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RESUMO

SAMPAIO, F. B.Isolados de rizbios capturados por genétipos silstres de feijoeira
obtencdo, morfologia e uso de fontes de carbort8. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agrorllomia: Solo e Agua)—-Escola de Agronomia, Ursidade Federal de Goias, Goiania,
2013.

O feijoeiro € uma leguminosa bastante difundidaado o territério nacional e
importante fonte de proteina na alimentacdo humai@oculacdo de plantas leguminosas
com rizobios, capazes de realizar a fixacdo biokgle nitrogénio (FBN), tem sido
amplamente discutida, com base em estudos quemdicsua viabilidade de utilizagdo na
agricultura, visto que a FBN diminui em parte ogpas ambiental gerado pelo elevado
consumo de fertilizante nitrogenado. A utilizac@g#notipos silvestres de feijoeiro visa
obter uma maior diversidade de rizobios para isefdme estudo da capacidade de FBN, o
gue podera resultar em maior especificidade singhiépara a cultura do feijoeiro.
Objetivou-se obter e caracterizar morfologicamentgpanto ao uso de fontes de carbono
isolados de rizébios capturados em gendtipos sibesle feijoeiro, de solos oriundos dos
Estados de Goias, Minas Gerais e Parana. As amodtrasolo das seis areas foram
coletadas na profundidade de 0-20 cm para reabzdedanalises quimicas e fisicas e foi
realizado um ensaio em casa-de-vegetacdo, em das@slitros esterilizados, com 11
gendtipos silvestres de feijoeiro para obtencdosiados. Foram obtidos 523 isolados de
rizobios, e selecionados 231 isolados, sendo 76aléas, 99 de Minas Gerais e 56 do
Parana. Foram utilizadas sete espécies de baaténas estirpes de referéncia, sendo trés
do génerdRhizobium tropic(SEMIA 4077, SEMIA 4080 e SEMIA 4088), trés do gém
Rhizobium leguminosarurav. phaseoli (BR266, BR351 e BR281) e uma do género
Rhizobium multihospitiun{R82), para fins de comparacdo com os dados abtids
isolados foram caracterizados morfologicamenteaniguao uso de fontes de carbono. A
partir das informacdes foram geradas matrizes delasidade usando coeficiente de
Jaccard, sendo gerados para os estados de Goras @erais e Parana, dendrogramas de
similaridade pelo método de agrupamento UPGMA, dsansoftware NTSYS-pc, versao
1.8. Obteve-se 523 isolados de nédulos de gendtgloestres de feijoeiro com
predominancia de isolados que acidificam o meiccalivo e de crescimento rapido,
sendo que os provenientes de solos de Araucariaudemopolis produzem maior
quantidade de muco que os de Jussara, Nova Vedbedandia e Unai. Os isolados de
rizobios obtidos de solos do estado de Goias e MBerais apresentam maior diversidade
fenotipica do que aqueles oriundos de solos donRara analise de uso de fontes de
carbono revela que os isolados de rizébios obtigosolos do estado de Goias apresentam
maior diversidade metabdlica. De forma geral, comaiimero de isolados agrupa com as
estirpes referéncia, especialmente com as estupadas como inoculante do feijoeiro
comum (SEMIA 4080, SEMIA 4088 e SEMIA 4077), indd® que estes isolados
apresentam caracteristicas metabdlicas semellempttas estirpes.

Palavras-chave Phaseolus vulgaris fixagcdo bioldégica de nitrogénio, caracteristicas
morfoldgicas, solos do cerrado, fontes de carbono.

1 Orientadora: Prof.2 Dr.2 Eliana Paula FernandesiBEA-UFG.
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ABSTRACT

SAMPAIO, F. B. Rhizobia isolates captured by wild bean genotypesobtaining,
morphology and use of carbon sources. 2013. 8&&ditation (Master in Agronomy: Soll
and Water)—Escola de Agronomia, Universidade Féder&oias, Goiania, 2013.

The bean is a legume widespread throughout thetgoamd an important
source of protein in human food. Inoculation ofuetes with rhizobia able to perform
biological nitrogen fixation (BNF), has been widelgcussed, based on studies indicating
its feasibility for use in agriculture, since theNB decreases partly environmental
liabilities generated by high consumption of niwagfertilizer. The use of wild bean
genotypes seeks greater diversity of rhizobia dofation and study of the ability of BNF,
which may result in greater specificity for symlgobean crop. The objective was to
obtain and characterize the morphology and on the of carbon sources captured
populations of rhizobia in wild bean genotypes| Bom the states of Goias, Minas Gerais
and Parana. Soil samples were collected from skasain the depth of 0-20 cm for
conducting chemical and physical analyzes and strmtas conducted in a greenhouse in
pots of 3 liters sterilized with 11 wild bean geypss to obtain the isolates. Were obtained
523 isolates of rhizobia and selected 231 isolat@xf Goias, Minas Gerais 99, and 56 of
Parana. A total of seven species of bacteria asramfe strains, three of the genus
Rhizobium tropici(SEMIA 4077, SEMIA 4080 and SEMIA 4088), three tbk genus
Rhizobium leguminosarubwv. phaseoli(BR266, BR351 and BR281) and one of the genus
Rhizobium multihospitiurfR82), for comparison with the data obtained. Hotates were
characterized morphologically and on the use obaarsources. From the information
similarity matrices were generated using Jaccaeffictent being generated for the states
of Goias, Minas Gerais and Parand, similarity degdrms by UPGMA clustering method,
using the software NTSYS-pc, version 1.8. The S2&ies were obtained from nodules of
wild bean genotypes with the predominance of igsl#ihat acidify the culture medium and
fast growth, and the solos from Araucaria and Rmtaplis produce greater amount of
mucus that of Jussara, Nova Veneza, UberlandidUarad. The rhizobia isolates obtained
from soils of Goias and Minas Gerais exhibit greateenotypic diversity than those from
soils of Parana. Usage analysis of carbon soumesaled that rhizobia isolates obtained
from soils of Goias have higher metabolic diversidyerall, the largest number of isolates
grouped with the reference strains, especially with inoculant strains used as the
common bean (SEMIA 4080, SEMIA SEMIA 4088 and SEM4A77), indicating that
these isolates have metabolic characteristics ainalthese strains.

Key words Phaseolus vulgarisbiological nitrogen fixation, morphological, cado soils,
carbon sources.

! Adviser: Prof.2 Dr.2 Eliana Paula Fernandes BrE#FUFG.
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1 INTRODUCAO

O feijao é um dos produtos agricolas de maior itdpoia econdmica e social
(Vieira et al., 1998) e, importante fonte de pmeihna alimentacdo humana. A area
cultivada com feijdo na safra 2011/12 foi estimada 3,26 milhdes de hectares, 18,4%
menor que na safra 2010/11 e, a produtividade médisafra nacional de feijao foi
projetada em 890 kg Ha4,8% menor que na Ultima temporada (Conab, 2@ Brasil é
o maior produtor mundial de feijdo, de acordo cada$ do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2012), e os resi@stados produtores sdo Parana,
Minas Gerais, S&o Paulo e Goias.

Os solos sob vegetacdo de Cerrado sdo conhecitbosyze baixa fertilidade
natural, elevada saturacdo por aluminio e elevadbkea exigindo a suplementacdo de
nutrientes pela adubacao, e correcdo da acidezopteacdo de altas produtividades. O
uso de fertilizantes nitrogenados na agricultusdegado, desde a Revolugcédo Verde que,
com o aumento da populacdo, houve também aumergoodacdo de cereais associada a
utilizacdo, em doses elevadas, deste tipo deitarite (Marin et al., 1999).

A inoculacdo de plantas leguminosas com rizébiepazes de realizar a
fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), tem sido dampente discutida, com base em
estudos que indicam a viabilidade de utilizagcdagacultura. Com a FBN ocorre uma
relacdo benéfica tanto para a planta, que obtéitmag@nio atmosférico (N na sua forma
prontamente absorvida (amoénia — f)lHjuanto para a bactéria (rizébio) que recebe os
fotoassimilados para o seu metabolismo.

Com a descoberta da espéri@zobium tropiciassociada ao feijoeiro, e com a
selecdo de estirpes mais eficientes, atualmentemewdadas, vem-se acumulando
resultados experimentais positivos com a inoculagdmém, apesar da inoculacdo de
sementes de feijdo ndo atender totalmente a exaggéaglanta por todo o nitrogénio (N)
necessario ao seu desenvolvimento, devera sempradstada, devido ao processo de
FBN. Este processo, além de seu fim especificoendodavorecer a producdo de
substéancias estimulantes e protetoras do sistafiailar, além de promover a acidificacéo
da rizosfera, favorecendo o aumento da absorcaanideonutrientes catibnicos em

ambiente acido (Yamada et al., 2007).
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A FBN torna-se de grande importancia na agricultdn@inuindo em parte o
passivo ambiental, gerado pelo elevado consumertiézbinte nitrogenado, que além de
consumir muito combustivel para sua producao im@lisexistem outros problemas como
a contaminacao da agua e alimentos pog NONQ,, toxicidade das plantas pela presenca
de altos niveis de NOnos solos, alteracdo no desenvolvimento das glgek excesso
de N e emisséo de GOontribuindo para o aquecimento global (Marinlgti®99).

A adubacdo com N e outros nutrientes ou a utiizagé solos de alta
fertilidade nos programas de melhoramento gendladeijoeiro € pratica comum. Isto
pode ter direcionado a selecdo de linhagens deef®j mais responsivas e exigentes
guanto a fertilidade do solo e, em contrapartidan daixa capacidade de FBN. No
entanto, a utilizacdo de gendtipos silvestres geeieo pode minimizar este problema,
pois estes ndo passaram por programas de melhdoageético e cresceram em solos de
origem. Com isso, pressupde-se que ha possibilidadebter uma maior diversidade de
rizébios para isolamento e estudo da capacidadeBtik o que podera resultar em maior
especificidade simbidtica para a cultura e efiageen fixar N.

Segundo Vargas & Hungria (1997), estudos sobrepecdgidade hospedeira
de estirpes isoladas do feijoeiro e de leguminagsatsvas da regido dos Cerrados,
forneceriam resultados interessantes sobre a ahplite adaptacéo a diversos hospedeiros
do rizébio nativo da regido. Diante da necessiddeleaumentar a sustentabilidade da
cultura do feijoeiro comum, foram fixadas trés do@ids basicas no presente trabalho. A
primeira foi o estudo da FBN no feijoeiro, com aactéerizacdo morfologica e também
quanto ao uso de fontes de carbono dos rizébiadoshta segunda foi a sele¢cdo dos solos
de diferentes locais, principalmente da regido eloado, onde h& grande producéo dessa
cultura; e a terceira, em uma leguminosa imporfamtéeijdo, mas que ndo apresenta
especificidade com uma determinada bactéria, estiodgenotipos silvestres de feijoeiro.

O objetivo deste trabalho foi obter e caractenmarfologicamente e quanto ao
uso de fontes de carbono isolados de rizdbios e por gendtipos silvestres de
feijoeiro em casa-de-vegetacdo, de solos oriundsskstados de Goias, Minas Gerais e

Parana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO FEIJOEIRO COMUM: ASPECTOS HISTORICOS

O feijao estad entre os alimentos mais antigos, néamolo aos primeiros
registros da histdria da humanidade. As ruinasntigaaTréia revelam evidéncias de que
os feijdes eram o prato favorito dos guerreiromtr@s. A maioria dos historiadores atribui
a disseminacdo dos feijdbes no mundo em decorréagaguerras, uma vez que esse
alimento fazia parte essencial da dieta dos guesreim marcha. Os grandes exploradores
ajudaram a difundir o uso e o cultivo de feijdogpas mais remotas regides do planeta
(Brasil, 2012).

Ha vérias hipbdteses para explicar a origem das asrmoultivadas e
domesticadas do feijoeiro. Tipos selvagens, pansadm variedades crioulas simpatricas,
encontrados no México e tipos domesticados datatibscerca de 7.000 a.C. na
Mesoamérica, suportam a hipotese de que o feijoeii@ sido domesticado e transportado
para a América do Sul. Outra hipétese é a de gfejaeiro teria sido domesticado na
Ameérica do Sul e transportado para a América ddd\sendo que achados arqueoldgicos
mais antigos (10.000 a.C.) de feijdes domesticatosAmeérica do Sul (Peru) foram
encontrados do que os da Mesoamérica. Dados meaéntes baseados em padrdes
eletroforéticos de faseolina (principal proteina mserva do feijoeiro) sugerem a
existéncia de dois centros primarios de domesticalyfesoamérica e Sul dos Andes
(Araujo et al., 1996).

Diferentes tipos de feijdes chegaram ao Brasilsipemente via trés rotas
distintas de introducéo, uma, para os feijdes psagianesoamericanos, seria originaria do
México, seguindo para o Caribe, Colémbia, Venezadlai, ao Brasil. Uma segunda rota
seria para os feijdes grandes, como a cultivar, daie deveria ser proveniente dos Andes
(Peru); e uma terceira rota seria proveniente daga,) com os feijdes sendo trazidos por
imigrantes que de |4 vieram (introducdes mais tesgncomo o do feijdo Carnaval,
preferido por imigrantes italianos. Os tipos sebregy sejam estes originarios do México

ou da Argentina, produzem hibridos viaveis com @snés cultivadas dé&haseolus
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vulgaris sendo, portanto, considerados como pertencent@gsina espécie bioldgica
(Araujo et al., 1996).

2.2 CULTIVO DO FEIJOEIRO COMUM

O génerdPhaseolusompreende muitas espécies, das quais apenae géatr
cultivadas:Phaseolus vulgari&., Phaseolus coccinels, Phaseolus acutifoliu&ray var.
latifolius Freem ePhaseolus lunatusar. lunatus (Araujo et al., 1996). Dentre as quatro
espécies cultivadas, a mais importante é o fegosmum,Phaseolus vulgariscuja area
de distribuicdo e adaptacido é a mais ampla. E wmi@gsa de maior importancia para
consumo humano direto.

Conforme os dados registrados pela OrganizacdoNdgées Unidas para
Alimentacéo e Agricultura (FAO) (Salvador, 2012praducédo mundial de feijao em 2009
situou-se em torno de 20,6 milhdes de toneladase@sprincipais paises produtores de
feijdo, que juntos sdo responsaveis por cerca &e &l producdo mundial, sdo: Brasil,
Mianmar, india, China, Estados Unidos e México.

De acordo com a FAO (Salvador, 2012), a producasileira de feijdo em
2009 foi de 3,5 milhdes de toneladas. O Brasilnéaior produtor mundial de feijao (esta
incluida a producdo de feijdo caupi), e responde 38 da producdo mundial. Na
segunda posicdo esta Mianmar, 14%, e na tercdwaaggdio, a India, 12%.

Como tipico produto da alimentacdo brasileira, géade é cultivado por
pequenos e grandes produtores em todas as re@®estados com maiores producdes séo
Parana, que colheu 298 mil toneladas na safra 2009/ e Minas Gerais, com a producao
de 214 mil toneladas no mesmo periodo (Mapa, 2@ 8afra tem taxa anual de aumento
projetada de 1,77%, de acordo com estudo da Asgesde Gestdo Estratégica do
Ministério da Agricultura. Os dados também most@escimento no consumo, cerca de
1,22% ao ano, no periodo 2009/2010 a 2019/202@apee de 3,7 milhdes de toneladas
para 4,31 milhdes de toneladas (Mapa, 2012).

O feijao € um dos produtos agricolas de maior itdpoia econdémica e social,
além de sua relevancia na dieta do brasileiro,aa&ar de ser cultivado em grandes areas e
pela mao-de-obra empregada durante o ciclo daraultastima-se que a cultura do
feijoeiro utiliza cerca de 7 milhdes de homens'dian cada ciclo de producéo (Vieira et
al., 1998).
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O feijoeiro € importante fonte de proteina na afitagdo humana. Faz parte da
maioria dos sistemas produtivos dos pequenos, médgrandes produtores, devido a sua
boa adaptacdo as mais variadas condi¢cdes edaftcas& a utilizacdo de tecnologias
mais avancadas, mais recentemente, sendo culteradodo o territorio nacional, em trés
safras (Araujo et al., 1996). Os pequenos prodsitayee ainda usam baixa tecnologia e
tém sua renda associada as condi¢gfes climatici#s esncentrados na producdo das
aguas (primeira safra), e os médios e grandes fm@s) que usam producdo mais
tecnificada, com alta produtividade, plantio irdgapor pivo-central, estdo concentrados
nas safras da seca e do inverno (segunda e tesafiad (Embrapa, 2012).

A primeira safra, também conhecida como safra dassa € plantada entre
agosto e dezembro e concentra-se mais nos estadegido Sul (Araujo et al., 1996), Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, como tarBdéniPaulo e a regiao de Irecé na
Bahia. A segunda safra ou, da seca, abrange talestados brasileiros, e seu plantio
ocorre entre janeiro e abril (Araujo et al., 199%89ndo a maior parte produtores do Sul-
Sudeste e € usada como rotacao para as areaside d@elsoja e milho. Para os produtores
do Norte, Centro-Oeste e Nordeste é a primeira@ (@afra do ano. Essa safra representa
hoje 50% do total anual de feijdo. A terceira saftade inverno, concentra-se na regiao
tropical, nos estados de Sdo Paulo, Minas GerafsGe Bahia (Barreiras), plantada
principalmente em junho-julho, sob sistema irrigagom pivo-central, atingindo alta
produtividade e abastecendo o mercado entre odaabmercializacdo da segunda safra e
inicio da primeira (Embrapa, 2012). Assim, durdotid o ano sempre havera producao de
feijdo, em alguma regido do pais, contribuindo panaelhoria do abastecimento interno e

consequente estabilidade nos precos (Araujo €t396).

2.3 DISPONIBILIDADE DE NUTRIENTES MINERAIS PARA A OLTURA DO
FEIJOEIRO COMUM

A correcado da acidez do solo e a adubacao dagasléo tidas como praticas
comprovadamente indispensaveis ao manejo dos $thde as tecnologias indicadas na
producdo de feijdo, a calagem e a adubacdo nitadgesdo as que tém gerado maior
namero de questionamentos, sendo, quanto a calaganmelacdo a eficiéncia de sua
aplicacdo em superficie, e em relacdo ao nitrogéréio desde reacdes e mecanismos
controladores da disponibilidade do N no solo, carésticas e reacdes no solo das

diferentes fontes de nitrogénio, até a praticadidacao (Embrapa, 2012).
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O nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), cél¢ida) e magnésio (Mg) sao
elementos mais necessarios para a garantia depbodscdes para o feijoeiro (Roston,
1990). Um adequado fornecimento de N esta assodialdta atividade fotossintética, ao
crescimento vigoroso e as folhas de cor verde-asciBua deficiéncia provoca pequeno
desenvolvimento das plantas, as folhas tornam-giev@dlidas ou mesmo amareladas e
poucas folhas desenvolvem-se (Vieira et al., 1988\ virtude da possibilidade de
lixiviacdo, tem-se evitado o emprego de altas dadesnitrogénio por ocasido da
semeadura, recomendando-se 0 seu parcelamento, &gichdos em cobertura (Vieira et
al., 1998).

A adubacdo nitrogenada deve ser realizada de mopmmciar uma boa
nutricdo da planta na época em que ainda é possiwentar o0 nimero de vagens/planta,
isto é, até o inicio do florescimento (Carvalhoakt 2001). Estes autores, avaliando o
efeito de fontes e do parcelamento de nitrogéni@rodutividade de feijdo de inverno,
concluiram que o nitrogénio na semeadura e, ou,cebertura nao interferiu na
produtividade do feijoeiro; e que a aplicacéo dek@sha' de nitrogénio propiciou, em
média, incrementos de 38% na produtividade dareultu

A baixa disponibilidade de fésforo, predominante maioria dos solos, faz
com que se analise mais atentamente as condi¢O@seide mais adequadas para sua
absorcgéo e os diversos mecanismos reguladorepdmento desse nutriente nos vegetais
(Ruiz,1986). Deficiéncias de P sdo frequentemeaxiggadas nas areas produtoras de feijao
na Ameérica Latina, e nos cerrados, a maioria déss sapresenta baixo teor de P total e
muito baixo de P disponivel para as plantas. Existéarias recomendagfes para suprir as
plantas com o P necessario, mas a simbiose coiijoeife € muito sensivel a deficiéncia
desse nutriente, que afeta: a sobrevivéncia ddidzdéodos os estagios de formacao dos
nodulos e a atividade das enzimas relacionadas adixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) e assimilacdo do Nfixado. Uma das estratégias empregadas € a da luesc
gendtipos tolerantes a baixos niveis de P (Vargesiggria, 1997).

Os micronutrientes, ferro (Fe), zinco (Zn), cob@u), manganés (Mn), boro
(B), molibdénio (Mo) e cloro (Cl), sdo necessa®ns quantidades muito pequenas. Para
algumas espécies, como o feijoeiro, o cobalto (@mpém é necessario (Embrapa, 2012)

A quantidade de fertilizantes na cultura do fefjoeraria de acordo com a
época de plantio, quantidade e tipo de residucadeixa superficie do solo pela cultura
anterior, e com a expectativa de rendimento. Genatley varia de 60-150 kg hadle

nitrogénio, sendo recomendado & aplicacdo em dezssyde 60-120 kg Hade ROs,
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dependendo, evidentemente, do teor disponivel g®rfd no solo e da expectativa de
rendimento de grdos e de 30-90 k{ ke KO, sendo a fonte de potéssio, na maioria das
vezes, o cloreto de potassio (60% dOK(Embrapa, 2012).

2.4 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN) E A SIMBDSE RIZOBIO-
LEGUMINOSA

O nitrogénio é geralmente considerado o fator maistante para o
crescimento das plantas no ambiente natural, ceecé® da dgua (Franco & Débereiner,
1994). Além do carbono, oxigénio e hidrogénio, toogiénio é o nutriente mais abundante
na matéria viva, participando na composicao de cotdé de acidos nucléicos, proteinas e
polissacarideos entre outras. Entretanto, apesarsede requerido em quantidades
significativas pelos seres vivos, na naturezaestaento é encontrado em abundéancia em
uma forma quimicamente muito estavel e, portania, gronta assimilacdo pela maioria
dos seres vivos € limitada, requerendo sua transigio para uma forma combinada que
facilite sua assimilacdo (Marin et al., 1999).

Considerando que a atmosfera terrestre é compaosta7f% de gas
dinitrogénio (N), a introdugcdo do Nnos ciclos biogeoquimicos deste elemento via
fixac&o biolégica de nitrogénio (FBN) tem efeitassitivos para o ambiente. Entretanto, a
presenca da tripla ligacdo=N é um problema béasico para a sua fixacdo, pois 0s
organismos que pertencem ao grupo dos eucariolastgp e animais), ndo conseguem
utilizar o N, diretamente. Apenas uma por¢ao dos organismogujm glos procariotos
consegue converter ou reduzir enzimaticamenterogé@hio da atmosfera gNem amonia
(NH3), a qual pode ser incorporada para o crescimemmamutencdo das células. Estes
organismos sdo denominados diazotroficos e o nmwoanresponsavel pela fixacdo de
nitrogénio a biomassa € chamado de fixagdo bickode nitrogénio (FBN) (Marin et al.,
1999).

O aumento da populacdo mundial no ultimo séculostgiortada, primeiro,
pelo processo de Haber-Bosch (que combina nitrogéhidrogénio, formando amdnia ou
produzindo outros compostos como ureia), sendosséde cerca de 1,3 t de combustivel
féssil para fixar 1,0 t de nitrogénio em alta pées$35 a 100 Mpa) associada a alta
temperatura (300°C a 400°C) (Marin et al., 1999).

Dentre 0os organismos que fixam nitrogénio (ou drafos) muitos sao

heterétrofos, necessitando de um suplemento deomarbeduzido, o que depende
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indiretamente da energia da luz e em geral requea simbiose com um hospedeiro
eucarioto; ou sdo de vida livre, competindo comrasutmicrorganismos pela matéria
organica disponivel no ambiente. Outros sdo adtsy@s quais podem reduzir o £€€m
presenca da luz (Marin et al., 1999).

Evans & Burris (1992) caracterizam em trés grupmdaktérias fixadoras de
nitrogénio ou diazotrofos: diazotrofos de vida divique fixam o nitrogénio para seu
proprio uso; diazotrofos associativos, que conéibypara o crescimento da planta sem a
formacdo de estruturas diferenciadas, ndo estamelecuma simbiose e os diazotrofos
simbidticos, que estabelecem uma interacdo muiteisentre 0 macro e microsimbionte,
e em alguns casos, sdo formadas estruturas dil@dasadenominadas nodulos.

Os diazotrofos de vida livre foram os primeiroseeem reconhecidos, como &
0 caso deBeijerinkia fluminensi® B. indica isolada da rizosfera de plantas de cana-de-
acucar em solos tropicais, sendo demonstrado o pséencial na associagdo com
gramineas. Microrganismos deste género sao aeshbigomioheterotréficos, podendo
crescer em solos acidos (pH entre 3 e 4). No emthattérias de outras familias e géneros
também séo conhecidas na literatura como diazatadovida livre. Segundo Baldani et al.
(1997), a atual funcdo das bactérias de vida lreassociacdo com as gramineas € uma
guestdo que ainda requer esclarecimentos. Enwetaaitum caso em que ha uma forte
evidéncia de que um diazotrofo de vida livAgzotobacter paspalicontribua para a
acumulacédo de nitrogénio na planta (Marin et &99). Os resultados de Boddey et al.
(1983), revelaram através da técnica de diluicdtofsca do™N que, emPaspalum
notatuncv. batataiscerca de 20 kg de N/ha/ano foi derivado da FBNididea associacéo
muito especifica desta graminea com o diazotrafisféricoAzotobacter paspali

Dentro do grupo dos diazotrofos associativos existes endofiticos
facultativos e os endofiticos obrigatérios. Os ditidos facultativos tem como grupo
predominante o génerzospirillume os microrganismos desse género colonizam tanto o
interior quanto a superficie das raizes de vanammeas forrageiras e cereais. Segundo
Baldani et al. (1997), embora varias caracteristezlogicas e fisiologicas estejam sendo
desvendadas, ainda falta conhecimento sobre o metanenvolvido na interacdo
bactéria-planta e como ele contribui para o N adadwnas plantas. Apesar das diferentes
formas de interacdo estes diazotrofos quando estdioassociacdo com gramineas,
garantem aumentos de 5% a 30% na producéo.

Os endofiticos obrigatorios colonizam o interios daizes. Essa caracteristica,

descoberta recentemente, parece ser a chave gdiGaea contribuicdo da fixagdo de N
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muito mais eficiente das associa¢ces endofiticagudodas rizosféricas, principalmente
nos tropicos. Entre os diazotrofos endofiticos gdidrios estao: Acetobacter
diazotrophicus Azoarcus spp. Herbaspirillum seropedicgeH. rubrisubalbicans e
Burkholderia spp.. Além destes, outros diazotrofos sdo capazes denizalo a
endorizosfera e vasos do xilerdaetobacter diazotrophicus uma bactéria microaerdbia,
capaz de crescer em baixo pH (5 ou menos), proderio acético a partir do etanol,
tolerar altas concentracfes de sacarose (10%)be arcialmente a fixacdo do ion
amonio (NH"), principalmente em altas concentracbes de saxarBs encontrada
principalmente associada com plantas que conténcalicentracdo de aclUcares, como
cana-de-agucar, batata-doce e capim cameroon,eadorem grande nimero no interior
do colmo da cana-de-acucar. Outra caracteristica Wwesta bactéria é a habilidade para
excretar parte do nitrogénio fixado para o meiocdkura, e, resultados de Cruz et al.
(1995) sugerem que a amébnia (l¢ o produto excretado pét. diazotrophicus sob
condicOes de fixagdo de nitrogénio.

Dentre os diazotrofos simbioticos, existem variagpgs de microrganismos
capazes de fixar nitrogénio simbioticamente e, lEjuns casos, observa-se a formacéao de
estruturas diferenciadas. Em relacéo ao rizobigrda a sua associagdo com leguminosas
de zonas temperadas e tropicais, sdo observadatiest chamadas nddulos. Atualmente,
sdo conhecidos seis géneros de diazotrofos daidaRHAizobiaceae Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorbizm e Allorhizobium(Marin et al.,
1999).

As bactérias pertencentes ao gériRhizobiumsdo aerdbicas, gram-negativas,
usualmente produzem pdhidroxibutirato, sdo moveis e crescem em tempeaaitima
de 25-30°C e pH 6-7. Algumas estirpes, porém, podeescer em extremos de
temperatura (4,0-42,5°C) e pH (4,5-9,5). Sdo quigaiootroficas, utilizando uma série de
carboidratos e sais de &cidos organicos como fa®esmrbono, sem a formacéo de gas; e
ndo utilizam celulose e amido. Produzem uma reagdda em meio contendo sais
minerais e manitol ou outros carboidratos e reaml@alina oriunda de uma reacéo
proteolitica. Sais de amonio, nitrato, nitrito e itmsI aminoacidos podem servir como
fontes de nitrogénio. Peptona é pobremente utdiz&hseina e agar ndo sdo hidrolizados
(Jordan, 1984). As espécies pertencentes a esteog€#ioR. leguminosarunR. galegage
R. tropici R. etli,R. gallicum e R. giardinieé R. hainanensé@MVarin et al., 1999).

As bactérias fixadoras de nitrogénio que nodulaguri@nosas cuja espécie

hospedeira éhaseolus vulgarigfeijdo) pertencem ao Filo alfa-ProteobacteriageDm
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Rhizobiales e Familia Rhizobiaceae (Moreira & Sigye2006). O Génerd&hizobium
compreende 8 espécies diferentes para esta legsemRitizobium leguminosarufiovar
phaseolj R. tropici R. etli R. giardinii, R. gallicum R. mongolenseR. etlibv. mimosaee
R. yanglingense o génerd&inorhizobiumas espécieS. frediie S. americanumTambém
foram identificadas para esta espécie hospedeiegdqf, bactérias da Familia
Xanthobacteraceae género Azorhizobium espécie A. doebereinerge e da Familia
PhyllobacteriaceagagéneroMesorhizobium espéciedM. loti e M. huakuii (Moreira &
Siqueira, 2006).

O género Bradyrhizobium possui caracteristicas semelhantes ao género
Rhizobiumdiferindo quanto a reacdo que ocorre em meio cdnteais minerais e manitol,

a qual é alcalina e, que algumas estirpes podesuarrquimiolitotroficamente na presenca
de H, CO; e baixos niveis de {QJordan, 1984), além do tempo de crescimento b&gua
lento. A fonte de carbono preferida para muitaspest tem sido arabinose e este género
possui trés espécie8. japonicum B. elkanii e B. lianingense todos nodulando soja
(Glycine max).Ha ocorréncia de nodulacdo em uma planta nao-lempsaidenominada
Parasponiamembro da familidJimanaceacom o géner@radyrhizobium(Marin et al.,
1999).

O géneroAzorhizobiumcompreende apenas a espékiecaulinodansgue é
capaz de nodular raiz e caule 8esbania rostrataEste género difere dehizobium e
Bradyrhizobium por nédo assimilar acgucares (exceto glicose). Aslag sdo gram-
negativas, moveis e fixam nitrogénio atmosférico @ndicdes de baixa quantidade de
oxigénio, requerendo &cido nicotinico para estachix. Acidos organicos como lactato ou
succinato séo os substratos favoritos como fontead®ono para crescimento dependente
de NH," e N, sendo que malonato também é utilizado. Amido éaudrolizado, n&o
oxida manitol e nem desnitrifica. O crescimentoroeae 12°C a 43°C e pH de 5,5 a 7,8,
sendo que o crescimento pode ocorrer na presergalde (Dreyfus et al., 1988).

O género Mesorhizobium possui estirpes com células gram-negativas,
aerdbicas, moéveis (apresentam flagelo) podendcecqli-hidroxibutirato. Todas as
espécies assimilam glicose, raminose e sacarosbaolighndo-os em produtos acidos. O
pH ideal para crescimento esta entre 4,0 e 10dinpdratura entre 37°C a 40°C. Até o
presente momento foram descritas as espédiedoti, M. huakuij M. ciceri e M.
mediterraneumnM. tianshanenseyl. amorphie M. plurifarium (Marin et al., 1999).

No géneroSinorhizobiumas células usualmente contém granulos de oli-

hidroxibutirato, sdo gram-negativas, aerodbicas eveisd A temperatura O6tima de
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crescimento varia entre 25°C e 30°C, mas muitapesicrescem a 35°C e outras a 10°C, o
pH 6timo esta entre 6 e 8, porém algumas estingssem em pH=5 e outras em pH=10,5.
As bactérias sdo quimiorganotroficas, utilizandoausgrie de carboidratos (mas nao
celulose e amido) e sais de acidos organicos comte fie carbono. Cloreto de aménio e
nitrato ao invés de aminoacidos sao preferidos ctomte de nitrogénio, mas algumas
estirpes utilizam certos aminoacidos. Peptona ndouéo utilizada e n&o ocorre a
producdo de 3-cetolactose a partir de lactose. sTadaestirpes requerem pantotenato e
acido nicotinico, mas suas reacfes a outras viesm&do variaveis e todas produzem
citocromo oxidase e catalase. As células produzera reacdo acida em meio contendo
sais minerais com varias carboidratos. O génersyp@s seguintes espéci&s:meliloti, S.
fredii, S. saheli, S. terangsS. medica€Marin et al., 1999).

O novo géneradAllorhizobium esta representado pela espésieundicola,
bactéria fixadora de nitrogénio capaz de formawmasino caule ddleptunia natansima
leguminosa tropical de ocorréncia no Senegal. Fanhahstrado que este grupo é
fenotipicamente e filogeneticamente separado daécess descritas anteriormente, sendo
0 seu vizinho mais proximo, Agrobacterium vitiscom 96,2% de homologia, deduzido
pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. As célulasgsdm-negativas, aerdbicas e
moveis, quimiorganotroficas e utilizam uma sériéddielos organicos e aminoacidos como
fonte de carbono para crescimento. Varias caratiterfé descriminativas podem ser
usadas para diferenci&: undicolados outros géneros que nodulam as leguminosas. Em
particular, o crescimento em adonitol, N-acetileglsamina, D-melibiose, D-rafinose, L-
fucose, gluconato, butirato, glutarato, DL-gliceratl-tartarato, citrato e L-ornitina.
Entretanto, 3-cetolactose ndo € produzido a pdsirlactose. Crescimento em meio
contendo carboidrato € usualmente acompanhado gelducédo de polissacarideos.
Estirpes déA. undicolapodem também nodul&edicago sativa, Acacia senegal, Acacia
seyal, Acacia tortilis subsp. raddiana, Lotus a@ls e Faidherbia albidanas os nédulos
nem sempre fixam nitrogénio (Marin et al., 1999).

Além dos rizébios, bactérias do généiankia também fazem simbiose com
diversas plantas. E, uma outra simbiose de gramgertancia é a que ocorre entre as
cianobactérias e varias plantas (Marin et al., 1999

Bactérias pertencentes aos gén@&bzobiumBradyrhizobium Azorhizobium
Sinorhizobiume Mesorhizobium chamadas coletivamente de rizébio, sdo capaze® de
associar simbioticamente a diversas leguminosadgwmas nao-leguminosas, formando

estruturas altamente especificas, os nodulos, nas gcorre o0 processo de fixacao
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bioldgica de nitrogénio (Vargas & Hungria, 1990s nddulos sao formados nas raizes, na
maioria das simbioses conhecidas, com as bacférigesentes no solo ou introduzidas
pelos inoculantes.

A origem da simbiose rizobio-leguminosa € muitosgie@ada, sobretudo se o
evento ocorreu em uma ou em multiplas etapas, lmno,cse existe alguma evidéncia
para a co-evolugdo do hospedeiro e do microssirtdiargas & Hungria, 1997). O
agrupamento dos rizébios foi inicialmente baseado earacteristicas fenotipicas,
principalmente na habilidade de nodular determisadguminosas, dando origem ao
conceito de grupos de inoculacdo cruzada, quetaedalprincipio de que a infecgédo das
plantas pelo rizébio apresenta certa especificidameno por exemploRhizobium
leguminosarumby. trifolii nodula os trevosT¢ifolium spp) e R. leguminosarunbv.
phaseolio feijoeiro (Fred et al., 1932).

Apbs cinquenta anos, Jordan (1984) reclassificqunahs espécies de rizébio,
considerando caracteristicas morfologicas, fisiokig bioquimicas e genéticas, e separou
as espécies de crescimento lento em meio de cugpacifico em um novo género,
Bradyrhizobium(bradus, do grego significa lento) (Vargas & Huagil997). Segundo
Silva et al. (2007), ap6s 1982, os avancos de dasninoleculares contribuiram para a
descricdo de seis génerd®hizobium Sinorhizobium Mesorhizobium Bradyrhizobium,
Azorhizobiume Allorhizobium

Com o estudo de varios isolados e 0 avanco nasasate biologia molecular,
rapidamente foi constatado que as bactérias quelav@m o feijoeiro apresentavam
caracteristicas fisiolégicas e genéticas distintegmitindo a sua separacdo em dois
grupos, denominados Tipo | e Tipo Il (Martinez let 887, citado por Vargas & Hungria,
1997). Essas diferencas levaram a definicdo de mova espécieR. tropici (grego
significa trépicos), em 1991, que incluiria asrgets do Tipo I, e que foi subdividido em
1A e IIB.

As bactérias dessa nova espééle,tropici foram descritas como aerdbias,
gram-negativas, com bastonetes flagelados, sermea¢do de esporos e tamanho de 0,5
um a 0,7um por 1,5um a 2,0um. As colbnias sdo circulares, convexas, semidiiaiugas,

e, usualmente, apresentam diametro de 2-4 mm em aa@uatro dias em meio PY
(peptona de caseina, 0,5%; extrato de levedur&;0C&RCI, 10mM ). O pH 6timo para
crescimento varia de 5 a 7 e 0 crescimento podeeaycem temperaturas de até 40°C.
Todas as estirpes sdo resistentes ao acido netidifi estirpe [IB CIAT 899 (SEMIA
4077) foi designada como estirpe padrdo e a egs@pesentativa do grupo IIA é a CFN
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299. A estirpe SEMIA4077 é resistente a metaisgmsa aos antibidticos cloranfenicol,
espectinomicina, carbenicilina e estreptomicina rfMéz-Romero et al.,, 1991), e
apresenta maior tolerancia a acidez (Graham etl@84) e a temperaturas elevadas
(Hungria et al., 1993).

Apés a criacdo da espéecke tropici a designacadr. leguminosarunbv.
phaseoli deveria ser usada somente para as estirpes giwesssin estreitamente
relacionadas aos genes cromossomiais dos outrearegodesta espécie. A proximidade
das estirpes d®. leguminosarunbv. phaseolicom bv.viciae e bv. trifolii resulta na
possibilidade de facil recombinacdo dos genes cseomiais e de transferéncia de
plasmideos entre diferentes biovares ou bidtipdémAdisso, os niveis de hibridizacdo
DNA-DNA séo elevados e as sequéncias de nucleatideaim fragmento do gene 16 S
rRNA séo idénticas entre os trés biovares. Os dsslalesse género também mostraram
baixo nivel de polimorfismo e apresentaram simikdle, nos ensaios enzimaticos, com 0s
outros dois biovares (Vargas & Hungria, 1997).

Algumas caracteristicas fenotipicas e genotipiciseticiam as estirpes de
rizobio que nodulam o feijdo como:. Reguminosarumbyv. phaseoli é especifica do
feijoeiro e apresenta morfologia da colbnia em m&i® transparente e Umida,
temperatura maxima de crescimeiovitro de 35°C, e tolerancia a acidez; enquanto que
R. tropicitipo IIA e IIB ndo séo especificas do feijoeiremt morfologia da colénia opaca
e branca ou transparente e umida, temperatura®840°C e maior tolerancia a acidez
(Vargas & Hungria, 1997).

Em estirpes de bactérias do géndrbizobium,os genes estruturais da
nitrogenase e os genes determinantes de variaasetdapnodulacdo estdo encerrados em
um unico plasmideo, chamado de plasmideo simbid@&ym). Ja nas estirpes dos
géneroBradyrhizobiume Azorhizobiumas informa¢des de modo geral estdo encerradas
somente no DNA cromossomal, embora algumas estilgBsjaponicumtambém tenham
megaplasmideos. As estirpes de crescimento ra@tecegm ser taxonomicamente mais
diversificadas e ecologicamente mais adaptadas we® @ de crescimento lento,
provavelmente os principais genes ligados a FBEoesim plasmideos, o que confere
maior dinamicidade ao processo e, evidéncias pa@foram obtidas em estudos sobre
tolerancia a salinidade (Vargas & Hungria, 1997).

Ainda sdo desconhecidos todos os fatores que detarma distribuicéo
geografica das espécies de rizobio que nodulanjoeif®, mas a origem da disseminacao

da planta hospedeira deve estar relacionada ampned@llocia da espécie de rizobio, que
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deve ser carregada com as sementes. A espédimpici parece ser nativa da regido
tropical da América do Sul, sendo largamente emadatno Brasil (Martinéz-Romero et
al., 1991). Em uma analise da populacdo em solbisarlos com feijoeiro no estado do
Parand, foi constatado que em média, a populagacoestituida de 29% de rizébio capaz
de nodular somente o feijoeirR.(leguminosarunbv. phaseoliou R. etl), 25% capaz de
nodular feijoeiro e leucen&( tropiciouR. etl) e 46% capaz de nodular leucena (Hungria
& Stacey, 1997). Entre isolados de solos da Balda &spirito Santo, usando a leucena
como planta recuperadora, 47,3% foram classificadooR. tropici llA, 1,5% comoR.
tropici 1B e os demais como tipo R( etl) (Straliotto et al., 1995).

Em levantamento realizado em solos da regido dasafiss, em que as
estirpes foram isoladas de Leucaena, e depoisdeessipara nodulacdo em feijoeiro, foi
constatado que de 415 isolados, 83,6% pertenciatip@adlA, portanto,R. tropici A e
16,4% ao tipo 1IB, com base no crescimento em nhdo(triptona, 10 g; extrato de
levedura, 5 g; NaCl, 3 g, pH 7,5) (Mercante, 1983itretanto, como foi utilizada somente
a leucena como planta recuperadora, excluirames®s tos rizobios capazes de nodular
apenas o feijoeiro, o que ndo permite conheceopopgcdo entre as espécies de rizobio do
feijoeiro. Porém, como diversos parametros nao csdacteristicos das espécies, ainda
existe muitas davidas sobre a distribuicdo desspécees na regido dos Cerrados. Os
isolados dos Cerrados, mesmo dentro de cada esfsuigém se caracterizam por uma
heterogeneidade elevada, avaliada em termos dé gegroteinas do envelope celular e
dos lipopolissacarideos, perfil de DNA, tolerareiacidez e temperaturas elevadas, massa
nodular e N total acumulado nas plantas (Vargasu&dtia, 1997).

Segundo Cardoso et al. (1992), a competitividadendmworganismo € uma
propriedade que se refere a rapidez relativa, wariéntre as espécies, em dominar os
sitios de nodulacdo quando em presenca de outiggessAlém disso, seja em ambiente
estéril ou no solo, a propor¢édo de nédulos formadosima das estirpes dentro da mistura
depende também da proporgéo relativa de cada uni@doolo. No entanto, estirpes de
alta competitividade podem ir perdendo essa prdade, ao passo que outras com baixa
ocupacao inicial em uma area juntamente com oastipes, se adaptam e ressurgem com
alta porcentagem nos nédulos.

Ha relatos de nodulag&o do feijoeiro com estirgeSidorhizobium melilofiS.
fredii e por rizébio isolado de diversas leguminosagéitais, e ndo 8. leguminosarum
bv. phaseoli como antigamente. Algumas estirpes também sdozeapede nodular

forrageiras como |6tus, adubos verdes cdbamavaliae espécies deigna No caso de
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Bradyrhizobium japonicuprhd evidéncias de que a multiplicacdo no nodulopbrtante
para manter a populacado infectiva de rizobio. Narh conduzidos estudos semelhantes
com o feijoeiro, mas € provavel que a natureza fstua das estirpes que nodulam o
feijoeiro, ao contrario da soja, possa permitir anatencdo da infectividade pela
nodulacao de diversos hospedeiros (Vargas & Hunte@y).

Segundo Cardoso et al. (1992), a especificidad@dueira é derivada da
evolucdo conjunta da planta e da bactéria, ou sgaum complexo conjunto de
informacdes genéticas obedecido pelo mecanismedamhecimento entre a bactéria e a
planta, a infeccdo e a formagdo dos nddulos. Acifspdade pode ocorrer a nivel de
espécie ou de cultivares, e € maior entre as lepgas de clima temperado do que entre
as tropicais, mas, mesmo nestas, ha ocorréncieugesycom alta especificidade.

O processo da nodulacdo envolve multiplas etapasegpressao de genes
especificos da planta hospedeira e da bactériao€@gs0 tem inicio com a excrecéo, pela
planta hospedeira, de compostos que facilitam @nadcdo rizosférica, e outros
compostos exsudados pela planta, como aminoacelps;ares, acidos organicos e
metabolitos secundarios, apresentam acao quinuatdtbre o rizobio. O gradiente de
umidade do solo influencia o movimento do rizolagilitando sua aproximacgéo até as
raizes (Vargas & Hungria, 1997).

As células isoladas das bactérias aderem a supedtticular, provavelmente,

a sitios especificos e, a seguir, outras bactédasem as que ja estdo presas aos pélos
radiculares. Segundo Cardoso et al. (1992), Rmleguminosarumbv. trifolii foi
demonstrado que a proteina trifolina produzida prelo pode estar envolvida no processo
de reconhecimento e aderéncia. Outra etapa da&deque ocorre simultaneamente com
a adesdo, sdo as trocas de sinais molecularesagritirta hospedeira e 0 microssimbionte.
Essa troca de sinais inicia com a exsudacao pafdgptle moléculas indutoras dos genes
nod e que foram identificadas, em diversas legusaisocomo compostos fendlicos,
flavonoides, e, pard. melilotj também duas betainas.

A sinalizacdo molecular inicia com a exsudacaa fejoeiro, de uma série de
compostos que induzem 0s genes nod comuns, em QOBSSD que requer O gene
regulatério nodD. No segundo passo da sinalizagdleaular, a inducdo dos genes nod
conduz o rizébio a sintetizar moléculas que sapomsaveis por diversas alteracbes
citologicas e fenotipicas das raizes, tais comfgra@céo e incremento do niumero dos
pélos radiculares, que sdo pré-estagios essenpmia a formacdo dos nodulos

propriamente dita (Vargas & Hungria, 1997).
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Na etapa seguinte, 0s rizobios penetram na raia, g@dremidade do pélo
radicular, por meio da invaginagdo da membranaldsn@m, ao redor da qual a planta
forma, por deposicdo de um material semelhante r@dpacelular, uma estrutura
denominada corddo de infeccdo, na qual as bactérdiéeram. Ao mesmo tempo, as
células do cortex externo, no caso do feijoeiranegam a se dividir, formando o
primérdio do nédulo. Os corddes de infeccdo penetras células desses primérdios, e no
citoplasma as bactérias sé@o liberadas envoltas man membrana e, em seguida, 0s
primordios diferenciam-se em nodulos e as bactéliferenciam-se em bacterdides.
Quando o nddulo esta formado, sdo sintetizadaszsas relacionadas com a quebra da
triplice ligacdo do nitrogénio atmosférico e comassimilagdo do nitrogénio fixado,
iniciando-se o processo de fixacdo (FBN). A leghgloltina € uma nodulina tardia
importante no processo de formacgédo do nédulo, rsspwel pelo controle da concentracéo
de oxigénio nos nédulos (Vargas & Hungria, 1997).

A nitrogenase, ou dinitrogenase, é a denominacada d@o complexo
enzimatico, presente no rizobio, responsavel palagdo do Bla amdnia. Esse complexo
enzimatico também é o responsavel pela reducio pda®ns de hidrogénio (M
resultando no gas hidrogénioJjHem um processo que ocorre concomitantementeacom
reducdo do B com um gasto minimo de 25% dos elétrons que,utt® anodo, seriam
utilizados para a reducdo do,.NAlgumas bactérias possuem uma segunda enzima, a
hidrogenase, capaz de oxidar parcial ou totalmenit evoluido, recuperando parte da
energia perdida (Vargas & Hungria, 1997). Essagmat importante no transporte de
oxigénio para a respiracdo dos bacteroides, mantéxigénio na forma associada, nao
permitindo a presenca de oxigénio livre, que aifetar funcionamento da nitrogenase
(Cardoso et al., 1992).

Segundo os autores, cada célula vegetal pode aoiiteres de bacteroides e
0 nédulo 1 milhdo a 1 bilhdo. A forma do nédulo elege da planta, podendo ser esférica,
cilindrica, multilobada ou coraldide. O tamanho lbém é relacionado a espécie da planta
e a efetividade da simbiose. A posicdo do noduloaiaprincipal e/ou junto ao colo da
planta indica uma formacdo precoce e efetiva, autr&o da formacdo nas raizes
secundérias que indica uma infeccdo tardia e/dgpestpouco competitivas ou pouco
efetivas. Em solos com poucas células do rizébipasos nddulos formados tendem a
crescer ao maximo, pela exigéncia da planta emogétrio. Ao atingir o florescimento ou o
final do ciclo da planta, os ndédulos senescem émento da hemoglobina (vermelho)

muda para cor verde ou castanha. Em condi¢gOestssEs ambiental, por exemplo, os



29

nddulos podem envelhecer precocemente. Em alguspésies arboreas ocorrem nddulos
indeterminados ou perenes, cujo crescimento éraani anual, e em geral, apresentam
nodulos em forma coraléide. Em plantas anuais aigténcia dos nodulos € variavel,
podendo durar todo o ciclo ou diversas camada®delos se sucederem.

A nitrogenase é capaz de promover a reacdo quefdram 0 nitrogénio
atmosférico em aménia, a temperatura ambiente ss§wenormal, utilizando energia
proveniente de processos foto ou quimiossintétmosobtida a partir de carboidratos
(fermentacéo ou respiracdo) e armazenada sob a fiemATP (Cardoso et al., 1992). Essa
reacdo € descrita por:

N, + 6H" + 66 => 2NH;

12ATP => 12ADP + 12Pi

16ATP => 16ADP + 16Pi

N, + 8€ + 8H => 2NR + H,

A FBN necessita entdo da nitrogenase ativa, deirsepto de energia e
geracao de redutores. A nitrogenase ativa consisteéois componentes proteicos, sendo
uma proteina tetramérica com duas sub-unidadeg alfmas beta, contendo dois atomos de
molibdénio e trinta e trés atomos de ferro (MoFatgina); e um dimero proteico com duas
sub-unidades gama e quatro atomos de ferro (Feipa)t chamado de nitrogenase
redutase por transferir os elétrons para a MoFeima. O ATP para suprimento de
energia € produzido a partir da oxidacdo de substrgue podem ser provenientes da
fotossintese (nédulos de leguminosas e cianobas}éu entdo substratos disponiveis no
ambiente (bactérias fixadoras de vida livre), seadwatureza quimica destes substratos
variavel e dependente do microrganismo em quegifyjumas substancias quimicas
passiveis de serem oxidadas por microrganismoddiga de nitrogénio para obtencao de
energia sao: glicerol, acetaldeido, malonato, biamse, frutose, glicose, chiro-inositol,
mio-inositol, sacarose, trealose, entre outras ¢8le& Rumjaneck, citado por Cardoso et
al., 1992). Os doadores de elétrons para a nitesgesdo a flavodoxina e a ferredoxina,
que recebem elétrons do NADH, o qual é reduzidaréirpda oxidacdo de compostos de

carbono, via cadeia respiratdria ou via metaboliamaerobico.

2.5 FATORES ENVOLVIDOS NA EFICIENCIA DA FBN PELO REOEIRO

Algumas observagdes, como resisténcia a algumasicaeee insetos,

evidenciam que o processo de domesticacao do ifeijpede ter sido restrito a poucas
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plantas ou a uma parcela pequena da populacaojakrtes silvestres (Romero-Andreas
et al., 1986). Assim, foi levantada a hipotese de, glurante o processo de domesticacao
do feijoeiro, teriam sido selecionadas certas ¢taristicas desejaveis, sendo
acompanhadas de um processo indireto de selecativaegm relacdo a capacidade de
nodulacdo e FBN (Mytton, 1984). Um exemplo para &® da observacao de que, em um
mapa de ligacdo genética do feijoeiro, as regi@ea pxpressdo de nodulacdo abundante
estavam associadas as regibes onde se expressacetilgiidade aXanthomonas
campestrispv. phaseolj e consequentemente, a selecdo para resistébaicteriose seria
negativa para a FBN (Nodari et al., 1993). Comeelsaltados indicando que existe grande
potencial de nodulacdo e FBN em feijoeiros selvagémanco, 1993; Andriolo et al.,
1994, citado por Vargas & Hungria, 1997), fica evitt que mais esforcos deveriam ser
tomados em programas de melhoramento que utilizratpos silvestres.

A competitividade das bactérias € influenciada péddores abioticos do solo,
que podem afetar tanto a populagdo indigena do soibo as condi¢cbes para o
estabelecimento de novas estirpes. Tem sido atotauBcidez do solo um papel relevante
na competitividade, havendo algumas evidénciasugeagdominancia das espécies em
determinados solos esteja relacionada ao seu pkHd¥a& Hungria, 1997). Vargas &
Graham (1989) descobriram que a estirpe toleraatd®zR. tropici CIAT 899 (SEMIA
4077) era mais competitiva para formar nddulos elessacidos. O mesmo ocorreu c8n
tropici CO5-1, cuja ocupacéo dos nddulos do feijoeiro duni com a calagem de um solo
que originalmente apresentava pH 5,3.

A regido dos cerrados se caracteriza por sologragimente acidos e a maior
ocupacéao dos nddulos pRr tropicitambém foi confirmada em um experimento emRue
tropici CIAT 899 foi capaz de formar até 91,4% dos nodutosnpetindo com as estirpes
deR. leguminosarurbv. phaseoliUMR 1135 e V23 (Vargas & Hungria, 1997). Diversos
estudos tem mostrado que plantas em simbiose cdbigi S&0 mais suscetiveis aos
fatores ambientais do que plantas recebendo N atjreeplantas como o feijoeiro sdo mais
sensiveis a estresses hidrico e térmico, salinjdedieiéncias nutricionais.

Os solos da maioria das areas produtoras de fdgaddmerica Latina séao
caracterizados pela acidez elevada e o quadrotedsdico resultante, com toxicidade por
certos elementos e deficiéncia de diversos nué$enpode ser um fator critico ao
desempenho simbidtico das leguminosas. Os solosredéio dos cerrados sao
particularmente acidos, com pH médio de 5,0, alkicidade de Al e algumas vezes de

Mn, além de apresentar baixos teores de Ca, Mgnerenutrientes. Como o processo de
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FBN resulta em excrecédo dé,Hbs problemas relacionados a acidez podem sevaatys
na rizosfera das leguminosas noduladas. Segundm¥& Hungria (1997), a acidez, além
de prejudicar o crescimento da planta, afeta drigz@&m termos de sobrevivéncia, taxa de

crescimento, morfologia, perda da infectividadeeficiéncia simbiotica.

2.6 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE ISOLADOS DE RIzABS

As caracteristicas culturais e morfologicas dag@sp bacterianas capazes de
formar nodulos em leguminosas, genericamente fitadas como rizébio, fornecem
informacgdes importantes para sua identificacaorapagnento (Martins et al., 1997). Os
autores concluiram que as maiores diferencas aadast sdo relativas ao tempo de
crescimento associada com a alteracdo do pH do preimovida pelas estirpes, a
morfologia de colbnia e, principalmente ao tipawléco produzido.

A caracterizagdo das estirpes de rizébio é reaizd meio Yeast Mannitol
Agar (YMA) (Fred & Waksman, 1928) com azul de bramol em pH ideal de 6,8 a 7,0,
e comumente € realizada apds o aparecimento deia®lsoladas, durante pelo menos
uma semana. Os isolados podem ser cultivados tarebémeio YMA com vermelho
congo, que € um corante com propriedades fungicelastilizado para facilitar a
diferenciacéo entre rizobio e contaminantes. Obiz@rescente no meio rico é incapaz de

absorver o corante, aparecendo com uma coloragadaalifusa (Martins et al., 1997).

2.6.1 Tempo de crescimento

As coldnias de estirpes de rizébio sdo diferensiagan base no tempo de
crescimento em rapidas, aquelas que produzem resii moderado e abundante em até
trés dias; intermediarias, entre quatro a cinccs;dlantas, aquelas que tem pouco
crescimento em seis dias e crescimento moderadnogm dias; e muito lentas, aquelas
que crescem a partir de dez dias (Martins et @07)L Segundo Marin et al. (1999) e Alves
(2005), tradicionalmente, se tem dividido os rio&biem grupos, de acordo com a
velocidade de crescimento, como primeiro sugerioio lpnis & Hansen (1921), os de
crescimento rapido (Rhizobium, Azorhizobiume Sinorhizobium), crescimento
intermediarioMesorhizobiumg crescimento lent@radyrhizobium).

Sprent (1994) sugeriu que bactérias de cresciméptdo sdo mais comuns em

regibes aridas, porque a habilidade para fixarnBlo € a maior prioridade para esses
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microrganismos, mas sim a sua sobrevivéncia no. $olpossivel que as condi¢bes
especificas desta regido tenham propiciado a selg@ma alta incidéncia de rizébio de
crescimento rapido.

Segundo Freitas et al. (2007), todos os 24 isolagmosedentes dos solos
salinos, em trabalho de caracterizacdo de rizdieomcatupé, uma leguminosa herbacea,
no estado de Pernambuco, formaram colbnias em n@@sl horas e que caracteriza
estirpes de crescimento rapido.

Segundo Marshall (1964), Bushby & Marshall (1977Va&n Rensburg &
Strijdom (1980), as diferencas de comportamentesagmtadas pelas diversas espécies de
rizébio em solos com baixa umidade, se devem &tedifsticas relacionadas com o tipo de
crescimento das bactérias, pois em um solo soleckss®o rapida o rizobio de crescimento
lento sobrevive melhor do que o de crescimentadmpenquanto que em condi¢cdes de
dessecacao lenta ocorre o inverso. Para Lovatod)18ds observacdes indicam que o0s
mecanismos de resisténcia estdo ligados a casdici@si intrinsecas da estirpe, que se
manifestam diferentemente conforme a taxa de prd@ua pelas células.

Para Harris (1981), muitos microrganismos séo cGpade ajustar seu
potencial de agua interno para equilibrar a termd@ocagua do solo pela acumulacao
compativel de solutos. Van Gestel et al. (1991) tracam que as bactérias no solo
desenvolvem estratégias para sobreviver em corglig@e estresse. O tipo e estado
fisiolégico dos microrganismos do solo influenciaoa suscetibilidade para as condi¢des
de seca, o que, provavelmente, esta relacionadoasodiferencas nas propriedades da
parede celular. Nesse estudo de populacdo de oizésies autores observaram que, em
solos de &reas muito secas, a populacdo de cregoim@pido apresenta resisténcias
similares a dos demais microrganismos nativos (Nt al., 1997).

Estirpes de crescimento rapido e lento tem muitocpoem comum, tanto
fisiol6gica como bioquimicamente. Se um grupo ewolapés o outro ou se ambos
evoluiram independentemente, é dificil de respgnder entanto, existem teorias que
propdem explicacdes. Uma teoria propde que estilpesescimento rapido, produtoras de
acido, coevoluiram com as tribos mais avancadésgdeninosas adaptadas aos solos mais
novos e alcalinos das regides temperadas (Nof&5)1Estas estirpes foram inicialmente
descritas como mais evoluidas por causa de sua faimbidtica estreita e seu
requerimento por pH alto do solo, disponibilidagenditrientes e carbono. Esta teoria tem
sido corroborada pela presenca de intermediarioslu@enarios que possuem

caracteristicas comuns tanto as estirpes de crestinlento quanto rapido (Tan &
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Broughton, 1981; Bromfield & Kumar Rao, 1983). Qaitt dados de taxonomia numérica
sugerem que os dois grupos sao muito diferentes snfGraham, 1964b). Se a aquisi¢céo
de caracteristicas de crescimento rapido € um gsoage selecdo natural as condi¢cdes de
clima temperado, ndo existe coeréncia nas obsergagie indicam uma maior resisténcia
do rizébio de crescimento rapido a condi¢des exeefivlartins et al., 1997). No entanto, a
sobrevivéncia de bactérias que nodulam raizes taodeem ser dependente do pH do solo,
textura, temperatura, teor de umidade e presengegdaismos antagonistas.

Norris (1965) sugeriu que leguminosas que nodulagthon em condicdes
acidas se associam preferencialmente com rizébiorekeimento lento, que ndo produz
acido em meio de cultura, e que, as leguminosastadks a pH neutro estdo associadas
com rizobio de crescimento rapido, os quais genalenproduzem acido. Tan & Broughton
(1981) também observaram que as estirpes de cestimapido normalmente nodulam
leguminosas de regides temperadas e habitam seltsos ou alcalinos. Martins (1995),
citado por Martins et al. (1997), mostrou que adados que nao alteraram o pH do meio
(reacdo neutra) foram mais frequentes nas areas asidolos sdo geralmente neutros ou
alcalinos (Sertdo nordestino), do que nas areas sm@ncontram solos mais acidos (Zona
da Mata), e esta relacéo foi independente do tefemwescimento em meio de cultura.

Bioquimicamente, rizébios de crescimento lento @d@ diferem quanto ao
metabolismo e excre¢do de varios compostos de marbmitrogénio. De modo geral, os
rizobios de crescimento rapido necessitam menosgéiio (tanto na forma de IyHou
de NQ), P e K, do que os de crescimento lento. Ambaglasses de organismos
absorveram mais NA do que N@ por célula (Tan & Broughton, 1982). Em relacdo as
fontes de nitrogénio os rizobios de crescimenttlemetabolizam mais glutamatareceto
glutarato do que os rizébios de crescimento ramdguanto que o manitol é utilizado do

mesmo modo por ambos (Martins et al., 1997).

2.6.2 Alteracao no pH do meio de cultura

Os rizobios podem ser divididos em trés classesitqua alteracdo de pH
produzida no meio de cultura: estirpes que acahfi® meio, estirpes que alcalinizam o
meio e estirpes que nao alteram o pH do meio daraulMartins et al., 1997). Em placas
com meio YMA recém preparadas com azul de bromadtiemaoloracdo apresentada é

verde e o pH em torno de 6,8.
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Os rizébios de crescimento lento tendem a alcaliniz meio causando uma
mudanca na cor do indicador para azul, enquantooguizobios de crescimento rapido
geralmente acidificam o meio tornando-o amarelesa& mudancas podem ocorrer devido
a utilizacao preferencial de acucares pelas estidgecrescimento rapido e consequente
excrecdo de acidos organicos, e, de compostogeitanlos, pelas estirpes de crescimento
lento e liberagcé@o de cations; cuja diferenciacébservada em meio contendo manitol. Ao
contrario do esperado, as estirpes produtoras ide & meio de cultura ndo sdo mais
tolerantes a acidez do solo (Norris, 1965) masgcsescimento rapido parece conferir uma
certa vantagem competitiva na regido da raiz dewdmaior competicdo com outros
microrganismos.

Segundo Martins et al. (1997), essa vantagem campgbode ser explicada
pela maior ou menor capacidade das estirpes emsedirem num determinado pH. Por
exemplo, estirpes isoladas de solos acidos queadazes de excretar substancias que
alcalinizam o meio, enquanto que estirpes isoldéasolos alcalinos excretam substancias
que acidificam o meio, 0 que parece ser um mecani@adaptacdo a condicdes adversas.
Posteriormente, esse autor sugeriu que se o rizjpf@oodula uma espécie de leguminosa
€ normalmente produtor de 4cido, essa leguminogar@eodular com uma faixa estreita
de estirpes e de modo geral seré dificilmente raatduém solos acidos. Ja Halliday (1978),
constatou que a producdo de acido ou base é ca@rsrgula fonte de carbono e ndo uma
caracteristica intrinseca do rizobio, sugerindo gusomportamento seja dependente do

tipo de solo, e da quantidade e qualidade dosemirs disponiveis.

2.6.3 Morfologia das colbnias

O diametro das coldnias dos isolados que nodulagoun@osas € um
parametro que pode ser correlacionado com outrasteaisticas, uma vez que colbnias
puntiformes apresentam geralmente superficie segaanluzem pequenas quantidades de
muco. As colonias com diametro inferior a 1,0 mratemam ser translicidas e produzem
pouco muco, enquanto que aquelas maiores do quarh,8d0 geralmente produtoras de
muito muco.

Medeiros et al. (2009) obtiveram um total de 3@ados a partir de nddulos
coletados em experimento com caupi, a maior paresantou tamanho classificado como
puntiforme, borda homogénea e translicida. ChagaisrJet al. (2010), considerando 0s

parametros morfoldégicos de vinte isolados nativesidados de solos da Amazbnia,
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observaram que a maioria dos isolados formou casdomaior que ou igual a 2 mm de
didmetro. Varios autores (Soares et al., 2006z67i2007; Freitas et al., 2007), obtiveram
as caracteristicas culturais da maioria dos issladm diametro maior que 2 mm.

Em um trabalho avaliando a diversidade Eseudomonas fluorescentes
isoladas de trigo com base nas caracteristicasolagitas, Ferreira et al. (2009)
observaram que nos isolados com tamanho de coldf@aor a 2 mm, foi comum a
caracteristica de pouca elasticidade, enquantoefegjugom colbnias maiores que 2 mm o
muco apresentou elasticidade.

Segundo Allen & Allen (1950), citado por Martins at (1997), existe uma
correlacdo entre o tamanho da colbnia do rizébswas caracteristicas na habilidade de
fixar N, simbioticamente. Em um estudo envolvendo 17 isaa®parados dehizobium
spp, Herridge & Roughley (1975), mostraram que isotagioe formaram colénias grandes
e mucoides foram simbioticamente ineficientes entpuas que originaram col6nias
pequenas e secas foram simbioticamente eficieBtascontraposi¢cao, Fuhrmann (1990),
encontrou trés tipos de col6nias de isolados quieilam soja em meio YMA: grande e
produtora de muco tipo viscoso, grande e com mupmso (bastante coalescente) e
peguena e seca. Os isolados que produziram colgraasles e viscosas tenderam a fixar
mais N do que 0s que apresentaram coldnias pequenas® saquanto que os isolados
gue produziram colonias grandes e aquosas foraranobate inferiores (Martins et al.,
1997).

2.6.4 Transparéncia e forma das colonias

A transparéncia é definida pela passagem da luzmmo da col6nia. Os
isolados caracterizados no trabalho de Martinsg)L9€riaram de opacos a translucidos,
em que a colbnia compacta (opaca) nao permitesagas da luz e ndo evidencia o brilho
caracteristico das coldnias translicidas, caracigas pela passagem de luz. O muco
coalescente ou aquoso esta geralmente associadootdnias translicidas, enquanto que
aguelas com muco compacto e consistente foramtearaclas como opacas (Martins et
al., 1997).

A forma das colbnias isoladas podem se apresemtafoina circular a
irregular, e € depende do dia em que é realizadaracterizacdo e, principalmente, da
consisténcia do muco produzido, ou seja, da indedsi da coalescéncia do muco. As

colénias de forma puntiformes apresentam diametferior a 1,0 mm, ao passo que,
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colénias com 1,0 mm de didmetro geralmente sdolanes e ndo coalescem. A maioria
das coldnias que variam de 1,0 até 2,0 mm saol&ies) porém alguns grupos apresentam
a forma irregular. A forma variavel caracteriza aionia das colénias com diametro maior
do que 2,0 mm (Martins et al., 1997). Soares €{806), trabalhando com a diversidade
fenotipica de populacbes de bactérias nativas cqdulam o feijdo, obtiveram as
caracteristicas culturais da maioria dos isolados diametro maior que 2 mm.

Dependendo da consisténcia do muco sdo observadospbs principais: (1)
coldénias com muco tipo aquoso que forma coléniagilgres no inicio do crescimento, se
tornando irregulares pela coalescéncia do muco estésperiodo inicial; (2) colénias que
produzem quantidade abundante de muco consiseEmtejue a forma inicial é circular
modificando-se com o passar dos dias, para a foregular. Geralmente, as estirpes de
rizobio, independente da forma da col6nia, possadiorda lisa ou inteira (Martins et al.,
1997).

2.6.5 Superficie das colonias

As colbnias isoladas normalmente sdo caracterizadasecas ou mucoides
quanto a superficie. Foi observada uma relacde enguperficie das colonias e as regides
de origem dos isolados por Martins (1996). Isolades superficie mucdide foram
encontrados indiscriminadamente em solos do Sektfleste e Zona da Mata da regiao do
Nordeste Brasileiro. Porém, os isolados de superSeca, que sdo uma porcentagem
menor do total de isolados, tém uma maior ocoreénos solos do Sertéo, caracterizada
pelo clima semi-arido.

Segundo Freitas et al. (2007), a caracteristica alta producdo de
exopolissacarideos vem sendo descrita por varimsesucomo um mecanismo envolvido
no processo de adaptacdo e sobrevivéncia dos ogobm distintas condi¢cdes
edafocliméticas, como, solos salinos (Xavier et 4898), condi¢cbes de temperatura
elevada (Osa-Afiana & Alexander, 1982) e em presafe actinomicetos produtores de
antibioticos (Coutinho et al., 1999).

A falta de descricAdo de estirpes que produzem uncessp de
exopolissacarideos na literatura causou certa émisebre esse grupo de bactérias por
bastante tempo, por acreditar tratar-se de contartén (Freitas et al., 2007). Entretanto,
nos estudos de Sinclair & Eagleshan (1984) citand-peitas et al. (2007), as estirpes que

formaram exopolissacarideos foram mais eficientas fexar N, que aquelas que
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produziam coldnias secas sob condi¢cdes salinas, wenaque essa alta producéo de
mucosidade pode representar uma forma de protecBaatéria aos estresses ocorridos.

Soares et al. (2006), avaliando a diversidade feicatde bactérias nativas em
Perddes (MG), encontraram a maioria dos isolados alta producédo de goma, tempo de
crescimento da col6nia de dois a trés dias, di@matior que 2 mm, alteracdo do pH
acido e coloracao das colénias amarela.

2.6.6 Producéo, consisténcia e aparéncia do muco

Em relacdo a produgcéo do muco pelas colbnias asldéd rizobio, uma grande
diversidade € encontrada. De modo geral, os isslaflee ndo produzem muco sao
definidos como secos e os que produzem séo carades de acordo com 0s varios tipos
de consisténcia: viscosa, viscosa de aparéncialdis&, pegajosa, gomosa, aquosa e
butirica. A consisténcia viscosa costuma ser b@stamomum e é definida pela
caracteristica da colonia de grudar na alca denplad viscosidade € uma caracteristica de
isolados tanto lentos como rapidos, apresentandacdas intrinsecas, como por exemplo,
pouca, média e muita elasticidade do muco produaitdotins et al., 1997).

O muco com consisténcia viscosa pode apresentaérepas diferentes,
floculosa, gomosa, aquosa e leitosa. Alguns isgladon consisténcia viscosa apresentam
um muco com aparéncia de leite coalhado que fanidef como tipo floculoso. Neste, a
colonia apresenta inicialmente forma circular, na@s poucos vai adquirindo forma
irregular pela coalescéncia do muco produzido (Msuet al., 1997).

Chagas Juanior et al. (2010), considerando as eaistitas morfologicas de
vinte isolados nativos estudados de solos da Anmazobservaram que a maioria dos
isolados apresentou forma circular e borda ingraolénia, com elevacao, transparente e
homogénea e muco sem elasticidade e caracteripad WSc0SO.

Os isolados de consisténcia aquosa sao definidds @apacidade de
coalescéncia do muco que se espalha por toda a, glaegando a cair nas tampas das
placas que séo incubadas de forma invertida. Geraémesses isolados possuem colonias
translicidas e confluentes onde as colbnias séhaspa se juntam umas as outras. Elas
costumam apresentar elevacao plana, forma irregutprantidade de muco variando de
meédio a abundante (Martins et al., 1997).

Ao contrario da caracteristica aquosa, a consist@umosa é aquela em que a

colonia apresenta uma maior quantidade de massaribaa e, 0 muco, ao ser tocado com



38

a alca de platina, forma um fio parecido com unstalé. E caracteristica principalmente
em estirpes de crescimento rapido. Apresenta adéeom elevacdo, e em alguns casos,
essas col6nias gotejam nas tampas das placas guecséadas invertidas. Ja& 0 muco
butirico (semelhante a manteiga) se apresenta stent#, ou seja, hdo apresenta
confluéncia, formando colénias semelhantes a p&rala cor creme, opacas, € sempre
convexas (Martins et al., 1997).

A producdo de muco analisada visualmente deve eia fde forma
comparativa com os demais isolados. Na maior mhaseestirpes a quantidade de muco
produzida coincide com o tempo de crescimento. iIMa(L996) observou que as estirpes
de crescimento rapido tiveram producdo abundantemdeo, enquanto que as de
crescimento lento apresentaram producao média de mas de crescimento muito lento
nao produziram muco. Resultados semelhantes tanibéam descritos por Campélo
(1976), predominando a producdo de muco nas estipecrescimento rapido. Freitas et
al. (2007), estudando a caracterizacdo de rizOsioiedos de jacatupé, no Estado de
Pernambuco, encontraram isolados caracterizado®yra@ geral com producao variavel
de exopolissacarideos, bem como, col6nias circlamn diametro de 1 a 4 mm, bordas
inteiras, homogéneas e de coloragéo branca.

Rizobios do grupo caupi sé&o nativos de solos teipie tem sido sugerido que
a producdo de polissacarideo (presente no muc@ agid como uma barreira protetora
contra fatores bioticos e abioticos, possibilitadeobrevivéncia e persisténcia no solo.
Resultados mostraram que estirpes de rizobio dgst@o produtoras de muco viscoso
guando crescidas em meio YMA foram mais resistemtastibioticos do que estirpes que
apresentam colonias secas (Martins et al., 199%Quriglo os autores, geralmente as
estirpes produtoras de muco apresentam altos migeissisténcia a antibidticos.

O muco apresenta como componentes principais, okoideatos EPS
(exopolissacarideos) e CPS (polissacarideo capsgler interferem na passagem de
substancias para dentro da célula bacteriana, entborecanismo de agédo nédo seja ainda
conhecido, mas € possivel que haja alguma protemdtna a assimilacdo do antibiético
(Castellane, 2007). Outra caracteristica que telm associada a producdo de muco é a
capacidade de sobrevivéncia a altas temperaturadi@sl et al., 1997).

A produgdo e consisténcia de muco deve ser coasiderportanto, uma
caracteristica importante para agrupar os isoladesrizébio, lembrando que as
informacdes sobre consisténcia de muco sédo oldigastir de meio de cultura, em que o

carbono e o nitrogénio ndo devem estar limitandcrescimento celular, podendo ser
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relacionado com a grande diversidade encontrada gstes microrganismos (Martins et
al., 1997).

2.7 CARACTERIZACAO QUANTO A UTILIZACAO DE FONTES DECARBONO
DOS ISOLADOS DE RIZOBIOS

A primeira etapa do processo de formacao do nddid@ com a exsudacao,
pela planta hospedeira, de compostos que facildaoolonizacdo rizosférica, e outros
compostos exsudados pela planta, como aminocalps;ares, acidos organicos e
metabdlitos secundarios, que apresentam acdo datio@ sobre o rizobio (Vargas &
Hungria, 1997). Algumas substancias sdo passieeseiem oxidadas por microrganismos
fixadores de nitrogénio para obtencéo de energidgma de ATP (adenosina tri-fosfato).
Grande parte dos processos metabdlicos celulamgsenreATP, o qual, em geral, é
produzido a custa da oxidagdo de uma fonte de warfidarnell et al., 1990, citado por
Castellane, 2007).

A sacarose € um tipo de glicidio formado por um&mda de glicose e uma
de frutose, produzida pela planta ao realizar @gsso de fotossintese. Os rizébios sdo
capazes de utilizar uma ampla variedade de cadioglrcomo glicose, galactose
(hexoses), sacarose, lactose (dissacarideos)nasabirutose (pentoses) (Alves, 2005).

Marinez-Drets (1974), citado por Martins et al. 479 mostraram que a
utilizacdo de sacarose por estirpesRitezobiumé dependente do tipo de crescimento do
rizobio. As diferencas metabdlicas podem ser eaghs pela presenca de uma invertase
em estirpes de crescimento rapidégrobacterium tumefaciensapaz de metabolizar a
sacarose pela auséncia dessa enzima e da saamsfosgake em estirpes de crescimento
lento, o que torna inadequado o uso de sacaroseopearescimento dBradyrhizobium
(Martins et al., 1997; Alves, 2005).

As estirpes do génemhizobiumsao de crescimento rapido e utilizam uma
série de carboidratos como fontes de carbono¢ctam: pentoses, hexoses, polidis, acidos
organicos, dissacarideos e polissacarideos, seomeadao de gas (Castellane, 2007).
Além disso, segundo o autor, o crescimento em m@nendo carboidrato é usualmente
acompanhado pela producao de goma.

Diversos estudos tem mostrado grande variabilidade utilizacdo de
carboidratos pelos rizobios. Idrissi et al. (19%%jado por Alves (2005), observaram que

rizébios nativos isolados deeratonia siliguaforam capazes de metabolizar uma grande
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variedade de carboidratos como arabinose, xiloa®ctpse, glicose, frutose, manose,
inositol, sorbitol, maltose, trealose, além do rn@ni
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SOLO

As amostras de solo foram coletadas no periodet@enbro de 2011 a janeiro
de 2012 em seis areas dos cerrados, nos municg@ogdussara-GO (15°51'54"S,
50°52’05"W, 317 m de altitude), Nova Veneza-GO @B15"S, 49°19'23"W, 806 m de
altitude), Unai-MG (16°21'27’S, 46°54'22"W, 575 medaltitude), Uberlandia-MG
(18°55'08"S, 48°16'37"W, 863 m de altitude), Araui@dPR (25°32'22"S, 49°30'44,9"W,
922 m de altitude) e Prudentépolis-PR (25°11'11,800'23"W, 777 m de altitude). As
coletas foram realizadas na profundidade de 0-20com auxilio do trado holandés, e
cada amostra composta foi constituida de dez sanple

As amostras foram enviadas para o Laboratério ddiges Agroambientais da
Embrapa Arroz e Feijdo. As caracteristicas quimitabela 1) e granulométricas (Tabela
2) das amostras de solo foram determinadas segundgiodologia proposta em Embrapa
(1997).

Tabela 1 Caracteristicas quimicas dos sblosletados para a instalacdo do ensaio de
obtencao de isolados de rizébio em nddulos de gEsdsilvestres de feijoeiro,
na camada de 0-20 cm de profundidade (Goiania,)2013

pH M.O. P K Ca MgAl (H+Al) Cu Zn Fe Mn

Localidade em

) gkg® .mgdm® ... mmaldm®......... ... mg drir.........
agua
Jussara 6,4 23,3 50 1199 3 0 5 1,7 0,6 24 27
NovaVeneza 48 11,1 22 69 23 9 2 50 585 23 31
Unai 6,4 31,1 25386 27 20 O 15 0,8415 25 28
Uberlandia 6,7 10,6 30 56 17 11 O 5 221,3 26 14
Araucaria 6,4 25,5 72 23732 18 O 15 1,0 35 31 34

Prudentépolis 5,2 63,2 18,2367 40 20 2 112 1,351 32 39

T Matéria organica (M.0.): método de Walkley & Bladi©34); fésforo (P) e potassio (K): extracdo cosokucéo de Mehlich 1 (HCl a
0,5 N + HSQO, a 0,025 N) e determinacio, respectivamente, eorigwitro e fotbmetro de chama; céalcio {T& magnésio (M):
extracdo em KCI a 1N e determinacéo por titulag&BTA; micronutrientes: cobre (Cu), zinco (Zn)rée(Fe) e manganés (Mn):
determinag&o em espectrofotdmetro de absor¢éo eaartilizando-se o extrator Mehlich 1; acidez poteh(H" + AI*"): determinagéo
por titulometria, usando-se solugéo de acetat@béoclN a pH 7 para sua extragao.
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Tabela 2 Caracteristicas granulométricas dos solos calstadra a instalacdo do ensaio
de obtencdo de isolados de rizébio em nodulos detiges silvestres de
feijoeiro, na camada de 0-20 cm de profundidaded(@a, 2013).

Localidade Argila Silte Areia Classe Textural
............... R

Jussara 140 2 858 Areia franca
Nova Veneza 620 62 318 Muito argiloso
Unai 320 122 558 Franco argilo arenoso
Uberlandia 220 62 718 Franco argilo arenoso
Araucaria 460 82 458 Argila
Prudentépolis 460 222 318 Argila

3.2 OBTENCAO DOS ISOLADOS DE RIZOBIO

Os gendtipos silvestres de feijoeiro utilizadosfor 1- G23499A, 2- G23490,
3- G23500A, 4- G12912, 5- G23475, 6- G12858, 7- 4623 8- G12904, 9- PHA VUL
8169B, 10- PHA VUL 8141 e 11- PHA VUL 8122 (Figura

Figura 1. Sementes dos gendtipos silvestres de feijoeiti@zados como planta-isca em
ensaio para obtencéo de isolados de rizébios.

Para a obtencdo dos isolados de rizébios foi wddizim ensaio em casa-de-
vegetacdo utilizando vasos de trés litros estadbs preenchidos com solo coletado das
seis areas em estudo, com quatro sementes de eadidpg silvestre de feijoeiro, sendo
duas sementes por vaso. As sementes de feijoelvestse foram selecionadas,
escarificadas com lixa, e esterilizadas com alc@8h por cinco minutos, solucao de

hipoclorito de sédio por trés minutos, e lavagemagma estéril por um minuto (em cinco
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vezes), realizada em camara de fluxo laminar. Egnida as sementes foram colocadas
em papel estéril umedecido para pré-germinacaoezgmigador a 25°C por dois a trés dias
e foram semeadas em vasos esterilizados com cagaqguéra trés litros (Figura 2). Apos
trinta dias da semeadura, as plantas foram coketadas nodulos formados nas raizes
foram mantidos em frascos hermeticamente fechasloemdo silica gel por um periodo
méximo de uma semana. O objetivo da esterilizagdonthteriais utilizados € a obtencdo

de isolados de rizobios presentes nos solos emdaestu

silvestres de feijoeiro em solo coletado de setalidades dos Estados de
Goias, Minas Gerais e Parana.

Dez nodulos obtidos a partir de cada gendtipo foemtecionados para o
isolamento de rizébios. Os noddulos obtidos forandraéados por um minuto e
esterilizados com éalcool 70% por trés minutos, tigrito de sodio por trés minutos, e
lavados em agua estéril por um minuto (em dez Yyerealizada em camara de fluxo
laminar. A obtencdo dos isolados foi realizadaizatiido meio Yeast Mannitol Agar
(YMA) (Fred & Waksman, 1928), em pH ideal de 6,3,& em placas de Petri, com azul
de bromotimol como indicador, de acordo com a nwtayla descrita por Hungria (1994).

As placas foram incubadas em estufa a 28°C at@a@mento de coldnias,
quando, entdo, foram repicadas e novamente incapatiaa obtencédo de colbnias puras,
ou seja, livres de contaminacdo. As placas forarsemldas diariamente até o
aparecimento de colbnias isoladas contando-se maeémero de dias para se proceder a
caracterizagdo morfolégica. Foram obtidos 523 dudade rizobios, sendo 90, 55, 89, 119,
103 e 67 isolados de rizobios oriundos dos mumsiple Jussara, Nova Veneza,

Uberlandia, Unai, Araucaria e Prudentépolis, retypmmente.
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3.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS DE RIZ&O

Os 523 isolados obtidos foram caracterizados nugichmente. Essa
caracterizacao foi feita com base nas caractesstiorfolégicas da colnia: velocidade de
crescimento (rapido- um dia, normal- dois diasrgdetrés dias), pH (acido, alcalino e
neutro), tamanho (1-2 ou >2 mm), aparéncia (he&reg ou homogéneo), borda (inteira
ou irregular), forma (circular ou irregular), ele@a (elevado ou plano), cor (abobora,
amarela, branca e creme); e da massa celular:pti@mia (opaco ou translicido),
quantidade (muito pouco, pouco, médio, muito e is&iino), elasticidade (pouca, média e
muita), consisténcia do muco (aquoso, butiricosuloso, leitoso e seco), com base nas
informacdes de Martins et al. (1997). Foi realizadalise exploratéria com os dados dos
isolados obtidos, empregando-se a analise estatistivariada, com tabulacdo dos dados
em graficos de frequéncia.

Apés a caracterizacdo morfoldgica, os isoladosnfor@picados para tubos de
ensaio contendo meio YMA inclinados e ap0s o ajpaeto de abundante massa celular,
foi adicionado glicerol autoclavado, visando a fagdio de uma barreira que impedisse 0
fluxo de oxigénio para as culturas estocadas. Glades foram repicados também para
tubos eppendorf (1,5 mL) contendo 0,5 mL de meicwdira YMA liquido e 0,5 mL de
glicerol, visando a conservacao dos isolados sfiigeeacdo, sendo todo o material
previamente autoclavado.

A partir dos dados da caracterizacdo morfolégicapgrou-se uma matriz
binaria de dados, usando O (zero) para a ausémcieakhcteristica e 1 (um) para a
presenca. Esta foi utilizada para calcular a mateizsimilaridade entre os isolados pelo
coeficiente de Jaccard; sendo gerados para osoestiedGoias, Minas Gerais e Parana,
dendrogramas de similaridade pelo método de agrepanUPGMA (Unweighted pair-
group method), usando o software NTSYS-pc, vers@igRohlf, 1993).

A partir dos dendrogramas foi selecionado pelo mamo isolado de cada
grupo (ramificacdo), para elaboracdo de outros rognamas de similaridade para as
caracteristicas morfolégicas, obtendo um total 3k i2olados, sendo 76 de Goias, 99 de
Minas Gerais e 56 do Parana. Foram utilizadasesgtécies de bactérias como estirpes de
referéncia oriundas da colecdo Embrapa Agrobiojoggado trés do génefhizobium
tropici (SEMIA 4077, SEMIA 4080 e SEMIA 4088), trés do gém Rhizobium
leguminosarumbv. phaseoli (BR266, BR351 e BR281) e uma do gén&bizobium

multihospitium(R82), para fins de comparagéo com os dados abtido
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3.4 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS DE RIZOBIO QUANTO A
UTILIZACAO DE FONTES DE CARBONO

Os isolados selecionados para caracterizacdo ragig¢al juntamente com as
estirpes padrédo d®&hizobium tropici(SEMIA 4077, SEMIA 4080 e SEMIA 4088),
Rhizobium leguminosarunbv. phaseoli (BR266, BR351 e BR281) eRhizobium
multihospitium(R82) foram caracterizados também quanto ao usordes de carbono,
sendo utilizadas como fontes de carbono: sacagtisese, acido malico, acido maléico,
acido nicotinico, inositol, sorbitol, arabinoseytérse e glicerol.

Para a realizacdo da caracterizacdo de uso desfa®ecarbono, foram
colocados 5 mL de meio YMA liquido em tubos de piina, os quais foram tampados e
esterilizados em autoclave. De cada isolado seladm e das estirpes padrdo foram
colocadas duas algcadas nos tubos de penicilinbbeactms para incubar sob agitacao (150
rpm, 28°C, 48 h). Um tubo de penicilina somente co@o de cultura (controle) também
foi colocado para incubar sob agitacao, para cordaséncia de contaminacao.

O preparo das placas de Petri foi realizado em @&ha fluxo laminar, com
40 mL de meio de cultura YMA (sélido e sem fonte cdebono - sulfato de aménio)
medidos em uma proveta de 100 mL e transferidas yar erlemeyer, sendo adicionados
400 pl da fonte de carbono e passados para agdaPatri, devidamente etiquetada. Esse
procedimento foi realizado para cada placa comdifeeente fonte de Carbono.

Apos o crescimento dos isolados incubados sobcagitaima aliquota de 200
ul de cada isolado foi transferida para placa dep@fs e, com auxilio de um carimbo
replicador, os isolados foram inoculados em dezaslale Petri contendo meio YMA e
uma diferente fonte de carbono por placa, a quadionada no preparo das placas. Em
seguida, as placas foram colocadas para incub@Q 2 verificagdo do crescimento dos
isolados nas diferentes placas contendo fontesuth®mo distintas foi realizada apos 48 h
de incubacdo, por um periodo de 96 h (Figura 3)3sAp crescimento dos isolados
incubados sob agitacdo em meio de cultura YMA diguuma aliquota de 0,5 mL de cada
isolado foi transferida para tubo eppendorf e ad@tdos 0,5 mL de glicerol (30%)
autoclavados, visando a sua conservacgao em reftger



46

i

Figura 3. Placas de Petri exemplificahdo a habilidade d&adwos de rizébios quanto a
utilizacdo de diferentes fontes de carbono, obtidesnédulos em gendétipos
silvestres de feijoeiro.

A partir das informagBes do uso de fontes de carlbjelas bactérias, foi
montada uma matriz binaria usando 0 (zero) patsérgia de crescimento e 1 (um) para
a presenca de crescimento. A partir dessa matnaribi foi gerada uma matriz de
similaridade usando coeficiente de Jaccard, seadilgs para os estados de Goias, Minas
Gerais e Parana, dendrogramas de similaridade rpétodo de agrupamento UPGMA,
usando o software NTSYS-pc, versao 1.8 (Rohlf, 1993
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DE ISOLADOS DE RIzAB OBTIDOS
EM GENOTIPOS SILVESTRES DE FEIJOEIRO

A partir dos nédulos coletados no experimento candtjpos silvestres de
feijoeiro, foram obtidos 523 isolados com carast@ds tipicas de rizobio. Destes, 90
isolados foram obtidos do solo coletado no murocg® Jussara, 55 de Nova Veneza, 89
de Uberlandia, 119 de Unai, 103 de Araucaria eesPrddentopolis. O menor niumero de
isolados obtidos de Nova Veneza e Prudentdpoli® ped devido ao menor pH destes
solos em relagcdo aos outros em estudo, demonstnadasalise quimica (4,8 e 5,2), visto
que, a competitividade das bactérias em dominasitass de nodulacédo é influenciada
pelos fatores abidticos do solo, que podem afatdota populagdo nativa do solo como as
condicOes para o estabelecimento de novas esfWpegas & Hungria, 1997).

Considerando o solo de Jussara, de acordo commagarésticas morfoldgicas,

a maior parte em porcentagem dos isolados acidifacoH do meio de crescimento (93%),
apresentou velocidade de crescimento em dois @##)( formou colénias com tamanho
maior que 2 mm (74%), coloracdo amarela (70%), &quéa heterogénea (81%), borda
inteira (97%) e forma circular (79%), e quantidagemuco produzido médio (53%), com
pouca elasticidade (92%) e opaco (96%) (Figura 4).

A maioria dos isolados em porcentagem obtidos do de Nova Veneza
mostrou diferencas em relacé&o ao solo de Jussasando alterou o pH do meio de cultivo
(neutro) (56%), apresentou colonias de cor crer3&of5e produziu pouco muco (47%)
(Figura 5). Além disso, a maioria dos isolados @edVeneza apresentou velocidade de
crescimento normal (51%), colbnias superiores an?2 de diametro (55%), de aparéncia
heterogénea (58%), borda inteira (89%) e formaularc(75%), e muco opaco (91%) e
com pouca elasticidade (98%) (Figura 5).

Em relacdo ao solo de Uberlandia, a maior partp@mmentagem dos isolados
acidificou o meio de cultivo (87%), apresentou ciegnto em dois dias (70%), colénias

com diametro maior que 2 mm (70%), de coloracaorelam#64%) e heterogénea (65%),
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borda inteira (98%) e forma circular (76%), e qidatte de muco produzido médio (64%),
com pouca elasticidade (90%) e opaco (82%) (Figura
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Figura 4. Porcentagem dos isolados de rizébios obtidoddalos de genotipos silvestres
de feijoeiro em solos do municipio de Jussara, tguars caracteristicas
morfologicas avaliadas de alteracdo de pH; tamaalsacolonias; velocidade de
crescimento (rapido-1 dia, normal-2 dias e lentdi&s); cor das colbnias;
guantidade de muco produzida; aparéncia das cetoalasticidade do muco;
tipo de borda; forma e transparéncia das colonias.
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Figura 5. Porcentagem dos isolados de rizobios obtidosddalas de gendtipos silvestres
de feijoeiro em solos do municipio de Nova Venepento as caracteristicas
morfolégicas avaliadas de alteracdo de pH; tamaalsccolnias; velocidade de
crescimento (rapido-1 dia, normal-2 dias e lentdi&s); cor das colbnias;
guantidade de muco produzida; aparéncia das cetdalasticidade do muco;
tipo de borda; forma e transparéncia das col6nias.
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Figura 6. Porcentagem dos isolados de rizobios obtidosbdalas de gendtipos silvestres
de feijoeiro em solos do municipio de Uberlandiaargo as caracteristicas
morfologicas avaliadas de alteracdo de pH; tamaalsacolonias; velocidade de
crescimento (rapido-1 dia, normal-2 dias e lentdi&s); cor das colbnias;
quantidade de muco produzida; aparéncia das cslbalasticidade do muco;
tipo de borda; forma e transparéncia das colonias.

Quanto ao solo de Unai, a maioria dos isolados emreptagem acidificou o
meio de cultivo (66%), apresentou crescimento eim dias (68%), colénias com diametro
maior que 2 mm (67%), de coloracdo amarela (47p@rémcia heterogénea (72%), borda
inteira (99%) e forma circular (85%), e produziudiaéquantidade de muco (50%), com
pouca elasticidade (96%) e opaco (70%) (Figura 7).

Considerando o solo de Araucaria, a maioria do®dss em porcentagem
apresentou pH acido do meio de cultivo (90%), teahgparescimento em dois dias (97%),
formou colbnias com diametro maior que 2 mm (92€6)n coloracdo amarela (88%) e
aparéncia heterogénea (91%), com borda inteira \@78arma circular (84%), e produziu
quantidade de muco classificado como muito (57%m @ouca elasticidade (98%) e
opaco (94%), diferindo dos outros solos em estwEladd a maior quantidade de muco
produzido pela maioria dos isolados (Figura 8).nAldisso, observou-se outra diferenca
guanto ao solo de Araucaria, de que um isoladalokiterou o pH do meio de cultivo
para alcalino, ao contrario da maioria que acidiicn 0 meio ou ndo promoveram
alteracao (Figura 8).

Em relagdo ao solo de Prudentdpolis, a maioriaigtdados em porcentagem
acidificou o meio de cultivo (96%), apresentou tenge crescimento normal (85%) e
formou colénias com tamanho maior que 2 mm (70%em, de coloracéo creme (72%) e

aparéncia homogénea (72%), diferindo da maioriastdados obtidos de Araucaria. Além
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disso, a maior parte dos isolados de Prudentopmiiaou colénias com borda inteira
(100%) e forma circular (66%), e produziu muita mfitade de muco (55%), com pouca
elasticidade (91%) e opaco (96%) (Figura 9).
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Figura 7. Porcentagem dos isolados de rizobios obtidosidalas de gendtipos silvestres
de feijoeiro em solos do municipio de Unai, quart® caracteristicas
morfolégicas avaliadas de alteracéo de pH; tamaakacolbnias; velocidade de
crescimento (répido-1 dia, normal-2 dias e lentdi&s); cor das colbnias;
guantidade de muco produzida; aparéncia das cetoalasticidade do muco;
tipo de borda; forma e transparéncia das coldnias.
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Figura 8. Porcentagem dos isolados de rizobios obtidosddalas de genotipos silvestres
de feijoeiro em solos do municipio de Araucariagrgo as caracteristicas
morfoldgicas avaliadas de alteracdo de pH; tamaalsacolénias; velocidade de
crescimento (rapido-1 dia, normal-2 dias e lentdi&s); cor das colbnias;
guantidade de muco produzida; aparéncia das cstbalasticidade do muco;
tipo de borda; forma e transparéncia das col6nias.
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Figura 9. Porcentagem dos isolados de rizobios obtidosbdalas de gendtipos silvestres
de feijoeiro em solos do municipio de Prudentépalisanto as caracteristicas
morfologicas avaliadas de alteracdo de pH; tamaalsacolonias; velocidade de
crescimento (rapido-1 dia, normal-2 dias e lentdi&s); cor das colbnias;
quantidade de muco produzida; aparéncia das cslbalasticidade do muco;
tipo de borda; forma e transparéncia das colonias.

A alteracdo de pH em meio de cultura YMA €, comuienma caracteristica
para diferenciacdo dos génerddesorhizobium Rhizobium e Sinorhizobium que
apresentam a propriedade de acidificar o meio deiray enquantoAzorhizobiume
Bradyrhizobiumalcalinizam o meio YMA (Coutinho et al., 1999,adlb por Lima et al.,
2012). Isto indica que os solos em estudo, comgéxcele Nova Veneza, obtiveram a
maioria dos isolados de rizObios com caractertstigae se adéquam as do género
Rhizobium devido, principalmente, a alteracdo do pH do ndeiccultivo para acido e ao
tempo de crescimento rapido (de até trés dias)pdambém a outras caracteristicas, por
exemplo, formacgé&o de colonias com diametro maierZjmm.

Esses dados concordam com os resultados de Medsiras (2009), que
obtiveram um total de 304 isolados a partir de faglgoletados em experimento com
caupi, embora a maior parte tenha apresentadoiroedo em um dia, tamanho
classificado como puntiforme, borda homogénearsshiaida. Os autores concluiram que
os isolados obtidos apresentaram crescimento ré&pdtb acido em meio de cultivo.

Também concordando com os resultados, Chagas Jémial. (2010),
considerando os parametros morfologicos de vimtedss nativos estudados de solos da
Amazonia, observaram que a maioria dos isoladdsiegrescimento rapido, acidificou o

meio de crescimento, formou coldnias maiores quegoais a 2 mm de diametro e
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coloragédo branca, apresentou forma circular e bortdara da coldnia, com elevagéo,
transparente e homogénea, muco sem elasticideataeerizado como viscoso.

Concordando com os dados obtidos, Soares et &6)28valiando a eficiéncia
agrondmica de rizébios selecionados e a diversitiu#ipica de populacdes de bactérias
nativas que nodulam o feijdo em Perddes (MG), eldim as caracteristicas culturais da
maioria dos isolados de: tempo de crescimento tinieode dois a trés dias, diametro
maior que 2 mm, alta producdo de goma, alteracguHdacido, absorcao do indicador do
meio de cultura e coloracdo das colbnias amaredéesEautores concluiram que, a
populacdo nativa apresentou alta diversidade fgicatie, com base no perfil proteico
total, os isolados da populacdo nativa foram diaasios, em sua maioria, com 80% de
similaridade, com&hizobium leguminosarubv. phaseoli

Freitas et al. (2007), estudando a caracterizagdaizbbios isolados de
jacatupé, uma leguminosa herbacea, no Estado dearRleaco, encontraram as
caracteristicas fenotipicas das col6nias bacteyidea24 isolados, de forma geral foram,
circulares, com diametro de 1 a 4 mm, bordas sdeihomogéneas, com elevacao,
coloracdo branca e producéo variavel de exopobs&ns. Os autores afirmaram que a
grande capacidade de producédo de exopolissacantises/ada nos isolados estudados de
solos do estado de Pernambuco pode estar relaai@gnémlerancia a estresse ambiental,
possibilitando a sobrevivéncia nos solos salinosrike foram isolados.

Em trabalho com caracterizacéo e selecdo de pdmdatativas de rizobios de
solo da regido semi-arida de Pernambuco, Silvh €@07) concluiram que a diversidade
morfoldgica e fisiolégica dos isolados de caupisutou a identificacdo de diferentes
grupos, alguns deles com padrdes de similaridad&irpos a estirpe padréao
Bradyrhizobiunsp. Semia 6145. No que concerne a formacao de aattalis, os autores
verificaram que a maioria dos isolados apresen¢é@agdo alcalina em meio de cultura
YMA, mostrando resultados diferentes dos enconfgrattm presente estudo. Os autores
também concluiram que um dos isolados, além dstireditemperatura elevada, mostrou-
se resistente aos antibidticos estudados, perritinfdrir sobre a sua competitividade em
regides semi-aridas.

Frizzo (2007), estudando rizébios nativos de salosRio Grande do Sul,
encontrou que, apos sete dias de incubacdo, aiandms isolados deotus corniculatus
formaram colbnias de trés a cinco milimetros, engd isolados dé.otus uliginosus
predominou a ocorréncia de colbnias pequenas, woisamilimetros. Estes resultados

mostraram que, provavelmente, a maioria dos iseladiotidos deL. corniculatus
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pertencem ao géneildesorhizobiumde crescimento intermediario, e que a maioria dos
isolados dd.. uliginosuspertencem ao géneRBradyrhizobium de crescimento lento, por
apresentarem, respectivamente, diametros de celéaraelhantes aos descritos para estes
géneros.

Considerando a distribuicdo dos isolados por ldeakcoleta dos solos para
isolamento de rizébios, sendo, estado de Goiasqdug Nova Veneza), de Minas Gerais
(Uberlandia e Unai) e do Parana (Araucaria e Ptagefs), verificou semelhanca entre
as caracteristicas morfologicas dos isolados aped@s nos trés estados. A maior
porcentagem dos isolados de cada estado apresgatmimento em dois dias (61%, 69%
e 92%, para Goias, Minas Gerais e Parand, respewite) e acidificou o pH do meio de
cultivo (74%, 75% e 92%, para Goias, Minas Geraiaena, respectivamente) (Figura
10). Foi observada diferenca entre os estadosgqueantidade de muco produzida, visto
gue a maioria dos isolados em porcentagem obtidmsPdrana apresentou essa
caracteristica classificada como muito (56%), entjua maioria dos isolados de Goias e
Minas Gerais apresentou a quantidade de muco fatassi como médio (56% e 43%

respectivamente) (Figura 10).
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Figura 10. Porcentagem dos isolados obtidos de ndédulos détiges silvestres de
feijoeiro, quanto as caracteristicas morfolégicaselocidade de crescimento
(rdpido-1 dia, normal-2 dias e lento-3 dias); alké@o de pH e quantidade de
muco produzida, considerando a distribuicdo poallde coleta do solo dos
Estados de Goias, Minas Gerais e Parana.

Foi observado que uma maior porcentagem de isolgdes promoveram
aumento da quantidade de muco produzida apresent@snias com maior diametro,

classificadas como maior que 2 mm (81%, 94% e 1008Aguanto uma maior
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porcentagem de isolados que formaram colbnias @& Inm de didmetro apresentaram
menor quantidade de muco produzido (64%, 100% éo)l0para os estados de Goias,
Minas Gerais e Parana, respectivamente (Figuradisljlados corroboram com Martins et
al. (1997), que relatam que as colbnias com diameferior a 1,0 mm costumam ser
translicidas e produzir pouco muco, enquanto quelas maiores do que 1,0 mm séo

geralmente produtoras de muito muco.
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Figura 11. Porcentagem de isolados de nddulos de gendtipestses de feijoeiro obtidos
de (A) solos do Estado de Goias, (B) solos do BsteedMinas Gerais e (C)
solos do Estado do Parana, de acordo o com tamdakocolbnias e a
guantidade de muco produzida.

Neste ensaio, observa-se que a maioria dos isotadgercentagem, a medida
gue aumenta a consisténcia do muco ha uma dimoweatransparéncia da massa de
células, visto que isolados que apresentam consiatéaquosa apresentam em maior
porcentagem translicidos em relacdo as outras sténesias (45%, 69% e 33%, para
Goias, Minas Gerais e Parana, respectivamente) menor porcentagem opacos (55%,
31% e 67% para Goias, Minas Gerais e Parana, tespaente) (Figuras 12). Segundo
Martins et al. (1997), o muco coalescente ou aquesé geralmente associado com
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colénias translicidas, enquanto aquelas com muaopacto e consistente foram

caracterizadas como opacas.
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Figura 12. Porcentagem dos isolados obtidos de nédulos détiges silvestres de
feijoeiro, quanto a transparéncia e consisténcimassa de células, em solos
do Estado de Goias (A), de Minas Gerais (B) e dariZa(C).

Neste estudo os isolados apresentaram crescimépitbor(em até trés dias),
porém, foram classificados com diferentes veloadade crescimento, rapido, um dia,
normal, dois dias e lento, trés dias. Martins (J98Bervou que as estirpes de crescimento
rapido tiveram producdo abundante de muco, enquastode crescimento lento
apresentaram producdo média de muco e as de ceedcimuito lento ndo produziram
muco. Quanto a quantidade de muco, a maior parseistdados com velocidade de
crescimento normal produziu a maior quantidade deonguando proveniente dos solos
dos Estados de Goias e Parana (73% e 100%), est@noento rapido produzindo a menor
guantidade de muco quando obtida dos solos do &sadoias (73%). A maior parte de
isolados com velocidade de crescimento rapido miada menor quantidade de muco

quando proveniente de solos do Estado de Minass3@@0%) (Figura 13).
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Figura 13. Porcentagem de isolados de nédulos de gendiipestees de feijoeiro obtidos
de (A) solos do Estado de Goias, (B) solos do BstedMinas Gerais e (C)
solos do Estado do Parana, de acordo com a vettgcitkacrescimento (1 dia -
rapido, 2 dias - normal e 3 dias - lento) e a qdade de muco produzida.

4.2 DIVERSIDADE MORFOLOGICA E USO DE FONTES DE CARBIO DE
ISOLADOS DE RIZOBIOS SELECIONADOS

4.2.1 Estado de Goias (solos provenientes dos mupios de Jussara e Nova Veneza)

Com base nas caracteristicas morfologicas dosds®laelecionados a partir
dos isolados nativos obtidos de gendtipos silveddee feijoeiro e das estirpes-referéncia
provenientes de solos do Estado de Goias (JusddwaeeVeneza) (Tabela 3), foi possivel
agrupa-los em cinco grupos (Figura 14).

Os grupos 1, 4 e 5 foram formados por isoladoveostimostrando indices de
similaridade de 58%, 45% e 70%, respectivamenteda se agruparam com qualquer

estirpe-referéncia (Figura 14). O grupo 2 apresedt® de similaridade entre os isolados
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e as estirpes-referéncia SEMIA 4077, SEMIA 4080M&E 4088, BR266, BR351 e
BR281.

Tabela 3 Caracteristicas morfolégicas dos isolados debiid obtidos de ndédulos de
genotipos silvestres de feijoeiro em solos de JassdNova Veneza (Goias) e
das estirpes padréo.

Isolados/ Caracteristicas morfologicas dos isolados/estirpes

Estirpes VC pH DC AC BC FC EC CC TM QM EM CM
BR266 N A >2 He I C E Am o] M P L
BR281 N A >2 Ho I C E Cr T M P L
BR351 N A >2 Ho I C E Cr o] M P L
JPrG10Al N N >2 Ho I C E Am 0] P P L
JPrG10A6 R A >2 He I Ir E Am @) P P Aq
JPrG10A8 R A >2 He I Ir E Am T P P Aq
JPrG11A7 R A >2 He I Ir E Am @) M M Aq
JPrG1A1 R A >2 He I Ir P Cr O MP M F
JPrG1A9 L A >2 He I C E Am @) M P Aq
JPrG2A10 N A >2 He I C E Am O M P L
JPrG2A2 L A >2 He I C E Am @) P P F
JPrG2A5 L A >2 He I C E Am @] M P L
JPrG2A6 L A >2 He I C E Am @] M P L
JPrG2A7 L A >2 He I C E Am @] M P L
JPrG3A3 N A >2 He I C E Am @) P Mu F
JPrG3A4 N A 1-2 He I C E Am ] M M L
JPrG3A7 L A >2 He I C E Am @] Um P L
JPrG3A9 N A 1-2 He I C E Am ) M P L
JPrG4A1 L A >2 He I C E Am O M P L
JPrG4A10 N A >2 He I C E Cr ) M P L
JPrG4A3 L A >2 He I C E Am O M P L
JPrG4A4 N A >2 Ho I Ir E Cr o] M P L
JPrG4A7 L A >2 He I Ir E Am o] M P L
JPrG4A9 N A >2 He I C E Cr o] P P L
JPrG5A10 N N >2 He I C E Am ] M P L
JPrG5A2 N A >2 He I C E Am @) M P L
JPrG5A3 N A >2 He I Ir E Am ] M P L
JPrG5A4 N A >2 He I C E Am @) M P L
JPrG5A5 N A >2 He I C E Am @) M P L
JPrG5A6 N A >2 He I C E Am @) M P L
JPrG5A7 R A 1-2 Ho I C E Am O P P L
JPrG5A9 N A >2 He I C E Cr O M P L
JPrG6A10 N A >2 He I C E Am O P P L
JPrG6A2 R N 1-2 Ho Ir Ir E Cr @) MP P Aq
JPrG6A8 N A >2 He I C E Am @) M P L
JPrG7A2 R N 1-2 Ho Ir Ir E Cr T P P F
JPrG7A5 N A 1-2 He I C E Am @] P P F
JPrG7A9 N A >2 He I C E Am @) M P L
JPrG8Al N A 1-2 He I C E Am ] M Mu F
JPrG8A3 N A >2 Ho I C E Cr @) Um P L
JPrG8A4 R N 1-2 Ho Ir Ir E Cr T P P F
JPrG8A5 N A 1-2 Ho I C E Cr ) Um P F
JPrG8A6 N A 1-2 Ho I C E Am O P Mu F
JPrG8A7 N A >2 He I C E Am @) Um P L
JPrG8A8 N A >2 He I C E Am @) Um P L
JPrGoA2 N A >2 Ho I C E Cr @) Um P L
JPrG9A3 N A >2 He I C E Am @) Um P L
JPrG9oA6 N A 1-2 He I Ir E Am @) M P L
JPrGoA9 N A 1-2 Ho I C E Cr @] M P L
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Tabela . Cont.

Isolados/ Caracteristicas morfol6gicas dos isolados/estirpes

Estirped VC pH DC AC BC FC EC CC TM QM EM CM
NVSG11A1 N N >2 He | C E C O M P L
NVSG11A3 N A >2 He Ir Ir E Am O M P L
NVSG11A6 N A >2 He | Ir E Am O P P L
NVSG1A1l R N 12 Ho | C E ¢ T P P L
NVSG1A2 N N >2 Ho | C E B T P P Aq
NVSG2A1 N N >2 He Ir Ir E C O P P F
NVSG2A2 N N 12 Ho | C E Ab O MP P S
NVSG2A4 R N 12 Ho | C E C O P P L
NVSG2A6 R N 12 Ho | C E C O P P L
NVSG3A3 N N >2 He | Ir E C O M P L
NVSG3A4 N N >2 He | C E Am O P P L
NVSG4A11 N A 12 He | C E Am O Um P L
NVSG4A15 N N 12 Ho | C E Am O MP P F
NVSG4A5 N A > He | C E C O M P L
NVSG4AG N N 12 Ho | C E Ab O MP P S
NVSG5A3 R N 12 Ho | C E Am O P P L
NVSG6A2 N N 12 Ho | C E ¢ O P P Aq
NVSG6A5 R A >2 He Ir Ir P C O MP P F
NVSG7AL R N 12 He | Ir E Am O M P L
NVSG7A11 N A >2 He | Ir E Am O P P L
NVSG7A2 N N >2 He | C E Am O P P F
NVSG7A3 N N >2 He | C E C O P P L
NVSG7A5 L A 12 He | C E Ab O M P L
NVSG7A7 N A > Ho | C E C O P P L
NVSG7A9 L A >2 He | C E Ab O P P L
NVSG8AL L N > He | C E Am O P P L
NVSGSA10 N A >2 He | Ir E C T P P Aq
NVSG8A2 N A > He | C E Am O M P L
NVSG8A7 N A > Ho | C E C O P P L
NVSGS8A9 L A >2 He | C E Ab O P P L
R82 R N 12 Ho | C E C O M P L
SEMIA4077 R A >2 He | C E Am O M P Aq
SEMIA4080 R A >2 He | C E Am O M P L
SEMIA4088 R A >2 He | C E Am O M P L

1 (JPrGnAn): isolados oriundos de solos da cidaddussara (J), fazenda Primavera (Pr), genétipoe(@jimero do nédulo (A);
(NVSGnAN): isolados oriundos de solos da cidad&ldea Veneza (NV), fazenda Souza (S), genétipo (G)reero do nédulo (A); e
(SEMIA 4077, SEMIA 4080, SEMIA 4088, BR266, BR3HR281, R82): estirpes de referéncia. (VC) velociddd crescimento (R-
rapido-1 dia, N-normal-2 dias e L-lento-3 dias), fHacido e N-neutro), (DC) diametro da colonia em, (AC) aparéncia da coldnia
(He-heterogénea e Ho-homogénea), (BC) borda daieo{inteira e Ir-irregular), (FC) forma da coléanC-circular e Ir-irregular),
(EC) elevacdo da colbnia (E-elevado e P-plano),)(€& da colénia (Am-amarela, B-branca, Cr-cremékeabdbora), (TM)
transparéncia da massa celular (O-opaco e T-treids)) (QM) quantidade de muco (MP-muito pouco,degw, M-médio, Mu-muito),
(EM) elasticidade do muco (P-pouca, M-média e Mutau(CM) consisténcia do muco (L-leitoso, Ag-agapF-floculoso e S-seco).

Pelas caracteristicas apresentadas no grupo $ladas JPrG2A10, JPrG5A2,
JPrG5A4, JPrG5A5, JPrG5A6, JPrG6A8, JPrG7A9 e NVSLS a referéncia BR266 séao
100% semelhantes, sendo provavelmente tan®@zobium leguminosarubv. phaseoli
Esses isolados e mais JPrG2A5, JPrG2A6, JPrG2ATG4AML e JPrG4A3, sao
semelhantes as estirpes-tipo SEMIA 4077, SEMIA 4688EMIA 4088 com 80% de
similaridade. Os isolados JPrG4A10, JPrG5A9 e NV/&&E>d40 semelhantes a referéncia

BR351 com 85% de similaridade; e a estirpe padrR@8B é semelhante ao isolado
JPrG4A4 com 70% de similaridade.
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O grupo 3 foi formado por isolados nativos e agstieferéncia R82 com 40%
de similaridade. Neste grupo, os isolados NVSG2AVEG2A6 foram semelhantes a
estirpe tipo R82 com 85% de similaridade (Figura Bigrande numero de ramificacdes
formado pelos isolados de solos de Goias indica eleaada diversidade morfologica
entre os isolados obtidos destes solos (Figura 14).

Freitas et al. (2007) concluiram que as estirpesizfbio nativas de solos
salinos isoladas de nédulos de jacatupé mostramaa diversidade bastante elevada,
porém baixa similaridade com as estirpes de ref@aé&estadas no estudo, podendo se
tratar de espécies novas ainda ndo descritas. Medei al. (2009), em trabalho com
rizébios isolados de caupi, concluiram que os tadas indicam elevada diversidade
morfologica da populacéo nativa de rizébio do sérde do Rio Grande do Norte.

Também em trabalho de Chagas Janior et al. (2@bdy, vinte isolados de
rizobios de caupi oriundos de solos da Amazbnian doase nas caracteristicas
morfolégicas dos isolados nativos e das estirpiesénecia, foi possivel agrupa-los em
cinco grupos, com a construcdo de um dendrogramairdgaridade. Segundo estes
autores, para as 12 caracteristicas morfolégidasiasas foi possivel encontrar indice de
similaridade de 100% entre o isolado INPA R851 e1lBR26 Rhizobium et), e o INPA
R927 e as estirpes referéncia BR 10@.6topicillA) e BR 112 Sinorhizobium fred)i

Quanto as caracteristicas dos isolados seleciorgadas estirpes-tipo relativas
ao crescimento em diferentes fontes de carbonegprentes de solos do Estado de Goias
(municipios de Jussara e Nova Veneza) (Tabelaodnt definidos trés grupos (Figura
15). A analise da Tabela 4 mostra que as fontesad®no mais utilizadas pelos isolados
de rizdbios em genotipos silvestres de feijoeireales do estado de Goias foram glicose,
arabinose, frutose e glicerol, que equivale a @Bdos dos 76 selecionados, ou 89%
desses. No entanto, acido maleico e acido nicotifutam as fontes de carbono menos
utilizadas, apenas 12 e 27 isolados utilizaramsefsates de carbono, respectivamente,
gue corresponde a 15% e 35% dos isolados.

Em relacéo as estirpes de referéncia, de acordaacbabela 4, todas as fontes
de carbono, sacarose, glicose, acido malico, amdteico, acido nicotinico, inositol,
sorbitol, arabinose, frutose e glicerol, foram imditlas pelas estirpes SEMIA 4080 e
SEMIA 4088. A estirpe padrao SEMIA 4077 tambémizail essas fontes de carbono para
crescimento, com excec¢ao do acido maleico. A fdetearbono acido nicotinico nao foi

utilizada pelas estirpes de referéncia BR266, BR89182, porém, as outras fontes de
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carbono foram utilizadas. A estirpe-tipo BR281 imbil somente as fontes de carbono

sacarose, arabinose e frutose (Tabela 4).
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Figura 14. Dendrograma de similaridade construido com bags caracteristicas
morfologicas de isolados de rizobios obtidos deosale Goias, usando
Jaccard como coeficiente de similaridade e UPGMAna@ométodo de

agrupamento.

Com base na escala de similaridade no dendrograngaipo 1 apresentou
similaridade de 40% entre os isolados e as estirpfeséncia BR266, BR351, R82,



61

SEMIA 4080, SEMIA 4088, SEMIA 4077 e BR281, sendoegas trés primeiras
apresentaram 100% de similaridade com os isolaBo&7A5, JPrG8A3 e JPrG8A6
(Figura 15). Estes isolados mostraram ausénciaeseimento em meio contendo acido

nicotinico como fonte de carbono, de acordo comlzelh 4.

Tabela 4 Crescimento em diferentes fontes de carbonosihdados de rizébios obtidos de
nddulos de gendtipos silvestres de feijoeiro emnssde Jussara e Nova Veneza
(Goias) e das estirpes padréo.
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Tabela4. Cont.

Isolados/ Fontes de carbono
Estirpes AM  AMe AN [ S A

n
(0]
]

+
+
+

JPrG9A2 - - + + +
JPrG9A3
JPrG9A6
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1 (JPrGnAn): isolados oriundos de solos da cidaddussara (J), fazenda Primavera (Pr), gendtipoe(@jimero do nddulo (A);
(NVSGnAN): isolados oriundos de solos da cidad&ldea Veneza (NV), fazenda Souza (S), genétipo (G)reero do nédulo (A); e
(SEMIA 4077, SEMIA 4080, SEMIA 4088, BR266, BR3HR281, R82): estirpes de referéncia. (+) Crescimefl) Auséncia de
crescimento. (S) sacarose, (G) glicose, (AM) aaddico, (AMe) acido maleico, (AN) acido nicotinic@) inositol, (S) sorbitol, (A)
arabinose, (F) frutose, (GI) glicerol.

Foi encontrada similaridade de 100% também entresalados JPrG10A1,
JPrG3A4, JPrG7A2, NVSG2A4, NVSG6A2, NVSG7A9 e NV3G2e as estirpes-tipo
SEMIA 4080 e SEMIA 4088 (Figura 15), os quais ceescem todas as dez fontes de
carbono estudadas (Tabela 4); e entre os isolaBo&G10A8, JPrG1Al, JPrG5A7,
JPrG6A8, NVSG11A3, NVSG1Al, NVSG2A6, NVSG3A4, NVS&le NVSGBA9 e a
referéncia SEMIA 4077 (Figura 15), os quais nacs@en em meio contendo acido

maleico. De forma geral, o maior niumero de isolapspa especialmente com as estirpes
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usadas como inoculante do feijoeiro comum (SEMIBEBEMIA 4088 e SEMIA 4077),
indicando que estes isolados apresentam caraic@sishetabolicas semelhantes a estas

estirpes, revelando um grande potencial para aldynia.
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Figura 15. Dendrograma de similaridade construido com basaso de diferentes fontes

de carbono por isolados de rizobios obtidos desstdoGoias, usando Jaccard
como coeficiente de similaridade e UPGMA como metae agrupamento.
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E provavel que mais isolados oriundos dos soldsala Veneza (GO) tenham
sido semelhantes a estirpe tighizobium tropicidevido ao pH do solo acido de 4,8
(Tabela 1), sendo que a estirpe SEMIA4077 (estquirdo deR. tropici lIB) apresenta
maior tolerancia a acidez e a temperaturas eleyadgsindo Vargas & Hungria (1997).
Segundo o0s autores, a regido dos cerrados se er@acpor solos acidos e a maior
ocupacéo dos nodulos pBhizobium tropictambém foi confirmada em um experimento
em queR. tropici CIAT 899 foi capaz de formar até 91,4% dos nédutosmpetindo com
as estirpes dB. leguminosarurbv. phaseoliUMR 1135 e V23.

Ainda no grupo 1, o isolado JPrG3A3 apresentoulaiidade de 75% com a
estirpe referéncia BR281. Os grupos 2 e 3 foramddios por isolados nativos e ndo se
agruparam com nenhuma estirpe-referéncia, comsndeeisimilaridade de 40% e 100%,
respectivamente (Figura 15).

Segundo Castellane (2007), trabalhando com andlesepolissacarideos
essenciais para nodulacdo do feijoeiro Biizobium tropicicultivados em diferentes
fontes de carbono, observou que a estirpe SEMIA? Apfesentou producdo meédia de
goma quando cultivada em meio contendo glicerolnme reeio com glicose, e uma
producao inferior de goma, quando cultivada em meidendo galactose, como fonte de
carbono. Entretanto, as células dessa bactériadlguasitivadas em meio com sacarose na
sua composicéao liberaram bastante goma, sendomsta, de coloracdo esbranquicada e
bastante viscosa. Martinez-Drets & Arias (1972gdn por Castellane (2007), sugeriram
que enquanto as bactérias pertencentes aos gérRkeimosbiumutilizam uma série de
carboidratos e sais de &cidos organicos como fodéesarbono, muitas estirpes de
Bradyrhizobiunpreferem a arabinose.

4.2.2 Estado de Minas Gerais (solos provenientes dmunicipios de Uberlandia e
Unai)

Com base nas caracteristicas morfoldgicas dogliselselecionados a partir de
isolados obtidos em gendtipos silvestres de feggaiovenientes de solos de Minas Gerais
(Uberlandia e Unai) (Tabela 5) e das estirpesé&ntia, foi possivel agrupa-los em quatro
grupos (Figura 16). O grupo 1 foi formado por igola nativos e as estirpes referéncia
BR266, SEMIA 4077, SEMIA 4080, SEMIA 4088, BR351BR281 com 45% de
similaridade, de acordo com a escala no dendrogréfgura 16). Os isolados
UbALG10A2, UbALG10A6, UDALG4A7, UbALG6A9, UbALGT7A7,UbALGS8AS3,
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UbALG8A5, UDALGY9A5, UnPaG11Al, UnPaG11A2, UnPaG2Al1)nPaG2A1l1,
UnPaG2A12, UnPaG3A20, UnPaGbAl1l e UnPaG5A8 aprasent 100% de
similaridade com a estirpe-tipo BR266 quanto asataristicas morfologicas estudadas,

sendo provavelmente tambdénleguminosarurbv. phaseoli(Figura 16).

Tabela 5 Caracteristicas morfolégicas dos isolados debrdobtidos de ndédulos de
gendtipos silvestres de feijoeiro em solos de @inelih e Unai (Minas Gerais)
e das estirpes padréao.

Isolados/ Caracteristicas dos isolados/estirpes

Estirpes VC pH DC AC BC FC EC CC TM QM EM CM
BR266 N A >2 He I C E Am 0] M P L
BR281 N A >2 Ho I C E Cr T M P L
BR351 N A >2 Ho I C E Cr O M P L
R82 R N 1-2 Ho I C E Cr O M P L
SEMIA4077 R A >2 He I C E Am (0] M P Aq
SEMIA4080 R A >2 He I C E Am (0] M P L
SEMIA4088 R A >2 He I C E Am (0] M P L
UbALG10A1 R N >2 He Ir Ir E Am (0] P P F
UbALG10A2 N A >2 He I C E Am (0] M P L
UbALG10A4 N A >2 Ho I C E Cr (0] Mu P L
UbALG10A5 N A 1-2 He I C E Am o] M P L
UbALG10A6 N A >2 He I C E Am (@) M P L
UbALG10A9 N A >2 He I Ir E Am O M P L
UbALG11A4 N A >2 He I C E Am (@) M M L
UbALG11A5 R A 1-2 Ho I C E Cr 0] Mu P L
UbALG1A1l R N 1-2 Ho I C E Cr T P P L
UbALG1A8 R N 1-2 Ho I Ir E Cr T P P L
UbALG2A2 N A >2 Ho I Ir E Cr o] M P L
UbALG2A4 N A >2 He I C E Am 0] M P F
UbALG3A3 R A >2 He I Ir E Cr 0] P P L
UbALG3A4 R A >2 He I Ir E Am o] P M L
UbALG3A5 R A >2 Ho I C E Cr (0] M M L
UbALG4A10 R N 1-2 He I C E Cr T P P F
UbALG4A2 R N 1-2 Ho I Ir E Cr T MP M F
UbALG4A6 N A 1-2 Ho I C E Am T P P F
UbALG4A7 N A >2 He I C E Am 0] M P L
UbALG6A3 R N 1-2 He I C E Am 0] M P F
UbALG6A9 N A >2 He I C E Am 0] M P L
UbALG7A7 N A >2 He I C E Am 0] M P L
UbALG8A1 N A >2 Ho I Ir E Cr T Mu P L
UbALG8A10 N A >2 He I Ir E Cr T M P L
UbALG8A3 N A >2 He I C E Am 0] M P L
UbALG8AS N A >2 He I C E Am 0] M P L
UbALG9A10 N A >2 He I C E Am (0] Mu P L
UbALGYA5 N A >2 He I C E Am 0] M P L
UnPaG10A11 N A >2 He I C E Am O P P L
UnPaG10A12 N A >2 He I C E Am O P P L
UnPaG10A3 N A >2 He I C E Cr O M P L
UnPaG10A4 N A >2 He I C E Cr @) M P Aq
UnPaG11A1 N A >2 He I C E Am (0] M P L
UnPaG11A10 R A >2 Ho I C E B T Mu P L
UnPaG11A2 N A >2 He I C E Am (0] M P L
UnPaG11A4 R A >2 Ho I Ir P Cr T M P Aq
UnPaG11A5 N A >2 He I C E Am (0] P P L
UnPaG11A6 N A >2 He I C E Am (0] Mu P L
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Isolados/ Caracteristicas dos isolados/estirpes

Estirpes VC H DC AC BC FC EC CC TM QM EM CM
UnPaG11A7 N A >2 He I C E Ab (0] M P L
UnPaG11A8 N A >2 He I C E Ab (0] M P L
UnPaG11A9 N N >2 He I C E Ab O P M L
UnPaG1Al N A >2 He I C E Ab T Mu P L
UnPaG1A10 N N >2 He I C E Am o] P P L
UnPaG1A12 N A >2 He I Ir E Ab o] Mu Mu L
UnPaG1A2 N A 1-2 Ho I C E Cr (0] P P L
UnPaG1A9 N A >2 He I C E Am o] P P L
UnPaG2Al N A >2 He I C E Am O M P L
UnPaG2A10 N N >2 He I C E Am @) M P Aq
UnPaG2A11 N A >2 He I C E Am (0] M P L
UnPaG2A12 N A >2 He I C E Am (0] M P L
UnPaG2A3 N A >2 He I C E Am T M P L
UnPaG2A4 N A >2 He I C E Am T M P L
UnPaG2A5 N A 1-2 He I C E Ab o] P P F
UnPaG2A6 N A 1-2 He I C E Ab o] M P F
UnPaG2A9 R N 1-2 Ho I C E Cr o] P P L
UnPaG3Al N A >2 He I C E Cr (0] M P F
UnPaG3A15 N N 1-2 Ho I C E Cr T M P F
UnPaG3A17 R N 1-2 Ho I C E Cr T M P L
UnPaG3A18 R N 1-2 Ho I C E Am T P P F
UnPaG3A19 N A 1-2 He I C E Am O M P L
UnPaG3A2 R N >2 He I Ir E Cr T M P Aq
UnPaG3A20 N A >2 He I C E Am (0] M P L
UnPaG3A5 N A 1-2 He I C E Am (0] M P F
UnPaG3A6 N A >2 He I Ir E Am (@) P P L
UnPaG3A9 N N >2 He I C E Cr o] P P L
UnPaG4Al N N >2 He | Ir E Cr @] Mu P L
UnPaG4A12 N A >2 He I C E B (0] M Mu Aq
UnPaG4A2 R N 1-2 Ho I C E Am o] P P F
UnPaG4A5 L A >2 He I Ir E Am 0 P P L
UnPaG4A6 N N >2 He I Ir E Cr o] M P L
UnPaG4A9 N A >2 He I C E Cr 0] M P L
UnPaG5A11 N A >2 He I C E Am (0] M P L
UnPaG5A12 N A >2 He I C E Am (0] P P L
UnPaG5A7 N A >2 He I C E Am O Mu P Adq
UnPaG5A8 N A >2 He I C E Am O M P L
UnPaG6A10 N A >2 He I C E Cr 0] M P L
UnPaG6A12 N A 1-2 He I C E Am o] M Mu L
UnPaG6A2 N A >2 He I C E Am T M P Aq
UnPaG6A5 N N >2 He I Ir E Am T P P L
UnPaG6A6 N A 1-2 He I C E Am (0] M P L
UnPaG6A7 N A >2 He I C E Cr (0] Mu P L
UnPaG6A9 N A 1-2 He I C E Am (@) M P L
UnPaG7Al N N >2 He I C E Cr O M P L
UnPaG7A11 R A 1-2 Ho I C E Cr O M P F
UnPaG7A2 R N 1-2 Ho I C E Am O P P L
UnPaG7A3 R N 1-2 Ho I C E Am O P P L
UnPaG7A4 R N 1-2 Ho I C E Am O P P L
UnPaG7A5 R N >2 Ho I Ir E B T Mu P L
UnPaG7A6 R N 1-2 Ho I C E B T Mu P L
UnPaG7A7 N N >2 Ho I Ir E Am O Mu P Aq
UnPaG7A8 N N >2 He I C E Cr T M P L
UnPaG8A1l R A 1-2 Ho I C E Cr T P P Aq
UnPaG8A11 N A >2 He I C E Cr O P P L
UnPaG8A12 N A >2 He I C E Cr O M P L
UnPaG8A2 R A 1-2 Ho I C E Cr T P P Adg
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Tabela E. Cont.

Isolados/ Caracteristicas dos isolados/estirpes

Estirpes VC pH DC AC BC FC EC CC TM QM EM CM
UnPaG8A3 R N 1-2 Ho I C P Cr T P P Aq
UnPaG8A4 R N >2 He I Ir P Cr T M P Aq
UnPaG8A7 R N 1-2 He Ir Ir P Cr T P P Aq
UnPaG8AS8 R A >2 He I Ir E Cr T M P Ad

T (UbALGNAN): isolados oriundos de solos da cidadéJberlandia (Ub), fazenda Agua Limpa (AL), genot{) e namero do nddulo
(A); (UnPaGnAn): isolados oriundos de solos da dédde Unai (Un), fazenda Paris (Pa), gendtipo (@fireero do nédulo (A); e
(SEMIA 4077, SEMIA 4080, SEMIA 4088, BR266, BR3HR281, R82): estirpes de referéncia. (VC) velociddd crescimento (R-
rapido-1 dia, N-normal-2 dias e L-lento-3 dias), {fHacido e N-neutro), (DC) diametro da coldnia em, (AC) aparéncia da coldnia
(He-heterogénea e Ho-homogénea), (BC) borda danieo(&inteira e Ir-irregular), (FC) forma da colé@nC-circular e Ir-irregular),
(EC) elevacdo da colbnia (E-elevado e P-plano),)(€& da colénia (Am-amarela, B-branca, Cr-cremébkeabdbora), (TM)
transparéncia da massa celular (O-opaco e T-ti@dsly (QM) quantidade de muco (MP-muito pouco,degn, M-médio, Mu-muito),
(EM) elasticidade do muco (P-pouca, M-média e Mutau(CM) consisténcia do muco (L-leitoso, Ag-agapF-floculoso e S-seco).

Com os dados apresentados, pode-se observar qiswl&dos, incluindo a
referéncia BR266 foram semelhantes as estirpes$pMIA 4077, SEMIA 4080 e
SEMIA 4088, com 75% de similaridade (Figura 16). ¢dapo 1, o isolado UbAIG10A4
foi semelhante a referéncia BR351 com 85% de ginldde, e estes, juntamente com o
isolado UbAIG2A2, foram semelhantes a estirpe pa&@281 com 80% de similaridade
(Figura 16).

O grupo 3, com 45% de similaridade, foi constityieta estipe referéncia R82
e os isolados, sendo que UnPaG2A9 mostrou semelltEn85% com esta referéncia. Os
grupos 2 e 4 foram formados por isolados nativasstrando indices de similaridade de
40%, e ndo se agruparam com nenhuma estirpe-ref@r@ngura 16). Em geral, o grande
namero de ramificacdes formado pelos isolados dies ske Minas Gerais indica uma
elevada diversidade morfoldgica entre os isoladhdisias destes solos (Figura 16).

Com base nas caracteristicas dos isolados seldo®ra das estirpes-tipo
guanto ao uso de fontes de carbono, provenientelds do estado de Minas Gerais
(Uberlandia e Unai) (Tabela 6), foram definidostgugrupos (Figura 17). A analise do
uso de fontes de carbono dos 99 isolados sele@enadvenientes de solos do estado de
Minas Gerais revelou que as fontes mais utilizaidaam frutose, sorbitol, sacarose,
glicose, arabinose e glicerol (Tabela 6). A fongecdrbono acido maleico foi a menos
utilizada para crescimento dos isolados, sendo apsmas vinte isolados ou 20% dos
isolados utilizaram essa fonte de carbono.

De acordo com o dendrograma, o grupo 1 foi formaedtos isolados
UnPaG10A4, UnPaG10A3 e UnPaG1A2 e a estirpe-tipp@8Rcom 40% de similaridade
(Figura 17). Os grupos 2 e 4 nao se agruparam ocemhuma estirpe de referéncia,

mostrando indices de similaridade de 50% e 20%eotiyamente.
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O grupo 3 foi formado por isolados nativos e agréfcias SEMIA 4077,
SEMIA 4080, SEMIA 4088, BR266, BR351 e R82, com 4@&similaridade, sendo que a
primeira apresentou crescimento nas fontes de wmarbestudadas com 100% de
similaridade a 35 isolados (Figura 17), ou sejas@@ram em meio contendo todas as

fontes de carbono exceto acido maleico (Tabela 6).
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Figura 16. Dendrograma de similaridade construido com bags caracteristicas
morfologicas de isolados de rizobios obtidos deosale Minas Gerais,
usando Jaccard como coeficiente de similaridadP@MA como método de

agrupamento.
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Ja4 os isolados UDbLAIG10Al, UDbAIG10A4, UDAIG1Al, UI3AS,
UbAIG2A4, UDbAIG4A2, UDAIG9A10, UnPaG11A4, UnPaG2A9UnPaG3A1l9,
UnPaG1Al12, UnPaG3A20 e UnPaG8A7 foram 100% semibads estirpes de
referéncia SEMIA 4080 e SEMIA 4088, mostrando dmesato em todas as fontes de
carbono (Tabela 6). Observou-se que um maior nudeisolados agrupa com as estirpes
de R. tropici indicando que estes isolados apresentam casimasi metabdlicas
semelhantes a estas estirpes, revelando um gratelecial para a agricultura.

Castellane (2007) observou que a estirpe SEMIA 4088ceu adequadamente
nas hexoses, glicose e galactose, por outro |ls$®seaclicares ndo permitiram grande
desenvolvimento da estirpe SEMIA 4077. Ambas agpestcresceram em glicerol, porém
a estirpe SEMIA 4077 cresceu muito pouco nestaefal®@ carbono. Apesar disso, o
glicerol foi descrito como uma excelente fonte dwbono para o crescimento de
Rhizobiume Bradyrhizobium Neste estudo, as duas estirpes cresceram enmcorgendo
glicose e glicerol (Tabela 6). No grupo 3, quatsolados (UbAIG3A3, UbAIG6A3,
UnPaG3A9 e UnPaG6A2) apresentaram caracteristietabdlicas 100% semelhantes as
estirpes BR266, BR351 e R82 (Figura 17), os quads aresceram em meio com acido
nicotinico (Tabela 6).

Segundo Castellane (2007), as curvas de crescirdastestirpes SEMIA 4077
e SEMIA 4080 mostraram que o dissacarideo sacdomseatilizado para promover o
crescimento e liberacdo de exopolissacarideo. tantee tal utilizacdo so se iniciou apés
28 horas de cultivo e, entédo, foi aumentando pssgjramente com o tempo. Para isso,
faz-se necesséria a presenca da enzima chamad@seve-D-frutofuranosidase (Rose
& Harrison, 1970, citado por Castellane, 2007). Bam segundo Martins et al. (1997),
isto pode ser explicado pela presenca de uma aseedm estirpes de crescimento rapido,
capaz de metabolizar a sacarose pela ausénciaelessaa e da sacarose fosforilase em
estirpes de crescimento lento, o que torna inadkgoaiso de sacarose para o crescimento

deBradyrhizobium
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Tabela 6 Crescimento em diferentes fontes de carbonosidados de rizébios obtidos de
nddulos de gendtipos silvestres de feijoeiro enossale Uberlandia e Unai
(Minas Gerais) e das estirpes padrao.

Isolados/ Fontes de carbono

Estirpes S G AM  AMe NA [ S A F Gl
BR266 + + + + - + + + + +
BR281 + - - - - - + + -
BR351 + + + + - + + + + +
R82 + + + + - + + + + +
SEMIA4077 + + + - + + n + + +
SEMIA4080 + + + + + + + n + +
SEMIA4088 + + + + + + + n + +
UbAIG10Al + + + + + + + + + +
UbAIG10A2 + + - + + + + + + +
UbAIG10A4 + + + + + + + + + +
UbAIG10A5 + + + - + + + + i n
UbAIG10A6 + + - - - + + + + +
UbAIG10A9 + + + - + + + + i +
UbAIG11A4 + + + - - + + + + +
UbAIG11A5 + + - + + + + + ¥ +
UbAIG1A1 + + + + + + + n + +
UbAIG1A8 + + + - + + + + + +
UbAIG2A2 + + + + + + + - + +
UbAIG2A4 + + + + + + + + + +
UbAIG3A3 + + + + - + + + + +
UbAIG3A4 + + - - + n + + " +
UbAIG3A5 + + + + + + + + + +
UbAIG4A10 + + + - + + + + i "
UbAIG4A2 + + + + + + + + + +
UbAIG4A6 - - + + + - - - - -
UbAIG4A7 + + - - + n + + " +
UbAIG6A3 + + + + - + + + + +
UbAIG6A9 + + + - + + + + + +
UbAIG7AT7 + + + - - + + + + +
UbAIG8A1 + + - + - + + + + +
UbAIG8A10 + + + - - + + + + +
UbAIG8A3 + + + - - + + + + +
UbAIG8AS5 + + - - + + + + + +
UbAIG9A10 + + + + + + + + + +
UbAIG9A5 + + - - + n + + " +
UnPaG10Al11 + + - - - + + + + +
UnPaG10A12 + + - - + + + +
UnPaG10A3 - - - - - - + + + .
UnPaG10A4 - - - - - - + - + .
UnPaG11Al + + + - - + + + + +
UnPaG11A10 + + + - + + + + + +
UnPaG11A2 + + + - - + + + + +
UnPaG11A4 + + + - + + + + + +
UnPaG11A5 - + - - - - + N + i
UnPaG11A6 + + + - - - + + + +
UnPaG11A7 + + + - - + + + + +
UnPaG11A8 + + + - - + - + + +
UnPaG11A9 - + - - - - - - + .
UnPaG1A1l + + - - - + + + + +
UnPaG1A10 + + + - + + + + + +
UnPaG1A12 + + + + + + + + + +
UnPaG1A2 + - - - - - + . + )
UnPaG1A9 + + + - + + + + + +
UnPaG2A1 + + - - - + + + + +
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Tabela 6. Cont.

Isolados/ Fontes de carbono
Estirpes NA [

0]
o)
>
<
>
=
D
>
M
@

UnPaG2A10
UnPaG2A11
UnPaG2A12
UnPaG2A3
UnPaG2A4
UnPaG2A5
UnPaG2A6
UnPaG2A9
UnPaG3Al
UnPaG3A15
UnPaG3Al7
UnPaG3A18
UnPaG3A19
UnPaG3A2
UnPaG3A20
UnPaG3A5
UnPaG3A6
UnPaG3A9
UnPaG4A1
UnPaG4A12
UnPaG4A2
UnPaG4A5
UnPaG4A6
UnPaG4A9
UnPaG5A11
UnPaG5bA12
UnPaG5A7
UnPaG5A8
UnPaG6A10
UnPaG6A12
UnPaG6A2
UnPaG6A5
UnPaG6A6
UnPaG6A7
UnPaG6A9
UnPaG7Al1
UnPaG7A11
UnPaG7A2
UnPaG7A3
UnPaG7A4
UnPaG7A5
UnPaG7A6
UnPaG7A7
UnPaG7A8
UnPaG8Al
UnPaG8Al11l
UnPaG8A12
UnPaG8A2
UnPaG8A3
UnPaG8A4
UnPaG8A7
UnPaG8AS8 + + + - + + + +

+ +
1
+ +

++ + + 4+
+ + 4+ + 4+
+ + 4+ + +
+ + 4+ + +

+ 4+ + + 4
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crescimento. (S) sacarose, (G) glicose, (AM) aaddico, (AMe) acido maleico, (AN) acido nicotinic@) inositol, (S) sorbitol, (A)

arabinose, (F) frutose, (GI) glicerol.
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Grupol « Rhizobium leguminosarum

bv. phaseoli

Grupo2

« Rhizobium tropici

Grupo3

«— Rhizobium tropici

« Rhizobium leguminosarubv. phaseolie
R. multihospitium

Grupo4

Figura 17. Dendrograma de similaridade construido com baseaso de diferentes fontes
de carbono por isolados de rizobios obtidos desstdoMinas Gerais, usando
Jaccard como coeficiente de similaridade e UPGMAna@ométodo de

agrupamento.

4.2.3 Estado do Parana (solos provenientes dos mcipios de Araucaria e

Prudentépolis)

Com base nas caracteristicas morfologicas dosds®laelecionados a partir

dos isolados nativos obtidos de gendtipos silveddee feijoeiro e das estirpes-referéncia
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provenientes de solos do estado do Parana (ArauedRrudentdpolis) (Tabela 7), foi
possivel agrupa-los em trés grupos (Figura 18).ig0tados PCG2A10, PCGB8ALO0,
PCG1A6 e PCG1A5 foram semelhantes, com 70% deasidalde, a estirpe referéncia
R82; e os isolados ALSG1A7, ALSG5A3 e PCG4A8 maatrase 100% semelhantes a
referéncia BR266, sendo provavelmente tamiB&neguminosarunbv. phaseoli(Figura
18).

Estes ultimos, juntamente com o isolado ALSG5AZes@ntou similaridade
entre as estirpes-tipo SEMIA 4080 e SEMIA 4088 @808e o isolado PCG3A2 foi
semelhante a referéncia SEMIA 4077 com 85% de ailddde. Em geral, o grande
namero de ramificagdes formado pelos isolados ties ste Parana indica uma elevada

diversidade morfologica entre os isolados obtidestals solos (Figura 18).

Tabela 7. Caracteristicas morfolégicas dos isolados debrdobtidos de ndédulos de
genotipos silvestres de feijoeiro em solos de Aadace Prudentdpolis
(Parana) e das estirpes padrao.

Isolados/ Caracteristicas morfoldgicas dos isolados/estirpes

Estirped VC pH DC AC BC FC EC CC TM OM EM CM
ALSG10A8 N N 12 Ho Ir Ir P B o) P P F
ALSG11A2 N A >2 He | C E Am O Mu P L
ALSG1A3 N Al 12 Ho Ir Ir E Am T MP P L
ALSG1A6 N A >2 He | Ir E C O Mu P L
ALSG1A7 N A >2 He | C E Am O M P L
ALSG1A9 L N >2 He | Ir E Cr T M M L
ALSG2A10 N N >2 He | Ir E Am O M P L
ALSG2A3 N A >2 He | C E Ab O Mu P L
ALSG2A5 N N >2 He | C E Am O Mu P L
ALSG2A6 N A >2 He | C E Am T Mu P L
ALSG2A7 N A >2 He | C E Am O M Mu L
ALSG2A9 N A >2 He | C E Am O MM P L
ALSG3A5 N A >2 He | Ir E Am O M P L
ALSG4A1 N N > He | C E Am O M P L
ALSGA4A7 R A > He | Ir E Am T M P Aq
ALSG5A1 N A 12 Ho | Ir E C T P P L
ALSGS5A3 N A >2 He | C E Am O M P L
ALSG5A4 N A 12 He | C E Am O M P L
ALSG5A6 N A >2 He | C E Am T M P L
ALSG5A9 N A >2 He | C E Am O Mu P L
ALSG6AL R N 12 Ho | Ir E Am O M P L
ALSG6A7 N A >2 Ho | C E B o) M P L
ALSG7A7 N A >2 He | C E Am O Mu P L
ALSGOAS N A >2 He | C E Am O Mu P L
BR266 N A >2 He | C E Am O M P L
BR281 N A > Ho | C E ¢C T M P L
BR351 N A > Ho | C E Cr O M P L
PCG10A6 N A > He | Ir E Am O Mu P Aq
PCG10A7 N A > He | C E Am O Mu P L
PCG1A2 N A >2 Ho | C E C O Mu P L
PCG1A3 R A 12 Ho | C E ¢ O M M F
PCG1A5 R A 12 Ho | C E ¢C O P P L
PCG1A6 R A 12 Ho | C E ¢C O M P L
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Tabela7. Cont.

Isolados/ Caracteristicas morfoldgicas dos isolados/estirpes

Estirpes VC pH DC AC BC FC EC CC TM QM EM CM
PCG1A8 N A 1-2 Ho I Ir E Cr 0] P Mu F
PCG1A9 N A 1-2 Ho I C E Cr @] P P F
PCG2A10 N A 1-2 Ho I C E Cr @) Mu P L
PCG2A2 N A 1-2 Ho I Ir E Cr 0] M P L
PCG2A5 N A >2 Ho I Ir E Cr 0 Mu P L
PCG2A6 N A >2 He I C E Cr O M P L
PCG2A8 N A 1-2 Ho I Ir E Cr o] M Mu L
PCG3A2 N A >2 He I C E Am o] M P Aq
PCG3A3 N A 1-2 He I C E Cr @) M Mu L
PCG3A6 N A 1-2 Ho I C E Cr @] M Mu L
PCG3A7 N A 1-2 Ho I C E Cr @] M P F
PCG3A8 N A >2 He I Ir E Am @] Mu P L
PCG4A1 R A >2 Ho I Ir E Cr @] M P L
PCG4A6 N N >2 Ho I C E Cr ] M P L
PCG4A8 N A >2 He I C E Am o] M P L
PCG4A9 N A >2 Ho I Ir E Am o] Mu P L
PCG5A3 N A >2 Ho I Ir E Cr 0 M P L
PCG5A5 R A 1-2 Ho I Ir E Cr o] M P L
PCG5A6 N A >2 Ho I Ir E Cr T M P L
PCG5A7 L N 1-2 Ho I Ir E Cr T MP P L
PCG5A8 N A >2 Ho I C E Cr 0] M P L
PCG7A1 N A >2 He I C E Am o] Mu P L
PCG7A8 N A >2 Ho I C E Cr 0] Mu P L
PCGB8A10 R A 1-2 Ho I C E Cr o] Mu P L
PCGB8A2 N A 1-2 Ho I C E Cr T P P L
PCG8A6 N A >2 Ho I C E Cr 0] Mu Mu L
R82 R N 1-2 Ho I C E Cr 0 M P L
SEMIA4077 R A >2 He I C E Am o] M P Aq
SEMIA4080 R A >2 He I C E Am o] M P L
SEMIA4088 R A >2 He I C E Am 0 M P L

T (ALSGnAN): isolados oriundos de solos da cidadéricaria (A), fazenda Lagoa Suja (LS), gendtid € nimero do nédulo (A);
(PCGnAnN): isolados oriundos de solos da cidaderdddntdpolis (P), fazenda Campi (C), gendtipo (G)aenero do noédulo (A); e
(SEMIA 4077, SEMIA 4080, SEMIA 4088, BR266, BR3HR281, R82): estirpes de referéncia. (VC) velocéddd crescimento (R-
rapido-1 dia, N-normal-2 dias e L-lento-3 dias), {fHacido e N-neutro), (DC) diametro da coldnia em, (AC) aparéncia da coldnia
(He-heterogénea e Ho-homogénea), (BC) borda daieo{inteira e Ir-irregular), (FC) forma da coléanC-circular e Ir-irregular),
(EC) elevacdo da coldnia (E-elevado e P-plano),)(€& da coldonia (Am-amarela, B-branca, Cr-cremékteabobora), (TM)
transparéncia da massa celular (O-opaco e T-ti@dsly (QM) quantidade de muco (MP-muito pouco,degn, M-médio, Mu-muito),
(EM) elasticidade do muco (P-pouca, M-média e Mutau(CM) consisténcia do muco (L-leitoso, Ag-agapF-floculoso e S-seco).

De acordo com a Tabela 7, observa-se que o iséla8G1A3, proveniente da
cidade de Araucaria, Parana, foi o Unico que alterggH do meio YMA para alcalino,
engquanto os demais alteraram para acido ou nélro.isso, este isolado ndo se enquadra
nas caracteristicas do géndrhizobium nem do géner@radyrhizobiumpor apresentar

crescimento rapido, podendo se enquadrar mais rmacteristicas do género
Azorhizobiumde acordo corhima et al. (2012).
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Figura 18 Dendrograma de similaridade construido com base caracteristicas
morfolégicas de isolados de rizébios obtidos de@salo Parana, usando
Jaccard como coeficiente de similaridade e UPGMMa@anétodo de
agrupamento.

Com base nas caracteristicas dos isolados seldowmna das estirpes-
referéncia quanto ao uso de fontes de carbono peves do estado do Parana (Araucaria
e Prudentopolis) (Tabela 8), foram definidos quattapos (Figura 19). De acordo com a
Tabela 8, a fonte de carbono para crescimento stadios provenientes de solos do
Parand mais utilizada foi sacarose, utilizada pgoriselados dos 56 selecionados, que
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corresponde a 98% dos isolados. Porém, as outnéassfde carbono, arabinose, frutose,
glicose, sorbitol, inositol e glicerol, acido maljcacido nicotinico e &cido maleico,
também foram bastante utilizadas pelos isolados.

De acordo com o dendrograma, os grupos 1 e 2 ftwemmados por isolados
nativos e ndo agruparam com nenhuma estirpe refar@om 0% e 20% de similaridade,
respectivamente (Figura 19). O grupo 3 foi formpdoum isolado e uma referéncia, com
30% de similaridade, sendo que este isolado, PC61f@A100% semelhante a referéncia
BR281 (Figura 19), os quais mostraram crescimemim @ utilizacdo de sacarose,
arabinose e frutose como fontes de carbono (T&ela

Alves (2005) observou que a sacarose e a frutosenfos carboidratos mais
facilmente utilizados, pois dentre os 126 isoladealiados, apenas trés nao utilizaram
esses carboidratos como fonte de carbono paraestimento. Giongo (2003), citado por
Alves (2005), observou que quatro dos 86 rizébsmdatlos dePhaseolus vulgarisnao
foram capazes de utilizar nenhum dos carboidragisdados (sacarose, arabinose,

galactose e inositol) com excecdo do manitol.

Tabela 8 Crescimento em diferentes fontes de carbonosihdados de rizébios obtidos de
nddulos de gendtipos silvestres de feijoeiro emossotlle Araucaria e
Prudentépolis (Parand) e das estirpes padréo.
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Tabela8. Cont.

Isolados/ Fontes de carbono
estirpe$ AMe AN [

+|®
>
<
wn
@

+
=+
+
+
=+

BR351 -
PCG10A6
PCG10A7
PCG1A2
PCG1A3
PCG1A5
PCG1A6
PCG1A8
PCG1A9
PCG2A10
PCG2A2
PCG2A5
PCG2A6
PCG2A8
PCG3A2
PCGS3A3
PCG3A6
PCG3A7
PCG3AS8
PCG4Al1
PCG4A6
PCG4A8
PCG4A9
PCG5A3
PCG5A5
PCG5A6
PCG5A7
PCG5A8
PCG7A1
PCG7A8
PCG8A10
PCG8A2
PCG8AG6
R82
SEMIA4077
SEMIA4080 +
SEMIA4088 + + + + + +

+ +
+ o+
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1 (ALSGnAN): isolados oriundos de solos da cidadédricaria (A), fazenda Lagoa Suja (LS), gendtigd ¢ namero do nddulo (A);
(PCGnAnN): isolados oriundos de solos da cidaderdddntopolis (P), fazenda Campi (C), gendétipo (G)ienero do nédulo (A); e
(SEMIA 4077, SEMIA 4080, SEMIA 4088, BR266, BR3HR281, R82): estirpes de referéncia. (+) Crescimef) Auséncia de
crescimento. (S) sacarose, (G) glicose, (AM) acididico, (AMe) acido maleico, (AN) acido nicotinic@) inositol, (S) sorbitol, (A)
arabinose, (F) frutose, (GI) glicerol.

O grupo 4 foi formado por isolados nativos e agpest referéncia SEMIA
4080, SEMIA 4088, BR266, BR351, R82 e SEMIA 407™McB0% de similaridade. As
duas primeiras referéncias foram semelhantes as@ados nativos com 100% de
similaridade (Figura 19), apresentando crescimesto todas as fontes de carbono
estudadas (Tabela 8). Ja os isolados PCG2A10, PE@BG2A8, PCG4A6, PCG4A9,
PCG7Ab5, e ALSG10A8 foram 100% semelhantes as estinlp referéncia BR266, BR351
e R82, que ndo mostraram crescimento em meio ami&eido nicotinico como fonte de

carbono (Tabela 8).
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Figura 19. Dendrograma de similaridade construido com baseso de diferentes fontes
de carbono por isolados de rizébio obtidos de sdoParana, usando Jaccard
como coeficiente de similaridade e UPGMA como meétde agrupamento.

Ainda no grupo 4, os isolados ALSG1A3, ALSG2A10,FE2A5, ALSG2A6,
ALSG2A7, ALSG3A5, ALSG4A1, ALSG4A7 e PCG4Al foranerselhantes a estirpe
referéncia SEMIA 4077 com 100% de similaridadegoais ndo cresceram em meio com
a fonte de carbono acido maleico. Isto mostra goe maior namero de isolados
apresentaram caracteristicas metabodlicas semedhade estirpes utilizadas como
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inoculante do feijoeiro (SEMIA 4077, SEMIA 4080 EMIA 4088), revelando um grande
potencial para a agricultura. No trabalho de Al@B305) o carboidrato mais pobremente
utilizado foi arabinose, sendo que dos 126 isolad@diados 52 ndo foram capazes de
utilizar essa fonte de carbono.

De forma geral, em relagdo a caracterizacdo maiftd) observa-se que o
grande numero de ramificacbes formado nos dendraggpelos isolados de solos de
Goias e Minas Gerais revela uma maior diversidatetfpica entre os isolados obtidos
destes solos, quando comparados com os isoladid®®bio Parana. A analise de uso de
fontes de carbono revela que os isolados de rigdiitidos de solos do estado de Goias
apresentam maior diversidade metabdlica, em comp@am@om Minas Gerais e Parana.

De forma geral, em relacdo ao uso de fontes deogarto maior nimero de
isolados agrupa com as estirpes padrédo, especignoem as estirpes usadas como
inoculante do feijoeiro comum (SEMIA 4080, SEMIA88e SEMIA 4077), indicando
gue estes isolados apresentam caracteristicas dgtieasbsemelhantes a estas estirpes e,
portanto, deverdo ser avaliadas em ensaios de cqugmio a possibilidade de uso como

inoculantes da cultura do feijoeiro comum.
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5 CONCLUSOES

i. Obteve-se 523 isolados de ndédulos de gendtipbesges de feijoeiro com
predominancia de isolados que acidificam o meicculdvo e de crescimento rapido,
sendo que os provenientes de solos de Araucariaudemopolis produzem maior

guantidade de muco que os de Jussara, Nova Vddiegdandia e Unai.

ii. Os isolados de rizobios obtidos de solos dadestle Goias e Minas Gerais apresentam

maior diversidade fenotipica do que aqueles origrm#osolos do Parana.

iii. A analise de uso de fontes de carbono revela os isolados de rizobios obtidos de

solos do estado de Goias apresentam maior divdesidatabdlica.

iv. De forma geral, o maior nimero de isolados pgricom as estirpes padrao,
especialmente com as estirpes usadas como inoeularfeijoeiro comum (SEMIA 4080,
SEMIA 4088 e SEMIA 4077), indicando que estes @otaapresentam caracteristicas
metabolicas semelhantes a estas estirpes e, myrtlavierdo ser avaliadas em ensaios de

campo quanto a possibilidade de uso como inocuataeultura do feijoeiro comum.
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