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DETERMINACAO DA CAPACIDADE COMPETITIVA (VIA “ELISA”E RAPD-PCR) DE
ESTIRPES DE RHIZOBIUM NA NODULACAO DA FEIJOEIRO EM SOLO DE CERRADO.
Raposeiras,R.(1); Passos,R.V.M.(1); Carvalhais,..C.(1); Paiva,E.(2); Marriel,LE.(2); Oliveira, C.A.
(1); Sa,N.M.H.(1)-Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte M.G (1); Embrapa/Milho e
Sorgo-Sete Lagoas M.G(2).
INTRODUCAO

Os solos tropicais apresentam estirpes de Rhizobium nativas, capazes de nodular o feijoeiro.
Porém, essas estirpes sao consideradas pouco efetivas (Pereira, 1991; Pinto et al, 1995),
comprometendo a resposta positiva a inoculagdo, devido a competigdo com as estirpes efetivas
introduzidas. Por outro lado, a inadequagio, em geral, dos métodos tradicionais de identificagdo dessas
estirpes de rizobio no solo, tém limitado os estudos de competitividade necessarios para a selegdo de
estirpes efetivas e competitivas, capazes de garantir o sucesso da inoculagdo dessa leguminosa.  Nesse
trabalho, foi avaliada a competitividade de estirpes efetivas de R. tropici em solos de cerrado, através
da sua identificacdo via técnicas de “ELISA”(Enzyme Linked Imunosorbent Assay) e “RAPD”
(Randomly Amplified Polymorphic DNAsS).

MATERIAL E METODOS
Estirpes de Rhizobium tropici (Br322, SLA22 e CPACHy), pré-selecionadas quanto a

efetividade e competitividade em condi¢des axénicas (Raposeiras et al, 1999), foram avaliadas em
vasos contendo solo de cerrado, onde foram cultivadas as variedades de feijdo “carioca”e “diamante
negro”. Utilizou-se 4 repeticdes por tratamento, incluindo: co-inoculagdes 2 a 2 das estirpes testes;
estirpes inoculadas individualmente; tratamento sem inoculagdo e tratamento contendo nitrogénio
mineral (NH4SO, distribuido em 3 aplicagdes, totalizando 90 mg de N).

Apos 40 dias, as plantas foram colhidas, avaliadas quanto a produ¢do de matéria seca,
porcentagem de nitrogénio e nimero de nodulos. A identificagdo das estirpes nos nodulos via “ELISA”
foi efetuada apos determinagio dos titulos dos soros em coelhos (Nishi, 1994) de acordo com Ahmad et
al. (1981). Para identificagdo via RAPD, os nodulos foram isolados (Vincent, 1970), procedendo-se a
extragdo do DNA total (Sa et al, 1993) de cada estirpe e verificagdo de sua qualidade e dosagem das
amostras em gel de agarose. Os procedimentos para amplificagdo das amostras, seguiram-se de acordo
com Steindel et al (1993). Foram utilizados 3 “primers”’como marcadores (Kit-Operon-Technologies-
Inc.):OPCO04(ACGGGACCTG),0PC10 (AGCAGCGAGG) e OPA10(TGGTCGGGTG), previamente
selecionados (Oliveira et al, 2000 e Pinto et al, 1999). Os produtos da amplificagdo foram separados em

gel de poliacrilamida a 5%. A identificagdo das estirpes foi efetuada através da comparagdo do perfil
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eletroforético da estirpe original com cada um dos isolamentos dos nédulos amostrados com os 3
“primers”referidos. Foram considerados como correspondentes as estirpes que apresentaram
similaridade igual ou superior a 65% em relagdo a(s) estirpe(s) original(is).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificagdo das estirpes nos nodulos foi efetuada através das 2 técnicas (“ELISA”e RAPD),
porém apesar de sua sensibilidade e indicagdes na literatura para identificagio de nodulos em plantas
cultivadas em solo, a técnica de “ELISA”apresentou elevado indice de nodulos nio identificados e/ou
reagdes cruzadas. A confirmag@o definitiva da presenga das estirpes foi efetuada via RAPD.

De modo geral, o efeito da inoculagdo foi mais acentuado na variedade “carioca”(tab.1),
mostrando a influéncia da planta hospedeira sobre a resposta a inoculagdo como observado por outros
autores (Monte alegre et al, 1994). Apesar das plantas que receberam o N mineral apresentarem a maior
produtividade, alguns tratamentos, representados especialmente pela inoculagdo com a estirpe SLA2.2,
mostraram ganhos significativos em relagdo aos controles ndo inoculados, na produgdo de matéria seca
e teor de N. A contribuicdo dessa estirpe foi confirmada ndo s6 pela sua maior efetividade, mas pela
sua maior competitividade evidenciada pelo seu maior indice de ocupagdo nodular entre as estirpes
testadas (tab.2). A estirpe CPACH,, mostrou-se a menos competitiva das 3 estirpes testadas (indices de
ocupag¢do nodular menor ou igual a 20%). A Br322 apresentou resultados variaveis de ocupagio
nodular. Quando co-inoculada com a estirpe CPACHy foi aparentemente favorecida, e quando co-
inoculada com a estirpe SLA2.2 foi totalmente dominada por essa estirpe.Esses resultados indicam que
além da interagdo com a rizosfera e com a populagdo nativa de rizobio do solo, as estirpes usadas nos
inoculantes mistos precisam ser compativeis.
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Tab.1- Peso seco, nimero de nédulos e % de N de plantas de feijoeiro; variedades “carioca”e “diamante negro”, inoculadas

com estirpes de Rhizobium, em testes de competitividade em vasos com solo de cerrado.

Variedade Carioca Variedade Diamante Negro
Tratamentos Peso seco / N° de %deN Peso seco / parte Ne de %deN
parte aérea (g) nodulos acrea (g) nédulos

Test. N 2.39%a B 3.95a 2340 a B 4.20a
Sem inoculagio 1.261 ¢ 55 2.88d 1.257 ab 67 3.10¢
BR322 1.482 abc 92 3.46¢ 0.988 be 65 3.83ab
SLA2.2 1.736 b 76 3.64b 1.338 ab 103 3.91a
CPACHy 1.305 be 65 3.54bc 0.811 ¢ 80 3.49bc
BR322XSLA2.2 1.585 ab 71 3.62bc 1.232 ab 56 3.30c
BR322XCPACH;, 1.630b 98 3.60bc 1.404 b 48 3.34c
SLA2.2XCPACH;, 1.611 ab 77 3.95a 1.569 b 79 3.27c

Cada tratamento correponde a média de 5 plantas . Os valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente de

acordo com o teste de Duncan a 5%.

Tab.2- Determinagio da ocupagio nodular do feijoeiro; variedades “carioca”e “diamante negro”inoculado com diferentes

estirpes de Rhizobium em vasos contendo solo de cerrado, via “RAPD”.

Variedade Carioca Variedade Diamante Negro
Estirpe inoculada
% de nodulos com perfil de amplificagio % de nédulos com perfil de amplificagio
BR 322 SLA22 CPACH,, Outras BR 322 SLA2.2 CPACH,, Outras

BR322 20 - - 80 10 — - 90
SLA22 o 60 o 40 o 60 o 40
CPACH20 o o 50 50 o o 40 60
BER322XSL.A2.2 0 63 o 57 0 50 — 50
BR322XCPACH20 50 o 10 40 35 o 0 65
SLA2.2XCPACH20 o 63 13 24 80 0 20
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Tab.1- Peso seco, numero de nédulos ¢ % de N de plantas de feijoeiro; variedades “carioca”e “diamante negro”, inoculadas

com estirpes de Rhizobium, em testes de competitividade em vasos com solo de cerrado.

Variedade Carioca Variedade Diamante Negro
Tratamentos Peso seco / N® de %deN Peso seco / parte Ne° de %deN
parte aérea (g) nédulos aérea (g) nédulos

Test. N 23%a _ 3.95a 2340 a _ 4.20a
Sem inoculagéo 1.261 ¢ 55 2.88d 1.257 ab 67 3.10¢
BR322 1.482 abc 92 3.46¢c 0.988 be 65 3.83ab
SLA2.2 1.736 b 76 3.64b 1.338 ab 103 391a
CPACH3o 1.305 be 65 3.54bc 0.811¢ 80 3.49%c¢
BR322XSLA2.2 1.585 ab 71 3.62bc 1.232 ab 56 3.30c
BR322XCPACHz 1.630b 98 3.60bc 1.404 b 48 3.34c
SLA2.2XCPACH 1.611 ab 77 3.95a 1.569 b 79 3.27c

Cada tratamento correponde a média de 5 plantas . Os valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente de

acordo com o teste de Duncan a 5%.

Tab.2- Determinago da ocupagdo nodular do feijoeiro; variedades “carioca”e “diamante negro”inoculado com diferentes

estirpes de Rhizobium em vasos contendo solo de cerrado, via “RAPD”.

Variedade Carioca Variedade Diamante Negro
Estirpe inoculada
% de nodulos com perfil de amplificagio % de nodulos com pertil de amplificagio
BR 322 SLA22 CPACHz, Outras BR 322 SLA22 CPACH,o Outras

BR322 20 o o 30 10 o o 90
SLA2.2 o 60 o 40 o 60 — 40
CPACH20 - - 50 50 o - 40 60
BER322XS1.A2.2 0 63 o 57 0 50 o 50
BR322XCPACH20 50 o 10 40 35 - 0 65
SLA2.2XCPACH20 o 63 13 24 30 0 20




