas culturais dos isolados de feijoeiro e as estirpes referéncia BR
2001, UFLA 03-36, UFLA 03-84, UFLA 03-129 ¢ INPA 03-11B

Os 15 isolados de caupi apresentaram o seguinte agrupamento: 1 isolado
(7%) pertencente ao grupo morfolégico A, 2 isolados (13%) pertencentes ao
grupo morfolégico B, 1 isolado (7%) pertencente ao grupo morfolégico C, 7
isolados (46%) pertencentes ao grupo morfoloégico D, 2 isolados (13%)
pertencentes ao grupo morfologico E, 1 isolado (7%) pertencente ao grupo
morfolégico F e 1 isolado (7%) pertencente ao grupo morfolégico G. Com base
em suas caracteristicas culturais, as estirpes pré sclecionadas ¢ usadas no ensaio
de campo nio se agruparam com nenhum isolado nativo da area em estudo, a
80% de similaridade. Melloni (2001), utilizando o caupi como planta isca para

captura de rizobios nativos d¢ area minerada de bauxita reabilitada, encontrou
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nimero bem superior de isolados do que os encontrados neste trabalho (200
isolados em amostras de solo coletadas no inverno e 420 no verdo) € a maioria
apresentava  caracteristicas culturais semelhantes as de espécies de
Bradyrhizobium, diferentemente dos encontrados no presente trabatho, em que a
maioria dos isolados apresentou caracteristicas culturais de espécies do género
Rhizobium.

Dentre 41 isolados, Percira (2000) encontrou 20 isolados pertencentes ao

grupo formado pela estirpe tipo de referéncia de Rhizobium tropici.

5.2.3 Anilise de proteinas totais por SDS-PAGE

Os isolados formaram cinco grupos com base no perfil eletroforético de
proteina total. Os perfis cletroforéticos de proteina total dos isolados, das estirpes
inoculadas, da estirpe referéncia e das estirpes tipo encontram-se na Figura 3,
enquanto o dendograma de similaridade, obtido a partir dos perfis eletroforéticos,
pode ser visualizado na Figura 4.

O grupo A foi formado por 9 isolados € a estirpe tipo BR 7411 de-
Sinorhizobium meliotii. Nenhuma outra estirpe referéncia, nem as estirpes tipo
agruparam-se, a 80% de similaridade, com os demais isolados nativos da area cm
estudo. Melloni (2001) verificou que 22% dos isolados de nédulos de plantas de
caupi eram pertencentes ao grupo formado com as estirpes tipo de espécies de
Sinorhizobium e a grande maioria desses isolados (74%) era pertencente ao grupo
formado com as estirpes tipo de Bradyrhizobium.

Pereira (2000) nio encontrou nenhuma relagio entre isolados de nédulos
de plantas de caupi com espécies conhecidas de Bradyrhizobium e de Rhizobium,
a 80% de similaridade, com base no perfil protéico total. Somente com

similaridades inferiores ¢é que foi encontrada alguma relagéo.
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FIGURA 3. Perfis de proteina celular total de estirpes isoladas de caupi do solo
da area em cstudo, das estirpes referéncia ¢ das estirpes tipo obtidas por
cletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) X = area utilizada — 15
bandas: PM = padrio de peso molecular LMWM
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FIGURA 4. Dendograma de similaridade construido com o perfil protéico total
dos isolados de caupi, das estirpes referéncia (BR 322, UFLA 02-68, UFLA 02-
86, UFLA 02-100 ¢ UFLA 02-127) e das estirpes tipo LMG 4285 (BR 10.051-
Rhizobium leguminosarum bv phaseloi); CNF 427 (BR 10.026-Rhizobium etli);
HAMBI 5407 (BR 10.055-Rhizobium galegae bv orientalis); NZP 4027" (BR
7411- Sinorhizobium melioti); NZP 2213 (BR 7801-Mesorhizobium loti); ORS
571" (BR 5410-Azorhizobium caulinodans) ¢ BR 29-Bradyrhizobium elkanii
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6 CONCLUSOES

A inoculagio com as estirpes UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B contribuiu de
forma significativa para o aumento no rendimento de grdos do caupi. sendo

superior a inoculacio com a estirpe referéncia BR 2001.

A populagiio nativa apresenta alta diversidade fenotipica cultural e padrdes
protéicos.
Nio houve relagiio entre os grupos fenotipicos de perfil protéico total e

caracterizagio cultural celular.

Com base no perfil protéico total, a maioria dos isolados da populagdo nativa

foi classificada a 80% de similaridade, como Sinorhizobium melilotii.

As estirpes inoculadas sdo bastante distintas fenotipicamente de estirpes que

compdem a populagdo nativa.
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ANEXOS

ANEXO A
Meios de cultura. tampdes e solugdes de revelagio

Meio de cultura TY Observagiio

Trvptona 3¢ Solugdo CaCl; (autoclavar em
Extrato de levedura 0,75g frasco individual) 20g CaCl, .2
KH-PO; 0,454¢  H,O em 100mL H-O. No
Na,HPO,. 7H,0 1,79¢  momento da inoculacdo,

H,O destilada  completar para 1000mL acrescentar 0,25mL para cada
pH 6,8-7.8 50ml de meio de cultura (TY)
Tampio de lavagem das células (NaPBS)

Na,HPO,. 12H,0 0.2M 40,5ml

NaC(Cl 8.0¢g

H,0 bidestilada  completar para 1000mL

pH 7.3 Estocar a 4°C

Tampio de tratamento da amostra (TTA) Observacio:

Mercaptoetanol SmL (0,75 g Tris + 50 mL de agua

Glicerol 10mL  destilada + 3.45 mL 1,72 N HCI

Trs-HCL 0,75 g ajuste o pH para 6,8). Depois de

H,0 bidestilada completar para 100mL adicionar o mercaptoctanol + 10

pH 6.8 Estocar a —18° ¢ mL de glicerol ¢ ajuste para 100
mL

A - Tampio do gel de separagio B - Tampao gel de Empilhamento

Tris (1.5M) 18,15 ¢ Tris base (0,5M) 6.0¢g
H-0 completar para 100 mL  H,O completar para 100 mL
pH 8.8 Estocar a 4°C pH 6,8 Estocar a 4°C
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Observacio:

A- Pesar o Tris ¢ adicionar 50mL de agua bidestilada + 24,2 mL de HC1 1,72 N.
Elevar o pH para 8,8¢ completar o volume restante com agua bidestilada

B- Pesar o Tris ¢ adicionar 50mL de dgua bidestilada + 29 mL de HCI 1,72 N.
Elevar o pH para 6,8 ¢ completar o volume restante com agua bidestilada

Solug#io estoque de SDS (10%) Solugiio estoque de APS (10%)
10g SDS 100mL H>O destilada 0,1g APS ImL H,O destilada
Gel de separagcio ( para 1 gel) Gel de concentragiio ( para 1 gel)
H-O bidestilada 9,6 mL H,O bidestila 6 mL
Bis acrilamida 12,5 mL Bis acrilamida 1.3d mL
Tris-HC1 1,5M pH:8,8 7.5mL Tris-HCI 1,5M pH:8,8 2,5
mL
SDS (10%) 300pL  SDS (10%) 100uL
APS (10%) 15uL  APS (10%) 50uL
TEMED 1o, TEMED 5pL

Tampao de corrida (Tampao Tris-Glicina)

Tris 12,0g
Glicina 575¢g
SDS 4g

H,0 bidestilada completar para 4000 mL

pH 8,594 19°C. (Preparar minutos antes de comegar a eletroforese)

Solucdo de monémeros Observacio
Acrilamida 29,2g Imediatamente apés dissolver os
Bis-acrilamida 0,8g compostos em agua (processos

o endotérmico) o volume ¢ ajustado € a
H.0 bidestilada completar para 100 mL. solugiio devera sempre permanecer
Filtrar e armazenas a 4° C. gelada.
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Solugdo estoque de SDS (20%)

20 g de SDS ¢ completar o volume para 100mL com agua destilada.
Estocar a temperatura ambiente (Néo colocar na geladeira)

Volumes de STB e SDS para a preparo do extrato de célula (1/20 diluigdo)

Peso de células imidas em mg
STB (sem SDS) emmL SDS 20% em mL

70 0,9 0,1

Revelacio de proteinas totais

*Solucio de coloracio *Soluciio fixadora

Metanol 400mL Metanol 450mL
Ac. acético 70mL  Ac. acético 100mL
Coomassie Blue R250 0,5g H0 destilada 1000mL
H-0 destilada 1000mL

*Soluciio descolorante *Soluciio secante

Metanol 400mL Metanol 650mL
Ac. acético 70mL  Glicerol 5mL
H.0 destilada 1000mL  H,O destilada 1000mL
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ANEXO B

Protocolo para Anilise de Proteina Total por Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida (SDS-PAGE) d¢ Bactérias Gram-Negativas (modificado do
protocolo utilizado do Laboratério de Microbiologia da Universidade de Gent).

EXTRAGAO DE PROTEINAS

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

2)

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

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

3) Centrifugue a 10000 rpm por 10 min., a 4° C.

4) Descarte o sobrenadante

5) Lave as células por meio de ressuspensdo do “pellet” em 30 mL de tampéo
NaPBS (apéndice) e nova centrifugagio.

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

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

8) Adicione 0,9 mL do tampdo de tratamento da amostra (STB sem SDS)
(apéndice, para volume de STB) ¢ misture com misturador tipo Vortex.

9) Adicione 0,1 mL de uma solugio SDS 20% (dodecil sulfato de sédio) e misture
com misturador do tipo Vértex.

10) Aqueca 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 ¢ a parte maior, para
armazenamento mais longo, a - 80°C por até trés anos.

Obs.: Entre os passos 9 e 10, a suspensio bacteriana resfriada pode ser tratada

por ultra-som (sonda com ponta tipo agulha - 127 mm, 4mm didmetro), durante 5
scgundos, posi¢do “low”, maximo de 50 W.
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PREPARACAO GEL DE SDS-PAGE NAS PLACAS (modificado de Laemmli,
1970).

A) Preparagio do gel de separagdo de 12%

1) Misture o seguinte em um frasco limpo

H,0 (bidestilada) 13.4 mL
1.5M Tris-HCl, pH 8,8 (tamp3o do gel de separagdo) 10.mL
Bis-Acrilamida (solu¢io de mondmeros) 16 mL
(30% T; 2,67%C)

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

3)Adicione o scguinte na mistura:

SDS 10% 0,4 mL
TEMED 20 uL
(NH,); S20; 10% (APS) 0,14 mL

(pH da solugio de APS recém preparada (fresca 1 hora, no maximo) deve estar
entre 5-6).

4) Misturar bem (agitando o frasco, erlenmeyer, que contem a solugio do gel) ¢
verta 28ml da solugdo imediatamente entre as placas de vidro. O nivel de gel de
separagiio 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 agua para manter uma condi¢io de
anaerobiose e obter uma superficie plana.

7) Deixe polimerizar no banho-maria por lh 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 tampio do gel de separagiio (diluido 1:4) contendo 0,1% de SDS.

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

B - Preparagdo do gel de empilhamento (concentragdo) de 5% (pelo menos 1 hora
antes de “carregar’o gel).
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1) Descarte o liquido sobrenadante ¢ lave com agua bidestilada, remova o excesso
do liquido virando as placas de cabega para baixo para escoar.

2) Misture o seguinte em frasco:

H,O0 (bidestilada) 5,7mL

0,5 M Tris HCI (pH 6.8) (tampio do gel empilhamento)  2,5mL
Bis-Acrilamida (30%T, 2.67%C) solu¢io de mondmeros 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 104l
(NHL) 25,05 10% (APS) 0,05ml

(pH da solugdo de APS preparada fresca deveriam estar entre 5-6).
Misturar bem com um bastio de vidro.

5) Antes de colocar a solugo do gel de empithamento na superficie do gel de
separagéio, lave a superficie com alguns mL da solugio do gel de empilhamento.
6) Aplique a solugio do gel dec empilhamento (concentragdo) em cima do gel de
separagio 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 € preencha as aberturas (pogos) com o tampdo de
empilhamento (1:4) contendo 0,1% de SDS, apés e enxaguar 2x com agua
bidestilada. Esperar 30 min.

10). Aplique as amostras de proteina extraida, apés encher as aberturas (pogos)
com tampdo de corrida preparado fresco, apos lava-los duas vezes com a mesma
solugdo.

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 ¢ depende da concentragiio do extrato de proteina.

2) O volume final em cada pogo ¢ ajustado a 15pL (com tampio de tratamento de
amostra contendo 0.001% azul de Bromofenol) (linha de corrida) (veja apéndice).
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No caso de um extrato de proteina muito diluido, ndo deve ser aplicado um maior
volume. Preencha os pogos com tampdo de corrida.

1.

2.

he

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

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

Coloque vagarosamente tampdo de corrida (tris — glicina SDS) fresco no
reservatorio superior e verifique se niio ha vazamento.

Ligue a corrente a 5,5 MA para cada placa (correspondendo a
aproximadamente 18 volts) e deixe correr a corrente constante até que a linha
de corrida alcance um nivel de aproximadamente 9,5 cm do topo de gel de
separagdo (comprimento total dc gel de separagdo: aproximadamente 12,6
cm; comprimento total de gel de separagio + empilhando gel / (fundo de
aberturas); aproximadamente 14 cm).

Desligue a corrente e tire as placas da cuba

Remova os grampos que seguram o gel, retire os espagadores ¢ insira uma
espatula de plastico plana empurre para soltar as placas de vidro. Nunca use
um objeto de metal; lascara as placas de vidro. Retire o gel de empilhando
deixe permanecer gel de separagiio, faga a marca de inicio da aplicagdo das
amostras € coloque o gel na solugdo de coloragdo .

Ap6s 12 horas retire o gel da solugio de coloragio ¢ coloque na solugdo de
descoloragdo (revelagdo), troque a solugdo caso precise, quando as bandas
eletroforéticas estiverem nitidas € o resto do gel transparente passc para a
solugiio de fixagio e armazene sob refrigeracdo.

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 agua destilada coloque o gel € coloque
outra folha de celofane formando um sanduiche. Feche o bastidor e estique o
papel e deixe secar. Caso o gel nio esteja no tamanho adequado, deixe-o em
agua destilada por meia hora antes de colocar na solu¢#o secante.
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ANEXO C

Solugdo de Jensen Modificada

K,HPO, (0,12 mol L)

MgS0,7H;0 (0,081 mol L) + NaCl (0,34 mol L")

CaHPO, (0,035 mol L)

FeCl;.6H;0 (0,0,35 mol L)
** Solugdo de micronutrientes

Agua destilada

pH = 6,7; ajustar com NaQH

10 mL*

.10 mL*

10 mL*
10 mL*
ImL*
1000 mL

Solugdo estoque

* Volume retirado da solugio estoque para o preparo de 1 litro da solugdo de

Jensen modificada

** Solugdo de micronutrientes para 1 litro de agua

H;BO; "~ 2.86g
anO4.7H20 0,22 24
CuS0,.5H;0 008¢g
NazM004.4H20 0,09 g
CoCl, 0,03 g
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