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RESUMO - O objetivo foi utilizar a analise
multivariada para selecionar estirpes de riz6bios com
eficacia na simbiose com o feijoeiro. Foram utilizadas
45 estirpes elite de rizobios de feijoeiro (IPR Pv-) e as
estirpes de Rhizobium tropici tipo B SEMIAs -4077, -
4080 e -4088 (CIAT899, PRF81, H12) e o tratamentos
controle sem inoculacdo, sem e com N-mineral. O
delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés repeticBes. A associagdo, entre
analise multivariada, técnicas de componentes
principais (ACP) e analise de agrupamento permitiu
separar um grupo menor de estirpes com alto potencial
para estudos de campo. A analise multivariada baseada
em seis variaveis relacionada a FBN, reduziu de um
grupo de 45 estirpes elites permitindo a sele¢do de seis
estirpes eficazes na FBN para teste em campo.

Palavras-Chave: (Phaseolus vulgaris;
bioldgica de nitrogénio; N-ureido)

fixacéo

Introducéo

Determinadas espécies de Rhizobium, quando em
simbiose com o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L),
apresentam a capacidade de formar nédulos efetivos e
com isso fixar biologicamente o nitrogénio atmosférico
(FBN), e reduzir no o de fertilizantes nitrogenados [1].
No Brasil, programas de pesquisa para selecdo de
estirpes de rizobios tém buscado a eficicia e
estabilidade das caracteristicas da FBN [2]. Porém,
antes de uma avaliacdo da eficacia dessas bactérias em
experimentos de campo, uma andlise em solo, em casa
de vegetagdo, para avaliar varidveis relacionadas a
FBN, com um nimero grande e diverso € essencial
para se ter material pré selecionado.

A anélise de componente principal é uma técnica
que, aplicada na presenca de mais de quatro variaveis,
e permite a visualizagdo gréafica das componentes
principais, conhecendo-se assim o padrdo de dispersédo
dos individuos. O uso de técnicas multivariadas
permite sintetizar o estudo e interpretacdo de um
conjunto de dados com um grande ndmero de
variaveis, principalmente, quando os dados séao
quantitativos. Isto se deve ao fato da redugdo e
dimensionamento de dados sem perder informagéo.

Neste sentido, o estudo foi conduzido com o
objetivo de realizar a sele¢éo de estirpes elite com base

na analise multivariada de componentes da fixacdo
bioldgica do nitrogénio.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em solo com populacéo
estabelecida de rizébio, em casa de vegetagdo. Foram
utilizadas 45 estirpes elite (pré selecionadas) de rizdébios
microssimbiontes de feijoeiro, provenientes da Colecdo de
Microrganismos de Interesse do Agronegécio do
Laboratorio de Microbiologia do Solo do Instituto
Agrondmico do Parana (IPR Pv-), e trés estirpes de
Rhizobium tropici tipo B SEMIAs -4077, -4080 e -4088
(CIAT899, PRF81, H12) autorizadas pelo MAPA para a
producdo de inoculantes para a cultura do feijoeiro, no
Brasil. Dois tratamentos controle sem inoculagdo, sem e
com N-mineral foram incluidos. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com trés
repeticdes.

No inicio do florescimento do feijoeiro, estagio
fenoldgico R6. Aos 42 dias ap6s a emergéncia (DAE), as
plantas foram coletadas para avaliar 0s seguintes
parametros: massa da parte aérea seca (folhas, caule e
peciolos), massa das raizes secas; nodulagdo (nimero e
massa de nodulos secos), N-total da parte aérea; na seiva
do xilema, N-ureido (alantoina e &cido alant6ico), N-
nitrato e N-total.

Os dados originais de componentes de planta e da
fixacdo biolégica de N, foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e quando o F foi significativo, foi
aplicado o teste de médias Scott Knott com 5% de
probabilidade. Para obter as componentes principais, 0s
dados foram submetidos a analise utilizando o programa
estatistico SAS (Statistical Analysis System) utilizando o
procedimento "PRINCOMP" (SAS, 1999).

Pela analise multivariada as trés componentes escolhidas
(Y1, Y2 e Y3) resumiram as seis variaveis originais (massa
e N total na parte aérea (g kg™), N seiva e N-ureido (nmol)
e massa e nimero de nodulos (mg pl™). A partir dos dados
gerados da analise de componentes principais (ACP) usou-
se 0 "PROC CLUSTER" e 0 método "COMPLETE" como
técnica para gerar o dendrograma por meio do
procedimento "PROC TREE" do SAS. Ao final desta
andlise, obtém-se um gréfico de facil interpretagdo,
chamado dendrograma a partir da matriz D2, ou seja, a
matriz de distancia euclidiana.
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Resultados

As plantas ndo inoculadas (controle) apresentaram
nodulacdo, antes do plantio o solo apresentou uma de
populacdo estabelecida de rizébio nodulante do
feijoeiro, em média de 10° células viaveis (g de solo
seco”™’. A aplicacio do N mineral ndo inibiu a
nodulagcdo com 202 mg massa seca de nodulos. A
variavel, massa seca da parte aérea do feijoeiro,
mostrou que na inoculagdo com estirpes elites
(eficientes), o feijoeiro responde em termos de
crescimento. Os valores médios de massa seca do
feijoeiro inoculado variaram de 4,26 a 7,52 g planta™
nos tratamentos com as inoculagdes com as estirpes
IPR Pv-195 e IIPR Pv -445, respectivamente (Dados
ndo apresentados). Com base na massa seca da parte
aérea da planta foi observado que, o tratamento com N
mineral separou-se dos demais com 11,23 g planta™ e
as estirpes testadas formaram dois grupos, sendo o
maior grupo composto por 35 estirpes sem diferencas
significativas da testemunha sem N e sem inocular
(p<0.05, teste Scott Knot). Entretanto, 14 estirpes de
rizébio testadas se agruparam com as estirpes SEMIAs
-4077, -4080 e -4088, e os valores médios de massa
seca foram na faixa de 6,57 a 7,52 g planta™. O N total
na parte aérea, também, foi significativamente
diferente entre as estirpes testadas, com médias de 89 a
198 mg planta’. Baseando se nesta variavel foi
observado dois grupos, um composto de 11 estirpes
eficientes com valores variando de 140 a 198 mg N
planta’ e sem diferenca significativa do tratamento
com N mineral. Apenas seis varidveis dos
componentes de planta relacionadas com a fixagéo
biologica do nitrogénio (FBN) foram utilizadas na
andlise multivariada. A associagdo, entre analise
multivariada, técnicas de componentes principais
(ACP) e analise de agrupamento, foi utilizada para
facilitar o trabalho de selecdo das estirpes eficiente,
essa metodologia é recomendada quando existe um
nimero maior do que quatro variaveis.

Pela andlise de agrupamento foi formado dois
grandes grupos (Gl e Gll), sendo que o Gl foi
composto pela SEMIA 4077 e 4088, controle, N
mineral e 14 estirpes IPR Pv. O Gl foi dividido em
dois subgrupos, sendo que, no IA agrupou algumas
estirpes IPR Pv-, a SEMIA-4077 e 4088 e o tratamento
com N mineral, enquanto, no subgrupo 1B o controle, a
trés estirpes IPR Pv (Figura 1).

No segundo grupo (GII) agrupou-se a maiorias das
estirpes IPR Pv e foram divididas em dois subgrupos.
No subgrupo IIA foi constituida pela SEMIA 4080 e
28 estirpes IPR Pv. No subgrupo 1B foram agrupadas
apenas as estirpes IPR Pv-, 446, 591 e 611 (Figura 1).

Discussao

A anélise de agrupamentos (Cluster Analysis) tem
como objetivo dividir as observa¢Ges da amostra em
grupos de forma que os elementos pertencentes a um
mesmo grupo sejam similares entre si em relacdo as
variaveis que neles foram medidas. O método usado
neste trabalho foi o da ligacdo completa, ou seja,

aquele que leva em consideracdo a maior distancia entre os
tratamentos. Pelo gréfico de dispersdo dos tratamentos
analisados, em funcéo do terceiro e segundo componente
(Y3=nodulagdo e Y2=crescimento de planta), foi
observado que a estirpe IPR Pv -367 se destacou das
demais, enquanto, as estirpes IPR Pv-652, -593 e -580
ficaram em uma posicdo intermediaria. A estirpe IPR Pv -
2606 ficou isolada com valores baixos para nodulagdo e
crescimento de planta (Dados ndo apresentados).

Foi observado que, ao aplicar a analise de componentes
principais em dados relacionados com a FBN, esta técnica
foi eficiente em reduzir o nimero de medidas (varaveis)
necessarias para a avaliagdo da eficiéncia da simbiose
fixacdo biologica N, em feijoeiro. Por exemplo, uma
conclusdo de interesse para quem trabalha com feijoeiro, o
nimero de ndédulos ndo é uma variavel essencial para
classificar estirpes eficientes.

Neste estudo, as diferengas entre as estirpes de riz6bios
elite e os tratamentos utilizados (com e sem N) foram
observadas pela visualizacdo grafica das componentes
principais, conhecendo-se assim o padrdo de disperséo dos
individuos (Figura 1).

Conclusoes

A analise multivariada baseada em seis varidveis
relacionada a FBN, reduziu de um grupo de 45 estirpes
elites permitindo a sele¢do de seis estirpes eficazes na FBN
para teste em campo.
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Analise de agrupamento
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Figura 1. Agrupamento das estirpes elite de rizobio-Phaseolus e dos tratamentos (com e sem N mineral)

com base na analise de componente principal pelo método complete.
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